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Zusammenfassung

Die Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus Typ 2 und deren Folgeerkrankungen stellen
eine große Blastung für den einzelnen Patienten und die Gesundheitsversorgung im All-
gemeinen dar. Es ist somit im Interesse aller, die Pathogenese dieser Erkrankung besser
zu verstehen, um neue Ansatzpunkte für verbesserte Therapien zu finden. Als ursächlich
für den Typ 2 Diabetes gilt neben weiteren Faktoren das Überangebot an Zucker in den
heutigen Industrienationen in Kombination mit prädisponierenden genetischen Verände-
rungen, die im Ergebnis zu einer Erschöfpung der Insulinproduktion in den β-Zellen des
Pankreas und einer verminderten Insulinsensitivität der Glukose-aufnehmenden Gewebe
führen. Die Folge ist ein dauerhaft krankhaft erhöhter Blutglukosespiegel. Die β-Zellen,
die den Blutglukosespiegel messen können und das Insulin produzieren, sind hierbei von
zentraler Bedeutung. Neuere Erkenntnisse weisen jedoch auch auf einen regulativen Einfluss
des Gehirns hin, insbesondere des Hypothalamus als Stoffwechselsteuerungszentrum. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es nun, herauszufinden, wie unterschiedliche Glukosekonzen-
trationen auf die Genexpression der hypothalamischen Zellline mHypoA-2/10 wirken. Die
mHypoA-2/10-Zellen wurden in unterschiedlichen Glukosekonzentrationen kultiviert. An-
schließend wurde eine genomweite RNA-Sequenzierung durchgeführt, wobei sich 831 Gene
um mindestens 50% hoch- und 1390 Gene um mindestens 50% herunterreguliert zeigten. In
der Analyse der Signal- und Biosynthesewege zeigte sich der Cholesterin-Biosyntheseweg
als der am stärksten durch Glukose hochregulierte Syntheseweg. Im nächsten Schritt wur-
de die Expression von über 100 Genen mittels RT-qPCR kontrolliert. Hierbei zeigten sich
Irs1, Igf1r, Insig1, Elk3, Tbc1d4, Tbc1d16, Tbc1d31, Rap2a, Rap2b, Arhgef2, Gnai2, Ad-
cy6 und S100a10 als verlässlich durch Glukose in ihrer Expression beeinflusste Gene.
Außerdem wurden für ausgewählte Gene/Proteine Western Blots durchgeführt, um die
auf RNA-Ebene beobachteten Effekte auf Protein-Ebene zu kontrollieren. Ein eindeuti-
ger Effekt der Glukose auf die durch RHO vermittelte Signaltransduktion konnte nicht
nachgewiesen werden. Schließlich wurde noch eine glukoseabhängige cAMP-Akkumulation
nach Noradrenalin-Stimulation beobachtet, die möglicherweise im Zusammenhang mit der
hochregulierten Adenylatzyklase 6 steht. Die vorliegende Arbeit weist auf eine differenzierte
Beeinflussung der Genexpression hypothalamischer Zellen durch Glukose hin. Veränderte
Glukosekonzentrationen im Interstitium, wie sie bei Diabetikern und Prädiabetikern zu
erwarten sind, könnten also u.a. durch ihren Einfluss auf die Genexpression wichtiger Re-
gulationszentren des Gehirns zur Störung des Stoffwechsels des gesamten Organismus füh-
ren und damit einen wesentlichen Beitrag zur Entwicklung und Progredienz des Diabetes
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mellitus leisten.



Summary

The metabolic disease diabetes mellitus type 2 and its related illnesses represent a major
burden for individual patients and healthcare in general. It is therefore in everyone’s interest
to better understand the pathogenesis of this disease in order to find new starting points for
improved therapies. The causes of type 2 diabetes, among other factors, is the oversupply of
sugar in today’s industrialised countries in combination with predisposing genetic changes,
resulting in a depletion of insulin production in the β-cells of the pancreas and reduced
insulin sensitivity of the glucose-absorbing tissues. The result is a permanently abnormally
high blood glucose level. The β-cells, which can measure the blood glucose level and produce
insulin, are of central importance here. However, more recent findings also point to a
regulatory influence of the brain, in particular the hypothalamus as a metabolic control
centre. The aim of this study was therefore to find out how different glucose concentrations
affect the gene expression of the hypothalamic cell line mHypoA-2/10.

The mHypoA-2/10 cells were cultivated in different glucose concentrations. Genome-
wide RNA sequencing was then carried out, which revealed that 831 genes were upregulated
by at least 50 % and 1390 genes were downregulated by at least 50 %. In the analysis of the
signalling and biosynthetic pathways, the cholesterol biosynthetic pathway was found to be
the pathway most strongly upregulated by glucose. In the next step the expression of over
100 genes was checked using RT-qPCR. This revealed Irs1, Igf1r, Insig1, Elk3, Tbc1d4,
Tbc1d16, Tbc1d31, Rap2a, Rap2b, Arhgef2, Gnai2, Adcy6 and S100a10 as genes whose
expression is reliably influenced by glucose. In addition, Western blots were performed for
selected genes/proteins in order to control the effects observed at the RNA level at the
protein level. A clear effect of glucose on the signalling transduction mediated by RHO could
not be demonstrated. Finally, glucose-dependent cAMP accumulation was observed after
noradrenaline stimulation, which may be related to the upregulated adenylate cyclase 6.

The present study indicates a differentiated influence of glucose on the gene expressi-
on of hypothalamic cells. Altered glucose concentrations in the interstitium, as are to be
expected in diabetics and prediabetics, could therefore lead to a disturbance of the meta-
bolism of the entire organism through their influence on the gene expression of important
regulatory centres of the brain and thus make a significant contribution to the development
and progression of diabetes mellitus.
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Kapitel 1

Einleitung

Der Stoffwechsel des Menschen war über Jahrtausende daran angepasst, den Fortbestand
des Organismus und der Spezies angesichts eines begrenzten oder mangelhaften Nahrungs-
angebots zu erhalten. In der heutigen industrialisierten Welt mit ihrem annähernd jederzeit
verfügbaren und schier unbegrenzten Nahrungsangebot sieht sich der menschliche Körper
jedoch einer Situation ausgesetzt, für die er nicht gemacht zu sein scheint. Im Zusam-
menhang mit dieser menschheitsgeschichtlich gesehen relativ neuen Ernährungsweise tritt
in der Bevölkerung eine Reihe von Symptomen auf, die unter dem Begriff Metabolisches
Syndrom zusammengefasst werden und als Zeichen der Überforderung des Körpers mit
dieser historischen Ausnahmesituation angesehen werden kann. In die aktuelle Definiti-
on der International Diabetes Federation von 2006 für das Metablische Syndrom fließen
als Symptome neben zentral betonter Fettleibigkeit auch erhöhte Blutfette, erniedrigtes
HDL-Cholesterin, Bluthochdruck und ein erhöhter Blutglukosespiegel bzw. ein bereits dia-
gnostizierter Diabetes mellitus Typ 2 hinein (Zimmet et al. , 2005; Alberti et al. , 2006).
Die Folgen des Metabolischen Syndroms sind insbesondere Herz-Kreislauferkrankungen,
die in Deutschland mit ungefähr einem Drittel aller Todesfälle die Todesurasache Nummer
eins, noch vor Krebserkrankungen, darstellen (StatistischesBundesamt, 2022).

Frei nach Paracelsus heißt es “Die Dosis macht das Gift”.1 Gemäß dieses Grundsatzes
ist in der Vergangenheit bereits eine Vielzahl von Untersuchungen durchgeführt worden, ob
und inwiefern möglicherweise einzelne Komponenten unserer Nahrung, durch das aktuelle
Überangebot "überdosiert", einen schädlichen, gar toxischen Einfluss auf unseren Orga-
nismus sowie dessen Stoffwechsel nehmen. Als schädlich wurden zunächst einzelne Fette
angesehen, die naheliegenderweise eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung des Metabo-
lischen Syndroms spielen (Lissner & Heitmann, 1995; Field et al. , 2007). Aber auch die
Kohlenhydrate gerieten ins Visier der Forschung (Johnson et al. , 2007). Mit dem Ergeb-
nis, dass mittlerweile “Zucker” von Laien als “ungesund” angesehen wird (Zühlsdorf et al.
, 2021). Im Zusammenhang mit der Metabolisierung von Fetten und Zuckern spielen die
Leber und das Pankreas als wichtige Stoffwechselorgane eine zentrale Rolle. Und so sind
die dortigen Abläufe intensiv untersucht worden. Die Literatur legt jedoch nahe, dass noch

1Theophrast Paracelsus: Werke. Bd. 2, Darmstadt 1965, S. 508-513.
http://www.zeno.org/nid/20009261362 aufgerufen am 14.08.2023.
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ein weiteres Organ ebenfalls eine zentrale Rolle im Stoffwechsel spielt: Das Gehirn (Deem
et al. , 2017). Hier sind die Abläufe, die in die Entwicklung des Metabolischen Syndroms
involviert sind, weit weniger gut verstanden. Die Erkenntnisse der Forschung weisen jedoch
darauf hin, dass auch das Gehirn in den Stoffwechsel eingreift und dabei ebenfalls so be-
deutsam wie Leber und Pankreas ist (Alonge et al. , 2021). Ein in diesem Zusammenhang
wichtiges Zentrum des Gehirns ist der Hypothalamus, der ähnlich einer Steuerungszentrale
des Metabolismus agiert und somit bei der Untersuchung der Entstehung des Diabetes
mellitus und des Metabolischen Syndroms nicht außer Acht gelassen werden sollte. Neben
den bereits angesprochenen Faktoren der Nahrung und der Lebensgewohnheiten, die zur
Entwicklung des Metabolischen Syndroms beitragen, spielt außerdem eine genetische Prä-
disposition eine Rolle, die bei entsprechenden Umweltverhältnissen die Manifestation der
Erkrankung begünstigt (Povel et al. , 2011).

Es lässt sich also festhalten, dass die Glukose, das Gehirn und die Genetik wichtige
Aspekte bei der Krankheitsentwicklung des Metabolischen Syndroms und des Diabetes
mellitus Typ 2 darstellen, deren genaues Zusammenwirken allerdings noch nicht besonders
gut verstanden ist. Diese Arbeit soll nun dazu beitragen, das Zusammenwirken dieser drei
Faktoren besser zu verstehen, indem der Einfluss unterschiedlicher Glukosekonzentrationen
auf die Genexpression hypothalamischer Gehirnzellen untersucht wird.

1.1 Physiologie des Glukosestoffwechsels und Dyna-
mik des Blutglukosespiegels

Der wesentliche Energielieferant der Zelle ist das Adenosintriphosphat (ATP). Bei der hy-
drolytischen Spaltung des ATP in Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat wird Energie
frei, die für chemische Prozesse genutzt werden kann, die Energie benötigen. Indem also
die Hydrolyse des ATP an andere chemische Prozesse gekoppelt wird, kann diese Ener-
gie nutzbar gemacht werden. Dieser Vorgang wird auch “energetische Kopplung” genannt.
90% des ATP wird von den Zellen selbst in deren Mitochondrien synthetisiert. Das für
diesen Prozess zuständige Enzym, die ATP-Synthase wiederum wird durch einen Proto-
nengradienten angetrieben, der mit Hilfe der Atmungskette aufrechterhalten wird. Für
die Aufrechterhaltung des Protonengradienten benötigt die Atmungskette Energie, welche
von Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) bereitgestellt wird. Das NADH entsteht durch
die Oxidation der Makronährstoffe (Fettsäuren, Kohlenhydrate und Aminosäuren), welche
über die Nahrung dem Organismus zugeführt werden, zu CO2, welches wiederum über die
Atmung an die Außenwelt abgegeben wird (Rassow, 2022).

Die Kohlenhydrate werden im Wesentlichen über die Nahrung in Form von Stärke und
Zucker in den Organismus aufgenommen. Bereits im Mundraum beginnt die Verdauung der
Polysaccharide durch die im Speichel enthaltene α-Amylase, ein Enzym, welches ebenfalls
im Pankreassaft enthalten ist. Die Oligo- und Disaccharide werden sodann am Bürstensaum
der Enterozyten durch Enzyme, wie die Maltase-Glukoamylase, Saccharase-Isomaltase oder
die Laktase, in Monomere gespalten. An der apikalen Zellmembran der Enterozyten wer-
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den diese monomeren Zucker im Anschluss resorbiert. Dies geschieht über verschiedene
Transporter, wie den Sodium Glukose Transporter 1 (SGLT1) welcher, angetrieben durch
den von der Natrium-Kalium-ATPase aufrechterhaltenen Natriumkonzentrationsgradien-
ten, sekundär-aktiv Glukose oder Galaktose mittels Symport mit zwei Natrium-Ionen über
die apikale Zellmembran transportiert. Bei Fruktose passiert dies dagegen mittels erleichter-
ter Diffusion über den Glukose-Transporter 5 (GLUT 5). An der basolateralen Zellmembran
der Enterozyten werden die Monomere dann über GLUT 2 mittels erleichterter Diffusion
an den Blutkreislauf abgegeben. Entsprechend steigt auch die Blutglukosekonzentration,
landläufig als “Blutzucker” bekannt. So lassen sich über den Tagesverlauf Blutzuckerspit-
zen nach der Nahrungsaufnahme beobachten. Während beim Gesunden der Blutzucker in
nüchternem Zustand definitionsgemäß nach acht Stunden Nahrungskarenz zwischen 3,1
und 5,6 mM liegen sollte, darf zwei Stunden nach Nahrungsaufnahme (in der klinischen
Diagnostik simuliert durch die Gabe von 75 g Glukose im Rahmen des oralen Glukosetole-
ranztests, kurz oGTT), die Konzentration von 7,8 mM Glukose im Blut nicht überschritten
werden, um als gesund zu gelten (Bundesärztekammer (BÄK), 2023). Wie sich der Blutzu-
cker in Abhängigkeit von Tageszeit und Nahrungsaufnahme verhält, ist in Abbildung 1.1
dargestellt (Daly et al. , 1998).

Der nach der Nahrungsaufnahme erhöhte Blutzuckerspiegel sinkt im Anschluss wieder,
da die Monosaccharide aus dem Blut in verschiedene Zellen des Organismus aufgenommen
werden, insbesondere in Leber-, Skelettmuskel- und Fettzellen, sowie in Zellen des zentralen
Nervensystems (ZNS) und in die roten Blutkörperchen (Erythrozyten).

Über die Blutgefäße des Darms und die Vena portae gelangen die Monosaccharide als
erstes zur Leber. Hier werden sie insulinunabhängig über GLUT 2 in die Leberzellen, die
Hepatozyten, aufgenommen. Die Aufnahme von Glukose in Skelettmuskel- und Fettzellen
dagegen geschieht über den GLUT 4, welcher insulinabhängig in die Plasmamembran der
Zellen eingebaut wird. Die Zellen des ZNS und die Erythrozyten wiederum nehmen die
Glukose, auf die sie als ihrem einzigen Energielieferanten permanent angewiesen sind, über
GLUT 1 (Erythrozyten, Endothelzellen, Astrozyten) und GLUT 3 (Nervenzellen) insuli-
nunabhängig auf (Hauser, 2022). Eine Übersicht über die wichtigsten Glukosetransporter
findet sich in Tabelle 1.1.

1.1.1 Inselzell-zentriertes Regulationsmodell des Glukosestoffwech-
sels

Insulin ist ein Peptidhormon und wird in den β-Zellen der Langerhans’schen Inseln des
Pankreas gebildet und von dort in den Blutkreislauf abgegeben. Während die Leber als
zentrales Energiespeicher- und Energieverteilungsorgan sowie die besonders vulnerablen
Gewebe des ZNS und die mitochondrienfreien Erythrozyten die Glukose insulinunabhängig
aufnehmen, nehmen die Skelettmuskel- und Fettzellen die Glukose insulinabhängig auf.
Insulin senkt dadurch den Blutzuckerspiegel und führt zum Aufbau von Kohlenhydrat und
Fettspeichern in Form von Glykogen und Triacylglycerinen. Aufgrund dieses Umstandes
wird es als anaboles Hormon angesehen.
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Abbildung 1.1: Blutzuckertagesprofil
Vereinfachte Darstellung des Blutzuckertagesprofils in Abhängigkeit von Tageszeit und Nah-
rungsaufnahme nach (Daly et al. , 1998). Von Jakob Suckale, Michele Solimenaderi-
vative work: Shaddim - Suckale08 fig3 glucose insulin day.jpg, CC BY-SA 3.0, htt-
ps://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=13371861.

Die Wirkungsweise des Insulins macht es notwendig, dass seine Sekretion entsprechend
des Energieangebots reguliert wird, da es sonst zu unphysiologischen Steigerungen oder Er-
niedrigungen des Blutzuckers kommen würde, was sich bei erkrankten Patienten in lebens-
gefährlichen Hyper- oder Hypoglykämien äußern kann. Als Maß für das Energieangebot
und als primärer Stimulus für die Insulinsekretion dient dem Körper die Blutglukosekon-
zentration. Weiterhin wird die Insulinsekretion durch die so genannten Enterohormone,
wie z.B. Glucagon-like-Peptide-1 (GLP-1) und gastroinhibitorisches Peptid (GIP), Soma-
tostatin und das vegetative Nervensystem beeinflusst (Staiger et al. , 2014).

Die Messung der Blutglukosekonzentration und die reaktive Ausschüttung von Insulin
laufen gemäß des Inselzell-zentrierten Regulationsmodells in ein und der selben Art von
Zellen ab, den bereits erwähnten β-Zellen. Diese nehmen die Glukose insulinunabhängig
über einen Glukosetransporter auf. Hierbei unterscheiden sich Nager, deren Zellen in der
vorliegenden Arbeit untersucht worden sind, vom Menschen. Während bei den Nagern der
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Tabelle 1.1: Glukosetransporter

Name Vorkommen Insulin Glukose- Funktion
affinität

GLUT 1 ubiquitär, unabhängig hoch kontinuierliche Glukose-
β-Zellen aufnahme, Sicherstellung

der Energieversorgung
(insb. von Erythrozyten
und ZNS-Nervenzellen)

GLUT 2 Leber unabhängig niedrig Regulation der Blutglu-
kosekonzentration durch
Glukoseaufnahme in
Abhängigkeit von der
Blutglukosekonzentration

GLUT 3 ZNS, β-Zellen unabhängig hoch basale Glukoseversorgung
des ZNS

GLUT 4 Skelett- abhängig (in ar- bedarfsorientierte Glukose-
muskulatur, beitenden Mus- versorgung der Skelett-
Fettzellen kelzellen auch muskel- und Fettzellen

unabhängig)
GLUT 5 Dünndarm, spezifisch Fruktosetransport

Niere, für
Spermatozoen Fruktose

abgewandelt nach K. Hauser: Funktion biologischer Membranen in Rassow et al., Duale Reihe
Biochemie, 4. Aufl., Stuttgart 2016, S. 366, Tab. B-4.1.

Glukosetransport hauptsächlich über GLUT 2 geschieht, der eine geringere Affinität zur
Glukose hat und sie damit abhängig von ihrer Blutglukosekonzentration in die β-Zelle auf-
nimmt, wird beim Menschen die Glukose hauptsächlich über GLUT 1 und GLUT 3 in
die β-Zellen aufgenommen, die eine deutlich höhere Affinität zur Glukose haben, weshalb
ihre Transportaktivität weniger von der Blutglukosekonzentration abhängig ist. Im Zyto-
plasma angekommen, wird die Glukose durch die Glukokinase phosphoryliert. Über die
Stoffwechselwege der Glykolyse, des Citratzyklus und der Atmungskette wird die Gluko-
se in der β-Zelle vollständig abgebaut, wobei pro Glukosemolekül rechnerisch etwa 30-32
ATP-Moleküle gewonnen werden können. Die ATP-Synthese ist dabei proportional zur
Blutglukosekonzentration. Das durch den Abbau der Glukose anfallende ATP hemmt den
ATP-abhängigen K+-Kanal, was zur Depolarisation der β-Zellmembran führt. Dies wie-
derum bedingt das Öffnen von Ca2+-Kanälen. Das in die β-Zelle einströmende Ca2+ löst
dann die Exozytose des in Speichergranula gelagerten Insulins aus der β-Zelle ins Blut aus.
Von hier gelangt das Insulin zu den Zielzellen und kann dort seine Wirkung entfalten. Als
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Ergebnis sinkt die Blutglukosekonzentration. Dies wiederum führt zu einer verminderten
ATP-Produktion in den β-Zellen und dadurch zu einer verminderten Insulin-Ausschüttung.

Auf den ersten Blick bietet das Inselzell-zentrierte Regulationsmodell eine umfassende
Erklärung für die Regulation des Blutglukosespiegels über die Ausschüttung von Insulin
inklusive Feedback-Schleife, sodass man meinen könnte, es bedürfe nur geringfügiger Kor-
rekturen der Insulinausschüttung durch andere Hormone oder das vegetative Nervensys-
tem. Tatsächlich ist jedoch davon auszugehen, dass die Regulation der Insulinausschüttung
und der Blutglukosekonzentration weitaus komplexer ist, als dieses Modell suggeriert. Im
folgenden Abschnitt wird deshalb die zentrale Rolle, die das Gehirn bei der Regulation der
Insulinausschüttung und der Blutglukosekonzentration spielen könnte, behandelt.

1.1.2 Gehirn-zentriertes Regulationsmodell des Glukosestoffwech-
sels

Das Gehirn als solches ist in Bezug auf seinen Energiestoffwechsel ein besonderes Organ,
da es zu den wenigen Organen gehört, die ihren Energiebedarf fast ausschließlich durch
Glukose decken. Diese muss dem Gehirn kontinuierlich über das Blut zugeführt werden, da
das Gehirn selbst nur über wenige Glykogenspeicher verfügt. Im Hungerzustand kann das
Gehirn seinen Energiebedarf auch teilweise durch Ketonkörper decken. Ganz ohne Glukose
kann das Gehirn aber auch dann nicht überleben. Das Gehirn ist also äußerst abhängig vom
Blutglukosespiegel und kann eine Unterversorgung nur unvollständig kompensieren. Eine
Regulation der Blutglukosekonzentration durch das Gehirn bedeutet also auch eine Ein-
flussnahme des Gehirns auf seine eigene Energieversorgung, deren Gewährleistung sowohl
für das Organ selbst als auch für den Organismus als Ganzes überlebenswichtig ist. Zudem
laufen im Gehirn alle Informationen des vegetativen und somatischen Nervensystems zu-
sammen, sodass durch Integration sowohl der vegetativen als auch der somatischen Seite
der Stoffwechsel den Anforderungen des Organismus als Ganzem angepasst werden kann.
So passt das Pankreas seine Insulinsekretion der Blutglukosekonzentration an, kann aber
nicht direkt detektieren, wenn somatische Reize auf einen vermehrten Energiebedarf hin-
deuten. Die Prüfungssituation z.B. und der damit verbundene vermehrte Energiebedarf des
Gehirns kann von der β-Zelle nicht detektiert werden, wohl aber durch das Zusammenwir-
ken von somatischem Nervensystem und informationsintegrierenden Zentren des Gehirns.
Die folgende vegetative Reaktion des autonomen Nervensystems wiederum hat dann Aus-
wirkungen auf die pankreatische Insulinsekretion. Eine entsprechende Einflussnahme des
Gehirns scheint also nur konsequent.

Wie die β-Zellen in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas, gibt es auch im Gehirn
Neurone, die Glukosekonzentrationen “messen” können. Auch diese Nevenzellen exprimie-
ren einen ATP-abhängigen Kalium-Kanal, der, je nachdem wie viel ATP durch die Ver-
stoffwechselung von Glukose bereit steht, das Membranpotential der Zelle beeinflusst. Dies
führt in diesem Fall aber nicht zur Freisetzung von Insulin, sondern in Abhängigkeit von der
Nervenzellart zur Depolarisation oder Hyperpolarisation. Diese Glukose-sensitiven Neuro-
ne finden sich insbesondere im Hypothalamus. Eine mögliche, in der Literatur diskutierte
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Rolle, die das Gehirn spielen könnte, ist die gegenseitige Abstimung von Insulinsekretion
des Pankreas und Insulinsensitivität der peripheren Gewebe (insbesondere Muskel- und
Fettgewebe) aufeinander. Wie es in Situationen, in denen sich die Anforderungen an die
Balance dieser Faktoren realiv rasch ändern, z.B. im Rahmen der Thermoregulation beim
Einsetzen nächtlicher Kälte, notwendig ist. Gerade in Bezug auf die Thermoregulation
spielt auch wieder der Hypothalamus eine zentrale Rolle, indem er die Signale peripherer
Thermorezeptoren empfängt und mit einer sympathischen Aktivierung von Muskel- und
Fettgewebe zur Wärmeerzeugung beantwortet (Deem et al. , 2017).

1.2 Pathologie des Glukosestoffwechsels

1.2.1 Bedeutung eines pathologisch veränderten Glukosestoffwech-
sels in ausgewählten Krankheitsbildern

Metabolisches Syndrom

In den Industrieländern, und auch in vielen Schwellenländern, steigt der Anteil der Men-
schen mit Adipositas, d.h. Menschen mit einem BMI von mindestens 30 kg/m2 seit Jahr-
zehnten stetig an.2 Es ist zu erwarten, dass dieser Anteil auch in den kommenden Jahren
weiter steigen wird, sollte es nicht zu umfassenden politischen und gesellschaftlichen Ver-
änderungen hin zu einer gesünderen Lebensweise in der Breite der Bevölkerung kommen.
Diese Entwicklung stellt die Gesundheitsversorgung vor eine große Herausforderung, da
Adipositas mit einer erhöhten Morbidität und Mortalität einhergeht (Peeters et al. , 2003).
Doch nicht nur die Prävalenz der Adipositas steigt, sondern auch die des mit ihr vergesell-
schafteten Metabolischen Syndroms (Saklayen, 2018). Dies kann als Grund dafür angesehen
werden, dass in den Industrienationen Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wie bereits erwähnt,
die häufigste Todesursache nach Tumorerkrankungen darstellen (StatistischesBundesamt,
2022). Gerade angesichts des demographischen Wandels, der zu einer immer älterwerdenen
Bevölkerung führt, sind diese Entwicklungen besorgniserregend. Es liegt also im allgemei-
nen Interesse, die pathogenetischen Mechanismen, die zum Metabolischen Syndrom und
dessen zugehörigen Krankheiten, wie Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2, führen, näher
zu verstehen, um mögliche Therapien oder Präventionsmaßnahmen zu entwickeln. Aktuell
steht bei der Therapie des Metabolischen Syndroms immer noch die Änderung des Lebens-
stils an erster Stelle (Bundesärztekammer (BÄK), 2023; Deutsche Adipositas-Gesellschaft,
2014), auch wenn diese aufgrund magelnder Compliance in den meisten Fällen nicht zum
Erfolg führt (Dalle Grave et al. , 2005). Es ist also dringend notwendig, Therapeutika zu
entwickeln, die denjenigen Patienten helfen, die ihren Lebensstil nicht ändern können oder
wollen als auch denjenigen, die von einer Änderung ihres Lebensstils nicht profitieren.

2https://ourworldindata.org/grapher/share-of-adults-defined-as-obese aus Hannah Ritchie and Max
Roser (2017) - “Obesity”. Published online at OurWorldInData.org. Retrieved from: ’htt-
ps://ourworldindata.org/obesity’ aufgerufen am 14.08.2023.
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Diabetes mellitus

Wie oben bereits erwähnt, gehört zum Metabolischen Syndrom unter anderem die gestörte
Glukosetoleranz bzw. die Insulinresistenz. Beides sind Phänomene, die zu einer erhöhten
Glukosekonzentration im Blut, einem erhöhten "Blutzucker", führen, das Leitsymptom der
Krankheit, die gemeinhin als Diabetes mellitus bekannt ist. Und so verwundert es nicht,
dass Patienten, die an einem Metabolischen Syndrom leiden, oftmals auch die Diagnose-
kriterien des Diabetes mellitus erfüllen. Beim Diabetes mellitus unterscheidet man im We-
sentlichen zwei Typen. Zum einen den Typ 1, auch als juveniler Diabetes bezeichnet, der
die Folge einer Autoimmunreaktion gegen die körpereigenen β-Zellen der Langerhans’schen
Inseln des Pankreas ist, die zum Untergang der Insulin-produzierenden Zellen führt. Und
zum anderen den Typ 2, auch als adulten Diabetes bezeichnet, der die Folge eines Wechsel-
spiels aus in frühen Krankheitsphasen erhöhter Insulinausschüttung und Insulinresistenz
ist und schließlich ebenfalls wie der Typ 1 zum Untergang der β-Zellen führt, sodass es
in späteren Krankheitsphasen zu Insulinmangel kommt. Im Rahmen des Metabolischen
Syndroms ist vor allem der Diabetes mellitus Typ 2 von Bedeutung. Insofern ist auch
das Verständnis der Pathogenese dieser Erkrankung zur Erklärung des Metabolischen Syn-
droms wichtig. Interessant ist, dass es bei der Entstehung des Diabetes mellitus eine starke
genetische Komponente gibt. Die Pathophysiologie des Diabetes mellitus ist noch nicht
abschließend geklärt. Die anerkannte Lehrbuchmeinung ist allerdings, dass die zentrale
Ursache eine Überernährung ist, die in der Folge zu Übergewicht und einer vermehrten In-
sulinausschüttung führt. Die vermehrte Insulinausschüttung wiederum führt dann zu einer
Insulinresistenz der Gewebe, wie Muskel- oder Fettzellen, die die Glukose eigentlich Insulin-
vermittelt aufnehmen und dadurch den Blutzuckerspiegel senken sollten. Das Ergebnis ist
ein erhöhter Glukosespiegel im Blut (Mann et al. , 2018).

Zentral bei diesem ätiopathogenetischen Erklärungsansatz sind das Pankreas sowie die
peripheren Glukose-aufnehmenden Gewebe (Insel-zentriertes Modell). Doch es gibt auch
Hinweise, dass das Gehirn und insbesondere der Hypothalamus, als zentrales Steuerungs-
organ des Stoffwechsels, ebenfalls in die Entstehung des Diabetes mellitus involviert sein
könnte (Gehirn-zentriertes Modell) (Deem et al. , 2017).

1.2.2 Rolle des Gehirns bei der Entwicklung einer pathologisch
veränderten Glukosehomöostase

Untersuchungen der Vergangenheit konnten zeigen, dass das Gehirn eine Rolle bei der
Erhaltung der Glukosehomöostase spielt. Zum einen wurden Glukose-empfindliche Ner-
venzellen entdeckt, die durch Glukose entweder erregt oder gehemmt werden. Zum an-
deren wurden Nervenzell-Schaltkreise identifiziert, die entweder bei Hypoglykämie oder
bei Hyperglykämie aktiviert werden und über wenig verstandene Mechanismen zu einer
Normalisierung der Blut-Glukose-Konzentration auf ein physiologisches Niveau führen.
Über die intracerebroventrikuläre Gabe verschiedener Faktoren, wie Leptin oder Fibro-
blast Growth Factor, konnten sogar Krankheitsremissionen über längere Zeitabschnitte
in Diabetes-Modellen erreicht werden. Für die Erklärung der Glukose-Homöostase unter
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konstanten Bedingungen genügt das Insel-zentrierte Modell. In Situationen, in denen die
Glukose-Homöostase, z.B. durch Stress wie Kälteexposition, herausgefordert wird, kommt
das Insel-zentrierte Modell jedoch an seine Grenzen und die Rolle des Gehirns als zentra-
les Steuerungsorgan im Sinne eines Gehirn-zentrierten Modells tritt in den Vordergrund.
Während nach der Nahrungsaufnahme die Blut-Glukose-Konzentration kurzfristig ansteigt
und direkt über die β-Zellen des Pankreas zu einer vermehrten Insulinsekretion und damit
zu einer vermehrten Glukose-Aufnahme in die peripheren Gewebe führt, bleibt bei der Käl-
teexposition die Blut-Glukose-Konzentration weitestgehend konstant, obwohl es zu einem
erhöhten Energieverbrauch der Wärme-erzeugenden Gewebe wie z.B. Muskel oder brau-
nem Fett kommt. Es ist also ein Vermittler notwenig, der die Insulinsekretion der β-Zellen
und die Insulinsensitivität der peripheren Gewebe an die gegebene Situation anpasst und
so die Blut-Glukose-Konzentration auf einem Normalniveau hält.

Im Rahmen des Gehirn-zentrierten Modells wird die Entwicklung des Diabetes mellitus
Typ 2 entsprechend so erklärt, dass sich das vom Gehirn angestrebte Normalniveau langsam
nach oben über den physiologischen Bereich hinaus entwickelt, gleichsam einer graduellen
Verschiebung des Zielwerts. Ursächlich für eine derartige Verschiebung könnten Defekte
der entsprechenden Gehirnzentren sein, die dazu führen, dass die Blutglukosekonzentrati-
on falsch eingeschätzt wird und/oder auf zu hohe Konzentrationen inadäquat reagiert wird.
Das Ergebnis wäre eine unzureichende Absenkung des Blutzuckers mit Ausbleiben einer
vollständigen Normalisierung. Zur Aufrechterhaltung einer homöostatischen Stoffwechsel-
lage würden die Steuerzentren des Gehirns nun eben den erhöhten, pathologischen Zielwert
zu halten versuchen.

Wie aber spielen die postulierten Defekte in den neuronalen Stoffwechselsteuerungs-
zentralen des Gehirns mit den nachgewiesenen Defekten der β-Zellen des Pankreas zusam-
men? Im Gegensatz zu anderen endokrinen Organen, wie z.B. denen der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse, ist bislang kein β-Zell-stimulierendes Hormon entdeckt worden. Es ist
jedoch bekannt, dass die β-Zellen von Nerven verschiedenster Faserqualitäten innerviert
werden. Diese dem vegetativen und sensorischen Nervensystem zuzuordnenden Leitungs-
bahnen können als mögliche Verbindungen zwischen den Stoffwechselsteuerungszentralen
des Gehirns und den Insulin-produzierenden β-Zellen des Pankreas angesehen werden.
Über diese neuronalen Strukturen könnte dann möglicherweise das Ausmaß der Insuli-
nausschüttung als Reaktion auf einen bestimmten Blutzuckerwert reguliert werden. Das
Resultat wäre ein “Feintuning” der ansonsten nur durch die Menge der in die β-Zellen auf-
genommenen Glukose autoregulierten Insulinausschüttung. Gleiches gilt für die Glukagon-
produzierenden α-Zellen des Pankreas, die ebenfalls über eine vegetative Innervation ver-
fügen und durch zentrale Defekte in ihrer endokrinen Funktion beeinflusst werden (Deem
et al. , 2017).
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1.2.3 Genetische Einflüsse auf die Genese verschiedener Erkran-
kungen mit pathologisch verändertem Glukosestoffwechsel

Monogenetische und polygenetische Erkrankungen

Allgemein wird bei der Pathogenese des Metabolischen Syndroms und des Diabetes mellitus
Typ 2 ein Zusammenspiel aus genetischer Prädisposition, Umweltfaktoren und Lebensge-
wohnheiten angenommen. Ausnahmen hiervon sind seltene Formen des Diabetes mellitus
Typ 2, die durch monogenetische Mutationen verursacht werden. Ein betroffenes Protein
ist der ATP-sensitive Kalium-Kanal (KAT P ). Diese Mutation führt auch zu Epilepsie und
motorischen Entwicklungsstörungen, die höchstwahrscheinlich zentral verursacht werden
und nicht von einer Störung der Muskulatur herrühren. Veränderungen des KAT P -Kanals,
der eine Schlüsselposition in der Vermittlung der Glukose-induzierten Insulinausschüttung
aus der β-Zelle spielt, sind also auch in den zentralnervösen Strukturen des Gehirns von
entscheidender Bedeutung (Ashcroft & Rorsman, 2012).

Eine weitere monogenetische Erkrankung stellt die Mutation des Melanocortin-4-Rezeptor-
Gens (MC4R) dar. Die Defizienz des korrespondierenden Proteins führt zu bereits im Kin-
desalter auftretender ausgeprägter Adipositas und geht mit einem erhöhten Risiko für
Diabetes mellitus Typ 2 einher. Der MC4R ist insbesondere im Hypothalamus exprimiert.
Seine Defizienz ist die häufigste Ursache für eine monogenetisch verursachte Fettleibig-
keit.(Baumgartner-Parzer, 2018)

Ursächlich für die unterschiedliche Expression der verschiedenen Gene können Muta-
tionen, epigenetische Veränderungen oder regulative Auswirkungen von Signalwegen und
Transkriptionsfaktoren sein.

Genetische Prädisposition

Neben monogenetischen Erkrankungen, die zu einem gestörten Glukosestoffwechsel führen,
gibt es auch Mutationen im Sinne einer genetischen Prädisposition, die bei entsprechenden
Umweltverhältnissen die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 begünstigen. Unter-
schiedlichste Mutationen werden dabei als prädisponierend betrachtet. Fuchsberger et al.
(2016) identifizierten unterschiedlichste Variationen von Genloci (u.a. TCF7L2, ADCY5,

CCND2, EML4, CENPW, IRS1, PPARG, PAX4), die mit Diabetes mellitus Typ 2 assozi-
iert sind. Insbesondere auf IRS1 wird im späteren Verlauf dieser Arbeit noch eingegangen.
Mahajan et al. (2018) identifizierten bei ihren Genom-weiten Analysen weitere Variationen
in teilweise bis dato unbeachteten Loci, wie z.B. IRS2. Darüberhinaus gibt es Hinweise,
dass Ernährung und BMI der Eltern über epigenetische Prägung zu veränderten Methylie-
rungen von verschiedenen Genen ihrer Kinder führen können und darüber wiederum einen
Einfluss auf deren Körpergewicht und Stoffwechsel nehmen (Dunford & Sangster, 2017).
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1.2.4 Glukose-intrinsische Eigenschaften und deren Rolle bei der
Herausbildung von Stoffwechselerkrankungen

Erhöhte Blutglukosespiegel spielen bei der Entwicklung des Metabolischen Syndroms und
des Diabetes mellitus Typ 2 eine zentrale Rolle. Sie sind sowohl eine der Ursachen als auch
eine Folge der Pathologie, im Sinne eines Teufelskreises. Über längere Zeit erhöhte Gluko-
sekonzentrationen, können Effekte verursachen, die unter dem Oberbegriff Glukotoxizität
zusammengefasst werden. Diese reichen von arteriosklerotischen Gefäßwandveränderungen
bis hin zum Zelltod von β-Zellen. Zudem führen erhöhte Glukosespiegel zur Glykosylie-
rung von Proteinen, was u.a. bei der diabetischen Mirkoangiopathie eine Rolle spielt, wo
es zur Glykosylierung des Endothels kommt. Neben diesen Einflüssen auf die verschiedens-
ten Zellen des Körpers, übt Glukose auch einen Einfluss auf die Genexpression von Zellen
unterschiedlichster Gewebe aus. Es liegt nahe, dass eine durch Glukose veränderte Genex-
pression bei der Entstehung und Progredienz des Diabetes mellitus Typ 2 eine Rolle spielt.
Bis jetzt ist jedoch noch nicht eindeutig geklärt, welche Gene oder Genexpressionsnetzwer-
ke, die durch Glukose beeinflusst werden, eine Rolle für die Erkrankung spielen.

