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EINLEITUNG 
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1 Einleitung 

Die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) ist 

weltweit die am häufigsten diagnostizierte Ursache einer chronischen Lebererkrankung [1, 2]. 

Schätzungen gehen von einer Häufigkeit der NAFLD in der europäischen Bevölkerung von 

20 bis 30 % aus [2]. Die NAFLD ist eine multifaktorielle Erkrankung, wird aber insbesondere 

mit metabolischen Erkrankungen, wie Adipositas, Dyslipidämien und Insulinresistenz, asso-

ziiert. Demnach tritt die NAFLD noch häufiger bei Patienten mit Adipositas (76 %), Diabetes 

mellitus Typ 2 (69 %) und Dyslipidämien (50 %) auf [3 – 5]. Dabei umfasst die Bezeichnung 

NAFLD ein breites Spektrum unterschiedlicher Schweregrade dieser Erkrankung. 

Die Fettleber (hepatische Steatose) ist hierbei der erste Schritt und kann durch verschiedene 

Veränderungen im Lipidstoffwechsel ausgelöst werden. Bei Übergewicht und Adipositas 

kommt es durch die zunehmende Einlagerung von Lipiden zur Expansion des Fettgewebes, bis 

dessen Speicherkapazität erreicht ist. Die ektope Speicherung von Lipiden in den Adipozyten 

löst intrazellulären Stress aus, wodurch Signalwege aktiviert werden, die ein Gleichgewicht in 

der Zelle wiederherstellen sollen. Infolgedessen beginnen die Adipozyten mit der verstärkten 

Freisetzung von Fettsäuren, die über die Zirkulation in die Leber gelangen und dort von den 

Hepatozyten aufgenommen und gespeichert werden [6]. Neben der erhöhten Lipidaufnahme 

aus der Peripherie ist zusätzlich eine gesteigerte hepatische Lipogenese an der Entwicklung 

einer hepatischen Steatose beteiligt. Auch wenn eine NAFLD zunächst symptomatisch 

unauffällig ist, entwickeln etwa 5 bis 20 % der Fettleberpatienten eine gefährliche nicht-

alkoholische Steatohepatitis (nonalcoholic steatohepatitis, NASH) [7], die durch ein erhöhtes 

Risiko für progressive Fibrose, Zirrhose und Leberversagen gekennzeichnet ist. Im weiteren 

Fortschreiten der Erkrankung wird die NASH zusätzlich als Risikofaktor für die Entstehung 

eines hepatozellulären Karzinoms angesehen [8]. 

Die Therapiemöglichkeiten bei NAFLD sind bisher auf eine Gewichtsreduktion von min-

destens 3 bis 5 % in Kombination mit einer Bewegungssteigerung beschränkt [9]. Unter-

stützende medikamentöse Ansätze, wie u. a. der Einsatz von Lipidsenkern, Insulinsensitizern 

und Antioxidantien, sind Schwerpunkt derzeit durchgeführter Studien. Bis jetzt steht aber keine 

zuverlässige medikamentöse Fettleber-Therapie zur Verfügung, um den gestörten Fettsäure- 

und Triglyzeridstoffwechsel in den Hepatozyten zu korrigieren. 
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1.1 Retinol Saturase (RetSat) 

Die Retinol Saturase (RetSat) wurde durch Sequenzanalysen im Jahr 2004 als ein Enzym 

identifiziert, welches eine Homologie zur in Pflanzen vorkommenden carotenoid isomerase 

(CRTISO) aufweist. Die Substratspezifität der CRTISO für Prolycopin konnte für die RetSat 

nicht nachgewiesen werden. Stattdessen fanden Moise et al., dass die Oxidoreduktase RetSat 

in den Retinoidmetabolismus involviert ist. In einer NADH/NADPH- oder FADH-abhängigen 

Reaktion katalysiert RetSat die Reduktion von Retinol zu 13,14-Dihydroretinol [10]. 13,14-

Dihydroretinol kann durch dieselben Enzyme, wie Retinol über Retinal zur Retinsäure, über 

13,14-Dihydroretinal zur 13,14-Dihydroretinsäure, oxidiert werden [11]. Die Retin- sowie 

13,14-Dihydroretinsäure sind aktive Metaboliten, die den nukleären retinoic acid receptor α 

(RARα) aktivieren können. Die 13,14-Dihydroretinsäure weist dabei eine geringere Potenz für 

RARα im Vergleich zur Retinsäure auf [12]. 13,14-Dihydroretinol ist eine chirale Verbindung, 

wobei durch die RetSat selektiv das (R)-Enantiomer entsteht. Das (R)-Enantiomer besitzt eine 

geringere Affinität zu RARα als das (S)-Enantiomer [13]. Obwohl der Metabolismus von 

13,14-Dihydroretinol bereits aufgeklärt werden konnte, ist die physiologische Funktion der 

Dihydroretinoide noch unbekannt.  

Die RetSat stellt eines der am stärksten differentiell regulierten Gene in metabolischen 

Erkrankungen dar. Zu diesem Ergebnis kamen die Autoren von Park et al. nach einer Meta-

Analyse von Microarray-Daten metabolischer Experimente aus insgesamt 16 verschiedenen 

Datensets [14]. Interessanterweise deutet dessen Expressionsmuster, mit der höchsten Expres-

sion in der Leber, Niere, dem Darm und Fettgewebe [10], ebenfalls auf eine wichtige Rolle in 

den metabolisch aktiven Organen hin. Bisher ist jedoch wenig über die Funktion der RetSat in 

diesen Geweben bekannt.  

Im Fettgewebe wird die RetSat-Expression durch Bindung des nukleären Rezeptors peroxisome 

proliferator-activated receptor γ (PPARγ), an ein PPAR response element im ersten Intron der 

RetSat, transkriptionell reguliert. Durch diese Bindungsstelle wird die RetSat-Expression 

während der Differenzierung von Präadipozyten zu ausgereiften Adipozyten induziert. 

Schupp et al. zeigten, dass eine RetSat-Depletion in Präadipozyten zu einer Inhibition der 

Adipozytendifferenzierung, unabhängig vom identifizierten enzymatischen Produkt 13,14-

Dihydroretinol, führt. Diese Erkenntnis deutet darauf hin, dass RetSat neben der Bildung von 

13,14-Dihydroretinol noch andere enzymatische Reaktionen katalysieren kann [15]. 
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In der Leber, dem Organ mit der stärksten RetSat-Expression, wird die RetSat durch den 

nukleären Rezeptor peroxisome proliferator-activated receptor α (PPARα) während des 

Fastens induziert [16]. PPARα besitzt eine zentrale Aufgabe im hepatischen Fettsäure-

metabolismus durch die Regulation vieler Enzyme der Fettsäureoxidation und Ketogenese 

[17, 18]. Die Rolle der RetSat im hepatischen Glukose- und Lipidstoffwechsel wurde zuerst 

durch eine frühere Doktorandin der AG Schupp, Dr. Nicole Witte, näher untersucht. Die 

Vorarbeit von Dr. Witte stellte die Grundlage für die vorliegende Arbeit dar. Dr. Witte konnte 

zeigen, dass eine RetSat-Depletion in primären Maushepatozyten zu einer verminderten 

Expression von glykolytischen und lipogenen Genen führt. Dabei konnten eine verminderte 

Glukoseaufnahme, Pyruvatbildung und Fettsäuresynthese nachgewiesen werden. Zusätzlich 

wiesen adipöse Mäuse mit hepatischer RetSat-Depletion signifikant geringere Serum- und 

Lebertriglyzeride sowie ad libitum gefütterte- bzw. gefastete (24 h) Blutglukosewerte auf. Dr. 

Witte identifizierte, durch Analyse bekannter hepatischer Regulatoren der Glykolyse und 

Lipogenese, den durch RetSat-regulierten Transkriptionsfaktor carbohydrate responsive 

element-binding protein (ChREBP). Eine hepatische RetSat-Depletion in adipösen Mäusen 

führte zu einer verminderten ChREBP mRNA Expression und ChREBP-Proteinmenge sowie 

zu einer signifikanten Reduktion bekannter ChREBP-Zielgene. Zusätzlich konnte eine 

verminderte ChREBP-Aktivität infolge der RetSat-Depletion in primären Maushepatozyten 

gezeigt werden. Die Ergebnisse von Dr. Witte weisen darauf hin, dass die verminderte 

ChREBP-Aktivität infolge einer RetSat-Depletion ebenfalls unabhängig von der Generierung 

von 13,14-Dihydroretinol ist. Durch Zugabe von 13,14-Dihydroretinol konnte weder die durch 

RetSat-Depletion verminderte Fettsäuresynthese in Adipozyten noch die verminderte 

Expression des ChREBP-Zielgens Txnip in primären Maushepatozyten wieder gesteigert 

werden [19]. 

 

1.2 Der Transkriptionsfaktor ChREBP  

Der Transkriptionsfaktor carbohydrate response element-binding protein (ChREBP) ist ein 

Masterregulator des hepatischen Glukose- und Lipidstoffwechsels [20, 21]. Aktiviert durch 

intrazelluläre Glukosemetaboliten vermittelt ChREBP in der Leber die Aufnahme von 

Kohlenhydraten und ihre Umwandlung in Fette zur langfristigen Speicherung von Energie [22]. 

Neben der höchsten Expression in der Leber [23], wird ChREBP auch in anderen metabolisch 
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aktiven Organen, wie dem Fettgewebe, Darm, der Niere und Skelettmuskulatur, stark 

exprimiert [20, 24]. Zusätzlich konnte ChREBP in pankreatischen Beta-Zellen sowie in 

bestimmten Gehirnregionen, wie dem Hypothalamus, nachgewiesen werden [25, 26]. 

Die Isoform ChREBPα ist die größte und dominierende ChREBP-Isoform in der Leber. Das 

humane ChREBPα besteht aus 852 und das murine ChREBPα aus 864 Aminosäuren [23], 

wobei die Aminosäuresequenz zu 82 % identisch ist [22]. Im murinen Fettgewebe wurde 2012 

noch eine kürzere Isoform, ChREBPβ, entdeckt. Der Isoform ChREBPβ fehlen am N-Terminus 

die ersten 177 Aminosäuren. Durch das Fehlen dieser Region ist die transkriptionelle Aktivität 

von ChREBPβ unabhängig von der vorherrschenden Glukosekonzentration [27] und auf einem 

konstitutiv hohem Niveau (konstitutiv-aktiv) [28]. Es wird vermutet, dass ChREBPα durch 

ansteigende Glukosekonzentrationen aktiviert wird und nachfolgend die Expression von 

ChREBPβ, zur Verstärkung der Zielgenexpression, induziert [29]. Andere Arbeiten in 

pankreatischen Beta-Zellen zeigten hingegen, dass ChREBPβ über einen negativen Feedback-

mechanismus die Expression von ChREBPα hemmt. Diese reziproke Regulation könnte von 

Bedeutung sein, um eine Überaktivität von ChREBPα zu verhindern [30]. 

 

1.2.1 Proteinstruktur und Interaktionspartner 

ChREBP gehört zur Mondo-Familie der basic helix-loop-helix/leucine-zipper (bHLHZip) 

Transkriptionsfaktoren [23, 24]. Bei einem HLH-Motiv werden zwei Alpha-Helices über eine 

flexible Schleife miteinander verknüpft [31]. Nach glukoseinduzierter Anreicherung von 

ChREBP im Nukleus ermöglicht das C-terminale bHLHZip-Motiv die Heterodimerisation mit 

seinem Interaktionspartner max-like protein X (MLX) [27, 29]. Dabei bilden zwei solcher 

Heterodimere einen Heterotetramer-Komplex, der an carbohydrate response elements 

(ChoRE’s) in den Promotorregionen der ChREBP-Zielgene bindet und deren Expression 

reguliert [21, 22, 32]. Außerdem weist ChREBP ein leucine zipper-like-motif (Zip-like) und 

eine prolin-rich region auf, die funktionell mit der Ausbildung von weiteren Protein-Protein-

Interaktionen oder Dimerisierungen in Zusammenhang gebracht wird [24].  

Für die glukoseinduzierte Regulation besitzt ChREBP mehrere funktionelle Motive am N-

Terminus [33]. Das glucose-sensing module (GSM) mit den mondo-conserved regions (MCR) 

I bis VI besteht aus der low-glucose inhibitory domain (LID) und dem glucose-response 

activation conserved element (GRACE). Da GRACE die Transkriptionsaktivität von ChREBP 
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fördert, hemmt die LID bei niedrigen Glukosekonzentrationen die Aktivität von GRACE über 

eine intramolekulare Interaktion [34], wodurch ChREBP inaktiv im Zytosol gehalten wird. 

Zusätzlich bewirkt die Interaktion mit dem Protein 14-3-3 und Exportin 1 eine zytosolische 

Lokalisation von ChREBP [33, 35]. Bei hohen Glukosekonzentrationen wird die intra-

molekulare Hemmung von LID aufgehoben und GRACE vermittelt die Transaktivierung von 

ChREBP [36]. Dabei ist das nuclear localization signal (NLS) für den Transport von ChREBP 

bei hohen Glukosekonzentrationen in den Nukleus durch Interaktion mit Importinα zuständig 

[37]. Bei niedrigen Glukosekonzentrationen erfolgt die Inaktivierung von ChREBP durch 

Export aus dem Nukleus in das Zytosol, vermittelt über die nuclear export signal 1/2 (NES1, 

NES2) [38].  

 

1.2.2 Funktion in der Leber 

ChREBP reguliert vor allem Gene der Glykolyse und Lipogenese und ist damit maßgeblich an 

der Synthese von Triglyzeriden in der Leber beteiligt [21, 22] (Abbildung 1). Die meisten Ziel-

gene scheinen durch ChREBP induziert zu werden, nur wenige werden supprimiert [21]. Ein 

zentrales ChREBP-Zielgen der Glykolyse stellt die liver pyruvate kinase (L-PK, PKLR) dar, 

welches an der Bildung von Pyruvat, dem Endprodukt der Glykolyse, beteiligt ist. Zur Unter-

stützung der Lipogenese induziert ChREBP Enzyme der Fettsäuresynthese, wie beispielsweise 

acetyl-coenzyme A carboxylase (ACC1) und fatty acid synthase (FASN), sowie der Fettsäure-

desaturierung, wie stearoyl-coenzyme A desaturase 1 (SCD1). Neben glykolytischen und 

lipogenen Genen induziert ChREBP auch die Expression metabolischer Regulatoren, wie 

thioredoxin interacting protein (Txnip) [39, 40]. Als negativer Feedbackmechanismus hemmt 

Txnip die Glukoseaufnahme und dient als Schutz der Zelle vor einer Überladung mit Glukose 

[41, 42].  

Ohne ChREBP kann Glukose nicht mehr adäquat in die Leber aufgenommen und in Fettsäuren 

umgesetzt werden [20, 22]. In ChREBP knockout-Mäusen war die Lipogenese um circa 65 % 

reduziert. Ein verminderter Gehalt an freien Fettsäuren im Plasma sowie weniger epididymales 

und braunes Fettgewebe waren die Folge. Diese Mäuse wiesen erhöhte Blutglukose- und 

Insulinwerte und damit Anzeichen einer Insulinresistenz auf. Zusätzlich wurde beobachtet, dass 

ChREBP knockout-Mäuse eine Intoleranz gegenüber der Fütterung von hohen Mengen an 
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Mono- und Disacchariden besitzen. Die Gabe von Fruktose oder Saccharose führte innerhalb 

der Mauskohorte sogar zum Tod durch Gewichtsverlust und Hypothermie [20].  

 

 

Abbildung 1: Aktivierung der hepatischen Lipogenese durch ChREBP: Über den Glukosetransporter 2 

(Glut2) wird insulinunabhängig Glukose in die Leber aufgenommen, wo die glucokinase (GK) die Umwandlung 

zu Glukose-6-Phosphat (G6P) katalysiert. Anschließend können verschiedene Stoffwechselwege, wie die 

Glykolyse oder der Pentosephosphatweg (PPP), folgen. Die Intermediate Xylulose-5-Phosphat (X5P), G6P und 

Fruktose-2,6-biphosphat (F2,6P 2) können zur Aktivierung von ChREBPα führen. ChREBPα verstärkt die 

Genexpression der kürzeren Isoform ChREBPβ, wodurch vermutlich die Expression der Zielgene verstärkt wird. 

Jing et al. zeigten hingegen einen negativen Feedbackmechanismus in pankreatischen Beta-Zellen auf, wobei 

ChREBPβ die Expression von ChREBPα hemmen könnte. Aus Pyruvat, dem Endprodukt der Glykolyse, kann 

Acetyl-CoenzymA (Acetyl-CoA) gebildet werden, welches als Substrat der Lipogenese dient. Anschließend kann 

die Synthese der Fettsäuren in mehreren Reaktionsschritten erfolgen, wobei Palmitinsäure entsteht. Durch 

stearoyl-coenzyme A desaturase (SCD1) kann der Einbau von Doppelbindungen erfolgen und die entstandenen 

einfach gesättigten Fettsäuren können als Ausgangssubstrat für die Synthese von Triglyzeriden zur Verfügung 

stehen (Abbildung aus [43]). 
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ChREBP vermittelt die Aufnahme von Kohlenhydraten und ihre Umwandlung in Fette, die in 

Hungerzeiten als Energiereserven zur Verfügung stehen. Andererseits scheint eine Über-

stimulation von ChREBP an der Entstehung von Adipositas und deren Folgeerkrankungen, wie 

Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ 2 und einer hepatischen Steatose, beteiligt zu sein 

[44 – 46]. In genetisch adipösen Mäusen (obese; ob/ob-Mäuse) ließ sich eine erhöhte 

hepatische ChREBP mRNA Expression und nukleäre ChREBP-Proteinmenge sowie eine 

verstärkte Lipogenese nachweisen [47]. Ob/ob-Mäuse zeichnen sich aufgrund einer Mutation 

im ob-Gen durch eine Leptindefizienz aus. Dies führt infolge unkontrollierter Futteraufnahme 

zu einer Fettleibigkeit der Mäuse. Eine ChREBP-Deletion in ob/ob-Mäusen führte infolge einer 

verminderten hepatischen Expression lipogener Enzyme zur Reduktion der Fettsäuresynthese 

in der Leber und damit zur Normalisierung der Leber- und Serumtriglyzeride sowie der freien 

Fettsäuren im Plasma. Im Weiteren zeichneten sich diese Mäuse durch verminderte Blut-

glukosewerte, Futteraufnahme und einer Reduktion des Körpergewichtes aus [48]. Ähnliche 

metabolische Effekte zeigte eine leberspezifische ChREBP-Depletion in den ob/ob-Mäusen. 

Infolge der verminderten Fettsäuresynthese in der Leber konnte zusätzlich ein Rückgang der 

hepatischen Steatose sowie eine verbesserte Glukosetoleranz und Insulinsensitivität beobachtet 

werden [47].  

 

1.2.3 Regulation  

Die Aktivität von ChREBP kann auf mehreren Ebenen reguliert werden. Auf der Gen-

expressionsebene wird ChREBP in der Leber durch eine kohlenhydratreiche Diät induziert, 

durch Nahrungsentzug oder bei fettreicher Diät reduziert [49]. Dabei tragen hohe Insulinspiegel 

zu einer Verstärkung der Genexpression bei [50]. Zusätzlich sind nukleäre Rezeptoren, wie u. a. 

der thyroid hormon receptor beta und liver X receptor, an einer höheren ChREBP-Expression 

beteiligt [51]. Auf Proteinebene bestimmen Proteinmodifikationen (Kapitel 1.2.4) und 

spezifische Intermediate des Glukosestoffwechsels die nukleäre Anreicherung von ChREBP 

sowie die DNA-Bindungsfähigkeit und Transkriptionsaktivität. Beispielsweise fördert 

Glukose-6-Phosphat und Fruktose-2,6-biphosphat die hepatische ChREBP-Aktivität [52, 53], 

während Ketonkörper inhibierend wirken [54]. Das Zusammenspiel von multiplen meta-

bolischen und hormonellen Signalen auf die ChREBP-Aktivität ist äußerst komplex, sodass 

deren detaillierte Erforschung teilweise noch aussteht. 
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1.2.4 Aktivierung durch posttranslationale Modifikationen 

ChREBP-Aktivität und -Translokation wird durch eine Vielzahl posttranslationaler Modifi-

kationen beeinflusst. Welche Modifikationen speziell für die glukoseabhängige nukleäre 

Anreicherung von ChREBP verantwortlich sind wird kontrovers diskutiert. Dabei scheint der 

Mechanismus der Dephosphorylierung/Phosphorylierung von ChREBP einer der wichtigsten 

Regulatoren der ChREBP-Aktivität zu sein.  

Bei geringen Glukosekonzentrationen liegt ChREBP phosphoryliert an Serin 196 im Zytosol 

vor [55]. Mit steigender Glukosekonzentration bewirkt Xylulose-5-Phosphat, ein Stoffwechsel-

intermediat des Pentosephosphatweges, die Aktivierung der Proteinphosphatase 2A (PP2A). 

Durch PP2A wird das Serin 196 im ChREBP dephosphoryliert und die Interaktion von 

ChREBP und Protein 14-3-3 gelöst. Die nun freigelegte NLS ermöglicht die Interaktion mit 

Importinα, wodurch ChREBP in den Nukleus transloziert [33, 34, 37]. Im Nukleus vollzieht 

PP2A weitere Dephosphorylierungen (murin: Serin 626, Threonin 666) nahe bzw. innerhalb 

des bHLHZip-Motivs des ChREBP. Die dadurch frei gewordene DNA-Bindungsstelle 

ermöglicht ChREBP, nach Heterodimerisation mit MLX, die Bindung an die Promotorregion 

der Zielgene und induziert deren Transkription [55, 56]. Mit sinkender Glukosekonzentration 

bewirkt der ansteigende Glukagon-Spiegel eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-

Konzentration. Die dadurch aktivierte Proteinkinase A phosphoryliert die oben genannten 

Phosphorylierungsstellen im ChREBP und hemmt damit dessen DNA-Bindungsfähigkeit und 

Transkriptionsaktivität [55, 56]. Eine folgende Komplexbildung von ChREBP mit dem 

Protein 14-3-3 und u. a. Exportin 1 führt über die NES1/2 zum Rücktransport ins Zytosol 

[35, 38].  

Mittlerweile wurden aber auch andere posttranslationale Modifikationen mit Einfluss auf 

ChREBP-Proteinlevel und -Zielgenexpression identifiziert. Hierzu gehören beispielsweise die 

Acetylierung und die O-linked β-N-acetyl-glucosamine Modifikation [57 – 59]. 
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1.3 RetSat-regulierte posttranslationale Modifikationen von ChREBP 

Die Auswertung eines Expressionsarrays RetSat-depletierter primärer Maushepatozyten 

identifizierte die egg laying defective nine homolog 3 (EGLN3) als am stärksten RetSat-

reguliertes proteinmodifizierendes Enzym [19]. Interessanterweise führte eine EGLN3-

Depletion, ebenfalls wie eine RetSat-Depletion in primären Maushepatozyten sowie in Maus-

lebern, zu einer Reduktion der Genexpression charakterisierter ChREBP-Zielgene [19, 60]. Die 

Herunterregulation der ChREBP-Zielgene konnte mit einer Verminderung der ChREBP-

Aktivität infolge der EGLN3-Depletion erklärt werden. Zusätzlich lässt eine nachgewiesene 

Protein-Protein-Interaktion zwischen ChREBP und EGLN3 eine Proteinmodifikation von 

ChREBP durch EGLN3 vermuten [60].  

Die EGLN3 ist eine von drei Isoformen einer Enzymfamilie, die sauerstoffabhängig die 

Hydroxylierung von Prolinresten in Zielproteinen katalysiert [61] (Abbildung 2). Lange wurde 

die Prolinhydroxylierung des hypoxia-inducible factor (HIF) als Hauptfunktion dieser 

Enzymfamilie betrachtet, um auf wechselnde Sauerstoffbedingungen in der Umgebung zu 

reagieren [62, 63]. Bei ausreichender Sauerstoffkonzentration führen die Prolinhydroxy-

lierungen der EGLNs zur Degradation von HIF, vermittelt über die Bindung der E3-

Ubiquitinligase von Hippel-Lindau-Protein. Bei einer Unterversorgung von Sauerstoff kommt 

es aufgrund der eingeschränkten enzymatischen Aktivität der EGLNs zur Akkumulierung von 

HIF [63 – 65]. Dabei aktiviert der Transkriptionsfaktor HIF Signalwege, die für eine Reaktion 

der Zelle auf eine Unterversorgung mit Sauerstoff wichtig sind. Dazu gehören u. a. Prozesse 

der Gefäßneubildung [66], der Bildung von Erythrozyten [67] und des Zellstoffwechsels [68]. 

Neuere Studien zeigen jedoch, dass die EGLNs wesentlich mehr Proteine als nur HIF mittels 

Prolinhydroxylierung modifizieren können [69]. 

Insbesondere die EGLN3 besitzt ein breites Spektrum intrazellulärer Zielproteine, die in viele 

Signalwege, wie Muskeldifferenzierung [70], Apoptose [71] und Zellentwicklung [72], einge-

bunden sind. Nachgewiesene Prolinhydroxylierungen in ChREBP mittels massenspektrome-

trischer Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe unterstützen die Hypothese, dass die 

RetSat-regulierte EGLN3 durch Prolinhydroxylierungen die Aktivität oder Proteinstabilität von 

ChREBP beeinflusst [60]. 
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Abbildung 2: Enzymatische Aktivität der EGLNs: EGLNs sind eisenabhängige Dioxygenasen, die molekularen 

Sauerstoff (O2), 2-Oxoglutarat und den Prolinrest des Zielproteins zu Succinat, Kohlenstoffdioxid (CO2) und 

einem hydroxylierten Prolinrest (P-OH) umsetzen. Dabei kann die enzymatische Aktivität der EGLNs durch 

reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und Ascorbat beeinflusst werden. ROS oxidieren 

zweiwertiges Eisen (Fe2+) zu dreiwertigem Eisen (Fe3+), wodurch Fe2+ nicht mehr für die Reaktion zur Verfügung 

steht. Ascorbat kann durch Reduktion von Fe3+ zu Fe2+ die Auswirkung der Eisenoxidation durch ROS rückgängig 

machen. TCA = Zitratzyklus. 

 

1.4 Zielsetzung 

Die RetSat beeinflusst die Expression glykolytischer und lipogener Gene über den glukose-

aktivierten Transkriptionsfaktor ChREBP. Vorarbeiten weisen darauf hin, dass die verminderte 

ChREBP-Aktivität infolge einer RetSat-Depletion von EGLN3 abhängig ist [19]. 

Ziel dieser Arbeit ist es: 

 1: die Auswirkung einer RetSat-Depletion in der Leber hinsichtlich hepatischer Steatose näher 

zu untersuchen und den Mechanismus der RetSat-ChREBP-Interaktion aufzudecken. 

2: die Generierung einer konditionalen RetSat knockout-Mauslinie, um in zukünftigen Unter-

suchungen die Auswirkungen einer RetSat-Deletion in Kurz- oder Langzeitstudien auch in 

anderen Organen, wie dem Fettgewebe, Darm und der Niere, untersuchen zu können. 

3: die Bedeutung identifizierter Prolinhydroxylierungen im ChREBP mittels zielgerichteter 

Mutagenese zu untersuchen.
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2 Material 

2.1 Chemikalien und Substanzen 

Chemikalie/Substanzen  Hersteller 

0,9%ige Kochsalzlösung  B. Braun Melsungen AG (Melsungen, D) 

10x Reaktionspuffer (PCR) 

 

 Invitrogen® Life Technologies GmbH 

(Darmstadt, D) 

2-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

2x Fast Start Universal SYBR 

Green Master (ROX) 

 Roche (Mannheim, D) 

2x Master Mix for SYBR® Assay 

ROX 

 Eurogentec (Köln, D) 

30%iges Acrylamid/Bis  AppliChem GmbH (Darmstadt, D) 

ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

APS  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

BES  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

BSA  VWR International GmbH (Darmstadt, D) 

Calciumchlorid  Merck KGaA (Darmstadt, D) 

Chloroform  Merck KGaA (Darmstadt, D) 

DAPI  Invitrogen® Life Technologies GmbH  

(Darmstadt, D) 

Dexamethason  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 
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dNTP Mix  QIAGEN GmbH (Hilden, D) 

EDTA  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

EGTA  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Entwicklerlösung   Agfa HealthCare NV (Mortsel, B) 

Ethanol  Merck KGaA (Darmstadt, D) 

Ethidiumbromid  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Fast Digest Buffer (10x)  Invitrogen® Life Technologies GmbH 

(Darmstadt, D) 

Fixierlösung  Agfa HealthCare NV (Mortsel, B) 

Glukose  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

Glycerol  Merck KGaA (Darmstadt, D) 

Glycin  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Hämalaun-Lösung  AppliChem GmbH (Darmstadt, D) 

HCL  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Hydromount  Scientific Laboratory Supplies Limited 

(Nottingham, UK) 

Insulin (Insuman rapid)   Sanofi-Aventis GmbH (Frankfurt/Main, D) 

Isopropanol  Merck KGaA (Darmstadt, D) 

Ketavet 100 mg/ml (Ketamin)   Pfizer (Berlin, D) 

Magnesiumchlorid  Merck KGaA (Darmstadt, D) 

Methanol  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 
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MgCl2 (PCR)  Invitrogen® Life Technologies GmbH 

(Darmstadt, D) 

Milchpulver, fettarm  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

M-MLV Reaktionspuffer (5x)  Promega GmbH (Mannheim, D) 

Mowiol® 4-88  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

Natriumchlorid  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Natriumcitrat  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Natriumdesoxycholat  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

Natriumfluorid  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

NEB Puffer (10x)  New England Biolabs GmbH (Frankfurt M., D) 

Nonidet™ P-40  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

Non-Reducing Lane Marker 

Sample Buffer (5x)  

 Thermo SCIENTIFIC (Rockford, USA) 

Oil-Red-O Farbstoff  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

Paraformaldehyd  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 

Tablets (PhosSTOP EASY pack) 

 

 

Roche (Mannheim, D) 

Protease Inhibitor Cocktail 

Tablets, complete, EDTA-frei 

 Roche (Mannheim, D) 

QIAzol Lysis Reagenz  QIAGEN GmbH (Hilden, D) 

Random Hexamer Primers  Invitrogen® Life Technologies GmbH 

(Darmstadt, D) 
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RNase/DNase freies Wasser  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

Rompun 2 % (Xylazin)   Bayer (Leverkusen, D) 

SDS  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Spermidin  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

TEMED  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

Tris-Base  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Tris-HCL  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Triton X-100  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Tween®20  Merck KGaA (Darmstadt, D) 

   

2.2 Zellkultur 

Substanzen  Hersteller 

Ampicillin Natriumsalz  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

EBSS (-CaCl2, -MgCl2)  Gibco®
 Life Technologies GmbH (Darmstadt, D) 

FBS  Gibco®
 Life Technologies GmbH (Darmstadt, D) 

HBSS  Biochrom AG (Berlin, D) 

Human Insulin Solution   Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

humanes Transferrin, Holo  PromoCell GmbH (Heidelberg, D) 

Kollagenase (Type 1)  Worthington Biochemical Corporation 

(Lakewood, USA) 

LB-Agar (Lennox)  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 
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LB-Medium (Lennox)  Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) 

Lipofectamine® 2000 

Transfection Reagent 

 Invitrogen® Life Technologies GmbH 

(Darmstadt, D) 

Opti-MEM® Reduced  

Serum Medium 

 Gibco®
 Life Technologies GmbH (Darmstadt, D) 

PBS (pH = 7,2 (-CaCl2, -MgCl2))  Gibco®
 Life Technologies GmbH (Darmstadt, D) 

Penicillin/Streptomycin (P/S)  Biochrom AG (Berlin, D) 

Percoll-Lösung  Biochrom AG (Berlin, D) 

Selenium  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

Trypanblau-Lösung  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D) 

Trypsin/EDTA  Gibco®
 Life Technologies GmbH (Darmstadt, D) 

   

2.3 Medien 

Medium  Hersteller 

DMEM (+ 4,5 g/l Glukose, 

+ L-Glutamin, - Pyruvat) 

 Gibco®
 Life Technologies GmbH (Darmstadt, D) 

DMEM (- Glukose,  

+ L-Glutamin, - Pyruvat) 

 Gibco®
 Life Technologies GmbH (Darmstadt, D) 

DMEM/F12  Gibco®
 Life Technologies GmbH (Darmstadt, D) 
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2.4 Puffer 

Für die Herstellung folgender Puffer wurde, wenn nicht anders angegeben, ausschließlich 

Reinstwasser verwendet. 

