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Einleitung

Einleitung

1.1. Der Diabetes mellitus Typ Il — Ein Uberblick iber die Volkskrankheit

Den Pathomechanismus des Diabetes mellitus Typ rfauge zu untersuchen ist eine
Herausforderung an die medizinische Forschung. deemdiese vielschichtige Krankheit

erfordert eine genaue Analyse der bestehendeninriEtgriinden neuer Therapieansatze.

Der Diabetes mellitus Typ 2 ist in der Bundesrepuldeutschland eine der haufigsten
Erkrankungen. Rund acht Millionen Menschen leidener h bereits an dieser
Stoffwechselerkrankung, was etwa einem ZehntelGésellschaft entsprichtin Deutschland
erkranken jahrlich mehr als 350.000 Personen arbdbés mellituS Die internationale
Diabetesfoderation halt die Erkrankung fir eine dgdl3ten Herausforderungen des
Gesundheitsbereichs im 21. Jahrhuridert

Immer mehr Menschen in den Industrienationen sibergewichtig, bewegen sich wenig,
rauchen und nehmen eine stark fett- und kohlenliyaltege Ernahrung zu sich. Das alles
sind Faktoren, die die Entstehung eines metaba@iscByndroms beglnstigen. Dessen
Symptome sind Adipositas, Dyslipoproteinamie, eBek@ Hypertonie und die
Glukosetoleranzstérung. Der Diabetes mellitus s$elrgtwickelt sich zu einem grol3en
Prozentsatz aus dem metabolischen Syndrom. Dardweh din zu hoher Blutzuckergehalt
und Fettstoffwechselstérungen zu weiteren fatalaswirkungen auf verschiedenste Systeme
des Korpers (Herold G, 2005). Wer an Diabetes Mllieidet, hat wegen der Entstehung
einer endothelialen Dysfunktion ein erhdhtes Ris&o Gefalimikro- und Makroangiopathien
zu erkranken. Die endotheliale Dysfunktion gilt aise Vorstufe von Arteriosklerose. Die
Arteriosklerose wiederum ist der Verursacher ddilisunsten Folgen des Diabetes. Als
gefurchtete Beispiele waren hier der Herz— und iHiamkt zu nennen, die in Deutschland die
haufigsten Todesursachen darstéllerlerz- und Kreislauferkrankungen sind auch bei
Diabetikern die haufigsten Todesursachéit ist eine Angina pectoris als Warnsignal eines
drohenden Herzinfarktes nicht vorhanden, da weganddhbetisch bedingten Neuropathie
Schmerzen nicht wahrgenommen werden. Daher stedmeh55 % der Diabetiker an einem
Herzinfarkt (Herold G, 2005).

Das Auge wird ebenfalls von der Geféal3angiopathteoffen. Es droht im schlimmsten Fall
die Erblindung. Rund 30 % aller Erblindungen in Europa entsteliegen Diabetes mellitus

(Herold G, 2005). Auch kdnnen sich die Gefal3e im Beinen verschliel3en. Es entsteht eine

1



Einleitung

sogenannte periphere arterielle Verschlusskrankhgigse kann dazu fuhren, dass die
unterhalb des Verschlusses liegenden Gebiete meht durchblutet werden und absterben.
Im schlimmsten Fall folgt dann eine Amputation dehen, Flf3e oder Beine. In Deutschland
miissen 28.000 Diabetikern pro Jadmus diesem Grund GliedmaRen amputiert werden.

Des Weiteren steigt das Risiko fir den Diabetikeine diabetischen Nephropathie zu
bekommen und wegen Nierenversagen den Rest desd eimysiert zu werden. Zusatzlich
schwacht der Diabetes das Immunsystem. Die Ankaitgfur bakterielle Infekte steigt
(Herold G, 2005).

15 % der Diabetiker leiden an einem diabetische®sindrom. Wegen unbemerkten,
schmerzlosen Traumen (diabetische Neuropathie) and der schlechten Durchblutung
(wegen der pAVK) bilden sich schlecht heilende WemdDiese kdnnen sich noch zusatzlich
bei einer schlechten Abwehrlage infizieren und ZAbsterben des betroffenen Abschnittes
beitragen.

Ein zu hoher Blutzucker schadigt das Nervensystebenfalls. Das kann zu
Sensibilitatsverlusten in den Extremitaten fuhreléufig erkrankt der Diabetiker auch an
einer autonomen Neuropathie. Diese kann zu veitdréa Arrhythmien oder zum plétzlichen
Herztod fuhren. Die zirkadiane Blutdruckregulatidann gestort sein. Wegen einer
diabetogenen Schéadigung des Parasympathikus koén@astroparese, Obstipation,
Inkontinenz, Blasenatonie und Impotenz folgen (e, 2005).

Wie man sehen kann, ist der Diabetes mellitus &renkheit, die schlimme Folgen auf
verschiedensten Gebieten haben kann. In Deutscilardken ca. 15 Milliarden Euro pro Jahr
in die Behandlung des Diabetes gestédRei Diabetespatienten mit Spatfolgen kénnen die
Kosten pro Person um mehr als das Dreifache darigmer?. Jedoch existiert noch keine

Medikation, die diese schlimmen Folgen verhindeanrk

Im Jahr 2003 gab es weltweit ca. 194 Millionen Mg mit Diabetes mellitd In 20
Jahren werden rund 330 Millionen Menschen lautiSia¢n an Diabetes mellitus Typ 2
erkrankef’. So wird es immer wichtiger, eine geeignete Phaaterapie anzubieten, um
die Schaden dieser Krankheit zu verhindern. Es pitdr viele Medikamente, die gegen
Diabetes eingesetzt werden, doch weiterhin fehleerazeugende Therapieansétze, die eine
langfristige, qualitativ hochwertige Behandlung iatén, bei der die verheerenden
Spatschdden umgangen werden. Doch beschrankt scWiotkung der herkémmlichen
Antidiabetika meistens nur auf die unmittelbare Ksey des Blutzuckers. Im Gegensatz dazu

gibt es eine interessante, neue Medikamentenklaiseyerspricht, die Entwicklung der
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Arteriosklerose zu verzogern (Staels B, 2005) uedLipide zu senken (Parhofer KG et al.,
2005), um damit eine langere Erhaltung der Lebeagégti durch eine Herauszégerung der
Spatschaden zu erwirken. Eine Medikamentengrugpanen bereits in der Behandlung des
metabolischen Syndroms zur Pravention des Dialetgsnderer Krankheitsfolgen einsetzen

kann. Die Rede ist hier von den Glitazonen.

1.2. Pioglitazon — Medikament mit Zukunft?

Pioglitazon ist ein relativ neues Medikament. EsdeuEnde des Jahres 2000 zugelassen und
gehort zur Klasse der Thiazolidindione bzw. dertazbne, die Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma Agonisten (PPAR-gamma-Afgem) sind. Dieser nukleare
Rezeptor spielt eine wichtige Rolle in der Regolatiles Glukose- und Lipidstoffwechséls
und Ubt einen positiven Effekt auf die Insulinwinguaus. Ein durch Glitazone aktiviertes
PPAR-Gamma bindet mit dem nukledren RXR-Rezeptordan DNA und wirkt als
Transkriptionsfaktor. Nun werden Proteine gebildelie fur die Ubertragung des
Insulinsignals innerhalb der Zelle und fur das Ehmisusen von Glukose in die Zelle
verantwortlich sind. Die Glitazone entfalten ihratbhuckersenkende Wirkung auch tber die
Steigerung der muskularen Glukoseaufnahme. Es #ilniweise, dass neben einer
Verbesserung der intrazellularen Signaltransduktion Insulin in der Skelettmuskelzelle
zusatzlich eine Art kommunikativer Austausch zwethMuskulatur und Fettgewebe
stattfindet®. Die freien Fettsauren werden in die Adipozyterfganommen, was eine
Absenkung der Plasmawerte bewirkt. Pioglitazon essbrt die hepatische und periphere
Insulinsensitivitdt, indem es die hepatische Gleomenese senkt und die periphere
Glukoseaufnahme steig&tt Neben einer Verbesserung der InsulinresistengisciPPAR-
Gamma auch an der Differenzierung verschiedendlirdeh beteiligt zu sein. In weiteren
Studien fanden sich Hinweise, dass Uber eine Adtivig von PPAR-Gamma durch Glitazon
Differenzierungsprozesse gefordert, die Zellprodifmn gehemmt und die Apoptoserate
einiger Zelltypen erhdht werden (Frohlich E, 2005).
Die haufigsten Nebenwirkungen sind Odeme und Geedcimahme. Ein Vorteil ist, dass
Pioglitazon normalerweise gut vertragen wird. Estéleen keine bekannten Interaktionen zu
anderen Medikamenten. Pioglitazon kann in Mono+ dd@nbinationstherapie gute Erfolge
in der Blutzuckerkontrolle und in der Verbesserwag Lipidprofils vorweisen (Waugh J et
al., 2006). Es senkt signifikant den HbAlc und déichternglukosewert und steigert das
HDL (Johansen OE and Jorgensen AP, 2006). ZudatdAaheint es das Ausmald von
3
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kardiovaskuléaren Krankheiten und Arteriosklerosesenken (Waugh J et al., 2006) und kann
sogar antithrombotisch wirken (Staels B, 2005).&dwmei Gesunden hat es HDL steigernde
und Lipoproteinspiegel verbessernde Effekte (Szap® et al., 2006). Pioglitazon besitzt
dariber hinaus zellschitzende Effekte: Es moduliatzindungswege (Chen J et al., 2004),
verandert Interleukinspiegel (Gumieniczek A et aDP6) und vermindert oxidativen Stress
und die Apoptose (Deplanque D, 2004).
Die bei Diabetes mellitus bestehende Dyslipoprémiie und Endotheldysfunktion sind
vermutlich nicht nur Folge der Blutzuckererhbhungndern auch Ausdruck der
Insulinresisten?. Pioglitazon kann der diabetisch bedingten endialee Dysfunktion
entgegenwirken, die der erste Defekt in der vaskalddomobostase ist und letztendlich zur
Arteriosklerose fuhrt (Federici M and Lauro R, 2D0Bie auf das Endothel antiapoptotisch
(Artwohl M, 2005; Wang CH, 2006), antioxidativ unahtiinflammatorisch wirkenden
Fahigkeiten des Pioglitazons kdénnen es schitzeen@Ghet al.,, 2004 und Hetzel J et al.,
2005). Schon eine kurze Therapie mit dem Medikarkann die endotheliale Dysfunktion
unabhangig von der Stoffwechsellage des Diabetikersessern (Martens FM et al., 2005).
Das konnte der Schlussel in der Therapie der vasdwol Komplikationen des Diabetes
mellitus sein.
Auch wenn Pioglitazon mit oralen Antidiabetika kambrt wird, wird es gut vertragen. Bei
Langzeitstudien in Kombination mit anderen oralentidiabetika behalt Pioglitazon seine
Wirkung bei und verbessert das Lipidprofil sogacimstéarker (Hanefeld M and Goke B,
2000). Im Vergleich zu anderen Mitteln der Diab#tegpie konnten folgende Vorteile von
Pioglitazon gefunden werden:
- Obwohl Pioglitazon gleich gute Effekte wie Metiun auf die Blutzuckereinstellung hat,
verbessert es die Insulinsensitivitat deutlich nedmMetformin (Roden M et al., 2005).
- In Kombination mit Sulfonylharnstoffen kann esnd®lutzucker, die Lipide und
zusatzlich die Homozysteindmie verbessern. Die Hrysteindmie gilt als Risikofaktor
fur die Koronarsklerose und thromboembolische Hrkuagen (Wald DS et al., 2002)
Das Lipoprotein (a) wurde besser von Pioglitazawvah Rosiglitazon gesenkt (Derosa G
et al., 2006).
Pioglitazon scheint somit den anderen auf dem Maekhdlichen oralen Antidiabetika einige
Wirkungen im Voraus zu haben: Es ist antiarteriogettiinflammatorisch und verbessert das
Lipidprofil. Wie oben bereits erwahnt sind die viSéulen des metabolischen Syndroms
Adipositas, Dyslipoproteindmie, essentielle Hypeio und die Glukosetoleranzstérung.

Wegen des speziellen Wirkungsprofils von Pioglitakénnten zwei der vier Symptome des
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metabolischen Syndroms behandelt werden. Aufgremd/iélversprechenden Pharmakologie

dieses Medikaments wurde diese Studie begonnen.

1.3. Das Studiendesign

In dieser Studie wurde ein neuer Weg zur Erkunddelg Therapie von Diabetes mellitus
Typ 2 mit Pioglitazon und die dadurch bedingte Viderung des Proteoms des menschlichen
Plasmas untersucht. Hierzu wurden zehn Typ 2 Diadefir 12 Wochen mit 30 mg
Pioglitazon pro Tag behandelt. Vor und nach di&esrandlungszeit wurde Blut in EDTA-
Roéhrchen entnommen. Dieses Plasma wurde auchdi8tddie “Einfluss von Pioglitazon auf
Lipidstatus, rheologische Parameter und Endothklion bei Patienten mit stabil
eingestelltem Diabetes mellitus Typ 2%, von PD BrG. Parhofer, Medizinische Klinik II, in
Grol3hadern benutzt.

Eine antidiabetische Begleittherapie wurde wahresddn auf das Notigste reduziert. Alle
Patienten waren jedoch mit Sulfonylharnstoffen istalmgestellt, die wahrend der Studie
zusatzlich weiter eingenommen wurden, da in Deldasch die Monotherapie mit
Thiazolidindionen zu diesem Zeitpunkt noch nichgelassen war. Der HbAlc wurde auf +/-
10 % gleich gehalten. Die Studie lief von April 20Bis April 2002 und wurde erfolgreich
abgeschlossen.

Einschlusskriterien:
Alter: 20-70 Jahre
Gesicherte Diagnose eines Diabetes mellitus TypBehd&ndlung mit Diat und
Sulfonylharnstoff)
Stabile Blutzuckereinstellung (HbAlc 6,0-7,0 %) ehreranderung der Therapie tUber
mindestens 3 Monate
Triglyceridkonzentration > 150 mg/ dl
Mannliche Probanden und weibliche Probanden, digefale Kriterien erfullen:
Menopause oder Stand nach chirurgischer Sterdisairauen im gebarfahigen Alter

mit geeigneter Kontrazeptionsmethode (orale Koejptiza, IUD)
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Ausschlusskriterien:
Einnahme von Lipidsenkern (bei Vorbehandlung miusdedikamente mindestens 6
Wochen vor Einschlul} in die Studie abgesetzt wgrden
regelmafiger Alkoholkonsum von mehr als 30 g/ Tag
Kontraindikation gegen Insulinsensitizer
Konsumierende Erkrankung

andere sekundare Dyslipoproteindmie

Es wurden noch weitere Ergebnisse aus diesen Prolbelgenden Studien gewonnen:

- Parhofer KG, Otto C, Geiss HC, Laubach E, GOKR®5), “Effect of pioglitazone
on lipids in well controlled patients with diabetellitus type 2 - results of a pilot
study”, Exp Clin Endocrinol Diabetes. 2005 Jan;1})3(9-52.

- Otto C, Otto B, Goke B, Pfeiffer AF, Lehrke M, Yeser M, Spranger J, Parhofer
KG (2006), “Increase in adiponectin levels duringgtitazone therapy in relation to
glucose control, insulin resistance as well as Ighrand resistin levels”, J
Endocrinol Invest. 2006 Mar;29(3):231-6.

1.4. Das Proteom und wieso es in Zukunft immer widlger sein wird

Nachdem das menschliche Genom vollstandig entssaitigurde, ist das Proteom in das
Blickfeld der Forschung geriickt. Das Proteom swdih Gesamtbestand der Proteine einer
Zelle dar. Es zeigt den tatsachlich in Proteinergdteten und somit den benutzten Teil des
Genoms. Die Namensgebung stammt von M. Wilkind.eDée Abkurzung Proteom steht fur
“PROTEIns expressed by the genOME*" (Wilkins M et 4097). Das Proteom wird dabei gut
zehn Mal groRRer als das Genom geschatzt, da Peotdia zwar aus dem gleichen Gen
entstehen, durch alternatives Splei3en und postatarnale Modifikationen noch zusatzlich
verandert werden kdnnen (Lottspeich and Zorbas3)199

Viele Pathomechanismen spielen sich auf der Ebeme weré&nderten Proteinen oder
Proteinmengen ab. Die Analyse der Proteine wurdghalb als Mittel der Wahl zur
Identifizierung von Veranderungen in Zellen durdbditazon benutzt. Jeder Zelltyp eines
Organismus hat die gleiche Erbsubstanz, obwohk jédltyp ein anderes Proteom, d.h. eine

andere Proteinexpression, bildet.
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Das Proteom spiegelt den zu einem bestimmten Zditpals Proteine exprimierten Teil des
Genoms eines untersuchten Organismus dar. Es gemgit die dynamische Reaktion der
Zelle auf einwirkenden Reize, die durch mannigfaBlaeameter beeinflusst wird und sich
stark verandern kann. Mit Hilfe der Proteomanalgéanten letztendlich die flr spezielle
Krankheiten verantwortlichen Gene identifiziert den.

Die Untersuchung des Proteoms ist der Untersucldesy Genoms bei der Analyse der
Arzneimittelwirkungen und Stoffwechselprodukte dbgen, da sich die Proteinexpression in
pathologisch veranderten Zustanden ebenfalls verinBas Genom des Menschen &ndert
sich nicht zwingend bei dem Auftreten von Krankdejt jedoch kann sich das Proteom
dadurch akut oder chronisch verandern. Die meisMedikamente des aktuellen Marktes
wirken auf Proteine (Drews 2000), was die Untersugh des Proteoms wéahrend
Medikamenteneinwirkung noch spannender macht. Datedm konnte in Zukunft Auskunft
geben, ob ein Medikament bei vorhandenem Protéusstanes Patienten wirken kann. Daher
konnte die Proteomforschung die Mdglichkeit zuriwdlellen medikamentosen Therapie

verbesserif.

1.5. Die 2D-Gelelektrophorese

Die 2D-Gelelektrophorese ist die derzeit beste Ma¢h zur Auftrennung komplexer
Proteingemische wie etwa dem Plasma (Goérg et @0 Durch die 2D-Gelelektrophorese
werden die Proteine erst nach den isoelektrischankten und anschliefend nach dem
Molekulargewicht aufgetrennt (Klose, 1995). Dabaink man durch die Wahl des pH-
Bereichs der Rohrchengele, der Prozentzahl und \demetzungsgrad des Gels festlegen,
welchen Bereich des Proteoms man betrachten modntedieser Arbeit wurden
selbstgegossene 15 % und 20 % Gele (bezogen aaiglamidanteil) benutzt, die Proteine
mit einer Grof3e von ca. 100-7 kDa abbilden. Dagnsachte pH-Spektrum reichte von pH 4
bis 8 und von pH 3 bis 9.

Danach konnen die Proteine, die sich in dem Geh@eh, direkt oder nach dem Transfer auf
eine Nitrocellulosemembran durch verschiedene Mkithoangefarbt werden. Fur die
Coloration des Polyacrylamidgels wurde eine Silimadiing benutzt, die sehr sensitiv ist und
schon kleine Proteinmengen anzeigt. Die Identifizig der Proteine erfolgte jedoch nicht
nach Silberfarbung, da mit diesem Verfahren schéedrfahrungen in der Arbeitsgruppe
gemacht worden sind. Stattdessen wurde die weeig@findliche Coomassie-Blau Farbung

zur optischen Darstellung der Proteine eines pédiyan Gels benutzt. Diese Farbung hat den
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Vorteil, dass sie reversibel ist und mit den Progai weitere Untersuchungen stattfinden
kénnen. Von dem praparativen Gel ausgehend wurdsgeschnittene Proteinpunkte mit der
Massenspektrometrie identifiziert (Burlingame Alagt 1998).

1.6. Das menschliche Plasma — ein hochinteressan&smisch

Viele Einflisse wirken auf die Konzentration odeodifikationen von Proteinen im Plasma.
Als solche kann man erwdhnen: Genetische Faktofgledikamentose Faktoren,
Umweltfaktoren, Stoffwechsellage des OrganismusFaddoren, die mit der Behandlung der
Proben zusammenhéngen.

Das Proteom von Blutplasma wurde analysiert, wigisia mehr Proteine enthalt als Serum.
Unter anderem sind die Gerinnungsfaktoren, die earhrder Blutgerinnung verbraucht
werden wirden, noch enthalten. Zellulare Bestaledtkas Blutes, wie etwa die Leukozyten,
geben eigene Proteine ins Blut ab und wirden daedmn verandern, wenn sie zerkleinert
und mitanalysiert werden wirden. Somit wurden siecll vorsichtige Zentrifugation unter
Kihlung aus dem Plasma entfernt.

Das Blutplasma enthéalt Stoffe, die im Korper zirggn. Sobald ein Protein aus einem Organ
ins Blut Ubertritt, kann dieser vom Blut aus auhdmnzen Koérper wirken (z.B. Hormone).
Auch finden sich im Blut Abbauprodukte oder Stoffee aus pathologisch veranderten Zellen
stammen. Ebenso kann die Behandlung mit Medikamenmte einer Veranderung der
Proteinzusammensetzung fuhren. Da das Blut einansportweg fur viele Stoffe darstellt
und es alle Kérperabschnitte miteinander verbindget mit Nahrstoffen versorgt, zeigt es
guasi die Summe aller gré3eren metabolischen Fsezas, die im Korper ablaufen. Somit
wurde das hier zu untersuchende Medium Plasma talsdiese Fragestellung geeignet
angesehen.

1.7. Zielstellungen

Der Diabetes Mellitus Typ 2 ist eine weltweit imnigufiger vorkommende Krankheit. Noch
sind keine Therapien zur Heilung oder zur Vermegddaer schweren Folgeschaden bekannt.
Es flieRBen jahrlich groie Summen von Geld in dierdpie des Diabetes und seiner Folgen.

Dabei weisen die konventionellen Medikamente in Diabetestherapie allerdings beziiglich
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der Verhinderung der Spatschaden starke Einschn@eku auf. Zwar kann der aktuelle
Blutzucker relativ gut mit ihnen eingestellt werdeloch scheinen sie kaum Schutz vor den
makro- und mikrovaskularen Spatfolgen zu bietersvidggen ist es von grol3er Wichtigkeit,
die Forschung auf diesem Gebiet zu intensivieren.

Diese Arbeit soll zum weiteren Verstandnis der besoen Wirkung von Pioglitazon auf den
menschlichen Organismus beitragen. Das untersochke Antidiabetikum Pioglitazon ist ein
relativ neues Medikament mit vielversprechendemkWhigsprinzip. Zum Beispiel ist die
Verbesserung des Lipidprofils, die gute Einsteleiétr des HbAlc und vor allem die
Verhinderung der endothelialen Dysfunktion und doeme Verlangsamung der Entstehung
der Arteriosklerose von entscheidendem Vorteildén Diabetiker. Gerade diese Wirktrias
konnte eine deutliche Verbesserung in der Dialbdetespie darstellen. Darliber hinaus kdnnte
das Pioglitazon wegen dieser besonderen Eigenschafder Behandlung des metabolischen
Syndroms eine fihrende Stellung einnehmen.

In der folgenden Arbeit sollten die Effekte einaodhftazonbehandlung auf das Plasma-
proteom von Patienten anhand der 2D-Gelelektrogleotstersucht werden und verandert
exprimierte Proteine durch Peptidmassen-Fingeipgntmit dem Massenspektrometer
identifiziert werden. Proteine, die durch die Piaglonbehandlung reguliert werden, sind
vielfaltig interessant. Zum Ersten ist es wichtigelche Proteine speziell durch das
Medikament verandert werden. Auf der anderen Séitenten Veranderungen im Proteom
der Diabetiker im Vergleich zum Gesunden erkanndeme, die durch das Pioglitazon wieder
in Richtung des Normalzustandes verschoben werdda. Proteomanalyse kann im
Generellen so auch zur genaueren Analyse des Pathamismus der Volkskrankheit
Diabetes beitragen oder bereits bekannte Veranderuauf diese Weise verifizieren.