1.3 Zell- und molekularbiologische Mechanismen
KAT P -Kanäle Die Insulinsekretion aus den β-Zellen des Pankreas wird unter anderem
über ATP-abhängige Kalium-Kanäle an die Blutglukosekonzentration angepasst. Durch
erhöhte Blutglukosespiegel kommt es zu vermehrter Aufnahme von Glukose in die β-Zellen
des Pankreas und wird dort durch die Glykolyse und den Citratzyklus verstoffwechselt. Da-
durch steigen die ATP-Spiegel. Das ATP bindet an die ATP-abhängigen Kalium-Kanäle,
die sich daraufhin schließen. Dies führt zu einer Depolarisation der Zellmembran, wodurch
die spannungsabhängigen L-Typ Kalzium-Kanäle öffnen. Das einströmende Kalzium wie-
derum bewirkt die Fusion der Insulin-Vesikel mit er Zellmembran und das gespeicherte
Insulin wird exozytiert.

ATP-abhängige Kalium-Kanäle gibt es jedoch nicht nur in den β-Zellen des Pankreas,
sondern auch in Neuronen des Gehirns. Sie führen zu einer Aktivierung der Neurone. Das
Gehirn besitzt damit die Fähigkeit, wie die β-Zellen des Pankreas die Blutglukosekonzen-
tration zu ”messen“ und darauf zu reagieren.

AMPK Das bei der Verstoffwechselung der Glukose entstehende ATP wirkt jedoch nicht
nur auf die KAT P -Kanäle und damit auf das Membranpotenzial, sondern auch auf die
AMP-abhängige Kinase, indem sie diese inaktiviert. Die AMPK wiederum wirkt u.a. auf
die Transkription des Glukosetransporters 4 und damit auf die Aufnahme von Glukose in
die Zelle. Darüberhinaus sind AMPK und ERK-Aktivität, welche im Zusammenhang mit
Zellproliferation steht, invers miteinander verbunden.

Transkriptionsfaktor family max-like protein X Nicht zu letzt wirkt die Glukose
auch auf die Transkription, indem sie, nach Phosphorylierung zu Glukose-6-phosphat die
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Translokation des Transkriptionsfaktor family max-like protein X in den Nukleus fördert.

1.4 Glukosekonzentrationen im Gehirn
Wie bereits oben beschrieben, ist die Bestimmung der Glukosekonzentration im Blut die
gängige Methode, um den Glukosestoffwechsel zu monitoren. Da in der vorliegenden Arbeit
jedoch der Einfluss der Glukose auf Zellen hypothalamischen Ursprungs untersucht werden
sollte und es das Ziel war, die Bedingungen in der Zellkultur möglichst denen im Gehirn
anzupassen, wurden Konzentrationen verwendet, die den Extrema des interstitiellen Glu-
kosespiegels im Gehirn nahekommen. Gruetter et al. (1992) konnten mittels Kernspinre-
sonanzspektroskopie feststellen, dass im menschlichen Gehirn im euglykämischen Zustand
Glukosekonzentrationen um die 1 mM und im hyperglykämischen Zustand zwischen 1,8
und 2,7 mM vorliegen. Ferner stehen die Blutglukosekonzentration und die Gehirngluko-
sekonzentration in einem proportionalen Verhältnis zueinander. Es ist also davon auszu-
gehen, dass sich die beschriebenen Veränderungen der Blutglukosekonzentration über den
Tagesverlauf und nach Nahrungsaufnahme auch in veränderten Glukosekonzentrationen
im Gehrin widerspiegeln. Ergänzend hierzu stellten Silver & Erecińska (1994) mittels Mi-
kroelektroden fest, dass bei Ratten mit euglykämischen Blutglukosekonzentrationen die
Glukosekonzentration im Gehirn 2, 4 ± 0, 1 mM betrug, während die Gehirnglukosekon-
zentration bei hypoglykämischen Blutglukosekonzentrationen auf 0, 16 ± 0, 03 mM absank.
Entsprechend wurde für die vorliegende Arbeit als Minimalkonzentration 0,1 mM Glukose,
wie man sie sich beim Fasten oder bei extremer körperlicher Anstrengng im Gesunden
vorstellen könnte, und als Maximalkonzentration 2,5 mM Glukose gewählt. Um die Zellen
an die im Verlgeich zum gewöhnlichen Kulturmedium (25 mM Glukose) niedrigen Konzen-
trationen zu gewöhnen, wurden sie im Vorfeld der Experimente für 24 Stunden bei 0,1 mM
Glukose kultiviert. Das beschriebene Stimulationsprotokoll orientiert sich im Wesentlichen
an den Vorarbeiten von Breit et al. (2016). Ein wesentliches Element dieses Stimulati-
onsprotokolls ist das Hinzugeben von Pyruvat zum Kulturmedium, um eine ausreichende
Energieversorgung der Zellen zu gewährleisten.

1.5 Zielsetzung und Abgrenzung von Vor- und Ver-
gleichsarbeiten

Breit et al. (2016) konnten zeigen, dass unter höheren Glukosekonzentrationen die Phos-
phorylierung der AMPK abnimmt, während die Aktivität des untersuchten Reportergens
CRE zunahm. Aufbauend auf diesen Reportergenstudien, war das Ziel der vorliegenden Ar-
beit anhand des Modells der hypothalamischen Zelllinie mHypoA-2/10 zu untersuchen, wie
Glukose auf die Genexpression hypothalamischer Neurone wirkt. Dabei wurden die Ebenen
der Transkription, der Translation und der Funktion mit jeweils geeigneten Methoden un-
tersucht. Vergleichbare Untersuchungen wurden bereits an Zellen anderer Gewebeherkunft,
wie z.B. Leber- und Pankreaszellen durchgeführt. Die vorliegende Arbeit präsentiert dage-
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gen als erste eine Genom-weite Analyse der Genexpression von mHypoA-2/10-Zellen hy-
pothalamischen Ursprungs unter dem Einfluss unterschiedlicher Glukosekonzentrationen.
Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zu den Vergleichsarbeiten sind die niedrigen Gluko-
sekonzentrationen (0,1 und 2,5 mM), die sich an den Extrema physiologischer Konzentra-
tionen im Intersitium orientieren und nicht wie in den Vergleichsarbeiten an den gängigen
Konzentrationen, mit denen Zellen in der Zellkultur sonst kultiviert werden (25 mM).
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Kapitel 2

Material und Methoden

Im Zuge dieser Arbeit fanden die folgenden Methoden Anwendung: die Kultivierung eu-
karyontischer Zellen unter verschiedensten Bedingungen, die Transformation von Bakte-
rien, die Transfektion eukaryontischer Zellen, die Messung von Promotoraktivität mittels
Fluoreszenz-basierter Reportergen-Studien, RNA-Sequenzierung (durch externen Dienst-
leister), Genexpressionsanalyse mittels quantitativer PCR nach vorheriger RNA-Extraktion
und reverser Transkription, Proteinnachweis mittels Western-Blot-Analysen, Rho-Aktivitäts-
Messungen mittels Protein-Präzipitation und Western-Blot-Analysen sowie die Messung
der Akkumulation von zyklischem Adenosinmonophosphat mittels radioaktiv markiertem
Adenosin und Säulenchromatographie. Im Anschluss wurden die generierten Daten mittels
statistischer Analysen ausgewertet.

2.1 Material
Die verwendeten Materialien sowie deren Herkunft sind im Folgenden aufgeführt.

2.1.1 Zellen

Tabelle 2.1: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft
mHypoA-2/10 Cedarlane Laboratories Ltd., Toronto
GT1-7 Dr. Weiner (University of California, San Francisco, USA)

mHypoA-2/10 Die mHypoA-2/10-Zellen von Cedarlane, Toronto sind laut der Pro-
duktinformation des Händlers1 mit Hilfe des CNTF (ciliary neurotrophic factor) und re-

1https://www.cedarlanelabs.com/products/detail/clu176?lob=Cellutions aufgerufen am 11.04.2020.
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troviralem Transfer von SV40 T-Ag (simian vacuolating virus 40 large T-Antigene), ei-
nem Onkogen, immortalisierte Zellen, die aus einer hypothalamischen Primärkultur zwei-
Monate-alter, männlicher Mäuse (C57Bl/6) gewonnen wurden.(Belsham et al. , 2009)

Die mHypoA-2/10-Zelllinie ist die in dieser Arbeit hauptsächlich untersuchte Zelllinie.
Die im weiteren aufgeführte Zelllinie GT1-7 wurde nur in einem kleinen Teil der Experi-
mente untersucht.

GT1-7 Bei den GT1-7 Zellen handelt es sich um Zellen, die laut Produktinformation
des Händlers2 gewonnen wurden, indem ein Transgen aus der Verbindung der GnRH-
Promotorregion und des kodierenden Bereichs des SV40 T-Ag in erwachsene Mäuse einge-
bracht, der entstehende Tumor des vorderen Hypothalamus reseziert und die extrahierten
Zellen geklont wurden.(Mellon et al. , 1990)

2.1.2 Nährmedien
Für die Kultivierung der Zellen wurde Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) von
Thermo Fisher mit 25 mM GLukose, 1 mM Pyruvat, 10 % fetal calf serum (FCS) und 1 %
Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 µg/ml) verwendet.

Zum Hungern und zur Stimulation der Zellen wurde Dulbecco’s modified Eagle’s Me-
dium (DMEM) von Thermo Fisher ohne Glukose und ohne FCS aber mit 1 mM Pyruvat
und 1 % Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 µg/ml) verwendet. Die gewünschte Glu-
kosekonzentration wurde durch die Zugabe von 45 %-iger Glukoselösung hergestellt.

Die verwendeten Medien sowie deren Zusätze sind in Tabelle 2.2 aufgeführt.

Tabelle 2.2: Verwendete Zellkulturmedien sowie deren Zusätze

Medium(-bestandteil) Hersteller
Gibco™DMEM, hoher Glukosegehalt (4,5 g/L = 25 mM) Thermo Fisher (Waltham, USA)
Gibco™DMEM, ohne Glucose Thermo Fisher (Waltham, USA)
Fetal Calf Serum (FCS) Thermo Fisher (Waltham, USA)
Glukose-Lösung 45 % Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Natriumpyruvat 100 mM Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml; 10.000 µg/ml) Thermo Fisher (Waltham, USA)

2.1.3 Geräte
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Geräte sind in Tabelle 2.3 aufgeführt.

2https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/scc116?lang=de&region=DE aufgerufen am
14.04.2020.
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Tabelle 2.3: Verwendete Geräte

Gerät Hersteller
Absaugflasche BVC Vario Vacuubrand GmbH (Wertheim)
Agarosegelelektrophorese-System Peqlab (Erlangen)
Dowex/Aluminiumoxid-Chromatographie-Säulen BioRad (München)
Chemilumineszenzsystem (ChemiSmart) Peqlab (Erlangen)
Fluostar Omega BMG Labtech GmbH (Offenburg)
Flüssigkeitsszintillationszähler Winspectral 1414 Perkin Elmer (Boston, USA)
Hamilton-Spritze Hamilton (Höchst)
Lichtmikroskop Olympus (Hamburg)
Multipette Eppendorf (Hamburg)
Magnetrührer (Barnstead Thermolyne) Thermo Fisher (Dreieich)
Neubauer-Zählkammer Brand (Wertheim)
PCR-Maschine Primus 25 (96 Universal Gradient) Peqlab (Erlangen)
Photometer (Biophotometer Plus) Eppendorf (Hamburg)
Pipetten Gilson (Middelton, USA)

Peqlab Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

Pipettierhilfen Hirschman Laborgeräte (Herrenberg)
RT PCR Instrument Light-Cycler, Roche (Mannheim)
Protein-Gelelektorphorese-System BioRad (München)
(Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis)
Spannungsquelle (Power Pack EV231) Peqlab (Erlangen)
Sterilbank HERAsafe KS18 Thermo (Dreieich)
Taumler (Polymax) Heidolph (Schwabach)
Tiefkühlschrank -80 ℃ New Brunswick Scientific,

Eppendorf (Hamburg)
Thermoblock (TS-100 ThermoShaker SC20) Peqlab (Erlangen)
Tray Cell Hellma (Müllheim)
Ultraschall-Generator MSE (London)
UV-Transluminator-Foto-Dokumentationssystem Peqlab (Erlangen)
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Vortexer (MS3 basic) IKA (Staufen)
Waage Kern (Balingen)
Wasserbad Memmert (Schwabach)
Zellkultur-Inkubator (HeraCell 240) Heraeus (Hanau)
Zentrifuge Thermo Scientific Biofuge Stratos Heraeus (Hanau)
Zentrifuge Thermo Scientific Fresco 21 Heraeus (Hanau)
Zentrifuge Thermo Scientific Pico 17 Heraeus (Hanau)

2.1.4 Verbrauchsmaterialien
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 2.4 auf-
geführt.

Tabelle 2.4: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller
Biospere Filter Tips Sarstedt (Nümbrecht)
Glasfaser-Filterpapier Munktell (Bärenstein)
Folie für Western-Blot-Analyse (PE-Schlauchfolie) Rische+Herfurth (Hamburg)
Messplatte 96 Loch Greiner (Frickenhausen)
Midi-Säulen Macherey-Nagel (Düren)
Mikroschraubröhrchen Sarstedt (Nümbrecht)
Nitrocellulosemembran (Protran) Whatmann (Dassel)
Pasteurpipetten VWR (Darmstadt)
PCR Gefäße Sarstedt (Nümbrecht)
Pipetten 5 ml/10 ml/25 ml Sarstedt (Nümbrecht)
Pipettenspitzen 10 µl/20 µl/200 µl/1000 µl Sarstedt (Nümbrecht)
Reagenz -und Zentrifugenröhrchen Sarstedt (Nümbrecht)
Reaktionsgefäße 0,5 ml/1,5 ml/2 ml Sarstedt (Nümbrecht)
RT-qPCR Folie Roche (Mannheim)
RT-qPCR Messplatte 96 Loch Roche (Mannheim)
Szintillationsgefäße Packard (Groningen, Niederlande)
Zellkultur 12-Loch-Platten Greiner bio-one (Frickenhausen)
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Zellkultur 24-Loch-Platten Sarstedt (Nümbrecht)
Zellkultur 6-Loch-Platten Sarstedt (Nümbrecht)
Zellkulturflaschen 175 cm2 Sarstedt (Nümbrecht)
Zellkulturschalen 100 mm Sarstedt (Nümbrecht)
Zellkulturschalen 200 mm Sarstedt (Nümbrecht)

2.1.5 Chemikalien
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2.5 aufgeführt.

Tabelle 2.5: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller
0,05 % Trypsin/EDTA Thermo Fisher (Waltham, USA)
Acrylamid (Rotiphorese Gel 30) Roth (Karlsruhe)
Agarose Roth (Karlsruhe)
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
bovines Serum Albumin (BSA) Roth (Karlsruhe)
Bromphenolblau Serva (Heidelberg)
RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthese Kit Fermentas (St. Leon-Rot)
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
DNA-Größenmarker (Gene Ruler 100bp) Fermentas (St. Leon-Rot)
DNA-Ladepuffer Fermentas (St. Leon-Rot)
DNA-Purification-Kit Macherey-Nagel (Düren)
dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphat) Fermantas (St. Leon-Rot)
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
EGTA (Ethylenglykoltetraessigsäure) Roth (Karlsruhe)
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe)
Fast Start SYBR Green Master Roche (Mannheim)
Forskolin (FSK) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
HAM’s F-12 [+ Glutamin] Thermo Fisher (Waltham, USA)
HAT-Supplement Thermo Fisher (Waltham, USA)
Luminol (3-Aminophtalhydrazid) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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Luciferase Assay Reagent Promega (Madison, USA)
Neurobasal Medium Thermo Fisher (Waltham, USA)
NucleoBond®Xtra Midi Plasmid Macherey-Nagel (Düren)
PBS (phosphate buffered saline) Thermo Fisher (Waltham, USA)
Poly-Lysin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Poly-L-Ornithin 0,01 % Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Pluronic F-127 (10 % in H2O) Molecular Probes (Eugene, USA)
Ponceau S Lösung (in 3 % TCA) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
PCR Primer Metabion (Martinsried)
PromoFectin® PromoKine GmbH (Heidelberg)
Proteinbestimmungs-Kit BioRad (München)
Protein-Größenmarker (Page Ruler) Fermentas (St. Leon-Rot)
Quest Fluo-8TM, AM AAT Bioquest (Sunnyvale, USA)
RNAse freies Wasser Fermentas (St. Leon-Rot)
Rotiblock Roth (Karlsruhe)
Rotiszint eco plus Roth (Karlsruhe)
SDS (Natriumdodecylsulfat) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Taq Polymerase Dream Taq Fermentas (St. Leon-Rot)
Taq Polymerase Puffer (10x) Fermentas (St. Leon-Rot)
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Roth (Karlsruhe)
Triton-x-100 Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
TRIzol® Reagent Thermo Fisher (Waltham, USA)
β-Mercaptoethanol Roth (Karlsruhe)

2.1.6 Radioaktive Moleküle

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten radioaktiven Moleküle sind in Tabelle 2.6 auf-
geführt.
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Tabelle 2.6: Verwendete radioaktive Moleküle

Molekül Hersteller
2,8-[3H]-Adenine Perkin Elmer (Boston, USA)

2.1.7 Antikörper
In Tabelle 2.7 und 2.8 sind die Primär- und Sekundärantikörper aufgelistet, welche im
Rahmen dieser Arbeit zur Verwendung kamen.

Tabelle 2.7: Verwendete Primärantikörper

Primärantikörper Donorspezies Hersteller
Anti-Histon-H3 Kaninchen Abcam (Cambridge, UK)
Anti-IRS1 Kaninchen Abcam (Cambridge, UK)
Anti-INSIG1 Kaninchen Abcam (Cambridge, UK)
Anti-p-CREB Kaninchen Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-p-ERK-1/2 Maus Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
Anti-RHO Kaninchen Thermo Fisher (Waltham, USA)
Anti-SDHA Maus Abcam (Cambridge, UK)

Tabelle 2.8: Verwendete Sekundärantikörper (Meerrettichperoxidase-konjugiert)

Sekundärantikörper Donorspezies Hersteller
Anti-Maus-IgG Ziege BioRad (München)
Anti-Kaninchen-IgG Ziege BioRad (München)

2.1.8 Primer
Die für die RT-qPCR verwendeten Primer wurden über das “Universal Probe Library
Assay Design Center”3 der Firma Roche designt und dann von metabion international AG
(Planegg) synthetisiert. Die Primer-Sequenzen sind in Tabelle 2.9 angegeben.

3https://lifescience.roche.com/en_de/brands/universal-probe-library.html#assay-design-center aufge-
rufen im April 2019. Leider wurde die Dienstleistung am 31. Dezember 2020 eingestellt.
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Tabelle 2.9: Primersequenzen

Gen 5’-Primer 3’-Primer
Irs1 ctatgccagcatcagcttcc ttgctgaggtcatttaggtcttc
Irs2 tgactataccgagatggccttt gaggtgccacgataggttgt
Igf2r ccttctctagtggattgtcaagtg agggcgctcaagtcatactc
Igf1r gagaatttccttcacaattccatc cacttgcatgacgtctctcc
Insr1 tctttcttcaggaagctacatctg tgtccaaggcataaaaagaatagtt
Insig1 cagatccagcggaatgtca ggatacagtaaaccgacaacagc
Insig2 tctatgtccgttcttggttgc tttttcagcaataactttgcattc
Socs1_tv1 tctgtctcccccatcagc gcgtgctaccatcctactcg
Socs1_tv2 cagccgacaatgcgatct cgaagacgaggacgagga
Socs2 cgcgagctcagtcaaaca agttccttctggagcctctttt
Socs3 atttcgcttcgggactagc aacttgctgtgggtgaccat
Stat1 tgagatgtcccggatagtgg cgccagagagaaattcgtgt
Stat2 ggaacagctggaacagtggt gtagctgccgaaggtgga
Stat3 gttcctggcaccttggatt caacgtggcatgtgactctt
Socs4 aatatgcagccgaagctctg tgcgctgaatctcgaagtaa
Socs5 agcgggaagctgatctttta cgttctcattacggcttcct
Socs6 tgtgagagtcatcaatttgttcaag ataaactcaggacgccttgc
Stat5a gagctggtgttccaggtga ggtggcagtagcattgtgg
Stat5b gaaacgagctggtctttcaagt ctggctgccgtgaacaat
Rasa1 gagaaaaattactctatccagttgcac ggctcgtacacgccttctat
Nras ttgagacctcagccaagacc tggcgtatctcccttaccag
Rras tcacaagctggtggtcgtag tgggatcatagtcagacacaaag
Hras tgccatcaacaacaccaagt ccattggcacatcatctgaa
Kras tgtggatgagtatgaccctacg ccctcattgcactgtactcct
Sos1 tcggcaactcactttacttgaa tgtccacacacttccaactaattc
Sos2 gacctgcagtcgctctacatt gaggcgtggaaggacataac
Araf gaagacaagcccaagatgga agctgccataggcctcct
Braf agtcaccacagaaacctatcgtt acaccacatcttgcgggta
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Tabelle 2.9: Primersequenzen

Gen 5’-Primer 3’-Primer

Raf1 ccagagtgctgtgcagtgtt tccaatctaagcgtgctttct
Srf ctgacagcagtggggaaac gctgggtgctgtctggat
Elk3 caccaagtggactgtttctgg gttgagcagtgtggggaact
Elk4 actctcagcccgtttgctc gggccatgactgttgagtaca
Elk1 gctccccacacataccttga gggtgcaattggactcaga
Rab20 tgaagcagtggcgttcct tacagggagcccagaccat
Rab7b tcgaggaataccagaccacac ctcctgaccacctgtgtcc
Rab21 tggtggaaaaagagtaaaccttg cagtgcgtggaatctctcc
Rab5c ggagaggagcggagtctgt atgcaaagaggcacttaatgg
Rab15 aaggctgatgaagagcagaaa tccatgccgtactccttagc
Rab39b agatcgagccaggaaaacg tgtagtaggcgcgagtgatg
Rab13 gatccgaaccgtggacatag gcggtagttattgtcttgaatcg
Rab1a tgggaaaacaatcaagctacag tggaagtgattgttcgaaatctt
Rab24 gatgttcaggactatgccgataa catccacactttggcctgt
Rab2a tgggaaacagataaaactccaga tgaccgtgtgatagaacgaaa
Rab5b aagccagccctagcattgt ctgcatatgcctgagcctct
Rabep1 gagcttttcccaagcaaaga acctgttcacgtgactgcat
Rab34 ttgtgggttccaagaaggac ggcatccttctccattaggg
Rab10os cttggacaacagcacaccag tgtataggagggtatcgcattca
Rab2b actgcaaatctgggatacgg cgtgatgtcatacaccagca
Tbc1d16 cgcagaagcgaaaggaatac cctctggagtcatggagagc
Tbc1d9b tacctgaccgtcaaccacct acgtccacccactgtaccac
Tbc1d10a gattgagcgtgacctgcac ccttcagcacacggaaca
Tbc1d15 aagaaaccacacaccaatgga caggaacgaccatttgcttt
Tbc1d7 gggaagctacctcgaagtcc cgatggcaagaaagacttcat
Tbc1d4 cctctcagtttcccttaggattc ccttgaatataacttcagttccttga
Tbc1d31 cagcaagatcaacgggaaat ggcagcgatttcttgatctc
Tbc1d22a tcgtccaatgacatggaaac ggctggtcttcggtcaac
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Tabelle 2.9: Primersequenzen

Gen 5’-Primer 3’-Primer

Tbc1d24 tgggtacagcctaagcaggt cacagacctccttttgagtgg
Tbc1d23 cttctgccactgtcaacgtc tcctgcttcaagggcttct
Rap2a accagcagagcttccaagac gttcccgaccaggatgact
Rap2c ttgtacaacttgtgttgtccagtaaa gtgcaaatttcctctgagtttgt
Rapgef1 gccaacaagcccagtgaa tctgtcagagggagctcagg
Rap2b aagtcaggctggtttaactgcta agtgacatcactttacatccaacc
Rapgef3 cgacaccacaggttggaa gagccaaacaggtgcattc
Rapgef2 aaagaaggtgccggtgaag ttcaaagcttgtggagagtttatg
Arhgef4 tgaaaacatcgacaagattgct gttccgagctcctgacca
Arhgef19 ccaggaggacaaggagatca gtcctcacacactggacctg
Arhgef2 ctccggaggatcaagacg ctcaacattcttctgtagcagctc
Arhgef39 aggaaggtcgccctgaat gccaaagccacgacaaga
Rhou cctacggccttcgacaact actcatcctgtcctgcagtgt
Rhoa gaatgacgagcacacgagac tcctgtttgccatatctctgc
Rhob cagactgcctgacatctgct gtgcccacgctaattctcag
Rhoj aacccagcctcttaccacaa caaggttttggggtcatctc
Dlc1 cccctcatgacgaacaaact gctggtccttgggaacatac
Sirt1 cagtgagaaaatgctggccta ttggtggtacaaacaggtattga
Sirt3 tgctactcattcttgggacctc gggcactgatttctgtactgc
Sirt4 tgatgtccaaaggctggaa agagttggagcggcattg
Sirt6 gacctgatgctcgctgatg ggtacccagggtgacagaca
Sirt2 tcaacacctcctgcagaaaa ctcacacctgggagttgctt
Sirt7 tgtcatgcaactcctcatgaat ggtcgccaaggagaagatt
Sirt5 ggccgagtttaacatggaga ccgggaaaatgaaacctga
Creb1 ggaagagagaggtccgtctaatg cacatattctttcttctttctacgaca
Crebrf cggatccagtgcctgaac ctgcttgggtcaccactttt
Creb5 atcatgggcatgcaaggt agcgcagccttcagtctc
Creb3l1 tccggagaaagatcaagaataaga ctccaggctgtccatgtattc
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Tabelle 2.9: Primersequenzen

Gen 5’-Primer 3’-Primer

Creb3 ccctcaacccttcctctca cttgcggctttcttgagc
Creb3l2 tccggagaaagatcaagaataaga ctccaggctgtccatgtattc
Crebl2 tccgagaggaactggaaatg tgagctctgctgaggcttg
Crebzf ccgcctcacaacctggta ctaagcagccgagcatgag
Crebbp acaagcgaaaccaacaaacc cctgcaccaacagaaccaat
Crtc1 tccgttccctgctctcac aagagctgggggtgttcata
Crtc3 ttgaccaacagcccatga ggtggctctgctgtaccaa
Crtc2 agagtctggctggcgaag gcagacggcagtctaaacaa
Slc2a1 gaccctgcacctcattgg gatgctcagataggacatccaag
Slc2a8 cagctgatggttgtcactgg ccagcgccactctaggac
Slc2a6 gcgactcctggagagagaga tgaaattgcccagcacag
Gnao1 ccgccaaagacgtgaaat aagccatcttcatggatgatct
Gnaq tcttgtggagtcagacaatgaga ccaggggtaggtgataattgtt
Gna12 gataacttggaccggattgg cttggtggcctttctagcc
Gnai2 tcaatgactcagccgcttac gggatgtagtcactctgtgcaa
Gna11 cactggcatcatcgagtacc gatccacttcctgcgctct
Gna13 ggtaccccagagtggtcttg tctctgcagttgggaagttg
Gnai1 acgattcggcagcgtactat tcctgctgagttgggatgta
Gnai3 ggagtccattaacaatctgttatcc tcttcaaactggcactgaatgt
Adcy6 catcgcagactttgacgaga aggtgctaccgatggtcttg
Adcy1 agatgggacttgacatgatcg cgcatgttcaggtctacttcag
Adcy3 ggccttagagaagatgcaggta aagctcagcatcatgacgaa
Leprot tcttggaaatgtccctctacg tgcctcatacccttcaggag
Leprotl1 tcacgttggacttctgtcgt gccaacagctcagcatcac
Tbp ggcggtttggctaggttt tctgggttatcttcacacacca
Sdha ccctgagcattgcagaatc tcttctccagcatttgcctta
Actb ctaaggccaaccgtgaaaag accagaggcatacagggaca
Rab3b gtagccgaggtgggaacc cagtcactgaagccatctcg
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Tabelle 2.9: Primersequenzen

Gen 5’-Primer 3’-Primer

S100a10 gtcttcggcactagcctcat ggcattttgaagagtctgtcg

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultivierung
Die verwendeten Zellen wurden in einer Einzelschicht auf dem Boden von Kulturflaschen
kultiviert, die mit 25 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) befüllt waren.
Allen Medien wurde Penicillin und Streptomycin beigegeben, um eine Besiedlung der Zell-
kulturen mit Bakterien zu verhindern. Je nach experimentellem Protokoll wurden Medien
mit oder ohne 10 % FCS verwendet. Die Glukosekonzentration variierte je nach experimen-
tellem Protokoll und wurde entweder durch Verdünnung von DMEM mit 25 mM Glukose
in DMEM ohne Glukose oder durch Hinzugabe von 2,5 M Glukoselösung zu glukosefreiem
DMEM gemäß der gewünschten Zielkonzentration. Die oben genannten, aus Tumorzellen
gentechnisch transformierter Mäuse gewonnen Zelllinien bieten den Vorteil einer fast un-
begrenzten Teilungsfähigkeit. Zum Erhalt dieser Teilungsfähigkeit ist es notwendig, dass
die Zellen in regelmäßigen Abständen aufgeteilt werden, wenn das Zellwachstum 80 bis
90 % der Fläche des Kulturflaschenbodens erreicht hat. Hierzu wurde das Medium mit
einer Pasteurpipette abgesaugt und der Flaschenboden mit 5 ml Ca2+- und Mg2+-freiem
phosphate-buffered saline (PBS) gewaschen, um der Kultur die Magnesium und Calcium-
Ionen zu entziehen, die die Extrazellularmatrix (EZM) der kultivierten Zellen mit dem
Flaschenboden verbinden. Zur Auflösung besagter EZM wurde nach Absaugen des PBS 5
ml Trypsin-EDTA auf die Zellen gegeben und diese für 5 Minuten im Inkubator bei 37 ℃
und 5 % CO2 inkubiert. Nach Resuspension der vom Boden gelösten Zellen wurde 1 ml der
Suspension mit 24 ml DMEM zur weiteren Kultivierung vermischt und die verbleibenden 4
ml Zellsuspension verworfen oder für die experimentelle Verwendung in speziellen Kultur-
schalen weiterkultiviert. Die Anzahl der Zellen pro Volumeneinheit wurde mit Hilfe einer
Neubauer-Zählkammer bestimmt, damit die gewünschte Anzahl Zellen für die Experimente
ausgesät werden konnte.

2.2.2 RNA-Sequenzierung
Initial wurden je eine Million mHypoA-2/10-Zellen auf sechs 10 cm Petrischalen ausge-
sät. Nach 24 Stunden Inkuabion in Medium mit 0,1 mM Glukose und ohne FBS erfolgte
ein Mediumwechsel, wobei drei Schalen Medium mit 2,5 mM Glukose beigegeben wurde
und drei Schalen Medium ohne Glukose. Nach drei Stunden Inkubation wurden das Me-
dium abgesaugt und 5 ml eiskaltes PBS zugegeben. Die Zellen wurden vom Schalenboden
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abgeschabt und je Schale in ein konisches Zentrifugenröhrchen überführt. Nach Zentrifu-
gation der sechs Proben bei 500 x g und 4 ℃ für 5 Minuten wurde der zellfreie Überstand
verworfen. Es wurden je 200 µl PBS zugegeben und diese zusammen mit den Zellen in
sechs Mikroreaktionsgefäße überführt, denen je 800 µl eiskaltes RNAlater® hinzugegeben
wurden. Die Mikroreaktionsgefäße wurden sodann in einen Sticktoff-gekühlten Behälter zu
IMGM Laboratories GmbH, Bunsenstr. 7a, D-82152 Martinsried transportiert, wo eine to-
tale RNA-Sequenzierung der gewonnen Proben durchgeführt wurde. IMGM Laboratories
verwendete die “Illumina TruSeq® Stranded mRNA technology”4 und das “NextSeq® 500
next generation sequencing system”5.

2.2.3 RT-qPCR
Die Reverse-Transcription quantitative real-time Polimerase Chain Reaction (RT-qPCR)
ist eine Methode zur Messung von absoluten und relativen Unterschieden von mRNA-
Mengen und dient damit der Analyse von Genexpressionsunterschieden auf Ebene der
Transskription. Die RT-qPCR unterteilt sich in zwei Teile: zum einen in die Reverse Tran-
skription, bei der aus der isolierten RNA mit Hilfe einer Reversen Transkriptase komple-
mentäre DNA (cDNA) synthetisiert wird und zum anderen in die quantitative real-time
PCR, bei der mithilfe eines Floureszenzstoffes die Menge eines Gen-Transkripts quantifi-
ziert werden kann.

RNA-Aufreinigung Zur Validierung und Überprüfung der Reproduzierbarkeit der Er-
gebnisse der RNA-Sequenzierung wurde RNA isoliert, um diese später mittels qPCR re-
lativ zu quantifizieren. Dafür wurde, angelehnt an das von Chomczynski und Sacchi be-
schriebene Verfahren (Chomczynski & Sacchi, 1987, 2006), das in der Arbeitsgruppe eta-
blierte Protokoll angewendet. Um eine Verfälschung der Ergebnisse durch Kontamination
oder den Abbau von RNA durch ubiquitär vorkommende RNasen zu minimieren, wur-
den ausschließlich RNase-freie Reaktionsgefäße, Lösungen und Filter-Pipettenspitzen an
einem eigens für derartige Kontamination anfällige Arbeiten vorgesehenen Arbeitsplatz
verwendet. Zur Vorbereitung der Arbeitsschritte wurde initial eine temperierbare Zentri-
fuge auf 4 ℃ vorgekühlt. Dann wurden im ersten Schritt die Überstände von den Kul-
turschalen abgesaugt und die Zellen mittels eines Milliliters TRIzol® Reagent lysiert. Der
Prozess wurde unterstützt durch anfängliches Hoch- und Herunterpipettieren des Lysats.
Daraufhin wurden die Kulturschalen samt TRIzol® Reagent für ungefähr fünf Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend in ein 1,5-Milliliter-Mikroreaktionsgefäß
überführt. Dem Lysat wurden sodann 200 µl Chloroform zugegeben und nach ca. 15 Se-
kunden Vortexen das entstandene Gemisch für zwei bis drei Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach 15-minütiger Inkubation bei 12.000 Umdrehungen pro Minute und 4 ℃

4https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/truseq-stranded-
mrna.html aufgerufen am 08. Dezember 2021.

5https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/nextseq/order-nextseq-550.html Website
des Nachfolgeprodukts aufgerufen am 08. Dezember 2021.
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wurden 300 µl der wässrigen, oberen Phase, welche die RNA enthält (während die chlo-
roformhaltige, untere Phase die DNA und Proteine enthält) abpipettiert und in ein neues
1,5-Milliliter-Mikroreaktionsgefäß überführt. Diesem wurden anschließend 400 µl Isopropa-
nol hinzugefügt, diese Lösung sodann kurz mittels Vortex-Gerät gemischt und schließlich
für zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der nach 10-minütigem Zentrifugieren
bei 21.400 x g und 4 ℃ entstandene Überstand wurde verworfen, 500 µl kaltes, 70 %-iges, in
RNase-freiem Wasser gelöstes Ethanol hinzugegeben und durch fünfmaliges Invertieren des
Mikroreaktionsgefäßes gemischt. Sodann wurde die Lösung bei 21.400 x g und 4 ℃ zentri-
fugiert und der Überstand verworfen. Dem Pellet wurde durch Absaugen übriggebliebener
Tropfen und Lufttrocknung die restliche Feuchtigkeit entzogen. Schließlich wurde das Pellet
in 20 µl IDTE pH 8,0 (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA) mittels Hoch- und Herunterpipettieren
sowie Inkubation für zehn Minuten bei 55 ℃ gelöst. Mittels des eppendorf BioPhotometers
plus wurde sodann die Konzentration der RNA in der Lösung bestimmt.

Reverse Transkription Die Reverse Transkription wurde mithilfe des RevertAid H Mi-
nus First Strand cDNA Synthesis Kit von Thermo Scientific durchgeführt. Alle der folgen-
den Pipettierschritte wurden auf Eis bzw. auf einem Kühlblock durchgeführt. Im ersten
Schritt wurden ca. 1 µg der im Rahmen der oben beschriebenen RNA-Aufreinigung gewon-
nenen RNA zu einem µl random hexamer Primer und 12 ml DEPEC-H2O aus dem eben
genannten Kit hinzugefügt. Diese Lösung wurde sodann in einem Thermocycler für fünf
Minuten bei 65 ℃ inkubiert und danach wieder auf Eis gestellt und kurz zentrifugiert. Im
zweiten Schritt wurden sodann 4 ml des “5x Puffers” zu einem µl “RNase Inhibitor”, 2 ml
“10 mM dNTP-Mix” und 1 µl “Revert Aid H-Minus M-MuLV” hinzugegeben, gemischt
und kurz zentrifugiert. Schließlich wurden die Mikroreaktionsgefäße im Thermocycler für
10 Minuten bei 25 ℃, anschließend für 60 Minuten bei 42 ℃ und zum Schluss 10 Minuten
bei 70 ℃ inkubiert. Die Proben wurden sodann bei −20 ℃ eingefroren und gelagert.

