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Einleitung

1 Einleitung und Aufgabenstellung

Um ihren Energiehaushalt im Gleichgewicht zu halten, mussen lebende Organismen ihren Meta-
bolismus kontinuierlich an Qualitat und Quantitét der verfugbaren Nahrung anpassen [1]. Weil in
Fastenperioden die Energieaufnahme nicht zur Erfullung der Energieanforderungen ausreicht,
muss in Perioden mit ausreichendem Energieangebot Uberschissige Energie in speicherbare
Formen verwandelt werden [2]. Bei S&ugetieren stellen Triacylglycerine (TAG) die Hauptspei-
cherform fir die langfristige Energiespeicherung dar [2].

Essentiell fur die Aufrechterhaltung der Energiehomdostase ist bei Sdugetieren die Leber. Sie hat
die Fahigkeit, aufgenommene Kohlenhydrate zu Glucose abzubauen und diese nach Polymerisie-
rung als Glycogen zu speichern. Sind die hepatischen Glycogenspeicher nach einer kohlenhy-
dratreichen Mahlzeit gefullt, baut die Leber Gberschissige Glucose in der Glycolyse zu Pyruvat
und weiter zu Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) ab. Acetyl-CoA dient als Substrat fur die De
novo-Lipogenese (DNL), die Neu-Synthese von Fettsauren. Im Anschluss kénnen die Fettséduren
zusammen mit einem Glycerolgerust zu TAG synthetisiert werden. Die zur Herstellung von
TAG verwendeten Fettsduren konnen aufler der hepatischen DNL auch dem Pool an nicht-
veresterten Fettsdauren (NEFA) im Blutplasma entstammen; dieser setzt sich einerseits aus Fett-
séuren zusammen, die durch Lipolyse im Fettgewebe freigesetzt oder im Fettgewebe neu synthe-
tisiert wurden, andererseits aus Uber die Nahrung aufgenommenen Fettsduren. Synthetisierte
TAG werden in der Leber gespeichert, zu einem spateren Zeitpunkt in der Beta-Oxidation abge-
baut oder, verpackt in VLDL, in andere Gewebe exportiert, wo sie als Energielieferanten dienen
oder, besonders im Fettgewebe, als TAG gespeichert werden [3]. In Fastenzeiten halt die Leber
die Glucose-Produktion durch Glycogenolyse und Gluconeogenese aufrecht, da insbesondere das
Gehirn auf Glucose angewiesen ist, oder sie produziert alternative Energiequellen in Form von
Ketonkdrpern, wéhrend Stoffwechselwege, die Glucose verbrauchen, wie Glycolyse, Glycogen-
synthese und Lipogenese, supprimiert werden [1, 4]. Glucose spielt im Organismus eine essen-
tielle Rolle, vor allem als Energielieferant — durch Glycolyse und oxidative Phosphorylierung
entstent Adenosin-Triphosphat (ATP) — und als Hauptquelle fir Acetyl-CoA zur Synthese von
Fettsduren [2, 5].
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Abbildung 1: Stoffwechselwege von Glucose in der Leber (nach [3]).
Abkirzungen, sofern nicht im Abkurzungsverzeichnis aufgefiihrt: 6PG = 6-Phospho-Gluconolacton; F6P
= Fructose-6-Phosphat; GP = Glycogen-Phosphorylase; GS = Glycogen-Synthase; P = Phosphat; PEP =

Phosphoenolpyruvat.