Damit die Veranderungen trotz der gut etablierteetidde der 2D-Gelelektrophorese
zusatzlich mit einer sehr grol3en Sicherheit begtaterden kénnen, wurden die gefundenen
Veradnderungen noch zusatzlich mit dem bekanntenfallen des Western Blots der
jeweiligen Patientenproben bestatigt. Danach wualideRegulation der gefundenen Proteine

am Zellmodell weiter untersucht.
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2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

6-Well Platten, Nunc, Wiesbaden

7-beta-Hydroxycholesterol, Sigma, Deisenhofen

7-Ketocholesterol, Sigma, Deisenhofen

Acrylamid, Amersham Biosciences, UK

Acrylamid-Bis 37,5 : 1, Amersham Biosciences, UK

Agarose, low melting point, Sigma, Deisenhofen

Ammoniumhydrogencarbonat, Fluka BioChemica, Bu€lt$,

Ammoniumpersulfat (APS), Serva, Heidelberg

Ampholyte pH 3 - 10, Servalyt, analytical grade%40Serva, Heidelberg

Ampholyte pH 4 - 7 Servalyt, analytical grade 40Sérva, Heidelberg

Bio Rad Proteine Assay, Bio Rad, Minchen

Biotinylated Anti-Mouse, Vector, Stuttgart

Bisacrylamid, Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

Bovines Serum Albumin, Sigma, Deisenhofen

Bromphenolblau, Sigma, Deisenhofen

Calciumchlorid, Merck, Darmstadt

CHAPS (3-(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio-1-propalfat), MP Biomedicals,
Eschwege

Chem Mate Antibody diluent, Dako, Glostrup, Denmark

Conical Tube, disposable, Nunc, Wiesbaden

DAB + Chromogen (x50), Dako, Glostrup, Denmark

Detection Reagent 1 + 2, ECL, ECL Plus, ECL Advan@anersham Biosciences, UK

Dimethylsulfoxid (DMSO), Roth, Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT), Serva, Heidelberg

DMEM Medium, low glucose, Bio West, Nuaille, Fraerlgh

Endothelial Cell Basal Medium, EBM Clonetics, CambBioscience, Walkersville

Endothelial Cell Growth Medium 2, Supplement P&RM Clonetics, Cambrex Bioscience,
Walkersville

Endothelial Cell Growth Factor, R & D Systems, \Wiaden

Entellan, Merck, Darmstadt

Fetales Kélber-Serum (FKS) Sera Plus, PAN BiotegibB, Germany
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Gellésung Rotiphorese 30, Roth, Karlsruhe

Gentamycin, PAA Laboratories, Linz

Gliclazid, Sigma Aldrich, Steinheim

Glutamin, Biochrom Ag, Berlin

HRP Substrate Puffer, Dako, Glostrup, Denmark

lodacetamid, Merck, Darmstadt

Interleukin-6, Sigma, Deisenhofen

Kollagenase A 0,2 % (0,29g/ dl), Roche, Mannheim

Mayers Hamalaun, Merck, Darmstadt

Medium 199, Bio Whittaker, Verviers, Belgien

Metformin, Sigma, Deisenhofen

Methylenbisacrylamid, Amersham Biosciences, UK

Milchpulver, blotting grade, granuliert, Roth, Ksnlihe

Paraffin: Histo Comp tissue embeddiung medium, V,0g&ssen

Penicillin, Streptomycin, Biochrom Ag, Berlin

Peroxidase blocking reagent (ready to use), Dakastip, Denmark

Pioglitazon, Sigma, Deisenhofen

Ponceau S, Sigma, Deisenhofen

Prestained protein marker, broad range, premixethdy New England Bio Labs Inc.,
Frankfurt

Proteinaseinhibitor “Proteinase Arrest” 100x, GBiesice, USA

Roti®-Blue, colloidale Coomassie Farbung, Roth,|&ahe

Streptavidin Peroxidase, Dako, Glostrup, Denmark

TEMED, Sigma, Deisenhofen

Tri-Na-Citrat-Dihydrat, Merck, Darmstadt

Trypsin/ EDTA Clonetics, Cambrex Bio Science Watkalie, Inc., USA

Trypsin Gold, mass spectrometry grade, PromegadCatipn, Madison, USA

Wash Buffer DakoCytomation, Dako, Glostrup, Denmark

Xylol fir Immunhistochemie, Schmidt, Dillenburg

Die restlichen, nicht aufgefihrten Chemikalienpsteten von Sigma oder Merck.
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2.1.2. Antikorper

Antikdrper Firma Verdinnung

Anti-Aktin Santa Cruz Biotechnology Inc., Santaus 1:5000
Cruz, California

Anti-Profilin Transduction Laboratories, Lexingtohaus 1:10000
USA

Anti Mouse 1gG, HRRCell Signaling Inc. Kaninchenl : 10 000

linked Antibody |

2.1.3. Verwendete Kits
Serum Aurum Proteine Kit, Bio Rad, Miinchen

2.1.4. Apparaturen

2D-Gelelektrophorese, Scie Plas, UK

6cm Durchmesser Schalen, Nunc, Wiesbaden
6-Well-Makroplatten, Nunc, Wiesbaden

Blot Paper (extrathick), Protean XL size, Bio Rifilinchen

Blotting Kammern, Bio Rad, Minchen

Curix 60 Entwicklerapparat, Agfa-Gevaert, Mortdéélgium

Dako Autostainer plus, Dako, Glostrup, Denmark
Dialysemembran, Medicell International Ltd., London

Gel Dryer Modell 543, Bio-Rad, Minchen

Heizblock Dri Block DB-2A, Techne

Mikrotom, Leica, Solms

Nitrocellulose-Membran (0,2 pm), Schleicher und@thBioscience, Dassel
ReaktionsgefalRe, verschiedene GrolRen, Eppendarfbtia
Rontgenfilme ,Hyperfilm”, Amersham Bioscience, UK

Semi-Dry Blotting Kammer, Bio Rad, Minchen

SuperFrost Plus Objekttrager, Menzel Glaser, Bratumsig
Ultraschall Geréat ,Labsonic®, Braun

Western Blot Apparatur, Bio Rad, Minchen
Zellkulturmaterialien: Greiner, Frickenhausen unghll, Wiesbaden
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2.1.5. Untersuchungsmaterialien

Alle Plasmaproben (Nuchternplasma) von Diabeteditoe[Typ 2 Patienten aus der Studie:
“Einfluss von Pioglitazone auf Lipidstatus, rheosafie Parameter und Endothelfunktion bei
Patienten mit stabil eingestelltem Diabetes mdlifyp 2.“ Studienverantwortlicher: PD Dr.
K. G. Parhofer, Medizinische Klinik Il, GroRBhaderdlinikum der Universitat Minchen,

Marchioninistr. 15, 81366 Mlnchen.

Das Blut der sechs gesunden Probanden wurde in BRG#chen entnommen und 10 min
bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Plasmatberstanddeworsichtig abgenommen, mit einem

grol3en Sicherheitsabstand zu den Blutbestandteilen.

HUVEC, Quellen:
- Dr. Ansgar Schmidt vom Institut fir Pathologie Marburg fiir die ersten Versuche
zum Konstruieren des Versuchsaufbaus
- Arbeitsgruppe von Privatdozent Dr. med. L. C. b&ofer, Klinik fir Innere Medizin,
Schwerpunkt Gastroenterologie, Endokrinologie utaff®echsel in Marburg, frische

Kultur direkt aus der Nabelschnur (fur alle andevensuche)

2.1.6. Medien

Endothelial Cell Basal Medium EBM Clonetics, Cambrex Bio Science, Walkersville

Mit Endothelial Cell Growth Medium 2, SupplementcRa EBM Clonetics, Cambrex
Bioscience, Walkersville

Dieses Medium wurde nur wahrend der ersten Versulibezur Erarbeitung des routinierten

Ablaufs dienten, benutzt.

Medium 199

+5 ml Glutamin, Biochrom Ag, Berlin

+2 ml Penicillin, Streptomycin, Biochrom Ag, Berlin

angesetzt als: 40 ml Medium 199+10 ml FKS, Sera,Biotech GmbH
auf die Platten geben, dazu pro 1 ml Medium 10QGE, R & D

PBS-Puffer:
8¢ NacCl
0,29 KCI

13



Material und Methoden

1,44 g Natriumhydrogenphosphat
0,24 g Kaliumdihydrogenphosphat
pH auf 7,4 einstellen, mit Aqua dest. auffillen.

2.1.7. Benutzte Datenbanken:

Expasy: EXPASy Molecular Biology Server, Swissise¢ of Bioinformatics (SIB),
http://www.expasy.org/cgi-bin/map2/def?PLASMA_HUMAN

Release 18.6, September 2006 and updates up &nd&+y-2008

2.2. Methoden

2.2.1. Entfernen von Albumin und IgG aus den Proben

Diese missen entfernt werden, da sie einen GrofiteiPlasmaproteine ausmachen und so
die 2D-Gelelektrophorese erschweren, da die andereteinspots vom Albumin und IgG
Uberlagert werden wirden. Das Gel wéare dann viakléa und man konnte viele Proteine
nicht erkennen.

Es wurde das Aurum Serum Protein Mini Kit geméafRsdesGebrauchsanweisung mit einer

kleinen Modifikation benutzt.

Bestandteile:
- Aurum Serum Protein Saulen (gefullt mit Resinkagen und Flussigkeit)
- Plastik Testrohrchen
- 2 ml Sammelréhrchen mit Verschluss
- Stopsel fur die Saulenspitzen
- Serum Protein bindender Puffer
(Alles bei 4 °C 12 Monate haltbar.)

Vorbereitung der Serum Protein Saulen:

1. Serum Protein Séaule in ein Testrohrchen steifeh5 min ruhen lassen.

2. Entfernen der Kappe und der Spitze der Sauksat beginnt die FlUssigkeit, die in
den Saulen enthalten ist, in das TestrOhrchenrapfen. Warten, bis die Saule
leergetropft ist.

3. 1 ml Serum Protein bindenden Puffer darauf gabehwarten, bis er aus der Saule

herausgeflossen ist. Das Ganze wird wiederholt.
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4. Nach der letzten Waschung wird die Saule inesnes 2 ml Sammelréhrchen gestellt
und fir 20 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert, um @&esinbett zu trocknen. Das
Sammelréhrchen kann nun verworfen werden.

5. Mit einem Stopsel die Saulenspitzen verschlieBetrt stellt man die Séulen in ein

neues 2 ml Sammelréhrchen.

Probenvorbereitung:
6. In einem 2 ml Sammelréhrchen 180 pl Serum Rrdigidenden Puffer und 60 pl der

Probe einflllen, dann vortexen.
200 pl der so vorbereiteten Probe in die Saebeg und mischen.
8. Vortexen nach 5 und 10 min wiederholen. Die &amit der Probe dann noch 5 min

ruhig stehen lassen.

Fertigstellen der geklarten Proben:
9. Stopsel der Saulenspitze entfernen und die Prdbeh die S&aule in das

Sammleréhrchen durchlaufen lassen. Wieder fir 2(bee10.000 rpm zentrifugieren.
Hierbei wird die geklarte Probe in dem Sammelrébrchufgefangen.

10. Fertig: Das Sammelrohrchen enthalt die von ug@ Albumin befreiten Bestandteile
des Plasmas und ist nun bereit fur die Proteinipesting und die 2D-
Gelelektrophorese.

(Ich habe den nach Schritt 9 von dem Herstellegeschlagenen Schritt, in dem die Saule
noch mal mit Serum Protein bindendem Puffer Gbéisehund somit stark verdinnt wirde,

weggelassen.)

2.2.2. Proteinbestimmung der Plasmaproben in Doppleéstimmung (nach Bradford):

Bendtigt wird:
- Bovines Serum Albumin (BSA) in der Konzentratioon 1 pg/ ul

- Mikrotiterplatte
- Bio Rad Proteine Assay Reagenz (gekihlt aufbesvghr

Anleitung:
1. Eswird 1 ml des Bio Rad Proteine Assay Reagenze4 ml Aqua dest. verdinnt.
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2. Davon werden 100 ul je in eine Vertiefung declylatte gegeben. Es befinden sich
je 2 Vertiefungen nebeneinander, die mit 100 plidesind, und die die gleiche
LAsung enthalten sollen.

3. 1. Lochpaar wird zur Leerwertbestimmung genomme

2. Lochpaar wird mit 1 pl beschriftet undlj@l BSA zugegeben.
3. Lochpaar wird mit 2 ul beschriftet un®j@l BSA zugegeben
4. Lochpaar wird mit 4 pl beschriftet unddj@ll BSA zugegeben

5. Lochpaar wird mit der Probennummer beschriftedd mit je 1 pl der vorbereiteten
Probe geflllt (falls die Probe zu verdiinnt seirltspkann man auch mehr nehmen,
man muss das allerdings bei der Konzentrationshaeteg am Ende beachten.).

4. Dann wird jede beflllte Vertiefung der Extinki®messplatte noch mit 100 pl des
vorbereiteten Proteine Assay Reagenzes zum MisdieRroben aufgefillt.

5. Nach ca. 10 Minuten wird die Extinktion bei 5T®n gemessen. Anhand der
Standardgerade kann die Proteinkonzentration bedtimerden.

2.2.3. SDS-Polyacrylamidgele

Fur je zwei 15 % bzw. 20 %:

Man spannt in einen Gelgiel3stand zwei Gelgiel3forgienwobei die schrage Kerbe in der
Glasplatte nach innen zeigt, so dass sich einegébdache fur die spater hier aufgelegten
IEF-Gele ergibt. Ein Taschenformer flir den Proteifignstandard wird mit genugend
Abstand (ca. 1-2 cm) an den Rand gesteckt.

Zusatzlich braucht man zum Bereitstellen:
- 3 Becherglaser
- TEMED
- 10 % APS
- 70 % Ethanol

Fur das Trenngel (15 % AA):
- 25 ml Gellésung (hier: Rotiphorese 30, enth@l#@ Acrylamid)
- 20 ml 1M Tris HCI pH 8,8
- 5 ml Aqua dest.
- 400 pl 10 % SDS
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Fur andere Prozentzahlen verandert man nur dieditaitse von Acrylamid und Wasser, der
Tris HCI Gehalt und der SDS Gehalt bleiben gleldh:mit einer 30 %igen Stamm-Gellésung
kein 20 %iges Gel gegossen werden kann, muss haylaid- und Bisacrylamid

eingewogen werden.

Fur das Trenngel (20 % AA):
- 9,74 g Acrylamid
- 0,26 g Bisacrylamid
- 30 mlH20
- 20 ml 1M Tris HCI pH 8,8
- 400 pl 10 % SDS

Fur schnellpolymerisierendes Gel am Boden der Planh:

5 ml von der fertigen Trenngellésung nehmen, dadd 21 10 % APS und 20 pl TEMED
zufugen. Ca. 2,5 ml in jede Gelform giel3en.

Zu der restlichen Gellésung werden 500 ul 10 % ARSE 50 pl TEMED zuflgt. Beide
Gelformen damit gleich hoch flllen. Damit man deuftkontakt der Oberflache méglichst
gering halt und restliche Luftblasen zerstort wardgeschichtet man die Oberflache der Gele

mit 70 % Ethanol (frisch ansetzen).

Fur das Sammelgelimmer gleiche Rezeptur, auch bei verschiedenenngeen):
- 1,12 ml 30 %ige Acrylamid Gellésung
- 1,4ml1MTris HCIl pH 6,8
- 7,5 ml Aqua dest.
- 40 ul 10 % SDS

Die Taschenformer mussen vorher in die Gelformestegét werden.

Zum Start der Polymerisation 200 pl 10 % APS unduROEMED hinzugeben. Platten bis

zum Boden der Ablageschragen fir die Gel-Rohrchélerf. Blasen missen abgesaugt
werden. Fertige Gele sind max. eine Woche im Kitsak in mit Aqua dest. befeuchteten
Tlchern und Frischhaltefolie haltbar.

In der Gelmatrix findet laut Westermeier (1990) Im@sne Nachpolymerisation statt. Daher

sollten die SDS-PAA-Gele einen Tag vorher gegossenaen.
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2.2.4. IEF-Polyacrylamidgele
Fur 4 R6hrchen:
- Erlenmeyerkolben
- Pipette, die ein durch einen dinnen Schlauclamgdrtes Ende hat

- 4 Ro6hrchen, die am unteren Ende mit Parafiimoldossen sind

Fir das Gel:

- 1,87 g Harnstoff

- 4125 pl Ampholyte pH 4-7

- 104,5 pl Ampholyte pH 3-10

- 550 pl Acrylamid Losung

- 412,5ul 20 % CHAPS

- 1,375 ml Aqua dest.
Alle Substanzen in das Gefa3 fullen und schwenWas, der Harnstoff gelost ist.
Luftblasenbildung ist zu vermeiden.

Als Starter fur die Polymerisierung fiigt man hinzu:
- 4 pl TEMED (100 %)
- 30 pul 10 % APS (frisch angesetzt oder eingefresezum einmaligen Gebrauch)

Losung langsam und gleichmaf3ig auf 4 Réhrchen lemteBlasenbildung an der Oberflache
vermeiden. Dann 130 pl Geluberschichtung auf je@é&hrchen flullen, mit Parafilm

verschlieBen und fir mindestens einen Tag im Kiindstkk (am besten 2-3 Tage)
auspolymerisieren lassen.

Die Gelréhrchen sind spatestens nach zwei Wochkbrauohbar.

2.2.5. Die isoelektrische Fokussierung (IEF)

Acrylamid Lésung:

28,4 % (w/ v) Acrylamid 28410 ml
1,6 % (w/ v) N°,N"-methylen Bisacrylamid 0,16 g/ 10 ml

Rohrchen Uberschichtung:
6,5 M Harnstoff 3,99/10 ml
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LOosungen:

Proben Uberschichtung:

7 M Harnstoff 2,19/5ml
0,8 % Ampholyte pH 4-7 (hier: Servalyt, analytigaade 40 %) 40 pl/ 5mi
0,2 % Ampholyte pH 3-10 (hier: Servalyt, analytigeade 40 % ) 10 pl/ 5ml
Lysispuffer:

9,5 M Harnstoff 5,3/ 10 mi

2 % CHAPS @210 ml

10 mM DTT 050g/ 10 m
4 % Ampholyte pH 4-7 400 pl/ a0

1 % Ampholyte pH 3-10 100 pl/ a0
Equlilibrationspuffer 1:

0,05 M Tris- HCI, pH 6,8 50mif 1
0,25 M DTT 52/ 11

4 % SDS 409/ 11

15 % Glycerin 150 ml/ 11
Equlilibrationspuffer 2:

0,05 M Tris- HCI, pH 6,8 50ml/ 11

25 mM lod Acetamid 469/ 11

30 % Glycerol 300 mi/ 11

6 M Harnstoff 360¢9/11

100 % TEMED, gebrauchsfertig

1. Tag: Isoelektrische Fokussierung der Proteine
Durchfihrung:
Ca. 1. Stunde vor der Verwendung der Gele wird3k#iberschichtung entfernt und durch je

100 pl Lysispuffer zum Equilibrieren ersetzt unatihanit 20 pul Aqua dest. Uberschichtet.
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Zur Probenvorbereitung werden 30 pug Probe in 3416ip 100 ul Lysispuffer fur 1 h bei
gelegentlichem Vortexen und Raumtemperatur inktibAnschliel3end wird der unldsliche
Teil durch Zentrifugieren (3 min bei 12.000 rpmyatrennt.

Kathoden und Anodenelektrolyte werden angesetzt:
Kathodenelektrolyt: 0,02 M NaOH (0,4 g auf 500 ml
Anodenelektrolyt: 0,01 M Phosphorséure (0,67 ml 85 % auf 1 1)

Das Anodenelektrolyt kann man auch direkt in deéeren Pufferkammer ansetzten.

Nach ca. einer Stunde:

Parafiim von Gel- Rohrchen entfernen. Dialysememdtizckchen zurechtschneiden, in
Anodenelektrolyt einlegen und blasenfrei (wichtigijt einem Gummiring am unteren Ende
der fertigen Gel-Rohrchen befestigen. Untere Pkdfiermer mit Anodenelektrolyt fillen.
R6hrchen in die Halterung schieben und an oberede Egsispuffer absaugen.

Ca. 100 pl Probe in ein Rohrchen fillen, daribep2®robenidberschichtung. Das Ganze
dann noch mit Kathodenelektrolyt vorsichtig auil Jetzt kann auch die obere

Pufferkammer mit Kathodenelektrolyt gefillt werden

Fokussierung bei 4 °C im Kihlschrank mit folgendélektrophorese-Programm starten:

Dauer Spannung
1. 0,5h 200V
2. 17,5h 750V
3. 1h 850 V
4. 15h 1000 V
5. Bis zur Herausnahme 750 V

2. Tag: Equilibrierung und SDS-Page
Die Gele werden mit einer wassergefullten Spritbe dem ROhrchen in eine mit dem
Probennamen gekennzeichnete Plastikschale gedpdst. basische, obere Ende wird mit

Bromphenolblaulésung markiert.

Equilibrierung:
Vor der zweiten Dimension werden die Gele je 20 migquilibrierungspuffer 1 und 2 im

37 °C warmen Warmeschrank auf dem Schittler inktbie
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SDS Page:
Agarose (fur 10 ml): 1,4 ml Tris HCI pH 6,8
40 ul 10 % SDS
0,5 % low meltiAgarose ( 0,05 g/ 10 ml)
Agaroselésung bei 70 °C im Wasserbad schmelzels, $& nicht gerade frisch hergestellt

wurde.

SDS Lauf-Puffer (5-fach konzentriert):
- 125 mM Tris-Base (15 g/ 1)
- 2MGlycin (94 g/ )
- 05%SDS((549/l)

Protein-Standard: Prestained protein marker, broad range, premigeddt.
10 pl werden bei 90 °C fur 3 min erhitzt, dann dekiund kurz zentrifugiert. Fur ein

praparatives Gel 20 pl nehmen.

Um einfachen SDS Lauf-Puffer herzustellen, 200 ml des 5-fach konzentrierten -SDS

Laufpuffers mit 800 ml Aqua dest. auffillen.

Es wird in jede Vertiefung der Gelplatten je ceb )l Agarose gegeben. Nun werden die
Rohrchengele in die Kerbe gelegt, mit dem basischevmphenolblauen Ende entfernt vom
Standard. Die Rohrchengele werden mit Agarose hhegdelh Blasenbildung ist zu vermeiden.
Nachdem die Agarose fester geworden ist, werderPi@itten in ihrer Halterung umgedreht,
so dass die Kerben mit den Gelréhrchen nach ineegea. Dieses Behaltnis wird dann mit
dem einfachen SDS-Laufpuffer gefillt. Dann wird d&otein Standard bereitet und nach
Entfernen der Taschenformer luftblasenfrei in desdhen geflllt. Jetzt wird die Kammer mit
genugend SDS-Laufpuffer gefullt.

Nun folgt die Elektrophorese (bei Zimmertemperatur)
30 mA/ Gel 0,5h

60 mA/ Gel Bis Gel weit genug gelaufen ist, um notllie Farbeschale zu

passen: ~ 3,5 h
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2.2.6. Die Silberfarbung
(Protokoll modifiziert von Arbeitsgruppe Hasilikgdtitut fir physiologische Chemie)
Alle Losungen werden mit Aqua dest. angesetzt.

1. Fixierung, 15 min:
- 30 % Ethanol
- 10 % Essigsaure

2. Fixierung, 15 min:
- 30 % Ethanol
- 10 % Essigsaure

Thiosulfat-Lésung (tiber Nacht):
- 0,2 % Na-Thiosulfat (0,5 g/ 250 ml)
- 0,1 N Na-Acetat 13,6 g/ |
- 30 % Ethanol

3x je 5 min Waschen mit Aqua dest.

Silbernitrat-Losung, 25 min:
- 0,1 % Silbernitrat (0,25 g/ 250 ml)
- 0,009 % Formaldehyd (62,5 pul/ 250 ml)

1x kurz waschen mit Aqua dest.

Entwickler:
- 2,5 % Natriumcarbonat (10 g/ 400 ml)
- 0,018 % Formaldehyd (200 ul/ 400 ml)

1x nur kurz mit 50 ml Entwickler spilen — hier reagdas freie Silberreagenz ab.
-Absaugen der Losung-

Dann in weiteren 50 ml schwenken, bis erste Prsignale sichtbar sind. In diesem Schritt

reagiert das proteingebundene Silberreagenz.

-Absaugen der Lésung-
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In 100 ml Entwickler lassen, bis die Proteine im @ sichtbar sind.
Stoppen: Ca. 10 ml konzentrierte Essigsaure zum @Gadben es bildet sich
Kohlenstoffdioxid. Fur 5 min so lassen.

-1x mit Aqua dest. waschen-

Gelfix (verkleinert die Gele), mindestens 20 min:
- 50 % Ethanol
- 2% Glycerin

Danach werden die Gele eingescannt und im Gelteyaetrocknet.

2.2.7. Kolloidale Coomassie Farbung

Die Gele, die mit Coomassie gefarbt wurden, wurdenca. 200-300 pug Protein pro Gel
hergestellt. Zu wenig Protein kann von dem Farlbstof ungentigend gefarbt werden und zu
viel Protein Uberladt das Gel. Um eine bessere mgsler Proteine und ein gutes Einlaufen in
das Gelréhrchen zu gewahrleisten, wurde ein andeysispuffer benutzt, der einen
11molaren Harnstoffgehalt, sonst aber die gleiceeeRtur hat.

Alle Loésungen werden auf 100 ml angesetzt. Daausteichend fir je ein Gel.

Fixierlésung (fur 100 ml):
- 79 ml Aqua dest.
- 1 ml 85 %ige ortho-Phosphorséaure
- 20 ml Methanol

Roti-blue® Farbeldsung(fir 100 ml):
1. 60 ml Wasser mit 20 ml Methanol mischen.
2. 5x konzentrierte Roti-blue® Lésung gut schittélis es gleichmafdig gefarbt ist, dann
20 ml abzapfen.
3. Unter Ruhren zu L6sung 1. 20 ml Roti-blue® Lagwon 2. dazugeben.

Waschlésung(fir 100 ml):
- 25 ml Methanol 99,8 %
- 75 ml Wasser

Vorinkubation der Gele, nachdem sie in der SDS Elektrophoresaufgs sind:
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Die Schalen muissen einwandfrei sauber sein, daesitth Proteine aus der Schale in der
LAsung anfarben. Hauptproblem hier ist das Keratin.

- 60 min in 100 ml Fixierldsung legen.

- ca. 2-15 h (auch uber Nacht mdglich) in 100 miifRtue® Farbelbésung geben.