Quantitative real-time PCR Bei der quantitativen real-time PCR (qPCR)wird eine
PCR mit einem Leuchtstoff kombiniert, der mit doppelsträngiger DNA interkaliert, wo-
bei die Leuchtintensität mit der Menge der durch die PCR produzierten DNA korreliert.
Zur Quantifizierung werden die PCR-Zyklen gezählt bis eine bestimmte Leuchtintensität
erreicht ist, dem sogenannten “Cycle of Quantification”, kurz Cq. Je weniger Zyklen not-
wendig sind, damit eine Probe diese Leuchtintensität erreicht, also je niedriger der Cq-Wert
ist, desto mehr RNA des untersuchten Gens war in der ursprünglichen Probe. Durch den
Vergleich der Cq-Werte von Ziel-Gen und Referenz-Gen, kann auf das relative Verhältnis
der RNA-Menge in untersuchter Probe (z.B. Hochglukose) und Kontrollprobe (z.B. Nied-
rigglukose) rückgeschlossen werden und so eine relative Induktion oder Repression von
Genen bestimmt werden.

Die einzelnen Komponenten der qPCR wurden in eine 96-Well-Platte pipettiert. Alle
Pipettierschritte wurden auf Kühlblöcken durchgeführt, die bei −20 ℃ vorgekühlt wurden.
Das für die Verdünnungen verwendete Wasser war RNase frei und bei ca. 8 ℃ im Kühl-
schrank vorgekühlt. In jedes Well wurden 8 µl cDNA-Lösung, 2 µl Primer-Lösung und
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10 µl SYBR-Green gegeben. Die cDNA wurde 1:200 verdünnt, indem pro Well 0,1 µl der
ursprünglichen cDNA-Lösung zu 7,9 µl Wasser hinzugegeben wurden. Die Primer wurden
1:100 von 50 µM auf 500 µM verdünnt, indem pro Well 0,2 µl des vorwärts-Primers und
0,2 µl des rückwärts-Primers zu 1,6 µl Wasser hinzugegeben wurden. Die Lösungen wurden
für die Anzahl der verwendeten Wells vorbereitet und dann auf die einzelnen Wells verteilt.
Nach dem Pipettieren wurde die Well-Platte mit einer Folie überzogen und auf einem Rütt-
ler kurz gerüttelt und anschließend für einige Sekunden bei 600 bis 1000 Umdrehungen pro
Minute und Raumtemperatur zentrifugiert. Sodann wurde die Lichtintensität in Abhängig-
keit von der PCR-Zyklenanzahl in einem LightCycler 480 der Firma Roche nach folgenden
Einstellungen gemessen: nach 3 Minuten Vorinkubation bei 95 ℃ folgten 45 Zyklen mit 15
Sekunden bei 95 ℃, gefolgt von 15 Sekunden bei 55 ℃ und anschließenden 30 Sekunden
bei 72 ℃. Nach den 45 Zyklen wurde die Schmelzkurve für 10 Sekunden bei 95 ℃, gefolgt
von einer Minute bei 60 ℃, gemessen. Abschließend wurde in der Abkühlungsphase die
Temperatur für 30 Sekunden auf 40 ℃ gesenkt.

Bei der Durchführung und Präsentation der Ergebnisse der quantitativen real-time
Polimerase Chain Reaction (qPCR) wurde sich an den MIQE-Richtlinien (Minimum In-
formation for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) orientiert.(Bustin
et al. , 2009)

2.2.4 Western-Blot
Probenvorbereitung Die für die Proteinbestimmung vorgesehenen Zellen wurden auf
6-Well-Platten kultiviert und nach Stimulation bzw. Behandlung, in der für das jewei-
lige Experiment vorgesehenen Art, auf folgende Weise geerntet: Die Kulturplatte wurde
auf Eis gestellt, das Medium abgesaugt und je Well 300 µl SDS-Lösung (Laemmli-Puffer)
darauf gegeben. Danach wurden die Platten entweder bei -20 ℃ eingefroren oder die Ly-
sate direkt gewonnen und weiter verarbeitet. Dazu wurden die (aufgetauten) Lysate in
1,5-ml-Mikroreaktionsgefäße überführt und hiernach für mindestens 15 Sekunden mit dem
Ultraschallgerät behandelt, bis sich weißlicher Schaum bildete. Anschließend wurden die
Lysate fünf Minuten bei 65 ℃ inkubiert und für weitere fünf Minuten bei 6.000 Umdre-
hungen pro Minute zentrifugiert.

Gelelektrophorese Während der Probenvorbereitung wurden die Gele für die Elektro-
phorese vorbereitet. Die Gele wurden vor Ort mit Hilfe des FastCast-Systems von Bio-Rad
gegossen. Dazu wurden die Glasformen vorher mit Methanol gereinigt und in die Vorrich-
tung eingespannt. Das Trenngel (Zusammensetzung siehe Tabelle 2.10) wurde zuerst in die
Glasform gegossen, mit 300-400 µl Überschichtungspuffer abgedeckt und ca. 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach wurde der Überschichtungspuffer abgegossen und
mit Wasser nachgespült. Die verbleibende Flüssigkeit wurde mit Filterpapier abgesaugt.
Sodann wurde das Sammelgel (Zusammensetzung siehe Tabelle 2.10) auf das Trenngel ge-
geben und mit einem Kamm versehen, um Aussparungen, auch als Taschen bezeichnet,
für das Auftragen der Proben zu schaffen. Nach ca. 5 Minuten, sobald das Sammelgel sich
verfestigt hatte, wurden die Kämme entfernt und die entstandenen Taschen mit Wasser
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ausgespült. Sodann wurden die Gele samt Glasform aus dem Spanngestell herausgenom-
men und in SDS-Puffer gestellt. Die Taschen wurden mit je 20 µl Lysat bzw. 4 µl des
Komigrationsstandards beladen. Die Elektrophorese wurde mit 80 V begonnen und nach
ca. 15-20 Minuten, sobald die Probe das Trenngel erreicht hatte, bei 120 V fortgeführt, bis
die Banden des Markers sich auf die gewünschte Höhe aufgetrennt hatten.

Proteintransfer Der Proteintransfer, das eigentliche Blotting im Sinne eines Western
Blots, wurde mit dem “Wet Transfer”-Verfahren von Bio-Rad6 wie folgt durchgeführt: Nach
Ende der Gelelektrophorese wurde das Trenngel vom Sammelgel abgelöst und in SDS-Puffer
eingelegt. Sodann wurde es zwischen Filterpapieren auf einer Membran aufgeschichtet und
in eine von Schaumpolstern ausgekleidete Presse geklemmt. Dabei wurde darauf geach-
tet, dass alles gut von oben genanntem Puffer durchtränkt war und keine Luftbläschen
zwischen den einzelnen Schichten aus Membran, Gel und Filterpapieren verblieben. Die
eingespannten Gele wurden dann in den mit SDS-Puffer aufgefüllten Blotting-Behältern
montiert. Die Übertragung der Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte mit 350 mA
über 2 Stunden in einem Kühlraum bei ca. 8 ℃.

Immundetektion Der Erfolg des Proteintransfers wurde nach Auseinanderbauen der
Blotting-Vorrichtung durch eine Färbung der Membran mit dem Aminosäuren-bindenden
Farbstoff Ponceau-S kontrolliert. Mit vollentsalztem Wasser wurde die Membran sodann
vom Ponceau S entfärbt, beschriftet und nach Bedarf in ca. 2,5 cm breite Streifen geschnit-
ten. Die zugeschnittenen Membranen wurden sodann zweimal für 5 Minuten in TBST
(tris-buffered-saline mit Tween 20) gewaschen. Anschließend wurden die Membranen für
30 Minuten in 5 %-igem Milchpulver/TBST blockiert. Beim Blockieren binden die Protei-
ne des Milchpulvers, welche von den in den folgenden Schritten verwendeten Antikörpern
nicht erkannt werden, die freien Stellen der Membran. Dies verhindert, dass Fremdprote-
ine sich an die Membran anheften können und so zu Fehlern führen. Nach abgießen des
Milchpulvers wurde der ebenfalls in Milchpulver gelöste Erstantikörper auf die Membranen
gegeben und über Nacht im Kühlraum bei ca. 8 ℃ auf einer Wippe inkubiert. Am nächs-
ten Morgen wurden die Membranen sodann dreimal für 10 Minuten mit TBST gewaschen
und anschließend in der Zweitantikörperlösung für eine Stunde bei Raumtemperatur in-
kubiert. Danach folgten wieder drei zehnminütige Waschschritte mit TBST. Anschließend
wurden zwei Substrate auf die Membranen gegeben, diese darin eine Minute inkubiert und
schließlich die Chemilumineszenz im Chemismart gemessen. Dieser liefert ein Schwarz-
Weiß-Bild der bestimmten Proteinbanden. Für die densitometrische Quantifizierung der
Proteinbanden wurde das Programm ImageJ verwendet, welches eine Verteilungskurve der
Farbintensität in einem rechteckigen Bereich erstellt, dessen Grenzen vom Benutzer indi-
viduell bestimmt werden können. Die Fläche unter der Kurve kann als Absolutwert ohne
Einheit zur relativen Quantifizierung der Proteinmenge herangezogen werden.

6https://www.bio-rad.com/de-de/product/mini-trans-blot-cell?ID=589ca8f7-5751-487a-a453-
571ee8cc8b7e aufgerufen am 03.09.2023.
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Tabelle 2.10: Western Blot
Zusammensetzung der beim Wetern Blot verwendeten Puffer und Gele.

Laemmli-Puffer
0,025 % Bromphenolblau

5 % Glycerin
1 % SDS (sodium dodecyl sulfate, Natriumlaurylsulfat)

15 mM TRIS/HCL pH 6,8
1,25 % β-Mercaptoethanol

10x SDS-Puffer
25 mM TRIS/HCL

0,1 % SDS
190 mM Glycin

Sammelgel pH 6,8
0,13 M TRIS

0,1 % SDS
5,4 % Acrylamid

0,14 % Bisacrylamid
0,001 % TEMED (Tetramethylethylendiamin)
0,001 % Ammoniumpersulfat

Trenngel pH 8,8
0,38 M TRIS

0,1 % SDS
10 % Acrylamid
0,3 % Bisacrylamid

0,001 % TEMED
0,001 % Ammoniumpersulfat
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2.2.5 Bestimmung der RHO-Aktivität
Rho ist ein GTPase-Protein, das in seiner aktiven Form GTP und in seiner inaktiven Form
GDP gebunden hat. Mittels Hydrolyse des GTP zu GDP wechselt Rho von seiner aktiven
Form in seine inaktive Form. Mit Hilfe des Rho-Assays wurde aktives Rho aus Zelllysaten
isoliert und mittels Western Blot detektiert.

Für Versuche, bei denen der Rho-Assay Anwendung fand, wurden 1,5 Millionen Zellen
pro 10 cm Kulturschale ausgesät. Die nachfolgenden Schritte entsprechen im Wesentlichen
bis auf einige Ergänzungen und Abänderungen den Anweisungen im “User Guide: Active
Rho Pull-Down and Detection Kit” von Thermo Fisher Scientific7. Nach Stimulation der
Zellen wurden diese auf Eis gestellt, das Kulturmedium abgesaugt und die Schale mit 1
ml eiskaltem TBS (Tris buffered saline) beträufelt. Nach Absaugung des TBS, wurden
500 µl eiskalter, sogenannter Lysis/Binding/Wash-Buffer hinzugegeben, um die Zellen zu
lysieren. Mit Hilfe eines Cell Scrapers wurden die lysierten Zellen vom Boden der 10 cm
Schale abgelöst. Das gesamte Lysat wurde anschließend in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefäß
überführt und für ca. 5 Sekunden gevortext. Nach einer Inkubation auf Eis für 5 Minuten,
wurden die Proben bei 16.000 x g und 4 ℃ für 15 Minuten zentrifugiert. Während der
Zentrifugation wurde das Glutathion-Harz vorberietet und für ca. eine Minute geschüttelt
um eine vollständige Auflösung der Agarose zu erreichen. Je Probe wurde ein sogenannter
Spin Cup in ein spezielles Sammelröhrchen eingesetzt und 100 µl des Glutathion-Harzes in
das Sammelröhrchen gegeben. Das Sammelröhrchen samt Glutathion-Harz enthaltendem
Spin Cup wurde nun bei 6.000 x g und Raumtemperatur für ca. 20 Sekunden zentrifugiert,
um das Harz am Boden des Spin Cups zu konzentrieren. Der Durchfluss wurde verwor-
fen und 400 µl des Lysis/Binding/Wash-Puffers wurden in das Sammelröhrchen gegeben.
Nach fünfmaligem Invertieren der Röhrchen, wurden die Mikroreaktionsgefäße samt Sam-
melröhrchen abermals bei 6.000 x g und Raumtemperatur für 20 Sekunden zentrifugiert
und der Durchfluss verworfen. Die bei −70 ℃ eingefrorenen GST-Rhotekin-RBD-Aliquots
wurden auf Eis aufgetaut und 72 µl, das entspricht 400 µg GST-Rhotekin-RBD, wurden
in den Spin Cup mit dem Glutathion-Harz gegeben. Gleich im Anschluss daran wurden
bis zu 500 µl Zelllysat hinzugegeben, die Probe für ca. 10 Sekunden gevortext und dann
für ca. eine Stunde im Kühlraum auf einer Wippe inkubiert. Während der Inkubation
kam es gemäß zu Grunde liegender Theorie zur Bindung des aktiven, GTP-gebundenen
Rhos an das Glutathion-Harz, vermittelt durch das GST-Rhotekin-Bindeprotein (s. Step
1 auf Abbildung 2.1). Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Spin Cup zusammen mit
dem Sammelröhrchen bei 6.000 x g für ca. 20 Sekunden zentrifugiert. Der Spin Cup wur-
de in ein neues Sammelröhrchen gestellt und das Harz dreimal gewaschen, indem 400 µl
Lysis/Binding/Wash-Puffer in den Spin Cup gegeben wurden, dreimal invertiert wurde,
dieses zusammen mit dem Sammelröhrchen bei 6.000 x g für ca. 20 Sekunden zentrifugiert
wurde und der Durchfluss verworfen wurde. Dadurch wurden die ungebundenen Proteine
entfernt, während das gebundene, aktive Rho im Harz des Spin Cups verblieb (s. Step 2
auf Abbildung 2.1). Nach diesem Schritt wurde der Spin Cup abermals in ein neues Sam-
melröhrchen gestellt. Währenddessen wurde ein Puffer aus einem Teil β-Mercaptoethanol

7https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/16116#/16116 aufgerufen am 12.06.2020.
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und 20 Teilen 2X SDS Probenpuffer hergestellt. Davon wurden 50 µl auf den Spin Cup
gegeben und dieser nach ca. 10 Sekunden Vortexen für zwei Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde mittels Zentrifugation bei 6.000 x g für zwei Minuten das mit
dem Bindeprotein verbundene GTP-gebundene Rho zusammen mit dem SDS Puffer in das
Sammelröhrchen überführt (s. Step 3 auf Abbildung 2.1). Bevor die Proben bis zur Ver-
wendung im Rahmen der Western Blot Analyse bei −20 ℃ eingefroren wurden, wurden
sie für 5 Minuten bei 95 bis 100 ℃ inkubiert (Für Einzelheiten der Western Blot Analyse
s.o.).

Abbildung 2.1: Rho-Assay
Graphische Darstellung der wesentlichen Schritte des Rho-Assays aus dem Data Sheet von Cell
Signaling Technology (Figure 2). Illustration reproduced courtesy of Cell Signaling Techno-
logy, Inc. (www. cellsignal.com). https://www.cellsignal.de/products/cellular-assay-kits/active-
rho-detection-kit/8820 aufgerufen am 12.06.2020.

2.2.6 Messung der cAMP-Akkumulation
Mit Hilfe des cAMP-Akkumulations-Assays kann die Akkumulation von zyklischem Adeno-
sinmonophosphat (cAMP)gemessen werden. Klassischerweise wird cAMP nach Aktivierung
durch Gαs-Proteine von der Adenylatzyklase gebildet. Einer der Haupteffekte von cAMP
wiederum ist die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) durch allosterische Bindung von
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cAMP an die PKA und resultierender Konformationsänderung. Die Proteinkinase A selbst
ist involviert in die Regulation der Aktivität von Schlüsselenzymen des Intermediärstoff-
wechsels, der Hormonbiosynthese, der Aktivität von Ionenkanälen und der Transkription
cAMP-abhängiger Gene. Daneben gibt es noch PKA-unabhängige Wirkungen von cAMP
z.B. die Regulation der Offenwahrscheinlichkeit von einigen cyclic nucleotide-gated Ionen-
kanälen (Netzker & Deutzmann, 2022a).

Für den cAMP-Accumulations-Assay wurden 50.000 bis 100.000 Zellen pro Well einer
12-Well-Platte ausgesät. Nach Inkubation über Nacht bei 37 ℃ und 5 % CO2, erfolgte am
nächsten Tag ein Mediumwechsel. Dabei wurden die Zellen mit 3H-Adenin markiert, indem
3H-Adenin aus einer 1 mCi Stammlösung in Serum-freiem Medium auf 1 µCi verdünnt wur-
de und hiervon je 500 µl pro Well auf die Zellen gegeben wurden. Nach diesem Schritt wur-
den die Zellen wiederum über Nacht bei 37 ℃ und 5 % CO2 inkubiert. Gemäß der zugrunde
liegenden Überlegung verstoffwechselten die Zellen unterdessen das mit dem radioaktiven
Tritium markierte Adenin zu Adenintriphosphat, dem Substrat der Adenylatzyklase zur
Produktion von cAMP. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Stimulation der Zellen durch
einen weiteren Mediumwechsel. Hierbei wurde zum einen 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
ethansulfonsäure (HEPES), unter Verwendung einer 1 M Stammlösung, in Serum-freiem
Medium auf 25 mM verdünnt, um eine pH-Veränderung während der Stimulation außer-
halb der CO2-Atmosphäre zu verhindern. Zum anderen wurde dem Serum-freien Medium
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) aus einer 100 mM Stammlösung beigegeben bis eine
finale Konzentration von 1 mM erreicht worden war. IBMX ist ein Inhibitor der Phos-
phodiesterasen und verhindert den Abbau von cAMP. Hierdurch wird die Messung der
Akkumulation erst ermöglicht. Weitere Wirkstoffe, die dem Stimulations-Medium hinzu-
gefügt wurden, sind mit Ihren Konzentrationen Tabelle 2.11 zu entnehmen. Während die
Zellen durch die Inkubation in den eben beschriebenen Medien stimuliert wurden, wur-
den die für die Chromatographie verwendeten Säulen vorbereitet. Die Dowex-Harz-Säulen
wurden mit je 10 ml einer 1 M Salzsäurelösung und danach mit 10 ml Wasser gewaschen.
Die Aluminiumoxid-Säulen wurden mit 10 ml Imidazolpuffer (0,1 mM Imidazol, pH 7,4)
gewaschen. Nach Ende der Stimulationszeit wurden die Zellen auf Eis gestellt, das Medi-
um abgesaugt und je Well 1 ml eiskalte, 5 %-ige Trichloressigsäure (TCA) dazugegeben.
Nachdem die Zellen 15 Minuten auf Eis in TCA inkubiert worden waren, wurden die
Zelllysate samt TCA auf die Dowex-Harz-Säulen übertragen. Hiernach wurden die Säulen
mit 4 ml Wasser gewaschen und die abfließende Flüssigkeit zur Bestimmung des Gesamt-
ATP in Szintillationsröhrchen aufgefangen. Dann wurden die Dowex-Harz-Säulen über den
Aluminiumoxid-Säulen positioniert und mit weiteren 10 ml Wasser gewaschen. Anschlie-
ßend wurden die Aluminiumoxid-Säulen mit 1 ml Imidazol gewaschen und danach auf
eine neue Reihe Szintillationsröhrchen gestellt, um im nächsten Schritt durch Zugabe von
5 ml Imidazol das cAMP zu eluieren. Den Szintillationsröhrchen wurde je 10 ml Szintilla-
tionsflüssigkeit hinzugegeben und der Inhalt durch Schütteln gemischt. Die vom Tritium
ausgehende Strahlung reicht nicht aus, um vom Szintillationszähler detektiert werden zu
können. Deshalb wird den Elutionen eine sogenannte Szintillationsflüssigkeit zugegeben, die
durch die Strahlung des Tritiums ihrerseits zum radioaktiven Zerfall angeregt wird, was
vom Szintillationszähler dann gemessen werden kann. Diese von den Szintillationsröhrchen
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ausgehende Radioaktivität wurde schließlich im Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen.

Tabelle 2.11: cAMP-Assay
Im Rahmen des cAMP-Akkumulations-Assays verwendete Wirkstoffe und deren Konzen-
trationen.

Wirkstoff Stammlösung finale Konzentration Verdünnung
Noradrenalin 10 mM 10 µM 1 : 1.000
NPY 100 µM 100 nM 1 : 1.000
Forskolin 5 mM 5 µM 1 : 1.000
α-MSH 1 mM 1 µM 1 : 1.000

2.2.7 Statistische Methoden
Die im Zuge dieser Arbeit erhobenen Rohdaten wurden in das Computerprogramm Mi-
crosoft Excel übertragen und dort weiter analysiert. Die statistische Auswertung und die
Erstellung der Diagramme erfolgte mit Hilfe der Computerprogramme GraphPad Prism 8
und R8. Dargestellt ist immer der arithmetische Mittelwert zusammen mit dem zugehöri-
gen Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Signifikante Unterschiede zwischen Bedingun-
gen sind mit Sternchen kenntlich gemacht (* für p<0,05; ** für p<0,01; *** für p<0,001;
**** für p<0,0001).

8R Core Team (2019). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Stimulationszeit
Um abzuschätzen, wann der Effekt der Glukose auf die Genexpression am stärksten zu
beobachten wäre, wurde zu Beginn der Experimente eine Testreihe durchgeführt, bei der
nach unterschiedlichen Inkubationszeiten unter hohen und niedrigen Glukosekonzentra-
tionen die CRE-Aktivität mittels Reporter-Assay gemessen wurde. Breit et al. (2016)
hatten in Vorarbeiten mit dieser Methode bereits einen Einfluss der Glukose auf die CRE-
Aktivität nachweisen können. Deshalb erschien dieses Vorgehen als geeignet, um die opti-
male Stimulations- bzw. Inkubationszeit für die geplanten Experimente zu bestimmen. Die
Reporteraktivität zeigte sich zwischen zwei und vier Stunden am stärksten erhöht, sodass
entschieden wurde, bei den folgenden Experimenten, die Effekte der Glukosebehandlung
nach drei Stunden zu untersuchen.

3.2 RNA-Sequenzierung: Differenzierte Beeinflussung
des Transkriptoms durch Glukose

Auf Grundlage der Reporter-Analysen wurden mHypoA-2/10-Zellen nach 24 Stunden In-
kubation in Medium mit 0,1 mM Gluose und ohne FBS für drei Stunden mit unterschiedli-
chen Glukosekonzentrationen behandelt. Die eine Gruppe wurde während der drei Stunden
in Medium ohne Glukose inkubiert, die andere Gruppe in Medium mit 2,5 mM Glukose.
Danach wurden die Proben kryokonserviert und zu IMGM Laboratories GmbH geschickt,
wo eine totale RNA-Sequenzierung durchgeführt wurde. Die folgenden Aussagen betreffend
die RNA-Sequenzierung gründen sich auf den von IMGM Laboratories GmbH erstellten
Bericht.

3.2.1 Qualitätskontrolle
Die Qualitätskontrolle stellt einen wichtigen Schritt vor der Weiterverarbeitung, Analyse
und Interpretation der mit Hilfe des RNA-Sequenzierungs-Verfahrens gewonnen Daten dar.
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Erst wenn eine ausreichende Qualität festgestellt ist, ergeben die weitere Verarbeitung,
Analyse und Interpretation der Daten Sinn. Bei mangelnder Qualität der Rohdaten würde
es sonst zu falschen Ergebnissen in den folgenden Schritten kommen.

Neben der Kontrolle der Qualität der gemessenen Basensequenzen ist es zuerst wichtig,
die Proben auf deren Reinheit und RNA-Gehalt zu untersuchen, um zu gewährleisten, dass
in jeder Probe genügend RNA vorhanden ist und es nicht zu Verunreinigungen gekommen
ist. Konzentration und Reinheit der RNA wurden mittels Spektralphotometrie (NanoDrop
ND-1000, Peqlab) bestimmt. Hierbei zeigt ein Verhältnis von A260/A280 ≥ 1,9 an, dass
die Probe nicht mit Proteinen kontaminiert ist. Ein Verhältnis von A260/A230 ≥ 2 zeigt
zusätzlich an, dass die Probe nicht durch organische Verbindungen (z.B. Alkohol, Phe-
nol, Kohlenhydrate etc.) kontaminiert ist. Außerdem wurde die Integrität der RNA mittels
Kapillarelektrophorese (2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies) bestimmt. Aus dem elek-
trophoretischen Profil kann dann ein RNA-Qualitätsindex (RIN) errechnet werden. Der
RIN sollte mindestens 7,5 betragen. Ein RIN von 10 steht für exzellente RNA-Qualität.
In Tabelle 3.1 sind die ermittelten RNA-Konzentrationen, sowie die dazugehörigen Indizes
für Reinheit und Integrität der einzelnen Proben dargestellt. Wie zu erkennen ist, erfüllen
alle Proben die erforderlichen Grenzwerte der Qualitätsindizes.

Tabelle 3.1: RNA-Konzentrationen und Qualitätindizes
RNA-Konzentrationen, Reinheit (A260/A280; A260/A230) und Integrität (RIN) der je-
weiligen Proben.

Probe Bedingung RNA-Konzentration A260/A280 A260/A230 RIN
1 basal 140,79 ng/µl 2,12 2,20 9,6
2 basal 128,01 ng/µl 2,09 2,16 9,6
3 basal 113,11 ng/µl 2,05 2,16 9,4
4 Glukose 134,74 ng/µl 2,12 2,17 9,7
5 Glukose 127,15 ng/µl 2,07 2,15 9,1
6 Glukose 190,37 ng/µl 2,07 2,18 9,7

Zur Durchführung der Qualitätskontrolle stehen außerdem verschiedene statistische
Verfahren zur Verfügung, die jeweils einzeln und in Ihrer Gesamtschau eine Bewertung
der Qualität erlauben. Im Folgenden werden die einzelnen Methoden der Qualitätskon-
trolle sowie deren Ergebnisse in Bezug auf die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Daten
vorgestellt. Die Analyse erfolgt dabei sowohl auf Ebene der Sequenzen als auch auf Ebene
der Basen innerhalb der Sequenzen. Die folgenden Methoden finden also Anwendung in
zwei unterschiedlichen Dimensionen.

Insgesamt wurden 95.095.416 Sequenzen und 7.177.245.043 Nukleotide gemessen. Die
Analysen wurden mit der CLC Genomics Workbench 12.0 durchgeführt.
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Längenverteilung Im ersten Schritt wurden die Verteilung der Längen der gemessenen
Sequenzen in Basenpaaren (bp) bestimmt. Der größte Teil der Sequenzen wies eine Län-
ge von über 70 Basenpaaren auf. Je nach Zielstellung des jeweiligen Experiments gilt es
unterschiedliche Sequenzlängen anzustreben. Der Hersteller des verwendeten Verfahrens,
Illumina, Inc., empfiehlt für die Genexpressionsanalyse eine Sequenzlänge von 50 bis 75 bp.1
Die erreichten Sequenzlängen waren also gemäß den Herstellerangaben genau richtig für
die in dieser Arbeit angestrebte Genexpressionsanalyse.

Abbildung 3.1: Verteilung der Sequenzlängen
Darstellung der relativen Häufigkeitsverteilung der Sequenzlängen im Vergleich zur Gesamtanzahl
aller Sequenzen. Abbildung entnommen aus dem Sequencing QC Report von IMGM Laboratories
(Planegg).

Basen-Anteile Bei einer zufälligen Verteilung der vier Basen Guanin, Cytosin, Thymin
und Adenin sollte theoretisch jede Base mit einer Wahrscheinlichkeit von 25% auftreten.
In Abbildung 3.2 ist der Anteil der Basen in Abhängigkeit von ihrer Basenposition dar-
gestellt. Das ausgeprägte Rauschen zu Beginn der Sequenz (Basenposition 1 bis 15) ist
dem Verfahren geschuldet und kein Indikator für einen Qualitätsmangel. Viel interessanter

1https://support.illumina.com/bulletins/2017/04/considerations-for-rna-seq-read-length-and-
coverage-.html aufgerufen am 16.03.2022.
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ist der folgende Hauptteil der Sequenz. Es ist zu erkennen, dass die einzelnen Basen alle
mit einer ähnlichen Wahrscheinlichkeit um die 25% auftreten, wie man es nach der oben
genannten Theorie erwarten würde.

Abbildung 3.2: Verteilung der Basen je Basenposition
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der vier Basen Guanin, Cytosin, Thymin und Adenin sowie
der uneindeutig bestimmten Basen in Abhängigkeit von ihrer Basenposition. Abbildung entnom-
men aus dem Sequencing QC Report von IMGM Laboratories (Planegg).

GC-Anteil Der GC-Anteil gibt an, wie viel Prozent der gemessenen Basenpaare aus
Guanin-Cytosin-Basenpaaren bestehen. Der GC-Anteil sollte Normalverteilt und der Ver-
teilung des untersuchten Genoms entsprechen. Ein nicht normalverteilter GC-Anteil könnte
z.B. für eine Kontamination sprechen.2 Laut NBCI beläuft sich der mediane GC-Anteil auf
42.0913 %.3 Wie in Abbildung 3.3 dargestellt, war in der vorliegenden Untersuchung die
Häufigkeit der GC-Anteile normalverteilt. Allerdings lag der mediane GC-Anteil bei etwas
über 50 % und damit um ca. 10 %-Punkte deutlich höher als das Referenzgenom. Dies
lässt auf einen leichten systematischen Fehler schließen. Angesichts der insgesamt sehr

2https://training.galaxyproject.org/training-material/topics/sequence-analysis/tutorials/quality-
control/tutorial.html aufgerufen am 16.03.2022.

3https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=GRCm38.p4 aufgerufen am 17.03.2022.
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guten Qualitätsparameter ist jedoch von keiner erheblichen Verfälschung der Ergebnisse
auszugehen. Außerdem wurde der GC-Anteil in Abhängigkeit von der Basenposition be-
stimmt (Abbildung 3.4). Die meisten Basenpositionen weisen hier einen GC-Anteil von ca.
44 % auf. Dies passt zum Referenzgenom und legt eine angemessene Qualität der Messung
nahe.

Abbildung 3.3: Verteilung der GC-Anteile der Sequenzen
Darstellung der relativen Häufigkeitsverteilung von Sequenzen mit bestimmten prozentualen An-
teilen von Guanin-Cytosin-Basenpaaren. Abbildung entnommen aus dem Sequencing QC Report
von IMGM Laboratories (Planegg).

Anteil uneindeutiger Basen Ein weiterer Aspekt der Qualitätskontrolle stellt die Be-
stimmung des Anteils an Basen dar, die beim Messprozess nicht eindeutig bestimmt werden
konnten und deshalb mit ”N“ (für Englisch “any”) gekennzeichnet wurden. Wie in den Ab-
bildungen 3.5 und 3.6 zu sehen ist, war der Anteil an Basen, die nicht eindeutig bestimmt
werden konnten, äußerst gering. Es kann somit von einer hohen Qualität der bestimmten
Basen ausgegangen werden.

Quality Phred Score Für jede gemessene Base wurde der Quality Phred Score (Q)
bestimmt (siehe Formel 3.1). Dieser ist definiert als der negative, zehnfache dekadische
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Abbildung 3.4: GC-Anteil je Basenposition
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an gemessenen Guanin- und Cytosin-Basen an allen be-
stimmten Basen in Abhängigkeit von der Basenposition. Abbildung entnommen aus dem Sequen-
cing QC Report von IMGM Laboratories (Planegg).
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Abbildung 3.5: Verteilung des Anteils uneindeutig bestimmter Basen
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Sequenzen in Abhängigkeit ihres Anteils an uneindeutig
bestimmten Basen. Abbildung entnommen aus dem Sequencing QC Report von IMGM Labora-
tories (Planegg).
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Abbildung 3.6: Anteil uneindeutig bestimmter Basen je Basenposition
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an uneindeutig bestimmten Basen an der Gesamtzahl be-
stimmter Basen in Abhängigkeit von ihrer Basenposition. Abbildung entnommen aus dem Se-
quencing QC Report von IMGM Laboratories (Planegg).
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Logarithmus der Wahrscheinlichkeit (P), dass die betreffende Base falsch bestimmt wurde.

Q = −10 log10 P (3.1)

Bildet man den arithmetischen Mittelwert der Quality Phred Scores aller Basen einer
Sequenz, erhält man den durchschnittlichen Phred Score dieser Sequenz. Die Verteilung
dieses Werts ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass der Großteil der
Sequenzen einen durchschnittlichen Phred Score von über 30 aufweisen. Insgesamt betrug
der mittlere Phred Score (Q) 34,35. Ein Phred Score von 30 entspricht einer Genauigkeit
von 99,9 %.

In Abbildung 3.8 ist das 95 %-Konfidenzintervall des Phred Scores in Bezug auf die
einzelnen Basenpositionen dargestellt. Der niedrigste Phred-Score für die fünfte Perzentile
liegt bei ca. 14 und entspricht damit einer Genauigkeit von 96 %. Der höchste Wert der
95. Perzentile liegt bei ca. 36 und entspricht damit einer Genauigkeit von 99,97 %. Die
Genauigkeiten sind also sowohl in Bezug auf die Sequenzen als auch auf die einzelnen Ba-
senpositionen hoch. Somit kann von einer im Allgemeinen akkuraten Messung ausgegangen
werden.

Abbildung 3.7: Häufigkeitsverteilung des durchschnittlichen Phred Scores
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Sequenzen in Abhängigkeit ihres durchschnittlichen
Phred Scores. Abbildung entnommen aus dem Sequencing QC Report von IMGM Laboratories
(Planegg).
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Abbildung 3.8: 95%-Konfidenzintervall des Phred Scores pro Basenposition
Dargestellt ist das 95%-Konfidenzintervall des Phred Scores in Abhängigkeit von der jeweiligen
Basenposition. Abbildung entnommen aus dem Sequencing QC Report von IMGM Laboratories
(Planegg).

Überrepräsentierte Sequenzen Die Zahl der mehrfach vorkommenden Sequenzen soll-
te möglichst gering sein, da ansonsten davon auszugehen ist, dass es durch einen systema-
tischen Fehler während der PCR zu einer Anreicherung bestimmter Sequenzen gekommen
ist. In Abbildung 3.9 kann man erkennen, dass bei der vorliegenden Untersuchung der
Großteil der Sequenzen nur wenige Male mehrfach detektiert worden ist. Nur eine gerin-
ge Anzahl von Sequenzen wurde um die 100-mal detektiert, was zu keiner wesentlichen
Verzerrung der Analyse führen sollte.

Eine weitere Kontrolle stellt die Untersuchung auf angereicherte Nukleotid-Pentamere
dar. In Abbildung 3.10 sind die fünf am meisten überrepräsentierten Nukleotid-Pentamere
in Abhängigkeit von ihrer Basenposition dargestellt. Wie man erkennen kann, nehmen diese
Nukleotidabfolgen nicht einmal ein Prozent der jeweiligen Positionen ein, sodass von keiner
bedenklichen Anreicherung von bestimmten Nukleotid-Pentameren ausgegangen werden
muss.
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Abbildung 3.9: Mehrfach vorkommende Sequenzen
Dargestellt ist die relative Häufigkeit von mehrfach vorkommenden Sequenzen, normalisiert auf
die Anzahl an einzigartigen Sequenzen, in Abhängigkeit von der Häufigkeit, wie oft eine Sequenz
bestimmt worden ist. Abbildung entnommen aus dem Sequencing QC Report von IMGM Labo-
ratories (Planegg).
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Abbildung 3.10: Angereicherte Nukleotid-Pentamere
Dargestellt ist die relative Häufigkeit der fünf, statistisch gesehen, am meisten überrepräsentierten
Neukleotid-Pentameren in Abhängigkeit von der jeweiligen Basenposition. Abbildung entnommen
aus dem Sequencing QC Report von IMGM Laboratories (Planegg).
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3.2.2 Analyse der RNA-Sequenzierung
Als Referenzgenom diente das mus musculus Referenzgenom (GRCm38.p4) von NCBI.
Ausgehend davon wurden die Expressionswerte bestimmt.

Um die Daten der RNA-Sequenzierung darauf zu untersuchen, ob eine grundsätzliche
Korrelation unter den Versuchsbedingungen bestand, wurde eine Hauptkomponentenana-
lyse (Principal Component Analysis, PCA) durchgeführt. Bei diesem Verfahren werden
die einzelnen Proben als Datenpunkte in Abhängigkeit von zwei Hauptkomponenten auf
einem Koordinatensystem aufgetragen, sodass Datenwolken entstehen. Proben, die den-
selben Bedingungen ausgesetzt waren, sollten näher beieinander liegen als Proben, die
unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt waren, sofern diese Bedingungen die gemessene
Größe verändern sollten. Zwar unterschieden sich die Proben der einzelnen Bedingungen
untereinander, der größte Unterschied war aber zwischen den Probengruppen “basal” und
“Glukose” auszumachen, wie man es bei einem Effekt der Glukosebehandlung auf die Gen-
expression erwarten würde. Es konnte also gezeigt werde, dass sich die Proben in Abhän-
gigkeit von der Glukosekonzentration, unter der sie inkubiert worden waren, unterschieden.
Damit lässt sich für die RNA-Ebene ein grundsätzlicher Effekt der Glukose feststellen.

Von den 45.765 untersuchten Genen und Genloci waren unter der Berücksichtigung
einer Veränderung mindestens um den Faktor 2 und eines Signifikanzniveaus von ≤ 0,05 641
Gene hoch- und 766 Gene herunterreguliert. Wurde nur eine Veränderung um mindestens
den Faktor 3 bei gleichem Signifikanzniveau berücksichtigt, waren 285 Gene hoch- und 312
Gene herunterreguliert (siehe Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Anzahl der in der RNA-Sequenzierung unterschiedlich exprimierten Gene unter
Anwendung eines Signifikanzniveaus ≤ 0,05 unter Berücksichtigung einer Veränderung
mindestens um den Faktor 2 und mindestens um den Faktor 3.

Faktor hoch runter
≥ 2 641 766
≥ 3 285 312

Einen Überblick über die durch Glukose differenziert exprimierten Gene gibt der Vol-
cano Plot in Abbildung 3.11. Der Volcano Plot stellt die statistische Signifikanz in Form
der p-Werte ins Verhältnis zum Effekt von Glukose auf die Veränderung der Genexpressi-
on, repräsentiert durch den fold change. Gene mit niedrigen p-Werten finden sich in der
Graphik weiter oben, Gene mit größerem absolutem fold change weiter rechts bzw. links.