Puffer  Konzentration  Chemikalie 

0,2x SSC Puffer  0,1 % [v/v]  SDS 

in 0,2x SSC Puffer 

20x SSC Puffer 

(pH = 7,0 – 8,0) 

 3 

0,3 

M 

M 

 NaCl 

Natriumcitrat 

2x BBS-Puffer 

(pH = 6,9 – 7,0) 

 50 

280 

1,5 

75 

75 

mM 

mM 

mM 

mM 

mM 

 BES 

NaCl 

Na2HPO4 

NaH2PO4 x H2O 

Na2HPO4 x 2H2O 

2x SSC Puffer  0,1 % [v/v]  SDS 

in 2x SSC Puffer 

Elektrophoresepuffer 

(pH = 8,3 – 8,8) 

 25 

192 

0,1 

mM 

mM 

% [w/v] 

 Tris-Base 

Glycin 

SDS 

Hybridisierungspuffer  0,25 

1 

20 

M 

mM 

% [v/v] 

 Natrium-Phosphat-Puffer 

EDTA (pH = 8,0) 

SDS 

kollagenasehaltiger 

Puffer 

 52552  u/ml  Kollagenase 

in HBSS 
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Lysepuffer  10 

10 

10 

0,5 

mM 

mM 

mM 

% [v/v] 

 Tris-HCL (pH = 7,5) 

NaCl 

EDTA (pH = 8,0) 

SDS 

Natrium-Phosphat-Puffer 

(pH = 7,2) 

 342 

158 

mM 

mM 

 Na2HPO4 x 2H2O 

NaH2PO4 x H2O 

Perfusionspuffer  50 mM  EGTA (pH = 8,0) 

in EBSS 

Proteinlysepuffer 

(V = 50 ml) 

 50 

150 

100 

50 

0,1 

0,5 

1 

1 

mM 

mM 

mM 

mM 

% [v/v] 

% [w/v] 

% [v/v] 

Tablette 

 

 Tris-HCL (pH = 7,2) 

NaCl 

EDTA (pH = 8,0) 

NaF 

SDS 

Natriumdesoxycholat 

NonidetTM P-40 

Protease Inhibitor Cocktail Tablets, 

complete, EDTA-frei 

RSB-150 

(V = 50 ml) 

 10 

150 

2,5 

0,1 

5 

 

1 

 

mM 

mM 

mM 

% [v/v] 

Tabletten 

 

Tablette 

 

 Tris-HCL (pH = 7,4) 

NaCl 

MgCl2 

Triton X-100 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 

Tablets (PhosSTOP EASY pack) 

Protease Inhibitor Cocktail Tablets, 

complete, EDTA-frei 
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Tailcut-Puffer  0,1 

0,2 

5 

0,2 

M 

M 

mM 

% [v/v] 

 Tris-HCL (pH = 8,5) 

NaCl 

EDTA (pH = 8,0) 

SDS 

TBS-Puffer 

(pH = 7,6) 

 20 

137 

mM 

mM 

 Tris-Base 

NaCl 

Transferpuffer  

(pH = 9,0 – 9,4) 

 48 

39 

25 

0,0375 

mM 

mM 

% [v/v] 

% [v/v] 

 Tris-Base 

Glycin 

Methanol 

SDS 

      

2.5 Lösungen 

Für die Herstellung folgender Lösungen wurde, wenn nicht anders angegeben, ausschließlich 

Reinstwasser verwendet. 

Lösung  Konzentration  Chemikalie 

APS  10 % [w/v]  APS 

Blocklösung 

(Fluoreszenzmikroskopie) 

 3 

0,02 

% [w/v] 

% [v/v] 

 

 BSA 

Tween®20 

in PBS 

Blocklösung 

(Western Blot Analyse) 

 4 % [w/v]  Milchpulver 

in TBS/TBS-T-Puffer (1:1) 

CaCl2-Lösung (steril)  240 mM  CaCl2 

Denaturierungslösung  0,5 

1,5 

M 

M 

 NaOH 

NaCl 

 



MATERIAL 

 

19 

 

Depurinisierungslösung  0,25 M  HCL 

Eindeckmedium  14 

5,5 

200 

% [w/v] 

% [w/v] 

mM 

 Glycerol 

Mowiol® 4-88 

Tris-HCL (pH = 8,5) 

Neutralisationslösung  0,5 

1,5 

M 

M 

 Tris (pH = 7,5) 

NaCl 

Oil-Red-O Färbelösung  0,5 % [w/v]  Oil-Red-O Farbstoff 

in 60%igen Isopropanol 

Paraformaldehydlösung  4 % [w/v]  Paraformaldehyd 

in PBS 

Permeabilisierungslösung  0,5 % [v/v]  Triton X-100 

in PBS 

Transformationsmix 

(steril) 

 500 

150 

250 

mM 

mM 

mM 

 KCL 

CaCl2 

MgCl2 

 

2.6 Kits 

Kit  Hersteller 

Adeno-X rapid titer Kit  Clontech (CA, USA) 

Dual-Luziferase Reporter Assay System   Promega (Madison, USA) 

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up  Macherey-Nagel GmbH & Co. KG 

(Düren, D) 

NucleoSpin®
 Plasmid Kit  Macherey-Nagel GmbH & Co. KG 

(Düren, D) 
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peqGold Total RNA Kit  PEQLAB Biotechnologie GmbH 

(Erlangen, D) 

pGEM®-T Easy Vector Systems  Promega (Madison, USA) 

Pierce BCA Protein Assay Kit  Thermo SCIENTIFIC (Rockford, USA) 

Pierce® ECL Western Blotting Substrate  Thermo SCIENTIFIC (Rockford, USA) 

Prime-It II Random Primer Labeling Kit  Agilent Technologies (CA, USA) 

QIAGEN® Plasmid Maxi Kit  QIAGEN GmbH (Hilden, D) 

Quik Change II XL Site-Directed 

Mutagenesis Kit 

 Agilent Technologies (CA, USA) 

RNeasy® Mini Kit   QIAGEN GmbH (Hilden, D) 

   

2.7 Enzyme 

Enzym  Hersteller 

EcoRV  New England Biolabs GmbH 

(Frankfurt M., D) 

M-MLV Reverse Transkriptase  Promega GmbH (Mannheim, D) 

Proteinase K  Roche (Mannheim, D) 

PstI  New England Biolabs GmbH 

(Frankfurt M., D) 

RNase  Roche (Mannheim, D) 

Taq-Polymerase  Invitrogen® Life Technologies GmbH 

(Darmstadt, D) 
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2.8 Molekulargewichtsmarker 

Molekulargewichtsmarker  Hersteller 

100 bp DNA Ladder  Invitrogen® Life Technologies GmbH 

(Darmstadt, D) 

ProSieve® Color Protein Marker  Lonza Rockland, Inc. (Rockland, USA) 

   

2.9 Antikörper 

2.9.1 Primärantikörper 

Folgende Primärantikörper wurden in der angegebenen Konzentration für Western Blot (WB) 

Analysen oder konfokaler Fluoreszenzmikroskopie (FM) verwendet. 

Antikörper  Verdünnung  Hersteller 

Akt  1:1000 (WB)  Cell Signaling Technology, Inc., 

#9272 (Danvers, USA) 

ChREBP  1:1000 

1:300 

(WB) 

(FM) 

 Novus Biologicals, NB400-135 

(Lot Q-1) (Cambridge, UK)  

EGLN3  1:1000 (WB)  Novus Biologicals, NB100-139 

(Cambridge, UK)  

Gapdh  1:2500 (WB)  Cell Signaling Technology, Inc., 

#2118 (Danvers, USA)  

Hydroxyprolin  1:500 (WB)  Abcam, ab37067  

(Cambridge, UK) 

Phospho-AktS473  1:1000 (WB)  Cell Signaling Technology, Inc., 

#4060 (Danvers, USA) 
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RAN  1:2500 (WB)  BD Bioscience, (BD 610340) 

(Heidelberg, D) 

RetSat  1:1000 

1:300 

(WB) 

(FM) 

 eigene Herstellung [14] bzw. für 

Abbildung 10A [10] 

      

2.9.2 Sekundärantikörper 

Antikörper  Verdünnung Hersteller 

anti-Mouse, HRP- 

Konjugat 

 1:5000  Thermo SCIENTIFIC 

(Rockford, USA) #31430 

anti-Rabbit, HRP- 

Konjugat 

 1:5000   Thermo SCIENTIFIC 

(Rockford, USA) #31460 

     

2.10 Fluorochrome 

Fluoreszenzfarbstoffe  Verdünnung  Hersteller 

Alexa Fluor 555  1:600  Invitrogen®Life Technologies 

GmbH (Darmstadt, D) 

DAPI  1:2000  Invitrogen®Life Technologies 

GmbH (Darmstadt, D) 
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2.11 Plasmide 

Konstrukt  Vektor  Herkunft 

ACC1-ChoRE-luc  pGL3  Prof. Dr. Howard C. Towle, 

Universität von Minnesota 

(Minneapolis, USA) 

ChREBP-P141A  pCMV4 (Flag)  Arbeitsgruppe Schupp 

ChREBP-P536A  pCMV4 (Flag)  Arbeitsgruppe Schupp 

ChREBP-Wildtyp  pCMV4 (Flag)  Prof. Dr. Catherine Postic 

Institut Cochin 

(Paris, F) 

ChREBP-P141,536A  pCMV4 (Flag)  Arbeitsgruppe Schupp 

Leervektor (empty)  pMSCV  Addgene #K1062-1  

(Cambridge, USA) 

MlXγ  pCMV4   Prof. Dr. Howard C. Towle, 

Universität von Minnesota 

(Minneapolis, USA) 

Renilla  pRL-CMV  Promega GmbH (Mannheim, D) 

     

2.12 Oligonukleotide 

Sofern nicht anders angegeben wurden die verwendeten Oligonukleotide mit der online 

Software Primer 3 entworfen ( https://biotools.umassmed.edu/primer3) und gegen das gesamte 

Organismusgenom geblastet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), um die Amplifikation 

von unerwünschten Fragmenten auszuschließen. Die Oligonukleotide wurden durch die Firma 

Invitrogen® Life Technologies GmbH synthetisiert und über die SMB Services in Molecular 

Biology GmbH bezogen. 
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2.12.1 siRNA 

Die verwendeten siRNAs wurden von der Firma Eurogentec Deutschland GmbH (Köln, D) 

bezogen und sind im Folgenden mit ihren Sequenzen dargestellt. 

Name  Sequenz 5´→ 3´  

Kontroll siRNA  UAG-CGA-CUA-AAC-ACA-UCA-AUU 

RetSat siRNA  UCA-GCC-GAG-UAC-CAG-AGA-AUU 

   

2.12.2 shRNA (Zielsequenz) 

Name  Sequenz 5´→ 3´  

βGal  CTACACAAATCAGCGATTT 

RetSat  TCAGCCGAGTACCAGAGAA 

   

2.12.3 Primer für qRT-PCR 

Gen  Spezies  Primer  Sequenz 5´→ 3´ 

36B4  Maus  Forward 

Reverse 

 TCATCCAGCAGGTGTTTGACA 

GGCACCGAGGCAACAGTT 

ACC1  human  Forward 

Reverse 

 ACCACCTACGGATAGACCGC 

TCGCTTTGGGGAAATAAAGTG 

ChREBP  Maus  Forward 

Reverse 

 CAGCCCAGCCTAGATGACTT 

CAAAGCTGGGGGACTCTATG 

HPRT  human  Forward 

Reverse 

 TGACACTGGCAAAACAATGCA 

GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 
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PKLR  human  Forward 

Reverse 

 GCCTACTGGACATTGACTCCGA 

TCATCCCGGCCTTGATCAT 

RetSat  Maus  Forward 

Reverse 

 CCCATCAAGCAAGGATCCAA 

ATGGGTACCAGCGCAGTCA 

RETSAT1  human  Forward 

Reverse 

 CAGGACTGTTCAACACCTATGAACA 

CCCCAGTTGCTGCTTCACA 

RETSAT2  human  Forward 

Reverse 

 GGATGTGGTGGTAATTGGCAGT 

CCCCTGCCTTGGTATGTTGTT 

Txnip  Maus  Forward 

Reverse 

 GGTCTCAGCAGTGCAAACAG 

GGCCTCATGATCACCATCTC 

       

2.12.4 Primer für Generierung der Hybridisierungssonden 

Sonde  Spezies  Primer  Sequenz 5´→ 3´ 

3´ Sonde  Maus  Forward 

Reverse 

 AAGAGTCCCACAGTCCCTTG 

CATGGGTCACTGCTTTTGCT 

5´ Sonde  Maus  Forward 

Reverse 

 AGTCACCAGGAGAGACAAGC 

GGTCTGTTTCTGGCCACAAC 

 

2.12.5 Mutagenese-Primer 

Die nachfolgenden Mutagenese-Primer wurden über die Onlineplattform der Firma Agilent 

(www.agilent.com/genomics/qcpd) entworfen. Die Substitution ist in fett und das resultierende 

Basentriplett für Alanin unterstrichen dargestellt.  
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Gen  Spezies  Primer  Sequenz 5´→ 3´ 

ChREBP-

P141A 

 Maus  Forward 

 

Reverse 

 GCAACGGAGGAAGAGGCCAGTGTG 

TGGTTTC 

CGTTGCCTCCTTCTCCGGTCACACAC 

CAAAG  

ChREBP-

P536A 

 Maus  Forward 

 

Reverse 

 GCCAGAGACAACAACGCCTGTCTTA 

CACAGC 

CGGTCTCTGTTGTTGCGGACAGAA 

GTGTCG 

       

2.12.6 Genotypisierungsprimer 

PCR  Primer  Annealing T. Sequenz 5´→ 3´ 

Flp  Forward 

Reverse 

 55 °C GTCACTGCAGTTTAAATACAAGACG 

GTTGCGCTAAAGAAGTATATGTGCC 

loxP1  Forward 

Reverse 

 55 °C CGAAAGGAGTTCCCCATGTA 

GACCAGGATGTTTGGAAGGA 

loxP2  Forward 

Reverse 

 59,5 °C CTCCTTTTCTGAGGCTGGTG 

AAGGCAGACCTTTCTTTTAAGG 

Neo  Forward 

 

Reverse 

 55 °C AGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCT

CCTG 

CGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGT

TCTT 

Nnt Exon 6  Forward 

Reverse 

 58 °C GGGTTTCGATTGCTGTCATT 

AGTCAGCAGCACTCCTCCAT 
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Nnt Exon 9  Forward 

Reverse 

 58 °C CCAGCATGCACTCTCTTCTG 

TGGTCTCCAAGTGCACAGAG 

       

2.12.7 Sequenzierungsprimer 

Plasmid-DNA  Spezies  Primersequenz 5´→ 3´ 

ChREBP-P141A  Maus  TTCAAAGGCCTCAAGTTGCT 

ChREBP-P536A  Maus  GGGACAAAAAGCAAGTCCAC 

     

2.13 Zelllinien 

Zelllinie Herkunft 

AML12 ATCC®-CRL2254, LGC Standards GmbH (Wesel, D) 

HEK293 (BOSC23) ATCC®-CRL-11270, LGC Standards GmbH (Wesel, D) 

  

2.14 Bakterienstämme 

Bakterienstamm  Genotyp  Herkunft 

E.coli XL10-Gold  TetrΔ (mcrA)183Δ (mcrCB-hsd 

SMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi-1 

recA1 gyrA96 relA1 lac [F proAB 

lacIZ Δ M15 Tn10 (Tetr)Amy Camr] 

 Agilent Technologies, Inc. 

(Santa Clara, USA) 

E.coli XL1-blue  [F´xTn10proA+B+laclq(lacZ)M15/

recA1 endA1 gyrA96(Nalr)thi 

hsdR17(rKmK+) supE44relA1 lac] 

 Agilent Technologies, Inc. 

(Santa Clara, USA) 
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2.15 Versuchstiere und Haltungsbedingungen 

Innerhalb dieser Arbeit wurden männliche C57Bl/6J-Mäuse für die Isolation primärer 

Maushepatozyten sowie für die hepatische RetSat-Depletion mittels adenoviralem Gentransfers 

verwendet. Dieser Mausstamm wurde aus der Forschungseinrichtung für Experimentelle 

Medizin (FEM) der Charité – Universitätsmedizin Berlin bezogen. Die transgenen RetSat-

Mäuse (knockout-first bzw. konditionales Allel) stammten ebenfalls aus der FEM-Tierhaltung. 

Die Flp-rekombinante Maus wurde von Dr. Gregory Wulczyn zur Verfügung gestellt. 

Die Haltung der Mäuse während des Tierversuchs erfolgte in der Tierhaltung des Centers for 

Cardiovascular Research (CCR) der Charité – Universitätsmedizin Berlin. Die Tierhaltung ist 

spezifisch pathogenfrei. Die Mäuse wurden bei Standarthaltung (Raumtemperatur 22 ± 2 °C, 

relative Luftfeuchtigkeit 60 ± 15 % und 12 h Tag-Nacht-Rhythmus) zu sechs bis acht Tieren in 

individuell ventilierten Käfigen (IVC-System) des Typs III untergebracht. Die Käfige ent-

hielten ein rotes Häuschen, Zellstoff als Nist- und Holzstiele als Nagematerial. Die Mäuse 

wurden zweimal wöchentlich umgesetzt (Einstreu: FS14/Fichte der Firma Altromin Spezial-

futter GmbH & Co. KG, Lage, D) und erhielten, wenn nicht anders angegeben, das Alleinfutter-

mittel der Firma sniff Spezialdiäten (Kapitel 2.16) und Wasser ad libitum. Alle Tierversuche 

wurden beim Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin unter den Nummern G0100/11 

und G0130/17, die Organentnahme unter O 0354/10 genehmigt.  

 

2.16 Diäten 

Diät  Hersteller 

Hochfettdiät mit hohem Zuckeranteil 

(HFD/HS), D12492 

 Research Diets Inc. (New Brunswick, USA) 

Normaldiät (ND), V 1534-0  ssniff Spezialdiäten GmbH (Soest, D) 
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2.17 Adenoviren 

Virus  Titer [ifu/ml] bzw. Volumen 

Adeno EGLN3 (DsRed) Lysate  0,2 µl/6-well 

Adeno GFP  2,27 x 1010 

Adeno GFP ChREBP Lysat  0,1 µl/12-well 

Adeno U6.sh.mRetSat  1,20 x 1011 

Adeno U6.sh.βGAL  6,50 x 1010 

   

2.18  Adeno-assoziierte-Viren (AAV) 

Virus  Titer [Genompartikel/ml] 

AAV2/8-LP1 Cre  1,57 x 1011 

AAV2/8-LP1 cGFP  2,0 x 1011 

   

2.19 ausgewählte Verbrauchsmaterialien 

Materialien  Hersteller 

CONTOUR® NEXT/ +Sensoren  Bayer Vital GmbH (Leverkusen, D)  

Filterpapier   Bio-Rad Laboratories GmbH (München, D) 

Medical X-Ray Film 100 NIF 18 x 24   Fujifilm (Düsseldorf, D) 

Nylon-Siebgewebe  

(250 μm Maschenweite) 

 Klein & Wieler oHG (Königswinter, D) 

PVDF Membran  Bio-Rad Laboratories GmbH (München, D) 
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2.20 Software 

Software  Verwendung  Hersteller 

CFX™ Manager, 

Software Version 3.1 

 Durchführung/Auswertung  

qRT-PCR 

 Bio-Rad Laboratories 

GmbH (München, D) 

GraphPad  

PRISM® 5 

 Abbildungen/statistische 

Auswertung 

 GraphPad Software, Inc.  

(La Jolla, USA) 

Image Lab™  Proteindetektion/ 

Quantifizierung 

Western Blot 

 Bio-Rad Laboratories 

GmbH (München, D) 

Invitrogen Spectral  

Viewer 

 Absorption/Emission der 

Fluorophore 

 Invitrogen®
 Life Technologies 

GmbH (Darmstadt, D) 

Leica TCS SP5 LAS 

AF 

 Aufnahme konfokaler 

Fluoreszenzbilder  

 Leica Mikrosysteme 

Vertrieb GmbH (Wetzlar; D) 

MikroWin 2000  Luziferase Assay   Berthold Technologies 

GmbH & Co. KG  

(Bad Wildbad, D) 

MS Office 2016   Datenbearbeitung/ 

Darstellung 

 Microsoft D. GmbH  

(Unterschleißheim, D) 

ImageJ 1.45s  Hintergrundsubtraktion und 

Quantifizierung konfokaler 

Fluoreszenzmikroskopie 

 National Institutes of Health 

(Bethesda, USA) 

ND-1000,  

Version 3.5.2 

 RNA- und DNA- 

Quantifizierung 

 PEQLAB Biotechnologie 

GmbH (Erlangen, D) 

Microplate 

Manager™
 6, 6.3 

 Protein-Quantifizierung  Bio-Rad Laboratories 

GmbH (München, D) 
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3 Methoden 

3.1 Molekularbiologische Methoden 

Nicht aufgeführte molekularbiologische Standarttechniken, wie Agarosegelelektrophoresen 

und die Reinigung bzw. Präzipitation von Nukleinsäuren, wurden nach Standartprotokollen 

durchgeführt [73]. Restriktionsanalysen erfolgten nach Herstellerangaben der verwendeten 

Enzyme. 

 

3.1.1 RNA-Isolation aus kultivierten Zellen 

Zur RNA-Isolation wurde das peqGold Total RNA Kit der Firma PEQLAB, gemäß den 

Angaben des Herstellers, verwendet. Die Elution der RNA erfolgte mit 30 µl RNase/DNase 

freiem Wasser. Anschließend wurde die RNA-Konzentration über eine spektralphotometrische 

Messung ermittelt und die RNA bei -80 °C gelagert. 

 

3.1.2 RNA-Isolation aus Lebergewebe 

Zur RNA-Isolation aus Lebergewebe wurde ein QIAzol Lysis Reagenz in Kombination mit 

dem RNeasy® Mini Kit der Firma Qiagen verwendet. 

Hierfür wurde circa 50 mg Lebergewebe mit einem Homogenisator mechanisch in 500 µl 

QIAzol Lysis Reagenz vollständig zerkleinert. Anschließend wurde die Probe auf ein Volumen 

von 1 ml QIAzol Lysis Reagenz aufgefüllt und gut gemischt. Nach einer Inkubation von 5 min 

bei Raumtemperatur wurde 1/5 Volumen Chloroform hinzugegeben und die Probe für 15 s stark 

gevortext. Nach einem weiteren Inkubationsschritt von 3 min bei Raumtemperatur wurden die 

Proben für 15 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Durch die Phasentrennung konnte die 

obere wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit einem Volumen 70%igen 

Ethanol gut gemischt werden. Das Gemisch wurde anschließend auf die RNeasy® Mini Kit 

Säule gegeben. Die folgende Isolation der RNA wurde gemäß den Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Die Elution erfolgte in 50 µl RNase/DNase freiem Wasser. Analog zur RNA-

Isolation aus kultivierten Zellen wurde die Konzentration spektralphotometrisch bestimmt und 

die Proben bei -80 °C gelagert. 
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3.1.3 cDNA-Synthese 

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase wurde 1 µg der isolierten RNA in cDNA um-

geschrieben [74, 75]. Hierfür wurde die RNA mit 0,25 µg Random Hexamer Primer gemischt 

und auf ein Volumen von 15 µl mit RNase/DNase freiem Wasser aufgefüllt. Zur RNA-

Denaturierung wurden die Proben für 5 min bei 70 °C inkubiert und anschließend auf 4 °C 

abgekühlt. Durch Zugabe eines Mastermix (Tabelle 1) und folgender Inkubation bei 37 °C 

wurde die cDNA-Synthese initiiert. Nach einer Inkubationszeit von 1 h wurde die cDNA kurz-

fristig bei 4 °C oder langfristig bei -20 °C gelagert. 

Tabelle 1: Zusammensetzung des cDNA-Mastermix 

Reagenzien Volumen [µl] Endkonzentration 

5x M-MLV Reaktionspuffer 5  1x 

dNTP Mix [10 mM] 1,25  0,5 mM je dNTP 

M-MLV Reverse Transkriptase [200 u/µl] 1  200 u 

RNase/DNase freies Wasser 2,75  

Gesamtvolumen 10   

   

3.1.4 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 

Zur Messung der Genexpression wurde die qRT-PCR verwendet, die eine quantitative 

Einschätzung der synthetisierten cDNA (Kapitel 3.1.3) ermöglicht [76]. 

Hierfür wurde die synthetisierte cDNA zunächst im Verhältnis 1:10 mit RNase/DNase freiem 

Wasser verdünnt. Der Reaktionsansatz der qRT-PCR setzte sich aus 5 µl verdünnter cDNA und 

10 µl Mastermix (Tabelle 2) zusammen. Der Mastermix enthielt den interkalierenden DNA-

Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green der Firma Roche. Mittels Fluoreszenzdetektion, deren 

Intensität proportional zur Menge des Amplikons zunimmt, konnte die Menge einer 

vorhandenen Nukleotidsequenz bestimmt werden. Die Messung erfolgte im CFX Connect™ 

Real-Time System der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH. Das verwendete Temperatur-

programm für alle Gene ist der Tabelle 3 zu entnehmen. Nach der qRT-PCR erfolgte eine 
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Schmelzkurvenanalyse für jedes Gen. Die Effizienz der Amplifikation wurde mit Hilfe einer 

Standartkurve (cDNA-Verdünnungsreihe: 100 %, 10 %, 1 % und 0,1 %) ermittelt und die 

mRNA-Menge der Proben berechnet. Dabei wurde die Genexpression auf ein stabil 

exprimiertes Gen (housekeeping gene), meist auf das murine ribosomal protein, large, P0 

(36B4) bzw. auf das humane hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) 

normalisiert. Die verwendeten Primer sind dem Kapitel 2.12.3 zu entnehmen. 

Tabelle 2: Zusammensetzung des qRT-PCR-Mastermix 

Reagenzien Volumen [µl] Endkonzentration 

Forward Primer [5 µM] 0,3 200 nM 

Reverse Primer [5 µM] 0,3 200 nM 

2x Fast Start Universal SYBR Green Master (ROX) 7,5 1x 

RNase/DNase freies Wasser 1,9  

Gesamtvolumen 10  

   

Tabelle 3: Temperaturprogramm der qRT-PCR 

qRT-PCR-Programm T. [°C] Zeit Zyklen 

1. Aktivierung der Polymerase 95 10 min 1 

2. Denaturierung der DNA- 

    Primerhybridisierung und -Amplifikation 

95 

60 

15 s 

1 min 

40 

3. Schmelzkurve in 0,5 °C Schritten 95 

60 → 95 

30 s 

30 s 

1 

    

3.1.5 Zielgerichtete Mutagenese 

Um den Einfluss der identifizierten Prolinhydroxylierung an Position 141 und 536 auf die 

ChREBP-Aktivität und -Proteinstabilität zu untersuchen, wurden die ChREBP-Mutanten 

(P141A, P536A und die Doppelmutante P141,536A) generiert. Bei diesen Mutanten wurden 
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die Proline (P) an Position 141 und/oder 536 im ChREBP durch ein Alanin (A) ausgetauscht 

(Substitution).  

Hierfür wurden Mutageneseprimer entworfen, die durch Austausch einer Nukleinbase zum 

Einbau der Aminosäure Alanin anstelle von Prolin führen. Die verwendeten Mutagenese-

Primer sind dem Kapitel 2.12.5 zu entnehmen. Für die Generierung der ChREBP-Mutanten 

wurde das QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit von Agilent Technologies nach 

Angaben des Herstellers verwendet. Als DNA-Vorlage für die Mutagenese-PCR diente das 

ChREBP-Wildtyp-Plasmid (Kapitel 2.11). Die Doppelmutante ChREBP-P141,536A wurde 

durch Kombination des ChREBP-P536A-Plasmids und den Mutagenese-Primern für ChREBP-

P141A generiert.  

 

3.1.6 Transformation von chemisch kompetenten E.coli-Zellen 

Die Transformation ermöglicht die Aufnahme von freier Plasmid-DNA in chemisch kom-

petente Bakterienzellen und dient damit der Vervielfältigung der eingebrachten Plasmide [77]. 