Entfernung der kolloidalen Farbstoffkomplexe von de Geloberflache:
- Gelinsaubere, schon mit 100 ml der Waschlosung gefeditbeschale legen.
- 5 min lang schatteln.
- Ausgefallene Farbstoffkomplexe werden durch ruiffes Bewegen der Schale
wieder in Losung gebracht.
Da die Gele gleich weiterverwendet und sofort dietéin-Spots ausgeschnitten worden sind,

wurde auf die vom Hersteller angebotene Stabilisigrund Trocknung der Gele verzichtet.

2.2.8. Ausschneiden der Protein-Spots

Die Punkte wurden unter sauberen, staubfreien Urdstéd mit einem Skalpell tber einer
Leuchtplatte ausgeschnitten. Keratin in Form vomtsighuppen kénnte das ausgeschnittene
Protein verunreinigen und Uberdecken, so dass miaseane Haare achten (Haarband tragen)

und Handschuhe tragen sollte.

Nachdem die sich noch in der Waschlosung befindhcksele eingescannt worden sind,
werden die Proteine der Coomassie Farbung mit adehev gemachten Silberfarbung
verglichen und man sucht die Proteine, die mancaunssden will.

1. Auf einem Ausdruck der Coomassie Farbung audigiésvBroteine nummerieren.

2. Kleine 50 ul ReaktionsgefalRe mit Nummern besietitereitlegen.

3. Das Gel wird auf einen vorher grindlich mit Etblagewischten Leuchttisch gelegt.
Die gewinschten Protein-Spots werden mit einem peKalausgeschnitten. Man
schneidet nur so wenig ungefarbtes Gel wie moghdhaus.

4. Proteinstickchen klein schneiden und in ein nenertes Cap stecken. Die Nummer
des Proteinstiickchens auf dem Ausdruck der Coomds&rbung notieren. Die
Proteinstiickchen werden jetzt im Gefrierschrankgaibben, bis sie mit Trypsin

weiterbehandelt werden.

2.2.9. Trypsin Verdauung der Gelproteine
(Protokoll nach Dr. B. Schmidt, Institut fur Bioahee I, Gottingen)
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Reagenzien:

- 25 mM Ammoniumbicarbonat
- 50 % Acetonotril (AcN) mit 25 mM Ammoniumbicarbain
- 100 % Acetonotril (AcN)

- Trypsin: Trypsin Gold, mass spectrometry graden Yromega in 5 pug Portionen

einfrieren. Bei Bedarf fir 10 Proben ein 5 pg TigpsCap mit 200 pl

Ammoniumbicarbonat verdinnen, so dass man jeta @nypsinkonzentration von
500 ng (0,5 pg) in 20 ul Loésung hat.

- 1% TFA (Triflouressigsaure)

- 1% TFA mit 50 % AcN

Procedere:

Die aus dem Gel ausgeschnittene Proteine werdgetawit.

Waschen:

2X

Trocknen:

Protein-

Verdauung:

Proben +100 ul Wasser,
man schittelt alles 30 min bei 37 °C.
Danach vorsichtig Lésung absaugen, indem man ghiettenspitze neben die

Gelstuckchen an den Boden des Caps driickt undcttigsansaugt.

+100 pl 25 mM Ammoniumbicarbonat,
man schttelt alles 30 min bei 37 °C, danach Ubadsabsaugen.

+100 pl 50 % AcN/ 25 mM Ammoniumbicarbonat,
man schittelt alles 30 min bei 37 °C, danach Ubadsabsaugen.

+100 pl 100 % AcN

man schiittelt alles 10 min bei 37 °C, danach Ubadsabsaugen.

Das Reaktionsgefafld fur 5 min bei RT offen lassen.

Alle Reaktionsgefal3e auf Eis stellen.

+500 ng eiskaltes Trypsin dazugeben,

15 min auf Eis lassen.

Wenn es notig ist, weil Gelstiicke Uber den ,Wagsegel” hinaus in die Luft

ragen, wird mit 25 mM Ammoniumbicarbonat aufgefillt
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Inkubation: ~ Uber Nacht (ca. 18 h) im 37 °C warmen Brutschrakkibieren.

Je 2 Locher in den Deckel (zuerst), ein Loch in@jpze der Caps stechen.
Das angestochene Cap in ein neues stellen.
FUr 2 min bei 2500 rpm zentrifugieren.

Losung tropft in unteres Cap nach jedem Schritt leeren.

Vorsicht: Deckel des angestochenen Caps nie schlieRen, weam die

oberen Loécher zuhélt. Locher immer offen halten.

+20 pl 1 % TFA
Man schuttelt alles 30 min bei 37 °C.

Far 2 min bei 2500 rpm zentrifugieren.

+20 pul 1 % TFA/ 50 % AcN
Man schuttelt alles 30 min bei 37 °C.

Fur 3 min bei 2500 rpm zentrifugieren.

Trocknen: CAVE: Uberstand ist wichtig!

Man trocknet die fertig behandelten Losungen ime8p¥ac, bis nur noch

klare bis milchig triibe Pellets tbrig sind.

2.2.10. Western Blot
vierfacher SDS Ladepuffer

2 g Tris HCL (253 mM)

25 mg Bromphenolblau

25 ml Aqua dest.

mit Glycerol auf 45 ml auffullen

pH von 6,8 einstellen

5 ml 20 %ige SDS Lésung (2 %) dazugeben

10x Transferpuffer (auf 1 | auffillen):
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- pH auf 8,2 einstellen

1x Transferpuffer (1 I):
- 100 ml 10x Transferpuffer
- 200 ml Methanol
- 700 ml Aqua. dest.

10x TBS(auf 1 | auffillen):
- 1,5 M Natriumchlorid
- 0,1 M Tris Base
- pHauf 7,5 einstellen

1x TBST (auf 1 | auffillen):
- 5ml 20 % Triton-X 100
- 100 ml 10x TBS-LOsung

5 % Magermilchlésung:
2,5 g Magermilchpulver (non fat dry milk) auf 50 mit 1x TBST auffillen

1. Giel3en der Gele:

Die Gele werden genau wie die grol3en Gele gegoBserzwei der kleinen Gele braucht man
nur die Halfte der Reagenzien. Es wird ca. 1 ml@el6sung mit 2 pl TEMED und 20 pl
APS als schnellpolymerisierendes Gel verwendetdigiProfilin-Blots wurden 15 %ige Gele
verwendet, da das Protein ca. 15 kDa grof3 ist.Q@ile missen ca. 1 Stunde polymerisieren,

kénnen dann gleich verwendet werden.

2. Vorbereitung der Proben:

- In jeder der Geltaschen auf einem Blot sollte dieiche Menge an Protein sein
(vorher Proteinbestimmung der Proben und ErrechrdexyProbenvolumens). Man
fullt alle Proben auf das gro3te Probenvolumen, aildsdieses Gel gegeben werden
soll, mit Aqua dest. auf.

- Man mischt 60 pl der vierfachen SDS Lésung mipd@TT (1 M).

- Zu jeder Probe gibt man ca. 1/3 des Probenvolsrmden SDS-DTT Puffer.
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Nach dem Pipettieren der Proben werden diese umdPdeteinstandart (10 pl/ Gel)
zentrifugiert und dann 5 min bei 95 °C in den Bé&zk gestellt.

Die Gele werden in eine Kammer gestellt, die mitnmdem einfachem SDS-Laufpuffer
aufgefullt wird. Die angeschliffenen Seiten derttia missen hierbei nach innen zeigen und
bis oben mit einfachem SDS-Laufpuffer bedeckt werdietzt kbnnen die Taschenformer
entfernt werden.

Die Proben werden nach 5 min aus dem Heizblock lgeddmgekihlt, zentrifugiert und in die
Taschen pipettiert. Eventuell sollten die randsigen Taschen nicht oder nur mit dem
Proteinstandard oder SDS Laufpuffer beflllt werdela diese ein unregelmaliigeres

Laufverhalten haben.

3. SDS Page:
Die Kammer wird an den Strom angeschlossen:
- 25 mA pro Gel bis die Proben in das Gel eingaadind
- dann auf 40 mA pro Gélochschalten
Das Bromphenolblau der Proben werden bis an daauinde des Gels laufen gelassen,
dann der Strom ausgestellt. Wenn man den Stront rechtzeitig abstellt, laufen die Proben

aus dem Gel.

4. Western Blot Transfer:
Bendtigt wird:
- Blotting Kammer, die ein geflilltes Eisfach haherd mit 1x Transferpuffer gefullt
sein sollte.
- Schale, die mit Transferpuffer gefillt ist, inrgean das ,Sandwich” bauen kann.
- Pro Gel: 2 Schwamme, 2 Chromatographiepapiere @elgroRe, eine
Nitrozellulosemembran (0,2 um) in Gelgrél3e, einaiNBel Holder Kassette.
Man legt jetzt die Mini Gel Holder Kassette mit dehwarzen Seite nach unterdie Schale,
die mit Transferpuffer gefullt ist.
Darauf legt man jetzt in folgender Reihenfolge gisandwich® auf:
1. Schwamm
2. Blotting Papier 1 mm
3. Gel, das man bereits aus den Platten geholDeatobere Rand des Gels muss an der
Kontaktstelle zum Trenngel sorgfaltig abgeschnittenden.

4. Nitrozellulosemembran
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5. Blotting Papier 1 mm

6. Schwamm
Nun schliel3t man die Platte und stellt sie mit$@leite, die am nachsten am Gel dran ist (hier:
schwarz) an den (schwarzen) Minuspol. Bei Einsehdiliel3t der Strom so vom Minus- zum
Pluspol. Die geblotteten Proteine werden aus deima@edie Nitrozellulosemembran (liegt
am Pluspol) gebracht. Das Netzgerat sollte bei 45 baufzeit auf 300 mA eingestellt
werden.
Die Nitrozellulosemembran wird aus der Kammer gemen, das Gel kann verworfen oder

mit der Silberfarbung weiterverarbeitet werden.

5. Ponceau S (fakultativ):
Ponceau S farbt Proteine unspezifisch und revdrditam schwenkt den Blot ca. 3 min in der
Ponceau S Farbung. Danach wascht man den Blottbotlemit Aqua dest.. Dieser gefarbte

Blot wird zwischen zwei Folien gelegt und eingestan

6. 1h Blockenunspezifischer Bindungsstellen mit einer 5 % Magkehlosung in TBST
(20 ml pro Blot).

7. Zugabe des ersten Antikorpers:
Der Profilin-Antikérper wird in der vom Herstellangegebenen Konzentration 1 : 10.000
(1 pl/ 10 ml) der 5 % Magermilchlésung zugeflgte Bilots werden auf einem Schttler Gber

Nacht (mindestens 10 h) in den Kihlschrank gestellt

8. Waschen der Blots:

Man schuttet die Milchlésung aus und spiilt den ResiTBST weg. Dann werden die Blots
3x je 10 min in TBST gewaschen.

9. Zugabe des zweiten Antikorpers:

Der Anti-Mouse Antikorper wird in der Konzentratidn: 10 000 in 10 ml Magermilchlésung

gegeben, dann 1 h bei RT schwenken.

10. Nochmaliges Wascheder Blots (genau wie unter 8.). Blot im TBST lasse
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11. Die ECL Reaktion:

Der Blot wird nun nach gutem Abtropfen (darf nigmtrocknen) mit der Seite, auf der die
Proteine sind,

fir 1 min in das ECL (1 : 1gemischt) oder

fir 5 min in das ECL Plus (2 ml und 50 pl) oder

fur 5 min in das ECL Advanced (1: 1 gemischt) geleg

Danach lasst man den Blot wieder ordentlich ab&opind legt ihn knitterfrei in Folie.

12. Belichtung der Filme im Dunkelraum:
Der eingewickelte Blot wird nun mit der Proteinseitach oben in eine Rontgenkassette
gelegt und mit einem Film bedeckt. Man lasst dém [eine vom ECL und der Proteinmenge

abhangige Zeit aufliegen und entwickelt ihn.

13. Die behandelten Blots kdonnen fur daktin-Antikbrper verwendet werden, indem sie
ca. 10 min in TBST gewaschen werden. Danach wird Aktin-Antikbrper in der

Konzentration 2 : 10 000 in 10 ml Magermilchlésugggeben. Mindestens 1 h bei RT
schwenken oder uUber Nacht im Kuhlschrank auf demi@er stellen. Dann kann wie ab
Punkt 10. (Blots 3x je 10 min in TBST waschen, d&@L und Filme belichten) fortgefahren

werden.

14. Methoden zur Darstellung der Proteinmengen:

Als Methoden zur Darstellung der Proteinmengen wulie Silberfarbung der Gele, die
Farbung mit Ponceau S oder der mit einem Aktin{&rpper behandelte Blot verwendet.
Wenn man alle Methoden miteinander verglich, steflich heraus, dass die Ponceau S
Farbung am ungenauesten fiir diesen Versuchsaufbauda mit kleinen Proteinmengen
(z.T. kleiner als 3 pg) hantiert wurde, was durels @onceau S nicht mehr angezeigt wurde.
Der Aktin-Blot ist zwar sehr spezifisch, er zeigtieer eben nur den Aktingehalt einer Probe
an. Wenn die Probe nicht aus Zellen, sondern wariigen hier untersuchten Fallen nur aus
zellfreiem Uberstandsmedium bestand, war nur wakign messbar. Daher wurden alle drei

Methoden je bei Versuchen, die in ihren bestenkltthnsbereich fielen, benutzt.

2.2.11. 2D-Western Blot
Man verfahrt genauso wie bei einer normalen 2D-Bkimphorese, nur dass man ca. 150 —

200 pg Protein verwendet. Diese werden eine Stimdimem speziellen Lysispuffer mit
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11 M Harnstoff inkubiert, der besser die Proteiigeh kann. Die R6hrchen werden weiterhin

mit dem oben verwendeten Lysispuffer vorinkubiert.

Lysispuffer mit 11 M Harnstoff:

11 M Harnstoff 5,71 g/ 10 ml
2 % CHAPS 0,29/ 10 ml
10 mM DTT 0,015 g/ 10 ml
4 % Ampholyte pH 4¢ 400 pl/ mi

1 % Ampholyte pH 3t0 100 pl/ ml

Es wird wie gewohnt mit den Substanzen verfahrehé¢sIEF).

Nach dem SDS Page:

Die Uberschissigen Enden und das Sammelgel weodgfakig abgeschnitten. Das Gel wird
ausgemessen, die Flache berechnet (s.u.). Das i@einden Transferpuffer gelegt. Dann
wird ein ,Sandwich” aus den Schichten Blotting Rap+ Gel — Nitrozellulosemembran —
Blotting Papier gebaut. Alle Bestandteile werdemheo gut mit Transferpuffer befeuchtet.
Die Membran stellt dabei das gréf3te hervorsteh@edelar.

Diese Konstruktion wird gewendet und in eBemi-Dry Blotting Kammer gelegt.

Nun wird geblottet: Die verwendete Stromstarke (mgt) dabei das ca. 1-1,5-fache der
Gelflache (cr). Nach einer Stunde ist der Blot fertig. Man kanit der Membran wie bei
dem Western Blot gewohnt weiter verfahren. Das Kaein verworfen oder in Silberfarbung

angefarbt werden.

2.2.12. Immunhistochemische Farbung

(Dieser Punkt wurde von der Arbeitsgruppe von Hegdl.] Dr. Peter Barth durchgefthrt.)
Die Schnitte wurden nach der ABC (Avidin-Biotin-Kpiex)-Methode angefertigt.

Die in Paraffin eingelegten Gewebe wurden in 2 fimng Scheiben geschnitten und auf

spezielle Objekttrager gelegt. Diese wurden UbexhiNen Brutschrank bei 60 °C inkubiert.
Spulpuffer:

- 5,3gNaCl
- 1,29 Trisin 1| Aqua dest. |6sen, pH 7,4 mitlld@stellen.
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10 mM Tri-Na-Citrat-Dihydrat-Puffer:
- 2,941 g Tri-Na-Citrat-Dihydrat in 1 | Aqua deKisen, pH 6,0 mit HCI einstellen.

0,1 % Trypsin:
- 300 mg Trypsin und 300 mg Calciumchlorid mit 3aDTris-HCI-Puffer [6sen und
pH mit NaOH auf 7,8 einstellen.
- Vor Gebrauch auf 37 °C aufwarmen.

Tris-HCI-Puffer:
6,057 g Tris in ca. 500 ml Aqua dest., pH auf W#timieren, auf 1 | auffullen.

1. Entparaffinieren der Schnitte fiir 3x 10 min igld und Dehydrieren in 100 %
Alkohol.
Mit Aqua dest. spulen.
3. Mikrowellenbehandlung:
Citratpuffer: 10 mM Tri-Na-Citrat-Puffer (ca. 4 Kalt), pH 6,0 mit HCI einstellen.
4. Die Schnitte werde in die Plastikkivetten géisteiese werden mit Citratpuffer
randvoll geflllt. Den Deckel locker aufschraubBre Mikrowelle wird auf 600 Watt
gestellt. Je dreimal 5 min erhitzen. Jeweils digluastete Menge an kaltem
Citratpuffer wieder nachfillen. Danach Kivetten Bé&i abkihlen lassen. Nun werden
die Schnitte mit Spulpuffer (pH 7,4) gesplilt.
5. Trypsinisierung mit 0,001 % Trypsin: fur 15 nfiai 37 °C.
(2 ml 0,1 % Trypsin in 200 ml 0,05 m Tris HCI, pk#t&erdinnen)
6. Spulen mit Aqua dest. flr 5 min.
7. Dann werden die Objekttrager in einen Autostagestellt, der diese nach
vorgegebenem Programm in folgender Reihenfolgerixkia
- Spulen mit Wash Buffer
- 200 pl Peroxidase Blocking reagent
- Spulen mit Wash Buffer
- 200 pl Primarantikorper:
Profilin, 1 : 100 in Chem Mate Antibody diluent f80 min
- Spulen mit Wash Buffer
- 200 pl Sekundarantikorper: biotinylated Anti-Gég®, 1 : 100 in Chem Mate
Antibody diluent fr 30 min
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- Spulen mit Wash Buffer
- 200 pl HRP Komplex (= Streptavidin Peroxidase)Xa min
- Spulen mit Wash Buffer
- 80 ul DAB + Chromogen (x50) mit 4 ml HRP SubsgrRuffer fir 5 min
- Spulen mit Wash Buffer
- 80 pl DAB + Chromogen (x50) mit 4 ml HRP SubsgrBuffer fir 5 min
- Spulen mit Wash Buffer
- Gegenfarben mit Hamalaun: 1 Teil Mayers HamatadnTeile Aqua dest., vor
Gebrauch filtrieren.
- Spulen mit Wash Buffer
8. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe: 2@%802x89 %, 2x100 % fir je 5 min,

3x5 min in Xylol, dann mit Entellan eindecken.

2.2.13. Praparation der HUVEC Zellen
(Dieser Punkt wurde von der Arbeitsgruppe von PDrided. L.C. Hofbauer durchgefihrt.)

Nabelschnurtransport: Steriles GefaR mit HEPES- gepuffertem Medium bzawit
calciumhaltigem PBS in Kreil3saals abgeben (musgldegelagert werden).

Materialien:

1 Skalpell, 1 Schere, 4 Klemmen, Abfallgefal3, #&eriTupfer, blaue Braunile
(Kunststoffkaniile etwas kirzen, Flugel abschneidei) ml Spritze, 2 Blue caps, 2
Petrischalen

Pufferlosungen: Kollagenase A 0,2 % (0,2 g/ dl), PBS mit Calciut,% Ethanol

Vorbereitungen:
- Nabelschnur in Petrischale mit Ethanol absp{ihem aul3en)
- Abtrennen der Fliigel bei der blauen Kanule
- Wasserbad auf 37 °C vorheizen

- Petrischale mit PBS fillen

Ablauf:
- Nabelschnur knapp oberhalb der oberen Klemmée gitestchneiden, Blut herauslaufen

lassen.
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Schnittflache mit sterilem Tupfer abtupfen.

Einfihren der blauen Kantle in die Umbilikalvegeee, weites Lumen)
locker abklemmen

mit PBS geflllte Spritze aufsetzen und Dichtigkisr Nabelschnur prifen
Vene mit ca. 10 ml PBS/ Calcium spulen.

10 bis 15 ml Kollagenase A in Spritze aufziehen.

Injektion von Kollagenase A, bis es am untereddcheraustropft

Vene unten abklemmen und auffillen.

Braunule mit Stopfen verschliel3en und die Veneime Petrischale legen.
mit Alufolie ummanteln

Inkubation fur 15 min tber Wasserbad bei 37 °C

untere Klemme 6ffnen

Auffangen der Zellen in einem blue cap

Vene mit PBS/ Calcium aussptilen, dabei unterstistZNabelschnur ausstreichen
alles in dem blue cap auffangen

Zentrifugation 1200 U fir 5 min (20 °C)

Uberstand tiber Pellet mit Schwung abgieRen

Resuspendieren mit 13 ml Medium (mehrmals votgcluf- und abziehen mit
Pippetierhilfe)

Uberfiihrung in eine Kulturflasche (HUVEC PO)

Erfolgskontrolle unter Mikroskop, Suche nach @us

Uberfiihrung in Brutschrank, 37 °C und 5 % L0

Am nachsten Tag Uberpriifung des Wachstums, beidkamtem Zellrasen Teilung der Kultur
(= HUVEC P1), sonst Mediumwechsel am 2. Tag nachi@sung der Endothelcluster.

2.2.14. Kultivierung der Zellen

Kulturbedingungen

Die Kulturen wurden in den genannten Medien bei°G7und 5 % C@ im Brutschrank

kultiviert. Alle Arbeiten wurden unter sterilen Badungen an dafir vorgesehenen

Sterilwerkbanken durchgefiihrt. Der Mediumwechsetdeualle zwei-drei Tage durchgefihrt

um gleichbleibende Kulturbedingungen vorzugeben. dan Mediumwechsel wurde mit

sterilen Pipetten, Handschuhen und der Sterilbagkrigeitet. Medium wurde immer nur

tropfenweise auf den Rand der Platte getraufelt, den Zellrasen maoglichst wenig zu

beschadigen.
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Passagieren der Zellen

Material:

- Trypsinin EDTA (1 : 250)

- PBS

- Zellen und passendes Medium
- 15 ml Rohrchen

Vorgehen:

- Medium absaugen

- Subkonfluente Kulturen mit PBS-L6sung waschen, tote Zellen und Reste des
Kulturmediums zu entfernen.

- Die Zellschicht wird mit Trypsin/ EDTA-LOsung betzt (1 ml fir 5 cm2, 3 ml fir 75 cm?
und 5 ml fir 150 cm2 Wachstumsflache).

- Nach ca. 5 mindtiger Inkubation bei RT wird diagehe leicht beklopft und geschwenkt.
Die Zellen werden suspendiert und der Flaschengmwradierholt mit dem Trypsin
abgespililt.

- Die Trypsinldsung wird in ein 15 ml Tube abpipett und mit der doppelten Menge an
Medium versetzt. Das Serum des Mediums inhibieg @eypsin, die Schadigung der
Zellen wird verhindert.

- Nun wird das Tube ca. 3 min bei 1200 rpm zengidtt.

- Die zu bearbeiteten Platten werden vorbereitedanibt 3 ml Medium auf eine 6 cm
Platte.

- Der Uberstand tiber dem Pellet wird vorsichtigipeftiert und verworfen.

- Das Zellpellet wird in Medium suspendiert und adie Schalen verteilt (vorher
berechnen, auf wie viele Platten man die Zellertelen will: ca. 1 ml suspendierte
Zellen pro 6 cm Schale, fur jedes Well der Sechgitatte 0,5 ml Medium und fur
mittlere Flasche ca. 3 ml).

- Die Zellmischung auf die Platten geben, gut sctkee.

- In eine groRRe Flasche gibt man ca. 3 ml Zelllgsund 10 ml Medium.

- Darauf werden die Zellen im Brutschrank inkuhiert

Sobald der Zellen der Flasche fast konfluent swdrden sie, wie oben beschrieben,

gesplittet. Es wurde gewartet, bis die Zellen anddBoder Platten angewachsen sind, bis mit

der Behandlung der Zellen begonnen wird. Das dawst 2 Tage, abhangig davon, in wie

viel Medium man das Pellet aufgel6st hat.
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2.2.15. Behandlungen der Zellen

Das DMEM und die Wirkstoffe (au3er DMSO oder in D®I§elostes Pioglitazon, mit denen

schon vorinkubiert wurde) wurden auf die Zellen gggn, wenn sie noch nicht konfluent

waren. So bildeten sich keine Zellhaufen unterBlnandlung, die nicht mit den Stoffen in

Beriihrung gekommen waren (H. Schmidt, mundlichetéMitng). Die Zellen wuchsen

wéhrend der Medikamenteninkubation weiter.

- 6 cm (Durchmesser) Schalen sind mit 4 ml Nahromadzu befillen.

- Vorbehandlung mit 16 ul DMSO oder 16 ul Piogldazentsprach 40 uM)

- Inkubation fuir 48 h

- Mediumwechsel: Zugabe von neuem, serumfreien glaklbosearmen DMEM Medium,
wieder mit je 16 pl DMSO odér6 pl (entsprechend 40 uM) Pioglitazon versetzt.

- Dazu je nach Versuchsaufbau Zugabe von den extspnden Substanzen.