Die Daten der RNA-Sequenzierung wurden außerdem einer Analyse der Signal- und
Biosynthesewege unterzogen. Hier konnte festgestellt werden, dass durch die Behandlung
verschiedenste Signal- und Biosynthesewege in ihrer Aktivität beeinflusst wurden. Von
den untersuchten Signal- und Biosynthesewegen zeigte sich die Cholesterin-Biosynthese
(Abbildung 3.12) am stärksten beeinflusst. Die Betrachtung der einzelnen Enzyme der
Cholesterin-Biosynthese ergab, dass die meisten von Ihnen unter der hohen Glukosekon-
zentration in ihrer Expression auf RNA-Ebene verstärkt waren.
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Abbildung 3.11: Volcano Plot RNA-Sequenzierung
Darstellung der durch Glukose differenziert exprimierten Gene als sogenannter Volcano Plot. An-
gabe der p-Werte als negativ-dekadischer Logarithmus in Abhängigkeit vom Expressionsverhalten
des jeweiligen Gens, abgebildet als binärer Logarithmus des fold change. Je kleiner der p-Wert,
desto weiter oben auf der Ordinate und je größer eine Induktion bzw. Repression eines Gens
durch Glukose, desto weiter rechts bzw. links auf der Abszisse befindet sich der Datenpunkt.
False discovery rate korrigierte p-Werte < 0,05 in Rot. Abbildung entnommen aus dem Bericht
von IMGM Laboratories (Planegg).

Die Signal- und Biosyntheseweg-Analyse der Cholesterin-Biosynthese ergab fünf Gene,
die wichtige Enzyme dieses Prozesses kodieren und stark durch Glukose beeinflusst wurden:
Dhcr7 (7-Dehydrocholesterol-Reduktase), Acat2 (Acetyl-CoA-Acetyltransferase 2), Mvk
(Mevalonatkinase), Hsd17b7 (Hydroxysteroid-17-β-Dehydrogenase 7 = 3-Ketosteroidreduktase),
Hmgcs1 (zytosolische Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A-Synthase). Die basalen RPKM-
Werte lagen zwischen 6 und 51 und zeigten damit eine deutliche Expression. Die RPKM-
Werte unter der Glukose-Bedingung lagen zwischen 24 und 200. Bei jedem der fünf Gene
war eine deutliche Steigerung der Expression durch Glukose zu verzeichnen, die je nach
Gen zwischen ungefähr drei und annähernd fünf lag.

Verschiedenste weitere Pathways waren in ihrer Expression signifikant verändert. Ins-
besondere der Ungefalteten Protein Antwort (Abbildung 3.13), der Mevalonatweg und die
Phospholipasen.
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Abbildung 3.12: Cholesterin-Biosyntheseweg
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dar-
gestellt sind die im Rahmen der RNA-Sequenzierung aus drei unabhängigen Experimenten ge-
wonnenen RPKM-Werte der Enzyme der Cholesterin-Biosynthese, die sich in der Analyse der
Signal- und Biosynthesewege als durch Glukose beeinflusst gezeigt hatten. Darstellung in Ab-
hängigkeit von der Glukosekonzentration (basal = 0 mM Glukose, Glukose = 2,5 mM Glu-
kose). Die p-Werte wurden mit Hilfe der False Discovery Rate Methode korrigiert. Dhcr7 =
7-Dehydrocholesterol-Reduktase (p < 0,0001), Acat2 = Acetyl-CoA-Acetyltransferase 2 (p <
0,0001), Mvk = Mevalonatkinase (p < 0,0001), Hsd17b7 = Hydroxysteroid-17-β-Dehydrogenase 7
= 3-Ketosteroidreduktase (p < 0,0001), Hmgcs1 = zytosolische Hydroxymethylglutaryl-Coenzym
A-Synthase (p < 0,0001).
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Abbildung 3.13: Ungefaltete Protein-Antwort
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Darge-
stellt sind die im Rahmen der RNA-Sequenzierung aus drei unabhängigen Experimenten gewon-
nenen RPKM-Werte der Gene der ungefalteten Protein-Antwort (Unfolded Protein Response),
die sich in der Analyse der Signal- und Biosynthesewege als besonders durch Glukose beeinflusst
gezeigt hatten. Darstellung in Abhängigkeit von der Glukosekonzentration (basal = 0 mM Gluko-
se, Glukose = 2,5 mM Glukose). Die p-Werte wurden mit Hilfe der false discovery rate Methode
korrigiert. Ddit3 = DNA damage-inducible transcript 3 (p < 0,0001), Ppp1r15a = Protein phos-
phatase 1 regulatory subunit 15A (p < 0,0001), Ero1lb = endoplasmic reticulum oxidoreductase
1 like protein β (p < 0,0001), Xbp1 = X-box binding protein 1 (p < 0,0001), Hspa5 = heat shock
protein family A (Hsp70) member 5 (p < 0,0001), Dnajb9 = DnaJ heat shock protein family
(Hsp40) member B9 (p < 0,0001).



3.3 RT-qPCR: Validierung der Ergebnisse der RNA-Sequenzierung 53

Die Untersuchung der ungefalteten Protein Antwort ergab sechs Gene, die in ihrer Ex-
pression stark durch Glukose beeinflusst wurden: Ddit3 (DNA damage-inducible transcript
3), Ppp1r15a (Protein phosphatase 1 regulatory subunit 15A), Ero1lb (Endoplasmic reticu-
lum oxidoreductase 1 like protein β), Xbp1 (X-box binding protein 1), Hspa5 (heat shock
protein family A (Hsp70) member 5), Dnajb9 (DnaJ heat shock protein family (Hsp40)
member B9). Alle sechs Gene waren unter basalen Bedingungen deutlich stärker exprimiert
als unter Glukose. Glukose führte also zu einer Verringerung der Expression dieses Signal-
wegs. Die basalen RPKM-Werte lagen zwischen 6 und fast 2000. Unter Glukose waren
dagegen RPKM-Werte zwischen 2 und 550 festzustellen. Es kam damit zu 3- bis 14-fachen
Verringerungen der Expression innerhalb dieser Gruppe.

Die unter dem Mevalonatweg zusammengefassten Gene, die sich durch die Glukose-
behandlung wesentlich beeinflusst gezeigt hatten, waren drei, die auch im Rahmen des
Cholesterin-Biosyntheseweges identifiziert worden waren: Acat2, Mvk und Hmgcs1.

Unter die Phospholipasen (Abbildung 3.14) fielen fünf weitere durch Glukose wesent-
lich in ihrer Expression beeinflusste Gene: Hmox1 (Hämoxygenase 1), Lcat (Lecithin-
Cholesterin-Acyltransferase), Pla2g4c (Phospholipase A2 Gruppe IVC = cytosolische Phos-
pholipase A2 γ), Pnpla3 (patatin like phospholipase domain containing 3), Lipg (Lipase G,
endothelialer Typ). Das Expressionsverhalten der Gene dieser Gruppe war sowohl quanti-
tativ als auch qualitativ inhomogen. Während Hmox1 mit einem mittleren basalen Wert
von um die 320 sehr stark exprimiert war, befanden sich die basalen RPKM-Werte der
anderen Gene deutlich unter 1 und konnten damit als unter basalen Bedingungen effektiv
nicht exprimiert angesehen werden. Unter Glukose wiederum kam es bei Hmox1 zu einer
deutlichen Verringerung der Expression auf unter 100 RPKM, während die anderen Gene
stark induziert wurden, wobei Lcat und Lipg sogar RPKM-Werte über 1 aufwiesen und
damit nun als exprimiert angesehen werden konnten.

Außerdem wurden verschiedene Gengruppen betrachtet, die in Bezug auf Glukosestoff-
wechsel, Signaltransduktion und Zellstoffwechsel von Bedeutung sind. Die Auswahl erfolgte
nach der bekannten Bedeutung der jeweiligen Gruppen. Einige dieser Gruppen waren weit-
gehend homogen hoch- oder herunterreguliert, andere Gengruppen wiederum reagierten
heterogen in ihrem Expressionsverhalten auf die applizierten Glukosekonzentrationen.

3.3 RT-qPCR: Validierung der Ergebnisse der RNA-
Sequenzierung

Die anhand der RNA-Sequenzierung ausgewählten Gengruppen wurden sodann in einem
weiteren Schritt mit Hilfe von RT-qPCR-Analysen neu gewonnener Proben genauer un-
tersucht und damit auch das in der RNA-Sequenzierung gezeigte Expressionsverhalten auf
seine Reproduzierbarkeit hin überprüft. Es wurden RNA-Proben aus drei unabhängig von-
einander durchgeführten Experimenten gewonnen, mit deren Hilfe cDNA hergestellt wurde.
Das relative Expressionsverhalten von 110 Genen und 2 Referenzgenen wurde sodann mit
Hilfe des qPCR-Verfahrens in allen drei Probengruppen untersucht. Hierzu wurden über
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Abbildung 3.14: Phospholipasen
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dargestellt
sind die im Rahmen der RNA-Sequenzierung aus drei unabhängigen Experimenten gewonnenen
RPKM-Werte der Gene der Phospholipasen, die sich in der Analyse der Signal- und Biosynthe-
sewege als besonders durch Glukose beeinflusst gezeigt hatten. Darstellung in Abhängigkeit von
der Glukosekonzentration (basal = 0 mM Glukose, Glukose = 2,5 mM Glukose). Die p-Werte
wurden mit Hilfe der false discovery rate Methode korrigiert. Hmox1 = Hämoxygenase 1 (p <
0,0001), Lcat = Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (p < 0,0001), Pla2g4c = Phospholipase A2
Gruppe IVC = cytosolische Phospholipase A2 γ (p < 0,0001), Pnpla3 = patatin like phospholi-
pase domain containing 3 (p = 0,0438), Lipg = Lipase G, endothelialer Typ (p < 0,0001).
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27 96-Well-Platten (also knapp 2.600 Mirko-Wells) pipettiert.

3.3.1 Normierung, Referenz- und Haushaltsgene
Zur Normierung von qPCR-Daten ist es notwendig, Gene zu identifizieren, die sowohl
theoretisch als auch empirisch nicht durch die untersuchte Behandlung in ihrer Expression
verändert werden (sollten). Auf deren Expressionsverhalten wird dann das Expressionsver-
halten der übrigen Gene normiert. Dies dient zudem dem Ausgleich von Verfahrensfehlern
und Ungenauigkeiten in der Probengröße, die bei derart kleinen Volumina und störungs-
anfälligen Verfahren zwangsläufig auftreten. Diese Gene bezeichnet man deshalb als Refe-
renzgene, gemeinhin auch “Haushaltsgene” genannt, da diese Proteine konstitutiv vorliegen
und in ihrer Menge nicht dynamisch reguliert werden. Um derartige Gene zu identifizieren,
die durch die angewandte Glukosebehandlung in ihrer Expression nicht beeinflusst werden,
wurden geläufige Referenzgene in der RNA-Sequenzierung auf ihre Beinflussbarkeit durch
Glukose hin untersucht. Von den als Referenzgenen etablierten Genen wurden vier ausge-
wählt, die sich durch die Glukosebehandlung nicht beeinflusst zeigten. Diese waren: Tbp,
Sdha, Actb, Gapdh. Zunächst wurden diese Gene darauf untersucht, ob sie auch im Rahmen
der qPCR-Analysen eine unveränderte Expression bei Veränderung der Glukosekonzentra-
tion des Mediums zeigen würden (Abbildung 3.15). Actb und Gapdh zeigten sowohl in der
RNA-Sequenzierung als auch in den RT-qPCR-Analysen eine erhöhte Expression unter
erhöhten Glukosekonzentrationen. Außerdem wurde der Zusammenhang zwischen cDNA-
Verdünnung und Cq-Wert auf seine Linearität hin überprüft. Ein linearer Zusammenhang
zwischen Verdünnung und Cq-Wert ist ein Qualitätsmerkmal. Diese Linearität sollte eine
gleichförmige Steigung unabhängig von den Versuchsbedingungen besitzen. Da die gesamte
statistische Analyse der RT-qPCR-Daten von den Referenzgenen abhängt, war die Qua-
lität und Reproduzierbarkeit der zur Normierung heranzuziehenden Gene von besonderer
Wichtigkeit. Bis auf Gapdh zeigten alle vier Gene einen linearen Kurvenverlauf, der unter
den angewendeten Glukosekonzentrationen annähernd parallel verlief. Bei Gapdh dagegen
änderte sich unter Hochglukose der lineare Zusammenhang in seiner Steigung. Aufgrund
dieser Beobachtung wurden Tbp und Sdha als die von den Vieren am besten geeigneten
Gene zur Normierung der qPCR-Daten identifiziert und dienten im Folgenden als Re-
ferenzgene. Tbp und Sdha zeigten zudem eine unterschiedliche Expression im Vergleich
zueinander. Dies wurde als hilfreich angesehen, da so je ein Referenzgen eine höher und ei-
ne niedriger exprimierte Gengruppe repräsentierte. Sollten die Versuchsbedingungen Gene
in Abhängigkeit von ihrem Expressionsniveau unter Kontrollbedingungen unterschiedlich
in ihrer Transkription beeinflussen, ließ sich dies durch verschieden stark exprimierte Re-
ferenzgene leichter identifizieren.

3.3.2 Allgemeiner Überblick
Zur Durchführung der RT-qPCR wurden die ausgewählten Gene in Gruppen eingeteilt,
die gemeinsam untersucht wurden. Aufgrund des Pipettierschemas hatten pro 96-Well-
Platte maximal 14 Zielgene und 2 Referenzgene Platz. Welche Gene gemeinsam auf einer
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Abbildung 3.15: Einfluss der cDNA-Verdünnung der Referenzgene auf den RNA-
Nachweis
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dargestellt
sind die im Rahmen der RT-qPCR aus drei unabhängigen Experimenten gewonnenen Werte des
Cycle of quantification (Cq) der Referenzgene Tbp, Sdha, Actb und Gapdh in Abhängigkeit von
der logarithmisch aufgetragenen Verdünnung der cDNA (100-, 200-, 400- und 800-fach) und der
Behandlung durch Glukose (schwarz: basal, 0 mM Glukose; rot: Glukose, 2,5 mM Glukose).
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Well-Platte untersucht wurden, wurde anhand der Funktion und Größe der Gengruppe
entschieden. Das Ergebnis dieser Einteilung waren acht Gruppen von Zielgenen. Durch
den Vergleich mit den Ergebnissen der RNA-Sequenzierung ließen sich die Zielgene in zwei
Teile unterteilen: Im einen Teil ließ sich die Tendenz der RNA-Sequenzierung (Induktion,
Repression oder Gleichheit der Expression durch Glukose) in der qPCR reproduzieren. Im
anderen Teil dagegen ließ sich die Tendenz der RNA-Sequenzierung nicht reproduzieren.
Im Allgemeinen waren die Effekte der Glukose in der RNA-Sequenzierung zumeist stärker
als in der RT-qPCR.

Die im Folgenden angegebenen Werte sind zur besseren Lesbarkeit gerundet, wobei die
RPKM-Werte auf eine Nachkommastelle und die Prozent-Werte auf ganze Zahlen gerundet
wurden. Die relative Expression, die im Folgenden in Prozent angegeben wird, wurde jedoch
aus den nicht gerundeten Ausgangswerten berechnet und erst anschließend gerundet. Dar-
aus erklären sich mögliche Abweichungen zwischen den angegebenen relativen Expressions-
Werten und den relativen Expressionen auf Basis der gerundeten RPKM-Werte.

3.3.3 Insulin- und IGF-Signalweg
Übersicht In dieser Guppe wurden drei Rezeptoren, nämlich der Insulinrezeptor (Insr)4,
der Insulin Like Growth Factor 1 Rezeptor (Igf1r)5 und der Insulin Like Growth Factor 2
Rezeptor (Igf2r)6, sowie deren zwei Vermittlerproteine das Insulinrezeptorsubstrat 1 und 2
(Irs1 7 und Irs2 8) zusammengefasst, um den Einfluss von Glukose auf den Insulin-Signalweg
näher zu untersuchen (Abbildung 3.16). Die Insulinrezeptorsubstrate verbinden die Rezep-
toren für Insulin und Insulin Like Growth Factor 1 mit den nachfolgenden Signalkaskaden.
Hier sind im Wesentlichen der Proteinkinase B- (oder AKT-)Signalweg und der RAS-RAF-
ERK-Signalweg zu nennen (Le et al. , 2023).

Insr Beim Insulinrezeptor handelt es sich um eine heteroteramere Rezeptortyrosinkina-
se, die nach Bindung von Insulin eine Autophosphorylierung durchführt, was dann zur
Bindung der Insulinrezeptorsubstrate führt (Lee & Pilch, 1994). Der Insulinrezeptor hat-
te in der RNA-Sequenzierung eine Reduktion von seiner Expression von 4,2 RPKM auf
3,7 RPKM gezeigt. Diese Reduktion um 13,3 % ließ sich in der RT-qPCR jedoch nicht
bestätigen. Hier zeigte sich der Insulinrezeptor durch Glukose nicht beeinflusst.

Igf1r Der Igf1r, der in seinen nachgeschalteten Signalwegen im Wesentlichen dem Insr
gleicht, war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose von 5,5 RPKM auf 7,2 RPKM um
31 % induziert worden. Dies ließ sich auf fast annähernd gleich hohem Niveau auch in der
RT-qPCR-Analyse reproduzieren, wo sich bei Normierung auf Tbp eine Induktion um 21 %
und auf Sdha um 28 % ergab.

4https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16337 aufgerufen am 08.03.2022.
5https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16001 aufgerufen am 08.03.2022.
6https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16004 aufgerufen am 08.03.2022.
7https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16367 aufgerufen am 08.03.2022.
8https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/384783 aufgerufen am 08.03.2022.
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Igf2r Dem IGF2R wird im Gegensatz zum INSR und dem IGF1R die Rolle eines “auf-
räumenden” Rezeptors zugesprochen, der, indem er IGF2 bindet und dem lysosomalen
Abbau zuführt, dessen Wirkung auf den IGF1R begrenzt (Tian et al. , 2014). Der Igf2r
war in der RNA-Sequenzierung mit 30 RPKM unter basalen Bedingungen relativ stark
exprimiert und wurde durch Glukose um 45 % auf 18,1 RPKM in seiner Expression redu-
ziert. Dieser Effekt ließ sich in der RT-qPCR allerdings nicht reproduzieren. Stattdessen
zeigte der Igf2r hier keinerlei signifikante Veränderung in seiner Expression durch die Ver-
suchsbedingungen.

Irs Von den insgesamt 6 Isoformen des Insulinrezeptorsubstrats wurden die beiden wich-
tigsten Irs1 und Irs2 untersucht. Das Irs1 zeigte eine deutliche Induktion durch Glukose
in der RNA-Sequenzierung von 1,5 RPKM auf 3,7 RPKM, also eine Steigerung um fast das
2,5-fache. In der RT-qPCR ließ sich die Tendenz der Induktion reproduzieren, allerdings
nicht in dieser Höhe. Es zeigte sich hier nur eine Induktion von annähernd 50 %. Das Irs2
zeigte sich bei einem RPKM-Wert von etwas über 8 in der RNA-Sequenzierung nicht durch
Glukose signifikant beeinflusst. Dies ließ sich auch in der RT-qPCR reproduzieren.

3.3.4 Insulin-induziertes Gen 1 und 2 (INSIG1/2)

Insig1 Das Insulin induced gene 1 (INSIG1)9 ist Teil des SREBP-SCAP-INSIG-Komplexes
des endoplasmatischen Retikulums. Bei hohen Cholesterin-Konzentrationen hält INSIG1
den Transkriptionsfaktor SREBP in der Membran des endoplasmatischen Retikulums zu-
rück, sodass dieser die Transkription des LDL-Rezeptors nicht fördern kann (Gong et al. ,
2006). Außerdem bindet INSIG1 bei hohen Cholesterinkonzentrationen das Schlüsselenzym
der Cholesterin-Biosynthese, die HMG-CoA-Reduktase, und bewirkt so deren Ubiquitiny-
lierung und Abbau (Lee et al. , 2006). Insig1 hatte in der RNA-Sequenzierung eine starke
Induktion um 118 % von 69,2 RPKM auf 150,9 RPKM gezeigt. Diese Tendenz ließ sich
auch in der RT-qPCR-Analyse nachweisen, wenn auch nicht in einer ebenso großen Stärke,
sondern mit 34 % unter Normierung auf Tbp und 43 % unter Normierung auf Sdha deutlich
schwächer (Abbildung 3.17).

Insig2 Das Insulin induced gene 2 (Insig2, Funktion: Oxysterol-Bindung, Beteiligung
u.a. an der Cholesterin-Biosynthese, der Morphogenese des Ohres und der negativen Re-
gulation der Fett-Biosynthese, Teil des SREBP-SCAP-Insig-Komplexes)10 zeigte sich wie
in der RNA-Sequenzierung, wo es eine Expression um die 11 RPKM aufwies, auch in der
RT-qPCR nicht duch die Versuchsbedingungen beeinflusst (Tbp: 3 %; Sdha: 8 %).

9https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/231070 aufgerufen am 08.03.2022.
10https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/72999 aufgerufen am 08.03.2022.
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Abbildung 3.16: Insulin- und IGF-Signalweg
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dar-
stellung der relativen Expression der Insulinrezeptorsubstrate 1 und 2 (Irs1 und Irs2 ) sowie
des Insulinrezeptors (Insr) und der Insulin Like Growth Factor 1 und 2 Rezeptoren (Igf1r und
Igf2r). In Schwarz die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit #
markiert. Die Berechnung der p-Werte erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate
korrigiert nach Benjamini und Hochberg, n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert
auf das Referenzgen Tbp und in Weiß auf das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß
two-way ANOVA sind mit * markiert, n = 3.
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Abbildung 3.17: Insulin-induzierte Gene 1 und 2
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dar-
stellung der relativen Expression von Insig1 und Insig2. In Schwarz die Ergebnisse der RNA-
Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert. Die Berechnung der p-Werte er-
folgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert nach Benjamini und Hochberg,
n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das Referenzgen Tbp und in Weiß auf
das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß two-way ANOVA sind mit * markiert, n
= 3.
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3.3.5 RAS-GTPasen
Übersicht Wie bereits oben besprochen, ist einer der durch die IRS vermittelten Si-
gnalwege der RAS-RAF-ERK-Signalweg. Dieser Signalweg spielt nicht nur in der Signal-
transduktion von Insulin und IGF eine wichtige Rolle, sondern seine Vertreter sind auch
als wichtige Onkogene bei verschiedensten Krebsarten bekannt (Samatar & Poulikakos,
2014). In der nun folgenden Gruppe wurde der Einfluss der Glukose auf die Genexpression
ausgewählter Vertreter der RAS-Proteinfamilie (Hras, Kras, Nras, Rras) untersucht (Ab-
bildung 3.18). Die RAS-Proteine sind GTPasen, welche GTP zu GDP hydrolysieren. Nach
erfolgter Hydrolyse wird das GDP mit Hilfe sogenannter Guaninnukleotid Austauschfak-
toren (Englisch: Guanosine triphosphate Exchange Factor, GEF) durch GTP ersetzt. Die
ebenfalls in dieser Gruppe untersuchten Gene Sos1 und Sos2 stellen ebensolche GEFs dar
und verbinden über GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2 ) die IRS mit der RAS-
RAF-ERK-Singalkaskade. Die Hydrolyse selbst wird zusätzlich durch sogenannte GTPase
aktivierende Proteine (GAP) erleichtert (Olson & Marais, 2000). Um den Kreis zu schlie-
ßen wurde noch ein Vertreter dieser GTPase aktivierenden Proteine, das RAS P21 Protein
Activator 1 (Rasa1 ) ebenfalls in dieser Gruppe untersucht.

Hras Das Harvey rat sarcoma virus oncogene (Hras)11 hatte in der RNA-Sequenzierung
unter Glukose eine Induktion von 34 % von 17,2 RPKM auf 23,2 RPKM gezeigt. Eine
Induktion konnte auch in der RT-qPCR in abgeschwächter Form nachgewiesen werden.
Unter Normierung auf Tbp betrug diese 15 % und unter Normierung auf Sdha 22 %, wobei
der Effekt nur bei Normierung auf das Referenzgen Sdha signifikant war.

Kras In der RNA-Sequenzierung hatte das Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
(Kras)12 unter Glukose eine Reduktion seiner Expression um 17 % von 29,6 RPKM auf
24,5 RPKM erfahren. In der RT-qPCR dagegen war das Gen durch die Glukose in seiner
Expression nicht signifikant beeinflusst worden.

Nras Die vom Neuroblastoma ras oncogene (Nras)13 gezeigte leichte Induktion in der
RNA-Sequenzierung um 17 % von 30,1 RPKM auf 35,2 RPKM ließ sich in stärkerem
Maße auch in der RT-qPCR-Analyse beobachten, und zwar um 25 % unter Normierung
auf Tbp und 32 % unter Normierung auf Sdha. Allerdings war die Messung mit einem
relativ großen Fehlerbereich behaftet.

Rras Das Related RAS viral (r-ras) oncogene (Rras)14 hattte in der RNA-Sequenzierung
eine leichte Veränderung der Genexpression unter Glukose um 14 % von 27,1 RPKM auf
30,7 RPKM gezeigt. Dies ließ sich auch in seiner Tendenz in der RT-qPCR zeigen. So

11https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/15461 aufgerufen am 08.03.2022.
12https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/15461 aufgerufen am 08.03.2022.
13https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/18176 aufgerufen am 08.03.2022.
14https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20130 aufgerufen am 08.03.2022.
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ergab die Normierung auf Tbp eine Induktion um 11 % und auf Sdha um 16 %. Diese
Beobachtungen waren jedoch sowohl in der RNA-Sequenzierung, als auch in der RT-qPCR
nicht signifikant, sodass von keinem relevanten Einfluss der Glukose auf die Expression von
Rras gesprochen werden kann.

Sos Die beiden Guaninnukleotid-Austauschfaktoren SOS1 (SOS Ras/Rac guanine nucleo-
tide exchange factor 1 )15 und SOS2 (SOS Ras/Rho guanine nucleotide exchange factor 2 )16

hatten in der RNA-Sequenzierung noch gegensätzliche Reaktionen ihrer RNA-Expression
unter Glukose gezeigt. So war Sos1 durch Glukose um 19 % von 7,2 RPKM auf 8,6 RPKM
in seiner Expression gesteigert worden, wohingegen Sos2 eine Reduktion seiner Expression
unter Glukose um 16 % von 6,3 RPKM auf 5,4 RPKM zeigte. Beide Gene zeigten sich in
der RT-qPCR dann jedoch nicht signifikant durch die Glukosebehandlung beeinflusst.

Rasa1 Das außerdem untersuchte Gen des GTPase-aktivierenden Proteins RASA1 (RAS
p21 protein activator 1 )17 war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose um 21 % von
30,3 RPKM auf 23,9 RPKM in seiner Expression reduziert worden. Im Rahmen der RT-
qPCR ließ sich ebenfalls eine Reduktion feststellen (−16 % unter Normierung auf Tbp und
−12 % unter Normierung auf Sdha), allerdings war diese Effekte nicht signifikant.

3.3.6 RAF-Kinasen
Übersicht Die nächste Stufe des ERK-Signalwegs bilden nach den RAS-GTPasen die
RAF-Kinasen (Rapidly accelerated fibrosarcoma), welche durch aktives, also GTP gebun-
denes, RAS an die Zellmembran rekrutiert und dadurch aktiviert werden (Samatar & Pou-
likakos, 2014). Es gibt drei Isoformen innerhalb der RAF-Kinasen-Familie, nämlich ARAF,
BRAF und CRAF, auch RAF1 genannt, welche in der folgenden Gruppe (Abbildung 3.19)
näher untersucht wurden.

Araf Die Araf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase (Araf )18 hatte sich in der
RNA-Sequenzierung mit einer Expression von 10,6 RPKM unter basalen Bedingungen
und 11,1 RPKM unter 2,5 mM Glukose nicht relevant durch Glukose beeinflusst gezeigt.
Die mittlere Steigerung der Expression in der RT-qPCR betrug normiert auf Tbp 23 %.
Allerdings war die Messung mit einer großen Streuung behaftet, sodass diese Änderung als
nicht signifikant anzusehen ist.

Braf Im Gegensatz hierzu hatte sich die B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kina-
se (Braf )19 in der RNA-Sequenzierung durch Glukose von 4,7 RPKM auf 3,4 RPKM um

15https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20662 aufgerufen am 08.03.2022.
16https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20663 aufgerufen am 08.03.2022.
17https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/218397 aufgerufen am 08.03.2022.
18https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/11836 aufgerufen am 17.02.2022.
19https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/109880 aufgerufen am 17.02.2022.
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Abbildung 3.18: Ras-GTPasen mit GEFs und GAP
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere
drei Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert.
Darstellung der relativen Expression der Ras-GTPasen Hras, Kras, Nras und Rras sowie der
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren, Sos1 und Sos2, und des GTPase-aktivierenden Proteins
Rasa1. In Schwarz die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit
# markiert. Die Berechnung der p-Werte erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate
korrigiert nach Benjamini und Hochberg, n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert
auf das Referenzgen Tbp und in Weiß auf das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß
two-way ANOVA sind mit * markiert, n = 3.
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28 % reduziert gezeigt. Auch in der RT-qPCR zeigte sich eine Reduktion der Expression
um 21 %, welche aufgrund einer hohen Streuung jedoch nicht signifikant war.

Raf1 Das letzte Mitglied der RAF-Kinasen-Familie, die Raf-1 Proto-Oncogene, Seri-
ne/Threonine Kinase (Raf1 oder Craf )20 war durch Glukose in der RNA-Sequenzierung
von 39 RPKM auf 30,3 RPKM um 22 % reduziert worden. Diser Effekt ließ sich in der
RT-qPCR nicht reproduzieren. Hier zeigte sich unter Normierung auf Tbp eine nicht signi-
fikante Erhöhung um 8 %.

3.3.7 MEK und ERK
Übersicht Die Gene der vorletzten Stufe des ERK-Signalwegs vor ERK selbst, bilden
MEK1 und 2, auch bekannt als Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1/2 (MAP2K1
und MAP2K2 ).

Mek Die Map2k1 hatte sich in der RNA-Sequenzierung durch Glukose nicht relevant
beeinflusst gezeigt, mit einer Änderung um 4 % von 19,8 RPKM auf 20,6 RPKM. Ganz
anders verhielt sich hingegen die Map2k2, welche in der RNA-Sequenzierung unter Glukose
einen signifikanten Anstieg ihrer Expression um 21 % von 57,8 RPKM auf 70,1 RPKM
zeigte. Auf eine Untersuchung im Rahmen der RT-qPCR wurde aus Kapazitätsgründen
verzichtet.

Erk Die Erk1 (Extracellular Signal-regulated Kinase 1 ), auch bekannt als Mitogen-Acti-
vated Protein Kinase 3 (Mapk3 ), war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose in ihrer
Expression um 24 % von 72,9 RPKM auf 90,7 RPKM signifikant gesteigert worden. Im
Gegensatz hierzu hatte sich für die Erk2 (Mapk1 ) in der RNA-Sequenzierung mit einer
Reduktion um weniger als 1 % von 38,2 RPKM auf 38,1 RPKM kein signifikanter Ein-
fluss von Glukose auf die Expression feststellen lassen. Aus Kapazitätsgründen wurden die
Genexpression von Erk1 und Erk2 nicht mittels RT-qPCR untersucht.

3.3.8 Serum Response Element (SRE)
Übersicht In den obigen Abschnitten wurde der Einfluss der Glukose auf die Genex-
pression der einzelnen am RAS-RAF-ERK-Signalweg beteiligten Proteine nachvollzogen.
In den folgenden Abschnitten sollen nun die dem ERK-Signalweg nachgeschalteten Si-
gnalwege bzw. Transkriptionsfaktoren beleuchtet werden. Ein durch phosphoryliertes ERK
wiederum phosphorylierter und damit aktivierter Transkriptionsfaktor ist ELK. Die drei
Isoformen ELK1, ELK3 und ELK4 gehören zur Subfamilie der Ternary Complex Factors
(TCF) der Familie der Erythroblast Transformation Specific (ETS)-Familie (Davis et al.
, 2000). ELK bindet außerdem den ebenfalls als Transkriptionsfaktor bekannten Serum
Response Factor (SRF). Gemeinsam wirken insbesondere ELK1 und SRF synergistisch

20https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/110157 aufgerufen am 17.02.2022.
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Abbildung 3.19: RAF-Kinasen
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Darstel-
lung der relativen Expression der RAF-Kinasen Araf, Braf und Craf (Ras1 ). In Schwarz die Er-
gebnisse der RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert. Die Berechnung
der p-Werte erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert nach Benjamini
und Hochberg, n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das Referenzgen Tbp
und in Weiß auf das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß two-way ANOVA sind
mit * markiert, n = 3.
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und binden das Serum Response Element, einen Promotor vor verschiedenen Genen, u.a.
von C-fos (Latinkić et al. , 1996). In der vorliegenden Arbeit wurde nun der Einfluss von
Glukose auf die Genexpression von SRF und ELK1, 3 und 4 untersucht (Abbildung 3.20).

Srf Der Srf 21 hatte sich in der RNA-Sequenzierung durch Glukose stark in seiner Gen-
expression gesteigert gezeigt. So stieg Srf hochsignifikant von 4,8 RPKM um 111 % auf
10,1 RPKM an. Dieser Effekt ließ sich jedoch durch die Daten der RT-qPCR nicht repro-
duzieren. Hier zeigte sich eine nicht signifikante Reduktion der Expression um 10 % bei
Normierung auf Tbp und um 4 % unter Berücksichtigung des Referenzgens Sdha.

Elk1 Elk1 22 hatte in der RNA-Sequenzierung bei einer Expression von 13 RPKM sowohl
unter basalen Bedingungen als auch unter 2,5 mM Glukose keine Änderung seiner Expres-
sion gezeigt. Ein ähnliches Bild ergab sich unter Normierung auf Tbp in der RT-qPCR,
wo sich eine nicht signifikante Induktion von 6 % erkennen ließ. Unter zu Hilfenahme des
Referenzgens Sdha zeigte sich dagegen eine Induktion von 13 %.

Elk3 Ganz anders verhielt sich im Vergleich hierzu Elk3 23. In der RNA-Sequenzierung
ließ sich eine Induktion des Gens von 20,6 RPKM um 59 % auf 32,6 RPKM beobachten.
Dies bestätigte sich in leicht abgeschwächter Form in der RT-qPCR. Unter Normierung auf
Tbp ließ sich eine mittlere Induktion um 40 % und unter Sdha um 50 % beobachten.

Elk4 Das letzte Mitglied der Ternary Complex Family, Elk4 24, war in der RNA-Sequenzierung
durch Glukose um 28 % von 4,9 RPKM auf 3,5 RPKM reduziert worden. Dieses Expres-
sionsverhalten ließ sich in der RT-qPCR nicht reproduzieren. Normiert auf Tbp ergab sich
keine signifikante Änderung der Expression. Unter Normierung auf Sdha zeigte sich dage-
gen eine Induktion der Expression unter 2,5 mM Glukose um 11 %.

3.3.9 cAMP Response Element (CRE)
Übersicht Ein weiterer durch ERK phosphorylierter und damit aktivierter Transkripti-
onsfaktor ist das cAMP Response Element Binding-Protein (CREB), das das cAMP Re-
sponse Element (CRE), welches in den Promotorregionen diverser Gene zu finden ist, bin-
det (Davis et al. , 2000). Die Aktivität von CREB wird durch sogenannte cAMP-regulated
transcriptional co-activators (CRTC) noch gesteigert (Altarejos & Montminy, 2011). In der
folgenden Gruppe wurden die Gene von CREB1, 3 und 5 sowie von CRTC1 bis 3 zusam-
mengefasst. Ergänzend hierzu wurden außerdem die Gene von CREB3L1 und 2, CREBBP,
CREBL2, CREBRF und CREBZF untersucht. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist
in Abbildung 3.21 zu sehen.

21https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20807 aufgerufen am 17.02.2022.
22https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/13712 aufgerufen am 22.02.2022.
23https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/13713 aufgerufen am 22.02.2022.
24https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/13714 aufgerufen am 22.02.2022.
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Abbildung 3.20: SRE: Srf und Elk
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dar-
stellung der das Serum Response Element bindenden Transkriptiosfaktoren Srf, Elk1, Elk3 und
Elk4. In Schwarz die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit #
markiert. Die Berechnung der p-Werte erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate
korrigiert nach Benjamini und Hochberg, n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert
auf das Referenzgen Tbp und in Weiß auf das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß
two-way ANOVA sind mit * markiert, n = 3.
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Creb1 Creb1 25 hatte in der RNA-Sequenzierung eine Reduktion seiner Expression unter
Glukose von 7,1 RPKM um 18 % auf 5,8 RPKM gezeigt. Dieser Effekt ließ sich in der RT-
qPCR nicht reproduzieren. Hier zeigten sich sowohl unter Normierung auf Tbp als auch
Sdha nur unwesentliche Veränderung der Expression.

CREB3 CREB3 ist Namensgeber und Mitglied der als CREB3-Familie bezeichneten
Gruppe von Transkriptionsfaktoren, zu denen neben CREB3 auch CREB3L1, CREB3L2,
CREB3L3 und CREB3L4 (CAMP Responsive Element Binding Protein 3 Like 1 - 4 ) ge-
hören. Ihnen ist gemein, dass sie in ihrer inaktiven Form in der Membran des endoplasma-
tischen Retikulums lokalisiert sind und nach Aktivierung zum Golgi-Apparat transportiert
werden, wo der N-Terminus abgespalten wird, welcher dann schließlich im Nucleus seine
Aktivität als Transkriptionsfaktor entfaltet (Sampieri et al. , 2019). In der vorliegenden
Arbeit wurde das Expressionsverhalten der ersten drei Mitglieder dieser Genfamilie unter-
sucht.

Creb3 Creb3 26 war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose nicht wesentlich in sei-
ner Expression verändert worden. In der RT-qPCR ließ sich bei Normierung auf Tbp eine
leichte Reduktion seiner Expression um 14 % feststellen. Unter Normierung auf Sdha wie-
derum war ähnlich zur RNA-Sequenzierung keine wesentliche Veränderung der Expression
festzustellen.