Für die Amplifikation von Plasmid-DNA wurden innerhalb dieser Arbeit zwei verschiedene 

Bakterienstämme (Kapitel 2.14) verwendet. Die kommerziell erhältlichen kompetenten E.coli 

XL10-Gold der Firma Agilent Technologies, im Rahmen der zielgerichteten Mutagenese, 

wurden nach Protokoll des Herstellers transformiert. Der E.coli-Stamm XL1-blue wurde im 

Labor durch eine Polyethylenglykol abhängige chemische Kompetenz hergestellt und trans-

formiert [78]. 

Für die Transformation wurden 20 bis 100 ng Plasmid-DNA mit 100 µl chemisch kompetenten 

E. coli XL1-blue und einem Transformationsmix gemischt und zunächst für 20 min auf Eis 

inkubiert. Die verwendeten Plasmide sind im Kapitel 2.11 aufgelistet. Nach einem folgenden 

Inkubationsschritt von 10 min bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 1 ml LB-Medium. 

Der Transformationsansatz wurde anschließend bei 37 °C unter leichtem Schütteln für 1 h 

inkubiert. Folgend wurden 150 µl Transformationsansatz auf LB-Agarplatten mit Ampicillin 

(Amp) ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C im Wärmeschrank inkubiert.  

Zu präparativen Zwecken wurden, die durch Transformation Amp-resistenten Einzelkolonien 

am nächsten Tag in 5 ml LB-Amp-Medium überführt und erneut bei 37 °C über Nacht unter 

leichtem Schütteln inkubiert (Übernachtkultur). 
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3.1.7 Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli-Zellen 

Zu analytischen Zwecken wurden 2 ml der Übernachtkultur für die Isolation der Plasmid-DNA 

eingesetzt. Hierfür wurde nach Herstellerangaben das NucleoSpin®
 Plasmid Kit der Firma 

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG verwendet. 

Zur Gewinnung größerer Mengen an Plasmid-DNA wurde zunächst 1 ml der Übernachtkultur 

in 250 ml LB-Amp-Medium überführt und bei 37 °C über Nacht unter leichtem Schütteln 

inkubiert. Für die Isolation der Plasmid-DNA wurde anschließend das QIAGEN® Plasmid Maxi 

Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers verwendet. 

 

3.1.8 Isolation von genomischer DNA und Genotypisierung 

Die zur Genotypisierung erforderliche genomische DNA wurde mittels eines Proteinase K- 

Verdaus (0,6 mg/ml) in 100 µl Tailcut-Puffer aus den Schwanzbiopsien der Mäuse isoliert. Die 

Isolation der genomischen DNA aus embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) erfolgte analog in 

einem Lysepuffer.  

Hierfür erfolgte der Verdau über Nacht bei 55 °C. Für die Inaktivierung der Proteinase K 

wurden die Proben am nächsten Morgen für 10 min bei 95 °C inkubiert und anschließend für 

10 min bei -20 °C abgekühlt. Nach einer Verdünnung von 1:5 der Proben mit TE-Puffer wurde 

die Probe direkt für die jeweilige Genotypisierungs-PCR eingesetzt. Dabei wurde der folgende 

Standart-PCR-Ansatz (Tabelle 4) für alle Genotypisierungen verwendet, wobei die Primer je 

nach PCR variiert wurden. Die verwendeten Primer sind dem Kapitel 2.12.6 zu entnehmen. Zur 

Aktivierung der Hotstart-Polymerase (Platinum Taq) wurden die PCR-Proben für 2 min bei 

94 °C im Thermocycler inkubiert. Daran schlossen sich 35 Zyklen bestehend aus jeweils 15 s 

bei 94 °C, 30 s bei der jeweiligen Annealing-Temperatur (Kapitel 2.12.6) und 1 min bei 72 °C 

an. Anschließend wurden die PCR-Proben für 5 min bei 72 °C inkubiert und auf 4 °C 

abgekühlt. Folgende Genotypisierungs-PCRs kamen im Rahmen der Generierung der neuen 

RetSat-Mauslinie (Kapitel 3.5) zur Anwendung. 
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Tabelle 4: Standart-PCR-Ansatz für Genotypisierung 

Reagenzien Volumen [µl] Endkonzentration 

genomische DNA 1 - 

10x Reaktionspuffer 2,5 1x 

MgCl2 1 50 mM 

dNTP Mix 0,5 0,2 mM 

Forward-Primer 0,5 0,2 µM 

Reverse-Primer 0,5 0,2 µM 

Platinum Taq-Polymerase 0,1 0,02 u 

ddH2O x - 

Gesamtvolumen 25  

 

loxP1 PCR: 

Für die Genotypisierung der heterozygoten RetSat-Mäuse mit knockout-first Allel wurden 

Primer generiert, dessen PCR-Fragment eine loxP-Stelle einschließt und damit den Wildtyp-

RetSat-Genlokus um 34 Basenpaare (bp) expandiert. Damit ergeben sich zwei Banden-

verteilungsmuster: Beim Vorliegen des Wildtyp-RetSat-Genlokus entsteht ein 461 bp, bei 

Heterozygotie ein 461 bp und ein 495 bp großes PCR-Fragment. Zusätzlich wurden die RetSat-

Mäuse mit knockout-first Allel auf das Vorhandensein der Neomycin(Neo)-Kassette mit einem 

PCR-Fragment von 468 bp getestet. 

 

Flp und Neo PCR: 

Um die Neo-Kassette zu entfernen wurde eine heterozygote RetSat-Maus mit knockout-first 

Allel mit einer Flp-rekombinanten Maus verpaart. Die Nachkommen wurden, zusätzlich zur 

loxP-Stelle, auf das Vorhandensein der Flp-Rekombinase (480 bp) und der Neo-Kassette 

(468 bp) überprüft. Für die anschließenden Rückkreuzungen (heterozygotes RetSat-Männchen 
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mit C57Bl/6J-Weibchen) wurden heterozygote RetSat-Mäuse mit Flp und resultierender 

fehlender Neo-Kassette verwendet (Abbildung 3: Tier 2 und 4). 

 

Abbildung 3: Bandenverteilungsmuster der heterozygoten RetSat-Mäuse mit knockout-first Allel nach 

Verpaarung mit Flp-Maus: Gelelektrophorese der PCR-Analysen von genomischer DNA der Nachkommen 

heterozygoter RetSat-Mäuse mit knockout-first Allel hinsichtlich Vorhandensein des RetSat flox-Konstruktes 

(LoxP1 PCR), der Flp-Rekombinase (Flp PCR) und der Neomycin-Kassette (Neo PCR). Jungtiere eins bis sieben. 

 

loxP2 PCR: 

Für die Genotypisierung der heterozygoten RetSat-Mäuse mit konditionalem Allel wurden 

Primer verwendet, dessen PCR-Fragment den Wildtyp-RetSat-Genlokus um 123 bp expandiert. 

Die Expansion geht auf das Vorhandensein einer loxP-(34 bp), einer Frt-Stelle (34 bp) sowie 

auf die Insertion von weiteren 55 bp zurück. Somit ergeben sich drei mögliche Banden-

verteilungsmuster: Beim Vorliegen des Wildtyp-RetSat-Genlokus entsteht ein 416 bp und bei 

Homozygotie ein 539 bp großes PCR-Fragment. Bei Heterozygotie erhält man beide PCR-

Fragmente (Abbildung 4).  

 

Abbildung 4: Bandenverteilungsmuster der heterozygoten RetSat-Mäuse mit konditionalem Allel: Gelelek-

trophorese der PCR-Analyse von genomischer DNA der Nachkommen heterozygoter RetSat-Mäuse mit 

konditionalem Allel hinsichtlich des Vorhandenseins des RetSat flox-Konstruktes (LoxP2 PCR). Ho = homozygot, 

Wt = Wildtyp und He = heterozygot. 

 



METHODEN 

 

38 

 

Nnt (Exon 6 und Exon 9) PCRs: 

Zur Überprüfung des genetischen Hintergrunds der heterozygoten RetSat-Mäuse mit 

konditionalem Allel nach sechs Rückkreuzungen mit C57Bl/6J-Weibchen wurden Primer 

verwendet, die das Exon sechs (170 bp) bzw. das Exon neun (418 bp) des nicotinamide 

nucleotide transhydrogenase (Nnt)-Gens nachweisen [79]. Der C57Bl/6J-Hintergrund besitzt 

eine Mutation im Nnt-Gen, wodurch es zur einer Deletion des Exons sieben bis elf kommt [80]. 

Die ES-Zellen, die Blastozyste sowie die Flp-rekombinante Maus, die zur Generierung der 

RetSat-Mauslinie verwendet wurden, hatten hingegen den zu entfernenden 129S6/SvEvTac- 

bzw. C57Bl/6N-Hintergrund. 

 

3.1.9 Sequenzierung 

Sequenzierungen wurden von LGC Genomics GmbH mit den unter Kapitel 2.12.7 aufgeführten 

Primern durchgeführt. 

 

3.1.10 Southern Blot Analyse 

Mittels Southern Blot Analyse erfolgt der spezifische Nachweis einer DNA-Sequenz, mit Hilfe 

von markierten Sonden [81]. Damit konnte die korrekte einmalige Rekombination des RetSat-

Transgens in den RetSat-Genlokus, nach Elektroporation der ES-Zellen mit dem RetSat flox-

Konstrukt, nachgewiesen werden. Die Durchführung des Southern Blots erfolgte durch Diplom 

Ingenieur Matthias Münzner. 

Hierfür wurde zunächst die genomische DNA aus den ES-Zellen mittels Proteinase K-Verdaus 

isoliert (Kapitel 3.1.8). Nach anschließender Aufreinigung und Präzipitation wurde die 

genomische DNA direkt für die Southern Blot Analyse eingesetzt. Der Verdau der genomischen 

DNA ist der Tabelle 5 zu entnehmen. Am nächsten Morgen wurde erneut 2 µl des jeweiligen 

Restriktionsenzyms (PstI bzw. EcoRV) hinzugegeben und die Proben für weitere 2 h bei 37 °C 

inkubiert, bevor die verdaute DNA erneut aufgereinigt und präzipitiert wurde. Die verdauten 

DNA-Proben wurden mittels Gelelektrophorese über Nacht bei 30 Volt aufgetrennt. Um eine 

gute Effizienz des DNA-Transfers zu gewährleisten, musste das Agarosegel vor dem Blotten 

vorbehandelt werden. Zwischen den verschiedenen Inkubationsschritten wurde das Gel 

zweimal für 5 min mit ddH2O gewaschen. Alle Schritte fanden dabei unter leichtem Schütteln 



METHODEN 

 

39 

 

statt. Das Agarosegel wurde in einer Depurinisierungslösung für 10 min, in einer Dena-

turierungslösung für zweimal 20 min und in einer Neutralisationslösung für dreimal 30 min 

inkubiert. Anschließend folgte ein zehnminütiger Inkubationsschritt in 20x SSC Puffer. 

Für den Kapillartransfer wurden zunächst die Membran und die Filterpapiere mit 1x SSC Puffer 

befeuchtet. Alle Einzelkomponenten wurden anschließend wie folgt zusammengebaut: 

Filterpapier-Agarosegel(Taschen nach unten)-Membran-Filterpapier-Papiertücher-Glasplatte-

Gewicht. Dabei ragt das erste Filterpapier in ein 1x SSC Puffer Reservoir. Durch einen 

Flüssigkeitsstrom ausgehend aus dem Reservoir von unten durch das Gel, durch die Membran 

bis hin zu den trockenen Papiertüchern wird die DNA auf die Membran transferiert. Der 

Kapillarblot läuft bei 30 V über Nacht. Am nächsten Tag wurde die Konstruktion abgebaut und 

die DNA auf der Membran mittels UV fixiert. Danach wurde die Membran in eine Hybridi-

sierungsröhre überführt und rotierend für 1 h bei 65 °C in einem Hybridisierungspuffer 

vorhybridisiert. Erst danach kann die markierte Sonde hinzugegeben werden. Die Hybridi-

sierung erfolgte über Nacht bei 65 °C. Um die überschüssige Sonde zu entfernen wurde die 

Membran mit 2x SSC Puffer für 20 min und hinterher zweimal für 30 min mit 0,2x SSC Puffer 

gewaschen. Die Detektion erfolgte in einem Phosphoimager.  

 

Tabelle 5: Verdau der genomischen DNA zur Southern Blot Analyse 

Reagenz Volumen [µl] Endkonzentration 

genomische DNA 5 – 10 µg - 

10x NEB Puffer 4 1x 

PstI bzw. EcoRV 4 80 u 

100x BSA  0,4 1x 

Spermidin [0,1 M] 0,4 1 mM 

RNase 0,2 ≥ 0,003 u 

RNase/DNase freies Wasser x - 

Gesamtvolumen 40 - 
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Zum Nachweis des 5´- bzw. 3´Arm des RetSat flox-Konstruktes (Abbildung 8) in murinen ES- 

Zellen wurden zwei Sonden mittels PCR generiert. Wichtig hierbei ist, dass die Sonden 

außerhalb der homologen Bereiche des RetSat flox-Konstruktes liegen. Die verwendeten PCR-

Primer sind dem Kapitel 2.12.4 zu entnehmen. Die Amplifizierung der PCR-Fragmente erfolgte 

analog zum PCR-Ansatz der Genotypisierung (Tabelle 4), mit der Ausnahme, dass als 

Ausgangsmaterial 400 ng RetSat flox-Konstrukt verwendet wurde. Die PCR-Fragmente 

(5´ Sonde: 416 bp, 3´ Sonde: 414 bp) wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und 

anschließend aus dem Gel extrahiert. Hierfür wurde das Kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-

up der Firma Macherey-Nagel GmbH & Co. KG nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur 

Vervielfältigung der generierten Sonden in E.coli-Zellen erfolgte die Klonierung der PCR-

Fragmente in einen Klonierungsvektor. Hierfür wurde das pGEM®-T Easy Vector Systems von 

Promega gemäß den Herstellerangaben verwendet. Nach Isolation der Plasmid-DNA aus 

E.coli-Zellen (Kapitel 3.1.7) wurden die Sonden durch einen Restriktionsverdau (PstI bzw. 

EcoRV) aus dem Vektor geschnitten. Für die anschließende Markierung der Sonden wurde das 

Prime-It II Random Primer Labeling Kit der Firma Agilent Technologies nach Angaben des 

Herstellers verwendet. 

 

3.2 Proteinbiochemische Methoden 

3.2.1 Isolation von Gesamtproteinextrakten aus kultivierten Zellen 

Zur Proteinisolation wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Anschließend 

folgte die direkte Zugabe einer adäquaten Menge an Proteinlysepuffer in die Zellkulturplatte. 

Zur besseren Zelllyse wurden die Zellkulturplatten bei -20 °C eingefroren. Nach Auftauen der 

Proteinproben erfolgte eine Ultraschallbehandlung (fünf Einzelimpulse mit niedrigster 

Intensität). Anschließend wurde das Proteingemisch für 30 min bei 13000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert und der Überstand mit dem gelösten Protein in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt. Die Lagerung der Proteinproben erfolgte bei -80 °C. 
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3.2.2 Isolation von Gesamtproteinextrakten aus Lebergewebe 

Zur Proteinisolation wurde circa 50 mg Lebergewebe in 500 µl eiskaltem Proteinlysepuffer mit 

Hilfe eines Mikro-Pistills homogenisiert und nachfolgend mit Ultraschall (fünf Einzelimpulse 

mit niedrigster Intensität) behandelt. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten analog zur Gesamt-

proteinextraktion aus kultivierten Zellen (Kapitel 3.2.1). 

 

3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Die Quantifizierung des Proteingehalts der Gesamtproteinextrakte erfolgte mittels Bicinchonin-

säure(BCA)-Reaktion [82]. Hierfür wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit der Firma Thermo 

Scientific nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die Proteinproben sowie eine BSA-

Standartverdünnungsreihe wurden in Doppelbestimmung gemessen und die Proteinkonzen-

tration mit Hilfe der Standartgeraden ermittelt.  

 

3.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Mittels SDS-PAGE können Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennt 

werden. Hierbei wird das SDS-haltige diskontinuierliche Puffersystem nach Laemmli ver-

wendet [83]. 

Die Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele mit einer Stärke von 1,5 mm ist der Tabelle 6 

zu entnehmen. Zum Gießen der Polyacrylamid-Gele wurden Apparaturen, Glasplatten und 

Kämme der Firma Bio-Rad verwendet. Abhängig vom jeweiligen Protein wurden 20 bis 50 µg 

Gesamtproteinextrakt mit einem Proteinladepuffer (87,5 µl Non-Reducing Lane Marker 

Sample Buffer 5x und 12,5 µl 2-Mercaptoethanol) für 5 min bei 95 °C erhitzt und anschließend 

für 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer 

Gelelektrophoresekammer der Firma Bio-Rad mit Elektrophoresepuffer. Die Gelelektropho-

rese erfolgte bei einer Spannung von 80 Volt im Sammelgel und 120 Volt im Trenngel. Zur 

Bestimmung der Proteingröße lief auf jedem Gel zusätzlich ein Proteingrößenmarker 

(ProSieve® Color Protein Marker) mit. 
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Tabelle 6: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel 

Reagenzien 7,5 % Trenngel 10 % Trenngel 12 % Trenngel Sammelgel 

ddH2O 4,85 ml 4,1 ml 3,35 ml 3 ml 

Tris-HCL [1,5 M, pH = 8,8] 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml - 

Tris-HCL [0,5 M, pH = 6,8] - - - 1,25 ml 

SDS Stammlösung [10 %] 100 µl 100 µl 100 µl 50 µl 

Acrylamid/Bis [30 %] 2,5 ml 3,3 ml 4 ml 650 µl 

Gesamtvolumen 10 ml 10 ml 10 ml 5 ml 

APS [10 %] 75 µl 75 µl 75 µl 50 µl 

TEMED 7,5 µl 7,5 µl 7,5 µl 6 µl 

     

3.2.5 Western Blot Analyse 

Im Western Blot werden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mittels SDS-PAGE 

(Kapitel 3.2.4) auf eine Trägermembran übertragen und mittels Chemilumineszenz nachge-

wiesen [84]. 

Der Transfer der Proteine erfolgte auf eine Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membran, unter 

Verwendung einer Nassblotkammer der Firma Bio-Rad in einem dafür hergestellten gekühltem 

Transferpuffer. Hierfür wurde zunächst die PVDF-Membran für 1 min in Methanol aktiviert 

und das Sammelgel vom SDS-Gel entfernt. Alle Einzelkomponenten des Transfers wurden 

anschließend wie folgt nach dem Sandwichprinzip zusammengebaut: Anode-Schwamm-

Filterpapier-Membran-Gel-Filterpapier-Schwamm-Kathode. Bei einer Spannung von 80 Volt 

über 2 h bzw. 29 Volt über Nacht erfolgte der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran. 

Nach dem Transfer wurde die Membran in einer Blocklösung für 90 min bei Raumtemperatur 

unter leichtem Schütteln inkubiert. Der Primärantikörper wurde entsprechend seiner jeweiligen 

Verdünnung (Kapitel 2.9.1) mit Blocklösung verdünnt und mit der Membran für 90 min bei 

Raumtemperatur bzw. 4 °C über Nacht inkubiert. Nicht gebundene Antikörper wurden durch 

dreimaliges Waschen für 10 min bei Raumtemperatur mit TBS-T-Puffer entfernt. Anschließend 
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folgte die Inkubation des Peroxidase-konjugierten-Sekundärantikörpers (Kapitel 2.9.2), in 

Blockpuffer für 1 h bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T für jeweils 

10 min bei Raumtemperatur erfolgte die Detektion der Proteinbanden mit Hilfe einer ECL 

Western Blotting Substrat Lösung der Firma Thermo Scientific nach Angaben des Herstellers. 

Die Darstellung erfolgte mittels eines Röntgenfilms nach adäquater Expositionszeit von 30 s 

bis zu 2 h bzw. durch das digitale System ChemiDocTM. XRS+ der Firma Bio-Rad.  

 

3.2.6 Co-Immunpräzipitation (Co-IP) 

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurde die Co-Immunpräzipitation 

(Co-IP) mittels kommerziell erhältlicher Anti-Flag-Agarose-Beads der Firma Sigma-Aldrich 

eingesetzt.  

Hierfür wurde in HEK293-Zellen Flag-markiertes Protein überexprimiert. Nach 48 h wurden 

die HEK293-Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zugabe einer adäquaten 

Menge des eiskalten Lysepuffers RSB-150 erfolgte direkt in die Zellkulturplatte. Nach einer 

Inkubation von 15 min auf Eis wurden die Zellen mittels Zellschaber vorsichtig von der 

Zellkulturplatte abgekratzt und in ein Reaktionsgefäß überführt. Zur besseren Lyse folgte eine 

dreimalige Ultraschallbehandlung (fünf Einzelimpulse mit niedrigster Intensität) mit einer 

Inkubationszeit von 2 min auf Eis zwischendurch. Anschließend wurden die Zellen erneut für 

15 min auf Eis inkubiert, wobei die Proben im Abstand von 2 min für 5 s stark gevortext 

wurden. Das Proteingemisch wurde dann für 30 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert und 

der Überstand mit dem gelösten Protein in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die 

Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte, wie im Kapitel 3.2.3, beschrieben.  

Für die Co-IP wurde die maximale Proteinmenge, meist 750 bis 1000 µg Protein, eingesetzt 

und mit eiskaltem RSB-150 auf ein Volumen von 1 ml verdünnt. Für die Analyse via Western 

Blot wurde eine Input-Probe entnommen. Nach Zugabe von 40 µl einer 50%igen Lösung Anti-

Flag-Agarose-Beads in RSB-150 wurden die IP-Proben für 2 h rotierend bei 4 °C inkubiert. 

Das Flag-markierte Protein wurde über Anti-Flag-Agarose-Beads präzipitiert. Nach der 

Inkubation wurden nicht gebundene Proteine durch Waschschritte entfernt. Hierfür wurden die 

IP-Proben fünfmal 5 min mit 1 ml eiskalten RSB-150 rotierend bei 4 °C inkubiert. Nach jedem 

Waschschritt wurde der Überstand nach Zentrifugation, für 1 min bei 1000 rpm und 

Raumtemperatur, verworfen und die IP-Probe mit frischem RSB-150 versetzt. Nach dem 
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letzten Waschschritt wurden die IP-Proben in 60 µl Proteinlysepuffer mit 1,5x Protein-

ladepuffer aufgenommen und die präzipitierten Flag-Proteine mit einschließlich ihren 

Interaktionspartnern bei -20 °C gelagert oder direkt mittels SDS-PAGE und Western Blot 

(Kapitel 3.2.4 und 3.2.5) analysiert. 

 

3.3 Zellbiologische Methoden 

3.3.1 Kultivierung und Passagieren der HEK293- und AML12-Zellen 

Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt.  

HEK293-Zellen wurden im Zellkulturmedium (DMEM Medium mit 10 % fetales bovine serum 

(FBS) und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S)) in 10 cm Zellkulturschalen bei 37 °C und 

5%igen CO2 kultiviert. Nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz wurden die HEK293-Zellen 

weiterpassagiert. Zum Passagieren wurde zunächst das Zellkulturmedium entfernt und die 

Zellen mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA und einer Inkubationszeit 

von 5 min bei 37 °C lösten sich die adhärenten Zellen von dem Boden der Zellkulturschale. 

Anschließend wurden die Zellen in 10 ml frischem Zellkulturmedium aufgenommen und gut 

resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde 1:7 mit Zellkulturmedium verdünnt und in eine neue 

10 cm Zellkulturschale überführt. Je nach Verdopplungszeit der HEK293-Zellen wurde zwei- 

bis dreimal die Woche weiterpassagiert.  

AML12-Zellen wurden im Zellkulturmedium (DMEM/F12 mit 10 % FBS, 1% P/S, 10 mg/ml 

Insulin, 50 mM Selenium, 12,5 µM Dexamethason und 2,75 mg Transferrin) ebenfalls in 10 cm 

Zellkulturschalen bei 37 °C und 5%igen CO2 kultiviert. Das Passagieren erfolgte analog zu den 

HEK293-Zellen. Aufgrund einer geringeren Verdopplungszeit wurden die AML12-Zellen nur 

1:4 mit Zellkulturmedium verdünnt und in eine neue Zellkulturschale überführt. 

 

3.3.2 Isolation von primären Maushepatozyten 

Für die Isolation von primären Maushepatozyten wurden männliche C57BL/6J-Mäuse im Alter 

von acht bis 16 Wochen verwendet. Mittels intraperitonealer Injektion von Ketamin/Xylazin 

(Tabelle 7) wurden die Versuchstiere zunächst betäubt. Die Überprüfung der Narkosetiefe 

erfolgte anhand des Zwischenzehenreflexes. 
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Tabelle 7: Injektionsnarkose zur Isolation von primären Maushepatozyten 

Arzneistoff Handelspräparat Dosierung 

Ketaminhydrochlorid Ketavet® 100 mg/ml 80 mg/kg 

Xylazinhydrochlorid Rompun® 2 % 12 mg/kg 

   

Bei ausreichender Narkosetiefe wurde die Abdominalgegend des Tieres großflächig geöffnet 

und die Vena cava und Vena portae gut sichtbar freigelegt. Mittels eines Venenkatheters 

erfolgte die Punktion der Vena cava in Richtung kranial. Es folgte die Perfusion der Leber 

(4 ml/min) mit einem vorgewärmten Perfusionspuffer (EBSS mit 50 mM EGTA). Sobald eine 

Farbveränderung der Leber von dunkelbraun-rot zu hellbraun-gelb sichtbar wurde, wurde die 

Vena portae durchtrennt. Die Perfusion wurde bis zum Erreichen einer absoluten Entfärbung 

der Leber fortgesetzt. Anschließend erfolgte der Verdau durch Perfusion (4 ml/min) mit einem 

kollagenasehaltigem Puffer (HBSS mit 52552 u/ml Kollagenase). Nach dem Verdau wurde die 

Leber entnommen, die Gallenblase entfernt und die Leber in eine 10 cm Kulturschale überführt.  

Alle weiteren Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Die Leber wurde 

schnellstmöglich in Zellkulturmedium (DMEM Medium mit 10 % FBS und 1% P/S) mit 

Zellschabern vorsichtig zerkleinert und durch ein Nylon-Sieb (250 µm Porenweite) gefiltert. 

Anschließend wurde die Zellsuspension für 3 min bei 770 rpm und Raumtemperatur 

zentrifugiert und das entstandene Zellpellet in 25 ml frischem Zellkulturmedium resuspendiert. 

Durch die Zugabe einer Percoll-Lösung und anschließender Dichtegradienten-Zentrifugation 

(10 min, 770 rpm, Raumtemperatur) wurden tote Zellen entfernt. Das entstandene Zellpellet 

wurde mit 25 ml DMEM gewaschen (3 min, 770 rpm, Raumtemperatur) und anschließend in 

10 ml frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl, mittels 

Trypanblau-Lösung und Neubauer-Zählkammer, wurden die primären Maushepatozyten mit 

einer Dichte von 80.000 Zellen in 12-well-Zellkulturplatten auf sterilen Deckgläsern (benötigt 

für konfokale Fluoreszenzmikroskopie) ausgesät. Nach etwa 6 h waren die Zellen adhäriert und 

das Zellkulturmedium wurde mit frischem Medium ersetzt. Die primären Maushepatozyten 

standen nun für Experimente zur Verfügung, wobei erfahrungsgemäß eine Lebensdauer von 

maximal vier bis fünf Tagen limitierend war.  
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3.3.3 Transfektion von HEK293-Zellen mittels Calcium-Phosphat-Präzipitation  

Die Calcium-Phosphat-Präzipitation ermöglicht die Aufnahme von freier Plasmid-DNA in 

Form von Calcium-Phosphat-Präzipitaten, durch Endozytose, in die Zelle [85]. 

Für die Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion zwischen ChREBP und EGLN3, der 

Proteinstabilität der ChREBP-Mutanten (P141A, P536A und der Doppelmutante P141,536A) 

sowie der EGLN3-vermittelten Prolinhydroxylierung, wurde die Plasmid-DNA der zu über-

exprimierenden Flag-markierten Proteine mittels Calcium-Phosphat-Präzipitation in die Zelle 

geschleust.  

Hierfür wurden die HEK293-Zellen in einer Verdünnung von 1:5 ausgesät und über Nacht bei 

37 °C und 5%igen CO2 inkubiert (Kapitel 3.3.1). Am nächsten Morgen wurde das Zellkultur-

medium ersetzt. Für die Transfektionsansätze (Tabelle 8) wurde zu der Plasmid-DNA eine 

adäquate Menge an CaCl2-Lösung hinzugegeben und gut gemischt. Darauf erfolgt die Zugabe 

einer adäquaten Menge an 2x BBS-Puffer. Die Transfektionsansätze wurden gevortext, 

anzentrifugiert und für genau 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die 

Transfektionsansätze tropfenweise auf die Zellen pipettiert und über Nacht bei 37 °C und 

5%igen CO2 inkubiert. Nach 14 bis 18 h wurde das Zellkulturmedium ersetzt, um die Calcium-

Präzipitate zu entfernen. Die Zellernte erfolgte 48 h nach der Transfektion. 

Tabelle 8: Transfektionsansätze der Calcium-Phosphat-Präzipitation 

Kulturschalen Experiment Plasmid-DNA [ng] CaCl2 [µl] 2x BBS [µl] 

6-well IP 100 75 75 

24-well Proteinstabilität der ChREBP-Mutanten 

und EGLN3-vermittelte Prolinhydroxy-

lierung  

100 15 15 
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3.3.4 Transfektion von HEK293- und AML12-Zellen mittels Lipofektion 

Mittels Lipofektion können Plasmide, eingeschlossen in Liposomen, über Endozytose in die 

Zelle aufgenommen werden. Für die Lipofektion wurde das Transfektionsreagenz Lipo-

fectamine® 2000 der Firma Invitrogen® Life Technologies GmbH verwendet. 

Für die Untersuchung der Aktivität der ChREBP-Mutanten (P141A, P536A und der Doppel-

mutante P141,536A) mittels Luziferase Assays in HEK293-Zellen (Kapitel 3.3.8) und der 

Analyse der ChREBP-Mutanten in einem ChREBP-defizientem System in AML12-Zellen, 

wurde die Transfektion von Plasmiden via Lipofektion durchgeführt.  