- Zellen zwei Tage (je nach Versuchsaufbau) inkanie Zellen und Uberstand ernten

(siehe weiter: Zellextrakte oder Acetonfallung).

FlUr Sechs-Zentimeter-Platten:

Pioglitazon Stock 10 mM, -20 °C 40 uM = 16 pl/ 4 ml
7-Ketocholesterol Stock 12,48 mM (0,5 %), +4 °C 8 UM = 2,56 ul/ 4 ml
Gliclazid Stock 10 mg/ ml, -20 °C 10 uM =4 pg/ 4 ml
7-b-Hydroxycholesterol Stock 4,96 mM, -20 °C 10 uM =8,1 ng/ 4 ml
Interleukin-6 Stock 10 pg/ ml, -20 °C 20 ng/ ml =8 ul/ 4 mi
Metformin Stock 20 pM, -20 °C 20 uM =4 pl/ 4 ml

2.2.16. Zellernte und Herstellung eines Gesamtprateextraktes
Bereitlegen:
- Zellschaber
- Eppendorf Reaktionsgefalie (GroRe je nach Menggelken)
- Zentrifuge

- Pipette

Platten aus dem Brutschrank holen. Die Zellen nmigsseht unbedingt auf der sterilen
Werkbank verarbeitet werden.

- Uberstand abpipettieren und ggf. weiterverariefsiehe: 2.2.16. Acetonfallung).

- Platte mit 1 ml PBS spulen und wieder abpipegtier
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- 1 mlI PBS in Schale pipettieren, Zellen mit Zdllaber vorsichtig vom Boden I6sen

- das PBS mitsamt der geldsten Zellen in ein Cpptperen, Platte noch mal mit 0,5 ml
PBS spilen, auch in Cap geben

- bei 1200-1500 rpm 3-4 min zentrifugieren

- Uberstand verwerfen

- nochmals 1 ml PBS in Cap geben, Suspendieredeliem

- bei 4000 rpm 3-4 min zentrifugieren

- Uberstand verwerfen

- 1ml eisgekihltes PBS, in das 10 ul Proteinashitdri(1 : 100) geldst sind, herstellen

- Cap auf Eis stellen und mit ca. 50 pul PBS/ Prateeinhibitor suspendieren, bis das
Pellet gelost ist.

- Schallen der Zellen: Cycle 0,5; 3 Burst pro Probe

- kurz zentrifugieren, Zellreste entfernen

- Proteinbestimmung

2.2.17. Acetonfallung der Uberstande
Die Uberstande aus der Zellkultur miissen wegenrirgeringen Proteingehalt konzentriert
werden. Dazu wurde die Acetonfallung verwendet:

- Zuerst wird der Uberstand aus den Zellschaleremtwpymen und 5 min bei 10.000
rpm zentrifugiert.

- der Uberstand davon wird in zu je 300 pl in Egpehl,5 ml Caps gefiillt.

- zu 300 pl Uberstand pipettiert man je 1200 pl4#ache Menge) Aceton, gut
mischen.

- Proben fur eine Stunde in den Gefrierschrank-86i°C stellen.

- danach Proben 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiere

- davon wird der Uberstand abgenommen, verworfen.

- Die Probe wird noch einmal kurz zentrifugiertsaastliche Aceton wird entfernt.

- Ubrig bleibt das Pellet: Dieses wird mit ca. 30RBS und Proteinaseinhibitor (1 :
100) auf Eis suspendiert, indem bei einem Cap e Inhalts angefangen wird zu
suspendieren. Dann wird der Inhalt aufgenommeninrtths ndchste Cap des selben
Inhalts Uberfuhrt, suspendieren, usw.

- Danach folgt die Proteinbestimmung.
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Die Ergebnisse

3.1. Die Studie

Die Arbeit begann mit der Untersuchung des Plaswaszehn Diabetes mellitus Typ 2
Patienten, die im Rahmen einer Studie (Parhofer,&X). mit dem Insulinsensitiser
Pioglitazon behandelt wurden. Die Plasmaproben, wiie und 12 Wochen nach der

Behandlung abgenommen wurden, waren Gegenstardhtiersuchungen dieser Arbeit.

3.2. Die 2D-Gelelektrophoresen der Plasmaproteine

3.2.1. Der Vergleich von ungereinigten, einfach undzweifach gereinigten
Plasmaproben

Im menschlichen Plasma stellen Albumin ca. 60 % umdunglobuline 15 % des

Gesamtproteins dar (Hick C. and A, 2000). Diesetdine konnen andere in der

Elektrophorese verdecken. Deshalb musste vor desterer Versuchen ein

Reinigungsverfahren gefunden werden, das die c¢hstii Proteine gut zum Vorschein

kommen lasst. Als geeignetes Verfahren wurde dasnseAurum Kit zur Reinigung

gewahlt.

Um die ideale Reinigungsform zu finden wurden falde Untersuchungen gemacht und

2D-Gelelektrophoresen durchgefinhrt:

1. Normales Plasma: Das ungereinigte Plasma i%t slduminhaltig. Zu viel an Albumin
verzerrt das Laufverhalten anderer Proteine. Auf$erderdeckt es andere, in der Nahe
befindliche Proteinpunkte und verhindert deren genlaentifikation. Ausgeschnittene
Proteine konnten so félschlich als Albumin oderQgidentifiziert werden, da diese

Stoffe aufgrund ihrer hohen Konzentration im gesam@el vorkamen.

2. Einmal mit dem Kit gereinigtes Plasma: Die edhi@ Reinigung war nétig, da einige

Proteine vom Albuminschleier verdeckt wurden. KéePunkte waren gut sichtbar.

3. Zweimal mit dem Kit gereinigtes Plasma: Weil den einfach gereinigten Proben
immer noch einige Proteininseln verdeckt schiemanden 2D-Gelelektrophoresen mit
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dem Serum Aurum Kit 2x gereinigten Plasma angefertlier waren einige Proteine
klarer zu sehen. Jedoch verschwanden, verstarkden w@rkleinerten sich durch die
zweite Reinigung andere vorhandene Proteinpunkesdd Gelen schienen auch einige
Punkte zu fehlen, die laut 6ffentlichen Proteindasnken nicht zur Albumin- oder zur
lg G-Familie gehoren. AuRerdem miusste durch dideEning von Albumin, das im
normalen Blut ca. 60 % der Proteine (Hick C. and2800) darstellt, eine hothere
relative Konzentration von quantitativ weniger vamkmenden Proteinen und somit
eine bessere Darstellung in der 2D-Gelelektropleogetingen. Dies traf jedoch nur bei
einigen Punkten zu. Wenn wirklich nur Albumin urgl & aus dem Plasma entfernt
werden wuirde, musste sich ergeben, dass die mtatidonzentrationen der
verbleibenden Protein ansteigen. Jedoch war bei zegifach gereinigten Proben
immer ein sparlicheres Proteinmuster der andereteife zu erkennen. Es schien, als

wuarden einige der kleineren Punkte ,weggereinigéraen.

Es wurden immer gleiche Proteinmengen fir die 2[@el8ktrophoresen in der

ungereinigten, der einfach und zweifach gereinigierm aufgetragen.

Als Mittelweg zwischen guter Reinigung und Detailte erwies sich die einfache
Reinigungsstufe als geeignetes Verfahren (Abb.Uh nichts zu Ubersehen, wurden
zusatzlich auch die zweifach gereinigten Plasmagrolon allen Patienten untersucht. Da
viele Proteine im Blut eine GroRe von 100 000-18 O0& und einen pH-Wert von 4-8
haben, wurde mit Gelen gearbeitet, die diesen Brera@ibdecken. Es wurden keine
Gradientengele ausgewahlt, da diese schwierig degrerbar herzustellen sind. Weil
kleinere Proteine als 13 kDa oft auch Abbauprodsite, wurde die Untergrenze fur die
Proteingrdl3e bei dieser GroRenordung (entspreatieedh 15 % Acrylamid-Gel) gezogen.
Auch die meisten Proteindatenbanken zeichnen rateiPe bis zu einer Groé3e von 13 kDa

aus.
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Abb. 1: Vergleich der verschiedenen Reinigungsstufen.

Die einfache Reinigung zeigt die beste Auflésung, wahrend die ungereinigten Gele
verschmieren und bei den zweifach gereinigten Gelen Proteine fehlen. In der
einfachen Reinigung sieht man einige Punkte viel deutlicher und scharfer, was man
besonders gut an dem rechten oberen Quadranten (weild umrandet) feststellen kann,
wo viele kleinere Proteinpunkte gut erkannt werden kdnnen. In der zweifachen
Reinigungsstufe scheinen viele Proteine verschwunden zu sein. Dafur gewinnen
kleinere Punkte scheinbar wegen der Konzentrierung durch die Entfernung des

Albumins und der Immunglobuline an Intensitat.

Ungereinigtes

Plasma

Einfach
gereinigtes

Plasma

Zweifach
gereinigtes

Plasma
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3.2.2. Die Coomassie Farbungen

Die Coomassie Farbungen wurden benutzt, um die éine@Gthaltenen Proteine reversibel
anzufarben und sie dann ausschneiden und ideetdizizu konnen. Die Silberfarbung ist
zwar eine empfindlichere Methode, um kleinere Rnotengen anzufarben, jedoch bindet
das Silber irreversibel an die Proteine, was dé&tentifizierung erschwert.

Die Gele, die mit Coomassie-Blue® gefarbt wurdenrden mit ca. 200-300 ug Protein
pro Gel hergestellt. Jedoch war die Auflésungstgalder Coomassie gefarbten Gele
begrenzt. Es wurden nur grol3e Proteinpunkte arigef@re Gele konnten aber nicht mit
unendlich viel Protein angefertigt werden, da salistProteine das Gel Gberluden und die
im Plasma enthaltenen Salze das Bild verschmieKnne Punkte, die sich individuell
von Mensch zu Mensch wahrend der Pioglitazonbekiagdiveranderten, wurden nicht
identifiziert, denn sie konnten wegen ihrer germiygenge in der Coomassie Farbung nicht

angefarbt und somit nicht ausgeschnitten werdet (&

Abb. 2: Das silbergefarbte Gel (A) lasst deutlich viele kleine Punkte in der
VergroRerung erkennen. In der Coomassiefarbung (B) jedoch gehen die Feinheiten

verloren. Beide Gele wurden mit dem selben Plasma durchgeftihrt.
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3.3 Die Identifizierung interessanter Proteine

3.3.1. Der Vergleich zwischen Gesunden und unbehaglten Diabetikern

Obwonhl alle Diabetiker Proteinmuster mit leichtemtérschieden untereinander hatten,
stellte sich die Frage, ob sie nicht doch alle emstimmte Proteinkonstellation im
Vergleich mit Gesunden gemeinsam hatten. Das konateim Vergleich zu gesunden
Probanden herausgefunden werden. Darauf wurdereraim sechs gesunden Probanden
gewonnen, die sich im Alter von 22 bis 46 Jahrefarmen.

Interessant war, dass Diabetiker und Gesundedmt¥erdnderungen, die der Diabetes im
Korper bewirkt, nur wenige Abweichungen im Proteofpp hatten. Die Veranderungen,
die man zwischen den Diabetikern und den Gesunelstéllen konnte, gingen nur leicht
Uber die Unterschiede, die es zwischen allen Padyagab, hinaus. Es traten keine neuen
Proteine auf. Am deutlichsten zeigten sich Konzditnsveranderungen.

Diese Proteine waren bereits in der Literatur bekadum Beispiel hatten acht von zehn
Diabetiker einen deutlichen Alphal-Acid Glykoprat€Orosomucoid) Punkt, der in Abb.
3 mit 1 (Abb. 3) gekennzeichnet ist. In Proteinkarist dieser Punkt oft ein gréf3erer,
verschwommener Punkt. Jedoch hatten die Gele eigesaue Auflosung, dass sie sogar
Orosomucoid-Glycosylierungen bei den meisten Ptarererkennen lieRen, was bei
Glycosilierungsstorungen vorkommen kann (KleineretPal., 2007), wie auf Abb. 3.1.
dargestellt. Dieses Protein ist ein bekannter Erdaiigsmarker (Engstrom et al., 2003).
Funf Gesunde hatten keinen Orosomucoidpunkt, nure@iziger Gesunder hatte einen
kleinen Punkt. Erst in der zweiten Reinigungsstkéante bei den meisten gesunden
Probanden ein Orosomucoidpunkt gesehen werdenTRasthyretin Multimer (Punkt 2,
Abb. 3.2.) hatte, obwohl es ein negatives akutes€Mrotein ist, bei Gesunden eine
niedrigere Menge als bei Diabetikern. Der HDL-Pugfqpolipoprotein A1) (Abb. 3.3.) ist
bei Gesunden groR3er, was fur einen normalen Fetstchsel spricht. Diabetiker schienen
mehr Haptoglobin Alpha 2 zu haben (Punkt 4, Abd.)3Bei den Gesunden wirkten die
Haptoglobinbanden schwacher, die Punkte der Ketteenvetwas kleiner. Auch war die

Haptoglobin Alpha 1 Kette (mit 5 markiert, Abb. 3.6ei Gesunden schwacher.
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Abb. 3: Vergleichsbild von einem Gesunden, einfach gereinigt. Auf dieser Grafik
sind alle gefundenen Unterschiede markiert und werden in den Abbildungen 3.1. bis
3.5. im Vergleich mit einem durchschnittlich ausgefallenem Gel eines Diabetikers

gezeigt. G = Gesunder, D = Diabetiker.

Abb. 3.1. G
Alphal-Acid-
Glykoprotein
(Orosomucoid)
D
Abb. 3.2. G
Transthyretin
D
Abb. 3.3. G

HDL
(Apolipoprotein Al) D
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Abb. 3.4. G
Haptoglobin
Alpha 2 Kette
(unten) D
Abb. 3.5. G
Haptoglobin
Alpha 1 Kette D
(unten)

3.3.2. Das Proteom der Diabetiker unter sich im Vegleich

Hier sollen Unterschiede zwischen den Patienterramander angefuhrt werden, da dies
den Grol3teil der veranderten Proteine darsteller. \2ergleich fand von Proben vor der
Therapie untereinander statt. Es zeigten sich swimere Unterschiede bei den kleinen
Proteinen. Die Proteinmuster der Gele fielen n@cyl aus, da die Silberfarbung je nach
Einwirkzeit Intensitatsschwankungen aufweist, desdnders bei dem Vergleich der hier
auffalligen kleineren Punkte stark ins Gewichttfalbeshalb wurden diese nicht weiter
beachtet. Patienten mit bekannter Nephropathietereigaufiger, besonders bei kleinen
Proteinmengen, inkonstante Veranderungen wahremnd Tdherapie im Proteom als
Diabetiker ohne Nephropathie.

Man konnte keine deutlichen Korrelationen zwisclhen Krankheiten und dem Proteom

des Plasmas bei dieser kleinen Probandengrupperzieh

Folgende Punkte zeigten jedoch innerhalb der Dikedrgiruppe ein verédndertes
Vorkommen von Individuum zu Individuum:

- Orosomucoid

- Transthyretin

- Haptoglobin Alpha 1 und 2 Kette

- Proapoprotein Al

- Apolipoprotein Al (= HDL)

Besonders die Proteine des Lipidprofils (Apolipdpie Al, Proapoprotein Al) und dem
indirekten Entziindungsmal} (Haptoglobin: Engler 885t TransthyretinHE Birch and G
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Schreiber, 1986) zeigten Veranderungen im Vorkom(asehe Abb. 4.).

Abb. 4: Veranderte Proteine der untereinander verglichenen Diabetiker vor der

Therapie, einfache Reinigung.

1 Alphal-Acid Glykoprotein
(= Orosomucoid)
Transthyretin
Apolipoprotein Al (= HDL)
Proapoprotein Al
Haptoglobin Alpha 2 Kette

o o B~ WD

Haptoglobin Alpha 1 Kette

Besonders bei Haptoglobin zeigten sich bei zweeR&n Auffalligkeiten. Haptoglobin ist
ein tetramerisches Glykoprotein, das in drei vaestgmen Phanotypen vorkommt, da die
Alpha Kette zwei allele Formen hat, wahrend dieaB&ette nur in einer Form vorkommt:
Haptoglobin Typ 1-1 bestehend aus den Ketten: h&l1l und 2 Beta

Haptoglobin Typ 1-2 bestehend aus den Ketten: Alblbad Alpha-2 und 2 Beta
Haptoglobin Typ 2-2 bestehend aus den Ketten: Zh&l2 und 2 Beta

Alpha 1: 9 kDa; Alpha 2: 17,3 kDa; Beta: 35-40 kfmnach Glykosylierung}

(Auf der obigen Abbildung ist der GroRenmarker Weigerzerrt und daher nicht genau

passend zu den angegebenen Grolden.)
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Bei zwei der zehn Diabetiker war das Proteinmuatedieser Stelle stark veréndert: Es
schienen Proteine zu fehlen. Auf der unteren Abinitderkennt man nur wenige Proteine
auf Hohe der 17,3 kDa im Vergleich zum nebensteber@el, das wie ein Grol3teil der
Gele aussieht (Abb. 5).

Abb. 5: Gesamtansicht eines 15 % Gels, pH 4-8, einfache Reinigung.
Vorkommen der Haptoglobin Alpha 2 Kette bei 17,3 kDa bei verschiedenen

Patienten.

Patient ohne Alpha 2 Kette Patient mit Alpha 2 Kette

Die Haptoglobin Alpha Kette existiert in zwei Aletmen, dem Alpha 1 bei 9 kDa und
dem Alpha 2 bei 17,3 kDa. Der Phanotyptyp 1-1 exjait die Haptoglobin Alpha 2 Kette

nicht'®. Die anderen Patienten hatten einen Haptoglobima#\1-2 oder 2-2 Ph&notyp. Die
Haptoglobin 1-1-Allelform schien nicht mit dem Satnegrad des Diabetes zu korellieren.
Diese Aussage ist statistisch nicht aussagekréftgdie Teilnehmerzahl (= zehn, davon
nur zwei mit Haptoglobin 1-1 Typ) dieser Studiektein war. Die Alpha Haptoglobinkette

veranderte ihre Struktur wahrend der Therapie, @gein Kapitel 3.3.4. noch genauer

erlautert wird.

3.3.3. Der Vergleich der Diabetiker vor und nach deBehandlung mit Pioglitazon —

Durch die Pioglitazontherapie veranderte Proteine

Vergleich der gereinigten Gele

Die Gele der Plasmaproben der Patienten vor und hadVochen Behandlung wurden in
der Silberfarbung miteinander verglichen. Das gakch manuell, ohne
Computerprogramme an einem Leuchttisch. Alle Geleden in einer einfachen und einer
zweifachen Reinigungsstufe angefertigt, um einiggdhe besser zu erkennen. Nach der
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Behandlung neu aufgetretene oder verschwundenetdunkden auf praparativen Gelen
durch Coomassie angefarbt, ausgeschnitten und AitIM TOF Analyse identifiziert.
Diese Ergebnisse wurden dann zusatzlich mit derribainken von Expasy verglichen.
Die Ergebnisse der einfachen und zweifachen Remnggsiufe sollen hier zusammen
dargestellt werden, da sie &hnliche Ergebnissertef

Das Proteom der 10 Patienten erwies sich als vekitiheitlich trotz verschiedenster
Krankheiten, Medikamenteneinnahmen, KrankheitsdandrAltersstufen. Es zeigten sich
beim genaueren Hinsehen viele kleine Schwankungérddn verschiedenen Probanden
und im Verlauf der 12 Wochen auch bei den gleidPatienten. So gab es Schwierigkeiten,
die Gele und die Veranderungen wéahrend der Behagdiaterhalb aller Patienten genau
miteinander zu vergleichen. Ein Punkt, der beirafeoben neu auftritt oder verschwindet
konnte mit dieser Methode nicht nachgewiesen werBenden meisten Patienten &nderte
sich das Proteom nach der Behandlung nur im Bersétin kleiner Punkte. Die in den
verschiedenen Reinigungsstufen bei einzelnen Ratieentdeckten Regulationen der
kleineren Proteine wurden jedoch nicht weiter wsueht, da die Veranderungen nie bei
mehr als einem Patienten auftraten. AuRerdem wdieeRroteine zu klein fir eine Analyse
und versprachen keine interessanten Ergebnisse.

Zusatzlich wurden Proteine identifiziert, die s&mk Schwankungen von Mensch zu
Mensch und wahrend der Therapie zeigten, die lsareder Literatur beschrieben wurden.

a7



Ergebnisse

Abb. 6: Gefarbtes 15 %iges Gel, auf dem alle identifizierten Proteine eingetragen
sind. Die durch die Therapie veranderten Proteine sind 1,3,4,8,9,10. Alle anderen
Proteine wurden identifiziert, da sie sich innerhalb der untersuchten Gruppe

unterschieden.

Identifizierte Punkte:
1 Alphal-Acid Glykoprotein (= Orosomucoid, Abb. 6.1.)*
2 Transthyretin Multimer
31g J Kette (Abb. 6.2.)*
4 Hamopexin Fragment (Abb. 6.3.)*
5 Apolipoprotein Al (= HDL)
6 Ig G leichte Ketten
7 Proapoprotein Al
8 Haptoglobin Alpha 2 Kette (Abb. 6.4.)*
9 Transthyretin Monomer (Abb. 6.5.)*
10 Haptoglobin Alpha 1 Kette (Abb. 6.6.)*

* = Diese Proteine werden durch die Pioglitazonbehandlung verandert.
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Es wurden insgesamt 6 Punkte durch die Pioglitaglaibdlung reguliert. Diese waren:

- (Punkt 1, Abb. 6.1.) Alphal-Acid Glykoprotein @rosomucoid, unten links im
Bild): Senkungen bei 4 Patienten
Abb. 6.1.: Vor
Behandlung

Nach
Behandlung

- (Punkt 3, Abb. 6.2.) Ig J Kette: SteigerungendBatienten
Abb. 6.2.. Vor
Behandlung

Nach
Behandlung

- (Punkt 4, Abb. 6.3.) Hamopexin: Senkungen beaBdnten
Abb. 6.3.: Vor
Behandlung

Nach
Behandlung

- (Punkt 8, Abb. 6.4.) Haptoglobin Alpha 2 KettenBungen bei 3 Patienten

Abb. 6.4.. Vor
Behandlung

Nach
Behandlung

49



Ergebnisse

- (Punkt 9, Abb. 6.5.) Transthyretin: SenkungenZBatienten

Abb. 6.5.: Vor
Behandlung

Nach
Behandlung

- (Punkt 10, Abb. 6.6.) Haptoglobin Alpha 1 Ket&enkungen bei 2 Patienten

Abb. 6.6.:  Vor
Behandlung

Nach
Behandlung

Orosomucoid (= Alphal-Acid Glykoproteiffunkt 1 in Abb. 6, Abb. 6.1.): Bei acht von
zehn der mit Pioglitazon behandelten Diabetikemrie in der 2D-Gelelektrophorese nach
einfacher Reinigung zur Entfernung von Albumin ulgd G ein Orosomucoidpunkt
identifiziert werden. Die restlichen zwei Patienteatten nur sehr wenig bis gar kein
Orosomucoid. Vier der acht Patienten zeigten eméldhe Reduktion von Orosomucoid
nach der zwdlfwochigen Behandlung mit Pioglitaz®as ist interessant, da alle sechs
gesunden Gegenproben keinen oder nur einen gdacidieasen Orosomucoidpunkt hatten.
Transthyretin Multimer (Punkt 2 in Abb. 6): Diesdtunkt anderte wahrend der
Untersuchung von Person zu Person seine Inten&iléh veranderte er sich wahrend der
zwolfwochigen Behandlung bei den verschiedenen iGdr selben Patienten. Er schien
jedoch keine bestimmte Tendenz im ZusammenhanBingtitazonbehandlung zu haben.
lg J Kette (Punkt 3 in Abb. 6, Abb. 6.2.): Der Punkranderte sich bei vier Patienten,
wobei es bei dreien nach der Behandlung anstieg hanceinem Patienten abfiel. Die
verminderte Konzentration des Ig J zeigte sichbeireinem Patienten in der zweifachen
Reinigungsstufe. Hier ist eher mit einer Verfalsopwdurch die Reinigungsmethode zu
rechnen.

Hamopexin Fragment (Punkt 4 in Abb. 6, Abb. 6.Bigser Punkt veranderte sich bei funf
Patienten. Es stieg nach der Behandlung bei eiregrarffen in der ersten Reinigungsstufe
und bei einem anderen in der zweiten Reinigungssinf Die Konzentration sank bei drei
verschiedenen Patienten. Bei einem dieser Patiemderdie verringerte Menge in beiden
Reinigungsstufen sichtbar. Somit konnte ein Effel¢hgewiesen werden.
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Apolipoprotein A1 (= HDL, Punkt 5 in Abb. 6) stielgei einem Patienten. Bei drei
Probanden verschwand ein Punkt im basischen Bed®chHaptoglobin Alpha 2 Kette
(Punkt 8 in Abb. 6, Abb. 6.4.).

Das Transthyretin Monomer bei 25 kDa (Punkt 9 irbA®, Abb. 6.5.): Bei zwei Patienten
wird ein Punkt dieser Bande nach der Behandlungnéde Der letzte Punkt der
Haptoglobin Alpha 1 Kette verblasste bei zwei Raga (Punkt 10 in Abb. 6, Abb. 6.6.).
Bei zwei der Patienten war die Haptoglobin AlphEe&ite nicht vorhanden und offenbarte

vorher verdeckte Proteine (Abb. 7).