Creb3l1 Für das zweite Mitglied der CREB3-Familie, dem Creb3l1 27, war in der RNA-
Sequenzierung eine nicht signifikante Steigerung der Expression von 5,0 RPKM um 25 %
auf 6,2 RPKM zu beobachten. Auch im Rahmen der RT-qPCR ließ sich unter Normierung
auf Tbp und Sdha kein signifikanter Einfluss von Glukose auf Creb3l1 feststellen.

Creb3l2 Creb3l2 28 hatte in der RNA-Sequenzierung eine Verringerung seiner Expression
um 11 % von 10,9 RPKM auf 9,8 RPKM gezeigt. Im Rahmen der RT-qPCR wurde unter
Normierung auf Tbp eine nicht signifikante Reduktion der Expression um 8 % und unter
Normierung auf Sdha eine nicht signifikante Reduktion um 2 % festgestellt.

Crebrf Im Zusammenhang mit CREB3 wirkt auch das Protein CREBRF (CREB3 Re-
gulatory Factor). Die CREB3-Familie wirkt als Transkriptionsfaktor nicht nur durch die
Bindung des CRE, sondern ist auch in die Stressreaktion des endoplasmatischen Reti-
kulums involviert, der sogenannten ungefalteten Protein-Antwort (Unfolded Protein Re-
sponse), indem sie den entsprechenden Abschnitt der Promotorregion einiger Gene, das
Unfolded Protein Response Element bindet. Der CREBRF wirkt hierbei als negativer Re-
gulator, indem er CREB3 bindet und dessen Inaktivierung und Abbau fördert (Audas et al.

25https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12912 aufgerufen am 25.02.2022.
26https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12913 aufgerufen am 25.02.2022.
27https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/26427 aufgerufen am 25.02.2022.
28https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/208647 aufgerufen am 25.02.2022.
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, 2008). Darüber hinaus besteht ein Zusammenhang zwischen bestimmten Allel-Varianten
von CREBRF, die mit einem erhöhten Risiko für Adipositas, bei interessanterweise gleich-
zeitig erniedrigtem Risiko für Diabetes mellitus Typ 2 verbunden sind (Krishnan et al. ,
2018). Diese nicht unwesentliche Bedeutung für den Glukosestoffwechsel spiegelte sich auch
in den Daten der vorliegenden Arbeit wieder. So war Crebrf 29 in der RNA-Sequenzierung
durch Glukose um 53 % von 14,5 RPKM auf 6,8 RPKM reduziert worden. Auch in der
RT-qPCR zeigte sich eine Reduktion der Expression durch Glukose. Unter Normierung auf
das Referenzgen Tbp betrug diese Reduktion 24 % und auf Sdha 19 %.

Creb5 Creb5 30 war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose stark reprimiert worden.
Es zeigte sich eine Reduktion der Expression um 73 % von 1,6 RPKM auf 0,4 RPKM.
Dieser Effekt ließ sich in der RT-qPCR bei Normierung auf Tbp mit einer Reduktion um
32 % abgeschwächt reproduzieren. Bei Normierung auf das Referenzgen Sdha zeigte sich
eine Reduktion um 27 %. Allerdings war diese Änderung nicht signifikant.

Crebbp Das CREBBP (CREB Binding Protein)31 bindet nicht nur CREB, sondern wirkt
auch als Co-Aktivator diverser anderer Transkriptionsfaktoren, indem es u.a. Histone ace-
tyliert. Außerdem wird ihm eine wichtige Rolle beim Wechsel zwischen Energiespeichern
und -verbrauchen unterstellt (Yamauchi et al. , 2002). In der RNA-Sequenzierung war
Crebbp in seiner Expression durch Glukose um 11 % von 5,5 RPKM auf 4,9 RPKM redu-
ziert worden. In der RT-qPCR zeigte sich dagegen kein signifikanter Einfluss der Glukose
auf Crebbp.

Crebl2 Ebenfalls in dieser Gruppe wurde das Transkriptionsverhalten von Crebl2 32 un-
tersucht. Auch CREBL2 wird die Fähigkeit zugeschrieben CRE zu binden und es gilt auf-
grund seiner Deletion in unterschiedlichen Malignomen als mögliches Tumorsuppressorgen
(Hoornaert et al. , 1998). In der RNA-Sequenzierung war Crebl2 durch Glukose um 22 %
von 3,2 RPKM auf 3,8 RPKM induziert worden. Auch in der RT-qPCR zeigte sich eine
Induktion. Diese war mit 10 % unter Normierung auf Tbp und mit 16 % unter Normierung
auf Sdha allerdings nicht signifikant.

Crebzf Ein weiteres Gen, das in dieser Gruppe untersucht wurde, ist Crebzf (CREB/ATF
BZIP Transcription Factor, Zhangfei)33. Es wird vermutet, dass CREBZF die Aktivität
des Tumorsuppressorgens p53 moduliert (López-Mateo et al. , 2012). Außerdem scheint
CREBZF inhibitorisch auf CREB3 zu wirken (Misra et al. , 2005), weshalb ihm auch eine
mögliche Rolle bei der Regulation der ungefalteten Protein-Antwort zugeschrieben wird
(Zhang et al. , 2013). Nicht zuletzt scheint CREBZF auch STAT3 zu inhibieren und so

29https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/77128 aufgerufen am 25.02.2022.
30https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/231991 aufgerufen am 25.02.2022.
31https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12914 aufgerufen am 25.02.2022.
32https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/232430 aufgerufen am 25.02.2022.
33https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/233490 aufgerufen am 25.02.2022.
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einen negativen Einfluss auf die Regenration von Hepatozyten zu nehmen. (Hu et al. ,
2020) Mit Hilfe der RNA-Sequenzierung konnte eine 25 %-ige Reduktion der Expression
von Crebzf unter Glukose von 8,3 RPKM auf 6,3 RPKM nachgewiesen werden. In der RT-
qPCR war ebenfalls eine Reduktion zu beobachten, die sogar noch stärker ausfiel. Unter
Normierung auf Tbp betrug sie 35 % und unter Normierung auf Sdha 31 %.

CRTC Schließlich wurden noch die drei bekannten cAMP-Regulated Transcriptional Co-
Activators (CRTC1-3) untersucht. cAMP und Kalzium-Signale führen zur Dephosphory-
lierung und damit Aktivierung von CRTC, welches daraufhin in den Nukleus verlagert
wird und dort seine Funktion als Co-Aktivator von CREB wahrnimmt. CRTC134, welches
insbesondere im Hypothalamus exprimiert wird, spielt eine wichtige Rolle bei der Vermitt-
lung von Leptin-Signalen und der Begrenzung der Nahrungsaufnahme. CRTC235 wiederum
vermittelt die durch Glukagon induzierte Glukoneogenese in der Leber und spielt eine Rol-
le bei der Entwicklung einer Insulinresistenz. CRTC336 schließlich wirkt in Fettzellen als
Gegenspieler der Signalweiterleitung der Katecholamine und fördert damit Fettleibigkeit
(Altarejos & Montminy, 2011).

Crtc1 In der RNA-Sequenzierung war Crtc1 durch Glukose von 6,9 RPKM um 24 % auf
8,6 RPKM induziert worden. In der RT-qPCR ließ sich zwar die Tendez einer Induktion
reproduzieren, dieser Effekt war jedoch nicht signifikant. Unter Normierung auf Tbp kam es
zu einer insignifikanten Erhöhung um 9 %. Die Erhöhung der Expression unter Normierung
auf Sdha um 16 % war ebenfalls nicht signifikant.

Crtc2 Crtc2 war in der RNA-Sequenzierung insignifikant um 10 % von 15,6 RPKM auf
14,1 RPKM in seiner Expression vermindert worden. Ein gänzlich anderes Bild ergab sich
für die Daten der RT-qPCR. Hier zeigte sich eine Induktion um 88 % bei Normierung auf
Tbp und um 104 % bei Normierung auf Sdha.

Crtc3 Das am niedrigsten exprimierte Crtc war Crtc3, welches in der RNA-Sequenzierung
eine Reduktion seiner Expression um 18 % von 5,6 RPKM auf 4,6 RPKM zeigte. Auch
in der RT-qPCR war unter Normierung auf Tbp ein Rückgang der Expression von aller-
dings nur 15 % zu beobachten. Unter Normierung auf Sdha ließ sich zwar auch ein leichter
Rückgang von 9 % beobachten, diese Beobachtung war jedoch nicht signifikant.

3.3.10 STAT-Signalweg
Übersicht Neben den oben beschriebenen Wegen der Signalübertragung, spielt auch
der sogenannte JAK-STAT-Signalweg eine Rolle bei der durch IGF1 vermittelten Signale

34https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/382056 aufgerufen am 25.02.2022.
35https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/74343 aufgerufen am 25.02.2022.
36https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/70461 aufgerufen am 25.02.2022.
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Abbildung 3.21: Creb und Crtc
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dar-
stellung der relativen Expression der cAMP Response Element Binding-Proteine (Creb) und
der CREB Regulated Transcription Coaktivatoren (Crtc). In Schwarz die Ergebnisse der RNA-
Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert. Die Berechnung der p-Werte er-
folgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert nach Benjamini und Hochberg,
n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das Referenzgen Tbp und in Weiß auf
das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß two-way ANOVA sind mit * markiert, n
= 3.
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(Johnston et al. , 1995; Takahashi et al. , 1999). Der Grundsätzliche Aufbau des JAK-
STAT-Signalwegs beginnt mit einem Rezeptor, der nach Stimulation durch einen Liganden
JAK (Janus Kinase) bindet. Diese nicht-transmembranären Tyrosinkinasen phosphorylie-
ren den Rezeptor, was die Rekrutierung von STAT (Signal Transducer And Activator Of
Transcription) begünstigt. Die rekrutierten STAT werden ihrerseits durch Phosphorylie-
rung aktiviert, was dazu führt, dass sie Hetero- und Homodimere bilden. Diese Dimere
wandern dann als Transkriptionsfaktoren in den Zellkern. Die STAT-Familie hat sieben
Mitglieder, von denen folgende fünf in ihrer Genexpression in der vorliegenden Arbeit un-
tersucht wurden: STAT1, STAT2, STAT3, STAT5A und STAT5B. (Hu et al. , 2023) Eine
Übersicht über die Ergebnisse findet sich in Abbildung 3.22.

Stat1 Stat1 37 war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose um 25 % von 7,2 RPKM
auf 5,4 RPKM in seiner Expression reduziert worden. Dieser Effekt ließ sich in der RT-
qPCR nicht nachweisen. Hier zeigte sich unter Normierung auf Tbp nur eine insignifikante
Reduktion um 9 %.

Stat2 Stat2 38 war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose um 66 % von 10,0 RPKM
auf 16,6 RPKM induziert worden. Die Tendenz einer Induktion ließ sich auch in der RT-
qPCR zeigen. Die Steigerung der Expression von 30 % bei Normierung auf Tbp war jedoch
statistisch nicht signifikant.

Stat3 Stat3 39, welches sich in der RNA-Sequenzierung noch unbeeinflusst durch Glukose
präsentiert hatte (13,9 RPKM unter beiden Versuchsbedingungen), stellte sich in der RT-
qPCR normiert auf Tbp als um 18 % induziert dar, wobei dieser Effekt nicht signifikant
war.

Stat5a Stat5a40 war in der RNA-Sequenzierung um 19 % unter Glukose von 4,3 RPKM
auf 5,1 RPKM induziert. Die Daten der RT-qPCR normiert auf Tbp zeigten dagegen keine
Signifikanz der Induktion von stat5a um 15 % unter Glukose.

Stat5b Ähnlich wie bei Stat5a verhielt es sich auch bei Stat5b41, welches in der RNA-
Sequenzierung noch eine Induktion um 39 % von 4,0 RPKM auf 5,6 RPKM gezeigt hatte.
Diese Tendenz ließ sich auch in der selben Größenordnung (38 % Induktion) in der RT-
qPCR bei Normierung auf Tbp beobachten, allerdings war dieser Effekt abermals statistisch
nicht signifikant.

37https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20846 aufgerufen am 17.02.2022.
38https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20847 aufgerufen am 17.02.2022.
39https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20848 aufgerufen am 17.02.2022.
40https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20850 aufgerufen am 17.02.2022.
41https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20851 aufgerufen am 17.02.2022.
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3.3.11 SOCS-Familie (Suppressor of Cytokine Signalling)
Übersicht Der eben besprochene STAT-Signalweg wird wiederum durch eine Gruppe
von Proteinen negativ reguliert, die sich Suppressor Of Cytokine Signalling (SOCS) nennen.
Da sie zum Teil durch STAT induziert werden, tragen sie auch den Namen STAT-Induced
STAT Inhibitor. Im Sinne einer negativen Feedback-Schleife regulieren sie die JAK-STAT-
vermittelte Zytokin-Signaltransduktion (Yoshimura et al. , 2007). Neben diesen allgemei-
nen Funktionen, sind für einzelne Mitglieder dieser Gengruppe auch Zusammenhänge zur
Insulin-Signaltransduktion und Entwicklung von Insulin-Resistnez beschrieben. So sollen
SOCS1 und SOCS3 den Abbau von IRS1 und IRS2 mittels Ubiquitinylierung fördern (Rui
et al. , 2002). Von den insgesamt acht Mitgliedern der SOCS-Familie wurden in der vor-
liegenden Arbeit die Gene von SOCS1 bis SOCS6 untersucht. Eine Übersicht über die
Ergebnisse findet sich in Abbildung 3.22.

Socs1 Für das Gen Socs1 42 wurde in der Datenbank, mit deren Hilfe die Primer für die
RT-qPCR designt wurden, zwei Transkriptionsvarianten angegeben, sodass Primer für bei-
de Varianten bestellt und verwendet wurden. In der RNA-Analyse war nicht zwischen den
beiden Transkriptionsvarianten unterschieden worden. Hier hatte Socs1 durch Glukose eine
Induktion der Expression von 2,4 RPKM um 32 % auf 3,1 RPKM gezeigt. Die Messungen
der RT-qPCR unter Normierung auf Tbp waren mit einer großen Streuung behaftet, sodass
sowohl für die Transkriptionsvariante 1 (Socs1_tv1 ), als auch die Transkriptionsvariante 2
(Socs1_tv2 )die beobachtete Reduktion der Expression um 21 bzw. 19 % nicht signifikant
war.

Socs2 In der RNA-Sequenzierung hatte Socs2 43 im Gegensatz zu Socs1 unter Glukose
eine starke Reduktion seiner Expression um 77 % von 4,5 RPKM auf 1,1 RPKM gezeigt.
Eine, wenn auch nicht so starke, Reduktion von 38 % ließ sich auch mit der RT-qPCR
unter Normierung auf Tbp beobachten, welche allerdings nicht signifikant war.

Socs3 Die 51 %-ige, im Rahmen der RNA-Sequenzierung unter Glukose nachgewiesene
Induktion von Socs3 44 von 4,3 RPKM unter basalen Bedingungen auf 6,4 RPKM unter
Glukose, ließ sich aufgrund einer großen Streuung der Messwerte in der RT-qPCR unter
Normierung auf Tbp nicht nachweisen. Es zeigte sich lediglich die Tendenz einer Induktion
um 17 %. Diese Veränderung war jedoch nicht signifikant.

Socs4 Socs4 45 war sowohl in der RNA-Sequenzierung als auch in der RT-qPCR nicht
signifikant in seiner Expression durch Glukose beeinflusst. In der RNA-Sequenzierung hatte
sich die Tendenz einer Repression durch Glukose um 17 % von 8,5 RPKM auf 7,0 RPKM

42https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12703 aufgerufen am 26.09.2023.
43https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/216233 aufgerufen am 26.09.2023.
44https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12702 aufgerufen am 17.02.2022.
45https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/67296 aufgerufen am 17.02.2022.
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gezeigt. In der RT-qPCR unter Normierung auf Tbp wiederum war eher eine Induktion um
6 % festzustellen, die aber, wie bereits erwähnt, ebenfalls nicht signifikant war.

Socs5 In der RNA-Sequenzierung hatte Socs5 46 eine moderate Induktion seiner Expres-
sion unter Glukose um knapp 20 % von 8,5 RPKM auf 10,2 RPKM gezeigt. Eine noch
stärkere Induktion, und zwar um 79 %, war in der RT-qPCR unter Normierung auf Tbp
nachzuweisen. Zwar waren hier die Messungen mit einer größeren Streuung behaftet, die
Änderung aber dennoch statistisch signifikant.

Socs6 Socs6 47 war in der RNA-Sequenzierung in seiner Expression um 17 % von 9,3 RPKM
auf 7,8 RPKM reduziert worden. Ein signifikanter Effekt der Glukose auf Socs6 konnte da-
gegen in der RT-qPCR nicht nachgewiesen werden. Hier zeigte sich lediglich eine leichte
Induktion um 9 %, die aufgrund einer großen Streuung der Messwerte ohne Signifikanz
blieb.

Socs7 Socs7 48 war in der RNA-Sequenzierung durch die Glukosebehandlung nicht signi-
fikant um weniger als 1 % von 6,2 RPKM auf 6,1 RPKM reduziert worden. Aus Kapazi-
tätsgründen und aufgund der glukoseunabhängigen Expression wurde auf eine Validierung
durch die RT-qPCR verzichtet.

Cish Das achte Mitglied der SOCS-Familie, Cish (Cytokine Inducible SH2-containing
Protein)49, auch bekannt als Socs, hatte in der RNA-Sequenzierung sowohl unter basalen
Bedingungen, als auch unter Glukose einen RPKM-Wert unter 1 aufgewiesen, und war
somit als nicht relevant exprimiert angesehen worden. Folglich war auch auf eine nähere
Untersuchung des Gens im Rahmen der RT-qPCR verzichtet worden.

3.3.12 RAB-Familie
Übersicht Weiter oben sind bereits einige Vertreter der RAS-Subfamilie, welche zur
RAS-Superfamilie gehört, und deren Beteiligung am RAS-RAF-MEK-ERK-Singalweg be-
sprochen worden. Eine weitere Subfamilie der RAS-Superfamilie ist die RAB-Familie . Es
handelt sich hierbei ebenfalls um eine Gruppe von kleinen GTPasen. Die RAB-Familie ist
insbesondere in den Vesikelverkehr eingebunden und spielt u.a. eine Rolle bei der Hormon-
sekretion und dem Transport von Neurotransmittern (Stenmark, 2009).

Rab1a RAB1A50 ist nicht nur in den Vesikeltransport involviert, sondern spielt laut
Thomas et al. (2014) auch eine Rolle bei der durch Aminosäuren vermittelten Aktivie-

46https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/56468 aufgerufen am 17.02.2022.
47https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/54607 aufgerufen am 17.02.2022.
48https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/192157 aufgerufen am 26.03.2024.
49https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12700 aufgerufen am 26.03.2024
50https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/19324 aufgerufen am 22.02.2022.
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Abbildung 3.22: Stat und Socs
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dar-
stellung der relativen Expression der Suppressor Of Cytokine Signalling (Socs)- und der Signal
Transducer And Activator Of Transcription (Stat)-Genfamilie. In Schwarz die Ergebnisse der
RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert. Die Berechnung der p-Werte
erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert nach Benjamini und Hochberg,
n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das Referenzgen Tbp. Signifikante
Unterschiede gemäß two-way ANOVA sind mit * markiert, n = 3.



76 3. Ergebnisse

rung von mTORC1, und wirkt als Onkogen verschiedener Krebsformen. Rab1a war in der
RNA-Sequenzierung durch Glukose in seiner Expression nicht signifikant verändert worden
(+5 % von 73,5 RPKM auf 76,7 RPKM). In der RT-qPCR-Analyse zeigte sich Rab1a durch
Glukose unter Normierung auf Tbp um 22 % und unter Normierung auf Sdha um 16 % in
seiner Expression verstärkt. Diese Veränderungen waren jedoch nicht signifikant.

Rab2a Luo et al. (2015) zeigten, dass RAB2A neben seiner Rolle beim Vesikeltransport
zwischen endoplasmatischem Retikulum und Golgiapparat die Inaktivierung von ERK1/2
verhindert und damit die Tumorgenese, insbesondere bei Brustkrebs, fördert. Rab2a51

war durch die Glukosebehandlung in der RNA-Sequenzierung insignifikant um 10 % von
64,8 RPKM auf 71,4 RPKM in seiner Expression gesteigert worden. In der RT-qPCR-
Analyse konnte bei Normalisierung auf Tbp eine insignifikante Induktion um 19 % festge-
stellt werden. Unter Normierung auf Sdha zeigte sich eine ebenfalls insignifikante Steige-
rung um 13 %.

Rab2b RAB2B ist neben anderen RAB-Proteinen für die spezifische und kompakte
Morphologie des Golgiapparats verantwortlich (Aizawa & Fukuda, 2015). In der RNA-
Sequenzierung hatte Rab2b52 eine Reduktion seiner Expression durch Glukose um 30% von
6,8 RPKM auf 4,7 RPKM gezeigt. In der RT-qPCR dagegen war seine Expression beinahe
unverändert, mit einer insignifikanten Repression um 6 % unter Normierung auf Tbp und
einer Expressionsänderung unter 1 % unter Normierung aufSdha.

Rab3b Lledo et al. (1993) beschrieben eine Beteiligung von RAB3B bei der Kalzium-
vermittelten Exozytose. In der RNA-Sequenzierung hatte Rab3b53 eine Induktion seiner
Expression durch Glukose von 3,4 RPKM um 27 % auf 4,3 RPKM gezeigt. In der RT-
qPCR war zwar im Mittel ebenfalls eine Induktion erkennbar (38 % bei Normierung auf
Tbp, 46 % bei Normierung auf Sdha), diese war allerdings statistisch nicht signifikant.

Rab5 RAB5 hat mehrere mit lateinischen Buchstaben versehne Isoformen, von denen in
der vorliegenden arbeit Rab5b und Rab5c untersucht wurden. RAB5 wird eine Rolle bei
der Regulation der Endozytose und der Organisation des frühen Endosoms zugeschrieben
(Bucci et al. , 1992).

Rab5b Rab5b54 war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose um 32 % von 46,8 RPKM
auf 61,7 RPKM in seiner Expression induziert worden. Dieser Effekt ließ sich in der RT-
qPCR nicht nachweisen. Hier zeigte sich bei Normierung auf Tbp lediglich eine insignifi-
kante Steigerung der Expression um 17 % und bei Normierung auf Sdha um 13 %.

51https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/59021 aufgerufen am 22.02.2022.
52https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/76338 aufgerufen am 25.02.2022.
53https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/69908 aufgerufen am 25.02.2022.
54https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/19344 aufgerufen am 22.02.2022.
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Rab5c Rab5c55 war in der RNA-Sequenzierung nicht signifikant um 14 % von 69,7 RPKM
auf 79,2 RPKM durch Glukose in seiner Expression gesteigert worden. Auch in der RT-
qPCR waren keine signifikanten Änderungen der Expression festzustellen (Tbp: 9 %; Sdha:
5 %).

Rab7b Das Lysosom-assoziierte RAB7B spielt u.a. auch eine Rolle beim lysosomalen
Abbau des proinflammatorischen TLR4 (Wang et al. , 2007). In der RNA-Sequenzierung
hatte sich Rab7b56 mit einer Erhöhung der Expression um 214 % von 1,9 RPKM auf
6,0 RPKM noch als deutlich durch Glukose induziert präsentiert. Allerdings gab es auch
hier bei der RT-qPCR starke Schwankungen der Messwerte, sodass sich Rab7b nun nicht
mehr druch Glukose beeinflusst zeigte (Tbp: −1 %; Sdha: +1 %).

Rab10os Rab10os (RAB10, member RAS oncogene family, opposite strand )57, dessen
Funktion uncharakterisiert ist, hatte sich in der RNA-Sequenzierung als durch Glukose in
seiner Expression um 23 % von 2,6 RPKM auf 2,0 RPKM vermindert präsentiert. Dieser
Effekt war aufgrund großer Schwankungsbreiten der Messwerte in der RT-qPCR nicht
nachweisbar (Tbp: −1 %; Sdha: −2 %).

Rab13 RAB13 spielt eine wichtige Rolle bei der Insulin-induzierten Glukoseaufnahme
in Muskelzellen. Nach Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor und Rekrutierung von
IRS1 erfolgt die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase welche wiederum die AKT,
auch bekannt als Proteinkinase B, phosphoryliert und damit aktiviert. AKT wiederum
phosphoryliert und aktiviert damit AS160, auch bekannt als TBC1D4, einem GTPase-
aktivierendem Protein, welches wiederum die kleine GTPase RAB13 aktiviert, was die
Exozytose von GLUT4 an die äußere Zellmembran zur Folge hat (Sun et al. , 2010). Neben
dieser wichtigen Rolle für den Glukosestoffwechsel ist RAB13 auch beim endozytotisch-
vermittelten Recycling des für Tight Junctions wichtigen Proteins Occludin beteiligt (Mo-
rimoto et al. , 2005). Rab13 58 war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose um 28 % von
12,6 RPKM auf 16,1 RPKM in seiner Expression induziert worden. Dieser Effekt ließ sich
nur in seiner Tendenz in der RT-qPCR reproduzieren. Unter Normierung auf Tbp zeigte
sich eine nicht signifikante Induktion von 11 %. Die 6 %-ige Induktion bei Normierung auf
Sdha war ebenfalls nicht signifikant.

Rab15 RAB15 ist ebenfalls an der Endozytose beteiligt und spielt außerdem eine Rolle
beim Recycling von Rezeptoren (Zuk & Elferink, 2000). In der RNA-Sequenzierung war
Rab15 59 durch Glukose um 42 % in seiner Expression reduziert worden. In der RT-qPCR-

55https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/19345 aufgerufen am 22.02.2022.
56https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/226421 aufgerufen am 22.02.2022.
57https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/74173 aufgerufen am 22.02.2022.
58https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/68328 aufgerufen am 22.02.2022.
59https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/104886 aufgerufen am 22.02.2022.
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Analyse hingegen war die 16 %-ige Reduktion unter Normierung auf Tbp und die 19 %-ige
Reduktion unter Normierung auf Sdha nicht signifikant.

Rab20 Neben seiner Präsenz in Tumorzellen wie z.B. beim Pankreaskarzinom (Amillet
et al. , 2006) spielt RAB20 außerdem eine Rolle beim vesikulären Transport des Prote-
ins Connexin43, welches einen wichtigen Bestandteil von Gap Junctions ausmacht. Kim
et al. (2020) hatten unter hohen Glukosekonzentrationen (30 mM) eine Hochregulation von
RAB20 beobachtet, was in einer verminderten Exposition von Connexin43 auf der Zellober-
fläche resultierte und vermutlich zu einer verschlechterten interzellulären Kommunikation
über Gap Junctions führt. Rab20 )60 hatte in der RNA-Sequenzierung eine Reduktion seiner
Expression unter Glukose um 48 % von 5,0 RPKM auf 2,5 RPKM gezeigt. Eine Repression
ließ sich in einigen, allerdings nicht in allen untersuchten Proben der RT-qPCR-Analyse
nachweisen, sodass sich in der Gesamtschau keine Aussage zum Expressionsverhalten von
Rab20 aus den RTqPCR-Daten ableiten lässt.

Rab21 RAB21 ist ebenfalls an der Endozytose und der Organisation des Endosoms
beteiligt. Insbesondere über den endosomalen Vesikeltransport von Integrinen, welche eine
wichtige Rolle bei Zell-Matrix-Kontakten spielen, wird RAB21 eine regulative Rolle in
Bezug auf die Zelladhäsion zugesprochen (Pellinen et al. , 2006). Rab21 61 war sowohl in
der RNA-Sequenzierung als auch in der RT-qPCR-Analyse nicht signifikant durch Glukose
in seiner Expression beeinflusst. In der RNA-Sequenzierung zeigte sich eine insignifikante
Steigerung der Expression um 14 % von 33,9 RPKM auf 38,6 RPKM. In der RT-qPCR
war unter Normierung auf Tbp eine insignifikante Steigerung der Expression um 2 % und
unter Normierung auf Sdha eine ebenfalls insignifikante Reduktion um 3 % zu beobachten.

Rab24 RAB24 ist insbesondere am intrazellulären Prozess der Autophagie beteiligt
(Munafó & Colombo, 2002). Seitz et al. (2019) konnten außerdem eine vermehrte Ex-
pression von RAB24 in Hepatozyten von Patienten mit Nicht-alkoholischer Fettleber fest-
stellen. Im Mausmodell zeigte sich darüber hinaus eine Verminderung der Glukose- und
Cholesterinwerte durch leberspezifische Inhibition von RAB24. Rab24 62 war in der RNA-
Sequenzierung durch Glukose um 34 % von 26,7 RPKM auf 17,5 RPKM in seiner Expres-
sion reduziert worden. Zwar ließ sich auch in der RT-qPCR die Tendenz einer Reduktion
erkennen, dieser Effekt war allerdings mit 17 % unter Normierung auf Tbp und 21 % unter
Normierung auf Sdha deutlich geringer und nicht signifikant.

Rab34 RAB34 ist an der Kontrolle der Phagosomenreifung und der lysosomalen Abtö-
tung von phagozytierten Mykobakterien beteiligt (Kasmapour et al. , 2012). Rab34 63 war
sowohl in der RNA-Sequenzierung, in der sich eine insignifikante Steigerung um 7 % von

60https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/19332 aufgerufen am 22.02.2022.
61https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/216344 aufgerufen am 22.02.2022.
62https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/19336 aufgerufen am 22.02.2022.
63https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/19376 aufgerufen am 22.02.2022.
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33,9 RPKM auf 36,3 RPKM zeigte, als auch in der RT-qPCR, in der sich eine insignifikante
Reduktion um 8 % unter Normierung auf Tbp und um 13 % unter Normierung auf Sdha
beobachten ließ, nicht durch Glukose in seiner Expression beeinflusst worden.

Rab39b Dem durch RAB39b vermittelten Vesikeltransport wird eine essenzielle Rolle bei
der Reifung von Neuronen, der Ausbildung von Synapsen und der geistigen Entwicklung
zugesprochen (Giannandrea et al. , 2010). Rab39b64 war sowohl in der RNA-Sequenzierung
als auch in der RT-qPCR durch Glukose in seiner Expression vermindert. In der RNA-
Sequenzierung betrug die Reduktion 70 % (von 14,1 RPKM auf 4,1 RPKM), während in
der RT-qPCR nur noch eine Reduktion von 41 % unter Normierung auf Tbp und von 43 %
unter Normierung auf Sdha nachweisbar war. Diese Expressionsveränderungen stellten sich
jedoch als nicht signifikant heraus.

Rabep1 RAB GTPase Binding Effector Protein 1 (RABEP1), auch bekannt als Rabaptin-
5, ist in den Transport von Membranproteinen vom Golgiapparat zur Plasmamembran von
Zilien involviert (Kim et al. , 2014). Außerdem korrelieren Genvarianten von RABEP1 mit
Glukosewerten und es wird eine Beteiligung an der Regulation des Stoffwechsels vermutet
(Delacrétaz et al. , 2017). Rabep1 65 war in seiner Expression in der RNA-Sequenzierung
durch Glukose um 28 % von 23,0 RPKM auf 16,6 RPKM reduziert worden. In der RT-
qPCR zeigte sich Rabep1 allerdings nur insignifikant um 10 % bei Normierung auf Tbp und
um 15 % bei Normierung auf Sdha reprimiert, sodass in der RT-qPCR kein Glukose-Effekt
auf Rabep1 nachgewiesen werden konnte.

3.3.13 TBC1D-Familie
Übersicht In der folgenden Gruppe wurden die Gene ausgewählter Proteine der TBC-
Domänen-Familie im Hinblick auf ihre Beeinflussbarkeit durch die Medium-Glukosekonzen-
tration untersucht (Abbildung 3.24). Die Mitglieder dieser Proteinfamilie verdanken ihren
Namen (TBC1D) einer gemeinsamen Domäne, die zuerst in den drei Proteinen TRE-2,
BUB2 und CDC16 entdeckt wurde (Richardson & Zon, 1995). Die Vertreter der TBC1D-
Familie wirken überwiegend als sogenannte GTPase-aktivierende Proteine (GAP) für die
eben besprochenen RAB-GTPasen, indem sie deren GTP-Hydrolyserate erhöhen (Ber-
nards, 2003; Pan et al. , 2006).

Tbc1d4 TBC1D4, auch bekannt als AS160 (Akt substrate of 160 kDa), ist insbesondere
wichtig für die durch AKT vermittelte, Insulin-induzierte Glukoseaufnahme in Skelett-
muskelzellen und bewirkt hier in Verbindung mit den bereits oben beschirebenen RAB-
GTPasen die Exozytose des transmembranären Glukosetransporters GLUT4 (Sakamoto
& Holman, 2008). Tbc1d4 66 war in der RNA-Sequenzierung durch die Glukosebehandlung

64https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/67790 aufgerufen am 22.02.2022.
65https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/54189 aufgerufen am 22.02.2022.
66https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/210789 aufgerufen am 22.02.2022.



80 3. Ergebnisse

R
a

b
1a

R
a

b
2

a
R

a
b

2b
R

a
b

3b
R

a
b

5b
R

a
b5

c
R

a
b7

b
R

a
b10

os
R

a
b

1
3

R
a

b1
5

R
a

b
2

0
R

a
b

21
R

a
b24

R
a

b34
R

a
b39b

R
a

bep1
-1 0 1 2

G
e

n
e

Relative Genexpression
[x-Fache über basal]

qP
C

R
 T

bp

qP
C

R
 S

d
ha

R
N

A
 S

eq

##
##

##
##

##
##

##

##
##

##
##

##
##

##
##

#

*

##
##

##
##

A
bbildung

3.23:R
A

B
-G

T
P

asen
m

H
ypoA

-2/10-Zellen
w

urden
nach

24-stündiger
Inkubation

bei0,1
m

M
G

lukose
für

w
eitere

dreiStunden
entw

eder
bei2,5

m
M

G
lukose

oder
in

M
edium

ohne
G

lukose
(basal)

inkubiert.
D

arstellung
der

relativen
Expression

der
R

A
B

-G
T

Pasen-G
enfam

ilie.
In

Schw
arz

die
Ergebnisse

der
R

N
A

-Sequenzierung.Signifikante
U

nterschiede
sind

m
it

#
m

arkiert.D
ie

B
erechnung

der
p-W

erte
erfolgte

m
it

H
ilfe

des
W

ald-Tests,False-D
iscovery-R

ate
korrigiert

nach
B

enjam
iniund

H
ochberg,n

=
3.In

G
rau

die
Ergebnisse

der
RT

-qPC
R

norm
iert

aufdas
R

eferenzgen
T

bp
und

in
W

eiß
aufdas

R
eferenzgen

Sdha.Signifikante
U

nterschiede
gem

äß
tw

o-w
ay

A
N

O
VA

sind
m

it
*

m
arkiert,n

=
3.



3.3 RT-qPCR: Validierung der Ergebnisse der RNA-Sequenzierung 81

deutlich um 90% von 1,3 RPKM auf 2,4 RPKM induziert worden. In der RT-qPCR-Analyse
zeigte sich eine Induktion um 29 % unter Normierung auf Tbp und um 37 % unter Nor-
mierung auf Sdha.

Tbc1d7 TBC1D7 bildet mit dem Tuberosis Sclerosis Complex Subunit 1 und 2 (TSC1,
TSC2) einen Komplex, welcher bei schlechten Wachstumsbedingungen, wie niedrige Nähr-
stoffverfügbarkeit, wiederum mTORC1 hemmt und damit Zellwachstum unter schlechten
Wachstumsbedingungen verhindert sowie die Autophagie fördert. Zusätlich wirken AKT
hemmend und AMPK aktivierend auf diesen TSC-TBC-Komplex (Dibble et al. , 2012).
Tbc1d7 67 hatte in der RNA-Sequenzierung eine Reduktion seiner Expression um 19 % von
11,0 RPKM auf 8,9 RPKM gezeigt. In der RT-qPCR-Analyse zeigte sich zwar eine leichte
Reduktion von 15 % unter Normierung auf Tbp und von 10 % unter Normierung auf Sdha,
allerdings waren diese Veränderungen statistisch nicht signifikant.

Tbc1d9b TBC1D9B ist das GTPase-aktivierende Protein von RAB11A und zusammen
mit diesem an der Regulation des endosomalen Vesikeltransports beteiligt. Ihm wird eine
Rolle bei der Ausbildung und Funktion von Synapsen zugeschrieben (Hironori et al. ,
2019). Tbc1d9b68 zeigte sowohl in der RNA-Sequenzierung (von 15,7 RPKM um - 8 % auf
14,5 RPKM) als auch in der qPCR-Analyse (−16 % unter Tbp, −10 % unter Sdha) keine
signifikante Veränderung durch die Glukosebehandlung.

Tbc1d10a TBC1D10A ist eines von drei GTPase-aktivierenden Proteinen (TBC1D10A-
C) der GTPase RAB35. Zusammen wirken diese beiden Proteine regulierend auf die exo-
somale Sekretion in Oligodendrozyten (Hsu et al. , 2010). Tbc1d10a69 hatte in der RNA-
Sequenzierung nur eine insignifikante Steigerung seiner Expression von 4,6 RPKM um 11 %
auf 5,2 RPKM gezeigt. Im Rahmen der RT-qPCR wurden ebenfalls nur insignifikante Ver-
änderungen registriert. Unter Normierung auf Tbp zeigte sich eine leichte Reduktion der
Expression um 11 % und unter Normierung auf Sdha um 5 %.

Tbc1d15 TBC1D15 gilt als das GAP von RAB7 und soll in diesem Zusammenhang
die Morphologie der Lysosomen sowie die Abhängigkeit der Zelle von Wachstumsfaktoren
beeinflussen (Peralta et al. , 2010). Außerdem wird dem GAP-GTPase-Paar aus TBC1D15
und RAB7 eine ähnliche Funktion wie TBC1D4 und RAB13 zugeschrieben, da es ebenfalls
für die Exozytose von GLUT4 an die Zelloberfläche verantwortlich sein soll (Wu et al. ,
2019). Tbc1d15 70 hatte in der RNA-Sequenzierung eine Reduktion seiner Expression um
41 % von 67,2 RPKM auf 39,4 RPKM gezeigt. In der RT-qPCR-Analyse war ebenfalls eine
Reduktion der Expression zu beobachten. Unter Normierung auf Tbp betrug diese 24 %
und unter Sdha 20 %, wobei letztere nicht signifikant war.