Hierfür wurden die HEK293- und AML12-Zellen in einer Verdünnung von 1:3 in 24-well-

Zellkulturplatten ausgesät und über Nacht bei 37 °C und 5%igen CO2 inkubiert. Am nächsten 

Tag wurde das Zellkulturmedium durch ein halbes Volumen frisches Zellkulturmedium 

(DMEM mit 25 mM Glukose, 10 % FBS und 1 % P/S) ersetzt. Für die Transfektion wurde 

zunächst in einem Reaktionsgefäß 2 µl Lipofectamin mit 23 µl Opti-Mem® Reduced Serum 

Medium verdünnt. In einem weiteren Reaktionsgefäß wurde die entsprechende DNA-Menge 

mit 22 µl Opti-Mem® Reduced Serum Medium verdünnt. Die DNA-Menge für das Luziferase 

Assay ist dem Kapitel 3.3.8 zu entnehmen. Für die Analyse der ChREBP-Mutanten in AML12-

Zellen wurden 100 ng Plasmid-DNA verwendet. Nach einer Inkubation von 5 min bei Raum-

temperatur wurden beide vorbereiteten Lösungen gemischt und nochmals für 20 min bei Raum-

temperatur inkubiert. Anschließend wurden die Transfektionsansätze (45 µl) tropfenweise auf 

die Zellen gegeben. Am nächsten Morgen wurde das Zellkulturmedium (DMEM mit 2,5 mM 

Glukose, 10 % FBS und 1 % P/S) ersetzt. Nach 6 h wurden die Zellen in 2,5 mM bzw. 25 mM 

glukosehaltigem Zellkulturmedium (10 % FBS und 1 % P/S) für weitere 24 h inkubiert. Die 

Zellernte erfolgte 48 h nach der Transfektion. 

 

3.3.5 Transfektion von primären Maushepatozyten mit siRNA 

Durch den Einsatz von small interfering RNA (siRNA) können über den Mechanismus der RNA 

Interferenz Zielgene in einer Zelle ausgeschaltet und deren Funktion untersucht werden 

[86, 87]. Für die Transfektion von primären Maushepatozyten mit siRNA wurde ebenfalls die 

Lipofektion mit Lipofectamine® 2000 der Firma Invitrogen® Life Technologies GmbH ange-

wendet.  
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Hierfür wurde das Zellkulturmedium (DMEM, 10 % FBS und 1 % P/S) 24 h nach Isolation der 

primären Maushepatozyten (Kapitel 3.3.2) zunächst gegen 500 µl Zellkulturmedium (DMEM 

mit 2,5 mM Glukose, ohne FBS und P/S) ersetzt. Für ein 12-well wurde in einem Reaktions-

gefäß 4 µl Lipofectamine mit 46 µl Opti-Mem® Reduced Serum Medium und in einem zweiten 

Reaktionsgefäß 1 nM siRNA mit 45 µl Opti-Mem® Reduced Serum Medium verdünnt. Die 

verwendeten siRNAs sind dem Kapitel 2.12.1 zu entnehmen. Die weiteren Arbeitsschritte 

erfolgten analog zur Transfektion von HEK293- und AML12-Zellen mittels Lipofectamin 

(Kapitel 3.3.4), mit der Ausnahme das 90 µl Transfektionsansatz per 12-well auf die Zellen 

gegeben wurde. Am nächsten Morgen wurde das Zellkulturmedium (DMEM mit 2,5 mM 

Glukose, 10 % FBS und 1 % P/S) ersetzt. Am Abend erfolgte die Stimulation der Zellen in 

2,5 mM oder 25 mM glukosehaltigem Zellkulturmedium (10 % FBS und 1 % P/S) mit 100 nM 

Insulin für weitere 24 h. Die Fixierung der Zellen für die konfokale Fluoreszenzmikroskopie 

(Kapitel 3.3.9) erfolgte 48 h nach der Transfektion. 

 

3.3.6 Gentransfer durch Adenoviren in vitro 

Neben der Transfektion von Plasmiden (Kapitel 3.3.3 und Kapitel 3.3.4) wurde der adenovirale 

Gentransfer ebenfalls als Methode zur Überexpression von Zielgenen verwendet. Für die 

vorliegende Arbeit wurden ausschließlich Adenoviren des Serotyps fünf verwendet, welche im 

Kapitel 2.17 aufgelistet sind. Die Aufnahme in die Zelle erfolgt durch Endozytose vermittelt 

vom Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) [88]. 

Die verwendeten Adenoviren waren bereits im Labor verfügbar. Der Titer wurde mit dem 

Adeno-X rapid titer Kit (Clontech) nach den Angaben des Herstellers ermittelt. Als Kontrolle 

in den jeweiligen Experimenten diente Adenovirus GFP (grün-fluoreszierendes Protein). 

 

3.3.6.1 Adenovirusinfektion von HEK293-Zellen 

HEK293-Zellen wurden über Nacht mit virushaltigem Zellkulturmedium (DMEM, 10 % FBS 

und 1 % P/S) inkubiert. Die Dosierung der Adenoviren ist der Tabelle 9 zu entnehmen. Am 

nächsten Morgen wurde das Zellkulturmedium entfernt und durch virusfreies Zellkultur-

medium ersetzt. Für die Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion zwischen ChREBP und 

EGLN3 wurde das Lysat Adeno EGLN3 (DsRed) verwendet. Dieses koexprimiert das rot-
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fluoreszierende Protein (DsRed). In einem Dosisverlauf von Adeno EGLN3 und dem 

Kontrollvirus Adeno GFP wurde eine adäquate Menge dieses Lysates, anhand einer vergleich-

baren Intensität der Fluoreszenzproteine (GFP bzw. DsRed), ermittelt. Die Zellernte erfolgte 

nach 48 h. 

Tabelle 9: Dosierung der verwendeten Adenoviren in HEK293-Zellen 

Virus verwendeter Titer [ifu] bzw. Volumen [µl] 

Adeno GFP 2,27 x 105 

Adeno EGLN3 (DsRed) Lysat 0,2 

  

3.3.6.2 Adenovirusinfektion von primären Maushepatozyten 

Primäre Maushepatozyten wurden, wie im Kapitel 3.3.2 beschrieben, isoliert und nach 

Anheftung an die Zellkulturplatte mit virushaltigem Zellkulturmedium (DMEM, 10 % FBS und 

1 % P/S) über Nacht inkubiert. Am nächsten Morgen wurde das virushaltige Zellkulturmedium 

verworfen und durch virusfreies Zellkulturmedium ersetzt. Für die Validierung des ChREBP-

Antikörpers wurde das Adeno GFP ChREBP verwendet. Dieses koexprimiert das grün-

fluoreszierende Protein. Es wurde ebenfalls zu Beginn des Experimentes in einem Dosisverlauf 

die adäquate Menge an Lysat ermittelt, wobei das GFP-Fluoreszenzsignal des ChREBPs 

vergleichbar mit dem GFP des Kontrollvirus war. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet. Die 

nachfolgende Tabelle 10 zeigt die Dosierung der verwendeten Adenoviren. 

Tabelle 10: Dosierung der verwendeten Adenoviren in primären Maushepatozyten 

Virus verwendeter Titer [ifu] bzw. Volumen [µl] 

Adeno GFP 2,27 x 104  

Adeno GFP ChREBP Lysat 0,1 
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3.3.7 Lipidfärbung mit Oil-Red O 

Der Nachweis von intrazellulären Triglyzeriden in der Leber erfolgte mittels einer Oil-Red O 

Färbelösung. Hierfür wurde die Leber über Nacht mit 4%igen Paraformaldehyd fixiert, bevor 

am Kryostat Gefrierdünnschnitte angefertigt wurden. Für die Färbung wurden die Leberschnitte 

kurz in 60%igen Isopropanol gewaschen und anschließend für 10 min mit der Oil-Red O 

Färbelösung inkubiert. Nach erneutem kurzem Waschen mit 60%igen Isopropanol wurden die 

Leberschnitte für 1 min unter fließendem ddH2O gewaschen. Zur Gegenfärbung wurden die 

Zellkerne 12 min in Hämalaun-Lösung angefärbt und anschließend für 5 min unter fließendem 

ddH2O gewaschen. Die Leberschnitte wurden mit Hydromount eingedeckelt und am Mikroskop 

innerhalb von wenigen Tagen analysiert. 

 

3.3.8 Luziferase Assay 

Unterschiede in der Aktivität der ChREBP-Mutanten (P141A, P536A und der Doppelmutante 

P141,536A) in HEK293-Zellen wurde mittels Luziferase® Reporter Assay System der Firma 

Promega untersucht. 

Hierfür wurde das ACC1-Luziferase-Reporterplasmid verwendet. Dieses enthält zwei Kopien 

des ACC1-ChoRE sowie das Luziferase-Gen zur Expression der Firefly-Luziferase [89]. Durch 

Bindung von ChREBP an das ChoRE-Motiv wird das Enzym Luziferase exprimiert. Dabei ist 

die resultierende Luziferasemenge proportional zu einer entstehenden Lichtemission, die 

mittels Luminometer gemessen wurde. Das ACC1-Luziferase-Reporterplasmid wurde von 

Prof. Dr. Howard Towle vom Institut für Biochemie der Universität von Minnesota, 

Minneapolis, USA zur Verfügung gestellt. 

Die Transfektion der HEK293-Zellen erfolgte mittels Lipofektion (Kapitel 3.3.4). Die 

HEK293-Zellen wurden mit 100 ng einer ChREBP-Mutante (P141A, P536A oder der 

Doppelmutante P141, 536) und gleichzeitig mit 500 ng ACC1-Luziferase-Reporterplasmid, 

4 ng Renilla und 125 ng MlXγ transfiziert. Als Negativkontrolle diente der Leervektor pMSCV 

(500 ng). Nach Stimulation mit 2,5 mM oder 25 mM glukosehaltigem Medium (Kapitel 3.3.4) 

wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und in 150 µl Passiven-Lysepuffer geerntet. 

Anschließend wurden zwei Substratlösungen, die zur Aktivitätsbestimmung der Firefly- und 

Renilla-Luziferase, als interne Kontrolle der Zellzahl und Effizienz der Transfektion, 
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entsprechend den Anweisungen des Herstellers hergestellt und verwendet. Nach der Messung 

wurde der Quotient aus beiden Luziferasemessungen gebildet. 

 

3.3.9 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 

Zur Untersuchung der nukleären Anreicherung von ChREBP in RetSat-depletierten primären 

Maushepatozyten wurde endogenes ChREBP durch Immunfluoreszenz markiert und durch 

konfokale Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht. 

Hierfür wurden primäre Maushepatozyten zunächst isoliert (Kapitel 3.3.2), mit siRNA 

transfiziert und mit 2,5 mM bzw. 25 mM glukosehaltigem Medium stimuliert (Kapitel 3.3.5). 

Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit der Para-

formaldehydlösung für 20 min auf Eis fixiert. Nach einem erneuten dreimaligen Waschschritt 

mit PBS folgte die Inkubation der Zellen in einer Permeabilisierungslösung für 15 min bei 

Raumtemperatur. Dann wurden die Zellen nochmals mit PBS gewaschen und in einer 

Blocklösung für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem erneuten dreimaligen 

Waschritt mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper entsprechend seiner 

jeweiligen Verdünnung (Kapitel 2.9.1) mit Blocklösung über Nacht bei 4 °C. Am nächsten 

Morgen wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen und anschließend mit dem 

Sekundärantikörper (Alexa Fluor 555) (Kapitel 2.10), verdünnt in 3%igen BSA in PBS, für 1 h 

bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend folgten drei Waschritte mit PBS sowie die 

Anfärbung der Nuklei, mittels DAPI-Inkubation (Kapitel 2.10) für 5 min bei Raumtemperatur. 

Nach erneuten Waschritten mit PBS wurden die auf Deckgläsern befindlichen Zellen mit 

Eindeckmedium eingedeckelt. 

Die Visualisierung der Fluoreszenz-gekoppelten Proteine (Alexa Fluor 555 und DAPI) erfolgte 

mit einem konfokalen Laser-Scanningmikroskop (Leica DM 2500) mit Festkörper-Laserlicht-

anregung (405 nm für DAPI und 532 nm für Alexa Fluor 555). Zur Vermeidung von Bildinfor-

mationsverlusten wurde die geringste Laserintensität verwendet, die für ein adäquates Signal-

Rausch-Verhältnis notwendig ist. Die Ergebnisse wurden durch Fotoaufnahmen dokumentiert 

und anschließend mit Hilfe der Software ImageJ 1.45s bearbeitet (Hintergrundsubtraktion).  

Die Quantifizierung der nukleären Fluoreszenzsignale von ChREBP erfolgte mittels 

ImageJ 1.45s. Für jeden diploiden Hepatozyten wurde zunächst der Mittelwert aus Intensitäten 
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von sechs zufällig gelegten optischen Feldern innerhalb der Nuklei ermittelt. Diese Analyse 

erfolgte für jede Bedingung in mindesten 15 Hepatozyten. Anschließend wurde der Gesamt-

mittelwert aus den 15 Mittelwerten je Bedingung ermittelt. 

 

3.4 Tierversuche 

3.4.1 Gentransfer durch Adenoviren in vivo 

Die hepatische RetSat-Depletion in adipösen C57Bl/6J-Mäusen wurde durch den Einsatz von 

Adenoviren des Serotyps fünf erzeugt. Die Injektion der adenoviralen Partikel erfolgte über die 

Schwanzvene (Kapitel 3.4.3). Nach intravenöser Injektion erreichen die Adenoviren über die 

Portalvene die Leber. Adenoviren akkumulieren in der Leber (Hepatotropismus), um dort 

vermutlich von den Kupfferschen-Zellen abgebaut zu werden [90, 91]. 

Die hepatische Verminderung der RetSat-Expression erfolgte durch adenovirale Expression 

von RetSat short hairpin (sh)RNA (sh-RetSat). Die Verwendung von shRNA, Vorläufer der 

siRNA mit einer Haarnadelstruktur, erzeugt die Depletion des Zielgens ebenfalls über den 

Mechanismus der RNA-Interferenz [86]. Für die Kontrollgruppe wurde sh-βGal verwendet. 

Dabei wurde eine Dosierung der Adenoviren (Kapitel 2.17) von 1,16 x 1010 ifu pro Maus 

eingesetzt.  

 

3.4.2 Gentransfer durch Adeno-assoziierte-Viren 

Die Generierung einer RetSat-Deletion in homozygoten RetSat-Mäusen wurde mit Hilfe des 

Cre/loxP-System (Kapitel 3.5) umgesetzt. Die hierfür benötigte Expression der Rekombinase 

Cre wurde mittels Adeno-assoziierter-Viren (AAV) des Serotyps 2/8 (Kapitel 2.18) vermittelt. 

Um eine hepatische Cre-Expression zu erhalten, wurde ein leberspezifischer Promotor (LP1) 

bei den AAVs verwendet. Dieser beinhaltet Teile der hepatic control region, des humanen 

Apolipoproteins E, dem humanen α1-Antitrypsinpromotor und dem modifizierten SV40 Intron 

vom kleinen T-Antigen [92]. 

Zur Etablierung der adäquaten Virusmenge wurden drei Virusmengen von AAV Cre 

angewandt: 1,4 x 109, 4,5 x 109 und 1,4 x 1010 Genompartikel/ml. Die Injektionsmenge der 

Kontrollmaus (AAV GFP) wurde ebenfalls den jeweiligen Genompartikeln angepasst. Die 
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Herstellung und Bestimmung der Genompartikel der AAVs erfolgte durch Privatdozent Dr. 

Stefan Weger aus dem Institut für Virologie der Charité – Universitätsmedizin Berlin. 

 

3.4.3 Intravenöse Virusapplikation über die Schwanzvene 

Die Injektion der Adenoviren bzw. der AAVs erfolgte mit Hilfe von Prof. Dr. Michael Schupp 

in die Schwanzvene. Um die Schwanzvene besser sichtbar zu machen, wurde die Maus in einem 

Plastik-Restrainer immobilisiert und der Schwanz für circa 30 s in 42 °C warmen Wasser 

erwärmt. Anschließend wird der Schwanz mit Zellstoff getrocknet und ein Volumen von 250 µl 

(Adenoviren bzw. AAVs verdünnt mit 0,9%iger Kochsalzlösung) in die Schwanzvene injiziert. 

Nach Injektion wurden die Mäuse aus dem Restrainer befreit. Durch kurzzeitigen Druck auf 

die Vene wurde verhindert, dass injizierte Lösung oder Blut austreten. Die Mäuse wurden 

zurück in den Käfig gesetzt und täglich kontrolliert. 

 

3.4.4 Versuchsablauf 

3.4.4.1 Hepatische RetSat-Depletion in adipösen Mäusen 

Für den Hauptversuch wurden sechs bis acht Wochen alte männliche C57Bl/6J-Mäuse 

verwendet. Nach einer Eingewöhnungsphase von einer Woche, erfolgte die Gabe einer 

zwölfwöchigen Hochfettdiät mit hohem Zuckeranteil (HFD/HS) (Kapitel 2.16), um eine Diät-

induzierte Adipositas sowie Insulinresistenz zu erzeugen [93, 94].  

Für die Injektion der Adeno shRNA wurden insgesamt 16 männliche C57Bl/6J-Mäuse 

verwendet. Dabei erhielten sechs Mäuse Adeno sh-RetSat und zehn Mäuse Adeno sh-βGal. 

Nach vier Tagen erfolgte der intraperitoneale Glukosetoleranztest (Kapitel 3.4.7) und nach 

sieben Tagen der intraperitoneale Insulintoleranztest (Kapitel 3.4.8). Am neunten Tag wurde 

zur Analyse der hepatischen Insulinsensitivität (Kapitel 3.4.9) Insulin bzw. den Kontrolltieren 

0,9%iges Natriumchlorid intraperitoneal verabreicht, bevor die Tiere getötet wurden 

(Abbildung 5). Die Organe wurden schnellstmöglich entnommen, in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -80 °C gelagert.  
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Abbildung 5: Ablauf der metabolischen Charakterisierung: C57Bl/6J-Mäuse erhielten für zwölf Wochen eine 

Hochfettdiät mit hohem Zuckeranteil (HFD/HS) bevor, mittels Schwanzveneninjektion von Adenoviren, die 

hepatische RetSat-Depletion (Adeno sh-RetSat) erfolgte. Die Kontrollgruppe erhielt Adeno sh-βGal. Nach vier 

Tagen erfolgte der intraperitoneale Glukosetoleranztest (ipGTT) und nach sieben Tagen der intraperitoneale 

Insulintoleranztest (ipITT). Am Tag der Tötung (Tag neun) wurde der Insulin-Signalweg durch intraperitoneale 

Gabe von Insulin bzw. 0,9%igen Natriumchlorid (NaCl) untersucht. d = Tag. 

 

3.4.4.2 Hepatische RetSat-Deletion in RetSat-Mäusen  

Zur Etablierung der benötigten Menge an AAV Cre, die für eine ausreichende RetSat-Deletion 

in der Leber notwendig ist, wurden acht bis zehn Wochen alte weibliche homozygote RetSat-

Mäuse mit konditionalem Allel (Kapitel 3.5) verwendet.  

Nach einer Eingewöhnung von einer Woche wurde für jede AAV Cre- bzw. AAV GFP-Menge 

(Kapitel 3.4.2) eine Maus verwendet. Die Applikation der AVVs erfolgte ebenfalls über die 

Schwanzvene (Kapitel 3.4.3). Drei Wochen noch AAV-Injektion wurden die Mäuse getötet, 

die Organe entnommen und bei -80 °C gelagert. 

 

3.4.5 Bestimmung des Körpergewichts 

Zur Erfassung des Körpergewichtes wurden die Mäuse mit Hilfe einer Schüssel auf einer 

Waage gewogen. Dabei wurde das Gewicht mit einer Genauigkeit von 0,1 g erfasst. 

 

3.4.6 Bestimmung der Blutglukose 

Die Blutglukose wurde mit dem Blutzuckermessgerät CONTOUR®NEXT und den 

CONTOUR®NEXT Sensoren bestimmt. Hierfür wurden die Tiere in einem Plastik-Restrainer 

immobilisiert und durch Punktion der Schwanzvene ein kleiner Bluttropfen gewonnen.  
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3.4.7 Intraperitonealer Glukosetoleranztest (ipGTT) 

Für den ipGTT wurde den Tieren nach einer 16-stündigen Nüchternphase 0,5 g/kg Glukose, 

gelöst in 0,9%igen NaCl, intraperitoneal appliziert. Durch Entnahme von venösem Blut aus der 

Schwanzvene (Kapitel 3.4.6), unmittelbar vor Glukoseverabreichung (Zeitpunkt 0) sowie nach 

15, 30, 60 und 120 min, wurde die Blutglukose bestimmt.  

 

3.4.8 Intraperitonealer Insulintoleranztest (ipITT) 

Am Tag sieben wurde mit denselben Mäusen ein ipITT durchgeführt. Hierfür wurde nach einer 

sechsstündigen Nüchternphase 0,75 U/kg Insulin (Insuman rapid, Sanofi), gelöst in 0,9%igem 

NaCl, intraperitoneal appliziert. Vor der Verabreichung (Zeitpunkt 0) sowie nach 30, 60 und 

90 min, wurde Blut aus der Schwanzvene zur Glukosebestimmung gewonnen (Kapitel 3.4.6). 

 

3.4.9 Hepatische Insulinsensitivität 

Zur Analyse der hepatischen Insulinsensitivität am neunten Tag wurde nach einer 16-stündigen 

Nüchternzeit 1 U/Kg Insulin (Insuman rapid, Sanofi), gelöst in 0,9%igem NaCl, intraperitoneal 

appliziert. Die Kontrollgruppe erhielt lediglich 0,9%iges NaCl. Hierfür wurden für jede 

Versuchsgruppe je drei Tiere verwendet (Abbildung 6). Nach exakt 10 min wurden die Mäuse 

mittels zervikaler Dislokation getötet und die Organe entnommen. 

 

 

Abbildung 6: Einteilung der Versuchsgruppen zur Ermittlung der hepatischen Insulinsensitivität: Für die 

Induktion des Insulin-Signalweges wurde neun Tage nach der Virusinjektion (Adeno sh-RetSat bzw. Adeno sh-

βGal) Insulin bzw. 0,9%iges Natriumchlorid intraperitoneal (ip) appliziert. Jede Versuchsgruppe bestand aus drei 

Mäusen. 
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3.5 Generierung einer neuen Mauslinie mit induzierbaren RetSat knockout  

In Zusammenarbeit mit der Forschungseinrichtung für Experimentelle Medizin in Steglitz 

(FEM), unter der Leitung von Dr. Geert Michel, wurde eine homozygote gefloxte RetSat-

Mauslinie (RetSat flox/flox) generiert (Abbildung 7). 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Generierung der RetSat flox/flox-Maus: Nach Transfektion von 

embryonalen Stammzellen (ES) mit dem RetSat flox-Konstrukt erfolgte die Selektion von positiven RetSat flox-

ES-Zellen mittels Neomycin (Neo). Homolog rekombinierte ES-Zellen wurden in C57Bl/6N-Blastozysten injiziert 

und in pseudogravide C57Bl/6N-Mäuse transferiert. Nach Überprüfung der Chimären auf Keimbahntransmission 

erfolgte die Entfernung der Neo-Kassette, durch Verpaarung von heterozygoten RetSat-Mäusen (RetSat flox/-) 

mit knockout-first Allel mit einer heterozygoten Flp-rekombinanten-Mauslinie (Flp/-). Erhalt von homozygoten 

knockout-first Mäusen durch Verpaarung von RetSat flox/- mit knockout-first Allel untereinander. Zur Erreichung 

einer kongenen transgenen RetSat-Mauslinie erfolgten sechs Rückkreuzungen der RetSat flox/- mit konditionalem 

Allel mit C57Bl/6J-Mäusen. Etablierung einer homozygoten transgenen RetSat-Mauslinie (RetSat flox/flox) mit 

konditionalem Allel durch Verpaarungen von RetSat flox/- Mäusen untereinander. 
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Hierfür wurde im FEM das linearisierte RetSat flox-Konstrukt (International Knockout Mouse 

Concortium (ID: 27845)) mit pluripotenten murinen embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) 

(IDG 3.2 = C57Bl/6J x 129S6/SvEvTac/F1-Hybrid) elektroporiert. Für den gezielten Einbau 

des RetSat-Transgens besitzt das RetSat flox-Konstrukt auf beiden Seiten Sequenzhomologien 

zum Ziellokus (5´Arm und 3´Arm) (Abbildung 8). Mittels homologer Rekombination wurde 

das RetSat-Transgen zwischen den homologen Armen in den spezifischen RetSat-Genlokus 

integriert. Da das Ereignis der homologen Rekombination sehr selten ist und Zufalls-

integrationen weit häufiger auftreten, wurden die ES-Zellklone vorselektiert. Hierfür besitzt das 

RetSat flox-Konstrukt einen innerhalb des homologen Bereichs liegenden positiven Selektions-

marker (Neomycin(Neo)-Kassette) sowie einen außerhalb liegenden negativen Selektions-

marker (Diphterie-toxin A Fragment = DTA). Zellen bei denen Zufallsintegrationen statt-

fanden, sterben durch Expression des DTA. Bei der korrekten homologen Rekombination 

gehen die außerhalb der Sequenzhomologien liegenden Bereiche verloren, einschließlich des 

negativen Selektionsmarkers DTA. Anschließend erfolgte die Selektion positiver Zellklone 

mittels einem Neo-haltigen Kulturmedium. Durch Insertion der Neo-Kassette im RetSat flox-

Konstrukt, als positiven Selektionsmarkers, überleben ES-Zellen mit integrierten RetSat-

Transgen die Selektion (Abbildung 8).  

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung des RetSat flox-Konstruktes: Das RetSat flox-Konstrukt besitzt auf 

beiden Seiten Sequenzhomologien zum Ziellokus (5´Arm (4294 bp) und 3´Arm (4740 bp)), die den gezielten 

Einbau des RetSat-Transgens ermöglichen. Das RetSat-Transgen (knockout-first Allel) enthält eine FRT-geflankte 

Selektionskassette (SA-LacZ-pA und neo) sowie die loxP-geflankten Exons zwei und drei der RetSat. Durch 

Expression der Rekombinase Flippase (Flp) wird die Selektionskassette entfernt und das konditionale Allel 

erzeugt. Das konditionale Allel ermöglicht durch Expression der Rekombinase Cre die Deletion der Exons zwei 

und drei der RetSat in zeitlicher und lokaler Begrenzung. SA = Spleiß-Akzeptor, pA = Polyadenylierungssignal, 

neo = Neomycin, // = Exons 5 bis 8. 
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Zur Bestätigung der korrekten einmaligen Rekombination des RetSat-Transgens in den RetSat-

Genlokus erfolgte bei uns im Labor eine Southern Blot Analyse Neo-positiver Zellklone. Als 

transgen bestätigte Zellklone wurden am FEM in C57Bl/6N-Blastozysten injiziert und bis zu 

15 Blastozysten in pseudogravide C57Bl/6N-Mäuse transferiert. Der Genotyp der verwendeten 

IDG 3.2 ES-Zellen ist männlich und dominant-heterozygot für die Fellfarbe agouti. Die 

Blastozysten wurden hingegen aus einem homozygoten non-agouti-Mausstamm gewonnen. 

Agouti steht hierbei für die dominante helle Fellfarbe. Dies ermöglicht die entstandenen 

Nachkommen anhand ihrer Fellfarbe, auf das Vorhandensein der Mutation hin, zu 

unterscheiden. Die Nachkommen mit agouti-Anteil werden als Chimären bezeichnet. Der Grad 

des Chimärismus wurde anhand der Fellfarbe von Mitarbeitern des FEM abgeschätzt. Dabei 

entsprach ein 100%iger Chimärismus beim Vorhandensein der Fellfarbe agouti, ein geringerer 

Chimärismus bei schwarz-agouti Färbung. Zur Überprüfung der männlichen Chimären auf 

Keimbahntransmission, d. h. die Weitergabe des RetSat-Transgens durch die Keimzellen an die 

Nachkommen, erfolgte eine Rückkreuzung mit weiblichen C57Bl/6J-Mäusen. Da die 

verwendeten ES-Zellen einen männlichen Karyotyp besitzen, wurden ausschließlich männliche 

Chimären für die Verpaarung mit C57Bl/6J-Mäusen verwendet. Weibliche Chimären sind 

häufig infertil und weisen keine Keimbahntransmission auf [95]. Der Genotyp aller nun 

folgenden Nachkommen wurde mittels Genotypisierungs-PCRs (Kapitel 3.1.8), der im FEM 

gewonnenen Schwanzbiopsien, bei uns im Labor bestimmt. Zur Entfernung der Neo-Kassette, 

die für die Selektion der ES-Zellen benötigt wurde, wurde das Flp/Frt-Rekombinationssystem 

angewendet [96]. Die Rekombinase Flippase (Flp) erkennt die Frt-Stellen und exzidiert die 

Neo-Kassette. Hierfür wurden heterozygote RetSat-Mäuse mit einer heterozygoten Flp-

rekombinanten-Mauslinie verpaart (Abbildung 8). Durch die Kombination von Flp/Frt- und 

Cre/loxP-Rekombinationssystemen können nacheinander unterschiedliche DNA-Abschnitte 

entfernt werden. Dies ist für die Generierung der konditionalen RetSat-Maus notwendig. 

Homozygote RetSat-Mäuse mit Neo-Kassette (knockout-first Allel) besitzen aufgrund der 

integrierten Selektionskassette eine RetSat-Deletion in gesamten Organismus (knockout-first 

Maus). Für die Analyse der knockout-first Maus wurden heterozygote RetSat-Mäuse mit Neo-

Kassette miteinander verpaart und die Nachkommen hinsichtlich vorhandener knockout-first 

Mutation untersucht. 

Zur Erreichung eines kongenen, d. h. genetisch nahezu identischen, RetSat flox/flox-Maus-

stammes folgten sechs Rückkreuzungen der heterozygoten RetSat-Mäuse mit konditionalem 
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Allel mit C57Bl/6J-Mäusen. Durch Genotypisierung wurden aus jedem Wurf männliche 

heterozygote RetSat-Mäuse selektiert und erneut mit weiblichen C57Bl/6J-Mäusen verpaart. 