Abb. 7: Plasma eines Probanden ohne die Haptoglobin Alpha 2 Kette
(entsprechend Punkt 8 in Abb. 6). Die hier sichtbaren Proteine 11 und 12

werden normalerweise von der Alpha 2 Kette Gberdeckt.

Identifizierte Punkte bei fehlender Haptoglobin Alp ha 2 Kette:
11 Beta Globin
12 Alpha 1 Antitrypsin

Diese Punkte zeigten immer stabile Konzentrationen.
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3.3.4. Vergleich der Diabeteskomplikationen mit demProteomen der Diabetiker
untereinander
Aus den Patientendaten konnte man keine Prognagebab, welche Komplikationen des
Diabetes anhand der beobachteten Veranderungerestenbauf die Pioglitazontherapie
angesprochen haben. Es wurden hierbei das Vorkomnvem Apoplexie,
Polyneuropathien, Nephropathien, Retinopathien ulideriosklerosemanifestationen
berticksichtigt. Bei den Diabeteskomplikationen tiésish bei dieser inhomogenen und
kleinen Gruppe kein eindeutiger Zusammenhang zwte®m finden. Jedoch hatten zwei
Patienten, bei denen eine Arteriosklerose sichesgeschlossen werden konnte, kein
Orosomucoid im Plasma. Weiterhin fiel auf, dass Batienten mit Nephropathie das
Proteinmuster eher inkonstant ist. Das sprichtefiie Beteiligung der Nierenfunktion am
Proteom des Plasmas.
Bei dem Vergleich der Diabetesfolgen mit den Formden Haptoglobinbanden fiel auf,
dass ein Zusammenhang zwischen der HaptoglobinaApiKette mit der Inzidenz von
Arteriosklerose bestand. Die Probanden, bei demerHdptoglobinpunkte im Vergleich
zur Gesamtfarbung starker konzentriert wirktentdmaArteriosklerose. Die zwei Patienten

mit dem 1-1 Allel hatten beide Arteriosklerose.

3.3.5. Die erweiterte Gelserie: Bis 7 kDa, pH 3-1fit 20 %igen Gelen

Da sich nur wenige und zudem bereits bekannte iReoteihrend einer Pioglitazontherapie

veranderten, wurde die Suche nach regulierten iResteuf einen grol3eren Proteinbereich
ausgeweitet. Zu diesem Zweck wurden 20 %ige Geleifie Proteingrof3e von ca. 80 bis 7

kDa und einem pH von 3 bis 10 angefertigt. Hier deur ebenfalls zusatzlich Gesunde mit
Diabetikern verglichen.

Diabetiker hatten untereinander Schwankungen vdrnath der Therapie in der Intensitéat

von Punkten, die kleiner als 15 kDa waren. Dies@nderte Proteine konnten (siehe Abb.

8 und 9) als Apolipoproteine oder LDL identifizieveerden. Ein Punkt in diesem Bereich

fiel besonders auf, da er bei einigen Diabetikehité oder starke Intensitadtsschwankungen

zeigte. Dieser Punkt konnte als Profilin-1 ideatdrt werden (Abb8 und 9).
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Abb. 8: Veranderte Proteine im 20 %igem Gel.

Abb. 9: Vergleichsgel zur Abbildung 8.
Dargestellt ist der Bereich von 6-16 kDa. Gel A zeigt einen gesunden Probanden,
Gel B einen Diabetiker. Man kann bei dem Diabetiker deutlich das vermehrte LDL

und das verminderte Profilin erkennen.

A

3.3.5.1. Unterschiede zwischen Gesundem und Dialk&ti in den 20 %igen Gelen:

Die Identifizierung des Profilins
Um die gefundenen Schwankungen im Profilingehalttlddn zu machen, wurde folgender
Vergleich (Abb. 10) der 2D-Gelelektrophoresen nmgereinigtem Plasma angefertigt, um
Effekte der Reinigung auszuschlielen. Man siehtlidawden Unterschied zwischen einem
Gesundem und einem Diabetiker. Die Punkte liegemleichen Gebiet des Gels, jedoch
sind sie durch leicht verschiedene LaufverhaltanGlde an etwas anderen Stellen.
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Abb. 10: Profilinpunkte eines Gesunden und Diabetikers im Vergleich, ungereinigtes

Plasma, Ausschnitt aus einem 20 %igem Gel.

Gesunder Mensch:
Hier erkennt man den schwarz umrandeten Proteinpunkt,

der als Profilin identifiziert wurde.

Diabetiker:
Der Profilinpunkt ist nicht sichtbar.

Er misste sich an der schwarz umrundeten Stelle befinden.

Generell kann man in den 2D-Gelelektrophoresen kataiSchwankungen des
Profilinspiegels unter den Gesunden und unter deabddikern erkennen. Es zeigte sich
jedoch immer die Tendenz, dass Gesunde einen @ml¥rofilinpunkt hatten. Die

Identifikation des Profilins wurde durch einen 2@i&ektrophorese-Western-Blot
bestatigt (Abb. 11). Darauf wurde ein Western Bidler untersuchten Probanden und

Gesunden gemacht, um den Profilingehalt der Prgbaauer zu vergleichen.
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Abb. 11: 2D-Gelelektrophorese-Western-Blot mit Anti-Profilin-1 verglichen mit der

Silberfarbung des gleichen Gels.

gefarbtes Gel
(20 %)

2D-Western Blot

3.4. Western Blot mit dem Profilin-1 AntikGrper

3.4.1. Profilin wird im Plasma von Gesunden und Dilaetikern nachgewiesen

Die Plasmaproben von Diabetikern und gesunden Memswurden mit dem Western Blot
auf die Profilinmenge hin untersucht. Da die Nadseredes Profilins in der 2D-
Gelelektrophorese mit dem einfach gereinigtem undeteinigtem Plasma stattfanden,
wurde die Versuchsreihe der Western Blots deshdlidem gleichen Proben durchgefihrt.
Es erwies sich als optimal, je 15 pug gereinigtesragerdiinntes Plasma pro Tasche zu
verwenden.

Der Nachweis von Profilin erfolgte nach Antikérpehandlung mit dem ECL-System.

Nur die Plasmaproben der sechs Gesunden zeigteneinfach gereinigten und
ungereinigten Plasma Signale. Bei Diabetikern kemrgo keine Profilinbanden gefunden
werden. Daher wurden die Blots noch mit Advanced. B&handelt, was rund zehnmal
empfindlicher ist. Erst mit diesem ECL-System kenmrofilin auch bei Diabetikern
nachgewiesen werden, allerdings in viel geringé&dengen als bei Gesunden.
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Die gesunden Menschen um die Zwanzig hatten grdBemerankungen untereinander als
die in der funften Lebensdekade stehenden Gesu@&dm 12, Probanden 4,5,6). Alle
Gesunden hatten einen BMI unter 30.

Abb. 12: Plasma von gesunden Probanden im Alter von 22-46 Jahren. Alle haben
trotz identischer Proteinmengen im Ponceau S verschiedene Mengen von Profilin im
Western Blot mit Anti-Profilin. Die Probanden sind dem Alter nach geordnet. Die

Altesten stehen links, das Alter sinkt von links nach rechts.

Abb. 13: Gereinigtes Plasma von gesunden Patienten (entsprechend Proband 1 und
2 in Abb. 12) im Vergleich zu Diabetikern: Die gesunden Probanden stellen sich auf
dem Bild Uberexponiert dar. Sie zeigten schon mit dem einfachen ECL-System
Signale. Die Diabetiker haben sehr schwache Signale. Mit Jurkat-Zellen-
Gesamtproteinextrakt (= 0) ist der Vergleichsstandard fur den Profilinantikdrper

markiert.
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3.4.2. Ergebnisse der Patienten 1-10 als Westernd® mit Profilinantikbrpern

Die Proben der Diabetiker, die von vor und nach Behandlung stammen, wurden
paarweise nebeneinander geblottet (alles in degetrinigten Stufe). Es zeigte sich die
Tendenz, dass Profilin bei sieben von zehn Patieméeh Behandlung ansteigt (Abb. 14).
Als Vergleichsstandart auf jedem Blot diente imnuasselbe Plasma eines gesunden
ProbandenUm eine mogliche Beeintrachtigung der Proben duliehReinigungsschritte
auszuschlie3en, wurden danach Blots mit ungeremdlasma gemacht. Dieses wurde in
PBS (1 : 10) verdunnt, da die Proteine im Plasm&aneentriert waren und nicht im
Messbereich des Proteinbestimmungsverfahrens lagen.

Bei dem Vergleich der Patientendaten konnte keirsalumenhang zwischen dem
Profilinspiegel und den Erkrankungen, der Diabedaesd, dem Alter, den kardiovaskularen
Komplikationen oder dem Gewicht gezogen werden.nZBhtienten sind fur solch eine

Aussage eine zu kleine Stichprobe, um signifik#&nissagen zu bekommen.
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Abb. 14: Western Blots mit 15 pg Protein aus einfach gereinigtem und
ungereinigtem Plasma.

A bezeichnet jeweils den Zustand vor Behandlung, B nach 12 Wochen Behandlung
mit Pioglitazon. Die Versuche wurden je mit einfach gereinigtem Plasma und
ungereinigtem Plasma gemacht. Die Ergebnisse fielen bei allen 10 Patienten
unabhangig von der Reinigung gleich aus. Der gleichmalRige Auftrag von

Proteinmengen wurde durch Ponceau S-Farbung verifiziert.

3.5. Proben von 50 Patienten, an welchen eine Heatketer-

Untersuchung durchgefihrt wurde

Nun schien es interessant, zu Uberprifen, wieiber grof3eren Untersuchungsgruppe von
Diabeteskranken der Profilinspiegel aussieht. Sol€moben konnten nicht gewonnen

werden. Da aber Diabeteskranke oft kardiovaskukomplikationen haben, wurden zu
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Studienzwecken freigegebene Proben aus dem Marbdegekatheterlabor verblindet und
gegen eine gesunde Probe, die als Standard dientersucht. Alle Patienten litten unter
einer mehr oder weniger manifesten koronaren Har#treit. Leider stand kein Plasma
eines gesunden 60-70-Jahrigen Probanden ohne Gaf#Rkiten als gesunde Gegenprobe
zur Verfigung. Da jedoch die gesunden Proben voanzwg bis Mitte Vierzig alle einen

ahnlichen Profilingehalt hatten, schien dieses ¥ban vertretbar.

3.5.1. Western Blot mit Profilin, ECL Advanced, von50 Patienten des Herzkatheter-
labors
Es wurden 50 konsekutive Proben aus Dezember 2002.{20.12.2004) untersucht: 11
Frauen und 39 Manner. 40 der untersuchten Patieméeaen an einer KHK erkrankt, 10
hatten eine noch nicht manifeste KHK. Der jiingstetetlsuchte war 24, der Alteste 85
Jahre. Der Median lag bei 64 Jahren. Es wurde matigyefertigten Western Blots 15 mal
Profilin exprimiert (7 stark, 8 schwach), das entdg einer Rate von 30 %. Die Blots
wurden mit dem sensitivsten ECL (Advanced) Systeoh Eilmen entwickelt, die im Labor
zur Verfugung standen. Eine Aufteilung in die Ugteppen von Profilin ,stark
exprimiert* und ,niedrig exprimiert* erschien autgrd der kleinen Fallzahl als nicht
sinnvoll. Patienten aus dieser Gruppe hatten beznerkert oft gar keinen nachweisbaren
Profilinspiegel. Bei der zuerst untersuchten Diddeegruppe war das nur in einem Fall von
zehn so (Abb. 15).

Abb. 15: Proben der Patienten einer Herzkatheter-Untersuchung.

Die Patienten, die einer diagnostischen Herzkatheter-Intervention unterzogen
wurden (Proben 1-7), exprimierten wenig bis gar kein Profilin. Die Probe eines
Gesunden (G) wurde auf allen Blots dieser Reihe als Vergleichsstandart

aufgetragen.

3.5.2. Statistische Auswertung der Ergebnisse
Die Ergebnisse des Profilingehaltes im Plasma wuagileem Statistiker tbergeben, der die

Blutfettwerte und andere Parameter zu Verfugungehdiese Werte wurden mit dem
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Vorkommen von Profilin-1 im Plasma korreliert. Dérofilingehalt wurde mit dem
Geschlecht, der Schwere einer KHK, den Lipidwertesm BMI und dem Alter korreliert.

Statistisch signifikante Unterschiede konnten gezgi werden fir:
HDL (bei Profilin-Expression héher)
BMI (bei Profilin-Expression héher)

Tendenzielle Unterschiede zeigten sich nicht sigikaint fir:
Triglyzeride (bei Profilin-Expression niedriger)

Apo A-1 (bei Profilin-Expression hoher)

Es ergab sich kein Unterschied zwischen den vezdehien Altersgruppen. Profilin war
geschlechtsunabhangig. Aufgrund der kleinen Falllzad die Ergebnisse mit Vorsicht zu
bewerten. Die Tendenzen sind jedoch spannend.

Da sich die Frage stellte, wo die Quelle fir dasGesunden und bei Diabetikern nach der
Pioglitazonbehandlung erhohte Profilin lag, wurdemeitere Literaturrecherchen
unternommen. Obwohl die Leber der Produktionsort meisten Proteine im Blut ist,
schien es sinnvoll, den Profilingehalt in dem deiat Bvaheliegendsten und von einem
Diabetes mellitus am meisten in Mitleidenschaftaggnen System zu untersuchen — dem
Gefallendothel.

3.6. Profilinvorkommen im menschlichem Endothel: De

immunhistochemische Nachweis

Mit Hilfe der Immunhistochemie wurde das Profilimgommen in Gefal3en von vier
diabetischen Ober- bzw. Unterschenkelamputatenrsudbt. Zum Vergleich diente ein
Amputat eines Nicht-Diabetikers der gleichen Alkémsse. Die Patienten waren zum
Zeitpunkt der Amputation 62, 68, 72 und 89 Jahtelér Nicht-Diabetiker war 76 Jahre
alt. Alle litten an pAVK. Der Nicht-Diabetiker wastarker Raucher und wurde wegen einer
Gangran des FulRes infolge der pAVK amputiert. BiénaPatienten konnte eine
Intimafibrose mit Mediaverkalkungen festgestelltrden. Es zeigte sich, dass gerade in

den arteriosklerotischen Plaques grol3e Profilinmmengrkommen (Abb. 16).
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Bei allen folgenden Bildern gilt: Die durch den Antikdrper braun gefarbten Gewebe

enthalten Profilin.

Abb. 16: Profilin-positive (braun) arteriosklerotische Ablagerungen in der
GefaRwand. Das Profilin liegt in den arteriosklerotischen Kalkspangen. Rechts ist
das Endothel mit dem GefalRlumen sichtbar. L = GefalRlumen, E = Endothel, rot

umrundet ist Profilin, das von einer Kalkformation umschlossen ist.

Dieser Befund war in allen arteriosklerotischengbts bei den Diabetikern sichtbar. Im
Praparat des Nicht-Diabetikers waren keine gré3artmiosklerotischen Kalkspangen und
auch kein Profilin sichtbar. Weiterhin konnte maststellen, dass Profilin sich verstéarkt
im Endothel findet. Besonders kleinere Gefal3e hatbei allen Patienten starker
profilinhaltiges Endothel (Abb. 17).

Abb. 17: Das einschichtige Endothel (rot markiert) ist Profilin-positiv (braun) gefarbt.

Das Lumen erscheint hell.

Folgende Bilder zeigen sich als interessante Nedfende:
Zellen, die sich viel bewegen, wie Fibroblastenroribozyten und Lymphozyten zeigen
eine Profilin-positive Reaktion (Abb. 18). Auch dien sich bei allen Patienten um die
Muskelfasern herum profilinhaltige Strukturen (Abb9). Im Muskel selbst sind die
gestreiften Myofibrillen deutlich Profilin-positifAbb. 20).
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Abb. 18: Genau in Mitte ist ein Fibroblast (mit F markiert) und dartber ein
Lymphozyt (mit L markiert) zu sehen. Beide sind Profilin-positiv. Unten rechts ist
auch ein kleines Gefal3 (= G) angeschnitten, dessen Intima ebenfalls Profilin-positiv

reagiert.

Abb. 19: Profilinhaltige Zellen (Pfeile), die um Muskelfasern angeordnet sind.

Abb. 20: Im Muskel selbst kann man dunkle, Profilin-positiv regierenden Myofibrillen

erkennen. Eine der Myofibrillen ist zur Besseren Darstellung rot hervorgehoben.

3.6.1. Der Vergleich zwischen Diabetikern und Gesulen

Alle Patienten hatten wegen einer mehr oder miadegepragten Arteriosklerose Plaques
in den gréReren Gefallen. Bei dem Gesunden war ndsthel geringer profilinhaltig.
Wegen der Gangran und der folgenden Entzindungggratle in diesen Praparaten viele

Immunzellen zu erkennen, was die Vergleichbarkagahrankte.
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3.7. Versuche mit Pioglitazon und HUVEC Zellen

Da das Endothel eines Stoffwechselkranken andereizeR als das eines Gesunden
ausgesetzt ist, wurde versucht, solche SituatiomeZellmodel zu simulieren. So wurde
Uberpruft, ob die veranderten Profilinspiegel de&ld@tikergruppe und der KHK-Patienten
auf eine endotheliale Dysfunktion oder die dialmbits Stoffwechsellage zurlckzufiihren
sind. Aul3erdem war es interessant zu klaren, wed $lioglitazon in verschiedenen

Konzentrationen auf den Endothelstoffwechsel algwir

3.7.1. Vorversuche zur Bestimmung der geeigneten Keentrationen und
Inkubationszeiten
In Voruntersuchungen wurde nachgewiesen, in weldf@mmeentrationen sich Pioglitazon
auf den Profilinspiegel auswirkt und welche Zeitosterlich ist, um eine Wirkung zu
entfalten: Zuerst liefen die Versuche Uber 24 he Bellen wurden mit verschiedenen
Pioglitazonkonzentrationen (1, 5, 10 pM) behanddinn ein Gesamtproteinextrakt
hergestellt. Es wurden 10 pg Protein pro Bahn gelachd mit ECL Advanced entwickelt.
Es zeigte sich im Vergleich zu unbehandelten HUVEE@Ien kein Effekt auf die
Profilinmengen bei verschiedenen Pioglitazonkonzgioinen. Ebenfalls fir 24 h wurden
HUVEC Zellen mit den gleichen Pioglitazonkonzentmaén (1, 5,10 uM) und zusatzlich
8 micromolar Ketocholesterol behandelt. Ketocheledtwurde gewahlt, da es bei einer
diabetischen Stoffwechsellage und oxidativem Stuwesmehrt vorkommt (Ferderbar S et
al., 2007). So konnte man nachweisen, ob Piogltazdombination mit Ketocholesterol
einen veranderten Wirkungseintritt im Vergleich @en nur mit Pioglitazon behandelten
Zellen zeigt. Es wurde mit 10 pg Protein pro Bateblgttet und mit ECL Advanced
entwickelt. Hier ergab sich keine bis eine nurléecVerringerung des Profilinspiegels bei
10 uM Pioglitazonzusatz (Abb. 21).
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Abb. 21: Die unbehandelten Zellen sind als ,HUVEC" gekennzeichnet. Uber den
Bahnen kann man die Konzentration, in der Pioglitazon bzw. Ketocholesterol

beigefligt wurde, ablesen. Inkubationszeit: 24 h.

Pioglitazon in verschiedenen Pioglitazon in verschiedenen
Konzentrationen, 24 h Konzentrationen
+ je 8 uM Ketocholesterol, 24 h
Anti-
Profilin
Ponceau
S

Da sich nach 24 h Inkubationszeit keine Verandezundes Profilingehaltes der Zellen
zeigte, wurden die Versuche auf 48 h ausgedehmtd®&eZellernte nach 48 h waren die
Zellen nur noch ca. 30-50 % konfluent. Somit wag deerntete Zellmenge klein. Die im
Medium gelésten Proteine waren sehr verdiinnt, s aar durch eine Acetonfallung
Proteinmengen messbar waren. Nach 48 h BehandlondgBilots mit 5 pg Protein pro
Bahn (wegen besserer Handhabung) blieb der Ppikgel bei 1 puM und 5 puM
Pioglitazonzusatz relativ gleich. Er sank bei 10.pAdllen, die nur mit Ketocholesterol
behandelt wurden, zeigten einen niedrigeren Pnsfiiegel. Wenn 1 pM Pioglitazon in
Kombination mit 8 uM Ketocholesterol zugegeben veyrolieb der Spiegel so, als ob nur
Ketocholesterol zugefuigt worden ware (Abb. 22 Ale Bktin-Blots dazu wiesen gleiche
Mengen pro Tasche aus.

Da Glukose und Ketocholesterol den Profilinspiegetandern kénnen (Tojo H, 2003;
Clarkson MR et al., 2002; Romeo G et al., 2004)rdeufiir den folgenden Versuch ein
fettsaure- und glukosearmes Medium gewahlt, umkigfauszuschlie3en, die bereits die
Stoffe bewirken, die im Medium enthalten waren. Marwendete héhere Mengen an
Pioglitazon oder Ketocholesterol, da ein besserespfechen der Zellen auf hohere

Pioglitazonkonzentrationen vermutet wurde. Die eelvurden 48 h mit 0, 10 und 40 uM
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Pioglitazon in einem fettsaure- und glukosearmerdivta inkubiert. Die Blots wurden
wegen einer nur geringen Proteinmenge, die sichdaums Versuchen ergab, mit 4 ug
Protein gemacht. Hier sank der Profilinspiegel b@ipM und erreichte bei 40 uM fast
wieder den Profilingehalt der unbehandelten ZellBs. wurden zusétzlich je 8 mM
Ketocholesterol mit 0 und 10 pM Pioglitazon inkubi@Abb. 22 B). Hier zeigte sich eine
geringe Senkung des Profilingehaltes.

Als vergleichbarer Standard bei beiden Versuchenah die unbehandelten, die mit 10 ug
Pioglitazon und die allein mit Ketocholesterol ibkerten Zellen. Die Versuche zeigen

wegen den verschiedenen verwendeten Konzentratimnenendenzen an.

Abb. 22: Western Blot mit Anti Profilin, 48 h Inkubation.

Die Effekte in verschiedenen Medien werden hier dargestellt. Die Versuche in A
fanden mit normalem Nahrmedium, in B mit einem fettsdure- und glukosearmen
Medium statt. Bei Versuch B wurde mit h6heren Konzentrationen gearbeitet, da ein
besseres Ansprechen der Zellen auf héhere Konzentrationen vermutet wurde. Als
vergleichbare Bahnen bei beiden Versuchen dienen die unbehandelten, die mit 10
ug Pioglitazon und die mit Ketocholesterol inkubierten Zellen.

(Pio = Pioglitazon Konzentration in uM, PK = 1 uM Pioglitazon und 8 uM

Ketocholesterol, K oder Keto = 8 umol Ketocholesterol)

Anti-

A Profilin
Anti-
Aktin

Anti-

B Profilin
Anti-
Aktin
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Wie man sieht, zeigt sich in den Versuchen mit redem Medium die Tendenz, dass
Pioglitazon in Kombination mit Ketocholesterol eifenkung des Profilinspiegels bewirkt
(Abb. 22 A). Ketocholesterol mit fettsaurearmen Med (Abb. 22 B) veranderte die
Profilinmenge weniger als die Zellen im normalendilien. In beiden Versuchen mit
verschiedenen Medien zeigte sich eine Reaktion Raaglitazon. Profilin scheint von

bestimmten Pioglitazonmengen verschieden starkngege werden.

3.7.2. Versuche mit Ketocholesterol, Hydroxycholestol, Interleukin-6, Metformin,
Gliclazid und Pioglitazon
Da man einen von Pioglitazon abhangigen Effekt nofifhspiegel sehen konnte, stellte
sich die Frage, ob auch andere orale Antidiabetikder diabetestypische
Stoffwechselprodukte tUber Wege wirken, die den iRmepiegel beeintrachtigen. Daflr
wurden neu gewonnene endotheliale Zellen (HUVEGWeadet. Die Zellen reagierten
mit fortschreitender Passagenanzahl weniger aukuiggebenen Stoffe. Ab der flnften
Passage reagierten die Zellen nur noch gering uadiem deswegen verworfen. Der
Versuchsaufbau mit fettsdure- und glukosearmen ihedivurde beibehalten. Die Zellen
wurden mit den oralen Diabetestherapeutika Glidiagietformin und Pioglitazon oder den
Stoffen Interleukin-6, Ketocholesterol und HydroRkgtesterol behandelt. Auch wurde
Pioglitazon mit allen Stoffen kombiniert. Bei Vectien mit Pioglitazon wurden die Zellen
wie schon in den Voruntersuchungen 48 h mit 40 midglRazon vorinkubiert, da
Pioglitazon Uber eine langsame nukledre Expression Proteinen Gesellschaft
Schweizerischer Amts- und Spitalapothek@ugust 2003) wirkt, danach wurden die
anderen Stoffe zugegeben. Es wurde mit 40mM Paxglit inkubiert, da man sich starker
sichtbare Effekte in der Interaktion unter den Medienten versprach.
Des Weiteren wurden Ketocholesterol, was bei ailgvetischen Stoffwechsellage erhoht
ist (Ferderbar S et al.,, 2006) und Hydroxycholedtats Ausdruck eines pathologisch
veranderten Lipidprofils verwendet. Interleukin-6 unde ausgewahlt, da es bei
Entztindungen und der diabetischen Stoffwechsellagaehrt vorkommt (de Rekeneire N
et al.,, 2006). Um das intra- und extrazellulare fifmo zu messen wurde der
Gesamtproteinextrakt und zur Ermittlung des seeelem Profilins das Medium der Zellen
untersucht. Der Mediumiberstand war interessantil \E@dothelzellen (ber eine
sekretorische Funktion verfiigen.
Die Tabellen 1 bis 4 zeigen alle Versuche, die authar waren. Die Vorversuche gingen

nicht in die Tabellen ein. Einige Bahnen der WestBiots waren trotz grundlicher
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Proteinbestimmungen nicht mit gleichen Proteinmariggdaden. Diese wurden dann nic ht
gewertet. Deshalb wurden nicht bei allen Stoffemioll viele Versuche gemacht. Es
existieren zu allen Stoffen aul3er Pioglitazon mateles neun Versuche mit guter
Auswertbarkeit. Zu Pioglitazon gibt es nur je vogter finf Versuche, da die Ergebnisse
sehr eindeutig ausfielen.