67https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/67046 aufgerufen am 22.02.2022.
68https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/76795 aufgerufen am 22.02.2022.
69https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/103724 aufgerufen am 22.02.2022.
70https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/66687 aufgerufen am 22.02.2022.
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Tbc1d16 TBC1D16 gilt als das GAP von RAB4A und soll in diesem Zusammenhang
am Recycling des Transferrinrezeptors und an der EGFR-vermittelten Signaltransduktion
beteiligt sein (Goueli et al. , 2012). Es wirkt außerdem als GAP für RAB5C, das die
Replikation eines bestimmten Retrovirus hemmt (Yan et al. , 2021). Tbc1d16 71 war in
der RNA-Sequenzierung eine deutliche Induktion um 53 % von 3,2 RPKM auf 4,9 RPKM
nachgewiesen worden. Die Tendenz der Induktion ließ sich auch in der RT-qPCR auf etwas
niedrigerem Niveau erkennen. Unter Normierung auf das Referenzgen Tbp ergab sich eine
Induktion um 31 % und unter Normierung auf Sdha um 40 %.

Tbc1d22a TBC1D22A gilt als GTPase-aktivierendes Protein für RAB33 und soll bei
der Replikation von Viren eine Rolle spielen (Greninger et al. , 2013). Tbc1d22a72 hatte in
der RNA-Sequenzierung eine leichte, aber nicht signifikante Reduktion seiner Expression
um 9 % von 10,1 RPKM auf 9,2 RPKM gezeigt. In der RT-qPCR-Analyse zeigte sich eine
etwas stärkere, aber ebenfalls insignifikante Reduktion um 18 % bei Normierung auf Tbp
und um 13 % bei Normierung auf Sdha.

Tbc1d23 TBC1D23 ist bislang keinem spezifischen RAB-Protein als GTPase-aktivierendes
Protein zugeordnet worden, was möglicherweise an einer katalytischen Inaktivität von
TBC1D23 liegen könnte. Es scheint jedoch eine wichtige Rolle beim Vesikeltransport vom
Endosom zum Golgiapparat zu spielen, indem es bestimmte Golgine des trans-Golgi und
spezifische Komplexe auf den von Endosomen stammenden Vesikeln bindet (Shin et al. ,
2017). Darüber hinaus führen Mutationen von TBC1D23 zu einer bestimmten Form der
Pontocerebellären Hypoplasie, die im Gegensatz zur typischen Form nicht durch eine fort-
schreitende Neurodegeneration gekennzeichnet ist (Marin-Valencia et al. , 2017). Tbc1d23 73

zeigte wie in der RNA-Sequenzierung (−10 % von 7,9 RPKM auf 7,2 RPKM) so auch in
der RT-qPCR-Analyse (Tbp: −4 %; Sdha: +2 %) keine signifikante Beeinflussung durch
die Glukosebehandlung.

Tbc1d24 TBC1D24 spielt eine wichtige Rolle bei der Endozytose sowie der Organisation
des Endosoms in Neuronen und ist damit essenziell für die neuronale Signalweiterleitung.
Mutationen von TBC1D24 sind mit verschiedenen Epilepsieformen assoziiert (Finelli et al. ,
2018). Tbc1d24 74 war sowohl in der RNA-Sequenzierung als auch in der RT-qPCR-Analyse
nicht wesentlich verändert. In der RNA-Sequenzierung zeigte sich eine insignifikante Re-
pression durch Glukose um 4 % von 7,2 RPKM auf 6,9 RPKM. Auch in der RT-qPCR
zeigte sich nur eine unwesentliche und statistisch insignifikante Repression von 6 % unter
Normierung auf Sdha und von 12 % unter Normierung auf Tbp.

71https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/207592 aufgerufen am 22.02.2022.
72https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/223754 aufgerufen am 22.02.2022.
73https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/67581 aufgerufen am 22.02.2022.
74https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/224617 aufgerufen am 22.02.2022.
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Tbc1d31 TBC1D31 ist u.a. am Zentrosom lokalisiert und spielt eine wichtige Rolle bei
der Ausbildung von Zilien. Mutationen von TBC1D31 können zu Störungen der Embryo-
nalentwicklung führen (Senatore et al. , 2021). Tbc1d31 75 war in der RNA-Sequenzierung
in seiner Expression durch die Glukosebehandlung deutlich um 62 % von 22,7 RPKM auf
8,7 RPKM reduziert worden. Auch in der RT-qPCR zeigte sich eine deutliche Reduktion.
Sie betrug unter Normierung auf Tbp 55 % und unter Normierung auf Sdha 53 %.
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Abbildung 3.24: TBC1D-Familie von GTPase-aktivierenden Proteinen
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Darstel-
lung der relativen Expression der Gene der TRE-2/BUB2/CDC16-Domänen-Familie. In Schwarz
die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert. Die Be-
rechnung der p-Werte erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert nach
Benjamini und Hochberg, n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das Refe-
renzgen Tbp und in Weiß auf das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß two-way
ANOVA sind mit * markiert, n = 3.

3.3.14 RAP und RAP-GEFs
Übersicht Die RAP-Familie gehört zur Superfamilie der RAS-GTPasen und besteht aus
fünf Mitgliedern: RAP1A, RAP1B, RAP2A, RAP2B und RAP2C. Von diesen fünf wurden

75https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/210544 aufgerufen am 22.02.2022.
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die letzen drei sowie die drei RAP-Guaninnukleotid-Austauschfaktoren RAPGEF1-3 in
ihrer Genexpression untersucht (Abbildung 3.25).

Rap2a RAP2A wird u.a. eine Rolle bei der Ausbildung von Dendriten in Neuronen
zugeschrieben. (Kawabe et al. , 2010). Außerdem beobachteten Gloerich et al. (2012),
dass RAP2A in Darmzellen in die Ausbildung des Bürstensaums in Abhängigkeit von der
Zellpolarität involviert ist. Im Rahmen der RNA-Sequenzierung hatte das RAS Related
Protein 2A (Rap2a)76 eine deutliche Induktion seiner Expression durch Glukose um 114 %
von 6,5 RPKM auf 13,9 RPKM gezeigt. Auch in der RT-qPCR ließ sich eine Induktion
durch Glukose nachweisen. Allerdings war diese deutlich geringer und lag unter Normierung
auf Tbp bei 27 % und unter Normierung auf Sdha bei 45 %.

Rap2b RAP2B wird eine Rolle in verschiedensten zellulären Prozessen zugeschrieben,
wie z.B. bei der Proliferation oder Zellmigration, weswegen es auch als Onkogen angesehen
wird (Zhu et al. , 2016). Im Rahmen der RNA-Sequenzierung hatte sich für Rap2b77 eine
Induktion der Expression um 48 % von 9,7 RPKM auf 14,5 RPKM feststellen lassen. In
der RT-qPCR zeigte sich unter Normierung auf Tbp eine Induktion um 24 % und unter
Normierung auf Sdha um 46 %.

Rap2c RAP2C ist das “jüngste”, d.h. zuletzt beschriebene, Mitglied der RAP-Familie
und wurde u.a. in verschiedenen hämatopoetischen Stammzellen nachgewiesen (Paganini
et al. , 2006). Es spielt außerdem eine Rolle bei Brustkrebs, wo es den MAPK-Signalweg
aktiviert und zur Phosphoylierung von ERK führt (Zhu et al. , 2020). Rap2c78 hatte sich in
der RNA-Sequenzierung als nicht wesentlich durch Glukose beeinflusst gezeigt (−2 % von
13,1 RPKM auf 12,8 RPKM). In der RT-qPCR zeigte sich unter Normierung auf Tbp keine
Änderung der Expression und unter Normierung auf Sdha nur eine statistisch insignifikante
Steigerung der Expression um 11 %.

Rapgef1 RAPGEF1 (Rap Guanine Nucleotide Exchange Factor 1, auch bekannt als
C3G) aktiviert RAP1 (Gotoh et al. , 1995) und wirkt damit auch aktivierend auf den
MAPK-Weg (Vossler et al. , 1997). Neben dem bereits besprochenen Phosphatidylisonitol-
3-Kinase-Weg vermittelt noch ein zweiter Signalweg die Insulin-induzierte Exozytose von
GLUT4. Nämlich der sogenannte CAP/TC10-Weg. An diesem ist neben C3G/RAPGEF1
außerdem TC10, auch bekannt als RHOQ, beteiligt (Hong et al. , 2009). Während in der
RNA-Sequenzierung für den Rapgef1 79 kein signifikanter Einfluss von Glukose auf dessen
Expression nachgewiesen werden konnte, da die Steigerung der Expression um 10 % von
13,4 RPKM auf 14,7 RPKM statistisch nicht signifikant war, waren die Ergebnisse der RT-
qPCR uneindeutig. Für die Normierung auf Tbp ergab sich eine Reduktion der Expression

76https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/76108 aufgerufen am 03.03.2022.
77https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/74012 aufgerufen am 03.03.2022.
78https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/72065 aufgerufen am 03.03.2022.
79https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/107746 aufgerufen am 03.03.2022.
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um 28 %. Bei Normierung auf Sdha wiederum zeigte sich zwar eine Reduktion um 18 %,
diese war jedoch statistisch nicht signifikant.

Rapgef2 Wie das eben beschriebene RAPGEF1 wirkt auch RAPGEF2 aktivierend auf
RAP1. Über GPCR vermittelte Erhöhungen von cAMP sollen zu einer Aktivierung von
RAPGEF2 führen, welches dann wiederum über RAP1, RAF und MEK ERK aktiviert
(Emery et al. , 2013). Dies impliziert eine Beteiligung an diversen wichtigen zellulären
Vorgängen, wie der embryonalen Hämatopoese (Satyanarayana et al. , 2010) oder der
Entwicklung des Gehirns (Bilasy et al. , 2011), um nur zwei Beispiele zu nennen. Rapgef2 80

war sowohl in der RNA-Sequenzierung, in welcher nur eine insignifikante Repression um
10 % von 3,7 RPKM auf 3,4 RPKM zu beobachten war, als auch in der RT-qPCR-Analyse,
im Rahmen derer unter Normierung auf Tbp eine insignifikante Veränderung von −1 % und
unter Normierung auf Sdha von +8 % festgestellt wurde, nicht wesentlich durch Glukose
in seiner Expression beeinflusst worden.

Rapgef3 RAPGEF3, auch bekannt als Exchange Protein Directly Activated By cAMP
Isoform 1 (EPAC1), ist an der Bildung von sogenannten Signalosomen beteiligt. Weitere
Teile dieser Signalosomen bilden u.a. PDE4D3, PKA und ERK5. In diesem Zusamme-
hang wird RAPGEF3 auch eine Rolle bei Stressreaktionen auf zellulärer Ebene zugespro-
chen (Banerjee & Cheng, 2015). In der RNA-Sequenzierung war Rapgef3 81 um 39 % von
2,6 RPKM auf 3,7 RPKM in seiner Expression durch Glukose gesteigert worden. In der
RT-qPCR dagegen ließ sich kein eindeutiger Effekt nachweisen. Unter Normierung auf Tbp
zeigte sich eine insignifikante Verringerung um 16 % und unter Normierung auf Sdha um
6 %.

3.3.15 RHO und RHO-GEFs
Übersicht Eine weitere Untergruppe der RAS-Superfamilie bildet neben der RAB- und
der RAP-Familie, die sogenannte RHO-Familie (Ras Homolog Family), zu der 20 klei-
ne GTPasen gezählt werden. Unmittelbar reguliert werden diese, wie auch die anderen
Mitglieder der RAS-Superfamilie, durch eigene GTPase aktivierende Proteine (GAP) und
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF). Sie sind an vielen zellulären Prozessen betei-
ligt und spielen u.a. für die Regulation des Zytoskeletts und in diesem Zusammenhang für
die Beweglichkeit von Zellen eine Rolle (Mosaddeghzadeh & Ahmadian, 2021).

Rhoa RHOA reguliert über die Förderung der Aktinpolymerisation das Zytoskelett, die
Membranprotrusion und Zellkontraktilität, und spielt damit eine wichtige Rolle bei der
Zellmigration. Diese ist nicht nur von zentraler Bedeutung für Immunzellen, um zum Ort
einer Infektion zu gelangen und Pathogene zu phagozytieren, sondern auch für Tumorzellen

80https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/76089 aufgerufen am 03.03.2022.
81https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/223864 aufgerufen am 03.03.2022.
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Abbildung 3.25: Rap-Familie
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Darstel-
lung der relativen Expression ausgewählter Gene der RAP-Familie und deren Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEF). In Schwarz die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung. Signifikante Un-
terschiede sind mit # markiert. Die Berechnung der p-Werte erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests,
False-Discovery-Rate korrigiert nach Benjamini und Hochberg, n = 3. In Grau die Ergebnisse der
RT-qPCR normiert auf das Referenzgen Tbp und in Weiß auf das Referenzgen Sdha. Signifikante
Unterschiede gemäß two-way ANOVA sind mit * markiert, n = 3.
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bei der Infiltration anderer Gewebe (Bros et al. , 2019; Pertz et al. , 2006). Rhoa82 war
in der RNA-Sequenzierung durch Glukose nicht signifikant um 6 % von 171,1 RPKM auf
182,0 RPKM in seiner Expression verändert worden. In der RT-qPCR dagegen zeigte sich
unter Normierung auf Tbp eine Verstärkung um 20 % und unter Normierung auf Sdha um
28 %, welche sich allerdings als nicht signifikant herausstellten.

Rhob RHOB ist ebenfalls an der Regulation von Aktinfilamenten beteiligt und spielt au-
ßerdem eine Rolle beim endosomalen Vesikeltransport. Darüber hinaus vermittelt RHOB
die Apoptose von Zellen nach DNA-Schädigung (Prendergast, 2001). In der RNA-Sequenzierung
war für Rhob83 noch eine leichte Reduktion der Expression durch Glukose um 18 % von
90 RPKM auf 74,2 RPKM zu beobachten gewesen. Zwar ließ sich auch in der RT-qPCR
mit einer Verringerung der Expression um 15 % unter Normierung auf Tbp und um 12 %
unter Normierung auf Sdha die Tendenz zu einer leichten Repression des Gens erkennen,
nur war diese nicht signifikant.

Rhoj RHOJ spielt u.a. bei der endothelialen Beweglichkeit und der Angiogenese eine Rol-
le (Leszczynska et al. , 2011). Debaugnies et al. (2023) berichten außerdem, dass RHOJ
neben seiner Funktion als Förderer der Tumorzellproliferation sowie der über Aktinfila-
mente vermittelten Tumorzellinvasion und -migration die Resistenz von Tumorzellen mit
epithelialer-zu-mesenchymaler Transition (EMT) gegenüber Chemotherapeutika über För-
derung von DNA-Reparaturmechanismen vermittelt. Sowohl in der RNA-Sequenzierung,
in der sich für Rhoj84 eine insignifikante Verminderung der Expression um 11 % von
6,8 RPKM auf 6,0 RPKM zeigte, als auch in der RT-qPCR, bei der eine ebenfalls insigni-
fikante Reduktion um 18 % unter Normierung auf Tbp und um 12 % unter Normierung
auf Sdha zu beobachten war, war für Rhoj kein wesentlicher Effekt der Glukose auf die
Expression festzustellen.

Rhou RHOU, auch bekannt als Wnt-1 Responsive Cdc42 Homolog 1 (WRCH1), wird
u.a. durch den WNT-1-Signalweg in seiner Expression gesteigert und führt zur Ausbildung
von Filopodien sowie zur Steigerung der Zellproliferation Tao et al. (2001). In Multiplen-
Myelom-Zellen konnten Canovas Nunes et al. (2018) zeigen, dass RHOU außerdem durch
IL-6 über den JAK/STAT-Signalweg (insbesondere STAT3) in seiner Expression hochre-
guliert wird und die Aktin-vermittelte Zellmigration fördert. Während für Rhou85 in der
RNA-Sequenzierung noch eine deutliche Induktion der Expression durch Glukose um 51 %
von 7,0 RPKM auf 10,6 RPKM festgestellt werden konnte, so war dieser Effekt in der
RT-qPCR nicht zu reproduzieren. Hier zeigte sich Rhou unter Normierung auf Tbp gar
nicht und unter Normierung auf Sdha nicht signifikant um +6 % durch Glukose verändert.

82https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/11848 aufgerufen am 04.03.2022.
83https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/11852 aufgerufen am 04.03.2022.
84https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/80837 aufgerufen am 04.03.2022.
85https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/69581 aufgerufen am 04.03.2022.
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Arhgef2 Der RhoA Guanine Nucleotide Exchange Factor 2 (ARHGEF2) wird durch die
Microtubule Affinity-regulating Kinase 3 (MARK3) phosphoryliert und dadurch aktiviert,
was die Loslösung von ARHGEF2 von den Mikrotubuli zur Folge hat, sodass es RHOA
aktivieren und die Ausbildung von Stressfasern und Fokalkontakten induzieren kann (Sandí
et al. , 2017). In der RNA-Sequenzierung zeigte sich Arhgef2 86 durch Glukose in seiner
Expression um 56 % von 38,1 RPKM auf 16,9 RPKM reduziert. Auch in der RT-qPCR-
Analyse ließ sich eine, wenn auch etwas schwächere, Reduktion der Expression um 46 %
bei Normierung auf Tbp und um 47 % bei Normierung auf Sdha beobachten.

Arhgef4 ARHGEF4, auch bekannt als APC-Stimulated Guanine Nucleotide Exchange
Factor (ASEF), wird hauptsächlich im Gehirn exprimiert (Thiesen et al. , 2000). Er bindet
RHOA und RAC und führt über eine Reorganisation des Aktinzytoskeletts zur Ausbil-
dung von Lamellipodien (Kawasaki et al. , 2000). Für Arhgef4 87 ließ sich in der RNA-
Sequenzierung eine Reduktion der Expression um 63 % von 2,7 RPKM auf 1,0 RPKM
beobachten. In der RT-qPCR-Analyse war nur die bei Normierung auf Tbp beobachte-
te Reduktion um 33 % signifikant, wohingegen die bei Normierung auf Sdha beobachtete
Reduktion um 29 % nicht signifikant war.

Arhgef19 ARHGEF19 aktiviert nicht nur RHOA, sondern auch über BRAF den MAPK-
Signalweg und spielt dadurch eine Rolle bei verschiedenen Tumorarten, wie z.B. dem nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom (Li et al. , 2018). Arhgef19 88 war mit 114 % Induktion von
3,5 RPKM auf 7,4 RPKM in der RNA-Sequenzierung eines der am stärksten durch Glukose
induzierten Gene gewesen. In der qPCR-Analyse dagegen war dies nicht der Fall. Hier ließ
sich unter Normierung auf Tbp eine insignifikante Steigerung der Expression um 6 % und
unter Normierung auf Sdha von 14 % nachweisen.

Arhgef39 ARHGEF39 aktiviert RAC1 und fördert dadurch die Tumormigration und
-invasion. Entsprechend präsentiert sich ARHGEF39 auch in bestimmten Lungentumoren
als hochreguliert. (Cooke et al. , 2021). Arhgef39 89 war in der RNA-Sequenzierung durch
Glukose um 127 % von 1,4 RPKM auf 3,2 RPKM in seiner Expression induziert worden.
In der RT-qPCR allerdings ließ sich kein wesentlicher Einfluss von Glukose auf die Expres-
sion des Gens feststellen. Unter Normierung auf Tbp ergab sich eine leichte, insignifikante
Verminderung um 5 %, wohingegen sich unter Normierung auf Sdha eine leichte, ebenfalls
insignifikante Steigerung um 2 % erkennen ließ.

Dlc1 Nach Untersuchung von vier RHO-GTPasen und vier RHO-Guaninnukleotid-Aus-
tauschfaktoren im Hinblick auf ihr Expressionsverhalten unter Glukose, wurde mit Dlc1
auch noch das Gen eines RHO-GTPase-aktivierenden Proteins untersucht. DLC1 (Deleted

86https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16800 aufgerufen am 04.03.2022.
87https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/226970 aufgerufen am 04.03.2022.
88https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/213649 aufgerufen am 04.03.2022.
89https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/230098 aufgerufen am 04.03.2022.
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In Liver Cancer 1 Protein), auch bekannt als ARHGAP7 (Rho-GTPase-Activating Protein
7 ) ist ein Tumorsupressorgen, welches den RHOA/ROCK/MLC2 (Myosin Light Chain 2)-
Signalweg inhibiert und dessen Deletion zur Ausbildung von Leberkarzinomen führt (Xue
et al. , 2008; Wong et al. , 2008). In der RNA-Sequenzierung hatte sich für das Gen Dlc1 90

eine Reduktion seiner Expression durch Glukose um 36 % von 4,2 RPKM auf 2,7 RPKM
ergeben. Auch in der RT-qPCR war eine Reduktion zu beobachten. Unter Normierung auf
Tbp zeigte sich eine Reduktion um 27 % und unter Normierung auf Sdha um 26 %, wobei
letztere nicht signifikant war.
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Abbildung 3.26: Rho-Familie
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dar-
stellung der relativen Expression ausgewählter Gene der RHO-Familie, deren Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEF) und eines ihrer GTPase-aktivierenden Proteine (GAP). In Schwarz
die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert. Die Be-
rechnung der p-Werte erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert nach
Benjamini und Hochberg, n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das Refe-
renzgen Tbp und in Weiß auf das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß two-way
ANOVA sind mit * markiert, n = 3.

90https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/50768 aufgerufen am 04.03.2022.
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3.3.16 Heterotrimere G-Proteine
Übersicht Heterotrimere G-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Signaltransduk-
tion von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR), welche ein breites Spektrum von Stof-
fen wie Hormonen, Neurotransmittern, Geruchs- und Geschmacksstoffen sowie Metaboliten
binden. Sie werden in vier Gruppen unterteilt: Gs, Gi, Gq und G12. Von den letztgenann-
ten drei Gruppen wurden in der vorliegenden Arbeit jeweils ausgewählte Vertreter in ihrer
Genexpression in Abhängigkeit der Medium-Glukosekonzentration untersucht (Abbildung
3.27).

Gna11 Das Guanine Nucleotide Binding Protein, Alpha 11 (GNA11) wird zu den α-
Untereinheiten der Gq-Proteine gezählt, zu denen außerdem noch GNAQ, GNA14 und
GNA15 gehören. Sie aktivieren die Phospholipase Cβ welche Phosphatidylinositoldiphos-
phat (PIP2) zu Phosphatidylinositoltriphosphat (PIP3) und Daiacylglycerin (DAG) hy-
drolysiert. Diese wirken wiederum als Second Messanger, wobei PIP3 die intrazelluläre
Freisetzung der Kalziumspeicher und DAG die Aktivierung der Proteinkinase C bewirken
(Netzker & Deutzmann, 2022b). Mutierte Formen von GNA11 sind in Melanomen der
Uvea zu finden (Raamsdonk et al. , 2010). GNA11 ist außerdem in die Regulation der
Kalziumhomöostase involviert und Loss-of-Function-Mutationen von GNA11 führen zur
familiären hypokalziurischen Hyperkalzämie Typ 2 (Gorvin et al. , 2016). Mit Hilfe der
RNA-Sequenzierung konnte eine Induktion der Expression durch Glukose von Gna11 91

um 39 % von 31,5 RPKM auf 44,0 RPKM festgestellt werden. In abgeschwächter Form
war dieser Effekt auch in der RT-qPCR nachweisbar und betrug unter Normierung auf Tbp
15 % und unter Normierung auf Sdha 29 %.

Gna12 GNA12 ist der Namensgeber für die vierte Gruppe der heterotrimeren G-Proteine,
zu welcher noch GNA13 gehört (Strathmann & Simon, 1991). GNA12 und GNA13 vermit-
teln die Signale von diversen Rezeptoren und sind in ein breites Spektrum von Erkrankun-
gen involviert, welche von unterschiedlichsten Krebsformen bis zur Lungenfibrose reichen
(Guo et al. , 2022). GNA12 aktiviert u.a. über das RHO-GEF ARHGEF12 RHOA, was wie-
derum über die Aktivierung von ROCK zur SRF-abhängigen Gentranskription und über
eine Beeinflussung des Zytoskeletts zur Veränderung der Zellform führt (Siehler, 2009).
Gna12 92 war sowohl in der RNA-Sequenzierung mit einer Erhöhung der RPKM-Werte um
4 % von 29,6 RPKM auf 30,8 RPKM, als auch in der RT-qPCR mit einer um 6 % insi-
gnifikant verminderten Expression unter Normierung auf Tbp und um 2 % insignifikant
gesteigerten Expression nicht wesentlich durch Glukose beeinflusst worden.

Gna13 GNA13 ist der zweite Vertreter der G12-Gruppe, welcher ebenfalls den RHO-
Signalweg aktivieren kann, wobei unklar ist, wie die Selektivität der Rezeptoren für GNA12
oder GNA13 zustande kommt (Guo et al. , 2022). Die Expression von Gna13 93 war in der

91https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14672 aufgerufen am 03.03.2022.
92https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14673 aufgerufen am 03.03.2022.
93https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14674 aufgerufen am 03.03.2022.
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RNA-Sequenzierung durch Glukose um 23 % von 20,8 RPKM auf 15,9 RPKM reduziert
worden. Dieser Effekt ließ sich im Rahmen der RT-qPCR nicht nachweisen. Hier zeigte sich
unter Normierung auf Tbp eine insignifikante Reduktion der Expression um 9 % und unter
Normierung auf Sdha gar keine Veränderung der Expression.

Gnai1 Die Gruppe der inhibitorischen α-Untereinheiten von heterotrimären G-Proteinen
(Gαi) wirken hemmend auf die Adenylatzyklase und verhindern dadurch einen Anstieg der
cAMP-Konzentration. Hermouet et al. (1993) konnten die GNAI1-vermittelte Inhibition
der Adenylatzyklase am Beispiel der Forskolin-induzierten cAMP-Akkumulation nachwei-
sen. Während in der RNA-Sequenzierung für das Guanine Nucleotide Binding Protein, Al-
pha Inhibiting 1 (Gnai1 )94 noch eine Verstärkung der Expression um 24 % von 6,3 RPKM
auf 7,7 RPKM zu beobachten war, zeigte sich das Gen in der RT-qPCR durch Glukose nicht
wesentlich beeinflusst. Unter Normierung auf Tbp kam es lediglich zu einer insignifikanten
Reduktion der Expression um 12 % und unter Normierung auf Sdha um 3 %.

Gnai2 Im Rahmen der RNA-Sequenzierung ließ sich für das Gen Gnai2 95 eine Induktion
der Expression durch Glukose um 37 % von 128,7 RPKM auf 175,6 RPKM feststellen. Ein
ähnlich ausgeprägter Effekt ließ sich auch in der RT-qPCR nachweisen, wo eine Induktion
um 24 % unter Normierung auf Tbp und um 39 % unter Normierung auf Sdha zu beobachten
war.

Gnai3 Gnai3 96 war in der RNA-Sequenzierung nicht signifikant um 15 % von 53,5 RPKM
auf 61,5 RPKM durch Glukose in seiner Expression positiv beeinflusst worden. In der RT-
qPCR ließ sich dagegen eine signifikante Induktion der Expression um 30 % unter Normie-
rung auf Sdha beobachten. Die Steigerung der Expression um 17 % unter Normierung auf
Tbp war dagegen nicht signifikant.

Gnao1 Das Guanine Nucleotide Binding Protein, Alpha O (GNAO1) ist besonders im
Gehirn exprimiert und vermittelt über Bindung von entsprechenden GPCRs die Wirkung
verschiedenster Neurotransmitter, wie z.B. GABA oder Adrenalin, indem es die Adenylat-
zyklase, Kalziumkanäle und die Freisetzung von Neurotransmittern aus Vesikeln inhibiert.
Loss-of-Function-Mutationen von GNAO1 führen zu Epilepsien und Gain-of-Function-
Mutationen von GNAO1 führen zu Bewegungsstörungen (Feng et al. , 2018). Gnao1 97 war
in der RNA-Sequenzierung um 100% von 1,9 RPKM auf 3,9 RPKM in seiner Expression
durch Glukose induziert worden. Dagegen war in der RT-qPCR kein wesentlicher Effekt
mehr zu beobachten. Unter Normierung auf Tbp ergab sich eine insignifikante Steigerung
um 8 % und unter Normierung auf Sdha um 22 %.

94https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14677 aufgerufen am 03.03.2022.
95https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14678 aufgerufen am 03.03.2022.
96https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14679 aufgerufen am 03.03.2022.
97https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14681 aufgerufen am 03.03.2022.
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Gnaq Das Guanine Nucleotide Binding Protein, Alpha Q Polypeptide ist der Namensge-
ber der Subgruppe der Gαq-Proteine, von denen GNA11 als weiterer Vertreter bereits oben
besprochen wurde. Wie bei GNA11 führen Mutationen von GNAQ ebenfalls zu Melanomen
der Uvea (Van Raamsdonk et al. , 2009). In der RNA-Sequenzierung zeigte sich für Gnaq98

eine insignifikante Steigerung der Expression um 9 % von 16,2 RPKM auf 17,6 RPKM.
Auch in der RT-qPCR ergab sich keine wesentliche Beeinflussung von Gnaq durch Glukose.
Unter Normierung auf Tbp zeigte es sich gar nicht verändert und unter Normierung auf
Sdha war eine statistisch insignifikante Steigerung um 10 % zu beobachten.
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Abbildung 3.27: α-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Darstel-
lung der relativen Expression ausgewählter Gene der α-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine.
In Schwarz die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # mar-
kiert. Die Berechnung der p-Werte erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korri-
giert nach Benjamini und Hochberg, n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf
das Referenzgen Tbp und in Weiß auf das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß
two-way ANOVA sind mit * markiert, n = 3.

98https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14682 aufgerufen am 03.03.2022.
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3.3.17 Adenylatzyklasen
Übersicht Die transmembranären, plasmamembranständigen Adenylatzyklasen synthe-
tisieren cAMP, einen wichtigen Second Messanger, welcher diverse Signale innerhalb der
Zelle vermittelt und u.a. auch die Proteinkinase A aktiviert, welche das bereits weiter oben
besprochene CREB phosphoryliert und damit aktiviert. Die Gαs-Untereinheiten der hete-
rotrimeren G-Proteine stimulieren, die Gαi-Untereinheiten inhibieren die cAMP-Synthese
durch die Adenylatzyklasen. Forskolin, welches in der vorliegenden Arbeit ebenfalls zum
Einsatz kam, ist ein direkter, G-Protein unabhängiger Aktivator der Adenylatzyklasen
(Netzker & Deutzmann, 2022a).

Adcy1 Kitaguchi et al. (2013) beschrieben für eine pankreatische Zelllinie eine Steige-
rung der Insulinsekretion durch eine Kalium-induzierte Aktivierung der Adenylate Cyclase
1 (ADCY1). Sowohl in der RNA-Sequenzierung als auch in der RT-qPCR war die Ad-
cy1 99 in ihrer Expression durch Glukose signifikant reduziert worden. Der Effekt war in
der RT-qPCR mit Mittelwerten von 32 % unter Normierung auf Tbp und 31 % unter Nor-
mierung auf Sdha etwas stärker als in der RNA-Sequenzierung, wo sich eine Repression
druch Glukose um 20 % von 2,2 RPKM auf 1,8 RPKM gezeigt hatte (Abbildung 3.28).

Adcy3 Für den MC4R, dessen Mutationen, wie eingangs erwähnt, die häufigste Ursache
für monogenetische Adipositas darstellen, ist die Kolokalisierung mit ADCY3 beschrieben
(Siljee et al. , 2018). Jedoch auch Mutationen der ADCY3 selbst sind mit einem erhöhten
Risiko für Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 verbunden (Grarup et al. , 2018). Die
Adcy3 100 war weder in der RNA-Sequenzierung noch in der RT-qPCR wesentlich durch
Glukose in seiner Expression beeinflusst. In der RNA-Sequenzierung hatte sich eine insi-
gnifikante Steigerung um 14 % von 1,0 RPKM auf 1,1 RPKM gezeigt. In der RT-qPCR
war unter Normierung auf Tbp eine Steigerung um 10 % und unter Normierung auf Sdha
um 16 % zu beobachten, die beide ebenfalls statistisch nicht signifikant waren.

Adcy6 Die ADCY6 vermittelt u.a. die durch β-Adrenozeptoren vermittelte Vasodilata-
tion (Gros et al. , 2007). Sowohl in der RNA-Sequenzierung als auch in der RT-qPCR war
die Adcy6 101 durch Glukose signifikant induziert worden. Der Effekt war mit einer Steige-
rung um 63 % von 11,5 RPKM auf 18,8 RPKM in der RNA-Sequenzierung deutlich stärker
als in der RT-qPCR, im Rahmen derer mittlere Induktionen von 28 % unter Normierung
auf Tbp und 37 % unter Normierung auf Sdha ermittelt wurden.

3.3.18 Glukosetransporter
Übersicht Von den insgesamt 13 Glukosetransportern wurden in der vorliegenden Arbeit
zwei untersucht (Abbildung 3.29), nämlich der Glukosetransporter 1, auch als GLUT1

99https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/432530 aufgerufen am 04.03.2022.
100https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/104111 aufgerufen am 04.03.2022.
101https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/11512 aufgerufen am 04.03.2022.
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Abbildung 3.28: Adenylatzyklasen
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dar-
stellung der relativen Expression der Adenylatzyklasen 1, 3 und 6 (Adcy1, Adcy3, Adcy6 ). In
Schwarz die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert.
Die Berechnung der p-Werte erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert
nach Benjamini und Hochberg, n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das
Referenzgen Tbp und in Weiß auf das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß two-
way ANOVA sind mit * markiert, n = 3.
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oder SLC2A1 (Solute Carrier Family 2 Member 1 ) bekannt, und der Glukosetransporter
6 (GLUT6 oder SLC2A6).

Slc2a1 GLUT1 oder SLC2A1 ist ein annähernd ubiquitär vorkommender Glukosetrans-
porter, der neben anderen Glukosetransportern auch in den β-Zellen des Pankreas expri-
miert wird. Er besitzt eine besonders hohe Affinität für Glukose und ist für die insulinunab-
hängige, kontinuierliche Glukoseaufnahme in die Zelle verantwortlich und stellt damit die
Energieversorung insbesondere der glukoseabhängigen Zellen, wie Neuronen des zentralen
Nervensystems oder Erythrozyten, sicher (Hauser, 2022). Slc2a1 102 zeigte sich sowohl in
der RNA-Sequenzierung als auch in der RT-qPCR durch Glukose in seiner Expression re-
duziert. In der RNA-Sequenzierung betrug der Effekt mit einer Reduktion von 21,4 RPKM
auf 14,3 RPKM 33 %. In der RT-qPCR-Analyse war der Effekt etwas geringer. Unter Nor-
mierung auf Tbp zeigte sich eine Reduktion von 29 % und unter Normierung auf Sdha von
26 %.

Slc2a6 GLUT6 oder SLC2A6 ist insbesondere in den lysosomalen Membranen von Ma-
krophagen exprimiert und transportiert selbst keine Glukose. Ihm wird eine Rolle bei der
Modulation der Glykolyse in Makrophagen zugesprochen (Maedera et al. , 2019). GLUT6
scheint außerdem eine Rolle bei Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 zu spielen. So be-
obachteten Chen et al. (2022) eine positive Korrelation zwischen der SLC2A6-Expression
und dem Body Mass Index von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2. In der RNA-
Sequenzierung hatte sich Slc2a6 103 eine deutliche Reduktion der Expression durch Gluko-
se um 39 % von 10,8 RPKM auf 6,5 RPKM ergeben. Auch in der RT-qPCR-Analyse ließ
sich die Tendenz einer Reduktion der Expression erkennen (Tbp: −31 %; Sdha: −24 %),
allerdings war der Fehlerbereich so groß, dass dieser Effekt nicht wesentlich signifikant war.

3.3.19 Sirtuine
Übersicht Sirtuine deazetylieren Nikotinamidadenindinukleotid-abhängig Lysin-Reste di-
verser Proteine und scheinen über ihre Beteiligung an unterschiedlichen zellulären Prozes-
sen, wie etwa dem Zellzyklus, der Apoptose, dem Stoffwechsel und der Signaltransduktion
einen positiven Einfluss auf die Langlebigkeit von Zellen zu haben (Verdin et al. , 2010;
Anderson et al. , 2014). Alle sieben Mitglieder dieser Proteinfamilie (Sirt1-7 ) wurden in
der vorliegenden Arbeit im Hinblick auf deren Genexpression in Abhängigkeit von der
Glukosekonzentration im Kulturmedium hin untersucht (Abbildung 3.30).

Sirt1 Morselli et al. (2010) stellten fest, dass SIRT1, welches zur ersten Klasse der
Sirtuine gehört, eine wichtige Rolle bei der durch Kalorienrestriktion vermittelten Auto-
phagie spielt, einem Prozess der von besonderer Bedeutung für die Langlebigkeit von Zellen
ist. Außerdem vermittelt SIRT1 bei Kalorienrestriktion die Transkription von Genen der

102https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20525 aufgerufen am 04.03.2022.
103https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/227659 aufgerufen am 04.03.2022.
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Abbildung 3.29: Glukosetransporter
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Darstel-
lung der relativen Expression der Glukosetransporter 1 und 6 (Glut1/Slc2a1, Glut6/Slc2a6 ). In
Schwarz die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert.
Die Berechnung der p-Werte erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert
nach Benjamini und Hochberg, n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das
Referenzgen Tbp und in Weiß auf das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß two-
way ANOVA sind mit * markiert, n = 3.
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Glukoneogenese (Rodgers et al. , 2005). Darüber hinaus vermittelt SIRT1 die Stressreak-
tion der Zelle bei Hypoxie u.a. durch die Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren
(Dioum et al. , 2009).

Sirt1 104 war im Rahmen der RNA-Sequenzierung in seiner Expression durch Glukose
um 51 % von 30,4 RPKM auf 15 RPKM reduziert worden. Auch in der RT-qPCR zeigte
sich eine Reduktion der Expression. Allerdings war diese etwas weniger stark und bewegte
sich unter Normierung auf Tbp bei 28 % und unter Normierung auf Sdha bei 20 %. Hierbei
war nur die Repression unter Normierung auf Tbp signifikant.

Sirt2 Diverse neurodegenerative Erkrankungen werden durch die intrazelluläre Anhäu-
fung (fehlgefalteter) Proteine verursacht. Outeiro et al. (2007) beobachteten, dass die
Hemmung von SIRT2, welches ebenfalls zur ersten Klasse der Sirtuine gehört, der schädli-
chen Anhäufung von α-Synuklein beim Morbus Parkinson entgegenwirkt. Ergänzend hierzu
werden SIRT2 auch vielfältige Rollen im Metabolismus zugeschrieben, wie bei der Erhö-
hung der Insulinsensitivität, der Verringerung von Sauerstoffradikalen oder der Hemmung
von entzündlichen Prozessen (Gomes et al. , 2015).