Nach Überprüfung des gewünschten genetischen C57Bl/6J-Hintergrunds konnte mit der 

Etablierung einer homozygoten RetSat flox/flox-Zucht durch Verpaarungen von heterozygoten 

RetSat-Mäusen begonnen werden.  

Die konditionale Mutagenese mittels Cre/loxP-Systems, aus dem P1-Phagen, erlaubt die 

genetische Inaktivierung der RetSat in homozygoten RetSat-Mäusen in zeitlicher und lokaler 

Begrenzung [97, 98]. Die Rekombinase Cre erkennt die loxP-Stellen flankierten Exons zwei 

und drei der RetSat und exzidiert diesen DNA-Abschnitt (Abbildung 8). Das Leseraster wird 

verändert, sodass die Translation durch ein früh auftretendes Stoppkodon beendet wird.  

 

3.6 Humane Leberproben 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression in humanen Leberproben untersucht. 

Dabei wurde die Entnahme, RNA-Isolation, cDNA-Synthese und qRT-PCR in Kooperation mit 

Dr. Christian von Loeffelholz (DIfE, Potsdam & Klinik für Anästhesiologie und Intensiv-

medizin & CSCC, Universitätsklinikum, Jena), Stephanie Döcke (DIfE, Potsdam), Prof. Dr. 

Michael Bauer (Klinik für Anästhesiologie und Intensivmedizin & CSCC, Universitätsklini-

kum, Jena), Prof. Dr. Martin Stockmann (Klinik für Allgemein-, Viszeral- und Gefäßchirurgie, 

Charité, Berlin), Prof. Dr. Andreas F. H. Pfeiffer (DIfE, Potsdam & Klinik für Endokrinologie, 

Diabetes und Ernährungsmedizin, Charité, Berlin) und Prof. Dr. Andreas L. Birkenfeld (Paul 

Langerhans Institut, TU, Dresden & Klinik für Diabetes und Ernährungswissenschaften, King´s 

College, London) durchgeführt. Die verwendeten qRT-PCR Primer sind dem Kapitel 2.12.3 zu 

entnehmen. Anhand der bereitgestellten Rohdaten erfolgten die Korrelationsanalysen. 

Die histopathologische Beurteilung der vorliegenden hepatischen Steatose erfolgte anhand von 

Standartkriterien [99]. Die Leberproben wurden direkt nach der Entnahme schockgefroren. 

Das Studienprotokoll der klinischen Studie (Deutsches Register Klinischer Studien (DRKS): 

00005450) entsprach den ethischen Grundsätzen für die medizinische Forschung am Menschen 

(Helsinki Deklaration des Weltärztebundes). Es wurden 29 Patienten für die Teilnahme 

ausgewählt, die definierten Einschluss- und Ausschlusskriterien wurden bereits publiziert 

[100]. 
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3.7 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung der gemessenen Einzelwerte wurde zunächst der Mittelwert 

ermittelt. Danach wurden Standartabweichung (Zellkulturexperimente) bzw. Standartfehler 

(Tierversuch) der Mittelwerte berechnet. Jedes Zellkulturexperiment wurde mindestens dreimal 

wiederholt und das repräsentativste wurde dargestellt. Als Signifikanztest wurde der para-

metrische Student-t-Test und die zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) angewendet. Für 

die nukleäre Intensitätsanalyse wurde ANOVA mit Messwiederholungen angewendet und 

anschließend erfolgte der Post-Hoc-Test (Bonferroni Test). Alle anderen statistischen 

Auswertungen erfolgten mit dem parametrischen Student-t-Test, da aufgrund bisheriger 

Erfahrungen von einer Normalverteilung auszugehen ist. Humane Daten wurden auf 

Normalverteilung überprüft (Kolmogorov-Smirnov-Test) und bei Normalverteilung mittels 

Pearson-Korrelationskoeffizient auf Signifikanz überprüft. Wenn die Daten nicht normal-

verteilt waren, wurde die Spearman-Korrelation angewendet. Als statistisch signifikant wurden 

p-Werte kleiner 0,05 angesehen.
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4 Ergebnisse 

4.1 RetSat als neuer Regulator der hepatischen Glykolyse und Lipogenese 

Die RetSat beeinflusst die Expression glykolytischer und lipogener Gene über den glukose-

aktivierten Transkriptionsfaktor carbohydrate response element-binding protein (ChREBP) in 

der Leber [19]. ChREBP vermittelt in der Leber die Aufnahme von Kohlenhydraten und ihre 

Umwandlung in Fette zur langfristigen Speicherung von Energie [22]. Bisherige Ergebnisse 

lassen ein Zusammenwirken beider Proteine im hepatischen Lipidstoffwechsel vermuten [19]. 

 

4.1.1 Expressionsniveau der RetSat in murinen adipösen Leberproben 

Es ist bekannt, dass Fettleibigkeit zu einer erhöhten Lipogenese in der Leber führt [47, 101]. 

Aufgrund der funktionellen Rolle der RetSat im hepatischen Glukose- und Lipidstoffwechsel 

[19], sollte dessen Expressionsniveau in Diät-induzierten adipösen Mauslebern untersucht 

werden. Hierfür wurden Leberproben von dünnen (29,7 ± 1,61 g) bzw. fettleibigen/adipösen 

(47,9 ± 2,83 g) C57Bl/6J-Mäusen hinsichtlich RetSat mRNA Expression mittels qRT-PCR-

Analyse untersucht.  

Es konnte eine signifikant höhere hepatische RetSat mRNA Expression in den fettleibigen 

Mäusen im Vergleich zu den dünnen Mäusen nachgewiesen werden (Abbildung 9).  

Abbildung 9: Hepatische RetSat mRNA Expression ist erhöht in fettleibigen Mäusen: qRT-PCR-Analyse der 

hepatischen RetSat mRNA Expression von C57Bl/6J-Mäusen nach zwölfwöchiger Gabe von Standartfutter (dünn, 

n = 5) bzw. einer Hochfettdiät mit hohem Zuckeranteil (fettleibig, n = 13). * Signifikanzniveau: p < 0,05. 
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4.1.2 Einfluss der hepatischen RetSat-Expression auf die durch Hochfettdiät-induzierte 

hepatische Steatose 

Die Fütterung einer Hochfettdiät kann aufgrund der gesteigerten glykolytischen und lipogenen 

Stoffwechselwege zur Entstehung einer hepatischen Steatose führen. In Vorarbeiten konnte 

gezeigt werden, dass eine RetSat-Depletion in Diät-induzierten adipösen Mäusen zu geringeren 

Serum- und Lebertriglyzeriden führt [19]. Zum Nachweis von intrazellulären Triglyzeriden in 

der Leber adipöser Mäuse mit RetSat-Depletion (sh-RetSat) bzw. der Kontrollgruppe (sh-βGal) 

sollte zusätzlich eine Lipidfärbung mittels Oil-Red O erfolgen.  

Durch Western Blot Analyse konnte zunächst eine Reduktion der RetSat-Proteinexpression in 

Adeno sh-RetSat-behandelten Mäusen gezeigt werden. Pro Gruppe werden repräsentativ drei 

Tiere gezeigt (Abbildung 10A). Die Lipidfärbung zeigte in den Lebern mit RetSat-Depletion 

(Adeno sh-RetSat) einen deutlich geringeren Gehalt an Lebertriglyzeriden im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Adeno sh-βGal) (Abbildung 10B). 

 

Abbildung 10: Verminderter Lebertriglyzeridgehalt in adipösen Mäusen mit hepatischer RetSat-Depletion: 

A) Western Blot Analyse der RetSat-Proteinexpression und B) Lipidfärbung mit Oil-Red O von Lebern adipöser 

C57Bl/6J-Mäuse mit RetSat-Depletion (Adeno sh-RetSat). Die Kontrollgruppe erhielt Adeno sh-βGal. Als Lade-

kontrolle diente bei der Western Blot Analyse RAN. HFD/HS = Hochfettdiät mit hohem Zuckeranteil; IB = 

Immunblot. 
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4.1.3 Einfluss der hepatischen RetSat-Depletion auf die Glukosetoleranz 

Eine hepatische RetSat-Depletion in adipösen Mäusen führte, neben der Abnahme an Serum- 

und Lebertriglyzeriden, auch zu signifikant geringeren ad libitum gefütterten- bzw. gefasteten 

(24 h) Blutglukosewerten [19]. Ob eine hepatische RetSat-Depletion in adipösen Mäusen 

Einfluss auf den Glukosestoffwechsel hat, sollte in einem ersten Schritt durch einen intraperi-

tonealen Glukosetoleranztest (ipGTT) untersucht werden. Hierfür wurde der ipGTT vier Tage 

nach Injektion von Adeno sh-RetSat (RetSat-Depletion) bzw. Adeno sh-βGal (Kontrollgruppe) 

in adipösen Mäusen durchgeführt.  

Die RetSat-Depletion zeigte eine verbesserte Glukosetoleranz gegenüber der Kontrollgruppe, 

gekennzeichnet durch einen geringeren Anstieg der Blutglukosekonzentration nach Injektion 

der Glukose (Abbildung 11A) sowie einer geringeren area under the curve (AUC). Diese zeigte 

eine circa 20%ige Verbesserung der Glukosetoleranz gegenüber den Kontrollmäusen 

(Abbildung 11B). 

 

Abbildung 11: Verbesserte Glukosetoleranz nach hepatischer RetSat-Depletion: Intraperitonealer Glukose-

toleranztest (ipGTT) der adipösen C57Bl/6J-Mäuse vier Tage nach Virus-Injektion von Adeno sh-RetSat (n = 6) 

bzw. Adeno sh-βGal (n = 10). Nach einer 16-stündigen Nüchternphase wurde den Mäusen 0,5 g/kg Glukose 

intraperitoneal appliziert. A) Die Blutglukose wurde unmittelbar vor Glukoseverabreichung (Zeitpunkt 0) sowie 

nach 15, 30, 60 und 120 min bestimmt und B) die area under the curve (AUC) dargestellt. * Signifikanzniveau: 

p < 0,05. 

 

 

 



ERGEBNISSE 

 

64 

 

4.1.4 Einfluss der hepatischen RetSat-Depletion auf die Insulintoleranz 

In einem zweiten Schritt sollte der Einfluss der hepatischen RetSat-Depletion in adipösen 

Mäusen auf die Insulintoleranz untersucht werden. Hierfür wurde sieben Tage nach Virus-

Injektion ein intraperitonealer Insulintoleranztest (ipITT) durchgeführt.  

Dabei konnte kein Unterschied in der Insulinsensitivität der adipösen Mäuse mit RetSat-

Depletion (Adeno sh-RetSat) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Adeno sh-βGal) nachgewiesen 

werden (Abbildung 12A). Zusätzlich wurde der Einfluss der hepatischen RetSat-Depletion auf 

den Insulin-Signalweg untersucht. Hierfür wurde vor Tötung der Mäuse Insulin bzw. 0,9%iges 

NaCl intraperitoneal appliziert und anschließend Leberprotein mittels Western Blot Analyse 

untersucht (Abbildung 12B). 

 

Abbildung 12: Kein Unterschied in der Insulintoleranz nach hepatischer RetSat-Depletion: A) Intraperito-

nealer Insulintoleranztest (ipITT) der adipösen C57Bl/6J-Mäuse sieben Tage nach Virus-Injektion von Adeno sh-

RetSat (n = 6) bzw. Adeno sh-βGal (n = 8). Nach einer sechsstündigen Nüchternphase wurde den Mäusen 

0,75 U/kg Insulin intraperitoneal appliziert. Die Blutglukose wurde unmittelbar vor Glukoseverabreichung 

(Zeitpunkt 0) sowie nach 15, 30, 60 und 90 min bestimmt. B) Western Blot Analyse von hepatischen phospho-

rylierten Serin an Position 473 im Akt nach intraperitonealer Gabe von 1 U/kg Insulin bzw. 0,9%igen NaCl neun 

Tage nach Virus-Injektion von Adeno sh-RetSat (n = 6) bzw. Adeno sh-βGal (n = 6) und 16-stündiger Nüchtern-

phase. IB = Immunblot. 
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Insulin führt zur Aktivierung der Proteinkinase B (PKB/Akt) durch Phosphorylierung der 

Aminosäuren Serin (473) und Threonin (308) [102]. Pro Gruppe werden drei Tiere gezeigt 

(Abbildung 12B). Die Gabe von Insulin führte zu einem Anstieg der Phosphorylierung von 

Serin 473 des Akts in der Kontrollgruppe. Die Insulinabhängige Phosphorylierung konnte 

vergleichbar in den Mauslebern mit RetSat-Depletion gezeigt werden. Dabei wiesen die RetSat-

depletierten Mauslebern einen höheren basalen Phosphorylierungsgrad der Aminosäure Serin 

an Position 473 im Akt auf. 

 

4.1.5 Korrelation zwischen humaner hepatischer RETSAT mRNA Expression und 

Fettleibigkeit sowie dem Schweregrad einer hepatischen Steatose 

Um eine Aussage über eine Relevanz der RetSat im Glukose- und Lipidstoffwechsel im 

Menschen zu treffen, wurden humane Leberproben hinsichtlich RETSAT mRNA Expression 

und einem Zusammenhang zwischen Body-Mass-Index (BMI) sowie dem Schweregrad einer 

bestehenden Steatose untersucht. 

Bei der Untersuchung einer Korrelation zwischen humaner RETSAT mRNA Expression und 

der Höhe des BMI ergab der Pearson-Korrelationskoeffizient (r = 0,46; r2 = 0,208) einen 

positiven linearen Zusammenhang. Der Zusammenhang war statistisch signifikant (p = 0,013) 

(Abbildung 13A). Außerdem konnte eine positive lineare Korrelation (Spearman-Korrelations-

koeffizient: r = 0,63; r2 = 0,396) zwischen dem Ausmaß einer Leberverfettung (Schweregrad 

der Steatose) und humaner RETSAT mRNA Expression gezeigt werden. Der Zusammenhang 

war statistisch höchst signifikant (p = 0,001) (Abbildung 13B). 
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Abbildung 13: Humane hepatische RETSAT mRNA Expression korreliert mit Fettleibigkeit und dem 

Ausmaß einer hepatischen Steatose: Analyse humaner Leberproben (n = 29) hinsichtlich Korrelation zwischen 

RETSAT mRNA Expression und A) dem Body-Mass-Index (BMI) sowie B) dem Schweregrad der vorliegenden 

Steatose. r2 = Bestimmtheitsmaß; A: Pearson- B: Spearman-Korrelationskoeffizient; p = Signifikanzniveau; hs = 

human; vs. = versus. 

 

4.1.6 Einfluss der RetSat-Depletion auf die nukleäre Anreicherung von ChREBP 

Als funktioneller Link zwischen dem hepatischen Glukose- und Lipidstoffwechsel und der 

RetSat konnte der Transkriptionsfaktor carbohydrate response element-binding protein 

(ChREBP) identifiziert werden. Bisherige Ergebnisse deuten auf eine verminderte Aktivität von 

ChREBP infolge einer RetSat-Depletion hin [19]. 

ChREBP transloziert bei hohen Glukosekonzentrationen in den Nukleus und induziert die 

Expression glykolytischer und lipogener Gene [20, 21]. Sollte eine RetSat-Depletion die 

nukleäre Anreicherung von ChREBP inhibieren und damit dessen Aktivität reduzieren, wäre 

eine geringere Menge an nukleären ChREBP in RetSat-depletierten primären Maushepatozyten 

zu erwarten. Mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisation von endo-

genem ChREBP infolge einer RetSat-Depletion näher untersucht. 
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4.1.6.1 Antikörpervalidierung für die Immunfluoreszenz in primären Maushepatozyten  

Zunächst wurden die eingesetzten RetSat- und ChREBP-Antikörper hinsichtlich ihrer Spezifität 

untersucht. Hierfür wurden zunächst primäre Maushepatozyten isoliert. Zur Validierung des 

ChREBP-Antikörpers erfolgte eine Virus-vermittelte Überexpression von ChREBP (Adeno 

GFP ChREBP). Die Kontrollzellen erhielten hingegen Adeno GFP. Es konnte ein stärkeres 

ChREBP-Fluoreszenzsignal in den primären Maushepatozyten mit überexprimierten ChREBP 

gezeigt werden (Abbildung 14A). Zur Validierung des RetSat-Antikörpers erfolgte eine RetSat-

Depletion durch den Einsatz von RetSat siRNA. Die Kontrollzellen erhielten Kontroll siRNA. 

In den RetSat siRNA-behandelten primären Maushepatozyten wurde eine deutliche Reduktion 

des RetSat-Fluoreszenzsignals im Vergleich zu den Kontrollzellen gezeigt (Abbildung 14B).  

 

Abbildung 14: Validierung des ChREBP- und RetSat-Antikörpers: Isolation von primären Maushepatozyten 

und anschließende A) Überexpression von ChREBP (Adeno GFP ChREBP) durch adenoviralen Gentransfer. Die 

Kontrollzellen wurden mit Adeno GFP behandelt. B) RetSat-Depletion durch den Einsatz von RetSat siRNA. Die 

Kontrollzellen erhielten hingegen Kontroll siRNA. Anschließend wurde die RetSat und ChREBP mittels Immun-

fluoreszenz markiert und durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht. Maßstab = 20 µm. 
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4.1.6.2 Dezimierte nukleäre Anreicherung von ChREBP infolge der RetSat-Depletion in 

primären Maushepatozyten 

Um den Einfluss einer RetSat-Depletion auf die nukleäre Anreicherung von ChREBP infolge 

hoher Glukosekonzentrationen zu untersuchen, wurden primäre Maushepatozyten isoliert und 

mit RetSat siRNA behandelt. Die Kontrollzellen erhielten Kontroll siRNA. Anschließend 

erfolgte die Stimulation der Zellen mit 2,5 mM oder 25 mM glukosehaltigem Medium. Mittels 

konfokaler Fluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisation von endogenem ChREBP sichtbar 

gemacht. 

In den Kontrollzellen konnte ChREBP bei hoher Glukosekonzentration (25 mM) vorwiegend 

im Nukleus nachgewiesen werden (Abbildung 15A). Bei einer geringeren Glukosekonzen-

tration (2,5 mM) konnte ChREBP gleichermaßen im Zytosol und Nukleus lokalisiert werden. 

Damit konnte die nukleäre Anreicherung von ChREBP infolge von hohen Glukosekonzen-

trationen in den Kontrollzellen gezeigt werden. In RetSat-depletierten Zellen konnte die 

Zunahme des Fluoreszenzsignals für ChREBP im Nukleus bei hohen Glukosekonzentrationen 

nicht nachgewiesen werden (Abbildung 15B). Die nukleäre Intensitätsanalyse zeigte ebenfalls, 

dass in den RetSat-depletierten Zellen die nukleäre Anreicherung des ChREBPs infolge hoher 

Glukosekonzentrationen nicht stattfand (Abbildung 15C). Lediglich in den Kontrollzellen 

konnte ein 35%iges stärkeres Fluoreszenzsignal des nukleären ChREBP bei hohen Glukose-

konzentrationen im Vergleich zur geringeren Glukosekonzentration gezeigt werden. 
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Abbildung 15: Dezimierte nukleäre Anreicherung von ChREBP infolge der RetSat-Depletion: Konfokale 

Fluoreszenzmikroskopie von ChREBP in primären Maushepatozyten nach Stimulation mit 2,5 mM bzw. 25 mM 

glukosehaltigem Medium in A) Kontrollzellen (Kontroll siRNA) bzw. B) RetSat-depletierten Zellen (RetSat 

siRNA) und dessen C) nukleäre Intensitätsanalyse mittels ImageJ Software. Nuclei wurden mit DAPI angefärbt. 

Maßstab = 20 µm; # Signifikanzniveau: p = 0,05: Kontroll siRNA in 2,5 mM zu 25 mM; * Signifikanzniveau: 

p = 0,05: Kontroll- zu RetSat siRNA in 25 mM; Pfeile = nukleäres ChREBP. 
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4.1.7 Korrelation zwischen humaner hepatischer RETSAT mRNA Expression und 

Expression der ChREBP-Zielgene PKLR und ACC1 

Ein Zusammenhang von hepatischer RETSAT mRNA Expression und der Expression von 

ChREBP-Zielgenen im Menschen sollte in humanen Leberproben, durch qRT-PCR und 

anschließender Korrelationsanalyse, untersucht werden.  

Bei der Untersuchung einer Korrelation zwischen humaner RETSAT mRNA Expression und 

den ChREBP-Zielgenen PKLR [21] und ACC1 [103,104] ergab der Pearson-Korrelations-

koeffizient (PKLR: r = 0,65; r2 = 0,429; ACC1: r = 0,69, r2 = 0,474) einen positiven linearen 

Zusammenhang (Abbildung 16A und B). Der Zusammenhang war für beide ChREBP-Zielgene 

statistisch hoch signifikant (p = 0,001).  

 

Abbildung 16: Humane hepatische RETSAT mRNA Expression korreliert mit Expression der ChREBP-

Zielgene PKLR und ACC1: Analyse humaner Leberproben (n = 29) hinsichtlich Korrelation zwischen RETSAT 

mRNA Expression und A) PKLR- sowie B) ACC1-Expression. r2 = Bestimmtheitsmaß; A + B: Pearson-Korre-

lationskoeffizient; p = Signifikanzniveau; hs = human; vs. = versus.
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4.2 Generierung einer neuen Mauslinie: RetSat flox/flox 

In Zusammenarbeit mit dem FEM in Steglitz sollte eine konditionale RetSat knockout-

Mauslinie (RetSat flox/flox) generiert werden. Das verwendete Cre/loxP-Rekombinations-

system erlaubt die genetische Inaktivierung der RetSat in zeitlicher und lokaler Begrenzung 

[97, 98]. 

Dafür wurde das RetSat flox-Konstrukt gezielt mittels Elektroporation in embryonale 

Stammzellen (ES-Zellen) eingebracht. Nach Selektion positiver ES-Zellklone erfolgte deren 

Injektion in Blastozysten, die in pseudogravide Mäuse transferiert wurden. Chimären mit 

Keimbahntransmission wurden selektiert und mit Wildtyp(Wt)-Mäusen verpaart. Nach sechs 

Rückkreuzungen der heterozygoten RetSat (RetSat flox)-Mäuse mit Wt-Mäusen konnte mit der 

Etablierung einer homozygoten RetSat (RetSat flox/flox)-Zucht begonnen werden. Im 

Kapitel 3.5 ist der gesamte Ablauf detailliert beschrieben. 

 

4.2.1 Validierung der Integration des RetSat flox-Konstruktes in ES-Zellen 

Das RetSat flox-Konstrukt besitzt auf beiden Seiten Sequenzhomologien zum Ziellokus (5´Arm 

und 3´Arm), die den gezielten Einbau des RetSat-Transgens ermöglichen. Durch homologe 

Rekombination wurde das RetSat-Transgen zwischen den homologen Armen in den 

spezifischen RetSat-Genlokus integriert. Nach Elektroporation des RetSat flox-Konstruktes mit 

pluripotenten murinen ES-Zellen erfolgte die Kontrolle der korrekten einmaligen Rekom-

bination des RetSat-Transgens in den RetSat-Genlokus mittels Southern Blot Analyse.  

Hierfür wurde die genomische DNA elektroporierter ES-Zellen mit Pst1- bzw. EcoRV verdaut. 

Diese Enzyme schneiden mehrfach im Genom und lassen neben einem Wt-Fragment, bei 

Integration des RetSat-Transgens ein charakteristisches DNA-Fragment entstehen. Durch 

Integration des RetSat flox-Konstruktes wurden zusätzliche Restriktionsschnittstellen hinzu-

gefügt. Dies führt zu einer Verlängerung oder Verkürzung im Vergleich zum Wt-Fragment. 

Der Nachweis dieser Fragmente erfolgte mittels spezifischer Sonden (Pst1- bzw. EcoRV-

Sonde). Bei Integration des 5´Arms (Pst1-Sonde) ergab sich ein 11296 bp, ohne Integration ein 

7517 bp großes DNA-Fragment. Bei Integration des 3´Arms (EcoRV-Sonde) ergab sich ein 

6673 bp, ohne Integration ein 9450 bp großes DNA-Fragment.  
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Als Negativkontrolle wurde zusätzlich genomische DNA einer Wt-ES-Zelle (IDG) verwendet. 

Erwartungsgemäß ließ die IDG lediglich das Wt-Fragment mit 7517 bp (Pst1-Sonde) bzw. mit 

9450 bp (EcoRV-Sonde) nachweisen (Abbildung 17A und B). Von den hier acht repräsentativ 

dargestellten elektroporierten ES-Zellen konnten die ES-Zellklone eins, drei bis sechs und acht, 

als homolog rekombiniert identifiziert werden. Diese Zellklone ließen zusätzlich zum Wt-

Fragment die Integration des RetSat flox 5´Arms (11296 bp Fragment) und -3´Arms (6673 bp 

Fragment) nachweisen. Der ES-Zellklon zwei zeigte hingegen nur die Integration des RetSat 

flox 5´Arms. Der ES-Zellklon sieben ließ in beiden Southern Blot Analysen keine spezifische 

Bande detektieren.  

Von insgesamt 72 getesteten ES-Zellklonen konnten acht ES-Zellklone durch Southern Blot 

Analysen als einmalig korrekt integriert identifiziert werden. Damit lag die Rekombinations-

frequenz bezogen auf die Gesamtzahl der getesteten Einzelklone bei 11,1 %. Die homologen 

rekombinierten ES-Zellklone eins und sechs wurden im FEM in Steglitz für die Blastozysten-

injektion verwendet. 

 

Abbildung 17: Bestätigung der korrekten einmaligen Rekombination des RetSat-Transgens in den RetSat-

Genlokus: Southern Blot Analyse der genomischen DNA aus embryonalen Stammzellen (ES) durch den Einsatz 

spezifischer Sonden A) Nachweis des 5´Arm mittels Pst1-Sonde und B) Nachweis des 3´Arms mittels EcoRV-

Sonde. Als Kontrolle wurde eine Wildtyp(Wt)-ES-Zelle verwendet (IDG). ES-Klone eins bis acht. 
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4.2.2 Überprüfung der Chimären auf Keimbahntransmission 

Nach Blastozysteninjektion und Embryotransfer wurden insgesamt 22 Jungtiere geboren, von 

denen sieben Tiere einen Chimärismus zwischen 70 und 100 % aufwiesen (Tabelle 11). Dies 

ergab eine Chimärenrate von 31,8 %, wobei 86 % der Chimären männlich waren. 

Lediglich Chimäre mit Keimbahntransmission können das mutierte RetSat-Allel an ihre 

Nachkommen weitervererben. Für die Selektion dieser Chimären wurden die männlichen 

Chimären mit weiblichen C57Bl/6J-Mäusen verpaart und dessen Nachkommen mittels Geno-

typisierung auf das Vorhandensein des RetSat-Transgens untersucht. Die weibliche Chimäre 

wurde für diese Analyse nicht verwendet. Aus den sechs Zuchtpaaren gingen insgesamt 

74 Nachkommen hervor, dabei wiesen 15 Jungtiere (20,3 %) die erwünschte genetische 

Veränderung auf. Es konnte die Keimbahntransmission des RetSat-Transgens durch drei 

Chimären verifiziert werden.  

 

Tabelle 11: Übersicht der erzeugten Chimären 

Chimäre Geschlecht Chimärismusgrad [%] Fertilität Keimbahntransmission 

1 m 100 ja ja 

2 m 100 ja ja 

3 w 70 - - 

4 m 100 ja nein 

5 m 100 ja ja 

6 m 95 nein - 

7 m 100 ja nein 

 

Die Chimären mit Keimbahntransmission wurden anschließend mit C57Bl/6J-Mäusen verpaart. 

Die heterozygoten Nachkommen (heterozygote RetSat-Mäuse mit knockout-first Allel) wurden 

zum einen für die Verpaarung mit der Flp-Maus (Kapitel 3.5) sowie zum anderen für die  

Analyse der RetSat-Expression in Mäusen mit knockout-first Allel (Kapitel 4.2.3) verwendet. 
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4.2.3 Analyse der RetSat-Expression in Mäusen mit knockout-first Allel 

Das verwendete RetSat flox-Konstrukt bewirkt durch Integration der Reporterkassette im ersten 

Intron der RetSat eine Deletion der RetSat (knockout-first Allel). Dabei initiiert ein Poly-

adenylierungssignal der Reporterkassette die Termination des RetSat-Transkripts, wodurch die 

Exons zwei bis elf der RetSat nicht länger translatiert werden sollten. Während bei 

Heterozygotie noch ein Wt-Allel mit funktionierender RetSat dem Organismus zur Verfügung 

steht, sollten homozygote Mäuse eine RetSat-Deletion im gesamten Organismus (knockout-first 

Maus) besitzen. Um die RetSat Expression in knockout-first Mäusen untersuchen zu können, 

wurden heterozygote RetSat-Mäuse mit knockout-first Allel miteinander verpaart. Die 

Nachkommen wurden mittels Genotypisierung auf das Vorhandensein des RetSat-Transgens 

getestet und Leberproben hinsichtlich RetSat mRNA Expression und RetSat-Proteinexpression 

untersucht. 

Die Genotypisierung wies in sechs Tieren das RetSat-Transgen und in einem Tier das Wt-Allel 

mittels Neo-PCR nach. Die Wt-Maus zeigte eine circa zweifach höhere RetSat mRNA 

Expression im Vergleich zu den heterozygoten (Het) RetSat-Mäusen (Abbildung 18A). Die 

knockout-first Maus, die homozygot (Ho) für das RetSat flox-Konstrukt war, zeigte RetSat 

mRNA Levels auf einem Hintergundniveau.  

 

Abbildung 18: RetSat-Expression in Mäusen mit knockout-first Allel: Heterozygote RetSat-Mäuse mit 

knockout-first Allel wurden miteinander verpaart und Leberproben der Nachkommen hinsichtlich A) RetSat 

mRNA Expression via qRT-PCR-Analyse und B) RetSat-Proteinexpression via Western Blot Analyse untersucht. 

Als Ladekontrolle diente bei der Western Blot Analyse Gapdh. He = heterozygot; Ho = homozygot; Wt = Wildtyp; 

IB = Immunblot; Pfeil = RetSat-Proteinbande. 
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Auch durch Analyse der RetSat-Proteinexpression wurde das Ergebnis der Genotypisierung 

und der qRT-PCR bestätigt. Die Wt-Maus zeigte die höchste RetSat-Proteinexpression. 