Bei den Behandlungen traten teilweise entgegengeséiffekte auf. Manche Stoffe

zeigten Steigerungen und Senkungen im Profilingbiggtz standardisiert durchgefihrter
Versuche (z.B. Hydroxycholesterol in Kombinatiort iioglitazon). Das ruhrt daher, dass
der Profilinspiegel bei manchen behandelten Zekaom von den der unbehandelten
Zellen abwich. Da diese kleinen Schwankungen jedokbnnbar waren, konnten sie nicht
ignoriert werden. Allein Gliclazid, Ketocholesterahd Pioglitazon reagierten mit sehr
starken Anderungen im Profilinspiegel. Die untegegebene Tendenz in den Tabellen 1
bis 4 berticksichtigt die Starke dieser Anderungen BExpression. Versuche, die nur
geringe Steigerungen oder Senkungen gegenuber mieehandelten HUVECs zeigten,

wurden in der Tendenzspalte der Tabelle daher igeliiis als gleiche Profilinspiegel

deklariert.

3.7.2.1. Ergebnisse der Gesamtproteinextrakte

Die Versuche ergaben, dass der Profilingehalt detled bei der Zugabe von
Hydroxycholesterol, Ketocholesterol, InterleukinMetformin und Gliclazid ansteigt (Tab.
1). Pioglitazon allein senkt den Profilinspiegelrkt(Abb. 23 F).

Tab. 1: Ergebnisse der Western Blots der Zellkultur.

Zellextrakte Tendenz
Profilingehalt steigend | Gleich | sinkend insgesamt
Gliclazid 9 2 1 +
Hydroxycholesterol 9 3 0 +
Interleukin-6 5 4 1 +
Ketocholesterol 6 2 3 +
Metformin 5 2 2 +
Pioglitazon 0 1 4 -
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Abb. 23: Western Blots der Gesamtproteinextrakte.

3.7.2.2. Pioglitazon in Kombination, im Gesamtprotmextrakt
Bei der gleichzeitigen Gabe von Pioglitazon und tdygicholesterol, Ketocholesterol,
Interleukin-6 oder Metformin bleiben die Profilinegel im Vergleich zu unbehandelten
Zellen auf gleichem Niveau (Tab. 2, Abb. 24 B-E)eWd man die Zellen mit Gliclazid und
Pioglitazon behandelt, sinkt der Profilinspiegetasrden der unbehandelten Zellen (Abb.
24 A).

Tab. 2: Ergebnisse der Western Blots der Zellkultur.

Zellextrakte mit je 40 pM  Pioglitazon Tendenz

Profilingehalt steigend | gleich |sinkend | insgesamt

Gliclazid 0 2 8 -

Hydroxycholesterol

Interleukin-6

A B ODN
Wl Wl w| o

5
1
Ketocholesterol 3
2

Metformin
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Abb. 24: Western Blots der Gesamtproteinextrakte.

3.7.2.3. Ergebnisse der Versuche mit den Zellibegstden

Die gleichen Versuchsaufbauten wurden mit den &eden der Zellen gemacht, um das
Profilin zu erfassen, das die Zellen sezerniereasr. Brofilingehalt der Zelluberstande, die
mit Hydroxycholesterol, Interleukin-6, Metformin edGliclazid behandelt wurden, blieb
im Vergleich zu den Uberstanden der unbehandelédierzgleich, trotz erhohter Spiegel in
den Zellen (Tab. 3). Nur bei Zellen, die mit Ketolgsterol versetzt wurden, stieg der
sezernierte Profilingehalt (Abb. 25 D). Pioglitazalteine minimiert den Profilingehalt im
Zelliberstand (Abb. 25 F).
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Tab. 3: Ergebnisse der Western Blots der Mediumuberstéande der Zellen.

Uberstande Tendenz

Profilingehalt steigend Gleich | sinkend insgesamt

Gliclazid 2 5 2 =

Hydroxycholesterol

Interleukin-6

Metformin

2
4
Ketocholesterol 7
4
0

ol g O w| O

4
2
2 +
1
4

Pioglitazon

Abb. 25: Western Blots der Mediumuberstande.

3.7.2.4. Pioglitazon in Kombination, im Zelluberstad
Bei den Zelluberstanden der Substanzen, die marPioglitazon mischte, ergaben sich
ahnliche Ergebnisse, wie bei denen, die man allgab. Hydroxycholesterol,

Ketocholesterol, Interleukin-6 und Metformin je miRioglitazon ergaben keine
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Anderungen im Profilingehalt (Tab. 4, Abb. 26 B-B)lein Gliclazid plus Pioglitazon
konnte eine deutliche Senkung des Profilingehatgitixen (Abb. 26 A).

Tab. 4: Ergebnisse der Western Blots der Mediumuberstéande der Zellen.

Uberstande mit je 40 uM Pioglitazon Tendenz

Profilingehalt steigend | gleich |sinkend | insgesamt

Gliclazid 2 2 5 -

Hydroxycholesterol

Interleukin-6

Wl W W w
|

1 7
1 5
Ketocholesterol 2 5
3 4

Metformin

Abb. 26: Western Blots der Mediumiiberstande.
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Diskussion

4.1. Zum Studiendesign

Diese Studie zeigt viele Vor- und Nachteile, die niedikamentdse Forschung am Menschen
bietet. In der Studie sollten 22 Personen eindesirden, es konnten jedoch nur 10
gefunden werden, die die strengen Studienkritegigillten. Genetische Schwankungen im
Proteom statistisch auszubalancieren kann nurrb&egen Stichproben durchgefuhrt werden.
Deswegen hatten die rekrutierten Versuchspersomgschliedenste Nebendiagnosen und
Erkrankungszeitraume. Durch die kleine Studiengeukpnnten keine signifikanten Schlisse
gezogen werden. Der Schwerpunkt dieser sich atépiRajekt verstehenden Studie lag darin,
die noch wenig erforschte, direkte medikamentdsekivig von Pioglitazon im Proteom des
Mensches aufzusptiren.

Bei keiner Medikamentenstudie kdnnen genaue Ausséger den Grad der Compliance
getroffen werden. Die Kontrolle des HbAlc in dieS¢udie, konnte zur Complianceprufung
verwendet werden. Dieser befand sich bei den Rahezwischen 5,9 und 7,7. Die Patienten
schienen daher die Medikamente regelmaf3ig einzueehrDie intensive Kontrolle des
HbAlc allein kdnnte sich jedoch optimierend auf diabetischen Stoffwechsel und das
Proteom ausgewirkt haben. Die Einstellung des HbAdlte aber auch in der Praxis
selbstverstandlich fur eine antidiabetische Theragin. Mit den Thiazolidindionen gelingt
die HbAlc Einstellung (Johansen OE and Jorgensen ZM®6). So kann die gute
Kontrollierbarkeit des HbAlc nur ein weiterer Indikr fir den Erfolg dieses Wirkstoffes
sein. Bei allen Patienten wurde eine orale anta&tiabhe Komedikation beibehalten. In
Deutschland war die Monotherapie mit Thiazolidingio derzeit noch nicht zugelassen
(Karow et al., 2006). Somit koénnen die untersuchteffiekte des Pioglitazons nicht
hundertprozentig von denen des Sulfonylharnstoffepariert werden. Die Effekte des
Sulfonylharnstoffes sind jedoch gut untersuchtegdachon mehr als 50 Jahre auf dem Markt
ist. Somit missten die neu auftretenden Wirkunggmas Pioglitazon zurtckfuhrbar sein.

Die Studie lief Gber 12 Wochen. Die maximale Wirguwtter Thiazolidindione ist nach 4-12
Wochen erreicht, da die Genexpression regulied y{Warow et al., 2006). Hierbei kénnte bei
einigen der Patienten die optimale Wirkung nochhnierreicht worden sein. Das
Plasmaproteom konnte deshalb die maximalen Verdnden noch nicht zeigen. Jedoch
wurden in einer Studie an Endothelzellen nachgesmiedass bereits Behandlungen ab vier
Wochen mit Pioglitazon starke Effekte haben kdnfMartens et al., 2005).
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4.2. Die 2D-Gelelektrophoresen des Plasmas der Detlker

Die 2D-Gelelektrophorese ist eine gute Methode Rroteomuntersuchung. Sie kann auf
einem Gel bis zu 10 000 Proteine zeigen. Leideenliagt sie inneren Schwankungen, da die
Verarbeitungsbedingungen nie hundertprozentig lglsicd. Somit ist die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse eingeschrankt. Die Schwankungerndensitat der Proteinpunkte kénnen
somit auf tatsachlichen Proteomverdnderungen ogleWVaranderungen der Farbintensivitéat
des Gels beruhen. Die Intensitatsschwankungennfiblesonders bei dem Vergleich der
schwacher gefarbten Punkte stark ins Gewicht. Bd& wurden mehrmals angefertigt, um
diesen Effekt klein zu halten. Die Veranderungesser schwacher gefarbten Punkte schienen
irrelevant zu sein, da sie wahrscheinlich durch peadische Bindungen an die
Reinigungssaule wahrend der Vorbereitung verschemuoad so Schwankungen offenbarten,
die es real nicht gab. Wegen den viel schwécheirgefn Coomassie Gelen im Vergleich zu
den silbergefarbten und der so begrenzten ldeietifiarkeit wurden die kleinen, kaum

gefarbten Punkte aus der Auswertung herausgenommen.

4.3. Besprechung der identifizierten Proteine und eren Bedeutung im

Zusammenhang mit Diabetes Mellitus und der Pioglitaontherapie

4.3.1 Veranderte Parameter im Vergleich zwischen Geanden und Diabetikern

Interessant war, dass Diabetiker und Gesunde ttetzVeranderungen, die der Diabetes
mellitus im Korper bewirkt, immer noch ein sehr BEtimes Proteinprofil hatten. Die
Veréanderungen, die man zwischen den Diabetikern derd Gesunden feststellen konnte
gingen nur leicht Uber kleine Unterschiede, diewischen allen Probanden gab, hinaus.

Die entdeckten Unterschiede (siehe Kapitel 3.2dellen Profilin, Transthyretin, die
Haptoglobin Alpha und Beta Kette und das Orosonuictar, die alle laut Literatur (siehe
unten) diabetesspezifisch verandert sein kénnepzi€lp die bei dem Vergleich zwischen
Gesunden und Diabetikern neu gefundenen Verh&dtrsisden hier diskutiert werden, einige

Zuséatze dazu werden noch unter 4.3.2 diskutiert.

Alphal-Acid Glykoprotein (Orosomucoid)
Dieses Protein ist ein Akute Phase Protein (APRs Worliegen von Orosomucoid kann mit

der Entwicklung von Diabetes assoziiert sein (Emgstet al., 2005). Orosomucoid als
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inflammationssensitiver Marker bleibt wahrend deabigtes erhdht (Engstrom et al., 2003).
In der Studie von Lin Y et al. (Lin Y et al., 200@urde gezeigt, dass Fettgewebe APPs wie
das Orosomucoid herstellen kann. Die Orosomucogisteng konnte davon kommen, dass
Gesunde einen im Schnitt niedrigeren BMI (maxim@) Bn Vergleich zu den Diabetikern
(maximal 34) hatten. Auch war die Gruppe der gesundProbanden junger. Der
Orosomucoidspiegel kann bei Alteren leicht hohesfallen. Jedoch verandert sich die
Orosomucoidkonzentration wahrend des Lebens insgeasar wenig und es gibt auch keine
grof3en Unterschiede zwischen den Geschlechternh{RIiRF et al., 2000). Wahrscheinlich
war der Spiegel bei den Diabetikern primar wegem dblaufenden niedriggradigen
Entztindung wahrend des Diabetes mellitus erhdhas@nucoid wird au3erdem durch die
Gefal3inflammation bei einer KHK im Plasma erhéhty@er et al., 1977), wie sie bei dem

metabolischen Syndrom ebenfalls vorkommit.

Haptoglobin

Bei dem Vergleich mit Gesunden fiel auf, dass b&bBtikern die einzelnen Punkte der
Haptoglobinkette Alpha 1 und 2 dicker waren. Datetstreicht die Ergebnisse einer bereits
von Van Campenhout et al. (Van Campenhout et D6 vertffentlichten Studie, in der

beschrieben wurde, dass Diabetiker einen hohergmoll@bingehalt als gesunde Menschen
haben.

Profilin-1

Profilin-1 ist ein Protein, das in jeder bis jetrritersuchten eukaryontischen Zellart gefunden
wurde (Sohn RH et al., 1995). Es ist nicht nur an Modulation der Aktivitat von Aktin
beteiligt, sondern auch an Signalkaskaden der Ploaspsitide (Goldschmidt-Clermont et al.,
1990). Es haufen sich Hinweise, dass Profilin adlevi molekularen Interaktionen mitwirkt
(Witke W, 2004). Profilin ist unter anderem esselhfilir die Zytokinese von Zellen und fur
die Bildung von Vesikeln am Golgi-Apparat (Dong tJa¢, 2000). Es ist beteiligt an der
Regeneration von Neuronen (Tang BL, 2003). Ein Algken des Profilins ist letal
(Wittenmayer N, 2002). Daruber hinaus kann es sith tumorsuppressiv erweisen
(Wittenmayer N et al., 2000). Niedrige Profilink@mtrationen férdern die Polymerisation
von Aktin, zu hohe hemmen diese. Allgemein kann s&gen, dass Profilin die Zellelastizitat
verbessert (Wagner 02003). Profilin konnte in verschiedenen Versuchisauten
widerspruchliche Wirkungen auf die Aktin-Polymetisa haben (Yarmola EG et al., 2006).

Das spricht fir eine hohe Komplexizitat in seinetetaktionen.
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Gesunde haben einen besonders hohen Profilinspragélasma. Im Plasma der Diabetiker
und Arteriosklerotiker kommt weniger Profilin voDas konnte sich davon ableiten, dass
Profilin als Interaktionspartner von Aktin ein Markfur Zellmotilitat und somit fur den
Vitalitdtsgrad der Zelle sein konnte. Wahrend esGesunden im Blut héher konzentriert ist,
scheint das Endothel bei Diabetes bei einer Dysfankmehr Profilin einzulagern. Es stellt
sich die Frage, ob man an einen Alterseffekt derdadlte, da die Diabetiker im Mittel 60
Jahre waren, die gesunden Gegenproben nur 26 Jeu@ech hatten die sechs untersuchten
Gesunden 22-46-Jahrigen kaum Unterschiede im Psgibgel zwischen den Altersstufen.
Die gesunden Menschen um die Zwanzig hatten sag@&ege Schwankungen untereinander
als zu den in der funften Lebensdekade stehendsar@en. In Versuchen an Pankreaszellen
wurde bereits eine Veranderung des Profilingehditech Diabetes mellitus beschrieben

(Ahmed M, 2005). Mehr zu Profilin soll weiter unten Text besprochen werden.

4.3.2. Vergleich der Diabetikerproteome vor und nae der Behandlung

Das Proteom der 10 Patienten erwies sich als reafiteitlich trotz verschiedenster
Krankheiten, Medikamenteneinnahmen, Krankheitsdauend Altersstufen. Bei dieser
kleinen Gruppe liel3en sich keine signifikanten Zusenhange zwischen diesen Zustanden
und bestimmten Proteomkonstellationen finden. Rtgre mit Nephropathie zeigten jedoch
haufiger Veranderungen im Proteom vor und nachB¥randlung, besonders bei kleinen
Proteinmengen. Das koénnte durch den renalen Pvetdurst bei dieser Krankheit zu erklaren
sein. Diese Information kénnte fir zuklUnftige Sardiam Proteom von Nierenkranken
wichtig sein.

Die Proteine Haptoglobin und Transthyretin gehdrerden Entziindungsmarkern. Sie zeigen
den Entzindungsstatus des Organismus zum Abnahmazd des Blutes. Die schlecht
eingestellten  Lipoproteine konnten als Momentauimalm des pathologischen
Fettstoffwechsels identifiziert werden. Das Protedgntete somit insgesamt eine diabetische
Stoffwechsellage an. Die Ergebnisse der zweifaaleigigten Proben sind wahrscheinlich
nicht gut reproduzierbar, da anzunehmen ist, ddasnfaproteine unspezifisch an die
Reinigungssaule banden und adsorbiert wurden. Aef&md sollen nun die veranderten

Proteine und deren Bedeutungen genauer besproareeny

Orosomucoid (Alphal-Acid Glykoprotein)
Eine Entzindung kann den Anstieg bestimmter Plaspiwipe, darunter Orosomucoid und

auch Haptoglobin, férdern. Das Orosomucoid kann hstansfordernde Wirkungen auf
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Fibroblasten haben oder in vitro Immunreaktionemppsimieren, die Plattchenadhasion
modifizieren oder wie das Haptoglobin fir eine H&yse stehen (Haupt UR, 2005). Der
Orosomucoid Spiegel korreliert mit Alter, BMI undher schlechten Blutzuckereinstellung
(Akbay et al., 2004). Da die behandelten Diabetéire Diabetesdauer von mindestens einem
Jahr seit Diagnose (im Median funf Jahre, maxinialahre) hatten, ist davon auszugehen,
dass sich der hohe Orosomucoidspiegel auf die dhange Entzindungsreaktion
zurtckfuhren lassen kann.

Der Diabetes Mellitus wird von der endothelialen siiktion begleitet, welche
wahrscheinlich durch die chronische niedriggradifj@zindung hervorgerufen wird. Der
Orosomucoidspiegel steigt bei einer endothelialgisfinktion (Poland et al., 2001). Ein
akuter Gewebsschaden kann neben Entzindungen ausitis@r fir Orosomucoidanstiege
sein (Hansen et al., 1989). Da eine Arteriosklerebenfalls einen Entzindungsreiz mit
Lasionen im GefaR darstellt (Gaudio et al., 2006nnte damit die Erhohung des
Orosomucoids bei solchen Patienten erklart werttdlammationsmarker deuten allgemein
auf ein erhohtes Risiko fur kardiovaskulare Krantdre wie einen Herzinfarkt oder einen
Schlaganfall hin (Engstrom et al., 2003). Eine pegre arterielle Verschlusskrankheit kann
bei hohen Orosomucoidspiegeln entstehen (Engsttah, 2004). Diese Thesen werden von
dem Befund untermauert, dass zwei Patienten, baerdeesine Arteriosklerose sicher
ausgeschlossen werden konnte, kein messbares Qrosom im Plasma hatten.
Arteriosklerose-Patienten dagegen zeigten immeme@rosomucoidspot.

Bei drei der zehn Paare wurde der Orosomucoidspegeh die Pioglitazonbehandlung
reduziert. Dies konnte ein Hinweis darauf sein,sddarch die Pioglitazongabe, welche
antiinflammatorische Funktionen im Blut hat (Koujakl et al., 2008), die niedriggradige
Entzindung wahrend des Diabetes mellitus hemmemt&brnDa eine Steigerung des
Orosomucoidspiegels mit einer spateren EntstehwsgRlabetes (Engstrom et al., 2005)
verbunden ist, konnte der frihzeitige Einsatz vaagRazon schon bei Vorstufen des
metabolischen Syndroms einen Vorteil ergeben.

Ig J Kette

Die Ig J Kette ist ein Bestandteil des Ig A. Ig Ankmt in Korpersekreten wie Speichel,
Eingeweiden, Lungen und Muttermilch vor und hat Abwunktionen gegenuber

Krankheitserregern. Im Plasma wird eine viel nigere Konzentration als in den Sekreten
erreicht. Die Ketten, aus denen Ig A besteht, uatederem auch das Ig J, werden in

Plasmazellen produziert. Durch seine spezielle Baish es besonders resistent gegen
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proteolytische Enzynté Da das Ig J bei drei Patienten nach der Behagdhmstieg, konnte
das ein Anzeichen fUr eine proportional gesteigégteA Produktion sein. Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2 haben einen erhohten Igpfe@el (Gomes et al., 2006). Bei einem
Patienten schien das Ig J nach Pioglitazongabenkers Daraus konnte man ableiten, dass
der ebenfalls diabetesspezifisch erhdhte Ig A Spiggsunken ist und die Schwere des
Diabetes durch die Therapie gemildert wurde. Daghlddrei Steigerungen im Sinne einer
Diabetesprogression verzeichnet wurden, scheinsedieEffekt jedoch nicht fir eine

Pioglitazontherapie zu sprechen.

Hamopexin

Der Hamopexingehalt sank bei drei Patienten nachBébdandlung, bei einem stieg er an.
Hamopexin ist kein Akute-Phase-Protein. Es ist défarker, der unabhangig von
Entztndungen signifikant bei Diabetikern erhoht(i&n Campenhout et al., 2006). Nach der
Pioglitazontherapie sinkt der Spiegel bei drei gelnn Patienten. Da bei einem Patient der
Unterschied in beiden Reinigungsstufen deutlicthtb@ar war, konnte somit ein Effekt
nachgewiesen werden. Es schien, dass sich Piaglitanch auf diesen Bereich ginstig
auswirken kann, da ein weiterer diabetesspezifiddaeker gesenkt wurde. Jedoch kann der
gesenkte Hamopexinspiegel ebenso wie der geserdgogiobinspiegel fir eine Hamolyse
stehen (Delanghe JR, Langlois MR, 2001).

Apolipoprotein Al (= HDL)

Bei einem Patienten stieg das HDL nach der Behagdétark an. In Studien wurde bereits
erwahnt, dass Pioglitazon oder andere Thiazolidmelisignifikant die HDL-Sekretion in vivo
oder in vitro steigern kénnen (Berhanu et al., 20B®ttlaender D et al., 2007). Die
Hochregulation von Apolipoprotein Al ergab einens@mmenhang zu den von Prof.
Parhofer zur gleichen Studiengruppe veroffentlichEegebnissen, dass Pioglitazon bei acht
von den zehn behandelten Patienten den HDL-Fdtistolsel in Richtung Normalwerte hin
korrigiert (Parhofer et al., 2005). Dass die Vedaesngen bei den anderen Patienten nicht
registriert wurden, kénnte an den eingeschrankté@glighkeiten der 2D-Gelelektrophorese

im genauen Proteinmengenvergleich liegen.

Haptoglobin
Es fiel ein Zusammenhang zwischen der KonzentraterProteine der Haptoglobinkette und

der Inzidenz von Arteriosklerose auf. Die Haptoghiande der Alpha 2 Kette zeigte sich bei
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drei der zehn Patienten nach der Therapie wendensiv. Bei zwei der gleichen Patienten
konnte man den selben Effekt zusatzlich noch beiAdpha 1 Kette sehen. Die Senkung
dieses Akute Phase Proteins spricht fiur ein Nasbfaseiner Entzindung. Die
Pioglitazontherapie musste, auch wegen antioxidatiFahigkeiten, eine Entzindung
unterdricken (Mehta et al., 2003), was hier walesdich der Fall war. Das vor der
Behandlung erhthte Haptoglobin schien Ausdruck @efal3inflammation im Zeichen des
Diabetes zu sein.

Der Haptoglobinspiegel wird gesteigert durch Entaimgen, IL-1, IL-6, verschiedene
Zytokine, Hamolyse, Apoptose und akuten Gewebssafijddie bei Diabetes vorkommen
kénnen. In der Studie von Densem et al. (DenseneC&., 2004) wurde beschrieben, dass,
obwohl bei dem 1-1 Typ die héchsten Haptoglobinggigemessen wurden, Haptoglobin 2-
1-Phanotypen ofter Gefalkrankheiten bekommen. mhikr vorliegenden Studie hatten
beide 1-1 Typ Patienten, aber nicht alle acht TylpRPatienten Arteriosklerose. Interessant ist
die Studie von Levy et al. (Levy AP et al., 2008)der die Theorie aufgestellt wurde, dass
Haptoglobin 2-1 und 2-2 bei Diabetikern eine geemgKHK-Rate hatten als Gesunde, fir
die die 1-1 und 2-1 Konstellation normalerweise lgiheres Risiko bedeutete. Hierzu konnte
im Proteom der hier Untersuchten beobachtet werdass tatsachlich nur funf der acht 2-1
und 2-2 Typen an einer manifesten Arteriosklerdsenl, jedoch beide 1-1 Typen. Bei diesem
Punkt war es wichtig, die Literatur flr Diabetikemd Nicht-Diabetiker zu unterscheiden, da
sie sich teilweise widerspricht. Jedoch stimmtes géfundenen Verhaltnisse trotz kleiner
Untersuchungsgruppe mit den bereits veroffentlictieikeln Gber diabetische Verhaltnisse
(Levy AP et al., 2005) uberein.