Sirt2 105 zeigte sowohl in der RNA-Sequenzierung als auch in der RT-qPCR keine Be-
einflussung durch Glukose. Die in der RNA-Sequenzierung zu beobachtende Tendenz einer
Reduktion um 5 % von 33,2 RPKM auf 31,4 RPKM war ebenso insignifikant wie die mit
Hilfe der RT-qPCR festgestellte Reduktion unter Normierung auf Tbp um 7 % oder die
unter Normierung auf Sdha festgestellte Steigerung der Expression um 5 %.

Sirt3 SIRT3, welches das dritte Mitglied der ersten Klasse der Sirtuine bildet, kommt
vornehmlich in den Mitochondrien vor und spielt hier eine wichtige Rolle bei der Auf-
recherhaltung des zellulären Energieniveaus unter oxidativem Stress, was Cheung et al.
(2015) unter anderem durch die protektive Wirkung von SIRT3 auf Kardiomyozyten, die
Doxorubicin ausgesetzt worden waren, zeigen konnten. Zhu et al. (2014) schreiben SIRT3
außerdem die Rolle eines Tumorsuppressors zu.

Sirt3 106 war ebenfalls in der RNA-Sequenzierung durch Glukose in seiner Expression
reduziert worden, und zwar um etwas mehr als 43 % von 3,3 RPKM auf 1,9 RPKM. Eine
Repression durch Glukose war auch in der RT-qPCR zu beobachten. Dieser Effekt war
mit - 27 % allerdings nur unter Normierung auf Tbp signifikant. Die unter Normierung auf
Sdha beobachtete Reduktion um 18 % hingegen war es nicht.

Sirt4 Laurent et al. (2013) konnten nachweisen, dass das ebenfalls in den Mitochondiren
lokalisierte SIRT4, welches eine eigene Klasse unter den Sirtuinen bildet, die Oxidation von
Fettsäuren hemmt und die Lipogenese fördert. Wie auch schon SIRT3 wird auch SIRT4
als Tumorsuppressor angesehen (Zhu et al. , 2014).

104https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/93759 aufgerufen am 25.02.2022.
105https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/64383 aufgerufen am 25.02.2022.
106https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/64384 aufgerufen am 25.02.2022.
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Sirt4 107 war weder in der RNA-Sequenzierung noch in der RT-qPCR signifikant in
seiner Expression durch Glukose beeinflusst worden. In der RNA-Sequenzierung hatte sich
eine insignifikante Steigerung der Expression um 13 % von 2,0 RPKM auf 2,2 RPKM
beobachten lassen. Mit Hilfe der RT-qPCR war unter Normierung auf Tbp eine minimale
Reduktion von weniger als 1 % festgestellt worden. Unter Normierung auf Sdha hingegen
zeigte sich eine abermals nicht signifikante Steigerung der Expression um 13 %.

Sirt5 SIRT5 bildet die dritte Klasse der Sirtuine. Das in Mitochondrien und Peroxisomen
vorkommende Protein deazetyliert diverse Enzyme der Fettsäureoxidation. Chiba et al.
(2019) konnten bei SIRT5-Knockout-Mäusen eine im Verlgeich zu Wildtyp-Mäusen verbes-
serte Nierenfunktion nach Ischämie- oder Cisplatin-induziertem Nierenversagen beobach-
ten. Während in diesem Fall die Inhibition von SIRT5 zu einer verbesserten Organfunktion
nach Stress führte, beobachteten Hershberger et al. (2017) ein verschlechtertes Überleben
von SIRT5-Knockout-Mäusen mit hochdruck-induzierter Herzhypertrophie. SIRT5 wirk-
te hier also protektiv. SIRT5 wird eine ebenfalls protektive Rolle auf die Mitochondrien
zugeschrieben, da es die Fragmentierung und Autophagie dieser Zellorganellen bei Nähr-
stoffmangel verhindert (Guedouari et al. , 2017).

Sirt5 108 war weder in der RNA-Sequenzierung noch in der RT-qPCR signifikant durch
Glukose in seiner Expression beeinflusst worden. In der RNA-Sequenzierung hatte sich
eine minimale und insignifikante Steigerung der Expression um 3 % von 1,7 RPKM auf
1,8 RPKM ergeben. Unter Normierung auf Tbp war mit Hilfe der RT-qPCR eine insignifi-
kante Verminderung der Expression um 7 % und unter Normierung auf Sdha eine ebenfalls
insignifikante Steigerung der Expression um 5 % festgestellt worden.

Sirt6 SIRT6 gehört zur vierten und letzten Klasse der Sirtuine und ist vornehmlich
im Zellkern anzutreffen. SIRT6 wird wie andere Vertreter der Sirtuine ebenfalls mit der
Förderung der Langlebigkeit von Zellen und Organismus in Verbindung gebracht. Dies
könnte unter anderem daran liegen, dass SIRT6 an der Regulation und Aufrechterhaltung
der Telomere beteiligt ist (Michishita et al. , 2008). Darüber hinaus spielt SIRT6 noch eine
wichtige Rolle bei der Glukosehomöostase. So zeigten Zhong et al. (2010), dass eine SIRT6-
Defizienz über eine gesteigerte Glukoseaufnahme und Glukolyse sowie die Hemmung der
Atmungskette zu einer Hypoglykämie und einem frühen Tod von Versuchstieren führte.

Sirt6 109 war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose in seiner Expression um 29 % von
7,9 RPKM auf 5,6 RPKM reduziert worden. Dieser Effekt ließ sich in der RT-qPCR nur bei
Normierung auf das Referenzgen Tbp in leicht abgeschwächter Form mit einer Reduktion
um 24 % reproduzieren. Die unter Normierung auf Sdha beobachtete Reduktion von 15 %
war hingegen nicht signifikant.

107https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/75387 aufgerufen am 25.02.2022.
108https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/68346 aufgerufen am 25.02.2022.
109https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/50721 aufgerufen am 25.02.2022.
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Sirt7 SIRT7 bildet das zweite Mitglied der vierten Klasse der Sirtuine und ist ebenfalls
im Nukleus angesiedelt. Ihm kommt eine wichtige Rolle bei der DNA-Reparatur und damit
bei der Aufrechterhaltung der Integrität des Genoms zu (Vazquez et al. , 2016). Auch
SIRT7 ist in die zellulären Rekationen auf Stress involviert und damit wichtig für die
Stressresistenz der Zelle und des Organismus. So zeigten Vakhrusheva et al. (2008), dass
SIRT7 die Stress-induzierte Apoptose von Herzzellen und die Ausbildung entzündlicher
Kardiomyopathien verhindert.

Sirt7 110 war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose nicht wesentlich beeinflusst wor-
den. Es hatte sich lediglich die Tendenz einer Induktion um 14 % von 6,9 RPKM auf
7,8 RPKM erkennen lassen. In der RT-qPCR war ebenfalls keine eindeutige Veränderung
erkennbar. Unter Normierung auf Tbp zeigte sich eine insignifikante Reduktion um 13 %
und unter Normierung auf Sdha nur eine minimale Veränderung um −2 % beobachten ließ.

3.3.20 LEPROT und LEPROTL1

Übersicht Das Leptin Receptor Overlapping Transcript ist ein Protein mit vier Trans-
membrandomänen, welches das Vorkommen von Membranproteinen auf der Zelloberfläche
durch die Förderung des Abbaus dieser Proteine über späte Endosomen und die Lysosomen
herabsetzt. Ein Protein, dessen Expression auf der Zelloberfläche durch LEPROT herab-
gesetzt wird, ist der Leptin-Rezeptor. Durch Inhibition von LEPROT konnten Couturier
et al. (2007) im Mausmodell die Signaltransduktion von Leptin erhöhen und die Ausbil-
dung von Nahrungsaufnahme-bedingter Adipositas verhindern. Ein verwandtes Gen von
LEPROT ist das Leptin Receptor Overlapping Transcript-Like 1 (LEPROTL1). Zusätz-
lich zum Einfluss von LEPROT auf die Leptin-Sigalübertragung wurde für LEPROT und
LEPROTL1 ein Einfluss auf die Signalübertragung des Growth Hormone (GH) beschrie-
ben. LEPROT und LEPROTL1 verringern die Anzahl auf der Zelloberfläche exprimierten
GH-Rezeptoren und führen so zu Wachstumseinschränkungen, wobei sie selbst wiederum
bei Nahrungsmangel oder Diabetes induziert und durch Insulin reprimiert werden (Touvier
et al. , 2009). Angesichts dieser Bedeutung für den Stoffwechsel wurde der Einfluss von
Glukose auf die Gene dieser beiden Proteine im folgenden näher untersucht (Abbildung
3.31).

Leprot Leprot111 war in der RNA-Sequenzierung um 53 % von 19,9 RPKM auf 30,5 RPKM
in seiner Expression verstärkt worden. Aufgrund einer größeren Fehlerstreuung war in der
RT-qPCR keine eindeutige Aussage über sein Expressionsverhalten möglich. Unter Nor-
mierung auf Tbp war eine leichte und insignifikante Steigerung der Expression um 19 %
zu beobachten, während sich unter Normierung auf Sdha eine Induktion um 35 % zeigte.

110https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/209011 aufgerufen am 25.02.2022.
111https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/230514 aufgerufen am 25.02.2022.
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Abbildung 3.30: Sirtuine
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dar-
stellung der relativen Genexpression der Sirtuine (Sirt1-7 ). In Schwarz die Ergebnisse der RNA-
Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert. Die Berechnung der p-Werte er-
folgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert nach Benjamini und Hochberg,
n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das Referenzgen Tbp und in Weiß auf
das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß two-way ANOVA sind mit * markiert, n
= 3.
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Leprotl1 Leprotl1 112 war in der RNA-Sequenzierung durch Glukose in seiner Expression
um 44 % von 45,9 RPKM auf 25,8 RPKM reduziert worden. Auch in der RT-qPCR zeigte
sich eine Reduktion der Expression. Diese betrug unter Normierung auf Tbp 29 % und
unter Normierung auf Sdha 20 %, wobei sie nur unter Normierung auf Tbp signifikant war.
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Abbildung 3.31: Leprot und Leprotl1
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Dar-
stellung der relativen Genexpression von Leprot und Leprotl1. In Schwarz die Ergebnisse der
RNA-Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert. Die Berechnung der p-Werte
erfolgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert nach Benjamini und Hochberg,
n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das Referenzgen Tbp und in Weiß auf
das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß two-way ANOVA sind mit * markiert, n
= 3.

3.3.21 S100A10
S100a10 Das S100 calcium binding protein A10 (calpactin) stellt ein Kalzium-insensitives
Mitglied der ansonsten durch Kalzium aktivierten S100-Proteinfamilie dar. S100A10 bil-
det Komplexe mit Annexin A2, einem membranbindenden Protein, und spielt hierüber

112https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/68192 aufgerufen am 25.02.2022.
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eine wichtige Rolle beim Transport von Proteinen zur Plasmamembran, sodass diese an
der Zelloberfläche exprimiert werden können (Rescher & Gerke, 2008).

S100a10 113 (Abbildung 3.32) zeigte in der RNA-Sequenzierung eine deutliche Induktion
seiner Expression durch Glukose um 56 % von 226,8 RPKM auf 354,5 RPKM. Auch in der
RT-qPCR konnte eine Induktion dieser Größenordnung beobachtet werden. Diese betrug
unter Normierung auf Tbp 51 % und unter Normierung auf Sdha 72 %.

S100a10
-0.5

0.0

0.5

1.0

Gen

R
e

la
ti

v
e

G
en

e
x

p
re

s
s

io
n

[x
-F

a
c

h
e

ü
b

e
r

b
a

s
a

l]

RNA-Seq

qPCR Tbp

qPCR Sdha

****

****
####

Abbildung 3.32: S100a10
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere
drei Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert.
Darstellung der relativen Genexpression von S100a10. In Schwarz die Ergebnisse der RNA-
Sequenzierung. Signifikante Unterschiede sind mit # markiert. Die Berechnung der p-Werte er-
folgte mit Hilfe des Wald-Tests, False-Discovery-Rate korrigiert nach Benjamini und Hochberg,
n = 3. In Grau die Ergebnisse der RT-qPCR normiert auf das Referenzgen Tbp und in Weiß auf
das Referenzgen Sdha. Signifikante Unterschiede gemäß two-way ANOVA sind mit * markiert, n
= 3.

113https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/20194 aufgerufen am 25.02.2022.
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3.3.22 Gene, deren Expression durch Glukose hochsignifikant
beeinflusst wurde

In Abbildung 3.33 sind die Ergebnisse der RT-qPCR mit den Ergebnissen der jeweiligen
Gene in der RNA-Sequenzierung dargestellt. Durch die Gegenüberstellung von RT-qPCR
und RNA-Sequenzierung lässt sich die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse mit den unter-
schiedlichen Methoden nachvollziehen. Je homogener der Farbstreifen eines betreffenden
Gens ist, desto besser reproduzierbar sind die Ergebnisse der relativen Expression für dieses
Gen.

Um die Gruppe der verlässlich reproduzierten Gene einzugrenzen, wurden verschiedene
Kriterien definiert. Diese waren:

1. Die Tendenz der Expressionsveränderung (Induktion/Repression) in der RNA-Se-
quenzierung ließ sich in der RT-qPCR mit beiden Referenzgenen reproduzieren.

2. Der FDR-korrigierte p-Wert in der RNA-Sequenzierung war kleiner 0,05.

3. Der p-Wert der nach Sidak korrigierten two-way-ANOVA in der RT-qPCR war sowohl
bei Normierung auf Tbp, als auch bei Normierung auf Sdha kleiner 0,05.

Das Ergebnis dieser Auswahl war die folgende Reihe von 13 Genen, auf die alle oben
genannten Kriterien zutreffen (Tabelle 3.3): Irs1, Igf1r, Insig1, Elk3, Tbc1d4, Tbc1d16,
Tbc1d31, Rap2a, Rap2b, Arhgef2, Gnai2, Adcy6 und S100a10.

3.4 RT-qPCR: Dosis-Wirkungs-Verhältnis auf RNA-
Ebene

Im oben dargestellten Experiment hatte sich ein Effekt von Glukose auf irs1, nicht aber
auf Irs2 gezeigt. Ebenso war Insig1, nicht aber Insig2 durch Glukose induziert worden.
Um dieses Phänomen näher zu untersuchen, wurde das Expressionsverhalten dieser Gene
bei unterschiedlichen Konzentrationen bestimmt. Das Ziel war, herauszufinden, ob eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung bestehe. Hierfür wurden mHypoA-2/10-Zellen für entweder 3
oder 24 Stunden bei unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (0 | 0,4 | 0,8 | 1,6 | 3,2
mM) kultiviert. Anschließend wurde die relative Genexpression von Irs1, Irs2, Insig1 und
Insig2 mit Hilfe des RT-qPCR-Verfahrens bestimmt. Bei 3 Stunden Stimulation zeigte
sich für Irs1 und Insig1 eine von der Glukosekonzentration abhängige Expressionsstärke,
während die Expression von Irs2 und Insig2 im Wesentlichen nicht von den angebotenen
Konzentrationen beeinflusst wurde (Abbildung 3.34). Nach 24 Stunden Stimulation zeigte
sich für Irs1 und Irs2 ein ähnlicher Effekt wie bei der dreistündigen Stimulation. Bei Insig1
und Insig2 hingegen zeigte sich nach 24-stündiger Stimulation nun auch ein leichter Effekt
für Insig2 (Abbildung 3.35).
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Abbildung 3.33: Verlgeich von RNA-Sequenzierung und RT-qPCR
Darstellung der relativen Expression unter Glukose (2,5 mM) im Vergleich zu basal (0 mM Glu-
kose). Farbcodierung: Je dunkler das Rot, desto stärker ist die Induktion des Gens durch Glukose,
je dunkler das Blau, desto stärker ist die Repression des Gens durch Glukose. Weiß steht für keine
Veränderung der Expression durch Glukose. Auf der Ordinate sind die im Rahmen der RT-qPCR
untersuchten Gene aufgelistet. Die Abszisse ist in drei Abschnitte unterteilt: links die Ergebnisse
der RNA-Sequenzierung, mittig die der RT-qPCR normiert auf Tbp und rechts normiert auf Sdha.
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Tabelle 3.3: Durch Glukose in ihrer Expression hochsignifikant beeinflusste Gene

Gene RNA-Sequenzierung RT-qPCR
Tbp Sdha

Expres-
sionsver-
änderung
[%]

FDR-
korri-
gierter
p-Wert

Expres-
sionsver-
änderung
[%]

Sidak
ANO-
VA
p-
Wert

Expres-
sionsver-
änderung
[%]

Sidak
ANO-
VA
p-
Wert

Irs1 143 < 0,0001 41 < 0,0001 52 < 0,0001
Igf1r 31 < 0,0001 21 0,0243 28 0,0038

Insig1 118 < 0,0001 34 < 0,0001 43 < 0,0001
Elk3 59 < 0,0001 40 < 0,0001 50 < 0,0001

Tbc1d4 90 < 0,0001 29 0,0036 37 0,0002
Tbc1d16 53 < 0,0001 31 0,0012 40 < 0,0001
Tbc1d31 −62 < 0,0001 −55 < 0,0001 −53 < 0,0001
Rap2a 114 < 0,0001 27 0,0038 45 < 0,0001
Rap2b 49 < 0,0001 24 0,0203 46 < 0,0001

Arhgef2 −56 < 0,0001 −46 < 0,0001 −47 0,0002
Gnai2 37 < 0,0001 24 0,0178 39 0,0003
Adcy6 63 < 0,0001 28 0,0392 37 0,0071

S100a10 56 < 0,0001 51 < 0,0001 72 < 0,0001
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Abbildung 3.34: RT-qPCR mHypoA-2/10 3 Stunden Irs1/2 und Insig1/2
mHypoA-2/10-Zellen wurden für 3 Stunden bei unterschiedlichen Glukosekonzentrationen kulti-
viert. Anschließend wurde die relative Expression in Bezug auf die Expression bei 0 mM Glukose
von Irs1 und Irs2 sowie Insig1 und Insig2 anhand des Referenzgens Sdha bestimmt. Signifikante
Unterschiede zwischen den jeweiligen Genen wurden mittels einer two-way-ANOVA und anschlie-
ßendem Sidak-Test ermittelt, n = 3.
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Abbildung 3.35: RT-qPCR mHypoA-2/10 24 Stunden Irs1/2 und Insig1/2
mHypoA-2/10-Zellen wurden für 24 Stunden bei unterschiedlichen Glukosekonzentrationen kulti-
viert. Anschließend wurde die relative Expression in Bezug auf die Expression bei 0 mM Glukose
von Irs1 und Irs2 sowie Insig1 und Insig2 anhand des Referenzgens Sdha bestimmt. Signifikante
Unterschiede zwischen den jeweiligen Genen wurden mittels einer two-way-ANOVA und anschlie-
ßendem Sidak-Test ermittelt, n = 3.
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3.5 Proteinnachweis: Überprüfung der Genexpression
auf Proteinebene

Im nachfolgenden Schritt sollte nun untersucht werden, inwiefern sich die auf Ebene der
Transkription durch RNA-Veränderungen nachgewiesenen Effekte der Glukose auf die Gen-
expression auch auf der Ebene der Translation durch die Beobachtung von Proteinmengen-
veränderungen nachweisen ließen. Zu diesem Zweck wurden Western-Blot-Untersuchungen
durchgeführt. Aus finanziellen Gründen war es nicht möglich, alle Gene, die sich in der
RNA-Sequenzierung und den qPCR-Analysen verlässlich als durch Glukose in ihrer Ex-
pression beeinflusst gezeigt hatten, mittels des Western-Blot-Verfahrens zu untersuchen.
Daher wurde der Proteinnachweis zunächst nur für die beiden auf RNA-Ebene in den RT-
qPCR-Untersuchungen am stärksten durch Glukose induzierten Gene, Irs1 und Insig1,
durchgeführt.

mHypoA-2/10-Zellen wurden für dieses Experiment für 24 Stunden in sechs verschie-
denen Glukosekonzentrationen (0 | 0,2 | 1,5 | 2,5 | 5 | 15 mM) kultiviert. Abbildung 3.36
zeigt die Quantifizierung der im Rahmen dieses Experiments gewonnenen Western-Blot-
Banden. Dargestellt ist die Bandenintensität in Relation zu SDHA in Abhängigkeit von der
Glukosekonzentration des Mediums. Es lässt sich erkennen, dass es zwischen 0 und 2,5 mM
Glukose sowohl bei IRS1 als auch bei INSIG1 zu einer Steigerung der Protein-Expression
kommt. Während die Expression bei IRS1 unter höheren Konzentrationen weiterhin unge-
fähr konstant bleibt, sinkt die Proteinmenge bei INSIG1 unter höheren Konzentrationen
wieder ab und ist dann ungefähr genauso hoch wie unter 0 mM Glukose. Es werden also
IRS1 und INSIG1 auch auf der Protein-Ebene durch Glukose induziert.

Um zu untersuchen, ob es sich bei der Glukose-induzierten Expressionsverstärkung von
IRS1 um einen für die mHypoA-2/10-Zelllinie spezifischen Effekt handelte, wurde das Ex-
periment mit der GT1-7-Zelllinie wiederholt. Wie in Abbildung 3.37 zu sehen ist, war
IRS1 auch in der GT1-7-Zelllinie bei mittleren Glukosekonzentrationen von 1,5 oder 2,5
mM Glukose verstärkt exprimiert. Interessanterweise zeigte sich unter höheren Glukosekon-
zentrationen (5 und 15 mM) eine Verminderung der Bandenintensität. Womit das Expres-
sionsverhalten von IRS1 in den GT1-7-Zellen dem von INSIG1 in den mHypoA-2/10-Zellen
ähnelt.

3.5.1 Einfluss der Glukose auf die IGF-1-induzierte Phosphory-
lierung von ERK1/2, AKT und CREB

Im folgenden Schritt wurden mHypoA-2/10- und GT1-7-Zellen für 24 Stunden entweder
bei 0,1 mM oder 2,5 mM Glukose kultiviert und anschließend für 2:30, 5, 10, 20 bzw. 30
Minuten mit IGF-1 stimuliert. Nach dem Ernten der Zellen wurden die Proteinmengen
von phosphoryliertem ERK1/2, AKT und CREB semiquantitativ mittels des Western-
Blot-Verfahrens bestimmt. Zur Normierung wurden die Histon-Banden herangezogen. Die
auf das Histon normierten Proteinmengen wurden sodann in Relation zu den jeweiligen
Proben gesetzt, die nicht mit IGF-1 stimuliert worden waren. Dadurch ließ sich die relative
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Änderung der Menge an phosphoryliertem Protein in Abhängigkeit von der Zeit darstel-
len (siehe Abbildung 3.38). Bei den mHypoA-2/10-Zellen ließ sich für AKT und CREB
kein Unterschied zwischen niedriger und hoher Glukose im Hinblick auf die Phosphorylie-
rung feststellen. Nur bei ERK1/2 war die relative Steigerung der Phosphorylierung bei 0,1
mM Glukose stärker als bei 2,5 mM Glukose. Bei den GT1-7-Zellen wiederum (Abbildung
3.39)zeigte sich nur für CREB ein signifikanter Unterschied zwischen der relativen Steige-
rung der Phosphorylierung unter hoher und niedriger Glukose. Beide Male war die relative
Steigerung der Phosphorylierung (einmal für ERK1/2 bei den mHypoA-2/10-Zellen und
einmal für CREB bei den GT1-7-Zellen) bei den unter niedrigen Glukosekonzentrationen
kultivierten Zellen höher.

3.6 Effekte von Glukose auf das monomere G-Protein
RHO

Als Nächstes wurde der Einfluss von Glukose auf die Aktivierung von Rho untersucht.
Bei RHO handelt es sich um eine kleine GTPase, die als aktiviert gilt, wenn sie GTP
gebunden hat und als inaktiviert gilt, wenn sie GDP gebunden hat. Mit Hilfe des Active Rho
Pull-Down and Detection Kit von Thermo Fisher Scientific wurde das aktive, d.h. GTP-
gebundene RHO isoliert und anschließend mit einem Rho-Antikörper, der laut Hersteller
RHOA, RHOB und RHOC bindet, mittels des Western-Blot-Verfahrens nachgewiesen.

Zunächst wurden mHypoA-2/10-Zellen in normalem DMEM, d.h. DMEM mit 25 mM
Glukose, ausgesät. Nach 24 Stunden erfolgte dann ein Mediumwechsel, um den einen Teil
der Zellen mit 0,1 mM Glukose und den anderen Teil der Zellen mit 2,5 mM Glukose zu
stimulieren. Nach 24 Stunden Stimulationszeit wurde dann das aktive RHO isoliert und
nachgewiesen.

In Abbildung 3.40 ist die Quantifizierung der Western-Blot-Banden dargestellt. Die
Bandenfläche ist in Abhängigkeit von der Glukosebehandlung angegeben. Außerdem ist
auf der Abszisse angezeigt, ob im Rahmen der Isolation eine Zugabe von GTP bzw. GDP
stattgefunden hat oder nicht (basal). Wie in Abbildung 3.40 zu sehen ist, war die Bande
des basalen aktiven RHO mit bloßem Auge kaum zu erkennen. Erst bei der Bildanalyse
im Rahmen der Quantifizierung konnte eine kleine Menge detektiert werden. Wurde im
Rahmen des Isolationsprozesses GTP oder GDP zugegeben, waren die Banden wesent-
lich deutlicher erkennbar, wobei nach Zugabe von GTP mehr aktives Rho nachgewiesen
wurde als nach Zugabe von GDP. Allerdings ließ sich kein eindeutiger Effekt der Gluko-
sekonzentration erkennen. Dieser Umstand und die Tatsache, dass kaum aktives RHO in
der unbehandelten Probe nachzuweisen war, veranlasste dazu, die Versuchsreihe nach zwei
Durchgängen abzubrechen.
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3.7 Glukose erhöht die durch Noradrenalin induzierte
cAMP-Synthese

In der RNA-Sequenzierung und RT-qPCR waren u.a. Gene durch Glukose induziert wor-
den, die bekannt dafür sind, die cAMP-Synthese zu beeinflussen. Mit Gnai2 war ein G-
Protein induziert, welches zu einer verringerten cAMP-Synthese führt. Die Adenylatzyklase
6, die dagegen cAMP synthetisiert, war ebenfalls durch Glukose induziert. Damit waren
zwei Gene identifiziert worden, die durch Glukose in ihrer Expression verstärkt wurden,
aber der Theorie nach entgegengesetzte Wirkungen auf die cAMP-Menge haben. Das Ziel
des im Folgenden beschriebenen Versuchs war es zu untersuchen, ob Glukose im Endeffekt
zu einer vermehrten oder aber einer verringerten cAMP-Synthese führt.

Zu diesem Zweck wurden mHypoA-2/10-Zellen auf 12-Well-Platten mit je 50.000 Zel-
len je Well ausgesät und über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte dann ein Medi-
umwechsel mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen. Der eine Teil der Zellen wurde
einem Medium mit 0,1 mM Glukose und ein anderer Teil einem Medium mit 2,5 mM
Glukose ausgesetzt. Beide Medien waren FCS-frei. Außerdem wurde den Zellen 3H-Adenin
mit einer finalen Konzentration von 1 µCi beigegeben, das durch Inkubation der Zellen
für eine weitere Nacht in den Stoffwechsel der Zellen gelangen konnte. Am dritten Tag
erfolgte dann die 10-minütige Stimulation mit Noradrenalin, α-MSH und Forskolin. Die
endgültigen Konzentrationen sind in Tabelle 2.11 angegeben. Zusätzlich enthielt das Sti-
mulationsmedium noch 25 mM HEPES zur Aufrechterhaltung eines stabilen pH-Werts und
1 mM IBMX, einen PDE-Hemmer, um den Abbau von cAMP zu verhindern.

Unter allen drei Stoffen zeigte sich eine verstärkte cAMP-Akkumulation, wobei diese
bei α-MSH am schwächsten und unter Forskolin am stärksten war. Bei der basalen cAMP-
Menge war, wie auch schon zuvor, eine leichte Reduktion durch Glukose zu erkennen, wobei
diese nicht signifikant war. Die Noradrenalin-induzierte cAMP-Akkumulation war unter
2,5 mM Glukose um 56 % im Verlgeich zu 0,1 mM Glukose induziert worden (Abbildung
3.41). Für α-MSH und Forskolin ließ sich dagegen kein signifikanter Einfluss von Glukose
auf die cAMP-Akkumulation nachweisen.
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Abbildung 3.36: Western Blot mHypoA-2/10 24 Stunden IRS1 und INSIG1
mHypoA-2/10-Zellen wurden 24 Stunden lang in sechs verschiedenen Konzentrationen (0 | 0,2 |
1,5 | 2,5 | 5 | 15 mM) kultiviert. Anschließend wurden die Proteine INSIG1, IRS1 und SDHA mit-
tels Western-Blot nachgewiesen. Dargestellt ist die relative Intensität der Western-Blot-Banden,
normiert auf das Referenzprotein SDHA und im Verhältnis zur Expression unter 0 mM Glukose,
in Abhängigkeit von der Glukosekonzentration im Medium in mM. n = 4.
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Abbildung 3.37: Western Blot GT1-7 24 Stunden IRS1
GT1-7-zellen wurden für 24 Stunden in sechs verschiedenen Glukosekonzentrationen kultiviert.
Anschließend wurden die Proteine IRS1 und SDHA mittels Western-Blot nachgewiesen. Darge-
stellt ist die relative Intensität der Western-Blot-Banden, normiert auf das Referenzprotein SDHA
und im Verhältnis zur Expression unter 0 mM Glukose, in Abhängigkeit von der Glukosekonzen-
tration in mM. Signifikante Unterschiede zu 0 mM Glukose wurden mittels two-way ANOVA und
Dunnett-Test ermittelt, n = 3.
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Abbildung 3.38: Glukose-abhängige IGF-1-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung
mHypoA-1/10-Zellen wurden für 2:30, 5, 10, 20 und 30 Minuten mit IGF-1 stimuliert. Als Kontrol-
le dienten nicht stimulierte Zellen. Anschließend wurde die Menge an phosphoryliertem ERK1/2
in Relation zur Histon-Bande mittels des Western-Blot-Verfahrens bestimmt und auf die nicht
stimulierte Probe normiert. In Schwarz sind die Zellen dargestellt, die für 24 Stunden mit 0,1 mM
Glukose stimuliert wurden und in Rot diejenigen, welche mit 2,5 mM Glukose stimuliert wurden.
Mittels two-way ANOVA wurden signifikante Unterschiede ermittelt, welche bei 10, 20 und 30
Minuten zu erkennen sind, n = 7.
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Abbildung 3.39: Glukose-abhängige IGF-1-induzierte CREB-Phosphorylierung
GT1-7-Zellen wurden für 2:30, 5, 10, 20 und 30 Minuten mit IGF-1 stimuliert. Als Kontrolle
dienten nicht stimulierte Zellen. Anschließend wurde die Menge an phosphoryliertem CREB in
Relation zur Histon-Bande mittels des Western-Blot-Verfahrens bestimmt und auf die nicht sti-
mulierte Probe normiert. In Schwarz sind die Zellen dargestellt, die für 24 Stunden mit 0,1 mM
Glukose stimuliert wurden und in Rot diejenigen, welche mit 2,5 mM Glukose stimuliert wurden.
Mittels two-way ANOVA wurden signifikante Unterschiede ermittelt, welche bei 2,5 sowie 10 und
20 Minuten zu erkennen sind, n = 2.
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Abbildung 3.40: Glukoseabhängige RHO-Aktivität
mHypoA-2/10-Zellen wurden für 24 Stunden entweder mit 0,1 mM Glukose oder 2,5 mM Glukose
stimuliert. Anschließend wurde das aktive RHO bestimmt. Darstellung der Menge des aktiven
RHO in Abhängigkeit von der Glukosekonzentration und der Zugabe von GTP, GDP oder ohne
Zusatz, n = 2.
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Abbildung 3.41: cAMP-Akkumulation in Abhängigkeit von Glukose, α-MSH,
Noradrenalin und Forskolin
mHypoA-2/10-Zellen wurden für 24 Stunden bei 0,1 bzw. 2,5 mM Glukose inkubiert. Danach
erfolgte eine 10-minütige Stimulation mit wahlweise α-MSH, Noradrenalin bzw. Forskolin. An-
schließend wurde die cAMP-Akkumulation mit Hilfe eines Flüssigkeitsszintillationszählers gemes-
sen. Die Graphik zeigt die normierte cAMP-Akkumulation (= cAMP/(cAMP+ATP) · 1000) in
Abhängigkeit von der Glukosekonzentration im Medium (0,1 mM oder 2,5 mM) und der Stimu-
lation mit α-MSH, Noradrenalin (NA) bzw. Forskolin (FSK). Signifikante Unterschiede wurden
mittels two-way ANOVA ermittelt (NA 0,1 mM vs. NA 2,5 mM Glukose p = 0,0003), n = 3.
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Kapitel 4

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Glukose einen deutlichen Einfluss
auf die Expression verschiedenster Genfamilien in hypothalamischen mHypoA-2/10-Zellen
ausübt. Diese Effekte ließen sich sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene nachweisen.
Im Rahmen der RNA-Sequenzierung zeigten sich 641 Gene um mindestens den Faktor 2
hoch und 766 herunterreguliert. In der durchgeführten Signal- und Biosyntheseweg-Analyse
war der Cholesterin-Biosyntheseweg neben diversen anderen der am stärksten durch Glu-
kose induzierte Signal- und Biosyntheseweg. Über 100 ausgewählte Vertreter wichtiger
Gengruppen, die für den Zellstoffwechsel und die Signaltransduktion von Bedeutung sind,
wurden anschließend mittels RT-qPCR näher untersucht. Das Ergebnis waren 13 Gene
aus unterschiedlichsten Genfamilien (Irs1, Igf1r, Insig1, Elk3, Tbc1d4, Tbc1d16, Tbc1d31,
Rap2a, Rap2b, Arhgef2, Gnai2, Adcy6, S100a10 ), welche hochsignifikant in ihrer Expres-
sion durch Glukose beeinflusst wurden, was bislang für diese Gene in hypothalamischen
Zellen noch nie nachgewiesen worden war. Für IRS1 und INSIG1 konnte die Induktion
durch Glukose auch auf Proteinebene nachgewiesen werden. Darüber hinaus wurde fest-
gestellt, dass unter niedrigen Glukosekonzentrationen IGF-1 zu einer relativ verstärkten
Phosphorylierung von ERK1/2 und CREB führt. Doch nicht nur Proteine der Singaltrans-
duktion wurden durch die Glukosekonzentration des Nährmediums beeinflusst. Auch für
den Second messanger cAMP wurde eine verstärkte Noradrenalin-induzierte Akkumulation
unter Glukose nachgewiesen.

In der sich nun anschließenden Disskussion werden die einzelnen Ergebnisse prägnant
rekapituliert und sodann vor dem Hintergrund der bestehenden Literatur interpretiert. Da-
bei wird zum einen beleuchtet werden, über welche Mechanismen Glukose Einfluss auf die
Genexpression nimmt und zum anderen, welche Bedeutung die Glukose-induzierte Genex-
pression für die Pathophysiologie von Diabetes mellitus und Metabolischem Syndrom haben
könnte. Schließlich werden noch die Limitationen der vorliegenden Arbeit diskutiert. Emp-
fehlungen für weiterführende Forschungen und eine Zusammenfassung der besprochenen
Inhalte schließen die Diskussion ab.
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4.1 Glukose induziert differenzierte Genexpression auf
Ebene der Transkription

Glukose spielt eine wichtige Rolle als Nährstoff und seine erhöhte Konzentration im Blut
bei Diabetes mellitus ist das Hauptproblem dieser Erkrankung. Die Insulinresistenz sowie
die verschiedensten Wirkungen des Insulins, u.a. auch auf die Genexpression, sind inten-
siv von der Forschungsgemeinde untersucht worden. Direkte Einflüsse der Glukose auf die
Genexpression wurden allerdings weniger intensiv erforscht, besonders im Hinblick auf die
Genexpression in hypothalamischen Neuronen. Genexpression ist ein komplexer Vorgang,
der in mehrere Abschnitte unterteilt werden kann, die wiederum von unterschiedlichsten
Faktoren beeinflusst werden. Grob untergliedert, ergibt sich eine Zweiteilung der Genex-
pression in Transkription, bei der der genetische Code der DNA abgelesen und RNA synthe-
tisiert wird, sowie in Translation, bei der mithilfe der RNA ein Protein synthetisiert wird.
Um in einem ersten Schritt zu untersuchen, ob unterschiedliche Glukosekonzentrationen
einen Einfluss auf die Genexpression haben, wurden zunächst Experimente auf der ersten
Ebene, der Ebene der Transkription, durchgeführt. Zur Bestimmung von RNA-Mengen
stehen verschiedenste Methoden zur Verfügung, die sich in ihrem Aufwand und damit
auch ihren Kosten z.T. erheblich unterscheiden. In der vorliegenden Arbeit wurde sich für
zwei verschiedene Methoden entschieden, um die Ergebnisse vergleichen und gegebenenfalls
validieren zu können. Die erste umfassendere und damit aufwendigere sowie kostspielige-
re Methode, die zur Anwendung kam, war die RNA-Sequenzierung. Hierbei wurden die
RNA-Mengen von sechs verschiedenen Kulturplatten, von denen je drei bei 0 mM und drei
bei 2,5 mM Glukose für drei Stunden kultiviert worden waren, für jedes Gen des murinen
Erbguts bestimmt. Durch eine umfassende Analyse wurden differenziert exprimierte Gene
identifiziert. Eine höhere Glukosekonzentration im Nährmedium der Zellen führte nicht
zu einer undifferenzierten Erhöhung der RNA-Mengen des Erbguts, sondern einzelne Ge-
ne zeigten eine erhöhte, andere wiederum eine verringerte RNA-Menge. Unterschiedliche
Glukosekonzentrationen führen also auf Ebene der Transkription zu einer differenzierten
Veränderung der Genexpression einzelner Gene. Eine differenzierte, durch Glukose indu-
zierte Genexpression, wurde auch von Ottosson-Laakso et al. (2017) beschrieben. Hierbei
kamen allerdings humane Zellen, nämlich pankreatische Inselzellen diabetischer und nicht
diabetischer Körperspender zum Einsatz und nicht, wie bei der vorliegenden Arbeit, muri-
ne immortalisierte hypothalamische Zellen. Auch war die Stimulationszeit mit 24 Stunden
wesentlich länger als die der vorliegenden Arbeit von drei Stunden. Auch Nishitani et al.
(2019) konnten eine differenzierte Genexpression, verursacht durch Glukose, nachweisen.