Während die heterozygoten Mäuse eine geringere RetSat-Proteinexpression im Vergleich zum 

Wt aufwiesen, konnte die Deletion der RetSat auch auf Proteinebene in der knockout-first Maus 

gezeigt werden (Abbildung 18B). 

 

4.2.4 Überprüfung des genetischen Hintergrunds der transgenen RetSat-Mauslinie 

Durch Verpaarung der heterozygoten RetSat-Mäuse mit knockout-first Allel mit der Flp-Maus 

konnten heterozygote RetSat-Mäuse mit konditionalem Allel erzeugt werden (Kapitel 3.5). 

Diese wurden im Weiteren für die Rückkreuzungen auf einen genetisch identischen C57Bl/6J-

Hintergrund verwendet.  

Für die Generierung der transgenen RetSat-Mauslinie wurden embryonale Stammzellen (ES-

Zellen) mit C57Bl/6J x 129S6/SvEvTac-Hintergrund bzw. Blastozysten und die Flp-Maus mit 

C57Bl/6N-Hintergrund verwendet. Um den gewünschten C57Bl/6J-Hintergrund zu erreichen, 

wurden die heterozygoten RetSat-Mäuse mit konditionalem Allel mit C57Bl/6J-Mäusen 

verpaart (Rückkreuzung). Es fanden sechs Rückkreuzungen statt. Der C57Bl/6J-Hintergrund 

besitzt als alleiniges Merkmal eine Mutation im nicotinamide nucleotide transhydrogenase 

(Nnt)-Gen. Dies führt zur Deletion des Exons sieben bis elf der Nnt [80]. 

Mittels PCR-Analyse konnte die Deletion des Exons neun (PCR-Fragment: 418 bp) der Nnt 

und damit die Deletion des Nnt-Gens in heterozygoten RetSat-Mäusen mit konditionalem Allel 

der sechsten Rückkreuzung (F6) gezeigt werden (Abbildung 19).  

 

Abbildung 19: Überprüfung des C57Bl/6J-Hintergrund der RetSat-Mäuse nach sechs Rückkreuzungen: 

PCR-Analyse (Nnt PCR) der genomischen DNA von embryonalen Stammzellen (ES) heterozygoter RetSat-Mäuse 

mit konditionalem Allel der ersten (F1) und sechsten (F6) Rückkreuzung, hinsichtlich des Vorhandenseins des 

Exons sechs und neun der nicotinamide nucleotide transhydrogenase (Nnt). Eine Negativkontrolle mit Wasser 

(H2O) wurde für beide PCR-Ansätze mitgeführt. 
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In den ES-Zellen sowie den Nachkommen der ersten Rückkreuzung (F1) konnte hingegen Exon 

neun nachgewiesen werden. Als Kontrolle erfolgte der parallele Nachweis des Exons sechs 

(PCR-Fragment: 170 bp) der Nnt, welches in allen Ansätzen detektiert werden konnte.  

 

4.2.5 Effizienz der durch Rekombinase Cre-vermittelten hepatischen RetSat-Deletion 

Nach Überprüfung des gewünschten genetischen C57Bl/6J-Hintergrunds konnte durch 

Verpaarungen von heterozygoten RetSat-Mäusen mit konditionalem Allel untereinander 

homozygote RetSat-Mäuse mit konditionalem Allel erzeugt werden. Zur Bestätigung der 

Funktionalität des RetSat-Transgens im RetSat-Genlokus erfolgte die Überexpression der 

Rekombinase Cre mittels Adeno-assoziierter-Viren (AAV) in den homozygoten RetSat-

Mäusen mit konditionalem Allel. Zur Etablierung der adäquaten Virusmenge wurden drei 

Virusmengen (1,4 x 109, 4,5 x 109 und 1,4 x 1010 Genompartikel/ml) angewandt. Nach drei 

Wochen wurde die RetSat mRNA Expression und RetSat-Proteinexpression in der Leber 

bestimmt. 

Mit steigender AAV Cre-Menge konnte eine zunehmende Reduktion der RetSat mRNA 

Expression sowie RetSat-Proteinexpression im Vergleich zu den Kontrolltieren (AAV GFP) 

erreicht werden. (Abbildung 20A und B).  

 

Abbildung 20: RetSat-Expression in Mäusen mit konditionalem RetSat-Allel nach Expression der Rekom-

binase Cre: Analyse der Leberproben von homozygoten RetSat-Mäusen mit konditionalem Allel drei Wochen 

nach Virus-Injektion von drei AAV Cre- (n = 1) bzw. AAV GFP-Mengen (n = 1) hinsichtlich der A) RetSat 

mRNA Expression via qRT-PCR-Analyse und B) RetSat-Proteinexpression via Western Blot Analyse. Als 

Ladekontrolle diente bei der Western Blot Analyse Gapdh. AAV = Adeno-assoziierte-Viren; IB = Immunblot; 

Dreieck = ansteigende AAV-Menge. 
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4.3 EGLN3-vermittelte Prolinhydroxylierung im ChREBP 

Der Effekt der hepatischen RetSat-Depletion auf ChREBP in adipösen Mäusen könnte durch 

Beeinflussung der EGLN3 vermittelt sein [19]. In Vorarbeiten konnte in vitro und in vivo eine 

Reduktion von ChREBP und dessen Zielgenen infolge einer verminderten EGLN3-Expression 

gezeigt werden. Zusätzlich weist eine ChREBP-EGLN3-Proteininteraktion und mehrere Prolin-

hydroxylierungen im ChREBP auf einen funktionellen Zusammenhang hin [19, 60]. 

 

4.3.1 Quantitative Untersuchung der Prolinhydroxylierung im ChREBP  

Zunächst sollte untersucht werden, ob die Prolinhydroxylierungen im ChREBP durch EGLN3 

vermittelt sind. Hierfür erfolgte ein quantitativer Nachweis von prolinhydroxyliertem ChREBP 

durch den Einsatz eines Hydroxyprolin-Antikörpers. HEK293-Zellen wurden mit ChREBP-

Wildtyp(Wt)-Plasmid transfiziert und EGLN3 mittels adenoviraler Infektion koexprimiert. Die 

Kontrollzellen erhielten Adeno GFP. Die Proteinextrakte wurden mittels Western Blot Analyse 

untersucht. Die Proteinextrakte wurden auf zwei identischen SDS-Gelen aufgetrennt. Nach 

Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran, erfolgte die Inkubation entweder mit dem 

ChREBP-(CHREBP-Blot) oder Hydroxyprolin-Antikörper (Pro-OH-Blot). Die durch den 

CHREBP-Blot eindeutig identifizierte Migrationshöhe von ChREBP, erlaubte im Pro-OH-Blot 

auf derselben Migrationshöhe die Betrachtung von prolinhydroxyliertem ChREBP. 

Die Überexpression von EGLN3 führte zu einer erhöhten Menge an Prolinhydroxylierungen 

im ChREBP (Abbildung 21).  

 

Abbildung 21: Zunahme der Prolinhydroxylierungen im ChREBP infolge der ektopen Expression der 

EGLN3: Western Blot Analyse der Prolinhydroxylierung von überexprimiertem ChREBP (Flag) in HEK293-

Zellen nach Koexpression von EGLN3 oder GFP. Als Ladekontrolle diente β-Aktin. Pro-OH = Prolinhydroxy-

lierung; IB = Immunblot; Pfeil = EGLN3-Proteinbande.  
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4.3.2 Zielgerichtete Mutagenese: Substitution der Proline an Position 141 und 536 im 

ChREBPα 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Proline an Position 141 und 536 im ChREBPα für die 

zielgerichtete Mutagenese aus folgenden Gründen ausgewählt: Zum einen erreichten die 

nachgewiesenen Prolinhydroxylierungen in diesen Positionen den höchsten score in der 

vorrangegangenen massenspektrometrischen Untersuchung und stellten damit die am 

wahrscheinlichsten Prolinhydroxylierungen im ChREBP dar. Zum anderen sind die Proline 141 

und 536 in bekannten Domänen des ChREBPs lokalisiert und weisen eine hohe Sequenz-

homologie zwischen verschiedenen Spezies auf, wodurch eine funktionelle Bedeutung wahr-

scheinlich ist [60].  

Einleitend hierzu wird die Lokalisation sowie die Peptidsequenz der ausgewählten Proline 141 

und 536 schematisch dargestellt (Abbildung 22). Die Proline (P) 141 und 536 des ChREBPα 

wurden mittels zielgerichteter Mutagenese gegen Alanin (A) ausgetauscht (Substitution). Die 

generierten ChREBP-Mutanten (P141A, P536A sowie die Doppelmutante P141,536A) wurden 

hinsichtlich der ChREBP-Proteinstabilität und -Aktivität untersucht.  

 

 

Abbildung 22: Proteinstruktur von ChREBPα mit Darstellung der Prolinhydroxylierung an Position 141 

und 536: Schematische Darstellung mit Angabe funktioneller Motive des ChREBPα: GSM = glucose-sensing 

module (Aminosäure (AS) 37 bis 298), LID = low-glucose inhibitory domain (AS 37 bis 192), GRACE = glucose-

response activation conserved element (AS 197 bis 298), prolin-rich region (AS 387 bis 596), bHLHZip = basic 

helix-loop-helix/leucine-zipper domain (AS 661 bis 728), Zip-like = leucine-zipper-like domain (AS 806 bis 846), 

NES1= nuclear export signal 1(AS 5 bis 15), NES2 = nuclear export signal 2 (AS 85 bis 95), NLS = nuclear 

localization signal (AS 158 bis 175) und MCRI - IV= mondo conserved regions I - VI. Pro = Prolin; * Lokalisation 

der Prolinhydroxylierung (Pro-OH) an Position 141 und 536 im ChREBP. 
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4.3.2.1 Einfluss der Prolin-Substitution auf ChREBP-Proteinstabilität  

Um die Abhängigkeit der ChREBP-Proteinstabilität von den Prolinhydroxylierungen an 

Position 141 und 536 im ChREBP zu untersuchen, wurden die generierten ChREBP-Mutanten 

(P141A, P536A sowie die Doppelmutante P141,536A) in HEK293-Zellen überexprimiert. Als 

Kontrolle diente eine Überexpression von ChREBPα, im Folgenden immer als ChREBP-Wt 

bezeichnet. Ein Ansatz mit ausschließlicher Transfektion des pMSCV-Plasmids (Leervektor) 

diente als Negativkontrolle. 

Um auszuschließen, dass veränderte Proteinmengen der ChREBP-Mutanten lediglich auf einer 

geringeren mRNA Expression beruhen, wurde zunächst mittels qRT-PCR die ChREBP mRNA 

Expression ermittelt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der mRNA Expression 

der ChREBP-Mutanten im Vergleich zum ChREBP-Wt gezeigt werden (Abbildung 23A). Die 

Analyse der Proteinmengen zeigte ebenfalls keine veränderte Proteinmenge der ChREBP-

Mutanten im Vergleich zum ChREBP-Wt (Abbildung 23B).  

 

Abbildung 23: Kein Unterschied in der Proteinstabilität der ChREBP-Mutanten: A) qRT-PCR-Analyse und 

B) Western Blot Analyse von ChREBP nach Transfektion von ChREBP-Wildtyp(Wt) und der ChREBP-Mutanten 

(P141A, P536A sowie der Doppelmutante P141,536A) in HEK293-Zellen. Als Negativkontrolle diente der 

Leervektor pMSCV. Als Ladekontrolle diente bei der Western Blot Analyse β-Aktin. P = Prolin; A = Alanin; IB = 

Immunblot.  
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4.3.2.2 Einfluss der Prolin-Substitution auf ChREBP-Aktivität 

Da kein Unterschied in der Proteinstabilität der ChREBP-Mutanten (P141A, P536A sowie der 

Doppelmutante P141,536A) gezeigt werden konnte, sollten die ChREBP-Mutanten in einem 

nächsten Schritt hinsichtlich ihrer transkriptionellen Aktivität untersucht werden.  

Hohe Glukosekonzentrationen führen zu einer Aktivierung von ChREBP [21]. ChREBP bindet 

an ChoRE-Motive in den Promotorregionen der Zielgene, wie zum Beispiel ACC1, und 

induziert deren Genexpression [103, 104]. Unterschiede in der transkriptionellen Aktivität der 

ChREBP-Mutanten, im Vergleich zum ChREBP-Wt, wurde durch ein Luziferase Assay in 

HEK293-Zellen analysiert. Hierfür wurde das ACC1-ChoRE-Luziferase-Reporterplasmid 

verwendet [89]. Durch Bindung von ChREBP an das ChoRE-Motiv wird das Enzym Luziferase 

exprimiert. Die im Anschluss gemessene Lichtemission ist proportional zur Luziferasemenge. 

Hierfür wurden die ChREBP-Mutanten (P141A, P536A sowie die Doppelmutante P141,536A) 

bzw. der ChREBP-Wt mit dem ACC1-ChoRE-Luziferase-Reporterplasmid in HEK293-Zellen 

koexprimiert. Vor Analyse wurden die HEK293-Zellen in Medium mit 2,5 mM bzw. 25 mM 

Glukose kultiviert.  

Die generierten ChREBP-Mutanten (P141A, P536A und die Doppelmutante P141,536A) sowie 

der ChREBP-Wt zeigten eine vergleichbare basale ChREBP-Aktivität bei niedriger Glukose-

konzentration (Abbildung 24). Durch Änderung der Glukosekonzentration von 2,5 mM auf 

25 mM konnte im Ansatz mit dem Leervektor pMSCV nur eine geringe Zunahme der 

Luziferase Aktivität nachgewiesen werden (Hintergrundniveau). Eine Überexpression von 

ChREBP-Wt führte hingegen zu einem starken Anstieg der Luziferase Aktivität durch 

Änderung der Glukosekonzentration von 2,5 mM auf 25 mM. Dabei war die Luziferase 

Aktivität von ChREBP-Wt signifikant höher als das Hintergrundniveau des Leervektors 

pMSCV bei einer Glukosekonzentration von 25 mM. Die ChREBP-Mutanten zeigten eine 

eingeschränkte (ChREBP-P536A) bzw. sehr stark dezimierte Luziferase Aktivität (ChREBP-

P141A sowie die Doppelmutante ChREBP-P141,536A), durch Änderung der Glukosekonzen-

tration von 2,5 mM auf 25 mM im Vergleich zum ChREBP-Wt.  
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Abbildung 24: Verminderte Aktivität der ChREBP-Mutanten: Luziferase Assay nach Koexpression der 

ChREBP-Mutanten (P141A, P536A und der Doppelmutante P141,536A) und ChREBP-Wt mit den ACC1-

ChoRE-Luizferase-Reporterplasmid in HEK293-Zellen. Die HEK293-Zellen wurden vor der Analyse für 24 h in 

Medium mit 2,5 mM bzw. 25 mM Glukose kultiviert. Als Negativkotrolle diente der Leervektor pMSCV. 

ChoRE = carbohydrate response element, * Signifikanzniveau: p < 0,05: pMSCV zu ChREBP-Wt in 25 mM; 

# Signifikanzniveau: p < 0,05: ChREBP-Wt zu ChREBP-Mutanten in 25 mM. 

 

4.3.2.3 Effekt der ektopen Expression der ChREBP-Mutanten in einem ChREBP-

defizienten System auf Txnip 

Die ChREBP-Mutanten zeigten eine eingeschränkte (ChREBP-P536A) bzw. sehr stark 

dezimierte transkriptionelle Aktivität (ChREBP-P141A und die Doppelmutante ChREBP-

P141,536A) im Vergleich zum ChREBP-Wt im Luziferase Assay. In einem physiologischerem 

Zellkontext sollten die ChREBP-Mutanten die Expression bekannter ChREBP-Zielgene 

weniger induzieren als der ChREBP-Wt.  

Hierfür wurde eine ChREBP-defiziente murine Hepatozytenzelllinie AML12 verwendet, 

welche mittels CRISPR/Cas9-Technik [105] durch Diplom Ingenieur Matthias Münzner zuvor 

hergestellt wurde. Eine guide (g) ChREBP-RNA wurde hierfür mit der Endonuklease Cas9 

zunächst in AML12-Zellen koexprimiert. Der Cas9-g ChREBP-RNA-Komplex bindet an die 

spezifische Ziel-DNA und die Cas9 erzeugt nahe der Bindungsstelle einen Doppelstrangbruch 

im ChREBP. Durch anschließende Reparaturmechanismen können Veränderungen im ChREBP 

in Form von Deletionen oder Insertionen auftreten. Diese Modifikationen können zu einer 

Inaktivierung von ChREBP führen. Die Überprüfung der ChREBP-defizienten AML12-Zellen 

erfolgte durch Sequenzierung (Daten nicht gezeigt) und Western Blot Analyse.  
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Die Deletion des ChREBP konnte zunächst mittels Western Blot Analyse nachgewiesen werden 

(Abbildung 25A). Nach Überexpression der ChREBP-Mutanten (P141A, P536A sowie der 

Doppelmutante P141,536A) bzw. des ChREBP-Wt in den ChREBP-defizienten AML12-Zellen 

und anschließender Inkubation in Medium mit 2,5 mM bzw. 25 mM Glukose, wurde die mRNA 

Expression des bekannten ChREBP-Zielgens Txnip mittels qRT-PCR bestimmt. Als Negativ-

kontrolle diente erneut der Leervektor pMSCV. 

 

Abbildung 25: Effekt der ektopen Expression von ChREBP-Wt und der ChREBP-Mutanten (P141A, 

P536A und der Doppelmutante P141,536A) in einem ChREBP-defizienten System auf das ChREBP-Zielgen 

Txnip: A) Western Blot Analyse der Proteinextrakte aus AML12-Zellen mit intaktem ChREBP (Wildtyp = Wt) 

bzw. der ChREBP-defizienten AML12-Zellen (Mutante = M). Als Ladekontrolle diente β-Aktin. B) qRT-PCR-

Analyse von ChREBP und Txnip nach Transfektion von ChREBP-Wt und der ChREBP-Mutanten (P141A, P536A 

sowie der Doppelmutante P141,536A) in den ChREBP-defizienten AML12-Zellen. Zur Analyse der Txnip 

Induktion wurden die transfizierten ChREBP-defizienten AML12-Zellen vor der Analyse für 24 h in Medium mit 

2,5 mM bzw. 25 mM Glukose kultiviert. Als Negativkontrolle diente der Leervektor pMSCV. Zusätzlich wurde 

als Kontrolle AML12-Zellen mit intaktem ChREBP verwendet. P = Prolin; A = Alanin; IB = Immunblot, * Signi-

fikanzniveau: p < 0,05: pMSCV zu ChREBP-Wt in 25 mM; # Signifikanzniveau: p < 0,05: ChREBP-Wt zu 

ChREBP-Mutanten in 25 mM. 
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In den AML12-Zellen mit intaktem ChREBP konnte ein starker Anstieg der Txnip mRNA 

Expression durch Änderung der Glukosekonzentration von 2,5 mM auf 25 mM gezeigt werden 

(Abbildung 25B). Die ChREBP-defizienten AML12-Zellen wiesen hingegen im Ansatz mit 

dem Leervektor pMSCV nur eine geringe Zunahme der Txnip mRNA Expression (Hintergrund-

niveau) auf. Durch Transfektion des ChREBP-Wt in den ChREBP-defizienten AML12-Zellen 

konnte die Expression der Txnip mRNA signifikant zum Hintergundniveau des Leervektors 

pMSCV in 25 mM glukosehaltigen Medium erhöht werden. Die Überexpression der ChREBP-

Mutanten in den ChREBP-defizienten AML12-Zellen zeigte hingegen, dass die Induktion der 

Txnip mRNA Expression durch 25 mM glukosehaltigem Medium signifikant geringer ist als 

mit ChREBP-Wt. 

 

4.3.2.4 Auswirkung der Prolin-Substitution auf die ChREBP-EGLN3-Protein-

interaktion 

Eine Proteininteraktion von ChREBP- und EGLN3 konnte bereits in Vorarbeiten identifiziert 

werden [60]. Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die Substitution am Prolin an Position 

141 bzw. 536 im ChREBP eine Auswirkung auf die ChREBP-EGLN3-Proteininteraktion hat. 

Hierfür wurden die Flag-markierten ChREBP-Mutanten (P141A, P536A sowie die Doppel-

mutante P141,536A) bzw. der ChREBP-Wt in HEK293-Zellen überexprimiert. Zusätzlich 

wurde ein Ansatz mit ausschließlicher Transfektion des pMSCV-Plasmids als Negativkontrolle 

verwendet. Gleichzeitig erfolgte die Überexpression der EGLN3 durch adenovirale Infektion. 

Die Kontrollzellen erhielten Adeno GFP. Anschließend wurden die Flag-markierten Proteine 

durch Anti-Flag-Agarose-Beads präzipitiert und die Proteinextrakte mittels Western Blot 

Analyse untersucht.  

Die Inputproben zeigten eine vergleichbare Überexpression der jeweiligen ChREBP-Mutante 

bzw. des ChREBP-Wt. Ebenfalls konnte die Überexpression der EGLN3 in den HEK293-

Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 26). Die Anreicherung der ChREBP-Mutanten bzw. 

ChREBP-Wt in den IP-Proben, mittels Anti-Flag-Agarose-Beads, war erfolgreich. Außerdem 

zeigte Gapdh, dass nicht gebundene Proteine in der IP-Probe nicht nachgewiesen werden 

konnten. Die IP-Probe ohne Überexpression eines Flag-markierten ChREBP ließ keine Bande 

detektieren. Die IP-Probe mit ausschließlicher Überexpression des ChREBP-Wt und der 
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Koexpression von GFP ließ keine EGLN3 nachweisen. Die IP-Probe mit Überexpression der 

EGLN3 und dem jeweiligen ChREBP (Wt, P141A, P536A und die Doppelmutante P141,536A) 

zeigte hingegen, dass die EGLN3 in allen Ansätzen als Interaktionspartner vergleichbar 

präzipitiert werden konnte.  

 

Abbildung 26: ChREBP-Mutanten zeigen keinen Unterschied in der Proteininteraktion mit der EGLN3: 

CO-IP aus HEK293-Zellen mit überexprimierten Flag-markierten ChREBP-Mutanten (P141, P536 und der 

Doppelmutante P141, 536) bzw. ChREBP-Wt und gleichzeitiger Koexpression von EGLN3 bzw. GFP, durch 

adenoviralen Gentransfer. Der Leervektor pMSCV wurde als Negativkontrolle verwendet. Als Ladekontrolle 

diente bei der Western Blot Analyse Gapdh. P = Prolin; A = Alanin; IB = Immunblot; IP = Immunpräzipitation.  
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5 Diskussion 

5.1 Beteiligung der RetSat an der Entwicklung einer hepatischen Steatose 

Vorversuche zu dieser Arbeit zeigten, dass eine hepatische RetSat-Depletion in adipösen 

Mäusen den gestörten Glukose- und Lipidstoffwechsel korrigiert. Aus diesen bisherigen 

Ergebnissen geht eine verminderte Aktivität von ChREBP infolge einer RetSat-Depletion in 

der Leber hervor [19]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden weiterführende Experimente durch-

geführt, um den vermuteten Zusammenhang von RetSat und ChREBP in der Leber noch näher 

zu untersuchen. Diese Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden bereits zusammen mit 

den vorrausgegangen Arbeiten von Prof. Dr. Michael Schupp und Frau. Dr. Nicole Witte ver-

öffentlicht [106]. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die hepatische RetSat-Expression, analog 

zur ChREBP-Expression [47, 107], in adipösen Mäusen erhöht ist und in humanen Leberproben 

mit dem BMI positiv korreliert. Zusätzlich konnte eine positive Korrelation zwischen humaner 

hepatischer RETSAT-Expression und dem Ausmaß einer hepatischen Steatose nachgewiesen 

werden. Damit wurden höhere RETSAT mRNA Expressionen mit steigendem BMI sowie dem 

Ausmaß einer Leberverfettung festgestellt. Eine gesteigerte hepatische Expression der RetSat 

und ChREBP infolge von Adipositas sowie ein vergleichbares Expressionsmuster in den 

verschiedenen Organen [19], weist auf ein Zusammenwirken beider Proteine in der hepatischen 

Lipogenese hin. Ein funktioneller Zusammenhang zwischen RetSat und ChREBP konnte 

bereits durch Dr. Witte in primären Maushepatozyten gezeigt werden. In RetSat-depletierten 

Maushepatozyten konnte die verminderte mRNA Expression von ChREBP-Zielgenen durch 

ektope Expression von ChREBP partiell wieder gesteigert werden. Dies bestätigt, dass die 

verminderte mRNA Expression der ChREBP-Zielgene infolge einer RetSat-Depletion über 

ChREBP vermittelt ist [19]. Durch Analyse der humanen Leberproben konnten erste Hinweise 

aufgezeigt werden, dass die bisherigen zell- und tierexperimentellen Ergebnisse der Effekte 

einer verminderten hepatischen RetSat-Expression auf den Menschen übertragbar sein könnten. 

Etwa 30 % der Leberfette von NAFLD-Patienten stammen allein aus einer gesteigerten 

hepatischen Lipogeneserate [108]. Der Zusammenhang von einer erhöhten hepatischen Lipo-

geneserate und der ChREBP-Aktivität wurde in ob/ob-Mäusen untersucht. Neben dem 

Adipositas-Modell stellen ob/ob-Mäuse auch ein Modell zur Untersuchung einer hepatischen 

Steatose dar, da sie infolge gesteigerter glykolytischer und lipogener Stoffwechselwege eine 
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hepatische Steatose entwickeln [44]. Diese ob/ob-Mäuse zeichnen sich durch eine erhöhte 

hepatische ChREBP-Expression und nukleäre ChREBP-Proteinmenge im gefütterten sowie im 

gefasteten Zustand aus [47]. Da eine Überstimulation von ChREBP mit der Entstehung einer 

hepatischen Steatose assoziiert wird [44 – 47], liegt die Vermutung nahe, dass die RetSat durch 

Beeinflussung der ChREBP-Aktivität an der Entstehung einer hepatischen Steatose beteiligt ist. 

Diese Vermutung unterstützt, dass mit steigendem Expressionsniveau der humanen RETSAT 

ebenfalls höhere Expressionen der ChREBP-Zielgene PKLR und ACC1 in der Leber festgestellt 

werden konnten.  

Die Effekte der in der Literatur beschriebenen hepatischen ChREBP-Defizienz in adipösen 

Mäusen, wurden ebenfalls durch eine hepatische Depletion der RetSat in Vorarbeiten 

beobachtet. So führte eine hepatische RetSat-Depletion in Diät-induzierten adipösen Mäusen 

zu einer reduzierten Lipogenese und damit u. a. zur Reduktion der Serum- und Leber-

triglyzeride [19]. Die Abnahme der Lebertriglyzeride konnte durch diese Arbeit mittels 

Lipidfärbung bestätigt werden. Die hepatische RetSat-Depletion verbesserte die durch 

Hochfettdiät-induzierte hepatische Steatose. Dieser Effekt konnte ebenfalls in ob/ob-Mäusen 

mit ChREBP-Depletion gezeigt werden. Eine Reduktion der ChREBP-Zielgene, wie FASN, 

ACC1 und SCD1, führte zu einer verminderten hepatischen Lipogenese, was zu einem 

reduzierten Leberfettgehalt führte. Der Rückgang der hepatischen Steatose in ob/ob-Mäusen 

mit ChREBP-Depletion verbesserte die Insulinsensitivität der Leber, was zur Abnahme der 

Blutglukosewerte und damit zur verbesserten Glukosetoleranz führte [47].  

In Diät-induzierten adipösen Mäusen verbesserte eine RetSat-Depletion ebenfalls die gestörte 

Glukosetoleranz, wodurch der ChREBP-RetSat-Zusammenhang weiter verstärkt wird. Dabei 

wiesen die adipösen Mäuse mit RetSat-Depletion basal sowie auch im Verlauf des ipGTT 

geringere Blutglukosewerte als die Kontrollgruppe auf. Dies bestätigt, die in Vorarbeiten 

bereits erzielten Ergebnisse der geringeren ad libitum gefütterten- bzw. gefasteten Blutglukose-

werte adipöser Mäuse mit RetSat-Depletion [19]. Im Unterschied zur ChREBP-Defizienz in 

ob/ob-Mäusen [47] führte eine RetSat-Depletion in adipösen Mäusen jedoch nicht zu einer 

Verbesserung der Insulinsensitivität. Im gesunden Organismus bewirkt Insulin die Aktivierung 

der Proteinkinase B (PKB/Akt) durch Phosphorylierung der Aminosäuren Serin an Position 473 

und Threonin an Position 308 [102]. Die aktivierte Akt kontrolliert folgend u. a. den Glukose-

transport und die Glykogensynthese [102, 109, 110]. Eine Akkumulation von Lipiden in der 

Leber führt hingegen zur Störung des Insulin-Signalweges [111] und damit zur verminderten 
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Phosphorylierung der Akt. Die Betrachtung des Insulin-Signalweges der adipösen Mäuse der 

Kontrollgruppe sowie der mit hepatischer RetSat-Depletion zeigte eine vergleichbare insulin-

abhängige Phosphorylierung der Akt. Damit hatte die hepatische RetSat-Depletion keinen 

Einfluss auf die insulinabhängige Phosphorylierung der Akt in diesem adipösen Mausmodell. 

Dies erscheint zunächst unerwartet, da ein Rückgang der hepatischen Steatose infolge der 

hepatischen RetSat-Depletion und eine verbesserte Glukosetoleranz ebenfalls eine verbesserte 

Insulinsensitivität vermuten lässt. Zwar wird in der Mehrzahl der Fälle eine hepatische Steatose 

mit Insulinresistenz assoziiert [112], jedoch zeigten auch Studien, dass eine Akkumulation von 

Lipiden in der Leber nicht immer zur hepatischen Insulinresistenz führen muss [113 – 118]. 

Auch im Falle von ChREBP führte eine adenovirale Überexpression von dephosphoryliertem 

ChREBP an Ser196 und Thr666 in der Leber zwar zum Anstieg der Lebertriglyzeride und zur 

Entwicklung einer hepatischen Steatose, jedoch ohne das Auftreten einer Insulinresistenz [118].  