Transthyretin

Die Transthyretinkette bei 13 kDa schien sich egizPatienten in der zweifach gereinigten
Gel-Serie wahrend der Behandlung verkleinert ziehaba sich die Veranderungen nur in
den zweifach gereinigten Proben zeigten, kbnnteeahnicht vorhandener Effekt durch die
Reinigung entstanden sein. Es kdnnte wiederum @isessibler Effekt sein, der erst wegen
der zweifachen Reinigung und der so entstandenerzd€dration der Stoffe sichtbar wurde.
Transthyretin ist ein negatives Akute-Phase-Prof€ampbell FM et al., 2005). Es wurde
bereits (Sundsten T et al., 2007) als ein Protewschricben, welches sich zwischen
Diabetikern und Gesunden unterscheiden kann. NjedriTransthyretin korreliert mit der

Entwicklung von kardiovaskularen Folgen. Es kanrd@m PINI Index = CRP x (Alphal-

Acid-Glykoprotein) / (Albumin x Transthyretin) dazuenutzt werden, um das Risiko von
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kardialen und vaskularen Krankheiten zu berechii@mrier N et al., 2005). Ein niedriger
Spiegel ergibt hohe Komplikationsinzidenzen. Sorikéres Aufschluss Uber den Zustand der
diabetischen Stoffwechsellage des Organismus gdbienVerringerung des Transthyretin-
Monomers kdnnte deshalb eine Entziindungssteigeawsgveisen. Jedoch wurde bereits
beschrieben, dass bei einer Diabetesinduktion baiteR das Transthyretin-Monomer
hochreguliert wurde (Kim SW, 2006). Dementsprecheki@hnte die hier gezeigte
Verringerung auf eine Verbesserung der diabetiscB&sffwechsellage hindeuten. Das
Monomer scheint keine Effekte auf die Insulinfrézsmg oder die Apoptose zu haben, wie es
das Multimer haben soll (Refai E, 2005). Transttigreschien aul3erdem in einer grof3
angelegten Studie im Alter zu sinken, es hat semagimale Konzentration mit 35 Jahren.
Manner hatten hierbei die hoheren Spiegel (Ritétfieet al., 1999). Der hier gezeigte Effekt
kénnte also einen Altersprozess darstellen. Esjdigbch bei dem Vergleich der teilweise

jungeren Gesunden mit den alteren Diabetikern rakshhiedriger exprimiert auf.

Profilin-1

Der Einsatz von Pioglitazon steigerte den Profdiagel bei sieben von zehn Diabetikern.
Interessant ist, dass Thiazolidindione hemmend diif Polymerisation von Aktin wirken
kénnen (Singh N et al., 2005). Auch kénnte Profifirden Lipidstoffwechsel involviert sein
(Goldschmidt-Clermont et al., 1990), der ebenfdllsch Pioglitazon beeinflusst wird. Hier
kann eventuell eine Interaktion von Thiazolidindanund Profilin stattfinden. Im Verlauf
diabetischer Veranderungen findet ein Aktinsketatiau statt (Clarkson MR et al., 2002). Da
Profilin das Aktin beeinflusst, wird sich die Akkonzentration und somit dessen zellulare
Expression erhdhen. Die so verdnderte Expression Rmoteinen hat sich abhangig von
oxidativem Stress erwiesen (Naito Y et al., 2006¢r konnte ebenfalls eine Ansatzstelle der
Thiazolidindionwirkung bei Diabetes sein, da bees#in Stoffen bereits eine gute Wirkung
gegen oxidativen Stress nachgewiesen wurde.

Wegen des signifikant vorkommenden Profilins bes@wlen oder wegen der Ann&herung
der Profilinspiegel der behandelten Diabetiker a@ éines Gesunden kdénnte man den
Profilinspiegel im Plasma vielleicht in Zukunft gJ&esundheitsmarker” betrachten: Neben
dem festgestellten Anstieg des Profilins durch Tierapie wurden in der Patientengruppe
und in der Literatur eine Verbesserung der Bluifette (Parhofer KG et al., 2005) und
andere positive Effekte auf die Gesundheit naclglRaaonbehandlung beschrieben. Jedoch

bleibt es noch offen, diese Verhaltnisse an einéderen Studiengruppe zu untersuchen.
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Abschliel3end kann behauptet werden, dass mit deG&PBlektrophorese bereits bekannte
und dartber hinaus neue Marker fir eine diabetiQtofwechsellage identifiziert wurden
und dadurch die Brauchbarkeit dieser Methode gezgid bestatigt werden konnte. Durch
die Pioglitazonbehandlung konnte bei diesen Marlene Entzindungsreduktion und eine
Verbesserung des Diabetes erreicht werden. Dietemeiglentifizierten Proteine wurden
bereits in der Literatur bei diabetischer Stoffwssltage beschrieben. Deshalb wurden zu
diesen Proteinen keine weiteren Untersuchungen gamadedoch konnte mit Profilin ein

neues, in diesem Zusammenhang bisher unbekanmtesrHdentifiziert werden.

4.4. Die Proben aus dem Herzkatheterlabor

Die hier untersuchten Plasmaproben der Patientendemnuin der Nachsorge einer
Herzkatheteruntersuchung gewonnen. Deshalb wahidreverwendete Studiengruppe eine
gute Wahl zur Untersuchung der Auswirkung der Aotkierose auf den Profilingehalt. 50
Patienten waren, auf die Gesamtheit der GefaRkngailation in Deutschland bezogen,
statistisch zwar nicht aussagekraftig, aber gemng,Auffalligkeiten im Profilinspiegel zu
erkennen. Signifikante Auffalligkeiten konnten fias HDL und den BMI festgestellt werden,
die proportional zum Profilinspiegel waren. Intey@mst ist, dass unter einer
Pioglitazontherapie eine Gewichtszunahme stattfindéelleicht konnte die durch die
Behandlung mit Glitazon oder die unter normalen témden entstandene Gewichtszunahme
bestimmte Wege im Stoffwechsel aktivieren, die dasfilin steigern. Dass das HDL
proportional zum Profilin war, unterstreicht weithe gefundene Feststellung, dass gesindere
Menschen hohere Profilinspiegel im Plasma habenisEmteressant, dass diese durchaus
kranke Patientengruppe nur sehr wenig oder gréfitergar kein nachweisbares Profilin im
Blut hatte. Das unterstreicht die Hypothese, dasheher Profilinspiegel im Plasma einen

Gesundheitsmarker darstellen kann.

45. Profilin im menschlichem Endothel: Der immunhstochemische

Nachweis

In einer Publikation von Romeo et al. (Romeo G let 2004) wurde beschrieben, dass

Profilin-1 mit der endothelialen Dysfunktion zusaemhangt, wie sie auch bei Typ 2
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Diabetikern vorkommt. Die Expression von Profilineib der arteriosklerotischen
Plaquebildung ist erhdht und wahrscheinlich anhateiligt (Romeo G et al., 2004). Der
immunhistochemische Nachweis in den Plaqueformatiokonnte diese These bestarken.
Das Profilin bleibt nach der Plaugebildung an des®©rt. Gerade im Kern der
arteriosklerotischen Kalkspangen war bei den untéten Probanden viel Profilin zu finden.
Profilin wird wahrend der Zellschadigung freigesdtdc Leod et al., 1989). Das kdnnte das
Vorkommen des Profilins an dieser Stelle erkla2er. einzige Nicht-Diabetiker hatte jedoch
laut Pathologiebericht auch arteriosklerotischeqids, da er an einer pAVK litt. Die zur
Verfiigung gestellten Schnitte wiesen keine groReféae und auch keine sichtbaren Plaques
auf. So konnte nicht genau Uberprift werden, ob Mmht-Diabetiker in den Plaques
profilinhaltige Kerne aufwies.

Das Endothel der untersuchten Patienten, die abef#a und Arteriosklerose litten, war
hingegen immer profilinhaltig. Eine erhéhte Spercimg von Profilin bei Zellschadigung
konnte ebenfalls den hohen Profilinspiegel im Pladrai Gesunden erklaren: Bei Gesunden
wird das Profilin nicht in dysfunktionelle Endothez aufgenommen oder dort gebildet. Die
Anreicherung des Profilins in arteriosklerotiscii®laques und im Endothel kénnte daher fir
eine pathologische Aufnahme oder Bildung bei Zbkstgungen sprechen. Ebenfalls wird
Profilin in Endothelzellen unter erhéhten Homozystenzentrationen hochreguliert (Dardik
et al., 2002), was ein Risikofaktor fur kardiovaska und thrombotische Krankheiten ist
(Fowler B, 2005). Auch vermehrt sich Profilin im dothel wahrend endothelialen
Verletzungen (Dardik et al., 2002) und reicherhsicischamischen Zellen an (Atkinson SJ et
al., 2004). Die Ergebnisse der hier vorliegendemndigt bestatigen die Daten, dass
endotheliales, intrazellulares Profilin bei vasketaStoérungen hochreguliert wird. Das macht
deutlich, dass Profilin im Organismus eine wichtiRelle bei der endothelialen Dysfunktion
zu spielen scheint. Der Fund von Profilin im diadetien Endothel konnte in dieser Arbeit
auch auf die peripheren Arterien und Arteriolen\#@rgleich zur Arbeit von Romeo et al.
(Romeo G et al., 2004), der ausschliel3lich aoEal@othelien untersuchte, erweitert werden.
Profilin spielt ebenfalls eine wichtige Rolle ba&ird Endothelwachstum (Ding Z et al., 2006).
Da bei Diabetes ein vermehrtes, pathologisches ¥fachder kleinen Gefal3e der Niere und
der Retina stattfindet (Duh E and Aiello LP, 1998heint das das vermehrte Vorkommen im
Endothel der Diabetiker erklaren zu konnen. Profiit zudem ein vom Inflammationsgrad
des Organismus abhangiger Mediator zwischen deellTAflhasion und den Endothelzellen

(Tanaka Y, 2000). Dies ist ein interessanter Aspa&tbei Diabetikern immer eine niedrige
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Entztndungsreaktion ablauft (Matthews VB et alQ&0 So kdnnte das hier nachgewiesene
Profilin im Endothel ebenfalls zu den intrazell@darEntzindungsmarkern gezéahlt werden.
Das Vergleichspraparat war insgesamt nicht optimmat Auswertung, da wegen der
septischen Stoffwechsellage infolge der Gangranrketainflammatorische Prozesse
stattfanden, die die Aktivitat des Endothels stagleinflusst haben kdnnten. Aul3erdem war
der Untersuchte starker Raucher, was die Inflanamatveiter férdern kann. Das Endothel
schien trotzdem weniger Profilin zu beinhalten.atédist es nicht méglich, eine gesunde
menschliche Gegenprobe in dieser Altersgruppermefi, in der ein solch invasiver Eingriff
zur GefalBentnahme gerechtfertigt wére. Der hierurgldne Patient erwies sich als
Kompromiss, da trotz der Inflammation Unterschiededer Profilindichte des Endothels
sichtbar waren.

Als Nebenbefund kam Profilin auch in vielen ande&rukturen, wie der Epidermis, den
Schweil’driisen, den Leukozyten und Fibroblasterdendviuskelfasern vor. Es scheint somit
besonders in Zellen, die eine hohe Wachstumsrage eshen hohen Aktingehalt haben,

vorzuliegen.

4.6. Diskussion der Ergebnisse der Zellkultur-Versche

Die Regulationen im Endothel sind extrem wichtig diie Erforschung der Pathogenese von
Arteriosklerose - der haufigsten Todesursache inté&hland. Immer mehr zeichnet sich ab,
dass die fuhrenden kardiovaskularen Risikofaktoreie Hyperlipidamie, Hypertonie,
Diabetes und Rauchen primar Gber eine funktioneéBehadigung des Endothels
arteriosklerotische GefalBwandverengungen triggeas Endothel erfullt durch Produktion
auto-, para-, und endokrin wirksamer Substanzeiragiahe Aufgaben. Insbesondere ist die
Zellschicht, die mit ca. 1 Billion Zellen das gréfrgan des menschlichen Kdrpers darstellt,
fur den lokalen Gefal3tonus, situationsangepasstarmgsvorgange und deren fibrino- und
thrombolytische Gegenregulation sowie die Steuemorglokalen Entziindungsablaufen wie
auch das vaskulare Remodelling verantwortlich (ZRaz H, 2004). Wegen dieser Tatsachen
wurde das Endothel im Zusammenhang mit dem Diabeldsllitus und der
Pioglitazontherapie untersucht.

Das endotheliale Modell erwies sich fiir die folgemd/ersuche als geeignet, da die Zellen
unter kontrollierten Bedingungen gut behandelbarewaln Studien wurde nachgewiesen,
dass Profilin schon ab 24 h Behandlung ansteigam k&alazar et al., 1999). Dieser Wert
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wurde als Mindestversuchszeit verwendet. Da inldiratur bereits die Interaktionen von
verschiedenen Fettsdure- und Glukosespiegeln mit Bleofilinspiegel beschreiben wurden
(Romeo G et al.,, 2004 und Clarkson MR et al., 200@)rden die Zellen wahrend der
Einwirkzeit der Medikamente in einem fettsdure- ghtikosearmen Medium gehalten. Da bei
den ersten Versuchen mit normalen fettsaurehaltiggéedien eine wahrscheinliche
Potenzierung der Ketocholesterolwirkung stattfamés die Wirkung des Pioglitazons
Uberspielte, wurden die Folgeversuche mit fettsauoed glukosearmen Medium
durchgefuhrt, um eine mdgliche Kontamination degebinisse wegen zu hoher Belastung der
Zellen durch Fette zu vermeiden und die Wirkungen €inzelnen Stoffe deutlicher zu
erkennen. Es war zu erkennen, dass die Versuchdarddediumwahl abhangig waren.

Man hatte nur ein kleines Zeitfenster, das man aresem Versuchsaufbau untersuchen
konnte, da die Zellen nach ca. 24 h begannen, ttsdige- und glukosearmen Medium
apoptotisch zu werden. Zusatzlich wirkte das Piagtn apoptotisch: Eine Aktivierung von
PPAR-Gamma durch Glitazone konnte in in-vitro-SéumdDifferenzierungsprozesse fordern,
die die Zellproliferation hemmen und die Apoptoserrhthen (Chen J et al., 2004).

4.6.1. Versuche mit Ketocholesterol, Hydroxycholestol, Interleukin-6, Metformin,
Gliclazid und Pioglitazon

Alle Zellen haben auf die antidiabetischen sowie diiabetesfordernden Stoffe mit

Steigerungen im intrazellularen Profilinspiegel gieat. Einzig Pioglitazon hat den

Profilinspiegel stark gesenkt. In der Literatur ®marahnliche Versuchsaufbauten mit

Ketocholesterol und Hydroxycholesterol behandeli&€h/EC Zellen beschrieben (Romeo G

et al., 2004), die gleiche Ergebnisse lieferten die hier vorliegende Arbeit. Die restlichen

Versuche, insbesondere die mit Mediumuberstandsarten vollig neue Erkenntnisse.

4.6.1.1. Diskussion der Wirkung der Stoffe auf ditlUVEC Zellen
- Die Gesamtproteinextrakte

Pioglitazon

Pioglitazon zeigte in den ersten Versuchen einezé&omationsabhangige Wirkung auf den
Profilinspiegel. Es war in der Monotherapie dazige Medikament, das den Profilingehalt
in der Zelle und die Sekretion senken konnte. Bfieglitazonbehandlung kann Typ 2
Diabetikern mit kardiovaskularen Risiken direktech@z gegen eine TNF-Alpha induzierte

endotheliale Dysfunktion gewadhren (Martens FM et, &@005). Da Profilin bei
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inflammatorischen Prozessen, wie bei der Arteriislde, an der Zelloberflache von Endothel
und in arteriosklerotischen Plaques (Romeo G et28l04) erhoht ist, kann der gesenkte
Profilinspiegel der Zellen als eine Verbesserung @gsfunktion interpretiert werden. Im
Kapitel 4.7. werden dazu ausfiihrlich Pathomechagisnbeschrieben, auf die eine
intrazellulare Profilinerhéhung zurtckzufiihrenusd die diese These unterstreichen.

Da die Nabelschnire von gesunden Babies stammtan, die Behandlung der HUVEC
Zellen mit Pioglitazon einer Behandlung von gesunBeobanden nahe. Deshalb kdnnte das

Modell nicht ganz optimal gewesen sein.

Ketocholesterol und Hydroxycholesterol

Ketocholesterol ist im Organismus ein Zeichen fiidativem Stress (Ferderbar S et al.,
2006) und bei der diabetischen Stoffwechsellagétér(Scheffer PG et al., 2004; Murakami
H et al., 2000). Auch steigen Ketocholesterol- thalroxycholesterolwerte bei Frauen mit
einem BMI Uber 40 an (Zwirska-Korczala K et al.02D Ketocholesterol ist toxisch fir das
Endothel (Zhou Q et al., 2000). Diese Quellen wtterchen die Rollen der beiden
Oxysterole bei dem metabolischen Syndrom im Orgamss Die intrazellulare Profilin-
steigerung auf diese Stoffe kdnnte einen Schriien Richtung der Dysfunktion anzeigen.
Die so ausgeltste Profilinsteigerung, die schon Remeo G. (Romeo G et al.,, 2004) an
diabetischen Endothelien von Menschen beschriehedaykonnte in dieser Studie bestatigt
werden. Dabei wurde in dieser Studie Kulturen mblgter Endothelzellen aus der
Nabelschnurvene (HUVEC) und nicht aortales Endotlegivendet. Somit kdnnen nun die
Thesen verallgemeinert auf das menschliche Endbdmigen werden.

Die Kombination von Pioglitazon mit den Oxysteroleardnderte den Profilingehalt im
Vergleich zu unbehandelten Zellen nicht. Hier hatmech wahrscheinlich die Profilin
senkenden Effekte des Pioglitazons und die Prddtigngernden des Ketocholesterols und des
Hydroxycholesterols neutralisiert, was ein inteaggdsr Effekt ist. Das zeigt, dass die
zellularen Effekte von Ketocholesterol durch Pitaglon blockiert werden kénnen. Wenn
man davon ausgeht, dass Ketocholesterol schadlitheingen auf das Endothel hat, kbnnen
die Folgen des oxidativen Stress im Gefal3 umgangerden. Somit kénnen sich fir
Pioglitazon in Zukunft potentielle Anwendungsmobkeiten in der Arteriosklerose-
prophylaxe ergeben — Einem Krankheitsgebiet, in dsnbisher keine deutlich wirksamen
Medikamente gibt und das jahrlich die meisten Tiodden Industrienationen fordert.
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Interleukin-6

Die IL-6 Behandlung der HUVEC Zellen wurde durchget, da Typ 2 Diabetikern einen
erhohten IL-6 Spiegel haben (de Rekeneire N et28l06). Das IL-6 kann die Insulin-
sensitivitat im Organismus verandern. Zusatzlich e® bei der Inflammation des Endothels
als Botenstoff interagieren (Bastard JP et al.6208uch kbnnen HUVEC Zellen Interleukin-
6 selbst herstellen (May LT et al., 1989). IL-6 iBbtenstoff von niedriggradigen
Entzindungen, die in die Pathogenese des Typ 2el@abnvolviert sind (Syrenicz A et al.,
2006). Dieser Stoff scheint also im diabetischemgaismus eine interessante Rolle zu
spielen. Da Interleukin-6 so insgesamt an der Gaféindung beteiligt ist, wurde
untersucht, ob sich der Profilinspiegel in den &elerdndern wiirde. Es zeigte sich bei der
Behandlung mit IL-6 ein leichter Anstieg von Priofil Da IL-6 ein Stoff ist, der zur
endothelialen Entzindung beitragt (de Carvalho MHale 2006), fiel der Anstieg des
Profilins erwartungsgemall aus, da Profilin in denmunhistologisch untersuchten
Endothelien ebenfalls bei Arteriosklerose und dedothelialen Dysfunktion vermehrt
vorkam.

Bei der Kombination von Pioglitazon und Interleuidinveranderte sich der Profilinspiegel
nicht. Das zugesetzte Pioglitazon schien wieder d&fekt der Monotherapie zu
neutralisieren. Man kann wie bei den Oxysterolemabpten, dass die Effekte von IL-6 in der
Zelle durch Pioglitazon inhibiert werden. Das wiede konnte eine Protektion fur das

Endothel vor der IL-6 bedingten Inflammation daliste

Die oralen Antidiabetika: Metformin und Gliclazid

Auch Metformin konnte den Profilingehalt der Zellenhohen. Bei diesem Medikament
wurde bereits eine antiatherogene Wirkung im Oigans festgestellt (Eguchi K et al., 2007,
Mamputu JC et al.,, 2003). Jedoch erhthte Metformie die Oxysterole oder das
inflammationssteigernde Interleukin-6 den Profiiregel. Metformin bringt allerdings auf
den Gesamtorganismus bezogen auch Vorteile in @édramlung. Auf zellularer Ebene
scheint es aber die gleiche Wirkung wie endothédigende Stoffe zu haben. Das ist ein
hochinteressantes Ergebnis, welches viele Fragémirtiuund spater genauer diskutiert
werden soll, da bei Gliclazid derselbe Effekt aatftin Kombination von Pioglitazon mit
Metformin blieben die Spiegel gleich den der unbelgdien Zellen. Hier zeigte sich wieder,
dass Pioglitazon die Wirkung anderer Stoffe auf Eeafilingehalt neutralisieren kann.
Gliclazid bewirkte die starksten Steigerungen inofinspiegel. In der Literatur wird

beschrieben, dass Gliclazid praventiv auf die Eckimng von Arteriosklerose wirkt (Renier
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G et al.,, 2003). Bei Diabetikern vermindert es drbohte Adhasivitat von diabetischen
Monozyten am Endothel. Daraus konnte man schlieffess Gliclazid eventuell praventiv auf
die Arterioskleroseentstehung wirkt (Desfaits ACaét 1999). Zudem wurde belegt, dass
Gliclazid zusatzlich antioxidativ ist (Ceriello A2006). Da oxidativer Stress das Endothel
schadigen kann, kénnte wegen dem Schutz vor Ogridatnd der Arterioskleroseentstehung
die Erhdhung des Profilinspiegels als eine Verbresgeder Endothelfunktion interpretiert
werden. Da die Oxysterole und das Interleukin-6glgchen Effekte auf das Profilin haben,
kbnnte man ebenso von einem durch diese Stoffe olgarufenen pathologischen
Mechanismus im Endothel ausgehen. Gerade tber Metfaind Sulfonylharnstoffe gibt es
jedoch viele Studien, die deren positive Wirkungeri den Organismus schildern. Es fallt
also schwer, an eine Endothelschéadigung zu glaubass Metformin und Sulfonylharnstoffe
den Profilinspiegel wie endothelschadigende Staffsteigen lassen, ist durchaus interessant.
Da die Monotherapie mit Pioglitazon gezeigt hagsdes Stoffe gibt, die das Profilin senken,
kann man also nicht von einer unspezifischen Erhghuwon Profilin durch alle Stoffe
ausgehen. Hier werden noch weitergehende intensiméersuchungen benétigt, um
letztendlich zu klaren, was das Verhalten des hsfiiber den diabetischen Stoffwechsel
aussagen kann und welche Rolle es bei der medikésenTherapie spielt.

Gliclazid plus Pioglitazon konnte eine starke Sertkdes Profilingehalts bewirken. Das war
besonders interessant, da bei der Monotherapie Biogditazon sehr hohe Spiegel in den
Zellen gemessen wurden. Ansonsten senkte kein Swér keine Kombination aul3er
Pioglitazon den Profilinspiegel. In der Kombinatisetzt Pioglitazon sich in seiner Wirkung
durch und neutralisiert den Profilinspiegel nichir,nwie bei den anderen Stoffen, sondern
senkt ihn sogar. In der Interaktion dieser beidemk®tbffe kdnnte sich das Pioglitazon
eventuell wegen der relativen héheren Konzentratiarchgesetzt haben. Das ist jedoch
wenig wahrscheinlich, da alle anderen Stoffe diethNdisation des Profilinspiegels erfuhren,
obwohl sie auch in geringen Konzentrationen aufZgiten gegeben wurden. Fur Pioglitazon
und Gliclazid wurden bereits gefal3protektive Wirgan nachgewiesen (Fonseca VA 2007;
Horio T et al., 2005; Martens FM et al., 2005; Sjddret al., 2006; Renier G et al., 2003). In
der Therapie kdonnte das bedeuten, das sich beidbBkdMeente gut ergédnzen, wenn man

davon ausgeht, dass eine Senkung des intrazetiuRacdilingehalts einen Vorteil darstellt.