Allerdings wurden dort murine Trophoblasten-Stammzellen verwendet, die für vier Tage,
und damit deutlich länger als die Zellen in der vorliegenden Arbeit, mit unterschiedli-
chen Glukosekonzentrationen behandelt wurden. Jang et al. (2017) untersuchten mittels
RT-qPCR die Genexpression von POMC, NPY und AgRP im murinen Hypothalamus
in Abhängigkeit der Futterzusammensetzung und stellten unterschiedliche Einflüsse von
Kalorienmenge und Fettzusammensetzung auf die genannten drei Gene fest. Interessan-
terweise waren Pomc, Npy und Agrp in der RNA-Sequenzierung der vorliegenden Arbeit
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nicht relevant exprimiert (RPKM < 1). Aufgrund der genannten Unterschiede der zitierten
Forschungen zu der vorliegenden Arbeit ist ein direkter Verlgeich nicht möglich. Es lässt
sich jedoch festhalten, dass Glukose in verschiedensten Zelltypen Einfluss auf die Genex-
pression nimmt und sich die Beeinflussbarkeit der Genespression nicht auf die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten hypothalamischen Zellen beschränkt.

4.2 Glukose induziert den Cholesterin-Biosyntheseweg
In der Analyse der Signal- und Biosynthesewege hatte sich die Cholesterinbiosynthese als
der auf RNA-Ebene am stärksten induzierte Biosyntheseweg ergeben. Insgesamt waren 5
Enzyme stark durch Glukose induziert worden: Dhcr7, Acat2, Mvk, Hsd17b7 und Hmgcs1.
Somit kann von einer Induktion des Cholesterin-Biosynthesewegs durch Glukose gespro-
chen werden. Die Stoffwechselwege der Cholesterinbiosynthese und der Glykolyse sind eng
mit einander verbunden. Das im Rahmen der Glykolyse entstehende Pyruvat wird in Actyl-
CoA umgewandelt und dient sodann als Substrat für die Biosynthese von Cholesterin. Die
vorliegenden Daten bedeuten somit, dass Glukose seine eigene Verstoffwechselung zu Cho-
lesterin durch die Hochregulation der entsprechenden Enzyme induziert.

Laut Dietschy & Turley (2001) ist das Gehirn das Organ mit dem meisten Cholesterin
und beinhaltet ca. 25% des gesamten Cholesterins des menschlichen Körpers. Aufgrund
der Undurchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke für Cholesterin muss das Gehirn sein Cho-
lesterin selbst synthetisieren. Die Hirn-eigene Cholesterin-Synthese kann durch Insulin be-
einflusst werden. Suzuki et al. (2010) konnten zeigen, dass in diabetischen Mausmodellen
die Enzyme der Cholesterin-Biosynthese, wie auch die zerebrale Cholesterin-Konzentration
selbst, reduziert sind. Auf den ersten Blick mag dies im Widerspruch zu den hier vorliegen-
den Daten stehen. Allerdings ist dabei zu bedenken, dass beim von Suzuki et al. (2010)
verwendeten Mausmodell eine über mehrere Tage anhaltende diabetische Stoffwechsellage
simuliert wurde, wohingegen in der vorliegenden Arbeit die Stimulation mit Glukose nur
drei Stunden betrug. Längerfristig erhöhte Glukose-Konzentrationen scheinen einen gegen-
sätzlichen Effekt zu haben. Denkbar wäre eine “Erschöpfung” der Cholesterin-Biosynthese
ähnlich der erst erhöhten und dann im Verlauf der Erkrankung reduzierten Insulinproduk-
tion beim Diabetes mellitus Typ 2.

Zu Ergebnissen, welche dagegen denen der vorliegenden Arbeit ähneln, kamen Sun et al.
(2014) bei der Untersuchung pankreatischer Inselzellen von Ratten. Unter etwas höheren

Glukosekonzentrationen (3,3 und 16,7 mM) und längeren Stimulationszeiten (24 Stunden)
wurden u.a. ebenfalls Dhcr7, Mvk und Hmgcs1 als Glukose-abhängige Enzyme der Cho-
lesterinbiosynthese indentifiziert. Abgesehen von den sich leicht unterscheidenen Versuchs-
bedingungen, scheint die in der vorliegenden Arbeit festgestellte Glukose-Abhängigkeit
der Genexpression der Cholesterin-Biosynthese-Enzyme somit in Übereinstimmung mit
spezies- und gewebeübergreifenden, grundlegenden zellulären Mechanismen zu stehen.

Der auf RNA-Ebene beobachtete Effekt, dass Glukose die Gene der Cholesterin-Biosyn-
these induziert, korreliert mit gesteigerten Cholesterinkonzentrationen im Überstand von
mHypoA-2/10-Zellen, die unter höheren Glukosekozentrationen (2,5 mM) kulitivert wur-
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den (Webert et al. , 2022). Dies ist im Hinblick auf das Metabolische Syndrom interessant,
da bei den betroffenen Patienten ja nicht nur erhöhte Blutzuckerwerte, sondern auch meist
eine Dyslipidämie festgestellt wird (Zimmet et al. , 2005), die in der Regel mit erhöhten
non-HDL-Cholesterinwerten einhergeht (Huang et al. , 2008).

4.3 IRS1 und INSIG1 sind verlässlich Glukose-abhängig
exprimiert

IRS1 spielt eine bedeutende Rolle bei der Signaltransduktion von Insulin. Sowohl in der
RNA-Sequenzierung, als auch in der RT-qPCR und in den Proteinnachweisen mittels
Western-Blot zeigte sich eine durch die Variation der Glukosekonzentration im Medium
beeinflussbare Expression von IRS1. Auf Proteinebene konnten diese Ergebnisse nicht nur
in mHypoA-2/10-Zellen nachgewiesen werden, sondern auch in den ebenfalls hypothala-
mischen GT1-7-Zellen bestätigt werden. Diese Beobachtungen legen nahe, dass es sich
hierbei weniger um einen Zelllinien-spezifischen Effekt handelt, der auf mHypoA-2/10-
Zellen beschränkt ist, sondern viel mehr um ein globales Phänomen des murinen Hypo-
thalamus. Im Hinblick auf die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 spielt IRS1 eine
besondere Rolle, da es als ein Schlüsselprotein bei der Entwicklung einer Insulinresistenz
gilt (Zick, 2005). Vermehrter Abbau oder Inaktivierung über Phosphorylierung von IRS1
führen über eine gestörte Insulin-Signaltransduktion schließlich zur Insulinresistenz. Dass
Glukose bei kurzfristiger Stimulation über 3 bis 24 Stunden zu einer vermehrten Expres-
sion von IRS1 führt deutet darauf hin, dass Glukose zunächst zu einer Sensibilisierung
der Insulin-Signaltransduktion führt, möglicherweise um die Zelle zu befähigen, mit dem
Überangebot an Glukose zurechtzukommen. Die Ausbildung einer Insulinresistenz dagegen
steht im Zusammenhang mit chronischen Veränderungen und längerfristigen Erhöhungen
der Glukosekonzentrationen im Körper.

INSIG1 war ebenfalls nicht nur auf RNA-Ebene, sondern auch auf Proteinebene durch
Glukose induziert worden. Dabei war die Glukoseabhängigkeit der INSIG1-Expression auf
mittelere Glukosekonzentrationen beschränkt, wohingegen unter höheren Glukosekonzen-
trationen (15 mM) eine ähnlich niedrige Expression wie unter 0 mM Glukose zu beobach-
ten war. Die Glukose-induzierte INSIG1-Expression ist insbesondere in Zusammenschau
mit der durch Glukose gesteigerten Cholesterin-Biosynthese interessant. Wie bereits im
Ergebnisteil erläutert verhindert INSIG1 bei hohen Cholesterin-Konzentrationen die Tran-
skription des LDL-Rezeptors und fördert den Abbau des Schlüsselenzyms der Cholesterin-
Biosynthese (Gong et al. , 2006; Lee et al. , 2006). Während Glukose also auf der einen
Seite die Biosynthese von Cholesterin durch vermehrte Expression der entsprechenden En-
zyme fördert, führt es gleichzeitig zu einer gesteigerten Expression eines Proteins, welches
an der negativen Regulation der Cholesterin-Biosynthese beteiligt ist. Die Förderung des
einen Prozesses geht also gleichzeitig mit dessen Begrenzung durch einen antagonistischen
Prozess einher. Möglicherweise dient dies dazu, kurzfristig eine überschießende Choleste-
rinproduktion zu verhindern. Sollte dieser Sicherungsmechanismus langfristig außer Kraft
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gesetzt werden, z.B. durch eine Gewöhnung oder Ermüdung, wäre dies ein weiterer Erklä-
rungsansatz für den pathologisch veränderten Fettstoffwechsel beim metabolischen Syn-
drom.

4.4 Glukose vermindert die IGF-1-induzierte Menge
von phospho-ERK in mHypoA-2/10-Zellen und
phospho-CREB in GT1-7-Zellen

ERK (Extracellular-signal-regulated kinase) ist Teil der Familie der Mitogen-activated pro-
tein Kinases (MAPK ). Seine Aktivierung mittels Phosphorylierung führt zu unterschied-
lichsten Effekten auf zellulärer Ebene, zu denen u.a. die Beeinflussung der Transkription,
des Zellüberlebens und der Zellteilung gehören. Diverse Moleküle können zu einer ERK-
Aktivierung führen, u.a. Insulin (Boulton et al. , 1991; Ramos, 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurden mHypoA-2/10-Zellen über 24 Stunden entweder in
Medium mit 0,1 mM (basal) oder 2,5 mM Glukose kultiviert und anschließend für 21

2 , 5,
10, 20 und 30 Minuten mit Insulin-like growth factor 1 (IGF-1 ) stimuliert. In Übereinstim-
mung mit der o.g. Literatur zeigte sich durch die IGF-1-Stimulation ein relativer Anstieg
der phosphorylierten ERK-Menge im Vergleich zur Kontrolle, die nicht mit IGF-1 stimu-
liert wurde. Dies galt allerdings nur für die Zellen, die bei 0,1 mM Glukose kultiviert worden
waren. Bei 2,5 mM ließ sich dieser Effekt zwar an den Wester-Blot-Banden erahnen, im Rah-
men der Quantifizierung war er jedoch nicht signifikant. Insgesamt war allerdings eine er-
höhte Menge an phosphoryliertem ERK unter 2,5 mM Glukose festzustellen. Glukose führt
also insgesamt zu einer vermehrten Aktivierung von ERK, wodurch der relative Effekt von
IGF-1 auf die ERK-Phosphorylierung unter höheren Glukosekonzentrationen abgeschwächt
wird. Eine Glukose-induzierte ERK-Aktivierung konnten auch Liu et al. (2016) zeigen. Im
Gegensatz zur vorliegenden Arbeit wurden allerdings Schwann-Zellen von Ratten verwen-
det, die auch deutlich länger (bis zu 96 Stunden) und in deutlich höheren (25-150 mM)
Glukosekonzentrationen kultiviert wurden. Es lässt sich also festhalten, dass die Beobach-
tugen vom Prinzip her in Übereinstimmung mit der Literatur stehen, aber im Lichte der
jweiligen besonderen Versuchsbedingungen gesehen werden müssen. Eine funktionelle Kon-
sequenz aus diesen Ergebnissen zu ziehen ist schwierig, da eine Aktivierung von ERK je
nach Zelllinie unterschiedliche Effekte nach sich zieht. So kann eine ERK-Aktivierung auf
der einen Seite die Zellproliferation fördern, während es auf der anderen Seite zur Apopto-
se führt (McCubrey et al. , 2007). Im Hinblick auf die durch ERK vermittelte Steigerung
der Proliferation sei darauf hingewiesen, dass eine starke Assoziation zwischen Diabetes
mellitus und diversen Krebsformen besteht (Giovannucci et al. , 2010). Der genaue Zu-
sammenhang ist nicht abschließend geklärt. Clemmons et al. (2007) konnten jedoch eine
durch Hyperglykämie verursachte Steigerung der Proliferation und Migration von glatten
Muskelzellen auf Grundlage einer veränderten IGF-1-Signalvermittlung feststellen. Die im
Rahmen dieser Arbeit festgestellte Beeinflussung der IGF-1-Signalverarbeitung und Akti-
vierung von ERK ist ein weiterer Hinweis in die potenziell Proliferations-fördernde Wirkung
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von Glukose.
CREB (cAMP response element-binding protein) ist ein Transkriptionsfaktor, der an

das cAMP response element(CRE) bindet (Montminy & Bilezikjian, 1987). Die Phospho-
rylierung von CREB führt zu dessen Dimerisation und Aktivierung in seiner Funktion
als Transkriptionsfaktor (Yamamoto et al. , 1988). Darüber hinaus ist bekannt, dass der
Insulin-like growth factor I zu einer Aktivierung von CREB führt (Pugazhenthi et al. ,
1999). Im nächsten Schritt sollte nun untersucht werden, wie die in dieser Arbeit angewen-
deten Glukosekonzentrationen die CREB-Aktivität beeinflussen. Zur Beantwortung dieser
Frage wurden mHypoA-2/10- und GT1-7-Zellen nach demselben Schema wie oben kul-
tiviert und das phosphorylierte CREB mittels Wester-Blot bestimmt. Dabei zeigte sich,
dass IGF-1 insbesondere zwischen 2,5 und 20 Minuten zu einer Erhöhung des phospho-
rylierten Creb führte. Bei den GT1-7-Zellen war darüber hinaus ein Unterschied zwischen
den Glukosekonzentrationen zu beobachten. Es zeigte sich ein relativ stärkerer Effekt von
IGF-1 bei der niedrigeren Glukosekonzentration von 0,1 mM im Vergleich zur höheren von
2,5 mM Glukose. Unter basalen Bedingungen war ähnlich wie bei ERK eine Steigerung der
Menge an phosphoryliertem CREB durch Glukose zu beobachten. Dass Glukose zu einer
Steigerung von phosphoryliertem CREB führt, beschrieben auch Morris & Gold (2013) bei
ihren Experimenten mit Ratten. Die Glukose-induzierte Phyophorylierung von CREB ist
ein möglicher Mechanismus, über den Glukose die Expression weiterer Gene beeinflusst,
welche ein CRE in ihrer Promotorregion aufweisen. Darüber hinaus wird die Aktivierung
von CREB auch in der Literatur als eine Komponente der Pathologie des Diabetes mellitus
Typ 2 und mögliches Ziel antidiabetischer Therapien angesehen (Benchoula et al. , 2021).

4.5 Einfluss von Glukose auf die RHO-Aktivität bleibt
unklar

Unter höheren Glukosekonzentrationen (5,5 und 30 mM) konnten Kawamura et al. (2004)
zeigen, dass Glukose über die Proteinkinase C zu einer verstärkten Aktivität von RHO
führt. Kawamura et al. (2004) detektierten das aktive RHO ebenfalls mittels Präzipitation
und Western-Blot. Unter den im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Glukose-
konzentrationen von 0,1 und 2,5 mM war dagegen kein eindeutiger Effekt von Glukose
nachzuweisen. Dies könnte zum einen an einem Problem mit dem verwendeten Detection
Kit liegen, da sich weder unter 0,1 noch unter 2,5 mM Glukose in den unbehandelten Pro-
ben, d.h. den Proben, denen im Rahmen des Isolationsprozesses weder GTP noch GDP
zugegeben wurde, nur unbedeutende, kaum erkennbare Mengen von aktivem RHO detek-
tieren ließen. Erst die Zugabe von GTP oder GDP im Verlauf des Isolationsprozesses führte
zu einer relevanten Detektion von aktivem RHO. Zum anderen ist es möglich, dass unter
den wesentlich geringeren Glukosekonzentrationen, die in der vorliegenden Arbeit zur An-
wendung kamen, generell kaum aktives Rho vorliegt. Leider lässt sich somit anhand der
vorliegenden Daten nicht sagen, welchen Einfluss Glukose auf die RHO-Aktivität hat.
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4.6 Glukose verstärkt Noradrenalin-abhängige cAMP-
Akkumulation

cAMP entsteht mit Hilfe der Adenylatzyklase aus ATP und dient als wichtiger Second
Messanger bei der Signaltransduktion. Die unspezifischen Phosphodiesterasen der Familien
1, 2, 3, 10 und 11 sowie die cAMP-spezifischen Phosphodiesterasen der Familien 4, 7 und 8
bauen das cAMP wiederum zu AMP ab. Es erscheint somit einleuchtend, dass die zellulären
cAMP-Mengen ganz wesentlich von den Mengen der sie produzierenden und abbauenden
Enzyme abhängig sind.

Von den zehn bekannten und in der RNA-Sequenzierung untersuchten Adenylatzykla-
sen (Adcy1-10 ) waren nur vier exprimiert (Adcy1, 3, 6, 9, Abbildung 4.1), d.h. sie wiesen
unter einer der Versuchsbedingungen einen RPKM-Wert ≥ 1 auf. Von diesen vier wie-
derum war die Adenylatzyklase 6 (Adcy6 ) die am stärksten exprimierte und die einzige,
die in ihrer Expression durch Glukose signifikant verändert wurde (im Mittel von 11,5
RPKM auf 18,8 RPKM, dies entspricht einer Induktion von ca. 63%). Von den vier in
der RNA-Sequenzierung nachgewiesenen Adenylatzyklasen wurden anschließend drei (Ad-
cy1, 3, 6 ) mit Hilfe der RT-qPCR näher untersucht. Hierbei ließ sich die Induktion von
Adcy6 durch Glukose in abgeschwächter Form reproduzieren. Es kann daher von einer
verlässlichen Steigerung der Transkription der Adenylatzyklase 6 durch Glukose nach drei
Stunden ausgegangen werden. Die relevanteste, da mit Abstand am stärksten exprimierte,
Adenylatzyklase ist damit auch diejenige, welche sicher durch Glukose induziert ist. Dies
würde dafür sprechen, dass auf Seiten der cAMP-Produktion mit einer Steigerung durch
Glukose zu rechnen ist.

Von den ”Gegenspielern“ der Adenylatzyklasen, den Phosphodiesterasen, die cAMP
(spezifisch oder unspezifisch) abbauen, waren sechs exprimiert, d.h. wiesen einen RPKM-
Wert unter wenigstens einer Versuchsbedingung von mindestens 1 auf: Pde1a, Pde3b,
Pde4a, Pde4b, Pde7a, Pde8a (Abbildung 4.2). Pde1a und Pde3b (beides unspezifische Phos-
phodiesterasen) waren von diesen die basal am stärksten exprimierten Gene mit mittleren
RPKM-Werten von 4,6 und 7. Beide wurden durch Glukose in ihrer Expression deut-
lich vermindert, Pde1a um ca. 36 %, Pde3b um ca. 40 %. Bis auf Pde4b (einer cAMP-
spezifischen Phosphodiesterase), dessen basale Expression durch Glukose von 1,8 RPKM
auf 2,4 RPKM angehoben wurde, waren die restlichen Phosphodiesterasen nicht signifikant
durch Glukose beeinflusst. Insgesamt kann also von einer Verminderung der Transkription
von cAMP-spezifischen und -unspezifischen Phosphodiesterasen gesprochen werden. Zu-
grunde gelegt, dass sich dieser Effekt auch auf translationaler Ebene durchsetzt, wäre vor
diesem Hintergrund ein verminderter Abbau von cAMP unter Glukose zu erwarten.

Es lässt sich also festhalten, dass Glukose auf der einen Seite die Expression der domi-
nanten Adenylatzyklase 6 deutlich verstärkt und auf der anderen Seite die Phosphodies-
terasen insgesamt vermindert. Folgerichtig wäre eine erhöhte cAMP-Menge unter Glukose
zu erwarten. Betrachtet man jedoch die Ergebnisse der im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit durchgeführten cAMP-Messungen (Abbildung 3.41), so scheint unter basalen Bedin-
gungen sogar eher das Gegenteil der Fall zu sein: Glukose allein hat hier keinen Einfluss
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auf die gemessene cAMP-Menge. Erst bei Stimulation mit Noradrenalin macht sich ein
Effekt bemerkbar und es ist eine verstärkte cAMP-Akkumulation unter der höheren Glu-
kosekonzentration zu erkennen. Es ist also ein äußerer Stimulus notwendig, damit sich die
Expressionsveränderungen auch funktional bemerkbar machen.

Nun stellt sich jedoch die Frage, warum Glukose Einfluss auf die Noradrenalin-Wirkung
im Hinblick auf cAMP nimmt. Betrachtet man die bei der Signaltransduktion des Norad-
renalins wichtigen G-Proteine, können diese die beobachteten Phänomene allerdings nicht
erklären. Während Gnas, welches die Adenylatzyklase aktiviert, nicht signifikant durch
Glukose verändert war, kam es eher zu einer verstärkten Expression der inhibitorischen
G-Proteine Gnai1 und insbesondere des am stärksten exprimierten G-Proteins Gnai2,
ebenfalls ein inhibitorisches G-Protein (Abbildung 4.3).

Erst der Blick auf die Adrenorezeptoren lässt eine plausible Erklärung zu. Denn der ein-
zige in den mHypoA-2/10-Zellen exprimierte Adrenorezeptor (mit einem RPKM-Wert ≥
1), der β2-Adrenorezeptor (Adrb2 ), ist nicht nur ein Gs-gekoppelter Rezeptor, sondern auch
stark, nämlich um 170 %, durch Glukose in seiner Expression induziert (Abbildung 4.4).
Die Kombination aus stark induziertem β2-Adrenorezeptor, deutlich induzierter Adenylat-
zyklase 6 und reduzierten Phosphodiesterasen lässt eine verstärkte cAMP-Akkumulation
bei Noradrenalin-Stimulation nunmehr als logische Konsequenz erscheinen. Die Glukose-
abhängige Expression des β2-Adrenorezeptors und die durch Glukose beeinflusste cAMP-
Antwort auf Noradrenalin sind auch dahingehend interessant, da es genetische Polymor-
phismen des Rezeptors gibt, die im Zusammenhang mit Diabetes mellitus Typ 2 (Chang
et al. , 2002) sowie Adipositas und Stoffwechselveränderungen stehen (Lima et al. , 2007).

Die α-MSH- und Forskolin-induzierte cAMP-Akkumulation war im Gegensatz hierzu
nicht durch Glukose beeinflusst worden. Diese Unabhängigkeit von Glukose könnte an den
unterschiedlichen Wirkungsweisen dieser Stoffe liegen. α-MSH wirkt über die Melanocortin-
Rezeptoren, von denen in der RNA-Sequenzierung keiner RPKM-Werte über 1 zeigte. Es
ist also von einer geringer Melanocortin-Rezeptor-Dichte auszugehen. Dies könnte auch
den geringen beobachteten Effekt von α-MSH auf die cAMP-Akkumulation erkären, die
sich nicht wesentlich von den basalen Bedingungen unterschied. Forskolin dagegen, führ-
te zu einer deutlichen Steigerung der cAMP-Akkumulation im Vergleich zu den basalen
Bedingungen. Die Forskolin-induzierte cAMP-Akkumulation war stärker als unter allen
anderen Versuchsbedingungen. Da Forskolin ein direkter Aktivator der Adenylatcyclase
(Seamon et al. , 1981) ist, sich jedoch kein Glukose-Effekt beobachten ließ, scheint die
Glukose-induzierte Induktion der Adenylatzyklase 6 hier keine Rolle zu spielen.

Bei all diesen Betrachtungen darf natürlich nicht außer Acht gelassen werden, dass auf
Ebene der Transkription ein 3-stündiges und auf Ebene der Funktionalität ein 24-stündiges
Zeitfenster zur Glukosebehandlung angewendet wurde. Dennoch lässt sich argumentieren,
dass sich Effekte auf die Transkription erst nach einiger Zeit aufgrund des Zwischenschritts
der Translation und des Transports zum Wirkungsort in der Zelle funktional bemerkbar
machen können.
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Abbildung 4.1: Adenylatzyklasen in der RNA-Sequenzierung
mHypoA-2/10-Zellen wurden für drei Stunden entweder in Nährmedium ohne Glukose (basal)
oder einer Konzentration von 2,5 mM Glukose (Glukose) kultiviert. Anschließend wurden die
Zellen geerntet und eine RNA-Sequenzierung durchgeführt. Dargestellt sind die RPKM-Werte
(Reads per kilobase of transcript per Million mapped reads) für alle exprimierten (RPKM ≥ 1)
Adenylatzyklasen (Adcy). Einzig signifikant verändert war Adcy6 mit einem FDR-korrigierten
(False Discovery Rate) p-Wert < 0,0001, n = 3.

4.7 Mechanismen der Glukose-induzierten Genexpres-
sion

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Glukose diverse Gene in der hypothalamischen Zell-
linie, mHypoA-2/10, induziert, stellt sich nun natürlich die Frage, über welche Mecha-
nismen die Glukosekonzentration im Medium Einfluss auf die Genexpression nimmt. Ein
bereits einleitend besprochener Mechanismus ist die Aktivierung von Promotoren mittels
Transkriptionsfaktoren, auf die im Folgenden nun näher eingegangen werden soll. Lerner
et al. (2009) hatten eine Glukose-abhängige Transkription von IRS2 über Aktivierung
von CRTC2 in hypothalamischen Neuronen beschrieben. Breit et al. (2016) konnten dies
für die ebenfalls hypothalamischen mHypoA-2/10-Zellen bestätigen, indem sie zeigten,
dass Glukose über eine Inaktivierung der AMPK und damit einhergehender verminderter
Phosphorylierung, d.h. Aktivierung, von CRTC2 zu dessen Translokation in den Nukleus
und folglich zu einer vermehrten Transkription des vom CRE-Promotor-abhängigen Re-
portergens kam. Diese Erkenntnisse bildeten dann die Grundlage für die Experimente der
vorliegenden Arbeit. Von den hierbei identifizierten 13 hochsignifikant durch Glukose in-
duzierten Genen wiesen, gemäß der von Zhang et al. (2005) veröffentlichen Datenbank
(http://signal.salk.edu/creb/index.html) Irs1 und Insig1 ein CRE in ihrer Promotorregi-
on auf. Die Induktion dieser Gene durch Glukose ließe sich also durch eine CREB- und
CRTC-vermittelte Aktivierung der Transkription erklären.
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Abbildung 4.2: Phosphodiesterasen in der RNA-Sequenzierung
mHypoA-2/10-Zellen wurden für drei Stunden entweder in Nährmedium ohne Glukose (basal)
oder einer Konzentration von 2,5 mM Glukose (Glukose) kultiviert. Anschließend wurden die Zel-
len geerntet und eine RNA-Sequenzierung durchgeführt. Dargestellt sind die RPKM-Werte (Reads
per kilobase of transcript per Million mapped reads) für alle exprimierten (RPKM ≥ 1) Phos-
phodiesterasen (Pde). Signifikant verändert waren Pde1a (FDR-korrigierter p-Wert < 0,0001),
Pde3b (FDR-korrigierter p-Wert < 0,0001) und Pde4b (FDR-korrigierter p-Wert = 0,0033), n =
3.
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Abbildung 4.3: Heterotrimere G-Proteine in der RNA-Sequenzierung
mHypoA-2/10-Zellen wurden für drei Stunden entweder in Nährmedium ohne Glukose (basal)
oder einer Konzentration von 2,5 mM Glukose (Glukose) kultiviert. Anschließend wurden die
Zellen geerntet und eine RNA-Sequenzierung durchgeführt. Dargestellt sind die RPKM-Werte
(Reads per kilobase of transcript per Million mapped reads) für alle exprimierten (RPKM ≥
1) G-Proteine. Signifikant verändert waren (jeweils mit FDR-korrigiertem p-Wert): Gnai1 (p =
0,0259), Gnai2 (p < 0,0001), Gnao1 (p < 0,0001), Gna11 (p < 0,0001) und Gna13 (p < 0,0001),
n = 3.
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Abbildung 4.4: β2-Adrenorezeptor (Adrb2) in der RNA-Sequenzierung
mHypoA-2/10-Zellen wurden für drei Stunden entweder in Nährmedium ohne Glukose (basal)
oder einer Konzentration von 2,5 mM Glukose (Glukose) kultiviert. Anschließend wurden die
Zellen geerntet und eine RNA-Sequenzierung durchgeführt. Dargestellt sind die RPKM-Werte
(Reads per kilobase of transcript per Million mapped reads) für den einzigen exprimierten Adre-
norezeptor (β2, Adrb2). Induktion um 170%, FDR-korrigierter p-Wert < 0,0001, n = 3.

CRE ist jedoch nicht die einzige Promotorsequenz welche von Glukose-abhängigen Tran-
skriptionsfaktoren gebunden wird. Glukose-induzierte Genexpression wurde in der Vergan-
genheit besonders für Leberzellen, Fettgewebe und β-Zellen nachgewiesen. In diesem Zu-
sammenhang wurde eine Promotorregion identifiziert, die gemeinhin als Carbohydrate Re-
sponse Element (ChoRE) bekannt ist. Als mögliche Liganden für dieses Promotor-Element
kommt eine ganze Reihe von Transkriptionsfaktoren in Frage, die wiederum durch Gluko-
se in ihrer Aktivität beeinflusst werden und so den Glukose-Effekt auf die Genexpression
vermitteln sollen.

Als wichtigster Transkriptionsfaktor und Ligand des ChoRE gilt ChREBP (Yamashita
et al. , 2001; Ma et al. , 2006). Die Wirkungsweise von ChREBP wird folgendermaßen
erklärt: Glukose wird nach Aufnahme in die Zelle zu Glukose-6-Phosphat phosphoryliert
und danach u.a. in den Pentosephosphatweg eingeschleust. Im Rahmen des Pentosephos-
phatweges entsteht Xylolose-5-Phosphat, was wiederum die Phosphoproteinphosphatase
2A (PP2A) aktiviert. Die PP2A dephosphoryliert dann ihrerseits das im Zytosol befind-
liche Phospho-ChREBP, sodass dieses in den Zellkern wandern kann und dort zusammen
mit dem MAX-like protein X (Mlx) den ChoRE-Promotor bindet. Wegen dieser Interaktion
mit Mlx wird das ChREBP auch Mlxipl (MLX interacting protein-like) genannt. ChREBP
(Mlxipl) selbst war in der RNA-Sequenzierung nicht exprimiert. Dies steht in Überein-
stimmung mit der Literatur, wonach ChREBP (Mlxipl) im Gehirn kaum exprimiert ist
(Ortega-Prieto & Postic, 2019). Es existiert allerdings ein ubiquitär exprimiertes Homolog,
MondoA oder Mlxip genannt. Tatsächlich waren sowohl Mlxip als auch Mlx laut der im
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Rahmen dieser Arbeit durchgeführten RNA-Sequenzierung in den mHypoA-2/10-Zellen
exprimiert. Mlxip war zwar um etwa zwei Drittel schwächer als Mlx exprimiert, zeigte sich
aber in seiner Expression durch die Glukosebehandlung verringert (Abbildung 4.5).

Das Vorhandensein des ChREBP-Homologs Mlxip sowie dessen Dimerisationspartners
Mlx legt nahe, dass Glukose vermittelte Genexpression über diesen bedeutsamen Mecha-
nismus, der in anderen Geweben bereits beschrieben wurde, auch in den hypothalamischen
mHypoA-2/10-Zellen reguliert wird. Interessant ist auch die beobachtete Verringerung der
Expression von Mlxip durch Glukose, die auf eine Art Feedback-Loop hinweisen könnte,
der durch eine Drosselung von Mlxip eine überschießende Glukose-induzierte Genexpression
verhindert.
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Abbildung 4.5: Mlxip und Mlx in der RNA-Sequenzierung
mHypoA-2/10-Zellen wurden nach 24-stündiger Inkubation bei 0,1 mM Glukose für weitere drei
Stunden entweder bei 2,5 mM Glukose oder in Medium ohne Glukose (basal) inkubiert. Darstel-
lung der Espressionswerte von Mlxip (MLX interacting protein) und Mlx (MAX-like protein X)
in RPKM (Reads per kilobase of transcript per Million mapped reads) in Abhängigkeit von der
Glukosekonzentration (basal = 0,0 mM und Glc = 2,5 mM). FDR-korrigierte p-Werte = 0,001
(Mlxip) und 0,06 (Mlx), n = 3.

4.8 Limitationen und weiterführende Forschungen
Eine Limitation der vorliegenden Arbeit stellen die verwendeten Glukosekonzentrationen
dar, die im Spannungsverhältnis zwischen den Bedingugen in vivo und denen in der Kul-
turflasche stehen. Es wurden bewusst Konzentrationen gewählt, die dem Maximum und
Minimum im zerebralen Interstitium gesunder Mäuse entsprechen, wohlweißlich, dass die
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immortalisierten Zellklone in der Kulturflasche normalerweise bei 25 mM Glukose kulti-
viert werden. Inwiefern die niedrigen Glukosekonzentrationen möglicherweise einen außer-
gewöhnlichen Stress für die Zellen darstellen könnten – der etwa zu vermehrtem Zelltod
führen würde – wurde mittels optischer Bewertung der Zellphysiognomie im Rahmen der
routinemäßigen Lichtmikroskopie untersucht. Hierbei zeigte sich vom optischen Eindruck
her kein Unterschied zwischen den Versuchsbedingungen, was Zellform, Adhärenz und Kon-
fluenz anging. In diesem Zusammenhang wäre es interessant, in weiterführenden Arbeiten
die Anzahl der Apoptosen und den oxidativen Stress unter den verwendeten Versuchsbe-
dingungen zu quantifizieren, um den Einfluss der Glukosekonzentration auf das “Wohlbe-
finden” der Zellen zu objektivieren.

In der RNA-Sequenzierung war unter anderem das Gen Hmox1 (Hämoxigenase 1) als
durch Glukose beeinflusst identifiziert worden. Hmox1 war mit Werten um die 320 RPKM
unter basalen Bedingungen vergleichsweise stark exprimiert gewesen. Seine Expression un-
ter Glukose-Bedingungen war dagegen mit Werten unter 100 RPKM deutlich verringert.
HMOX1 gehört zu den Hitzeschockproteinen (heat shock proteins, HSP). Seine vermehr-
te Expression unter basalen Bedingungen deutet auf eine Stresssituation der Zelle hin.
HMOX1 spielt aber nicht nur bei oxidativem Stress eine Rolle, sondern ist auch im Hinblick
auf den Diabetes mellitus sowie das Metabolische Syndrom interessant. Jais et al. (2014)
konnten zeigen, dass HMOX1 als diagnostischer Prädiktor für das Metabolische Syndrom
herangezogen werden kann. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Beeinflussbarkeit
der Expression von Hmox1 durch Glukose ist in diesem Zusammenhang sehr interessant,
da somit auch ein langfristiger Einfluss der Glukose unter pathologischen Bedingungen eine
veränderte HMOX1-Expression nahelegt.

Bei allen Schlussfolgerungen ist natürlich zu beachten, dass die Erkenntnisse an Zellli-
nien gewonnen wurden, die aufgrund ihres Wesens als immortalisierte Klone zwar zelluläre
Mechanismen abbilden können, jedoch Rückschlüsse auf Gewebe oder gar den ganzen Or-
ganismus nur bedingt zulassen. Nichtsdestotrotz lassen die Ergebnisse aufschlussreiche Ein-
sichten in die durch Glukose beeinflussten Vorgänge auf Zellebene zu und ermöglichen es
dadurch Hypothesen für höhere Ebenen, wie Geweben oder dem Organismus, aufzustellen.
Dadurch fungieren sie als eine wertvolle Grundlage für weiterführende Untersuchungen.

Für weiterführende Forschungen empfiehlt sich eine Validierung der Daten in vivo, z.B.
in einem Mausmodell. Denkbar wäre die Untersuchung von Unterschieden in der Gen-
expression von normalgewichtigen und übergewichtigen Mäusen oder speziell gefütterter
Mäuse in Abhängigkeit von deren Blutglukosekonzentrationen. Eine Herausforderung dürf-
te hierbei die Reproduzierbarkeit der in der vorliegenden Arbeit simulierten interstitiellen
Glukosekonzentration sein. In einem Zwischenschritt wäre auch die Untersuchung der Gen-
expression in Gehirn-Organoiden in vitro unter variierenden Glukosekonzentrationen inter-
essant zu untersuchen. Die Kontrolle der Glukosekonzentration wäre hierbei auch einfacher
als in vivo.
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4.9 Zusammenfassung
Es konnte gezeigt werden, dass Glukose in Abhängigkeit von seiner Konzentration die Gen-
expression in hypothalamischen Zellen der Zelllinie mHypoA-2/10 differenziert organisiert.
Während einzelne Gene mit einer Steigerung ihrer Expression auf die veränderten Kultur-
bedingungen reagierten, wurden andere widerum inhibiert, während der Großteil der Gene
sich von der Glukosekonzentration unbeeinflusst zeigte. Wesentliche Biosynthese- und Si-
gnalwege wie die Cholesterin-Biosynthese, die ungefaltete Protein-Antwort und die Grup-
pe der Phospholipasen zeigten sich entweder stark durch Glukose induziert (Cholesterin-
Biosynthese, Phospholipasen) oder reduziert (ungefaltete Protein-Antwort). Zentrale Beob-
achtungen der RNA-Sequenzierung konnten mit dem RT-qPCR-Verfahren validiert werden.
Die zellphysiologische Relevanz der beobachteten Veränderungen der RNA in Abhängig-
keit von der Glukosekonzentration zeigte sich in korrespondierenden Veränderungen auf
Protein-Ebene (IRS1, INSIG1). Mögliche Erklärungsansätze zum zugrundeliegenden Me-
chanismus zeigten Glukose-abhängige Phosphorylierungen wichtiger Proteine, die Einfluss
auf die Genexpression nehmen (ERK, CREB). Zuletzt konnte auch noch ein Einfluss von
Glukose auf die intrazelluläre Katecholaminantwort in Form einer Glukose-modulierten
cAMP-Akkumulation nach Noradrenalin-Stimulation nachgewiesen werden. Glukose kann
somit als facettenreicher Modulator der zellulären Genexpression und Signalverarbeitung
angesehen werden. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass Glukose-induzierte Veränderungen
der hypothalamischen Genexpression ein wichtiger Faktor bei der Entstehung von Stoff-
wechselerkrankungen wie dem Diabetes mellitus oder dem metabolischem Syndrom sind
und möglicherweise neue Ansätze zur Prävention und Therapie dieser Erkrankungen liefern
werden.
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