Unerwartet war zusätzlich, dass die RetSat-depletierten Mauslebern einen höheren basalen 

Phosphorylierungsgrad der Aminosäure Serin 473 im Akt aufwiesen. Höhere basale Akt-

Phosphorylierungen deuten zwar auf eine Insulinresistenz hin [119], jedoch konnte dies im 

ipITT nicht bestätigt werden. Da die hepatische RetSat-Depletion keinen Einfluss auf die 

Insulinsensitivität hat, könnte die erhöhte basale Akt-Phosphorylierung auf eine Beeinflussung 

anderer Akt-abhängiger Stoffwechselwege hindeuten. Neben der Beeinflussung des Glukose-

transportes und der Glykogensynthese, spielt die Akt auch eine wichtige Rolle bei der 

Zellproliferation, beim Zellwachstum und bei der Inaktivierung proapoptotischer Faktoren 

[120]. Damit stellt die Aktivierung der Akt einen zentralen Regulationsmechanismus bei der 

Krebsentstehung dar. Eine Akt-Aktivierung begünstigt das Tumorzellüberleben durch eine 

erhöhte Angiogenese, Metastasierung, Gewebeinvasion und einer Umgehung der Immun-

abwehr [121] und wird für eine Vielzahl humaner Tumorerkrankungen beschrieben [122]. Ob 

die RetSat möglicherweise eine Rolle in der Krebsentstehung besitzt ist derzeitig noch nicht 

aufgeklärt. Interessanterweise wurde in einer Studie mittels whole exome sequencing eines 

Sarkoms der Zunge zwei Missense-Mutationen im RETSAT-Gen identifiziert [123], was einen 

potentiellen Zusammenhang vermuten lässt.  

Auch ChREBP wurde in neueren Studien mit der Tumorgenese und Krebspathologie in 

Verbindung gebracht. Beispielsweise konnte beim Mammakarzinom eine deutliche Zunahme 

der ChREBP-Expression mit der malignen Progression, mittels Immunhistochemie, gezeigt 

werden [124]. Es ist bekannt, dass sich Krebszellen durch einen veränderten Glukose-
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stoffwechsel  auszeichnen. Demnach nutzen die Krebszellen vorwiegend die Glykolyse zur 

ATP-Gewinnung anstelle der oxidativen Phosphorylierung und weisen damit hohe Laktat-

konzentrationen auf (Warburg-Effekt oder auch aerobe Glykolyse der Krebszellen) [125]. Die 

Autoren von Tong et al. zeigten, dass ChREBP für die Proliferation von Darmkrebszellen 

benötigt wird. Eine verminderte ChREBP-Expression führte neben einer reduzierten 

Triglyzerid- und RNA-Synthese auch zu Einschränkungen im Anabolismus und in der aeroben 

Glykolyse der Krebszellen. Außerdem konnte eine gesteigerte oxidative Phosphorylierung 

nachgewiesen werden. Zusätzlich führte die Hemmung von ChREBP zu einer p53-Aktivierung 

und induzierte den Arrest der Darmkrebszellen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

ChREBP eine Rolle bei der Unterdrückung der p53-Aktivität sowie bei der Verschiebung des 

Glukosestoffwechsels von der oxidativen Phosphorylierung zur aeroben Glykolyse in Krebs-

zellen spielt [126]. Interessanterweise konnte Dr. Witte zeigen, dass eine hepatische RetSat-

Depletion in primären Maushepatozyten ebenfalls zu einer Zunahme der oxidativen Phospho-

rylierung führt [19]. Die Studienlage deutet insgesamt auf eine Beteiligung der RetSat an der 

Krebsentwicklung hin, möglicherweise auch im Zusammenwirken mit ChREBP.  

Metabolische Erkrankungen, wie die NAFLD, sind häufig mit einer gesteigerten Lipogenese in 

der Leber assoziiert. Eine Inhibition der hepatischen RetSat durch Beeinflussung der ChREBP-

Aktivität könnte einen therapeutischen Nutzen zur Senkung von Serum- und Lebertrigly-

zeriden und damit zur Behandlung einer hepatischer Steatose, Dyslipidämien sowie einer 

Hyperglykämie haben [106]. 

 

5.2 RetSat reguliert die nukleäre Anreicherung von ChREBP 

Die verminderte ChREBP-Aktivität infolge der RetSat-Depletion in der Leber [19] konnte 

durch eine verminderte nukleäre Anreicherung von endogenem ChREBP in RetSat-depletierten 

primären Maushepatozyten bei hohen Glukosekonzentrationen erklärt werden. Der genaue 

Mechanismus konnte nicht identifiziert werden. 

Da insbesondere posttranslationale Modifikationen von ChREBP dessen nukleäre Anreiche-

rung bei hohen Glukosekonzentrationen beeinflussen, wird eine RetSat abhängige EGLN3-

vermittelte Prolinhydroxylierung im ChREBP als Mechanismus vermutet. Damit könnte die 

Prolinhydroxylierung die nukleäre Anreicherung von ChREBP verstärken. Die Identifi-

zierung der EGLN3 als stärkstes RetSat-reguliertes proteinmodifizierendes Enzym, durch die 
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Auswertung eines Expressionsarrays RetSat-depletierter primärer Maushepatozyten, stellte 

dabei den Ausgangspunkt dar [19]. Die Rolle der Prolinhydroxylierung im ChREBP wird im 

Kapitel 5.4 näher betrachtet.  

Andererseits könnte die RetSat auch an der Herstellung von ChREBP-aktivierenden 

Metaboliten bzw. an der Degradation von ChREBP-hemmenden Metaboliten beteiligt sein. Da 

die Effekte einer hepatischen RetSat-Depletion auf die ChREBP-Aktivität unabhängig vom 

identifizierten Produkt 13,14-Dihydroretinol sind, deutet dies auf weitere enzymatische 

Funktionen bzw. Produkte hin [19]. Es wird vermutet, dass RetSat an der Degradation von 

mehrfach ungesättigten Fettsäuren beteiligt ist [127]. Interessanterweise zeigten die Autoren 

von Dentin et al., dass mehrfach ungesättigte Fettsäuren, wie beispielsweise Linolensäure, 

Eicosapentaensäure und Docosahexaensäure, die Aktivität von ChREBP hemmen. Zum einen 

sollen die mehrfach ungesättigten Fettsäuren die Reifung und Stabilität der mRNA von 

ChREBP vermindern oder/und deren Degradation steigern. Zum anderen sollen sie die DNA-

Bindung von ChREBP sowie dessen nukleäre Anreicherung infolge hoher Glukosekonzentra-

tionen hemmen [49]. Damit könnte die reduzierte ChREBP-Aktivität infolge der hepatischen 

RetSat-Depletion auch in einem Anstieg an mehrfach ungesättigten Fettsäuren begründet sein. 

Da die durchgeführte Fixierung, innerhalb der Immunfärbung, die Sekundärstruktur von 

Proteinen beeinflussen kann [128], mussten die verwendeten Antikörper für ChREBP und 

RetSat zunächst hinsichtlich ihrer Spezifität untersucht werden. Durch Überexpression von 

ChREBP in primären Maushepatozyten konnte eine Zunahme des ChREBP-, durch RetSat-

Depletion eine Abnahme des RetSat-Fluoreszenzsignals beobachtet werden. Diese erwartungs-

gemäße dynamische Regulierung des Fluoreszenzsignals für RetSat und ChREBP bestätigte 

die Spezifität der verwendeten Antikörper. 

 

5.3 Generierung einer konditionalen RetSat knockout-Mauslinie 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit dem FEM erfolgreich eine konditionale 

RetSat knockout-Mauslinie generiert. Die dabei angewandte Strategie beruhte auf dem 

Cre/loxP-Rekombinationssystem [97, 98]. Dabei wurden die Exons zwei und drei des RetSat-

Allels durch zwei loxP-Stellen flankiert (gefloxt). Aufgrund der geringen Größe und des 

Integrationsortes der loxP-Stellen bleibt die RetSat-Expression in den gefloxten RetSat-Mäusen 

zunächst ungestört. Erst durch Expression der Rekombinase Cre wird der gefloxte DNA-
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Abschnitt exzidiert [129], und die Translation der RetSat wird durch ein früh auftretendes 

Stoppkodon beendet. Dabei ist das Ausmaß der RetSat-Deletion nur von dem Expressionsprofil 

der Rekombinase Cre abhängig. Eine dauerhafte Cre-Expression kann aufgrund von ,,Pseudo-

loxP-Stellen“ im Säugergenom zu pleiotropen Effekten führen [130 – 132]. Daher werden 

induzierbare Rekombinasen, die eine zeitliche Kontrolle der Rekombinase-Expression 

ermöglichen, häufig eingesetzt [133]. Aufgrund der großen Anzahl induzierbarer gewebs-

spezifischer Cre-rekombinanter-Mauslinien besteht die Möglichkeit, durch Kreuzung einer 

gewebsspezifischen Cre-Mauslinie mit der neu generierten RetSat-Mauslinie, eine RetSat-

Deletion in jedem beliebigen Organ zeitlich kontrolliert zu erzeugen [134]. Mit den bisher 

vorhandenen RetSat-Mausmodellen lassen sich Fragen der organspezifischen RetSat-Funktion 

nicht bzw. nicht ausreichend beantworten.  

Erste Studien aus dem Jahr 2010 basieren auf Untersuchungen eines Mausmodells mit einem 

RetSat Ganzkörper-knockout. Diese RetSat-Mäuse zeichnen sich durch eine veränderte Körper-

zusammensetzung (Muskel/Fettgewebe), mit einem höheren Anteil an Fettgewebe, aus. Ein 

spezifischer Phänotyp konnte in diesem RetSat-Mausmodell nicht beobachtet werden. 

Allerdings beruht die metabolische Charakterisierung der RetSat-Maus mit Ganzkörper-

knockout lediglich auf den Vergleich von heterozygoten und homozygoten RetSat-Mäusen. Der 

Vergleich mit Wildtyp-Mäusen fehlt [135]. Des Weiteren kann eine konstitutive Ausschaltung 

von Genen während der Entwicklung auch zu kompensatorischen Prozessen führen [136]. So 

wäre es vorstellbar, dass in diesem Mausmodell mit RetSat Ganzkörper-knockout die Funktion 

der RetSat durch andere Enzyme übernommen wurde.  

In einem Mausmodell mit akuter hepatischer RetSat-Depletion in adipösen Mäusen konnte 

hingegen eine physiologische Rolle der RetSat im hepatischen Glukose- und Fettstoffwechsel 

gezeigt werden [106]. Jedoch waren die Effekte einer hepatischen RetSat-Depletion, aufgrund 

der Adenovirus-vermittelten siRNA-Expression, nur innerhalb eines begrenzten Zeitraumes 

(maximal zehn Tage nach Virusapplikation) möglich [137]. Damit konnte der Langzeiteffekt 

einer hepatischen RetSat-Deletion bisher noch nicht untersucht werden. Zudem besitzen 

Adenoviren toxische und immunogene Eigenschaften [138, 139], welche zu Fehlinterpreta-

tionen führen können.  

Neben der traditionellen Genmodifikation mittels homologer Rekombination in embryonalen 

Stammzellen werden auch in neueren Ansätzen spezifische Nukleasen verwendet, um transgene 

Mäuse zu generieren [140 – 142]. Die Nukleasen erzeugen sequenzspezifische Doppelstrang-
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brüche in der DNA, die unter Ausnutzung der zelleigenen Reparaturmechanismen zu 

spezifischen Mutationen, wie Deletionen oder Insertionen, führen. Dabei sind die eingesetzten 

Zinkfingernukleasen und transkriptionsaktivatorartige Effektornukleasen (TALEN) keine 

natürlich vorkommenden Enzyme, sondern müssen zunächst generiert werden. Zwar konnten 

bereits Ratten mit konditionalem Gen knockout durch Zinkfingernukleasen erzeugt 

werden [143], allerdings ist auch deren Design und Generierung komplex und zeitaufwendig. 

Schneller und einfacher können transgene Tiere durch die neuere CRISPR/Cas9-Technik 

generiert werden [144]. Die natürlich vorkommende Nuklease Cas9 erkennt anhand einer RNA-

Matrize den komplementären DNA-Strang und vollzieht einen DNA-Doppelstrangbruch, 

wodurch Gene entfernt, eingefügt oder ausgeschaltet werden können [105]. Der entscheidende 

Vorteil gegenüber den Zinkfingernukleasen und TALEN: Es muss kein neues Protein für die 

jeweilige Zielsequenz neu generiert werden. Lediglich die RNA-Matrize muss an die 

Zielsequenz angepasst werden. Auch gefloxte transgene Mäuse konnten bereits erfolgreich 

mittels CRISPR/Cas9 generiert werden [144 – 147]. Damit stellt die CRISPR/Cas9-Technik 

eine zeit- und kostensparende Alternative zur hier verwendeten traditionellen Genmodifikation, 

mittels homologer Rekombination in embryonalen Stammzellen, dar.  

 

5.3.1 Etablierung der konditionalen RetSat knockout-Maus  

Seit 1989 stellt die homologe Rekombination in embryonalen Stammstellen eine Möglichkeit 

zur gezielten Veränderung von Genen in Mäusen dar [148]. Auch das RetSat flox-Konstrukt 

konnte durch diese Methode erfolgreich in den murinen RetSat-Genlokus integriert werden. Zur 

Selektion der ES-Zellen nach Elektroporation mit dem RetSat flox-Konstrukt fand zunächst 

eine Positiv-Negativ-Selektion statt (Kapitel 3.5), welche äußerst effizient Zufallsintegrationen 

aussortiert [149, 150]. Durch Kombination eines positiven- (Neo) mit einem außerhalb der 

homologen Bereiche gelegenen negativen (DTA) Selektionsmarkers, kann der Anteil der 

homologen rekombinanten Zellklone um das 10- bis 1000-fache erhöht werden [151, 152]. Von 

insgesamt 72 vorselektierten ES-Klonen konnten acht ES-Klone mit korrekter einmaliger 

homologer Rekombination für den 5´Arm und 3´Arm im RetSat-Genlokus identifiziert werden. 

Dies entspricht einer Rekombinationsfrequenz von 11,1 %.  

Eine homologe Rekombination ist ein seltenes Ereignis, wobei die Rekombinationsfrequenz 

von einer Vielzahl von Faktoren abhängig ist. Zum einen ist die vorherrschende Chromatin-
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struktur am Integrationsort von entscheidender Bedeutung [153], zum anderen haben die 

verwendeten Sequenzhomologien des Targeting-Vektors einen erheblichen Einfluss. Dabei 

erhöht die Länge der Homologiearme die Rekombinationsfrequenz [154]. Der Homologie-

bereich sollte zwischen 5 bis 15 kb groß sein, um eine effiziente homologe Rekombination 

gewährleisten zu können [154 – 156]. Das RetSat flox-Konstrukt beinhaltet eine Sequenz-

homologie von etwa 9 kb und liegt damit in der empfohlenen Größenordnung. Studien zeigten 

auch, dass C57BL/6-abgeleitete ES-Zelllinien eine hohe Rekombinationsfrequenz aufweisen 

[157, 158]. Die hier verwendete embryonale Stammzelllinie IDG 3.2 (C57Bl/6J x 129S6/ 

SvEvTac/F1-Hybrid) besitzt einen 50%igen C57Bl/6J-Hintergrund. Generell weisen F1-

Hybrid-ES-Zellen eine höhere Effizienz als gewöhnliche Inzucht ES-Zellen auf [158, 159]. 

Während reine C57Bl/6-ES-Zellen aufwändige Kultivierungsbedingungen benötigen, um die 

Keimbahnfähigkeit beizubehalten [95, 160], zeigten sich bei ES-Zelllinien aus 129er-

Unterstämmen häufig Probleme, wie schlechte Zuchterfolge [157]. Zusätzlich stammen die ES-

Zellen der 129er-Mauslinie von unterschiedlichen 129er-Unterstämmen ab, wodurch eine 

unerwünschte Variabilität im genetischen Hintergrund der transgenen Mäuse entsteht [161]. 

Die Verwendung einer F1-Hybrid-ES-Zelle aus C57Bl/6J und 129S6/SvEvTac bietet daher den 

Vorteil einer genetisch und phänotypisch stabileren Mauslinie sowie einer verbesserten 

Fertilität bei der Zucht [157, 162, 163]. Letztendlich bestimmt auch die Quantität und Qualität 

der genomischen DNA der ES-Zellen die Rekombinationsfrequenz. Da in einigen Fällen die 

genomische DNA nicht ausreichend für ein aussagekräftiges Southern Blot Signal war 

(Zellklon 7), blieben weitere homolog rekombinierte Zellklone möglichweise unentdeckt, 

welche zu einer noch besseren RetSat flox-Rekombinationsfrequenz geführt hätten.  

Zwei der acht bestätigten ES-Zellklone wurden für die Blastozysteninjektion ausgewählt und 

in pseudogravide C57Bl/6N-Mäuse transferiert. Daraus entwickelten sich sieben Chimären 

(Chimärenrate 31,8 %) mit einem Chimärismus zwischen 70 und 100 %. Der Chimärenanteil, 

der durch die Fellfarbe reflektiert wird, stimmt dabei größtenteils mit der prozentualen 

Verteilung des Chimärismus in den Geweben und Organen überein [164]. Da sich aus 

weiblichen embryonalen Zellen (Blastozysten) und männlichen manipulierten ES-Zellen sehr 

häufig männliche Chimäre entwickeln [165], war es nicht überraschend, dass sechs der sieben 

erhaltenen Chimären männlich waren (männliche Chimärenrate 86 %). Drei dieser Chimären 

zeigten nach Verpaarung mit C57Bl/6J-Mäusen die erwünschte Keimbahntransmission auf, 

d. h. sie vererbten das RetSat flox-Konstrukt an ihre Nachkommen weiter. Aus der Chimäre 
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sechs gingen keine Nachkommen hervor, was höchstwahrscheinlich in einer Infertilität der 

Chimäre begründet war. Da die verwendeten ES-Zellen einen männlichen Karyotyp besitzen, 

wurden ausschließlich männliche Chimären für die Verpaarung mit C57Bl/6J-Mäusen 

verwendet. Weibliche Chimären sind häufig infertil und weisen keine Keimbahntransmission 

auf [97]. 

Das verwendete RetSat flox-Konstrukt bietet die Möglichkeit eine konventionelle RetSat 

knockout-Maus (Ganzkörper-knockout) sowie eine konditionale RetSat knockout-Maus zu 

generieren. Durch die Kombination von Flp/Frt- und Cre/loxP-Rekombinationssystemen 

können nacheinander unterschiedliche DNA-Abschnitte entfernt werden [166]. Das RetSat 

flox-Konstrukt besitzt eine Frt-flankierte Selektionskassette, bestehend aus der promotorlosen 

Reporterkassette (SA-LacZ-pA) und der Neomycin(Neo)-Kassette mit eigenem Promotor, die 

für die Selektion der ES-Zellen benötigt wurde. Durch Integration der Reportergenkassette im 

ersten Intron der RetSat wird diese mit dem Transkript der RetSat posttranskriptional fusioniert 

und kann damit die gewebsspezifische Expression der RetSat aufzeigen. Gleichzeitig wird das 

Fusionstranskript am Polyadenylierungssignal (pA) beendet, sodass die Exons zwei bis elf der 

RetSat nicht länger translatiert werden sollten. In der Regel führt damit die Integration der 

Reporterkassette zu einem ausgeschalteten Gen (knockout-first Allel) [167, 168]. Während bei 

Heterozygotie noch ein Wildtyp Allel mit funktionierender RetSat dem Organismus zur 

Verfügung steht, sollten homozygote Mäuse eine RetSat-Deletion im gesamten Organismus 

(knockout-first Maus) aufweisen. Bei der Analyse der knockout-first Maus konnte eine Deletion 

der hepatischen RetSat auf RNA und Proteinebene bestätigt werden. Für die Generierung der 

konditionalen RetSat knockout-Maus wurden nun die heterozygoten Nachkommen der Keim-

bahnchimären mit knockout-first Allel mit einer heterozygoten Flp-rekombinanten-Mauslinie 

verpaart. Die exprimierte Rekombinase Flippase (Flp) exzidiert die Frt-Stellen- flankierte 

Selektionskassette (konditionales Allel) [96]. Neben der Reporterkassette wurde die Neo-

Kassette ebenfalls entfernt, da einige Studien einen negativen Einfluss auf benachbarte 

Genabschnitte aufgrund der starken Promotorsequenz belegen [169, 170].  

Bei der Untersuchung von transgenen Mäusen ist es wichtig, dass sich die zu untersuchenden 

Tiere lediglich durch das manipulierte Gen unterscheiden. Erste Studien in den 70er Jahren 

zeigten bereits einen Unterschied in der Ausprägung der Mutation im Diabetes (db) bzw. obese 

(ob)-Genlokus, in Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund der Mäuse auf. Während Mäuse 

mit C57Bl/6J-Hintergrund Adipositas und einen milden Diabetes aufwiesen, entwickelten die 
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Mäuse mit C57Bl/KsJ-Hintergrund Adipositas mit einem deutlich diabetischen Phänotyp 

[171, 172]. Mehrfach konnte nachfolgend der Einfluss des genetischen Hintergrunds auf die 

Ausprägung eines Phänotyps bestätigt werden. So wurden beispielsweise unterschiedliche 

Effekte auf die Glukosehomöstase in Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund nach-

gewiesen. C57Bl/6J-Mäuse zeigten signifikant höhere ad libitum sowie Nüchternblut-

glukosewerte gegenüber den DBA/2-Mäusen und entwickelten nach intraperitonealer Glukose-

injektion ebenfalls höhere Blutglukosewerte [173].  

Da bei der Generierung der RetSat-Chimären ES-Zellen mit Mischhintergrund (C57Bl/6J x 

129S6/SvEvTac/F1-Hybrid) sowie Blastozysten mit C57Bl/6N-Hintergrund verwendet 

wurden, weisen diese Chimären eine große Variabilität im genetischen Hintergrund auf. Die 

Rückkreuzung auf einen einheitlichen genetischen Hintergrund ist daher sinnvoll. Hierfür 

wurden die RetSat-Mäuse mit konditionalem Allel mit Mäusen des Inzuchtstammes C57Bl/6J 

verpaart. Ein Vorteil der Mäuse mit C57Bl/6-Hintergrund ist die Anfälligkeit für fütterungs-

bedingte Fettleibigkeit und Hyperglykämie [174]. Damit eignet sich dieser genetische 

Hintergrund sehr gut für die geplanten metabolischen Untersuchungen der konditionalen RetSat 

knockout-Mauslinie. In der Regel erhält man nach zehn Rückkreuzungen eine genetische 

Uniformität ( > 99,9 %) und damit eine kongene Mauslinie [175]. Der gewünschte C57Bl/6J-

Hintergrund besitzt als alleiniges Merkmal eine Deletion der Exons sieben bis elf im 

nicotinamide nucleotide transhydrogenase (Nnt)-Gen [80] und stellte damit das gewünschte 

Rückkreuzungsziel dar. Während in den ES-Zellen mit Mischhintergrund und in Nachkommen 

der ersten Rückkreuzung (F1) eine Deletion des Exons neun der Nnt nicht gezeigt werden 

konnte, wiesen Nachkommen der sechsten Rückkreuzung (F6) diese Deletion auf. Laut 

Literatur ist aber erst von einer genetischen Uniformität von lediglich 98,44 % nach sechs 

Rückkreuzungen auszugehen. Allerdings kommt hinzu, dass durch Verwendung der F1-

Hybrid-ES-Zellen aus C57Bl/6J x 129S6/SvEvTac bereits zu Beginn ein 50%iger C57Bl/6J-

Hintergrund vorhanden war. In Kombination mit der nachgewiesenen Deletion des 

gewünschten C57Bl/6J-Hintergrunds der F6 und den Erfahrungswerten von Dr. Geert Michel 

vom FEM, kann von einer konditionalen RetSat knockout-Mauslinie mit nahezu genetisch 

identischem Hintergrund ausgegangen werden. Damit wurde mit der Etablierung einer 

homozygoten RetSat-Mauslinie mit konditionalem Allel begonnen.  

Neuere Verfahren ermöglichen derzeit bereits die Generierung von kongenen Mauslinien 

innerhalb von fünf Generationen und bieten damit eine zeitsparende Alternative zu konven-
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tionellen Rückkreuzungen an. Mittels Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotide 

polymorphism, SNPs) werden die weiblichen Nachkommen der F1-Generation mit der 

höchsten genetischen Uniformität im gewünschten genetischen Hintergrund identifiziert und 

eine Superovulation durch Hormongabe ausgelöst. Nach Verpaarung mit einem männlichen 

transgenen Nachkommen der F1-Generation erfolgt der Embryotransfer in weibliche Mäuse 

des gewünschten genetischen Hintergrunds. Die weiblichen Nachkommen werden erneut 

hinsichtlich ihrer genetischen Uniformität durch SNPs selektiert. Dieser Vorgang wird 

wiederholt, bis eine kongene Mauslinie (genetische Uniformität > 99,9 %) generiert wurde 

[176]. 

 

5.3.2 Funktioneller Test der konditionalen RetSat knockout-Maus 

Die Effizienz der Cre-vermittelten Rekombination des gefloxten Genlokus ist von einigen 

Faktoren, wie der Lokalisation des gefloxten Genlokus [177], vom Abstand zwischen den loxP-

Stellen [178] sowie von der Spacer-Region der loxP-Stelle [179], abhängig. Zusätzlich ist eine 

ausreichende Cre-Expression notwendig, um die Deletion des gefloxten Genes vollziehen zu 

können. Um zu testen, ob die loxP-Sequenzen in vivo funktionell sind und welche Cre-

Rekombinase-Konzentration benötigt wird, erfolgte eine AAV-vermittelte Expression der Cre-

Rekombinase in homozygoten RetSat-Mäusen mit konditionalem Allel in der Leber.  

In diesem Vorversuch konnte die genetische Inaktivierung der RetSat infolge der Cre-

vermittelten Rekombination in der Leber bestätigt werden. Dabei wird eine AAV-Menge von 

mindestens 1,4 x 1010 Genompartikel/ml benötigt, um eine deutliche hepatische Reduktion der 

RetSat-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (AAV GFP) zu erzielen. Die höhere und 

vergleichbare RetSat-Expression in der Kontrollgruppe zeigte, dass die Expression der RetSat 

nicht durch verbliebene Rekombinationsstellen (Abbildung 8) gestört wird. Diese Überprüfung 

ist notwendig, da die verbliebenen Rekombinationsstellen aufgrund des Integrationsortes das 

Spleißen eines Gens negativ beeinflussen können [180].  

Das zur Analyse verwendete Lebergewebe besteht neben einem Anteil von etwa 80 % aus 

Hepatozyten auch aus anderen Zellen, wie u. a. Endothelzellen, Blutzellen oder Kupfferzellen. 

Der verwendete leberspezifische Promotor LP1 vermittelt lediglich die Expression der Cre-

Rekombinase in den Hepatozyten [92], wodurch die noch detektierbare Menge an RetSat 

mRNA und RetSat-Protein begründet sein könnte. Zwar könnte eine Erhöhung der verwendeten 
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AAV Cre-Menge die Rekombinationseffizienz der Cre-Rekombinase möglicherweise noch 

erhöhen, jedoch wurden auch toxische Effekte einer exzessiven Expression der Cre-

Rekombinase gezeigt. Neben DNA-Schäden, wie Verlust, Inversion oder Brüche von 

Chromatiden, wurde eine verminderte Proliferation und eine erhöhte Apoptoserate infolge einer 

Cre-Rekombinase-Expression nachgewiesen [181 – 183]. Die Effizienz der verwendeten AAV 

Cre-Menge von 1,4 x 1010 Genompartikel/ml genügt für anschließende Untersuchungen einer 

hepatischen RetSat-Deletion.  

 

5.4 Prolinhydroxylierung als neue posttranslationale Modifikation von ChREBP 

Aus Vordaten zu dieser Arbeit war bereits bekannt, dass eine verminderte EGLN3-Expression 

in primären Maushepatozyten und in Mauslebern zu einer Reduktion bekannter ChREBP-

Zielgene führte [19, 60]. Die Herunterregulation der ChREBP-Zielgene infolge der EGLN3-

Depletion konnte durch eine Reduktion der transkriptionellen Aktivität von ChREBP erklärt 

werden. Da die EGLN3 posttranslationale Modifikationen in Form von Prolinhydroxylierungen 

in ihren Zielproteinen katalysiert [61], wurde ChREBP mittels Massenspektrometrie hinsicht-

lich vorhandener Prolinhydroxylierungsstellen untersucht. Dabei konnten insgesamt sechs 

Prolinhydroxylierungen (P141, P212, P370, P392, P414 und P536) in endogenem ChREBP aus 

murinen Lebergewebe eindeutig identifiziert werden [60].  

Jedoch stellt die EGLN3 nicht das einzige Enzym dar, welches Prolinhydroxylierungen in 

Proteinen vollziehen kann. Zu den Prolylhydroxylasen gehören, neben den zwei anderen 

Isoformen EGLN1 und EGLN2, noch zwei weitere Procollagenprolin-Dioxygenasen (Prolyl-

3-Hydroxylase und Prolyl-4-Hydroxylase) [184, 185] sowie eine mit der Membran des endo-

plasmatischen Retikulums assoziierte Form [186].  

Die Procollagenprolin-Dioxygenasen benötigen konservierte X-Prolin-Glycin- und X-Prolin-

Alanin-Motive im Zielprotein, um die Prolinhydroxylierung zu katalysieren [187 – 189]. Sie 

sind essentiell an der Biosynthese des Kollagens beteiligt, indem die Prolinhydroxylierungen 

zur Stabilisierung der Tripelhelix des Kollagens beitragen [184, 185, 190]. Neben Kollagen 

wurden auch andere Zielproteine mit kollagenähnlichen Domänen, wie u. a. das Argonaut-

Protein 2 und das Elastin, identifiziert [189, 191]. Auch das ChREBP besitzt solche kollagen-

ähnlichen Domänen, mit insgesamt sieben X-Prolin-Glycin- und neun X-Prolin-Alanin-

Motiven. Allerdings ließ die massenspektrometrische Untersuchung von endogenem ChREBP 
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aus murinen Lebergewebe in diesen Motiven keine eindeutigen Prolinhydroxylierungen 

nachweisen. Damit scheinen die identifizierten Prolinhydroxylierungen P141, P212, P370, 

P392, P414 und P536 im ChREBP von anderen Enzymen katalysiert zu werden.  