Fur die Konversion von Kohlenhydraten in TAG, an der u. a. Glycolyse, Lipogenese und Pento-
sephosphatweg (PPP) beteiligt sind, spielen viele Enzyme und Faktoren eine Rolle, die gut koor-
diniert werden missen. Akut wird die katalytische Aktivitdt von Enzymen v. a. auf posttransla-
tionaler Ebene reguliert: durch kovalente Mechanismen wie z. B. Phosphorylierung und/oder
durch allosterische Mechanismen (Veranderungen der Konformation) [1]. Langfristig werden
Enzyme hauptsachlich Gber ihre zelluldre Konzentration reguliert; diese wird durch die Trans-
kriptions- und Translationsrate sowie den Abbau der mRNA und des Proteins beeinflusst [1].
Die Induktion von Enzymen auf der Transkriptions-Ebene (Genexpressions-Ebene) wird durch
Transkriptionsfaktoren gesteuert [6]. Fur eine maximale Transkription vieler an Glycolyse und
Lipogenese beteiligter Enzyme sind sowohl Glucose als auch das Hormon Insulin, das bei stei-
gendem Blutzuckerspiegel sezerniert wird, notwendig [3].

Glucose gelangt tber den insulinunabhangigen Glucose-Transporter 2 (GLUT2) in die Leber.

Dort wird sie durch Glucokinase zu Glucose-6-Phosphat (G6P) umgewandelt; ausgehend von
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G6P kann Glucose in die Glycolyse, die Glycogensynthese oder den PPP eingeschleust werden.
Der Mediator einer hohen zelluldren Glucosekonzentration ist der Transkriptionsfaktor Carbo-
hydrate responsive element binding protein (ChREBP). ChREBP ist sowohl fur die basale als
auch fur die durch Kohlenhydrate induzierte Transkription vieler Enzyme der Glycolyse und
Lipogenese in der Leber notwendig und spielt eine zentrale Rolle fiir die Koordination von Glu-
cose-Metabolismus, Fettsdure- und TAG-Synthese [6]. Die Mediatoren vieler Effekte von Insu-
lin sind die Transkriptionsfaktoren Sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c) und
Forkhead box O (FOXO).

ChREBP wird zu den sogenannten ,thrifty genes* gezéhlt [7]. Die ,, Thrifty gene“-Hypothese
wurde angesichts der heutigen weltweit hohen Pravalenz von Ubergewicht aufgestellt. Sie ver-
mutet, unter dem Druck der Evolution habe die wiederholte Konfrontation mit Zeiten von Nah-
rungsknappheit und Zeiten von Nahrungsiberfluss dazu gefiihrt, dass das menschliche Genom
einen sparsamen (,,thrifty*) Modus entwickelt habe, um Energie mdglichst effizient metabolisch
zu nutzen [8]. Dazu gehore z. B. die effiziente Speicherung tberschussiger Néhrstoffe als Fett,
um einen zukinftigen potentiellen Nahrungsmangel zu tberbriicken [8]. In friiheren Zeiten war
ein ,thrifty“-Genotyp vorteilhaft, weil dieser in Zeiten von Nahrungsiberfluss eine bessere Ver-
wertung der Nahrung und einen schnelleren Aufbau von Energiereserven in Form von Fett ge-
wahrleistete und somit in Zeiten von Nahrungsknappheit einen Uberlebensvorteil bot [7]. Das
fihrte im Laufe der Evolution zur Selektion dieser Genotypen [9]. Im heutigen Zeitalter hat sich
allerdings eine drastische Anderung des Lebensstils vollzogen. Bei ,,modernen“ Menschen fiih-
ren eine hohe Kalorienaufnahme und korperliche Inaktivitat in Verbindung mit genetischer Sus-
zeptibilitat in Form des ,,thrifty“-Genotyps zur exzessiven Akkumulation von Lipiden [7, 8]. Die
Tréger dieser Genotypen werden zunehmend benachteiligt, weil sie zur Entwicklung von chroni-
schem Ubergewicht/Adipositas und damit assoziierten metabolischen Erkrankungen wie arteriel-
ler Hypertonie, Hypertriglyceriddmie, Hypercholesterindmie, Insulinresistenz bzw. Diabetes
mellitus Typ 2 pradisponiert sind — ein Symptomenkomplex, der als metabolisches Syndrom
bezeichnet wird und einen wesentlichen Risikofaktor zur Entstehung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen darstellt [10]. In hohem Malle damit assoziiert ist die Nicht-alkoholische Fett-
leber-Erkrankung (Non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD), die durch eine exzessive Akku-
mulation von TAG in der Leber gekennzeichnet ist. Die genannten Erkrankungen gehoren welt-
weit zu den ernstesten Gesundheitsproblemen in Landern mit sogenanntem westlichem Lebens-
stil — in den USA beispielsweise sind Studien zufolge ca. zwei Drittel aller Erwachsenen (ber-
gewichtig oder adipds; aber auch in sogenannten Entwicklungslandern steigt die Prévalenz dieser