4.6.1.2. Diskussion der Wirkung der Stoffe auf dielUVEC Zellen - Die Uberstande
Durch die Versuche mit den Uberstanden wurde dootheliale Sekretion von Profilin ins

Blut simuliert. Es sollte festgestellt werden, ab Bndothelien fur die Profilinanderungen im
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Plasma der untersuchten Gruppe verantwortlich wai® Untersuchungen, ob die
Endothelzellen fir den Profilingehalt des Plasmasntwortlich sind, sind anders ausgefallen
als erwartet: Das Endothel produziert den Profésthnd im Plasma anscheinend nicht, da
gerade gesunde Endothelzellen, die keinen schatbgeStoffen ausgesetzt wurden, wenig
Profilin sezernieren. Die Gesunden Patienten haggeoch viel Profilin im Plasma, die
Kranken sehr wenig. Die Zellen, die zuvor mit Kétolesterol und Hydroxycholesterol
behandelt wurden, veranderten durch die Behandldimy Sekretion kaum. Das war
verwunderlich, da man mit Profilinverdnderungenegénet hatte. Es wurden insgesamt nur
sehr geringe Mengen an Profilin sezerniert. Jed@athdas Endothel eine sehr grol3e Flache
und stellt das grof3te Organ im Korper dar (Pil2604). Die geringen Effekte konnten daher
im Organismus weitaus potenter oder verzerrt wirken

Einzeln und in Kombination mit Pioglitazon hatteryddoxycholesterol, Interleukin-6 und
Metformin keinerlei Wirkung auf die Profilinsekreti. Somit kénnten die Wirkungen dieser
Stoffe auf den Profilinhaushalt nur auf das Zeliren beschrankt sein. Interessant ist, dass
Ketocholesterol in der Monotherapie die Profilinggion erhoht, Hydroxycholesterol jedoch
nicht, obwohl beide strukturverwandt sind. Es schedass Ketocholesterol differenziertere,
potente Wirkungen auf die Endothelzellen hat.

Die Zellen sezernieren bei ausschlief3licher Glidlsghandlung genauso viel Profilin wie
unbehandelte Zellen. So kdnnte man wie bei der B#lbhag mit Metformin oder Interleukin-

6 folgern, dass die Gliclazidwirkung in der Monaty@e keinen Einfluss auf den
extrazellularen Profilingehalt und somit den desit®& hat. Jedoch hat es sich bei der
Untersuchung der Gesamtproteinextrakte und der difimile gezeigt, dass Gliclazid in
Kombination mit Pioglitazon den Profilinspiegel Een konnte. Pioglitazon scheint sich in
dieser Kombination in seiner Wirkweise durchzusetz®ies ist interessant, da das
Pioglitazon bei den Uberstanden trotz seiner inMenotherapie starken profilinsenkenden
Wirkung in Kombination mit anderen Stoffen keine r&ederung der Profilinsekretion
bewirkt hat. Bei den Gesamtproteinextrakten dagdgemte Pioglitazon seine Wirkung bei
allen Kombinationen durchsetzen und die Wirkung#er é&Stoffe neutralisieren. Bei den
Uberstanden war es so, dass Pioglitazon die ohnaehin neutralen Wirkungen von
Hydroxycholesterol, Interleukin-6 und Metformin htcweiter beeinflusste, wahrend es den
einzigen sekretionssteigernden Stoff, ndmlich Kedbesterol, in der Kombination dennoch
neutralisiert. Gliclazid nimmt hierbei wieder ein8onderstellung ein, da es in der
Monotherapie keine Wirkung auf die Profilinsekreticeigte, jedoch mit Pioglitazon

kombiniert eine Senkung herbeifiihrte, anstatt wae den anderen Stoffen in Kombination
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nur neutral zu wirken. Die Interaktion von Pioglitem und Sulfonylharnstoffen scheint

deshalb vielgestaltig und weiter untersuchenswert.

Die drei Stoffe, die Veranderungen der Profilinggian im Uberstand zeigten, hatten bei den
Zellextrakten die gleichen Wirkungen. So konnteteial Pioglitazon, Pioglitazon plus

Gliclazid und Ketocholesterol den Profilingehalt digberstande verandern. Ketocholesterol
bewirkte dabei als einziges eine SekretionsstemgeruAnscheinend ist das Endothel
besonders sensibel gegeniber diesen Stoffen. Is@eea wichtig fur Pathomechanismen der
endothelialen Dysfunktion zu sein. Ketocholestesolder einzige Stoff, der den intra- und
extrazellularen Profilinspiegel ansteigen lasst. BRatocholesterol den Profilinspiegel

steigerte, Pioglitazon und Pioglitazon mit Glicthzihn aber senkte, kdnnte daraus
geschlossen, dass die Stoffe Kontrahenten in iNiigkung sind.

Ketocholesterol kann schadigende Wirkungen auf Hwdien und andere Zellen haben
(Luthra S et al., 2007; Leonarduzzi G et al., 20Hou Q et al., 2000), die durch Pioglitazon
in vivo sowie in vitro wieder riickgangig gemachtrden konnten. Generell konnte auch
beobachtete werden, dass Pioglitazon die Wirkung pathologischen Stoffen wie den

Oxysterolen und Interleukin-6 auf den Profilingghahd die Sekretion der Zellen am

Endothel neutralisieren kann. Durch diese neu geen@ Erkenntnis kann die Studie als

voller Erfolg gesehen werden.

4.7.Profilin: Ein Ruckblick auf die Ergebnisse und einBlick in die Zukunft

Profilin ist ein ubiquitar vorkommendes Protein unscheint in verschiedenen
Kompartimenten des menschlichen Organismus untedicdhe Funktion zu haben. Bisher
sind seine Wirkungen aul3er in der Allergologie wed Zytokinese noch wenig erforscht.
Profilin verspricht jedoch in der Zukunft eine geoRolle zu spielen.

Erst kdrzlich wurde durch eine Arbeit von Romeo uKdzlauskas (Romeo GR und
Kazlauskas A, 2008) bestatigt, dass eine vermiadexpression von Profilin-1 einen Schutz
vor Arteriosklerose darstellt, was die hier in @le#\rbeit gewonnenen Erkenntnisse und
aufgestellten Theorien untermauert.

Wenn man nach allen hier gewonnnen Ergebnissen geheint Profilin ein Marker fur
pathologische Zustande in der Endothelzelle zy, slenauf eine antidiabetische Therapie gut
anspricht. Zu viel intrazellulares Profilin ist wahheinlich ein Mediator der Inflammation
und ein Wegbereiter der Arteriosklerose. Dazu padats intrazellulares Profilin von
Pioglitazon deutlich gesenkt wurde. Dass das Raxgin bereits unumstritten positive Effekte
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auf die endotheliale Dysfunktion (Maegawa H, 2007Jje antioxidativen und
antiarteriosklerotischen Fahigkeiten, (Staels B)3)Qund die Entwicklung von Makro- und
Mikroangiopathien hat, war bereits bekannt (VinikeAal., 2006). Somit kann der niedrige
Profilinspiegel als das Sinken eines pathologisdventes und die Erh6hung als Reaktion auf
einen pathologischen Reiz interpretiert werden.oBdsrs Pioglitazon, Pioglitazon plus
Gliclazid und Ketocholesterol beeinflussten denff&techsel des Endothels so stark, dass
eine Verdnderung der Synthese und Sekretion vorfiliRr@entstand. Da alle Stoffe
nachgewiesene Wirkungen auf die Pravention oder Egiwicklung einer endothelialen
Dysfunktion haben, kann postuliert werden, dass Bagsfilin eine Rolle in diesem
Pathomechanismus spielt. Somit ware der Profileggi auf Zellebene als weiterer
Inflammationsmarker zu identifizieren. Eventuelleldt es in einem dynamischen
Gleichgewicht, das sensibel auf Medikamente, Batéfesund krankhafte Einflisse reagiert.
Der Profilingehalt verhalt sich in verschiedenennif@rtimenten des Kérpers anders. Es
scheint im Blut und im Endothel verschiedene Autgalu haben, da viel Profilin im Plasma
bei Gesunden vorkommt, jedoch wenig davon im Erelots ist daher davon auszugehen,
dass es im Plasma ein Marker fur die Gesundhegteldr Diese Hypothese trifft auf alle
Versuchspersonen zu (10 Diabetiker, 50 KHK Erkrankihd 6 Gesunde). Bei Diabetikern
verhielt es sich entgegengesetzt. Sie hatten ged?lasmaspiegel, aber viel Profilin in den
Endothelzellen.

Ein Angleichen an den Zustand eines Gesunden katurtd die Pioglitazontherapie in vivo
sowie in vitro beobachtet werden. Der Profilingeliids Plasmas steigt bei den behandelten
Diabetikern an, die Zellen reagierten trotz der Homtation mit einem pathologischen
Reagenz wie unbehandelte, quasi gesunde Zellerh dag verstarkte den Eindruck, dass der
Profilinstatus den Gesundheitszustand eines Ongasisabbilden kann. Da Profilin bei
arteriosklerotischen, entztindlichen Prozessen idoiel erhoht wurde, kdnnte man folgern,
dass es gespeichert wird. Das konnte der Grund se&so es bei Gefal3kranken und im
Zellversuch unter pathologischen Stoffen nicht sseet wird oder das Blut wenig davon
enthalt.

Profilin hat zudem Einflisse auf wichtige Signakasen der Phosphoinositide und auf
Phospholipide der Zellmembran (Goldschmidt-Clermental., 1990). Interaktionen mit
Komponenten des Phosphatidylinositol Zyklusses waledn RAS-Pathway zeigen, dass
Profilin eine wichtige Verbindung zwischen dem Akfkelett und den grol3en
Zellregulationsmechanismen darstellt, wobei exitalzge Signale die Struktur des Aktins

verandern koénnen (Sohn RH, Goldschmidt-Clermont F2B4). Profilin ist somit ein
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Regulator des Zytoskeletts und scheint ebenfalle dRolle im Pathomechanismus des
Diabetes mellitus und der endothelialen Dysfunkizarspielen. Eventuell konnte hierbei das
Profiin einen Teil der Reaktionskaskade der Widkunvon diabetischen
Stoffwechselprodukten wie den untersuchten OxyltargRomeo GR und Kazlauskas A,
2008) und dem Interleukin-6 darstellen. Profilin rwaicht nur in den pathologisch
veranderten Gefal3en der Diabetiker erhoht, son@erch in der Substantia nigra bei
Parkinson Patienten (Basso M et al.,, 2004). Bei Hststehung von Parkinson spielt
wahrscheinlich oxidativer Stress (Schapira AH, 20§¢hauso wie bei Prozessen, die bei der
endothelialen Dysfunktion ablaufen, eine Rolle ({plaBR et al., 2004). Dadurch koénnte
erklart werden, dass in den mit Reizstoffen behicleEndothelzellen der Profilinspiegel
steigt. Das und weitere, bereits angefiihrte Argumeimd ein Hinweis darauf, dass die hier
gezeigte Uberexpression von Profilin in den ZeéémZeichen der Zellschadigung dargestellt
hat.

Profilin kdnnte maRgeblich an den Pathomechanistdesnmetabolischen Syndroms beteiligt
sein, da es ein wichtiger Regulator der Muskelladiton am glatten Muskel in GefalRen ist
(Tang DD and Tan J, 2003). Da ein zu hoher GefaStaur Entstehung der Hypertonie
maf3geblich beitragt (Gonzalez JM, 2007; Touyz RIQ®, zeigt sich auch hier wieder der
enge Zusammenhang des entdeckten Profilins zuogetlese des metabolischen Syndroms.
Die erhohte diabetische Profilinexpression kénniehaeine Rolle in der Regulation von
dreidimensionalen extrazellularen Matrizen habeig, wichtig fur die Entstehung und
Reparatur von Kapillaren sind (Salazar R et al.99)9 Daraus konnte die hohe
Profilinkonzentration im Sinne einer Kompensation den geschadigten GefalRen erklart
werden, wobei Profilin auch bei Zellschdden fregges werden kann (Mc Leod JF et al.,
1989). Intrazellulares Profilin wird ebenfalls dareine Erhhung des Homocysteins (Dardik
R et al., 2002) und des Ketocholesterols (Romeau@iRKazlauskas A, 2008) gesteigert. Das
unterstreicht die These, dass intrazellulares Rrobei vaskuldren Stérungen und bei
Lipidstoffwechselpathologien im Organismus hochteguwird.

In der Zukunft stellt sich die Frage, ob die Vernohg des Profilinspiegels eine
Kompensationsreaktion oder eine Progression delsea im Sinne eines Circulus vitiosus
markiert. Ob Profilin ein Stoffwechselprodukt demoBesse ist, die wahrend einer
diabetischen Stoffwechselstorung vor sich geheer ath Signalweg teilnimmt, wird noch

genauer geklart werden mussen.
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4.8. Pioglitazon: Ein Blick in die Zukunft

In dieser Arbeit wurde neu entdeckt, dass Piogitaauf den Profilingehalt des Endothels
wirkt. Dieser Effekt konnte bei der Entwicklung dendothelialen Dysfunktion eine
inhibitorische Rolle spielen. Die durch das Piagddn bedingte intrazelluléare
Profilinabnahme, gekoppelt mit der Entdeckung, dassfilin der Bindungspartner eines
diabetischen Peptides ist (Romeo G et al.,, 2004y wdiass Profilin wahrend der
Zellschadigung freigesetzt wird (Mc Leod et al.,82Q fuhren zu der Annahme, dass
Pioglitazon die schadliche Wirkung des Diabeteslitael am Endothel vermindert. Die
Entwicklung einer Dysfunktion wird gebremst. Pidgtion bietet anscheinend eine Art
Zellschutz vor den Wirkungen der Oxysterole und ldésrleukin-6, die den oxidativen Stress
(Ferderbar S et al., 2006) und die Inflammations(Bal JP et al., 2006) der Zelle erhdéhen,
was im Zellmodell parallel zu einer Profilinernélguder Zelle von Statten ging. Da beide
Stoffe auch signifikant bei Diabetes erhoht sine Rekeneire N et al., 2006; Scheffer PG et
al.,, 2004; Murakami H et al., 2000), scheint dieb&avon Pioglitazon gegen die
diabetesfordernden Effekte dieser Stoffe zu wirkéa, es den Profilingehalt der Zellen
normalisiert. Die hier neu entdeckte Profilinerhidgum Plasma von behandelten Diabetikern
steht wahrscheinlich wegen der Wirkung von Profduf die Lipide im Blut (Goldschmidt-
Clermont et al., 1990) mit der Pioglitazonwirkumy Zusammenhang. Profilin kdnnte dabei
das entscheidende Protein darstellen, welches driadjiitazon veradndert wird und dessen
Wirkungen auf Lipide initiiert oder aber ein Marlkagr veranderten Lipidspiegel selbst sein.
Neben dem in dieser Arbeit festgestellten Anstiexs dProfilinspiegels im Plasma der
behandelten Diabetiker wurden bereits mannigfaltgesitive Wirkungen von Pioglitazon
beschrieben: Verbesserungen der Blutfettwerte (PartKG et al., 2005), des HbAlc, der
Insulinresistenz, der Oxidation und der KHK (Jolean®E and Jorgensen AP, 2006; Rios-
Vazquez R et al., 2006; Staels B et al., 2006) a#lish stellt Pioglitazon noch fur weitere
Krankheiten wie die nicht alkoholtoxische Leberetiting, das polyzystische Ovar und
Lipodystrophien eine Therapiealternaive dar (Bodeénand Zhang M, 2006). In einer
Langzeitstudie Uber 2 Jahre konnte fir Pioglitaz@mthgewiesen werden, dass es die
Triglyzeride hochsignifikant senkt und das HDL wesbert. Diese Effekte bestehen auch und
werden sogar erhoht, wenn es mit Metformin oderfddylharnstoffen kombiniert wurde
(Betteridge DJ et al., 2005). All diese Effekte dRsglitazons weisen seine Wichtigkeit fur
eine gute orale Diabetestherapie auf. Metformin diedSulfonylharnstoffe alleine schitzen
nicht vor der Hyperlipoproteindmie. Sie haben keiBanflisse auf den Lipoprotein-

91



Diskussion

metabolismus, der letztendlich den besten Schutkamliovaskularen Komplikationen bildet
(Chu JW et al.,, 2003). Somit konnte die Kombinatlmehandlung mit Pioglitazon einen
besseren Erfolg vorweisen als die Monotherapie deh klassischen Medikamenten
(Chalmers J, 2007; Seufert J, 2006; Roden M e@D5). Fur ein gutes Zusammenwirken
der Stoffe sprechen auch die Ergebnisse aus ddékuHet, wobei nur Pioglitazon oder
Pioglitazon plus Gliclazid eine Senkung des Pmudilim Endothel bewirkten. Wenn man
beachtet, dass sich in der Monotherapie bei allesa@tproteinextrakten Steigerungen des
Profilinspiegels auf pathologische Stoffe ausbédeinterstreicht das die besondere Stellung
des Pioglitazons. Da Pioglitazon eine antiinflanomnathe Komponente hat, wiirde das dafur
sprechen, dass die Hochregulation des Profilins ¥grschlechterung und die Senkung durch
das Pioglitazon eine Verbesserung im Zellstoffwethdederspiegelt. Das Interessante ist,
dass die Zellen bei der Zugabe von Oxysterolererlgukin-6 und den Antidiabetika, die
eigentlich einen schitzenden Effekt haben solltemen gleichartigen intrazellularen
Profilinspiegel zeigten. Die hochste Steigerung &esfilins in den Proteinextrakten der
Zellen wurde sogar bei der alleinigen Gliclazidbetiang festgestellt. Dabei wurde gerade
fur Gliclazid auch eine antioxidative Wirkung geflem (Ceriello A, 2006), wie sie auch
Pioglitazon hat. Laut Literatur sollten Metformimadi Gliclazid ebenfalls vor diabetischen
Folgeschaden schiitzen: Fir Gliclazid und Metformiurde eine langfristige Verzégerung
der Angiopathie beschrieben (Inzucchi SE et alQ22@Palumbo PJ, 1998; Saenz A et al.,
2005). Metformin scheint sogar eine entziindungshenad®a Wirkung auf Gefallwéande zu
haben (Isoda K et al.,, 2006). Jedoch verlieren eoefoffgruppen mit der Zeit ihre
antidiabetische Wirkung (Karow T et al., 2006). Ben Sulfonylharnstoffen wurden jedoch
Hinweise gefunden, dass sie in hbheren Dosen eivédnie Mortalitat bedingen (Simpson SH
et al., 2006). Im Vergleich zu den ertrterten Rtagbnwirkungen erwiesen sich diese beiden
Stoffe als eine nicht optimale medikamentose Moa@pie des Diabetes mellitus. Eventuell
konnte die Erhdhung des Profilinspiegels eine lekdebenwirkungen dieser Medikamente
am Endothel sein.

Da direkt am Plasmaproteom des Menschen die pesitiwirkungen des Pioglitazons
deutlich nachweisbar waren, sprechen die Argumeriie eine Mono- oder
Kombinationstherapie mit Pioglitazon in der Zukundier Diabetesbehandlung. Alle
metabolischen Folgen des Diabetes inklusive deerfagklerose und Hyperlipiddmie kamen
bei den hier behandelten Patienten vor. WahrendPbgitazongabe glichen sich sowohl die
Lipide und weitere diabetesspezifische Werte (Farh&KG et al., 2005) als auch die

Profilinspiegel an die von gesunden Patienten atieRen mit diesem Krankheitskomplex
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konnten einen Vorteil durch die Pioglitazontherapreeichen. Pioglitazon kénnte sich in
Zukunft als potentes Medikament erweisen, das Wigkem auf die Entstehung von

Arteriosklerose hat.

4.9. Was hat das alles fur eine zukiinftige Therapides Diabetes Mellitus

Typ 2 zu bedeuten?

Es zeigten sich im Proteom des Plasmas viele Andeny die als positiv zu bewerten waren.
Insbesondere wurden im Proteom diabetische Folgeeirsungen durch die Pioglitazon-
behandlung vermindert. Am faszinierendsten war #ietdeckung der Wirkung von
Pioglitazon auf Profilin, das Mediator in vielengB8alkaskaden, unter anderem auch im
Fettstoffwechsel, ist. Die Veranderung der Prdfidinzentration im Plasma der Diabetiker in
Richtung Gesunder konnte als ein weiterer Erfolgapater der Pioglitazontherapie
angesehen werden. Hier konnte eine weitere Entagckder Wirkungskaskade des
Pioglitazons auf die diabetische Stoffwechsellagamnlich in der Interaktion mit einem tber
das Profilin-1 verlaufenden Signalweges, stattgagémnhaben. Der Profilingehalt des Plasmas
kénnte wegen seines deutlichen Anstieges zu eiremanketer der Diabeteseinstellung unter
Pioglitazon und vielleicht auch bei anderen Theraivancieren.

Pioglitazon zeigte eine Wirkung auf den gesamtega@smus so wie auf Endothelzellen,
dem Ort, der Diabetikern die schwersten Komplikatio bereiten kann. Mit der
Pioglitazontherapie kénnen somit wichtige Zieledar Diabetesbehandlung erreicht werden:
Eine gute Blutzuckereinstellung, die Fettstoffwethermalisierung und die Veranderungen
im Endothel entgegen des Mechanismus, der eineuDkgbn einleitet und erhalt (Martens
FM et al., 2006; Sourij H et al., 2006; Horio T at, 2005; Tong NW et al., 2005). Der
Diabetes Typ 2 und die endotheliale Dysfunktiondseng miteinander verbunden. Fir
Pioglitazon sind gerade auf diesem Gebiet wichtWekungen nachgewiesen worden
(Suzuki M et al., 2006; Pfutzner A and Forst T, N2806). Neben der Verbesserung der
endothelialen Dysfunktion, senkt Pioglitazon leiclotlen Blutdruck, Kkorrigiert die
Gefalstruktur, senkt die SchlaganfallhaufigkeitDibetikern (Touyz RM and Schiffrin EL,
2006; Wilcox R et al., 2007) und verhindert sogas &lViederverschlielRen von implantierten
Stents (Nishio K et al., 2006). In der PROaktiv dsu fiihrte es zu einer deutlichen
Risikoverminderung der makrovaskulare Schéaden fR&itA et al., Jul 2006). Somit ist es,

wenn man madgliche Nebenwirkungen des Pioglitazoitsden positiven Effekten abwagt
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(Macfarlane DP and Fisher M, 2006), perfekt zugestdn auf eine Behandlung des
metabolischen Syndroms (Reynolds K and GoldbergZ®B6) und seiner Folgen.
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Zusammenfassung

In dieser Studie wurden die Auswirkungen einer Fampntherapie bei Typ 2 Diabetikern
auf das Proteom des menschlichen Plasmas untershithtder 2D-Gelelektrophorese
konnten vielfaltige Veranderungen im Proteom idemért werden. Die Proteine
Orosomucoid (Alphal-Acid Glykoprotein), Haptoglobifiransthyretin, Hamopexin, Ig J,
Profilin und Apolipoprotein Al (HDL) veranderten réh Konzentrationen. Viele
Verénderungen deuteten auf eine Verminderung dé&nmmation im Organismus und auf
eine Verbesserung der diabetischen Stoffwechsellaige Das Protein, das sich am
signifikantesten veranderte, war Profilin-1. Bi$ Ruofilin waren die Reaktionen der Proteine
auf Inflammation und die diabetische Stoffwechggldereits bekannt, was den Nutzen der
2D-Gelelektrophorese hervorhebt. Mit Western Blaisnte gezeigt werden, dass der Einsatz
von Pioglitazon den Profilinspiegel im Plasma kieben von zehn behandelten Diabetikern
steigert. Gesunde Probanden hatten ebenfalls hobidirRpiegel. Eine Gruppe von 50
untersuchten KHK-Patienten wies dagegen auffalleadig Profilin im Plasma auf. Darauf
wurden GefalRe von Diabetikern und einer Gegenpradees Nicht-Diabetikers
immunhistochemisch mit dem Profilin-Antikbrper gdfi Es zeigte sich eine starke
Anreicherung von Profilin in arteriosklerotischefadues. Diese Entdeckungen legen nahe,
dass Profilin ein Marker fur die endotheliale Dysdftion sein kénnte. Darauf wurden
Endothelzellen (HUVEC) und ihre Reaktion auf Pitaglon, Metformin, Gliclazid,
Interleukin-6, Ketocholesterol, Hydroxycholestenmhd Kombinationen dieser Stoffe mit
Pioglitazon untersucht. Die Sekretion von Profiarde in vitro nur von Ketocholesterol,
Pioglitazon oder Pioglitazon plus Gliclazid beaisBt. Pioglitazon erwies sich als einziger
Stoff, der das intrazelluldre sowie das sezerniertdilin senkt. Alle anderen Stoffe steigerten
das intrazellulare Profilin. Pioglitazon neutradige in den verschiedenen Kombinationen die
Profilinsteigerung durch andere Medikamente. Bei Kembination von Pioglitazon mit
Gliclazid setzte sich die Pioglitazonwirkung sogdurch und senkte das Profilin. Die
Regulation des endothelialen Profilingehaltes duvtddikamente und Interleukin-6 stellen
neue Erkenntnisse dar. Profilin konnte bei zelkhdRegelprozessen der endothelialen
Dysfunktion einen wichtigen Botenstoff darstelldes konnte ebenfalls ein Mediator der
Pioglitazonwirkung sein, da es in wichtige Signakaden involviert ist, die auch durch
Pioglitazon angesprochen werden. Da Pioglitazohgbagische Entwicklungen am Endothel
und im Gesamtorganismus unterbrechen konnte, dcbgeigute Anwendungsmaoglichkeiten

in der Behandlung des Diabetes mellitus und evéirdae Arteriosklerose zu haben.
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