Die EGLNs benötigen, im Gegensatz zu den Procollagenprolin-Dioxygenasen, keine strikten 

Motive für die Prolinhydroxylierung. Zwar findet die Prolinhydroxylierung von HIF in einem 

Leucin-X-X-Leucin-Alanin-Prolin(LXXLAP)-Motiv statt [62], jedoch führten Substitutionen 

innerhalb des LXXLAP-Motivs nur zu geringen Effekten auf die Aktivität der EGLNs. Dabei 

scheint lediglich das Alanin im LXXLAP-Motiv für EGLN1- und EGLN2-vermittelte Prolin-

hydroxylierung von Bedeutung zu sein. Im Fall der EGLN3 konnte sogar gezeigt werden, dass 

die Alanin-Substitutionen gegen Isoleucin, Valin und Serin keine Beeinträchtigung der 

Enzymaktivität aufwies. Generell scheint die EGLN3 ein anderes Profil der benötigten 

Aminosäuresequenzen für die Prolinhydroxylierung als EGLN1 und EGLN2 zu besitzen [192]. 

Die höhere Variabilität in der Aminosäuresequenz der Prolinhydroxylierungsstelle der EGLN3 

könnte eine Erklärung für die Vielzahl der identifizierten Nicht-HIF-Zielproteine sein. Das 

Fehlen eines LXXLAP-Motivs im ChREBP schließt damit ChREBP als potenzielles neues 

Zielprotein der EGLN3 nicht aus. Auch andere Zielproteine der EGLN3, wie die pyruvate 

kinase M2 (PKM2) und der β2-adrenergic receptor, besitzen EGLN3-vermittelte Prolin-

hydroxylierungen, die sich nicht in einem LXXLAP-Motiv befinden [193, 194]. 

Für die Prolinhydroxylierung ist eine Protein-Protein-Interaktion von ChREBP mit seiner 

modifizierenden Prolylhydroxylase Vorrausetzung. Eine Protein-Protein-Interaktion konnte 

bereits zwischen ChREBP und EGLN3 sowie EGLN1, nicht aber für die EGLN2, nach-

gewiesen werden. Um die EGLN3 als ChREBP-modifizierendes Protein zu identifizieren zu 

können, muss ein quantitativer Nachweis der Prolinhydroxylierung im ChREBP in Abhängig-

keit von der EGLN3-Expression erfolgen [60].  

Anhand dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass infolge einer EGLN3-Überexpression das 

Ausmaß der Prolinhydroxylierungen im ChREBP zunahm. Damit ist die Prolinhydroxylierung 

im ChREBP in Abhängigkeit von der EGLN3-Expression dynamisch reguliert. Auch in 

anderen Zielproteinen der EGLN3 konnte die Prolinhydroxylierung in Abhängigkeit von der 

EGLN3-Expression, durch den Einsatz eines Hydroxyprolin-Antikörpers, gezeigt werden 

[193, 195]. Für das EGLN3-Zielprotein PKM2 konnte, wie für ChREBP, auch die EGLN1 als 

weiterer Interaktionspartner nachgewiesen werden. Jedoch zeigten die Autoren, dass die 

Prolinhydroxylierungen im PKM2 spezifisch von der EGLN3 abhängig sind, da weder eine 
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Depletion noch Überexpression der EGLN1 das Ausmaß der Prolinhydroxylierungen im PKM2 

beeinflussten [193]. Diese Untersuchung steht derzeit im Falle für ChREBP noch aus. 

Da bei der Verwendung von überexprimiertem Protein auch künstliche Effekte auftreten 

können [196], wären Untersuchungen von endogen-exprimierten ChREBP in einem physio-

logischeren System sinnvoll. Dabei kann die Anreicherung von endogenem ChREBP-Protein 

mittels Sepharose-Beads gebundenen ChREBP-Antikörpers erfolgen. Jedoch konnte durch den 

verwendeten ChREBP-Antikörper endogenes ChREBP aus primären Maushepatozyten oder 

murinen Lebergewebe nicht eindeutig immunpräzipiert werden, wodurch die Auswirkung einer 

EGLN3-Depletion auf die Prolinhydroxylierungen von endogenem ChREBP nicht untersucht 

werden konnte. 

 

5.4.1 Substitution der Proline an Position 141 und 536 im ChREBP 

Eine verminderte EGLN3-Expression führte in vitro als auch in vivo zu einer Reduktion 

der ChREBP-Proteinmenge. Als Ursache wurde eine verminderte ChREBP-Proteinstabilität 

infolge fehlender Prolinhydroxylierungen im ChREBP vermutet [60]. Auch im Myogenin 

führten die EGLN3-vermittelten Prolinhydroxylierungen zu einer Erhöhung der Protein-

stabilität [70]. Durch diese Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Substitution der 

Proline an Position 141 und 536 im ChREBP die Proteinstabilität nicht beeinflusst. Damit kann 

eine erhöhte Degradation von nicht-hydroxyliertem ChREBP in diesen Positionen ausgeschlos-

sen werden. Trotzdem führte die Substitution der Proline an Position 141 und 536 im ChREBP 

zu einer eingeschränkten (ChREBP-P536A) bzw. stark dezimierten (ChREBP-P141A und die 

Doppelmutante ChREBP-P141,536A) ChREBP-Aktivität bei hohen Glukosekonzentrationen, 

im Vergleich zum ChREBP-Wildtyp(Wt).  

Das Prolin 141 im ChREBP ist in der MCRIII lokalisiert. Es liegt nahe der bekannten 

Bindungsregion des Proteins 14-3-3 (AS 116 bis 135), welches eine Rolle bei der Regulation 

der subzellularen Lokalisation von ChREBP spielt [33, 34]. Die Vermutung liegt nahe, dass die 

Prolinhydroxylierung an Position 141 die Bindung zwischen ChREBP und Protein 14-3-3 

beeinträchtigt. Damit könnte eine fehlende Prolinhydroxylierung an Position 141 die Protein-

Protein-Interaktion zwischen ChREBP und Protein 14-3-3 eher begünstigen, womit ChREBP 

stärker im Zytosol zurückgehalten wird. Dies stellt eine Erklärung für die verminderte nukleäre 

Anreicherung in RetSat-depletierten primären Maushepatozyten dar. Mutationen in der MCRIII 
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außerhalb der Bindungsregion von Protein 14-3-3 ließen zwar bisher keinen Einfluss auf die 

Protein-Protein-Interaktion zwischen ChREBP und Protein 14-3-3 nachweisen, jedoch wurden 

bisher nur Mutationen im N-terminalen Teil der MCRIII (AS 100 bis 115) untersucht [35]. 

Inwieweit der C-terminale Teil der MCRIII (AS 136 bis 145), eingeschlossen des Prolins an 

Position 141, die Protein-Protein-Interaktion zwischen ChREBP und Protein 14-3-3 beeinflusst, 

ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch nicht bekannt. Hierfür könnten Immunpräzipitations-

studien von ChREBP-P141A und Protein 14-3-3 im Vergleich zum ChREBP-Wt angewendet 

werden. Zusätzlich sollte nach Überexpression von ChREBP-P141A in primären Maus-

hepatozyten und anschließender konfokaler Fluoreszenzmikroskopie die Lokalisation im 

Vergleich zum ChREBP-Wt untersucht werden. Hierfür könnten die generierten ChREBP-

Mutanten sowie der ChREBP-Wt mittels adenoviralem Gentransfer zunächst überexprimiert 

werden. Durch den Einsatz eines Anti-Flag-Antikörpers bietet der enthaltene Flag-tag der 

überexprimierten Proteine anschließend die Möglichkeit die Lokalisation, unabhängig vom 

endogen-exprimierten ChREBP, zu betrachten. 

Jedoch erscheint es unwahrscheinlich, dass das Ausmaß der stark dezimierten ChREBP-

Aktivität infolge der fehlenden Prolinhydroxylierung an Position 141 lediglich von einer 

Beeinflussung der zellulären Lokalisation von ChREBP abhängt. Mehrfach konnte bereits 

gezeigt werden, dass eine nukleäre Akkumulation von ChREBP nicht allein für dessen 

transkriptionelle Aktivität ausreicht [34, 89, 197]. Speziell für die MCRII und -III werden 

neben der Regulierung der Lokalisation von ChREBP noch weitere Funktionen vermutet, die 

essenziell für die ChREBP-Aktivierung sind [34]. Ein potenzieller Faktor könnte hier die 

EGLN3-vermittelte Prolinhydroxylierung an Position 141 im ChREBP sein. Die EGLN3 ist im 

Zytosol als auch im Nukleus lokalisiert [198]. Die Prolinhydroxylierung in Position 141 im 

ChREBP könnte damit auch erst nach der nukleären Akkumulation von ChREBP erfolgen und 

damit die DNA-Bindungsfähigkeit in den Promotorregionen der Zielgene von ChREBP 

verstärken. Eine verminderte DNA-Bindungsfähigkeit der generierten ChREBP-Mutanten 

(ChREBP-P141A, ChREBP-P536A und die Doppelmutante ChREBP-P141,536A) könnte 

mittels Chromatin-Immunpräzipitation untersucht werden.  

Der Einfluss der Substitution des Prolins an Position 141 im ChREBP auf dessen Aktivität ist 

sehr stark. Zu beachten ist dabei, dass Mutationen zu Störungen in der Proteinstruktur führen 

können, wodurch es zu einem Funktionsverlust des Proteins kommen kann. Die N-terminalen 

AS 1 bis 250 vom ChREBP lassen drei α-Helixes vermuten (α1: AS 85 bis 95; α2: AS 125 
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bis 135 und α3: AS 170 bis 190) [199], wobei α2 in der Bindungsregion des Protein 14-3-3 und 

damit innerhalb der MCRIII lokalisiert ist. Diese Sekundärstrukturen werden für die spezifische 

Funktion von ChREBP benötigt [33]. Um auszuschließen, dass die stark dezimierte ChREBP-

Aktivität infolge der Substitution des Prolins an Position 141 im ChREBP lediglich auf eine 

Fehlfaltung des ChREBPs beruht, sollten die ChREBP-Mutanten (ChREBP-P141A, ChREBP-

P536A und die Doppelmutante ChREBP-P141,536A) hinsichtlich ihrer Sekundärstruktur 

untersucht werden. Hierfür stehen verschiedene Methoden zur Verfügung, wie u. a. die 

Röntgenstrukturanalyse und Infrarotspektroskopie, wobei die Größe und Komplexität von 

ChREBP die Analyse erschwert. Die unveränderte Proteinstabilität der ChREBP-Mutanten 

(ChREBP-P141A, ChREBP-P536A und die Doppelmutante ChREBP-P141,536A) in der 

Western Blot Analyse weist jedoch nicht auf eine Fehlfaltung hin, da normalerweise fehl-

gefaltete Proteine im Rahmen der Proteinqualitätskontrolle im Proteasom abgebaut werden.  

Das Prolin 536 im ChREBP ist in der prolin-rich region, organisiert in random coil-Struktur, 

des ChREBPs lokalisiert. In random coil-Strukturen tritt häufig die Aminosäure Prolin auf, da 

diese Aminosäure aufgrund eines fehlenden Wasserstoffatoms in der Peptidbindung keine 

Wasserstoffbrücken ausbilden kann. Damit weist diese Domäne keine definierte Sekundär-

struktur auf, wird aber häufig mit Protein-Protein-Interaktionen in Verbindung gebracht [24]. 

Die Substitution des Prolins an Position 536 im ChREBP führte zu einer eingeschränkten 

ChREBP-Aktivität, allerdings in einem geringeren Ausmaß als bei der Substitution von Prolin 

an Position 141. Dies bestätigt sich auch in der Analyse der Doppelmutante (ChREBP-

P141,536A), wodurch die zusätzliche Substitution des Prolins an Position 141 im ChREBP zu 

einer vergleichbaren stark dezimierten ChREBP-Aktivität, wie bei alleiniger Substitution des 

Prolins an Position 141 führte. Möglichweise erschwert die fehlende Prolinhydroxylierung in 

Position 536 im ChREBP die Interaktion mit anderen Proteinen. Im ChREBP konnte eine 

potenzielle nukleäre Rezeptor-Box mit dem Leucin-X-X-Leucin-Leucin(LXXLL)-Motiv 

innerhalb der prolin-rich region identifiziert werden [199]. Interessanterweise befindet sich 

dieses LXXLL-Motiv (AS 538 bis 542) direkt neben der identifizierten Prolinhydroxylierung 

an Position 536 im murinen ChREBP. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass ChREBP 

mit dem nukleären Rezeptor hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNFα) interagiert und dadurch 

die Expression der L-PK bei hohen Glukosekonzentrationen verstärkt wird [193]. Der Einfluss 

des HNFα ist jedoch auf die Expression anderer ChREBP-Zielgene, wie ACC1, FASN und 

SCD1, nur moderat [200]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Promotorregion von ACC1 für 
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das Luziferase Assay zur Bestimmung der ChREBP-Aktivität verwendet. Vermutlich kann 

damit als Ursache für die eingeschränkte ChREBP-Aktivität infolge der fehlenden Prolin-

hydroxylierung an Position 536 im ChREBP, eine Beeinträchtigung der ChREBP-HNFα-

Interaktion ausgeschlossen werden. Generell könnte aber die fehlende Prolinhydroxylierung an 

Position 536 im ChREBP die Bindung von anderen nukleären Rezeptoren, über das LXXLL-

Motiv, beeinträchtigen. 

Bei Betrachtung der ChREBP-Aktivität bei niedrigen Glukosekonzentrationen ist es nicht 

überraschend, dass die Prolin-Substitutionen im ChREBP nicht zu einer glukoseunabhängigen 

Aktivierung von ChREBP führten. Für die Inhibierung der ChREBP-Aktivität bei niedrigen 

Glukosekonzentrationen ist der N-Terminus, welcher die Prolinhydroxylierung an Position 141 

im ChREBP enthält, mit den MCRs essenziell. Eine Deletion der ersten 298 AS führt zu einem 

konstitutiv aktivem ChREBP. Interessanterweise führten Deletionen, die nur einzelne Regionen 

des N-Terminus betrafen, wie die MCRI, -II, -III oder -IV, nicht zu einer glukoseunabhängigen 

Aktivierung von ChREBP [34, 201]. Damit konnte bisher keine MCR eindeutig identifiziert 

werden, die allein für die Inhibierung der ChREBP-Aktivität bei niedrigen Glukose-

konzentrationen verantwortlich ist. Vielmehr scheinen multiple Regionen am N-Terminus die 

Repression von ChREBP zu steuern [36, 201]. Die Autoren von Davies et al. äußern sogar die 

Möglichkeit, dass die MCRV durch eine intramolekulare Interaktion mit MCRI bis -IV die 

Repression von ChREBP bewirkt [201]. Außerdem konnte schon mehrfach gezeigt werden, das 

Intermediate des Glukosestoffwechsel, wie u. a. Glukose-6-Phosphat (G6P), zusätzlich für die 

Aktivierung von ChREBP notwendig sind [53, 202]. Die MCRVI besitzt ein G6P-

Bindungsmotiv, sodass eine allosterische Bindung von G6P im ChREBP vermutet wird [199].  

Die mittels Luziferase-Assays nachgewiesene verminderte ChREBP-Aktivität der ChREBP-

Mutanten zeichnete sich ebenfalls in der Fähigkeit zur Induktion des ChREBP-Zielgens Txnip 

infolge hoher Glukosekonzentration ab. Die ChREBP-Mutanten konnten die Expression von 

Txnip signifikant weniger als der ChREBP-Wt induzieren. Txnip stellt das mit am stärksten 

regulierte ChREBP-Zielgen dar und dessen Expression wird im Gegensatz zu Genen der 

Glykolyse und Fettsäuresynthese nicht gleichzeitig durch andere relevante hepatische 

Transkriptionsfaktoren reguliert [20, 21]. Zusätzlich wurde ein ChREBP-defizientes System 

verwendet, wodurch der Einfluss von vorhandenen endogenem ChREBP auf die Induktion der 

Txnip-Expression ausgeschlossen werden kann. Als ChREBP-defizientes System wurde die 

murine Hepatozytenzelllinie AML12 verwendet, in der mittels CRISPR/Cas9-Technik eine 
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Inaktivierung des ChREBP-Gens erreicht werden konnte (ChREBP-defiziente AML12-Zellen). 

Zusätzlich zum Verlust von ChREBP in den ChREBP-defizienten AML12-Zellen konnte eine 

stark reduzierte Induktion der Txnip-Expression im Vergleich zu in AML12-Zellen mit 

intaktem ChREBP gezeigt werden. Da der Einsatz der CRISPR/Cas9-Technik zu sogenannten 

off-target Mutationen führen kann, sollte diese Untersuchung in einem weiteren ChREBP-

defizienten AML12-Klon wiederholt werden. 

In der Negativkontrolle pMSCV ließ sich eine geringe Zunahme der ChREBP-Aktivität sowie 

eine geringe Induktion des ChREBP-Zielgens Txnip infolge der ansteigenden Glukose-

konzentration nachweisen. In beiden Untersuchungen beruht dies vermutlich auf einer 

Aktivierung von MondoA, einem weiteren glukoseabhängigen Transkriptionsfaktor der Mondo 

Familie. Im Gegensatz zu ChREBP wird MondoA vorwiegend im Skelettmuskel exprimiert 

und induziert dort ebenfalls glukoseabhängig die Expression seiner Zielgene, wie u. a. Txnip 

[203, 204]. Da jedoch auch MondoA in anderen Organen, wie der Leber und Niere, in geringen 

Mengen exprimiert wird, könnte dies die nachgewiesene Hintergrundaktivität von dem Leer-

vektor pMSCV erklären. 

Die Substitution der Proline an Position 141 und 536 im ChREBP beeinflusst nicht die in 

Vorarbeiten nachgewiesene ChREBP-EGLN3-Proteininteraktion. Für das Prolin an 

Position 141 war dieser Effekt nicht unerwartet, da bereits in Vorarbeiten gezeigt werden 

konnte, dass die N-terminalen 238 AS des ChREBPs für die Interaktion von ChREBP und 

EGLN3 nicht notwendig sind [60]. Eine Erklärung hierfür könnte in weiteren Prolin-

hydroxylierungsstellen im ChREBP liegen. Auch andere Zielproteine der EGLN3 weisen 

multiple EGLN3-vermittelte Prolinhydroxylierungsstellen auf [193 – 195, 205].  

 

5.4.2 RetSat als potentieller Regulator der EGLN3-Aktivität  

Die EGLN3 katalysiert die Hydroxylierung von Prolinresten in Zielproteinen, wobei 

2-Oxoglutarat und Sauerstoff zu Succinat und Kohlenstoffdioxid umgesetzt werden [61]. 

Neben einer ausreichenden Sauerstoffkonzentration benötigt die EGLN3 als weiteren Co-

Faktor Eisen [206]. Neuere Studien lassen eine Rolle der RetSat im Eisenmetabolismus 

vermuten. Zum einen führt ein Eisenmangel im Muskel zu einer signifikanten Hochregulation 

der RetSat-Expression [207], zum anderen wird die RetSat mit der Entstehung von oxidativen 

Stress assoziiert [208, 209], welcher durch hohe Eisenkonzentrationen verstärkt wird [210]. Es 
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wäre denkbar, dass eine hepatische RetSat-Depletion zu Einschränkungen in der Eisen-

verfügbarkeit in der Zelle führt, wodurch die EGLN3-Aktivität gehemmt wird. Eine 

quantitative Bestimmung vom Eisengehalt in RetSat-depletierten Mauslebern oder primären 

Maushepatozyten würde einen Zusammenhang belegen. 

Andererseits sollte eine Reduzierung der Eisenkonzentration in der Zelle auch die beiden 

anderen Isoformen EGLN1 und EGLN2 in ihrer enzymatischen Funktion beeinträchtigen. Eine 

Beeinträchtigung der Aktivität der drei EGLNs führt infolge fehlender Prolinhydroxylierungen 

im HIF, zu dessen Stabilisierung und Akkumulation. Damit verbunden ist dessen erhöhte 

nukleäre Lokalisation und die Induktion der Zielgene [67, 211]. Insbesondere die EGLN1 wird 

bei ausreichender Sauerstoffkonzentration als Hauptregulator von HIF betrachtet [212]. Eine 

erhöhte HIF-Aktivität konnte jedoch in RetSat-depletierten primären Maushepatozyten nicht 

bestätigt werden. Dies lässt vermuten, dass die EGLN1 und EGLN2 noch ausreichend 

Prolinhydroxylierungen im HIF vollziehen [19]. Obwohl die EGLNs sich hinsichtlich ihrer 

Eigenschaften und Funktionen ähneln, lassen Unterschiede im Expressionsmuster, der 

Proteinstabilität und subzellularen Lokalisation auf eine funktionelle Diversität der EGLNs 

schließen. Im Falle der EGLN3 konnte gezeigt werden, dass dessen mRNA Expression und 

Proteinlevel bei ausreichender Sauerstoffkonzentration signifikant unter dem von EGLN1 und 

EGLN2 liegen [212, 213], was einer wichtigen Rolle in der Prolinhydroxylierung von HIF bei 

ausreichender Sauerstoffkonzentration widerspricht. Die zusätzlich identifizierten Zielproteine 

der EGLN3 zeigen eine Beteiligung der EGLN3 an Prozessen außerhalb des HIF-Signalweges. 

Eine Erklärung für die alleinige verminderte EGLN3-Aktivität infolge der RetSat-Depletion 

könnte in einer unterschiedlichen Eisensensitivität der EGLNs sowie in der geringeren 

vorherrschenden Proteinmenge der EGLN3 begründet sein. Interessant wäre in diesem 

Zusammenhang die Untersuchung eines Langzeiteffekts einer hepatischen RetSat-Deletion in 

homozygoten RetSat-Mäusen, da ein längerer bestehender Eisenmangel auch die EGLN1- und 

EGLN2-Aktivität betreffen könnte. 

In mehreren vorrausgegangen Studien konnte bereits ein Zusammenhang zwischen dem Eisen- 

und Glukosemetabolismus gezeigt werden, und exzessive Eisenwerte werden mit metabo-

lischen Erkrankungen, wie der NAFLD/NASH, assoziiert [214, 215]. Obwohl Eisen als 

Kofaktor vieler Proteine essentiell ist, führen hohe Eisenkonzentrationen vermehrt zur Bildung 

von Hydroxyradikalen aus Wasserstoffperoxid. Insbesondere Lipide sind empfindlich gegen-

über Hydroxyradikalen, die durch Lipidoxidation dessen Degradation bewirken. Dabei 
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entstehen reaktive Produkte, die oxidativen Schaden anrichten und zum Fortschreiten einer 

NAFLD beitragen [215]. Da eine Überexpression der RetSat zu vermehrtem oxidativen Stress 

führte [208], könnte dies in einer Erhöhung der intrazellulären Eisenkonzentration begründet 

sein. Im Gegensatz dazu führte ein Eisenmangel zu einer verminderten hepatischen Lipid-

aufnahme aus der Peripherie [216, 217] sowie zusätzlich zu einer reduzierten hepatischen 

Lipogenese [218]. Eine Erklärung hierfür könnte eine verminderte ChREBP-Aktivität infolge 

fehlender EGLN3-vermittelter Prolinhydroxylierungen sein. Eine Involvierung der RetSat im 

hepatischen Eisenmetabolismus stellt damit eine potentielle Erklärung für eine Beeinflussung 

der enzymatischen Aktivität der EGLN3 dar. 
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6 Zusammenfassung 

Die Retinol Saturase (RetSat) stellt einen neuen Regulator des hepatischen Glukose- und 

Lipidstoffwechsels dar. Durch Beeinflussung der Aktivität des glukoseaktivierten Trans-

kriptionsfaktors carbohydrate response element-binding protein (ChREBP) in der Leber, ist die 

RetSat mit an der Aufnahme von Kohlenhydraten und dessen Umwandlung zu Lipiden 

beteiligt. Der zugrundeliegende Mechanismus ist bisher noch nicht bekannt. Jedoch scheint die 

egg laying defective nine homolog 3 (EGLN3), ein durch RetSat-reguliertes proteinmodifi-

zierendes Enzym, die ChREBP-Aktivität durch potentielle Prolinhydroxylierungen maßgeblich 

zu beeinflussen. 

Die vorliegende Arbeit soll zu einem erweiterten Verständnis der physiologischen Funktion der 

RetSat in der Leber beitragen und den zugrundeliegenden Mechanismus der RetSat-ChREBP-

Interaktion aufdecken. Insbesondere die identifizierten Prolinhydroxylierungen im ChREBP 

sollen hinsichtlich einer regulatorischen Funktion untersucht werden. Im Rahmen dessen soll 

eine hepatische RetSat-Depletion in adipösen Mäusen untersucht und primäre Maus-

hepatozyten für Translokationsstudien von endogenem ChREBP verwendet werden. Um eine 

Aussage über eine Relevanz der RetSat im Glukose- und Lipidstoffwechsel im Menschen zu 

treffen sollen humane Leberproben analysiert werden. Mittels zielgerichteter Mutagenese 

sollen die Prolinhydroxylierungen an Position 141 und 536 im ChREBP in verschiedenen 

Zelllinien (HEK293, AML12) untersucht werden. Zusätzlich soll eine neue konditionale RetSat 

knockout-Mauslinie generiert werden. 

Die RetSat ist an der Entstehung einer hepatischen Steatose beteiligt. So führte eine RetSat-

Depletion in adipösen Mäusen zur Reduktion des Leberlipidgehaltes und damit zur 

Verbesserung der durch Hochfettdiät-induzierten hepatischen Steatose. Außerdem zeigten 

Mäuse mit hepatischer RetSat-Depletion eine verbesserte Glukosetoleranz. In humanen 

Leberproben konnte zusätzlich eine positive Korrelation zwischen RETSAT-Expression und 

dem Schweregrad einer bestehenden Steatose sowie dem Body-Mass-Index gezeigt werden. Als 

Ursache für die verminderte ChREBP-Aktivität infolge einer RetSat-Depletion konnte, durch 

konfokale Fluoreszenzmikroskopie von endogenem ChREBP, eine verminderte nukleäre 

Anreicherung in primären Maushepatozyten nachgewiesen werden. Zusätzlich konnte die 

Prolinhydroxylierung an Position 141 und 536 im ChREBP als eine neue regulatorische 

posttranslationale Modifikation identifiziert werden. Die Substitution der Proline an Position 
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141 und 536 im ChREBP ließen eine eingeschränkte (P536) bzw. stark dezimierte (P141) 

ChREBP-Aktivität nachweisen. Die neue konditionale RetSat knockout-Mauslinie konnte 

erfolgreich generiert und die Funktionalität durch eine induzierte RetSat-Deletion in der Leber 

bereits bestätigt werden. Damit steht diese Mauslinie in Zukunft für Kurz- und Langzeitstudien 

einer RetSat-Deletion in beliebigen Organen zur Verfügung.  

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die verminderte ChREBP-Aktivität infolge einer 

RetSat-Depletion von EGLN3 abhängig ist. Durch eine RetSat-Depletion könnte die prolin-

hydroxylierende Eigenschaft der EGLN3 abgeschwächt sein, wodurch die ChREBP-Aktivität 

infolge fehlender Prolinhydroxylierungen an Position 141 und 536 vermindert ist. Da metabo-

lische Erkrankungen, wie Diabetes mellitus Typ 2 und NAFLD, häufig mit einer verstärkten 

ChREBP-Aktivität in der Leber assoziiert sind, könnte eine Inhibition der hepatischen RetSat 

therapeutischen Nutzen zur Behandlung einer hepatischen Steatose, Dyslipidämien sowie einer 

Hyperglykämie haben. 
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7 Summary 

Retinol Saturase (RetSat) is a new regulator of hepatic glucose and lipid metabolism. RetSat 

influences the activity of the glucose-activated transcription factor carbohydrate response 

element-binding protein (ChREBP) in the liver. Thus, RetSat is involved in the uptake of 

carbohydrates and their conversion into lipids. The underlying mechanism is not yet known. 

However, the egg laying defective nine homolog 3 (EGLN3), a protein-modifying enzyme 

regulated by RetSat, appears to significantly influence ChREBP activity through potential 

proline hydroxylations. 

The present work aims to contribute to a better understanding of the physiological functioning 

of RetSat in the liver and to uncover the underlying mechanism of RetSat-ChREBP interaction. 

In particular, the identified proline hydroxylations in the ChREBP will be investigated with 

respect to their regulatory function. In this context, a hepatic RetSat depletion in obese mice 

will be investigated and primary mouse hepatocytes will be used for translocation studies of 

endogenous ChREBP. Human liver samples will be analyzed to determine the relevance of 

RetSat in human glucose and lipid metabolism. Using targeted mutagenesis, proline 

hydroxylations of proline 141 and 536 in the ChREBP in different cell lines (HEK293, AML12) 

will be investigated. In addition, a new conditional RetSat knockout mouse line will be 

generated. 

RetSat contributes to the development of hepatic steatosis. RetSat depletion in obese mice led 

to a reduction in liver lipid content, and thus, to an improvement in hepatic steatosis caused by 

a high-fat diet. In addition, mice with hepatic RetSat depletion showed improved glucose 

tolerance. In human liver samples RETSAT expression is positively correlated to the degree of 

steatosis as well as the body mass index. Confocal fluorescence microscopy of endogenous 

ChREBP showed that the reduced ChREBP activity due to RetSat depletion was caused by the 

reduced nuclear translocation in primary mouse hepatocytes. In addition, proline hydroxylation 

on positions 141 and 536 in the ChREBP were identified as a new regulatory posttranslational 

modification. The substitution of Proline 141 and 536 in the ChREBP showed a limited (P536) 

or strongly decimated (P141) ChREBP activity. The new conditional RetSat knockout mouse 

line was successfully created as demonstrated by an induced RetSat deletion in the liver. Thus, 

this mouse line will be available for short- and long-term studies of a RetSat deletion in any 

organ.  
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The results indicate that the decreased ChREBP activity due to RetSat depletion is dependent 

on EGLN3. RetSat depletion may attenuate the proline hydroxylating property of EGLN3, 

resulting in lower ChREBP activity due to lack of proline hydroxylation at positions 141 

and 536. Since metabolic diseases such as diabetes mellitus type 2 and NAFLD are often 

associated with increased ChREBP activity in the liver, inhibition of hepatic RetSat may have 

therapeutic benefits in the treatment of hepatic steatosis, dyslipidemia and hyperglycemia. 
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