Erkrankungen [6, 8]. Die Anderungen des Lebensstils haben sich offensichtlich schneller vollzo-
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gen, als die genetische Evolution voranschreiten konnte [11].

Aufgrund seiner Bedeutung fur die Lipogenese wird vermutet, der Transkriptionsfaktor ChREBP
gehore zu den ,,thrifty genes”, da eine Dysregulation von ChREBP an der Entstehung von meta-
bolischem Syndrom und NAFLD beteiligt sein kann [2, 7, 12]. Eine Beeinflussung von ChREBP
konnte theoretisch ein wichtiges Ziel in der Therapie dieser Erkrankungen darstellen. Fir die
Entwicklung zukinftiger Therapiemdoglichkeiten ist weitere Forschung tiber Funktion und Regu-
lation von ChREBP sowie Uber dessen Zusammenspiel mit anderen an den genannten Stoff-

wechselwegen beteiligten Transkriptionsfaktoren unerlésslich.

1.1 ChREBP (Carbohydrate responsive element binding protein)

ChREBP ist ein Transkriptionsfaktor, also ein Protein, das die Transkription bestimmter Zielge-
ne durch Beeinflussung der RNA-Polymerase regulieren kann. Es bindet an die DNA und akti-
viert oder reprimiert die Promotoren seiner Zielgene; teilweise (bt es auch Einfliisse auf andere
Transkriptionsfaktoren aus. Dadurch ist ChREBP in der Lage, Expression und Menge der von
seinen Zielgenen codierten Proteine und Enzyme zu regulieren. ChREBP wird v. a. in der Leber
exprimiert und ist ein zentraler Regulator von Enzymen der Glycolyse und Lipogenese. Kohlen-
hydrate sind an der Aktivierung von ChREBP beteiligt, woher der Name ,,Carbohydrate respon-
sive®, ,,auf Kohlenhydrate reagierend*, stammt.

1.1.1 Gen

Das Gen fir ChREBP liegt beim Menschen auf dem Chromosomen-Abschnitt 7q11.23 [13]. Es
umfasst 38347 Basenpaare und enthdlt 17 Exons [13]. Die mRNA von ChREBP enthélt 3288
Basenpaare [14]. Durch Transkription des Gens kdnnen 15 verschiedene mRNA-Varianten ent-
stehen, davon elf durch alternatives Splicing und vier nicht gespleif3te Formen, initiiert von alter-

nativen Promotoren [15].
1.1.2 Protein

ChREBP wird besonders stark in der Leber exprimiert. Es kommt in niedrigerer Konzentration
auch in Fettgewebe, Darmtrakt, Niere und Skelettmuskulatur vor, auflerdem in pankreatischen
Beta-Zellen sowie in bestimmten Gehirnregionen wie dem Hypothalamus [12, 16]. Die elf gesp-
leildten und zwei der nicht gespleifiten Varianten der mRNA von ChREBP codieren fiir insge-
samt 15 unterschiedliche Isoformen des ChREBP-Proteins, die sich hinsichtlich Lange und Ge-
webeverteilung unterscheiden [15].

Die in der Leber pradominante und langste Isoform des ChREBP-Proteins ist die Isoform a. Sie
besteht beim Menschen aus 852 Aminoséuren und hat ein Molekulargewicht von ca. 92,942 kDa
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[17]. Die Aminosduresequenzen von ChREBP bei Mensch, Ratte und Maus sind zu 82 % iden-
tisch [12].

Synonyme fur ChREBP sind ,,Williams Beuren syndrome chromosomal region 14 protein®
(WBSCR14-Protein), Mondo B, ,,Max-like protein X-Interactor” und ,,Max-like protein X inter-
acting protein like* (MLXIPL).

PKA
PKA AMPK J
\ y P3 Thr-653
P1: Ser-196 P4: Ser-556
@ Prolin-reiche @ ZIP-like
NES NLS Doméne bHLH ZIP_ Domaéne
ChREBP | N
Aminosauren -> 0 200 400 600
. LID . GRACE |
| GSM |

ZI1P-like
bHLH-ZIP Domane

Abbildung 2: Struktur des humanen ChREBP-Proteins, Isoform a (nach [3, 16]).
GRACE: AS 197-298; LID: AS 1-197. Es sind drei Phosphorylierungsstellen markiert (siehe Abschnitt
1.1.4.1): P1: Serin-196, P4: Serin-556, P3: Threonin-653.

ChREBP gehort zur Familie der ,,Basic helix-loop-helix-leucine zipper”-Transkriptionsfaktoren
(bHLH-LZ). Eine HLH-Doméne ist durch zwei Alpha-Helices charakterisiert, die durch einen
Bogen (,,loop*) verbunden sind. Basische Leucin-Zipper-Doménen bestehen aus einer Alpha-
Helix, bei der Leucin jede siebte Aminosdure bildet. Das bHLH-LZ-Motiv von ChREBP ist es-
sentiell fur die Fahigkeit des Proteins zur Heterodimerisation und zur DNA-Bindung [18]. Wei-
terhin weist ChREBP eine ,,Leucine zipper-like-Doméne“ (Zip-like-Doméne) und eine Poly-
prolin-Doméne auf [19].

Fur die Regulation von ChREBP wichtige Doméanen sind das Nucleus-Lokalisations-Signal
(NLS) und das Nucleus-Export-Signal (NES), die beide in der aminoterminalen Region von

ChREBP liegen; diese Region scheint eine wichtige Rolle fur die Regulation der subzellularen




Einleitung

Lokalisation sowie der Transkriptionsaktivitat zu spielen [20-22]. Das NLS ist fur den Transport
von ChREBP in den Nucleus zustandig, das NES fiir den Export aus dem Nucleus.

ChREBP, auch als Mondo B bezeichnet, ist Mitglied der Mondo-Familie von Transkriptionsfak-
toren. Sowohl Mondo A als auch ChREBP werden durch erhdhte Glucosekonzentration aktiviert
und weisen Ahnlichkeiten in der Sequenz auf; sie unterscheiden sich aber in der Gewebevertei-
lung, Funktion und Regulation: Mondo A wird v. a. im Skelettmuskel exprimiert, aktiviert v. a.

Enzyme der Glycolyse und besitzt keine Phosphorylierungsstellen [22, 23].

1.1.3 Funktion

Nach Transport in den Nucleus und Aktivierung (siehe Abschnitt 1.1.4.1) bindet ChREBP an
»,Carbohydrate Responsive Element* (ChoRE)-Motive in den Promotoren seiner Zielgene und
aktiviert deren Transkription durch Beeinflussung der RNA-Polymerase. ChREBP induziert v. a.
Gene fir Enzyme, die an der Glycolyse, an der Lipogenese — der Synthese von Fettsduren aus
Acetyl-CoA — sowie an der Synthese von TAG — aus Fettsduren und Glycerol, zur langfristigen
Speicherung von Fett — beteiligt sind. Erganzend zur Glycolyse induziert ChREBP auch Gene
fur Glucose-Transporter, flir Enzyme zum Abbau von Fructose und flr die Glycogen-Synthese
[4]. Zur Unterstltzung der Lipogenese induziert ChREBP Enzyme fur den PPP und Malat-
Enzym, die das fiir die Fettsiure-Synthese notwendige NADPH + H” liefern, sowie Enzyme des
Citratzyklus, der zur Entstehung von Acetyl-CoA, dem Substrat fur die Fettsaure-Synthese, flihrt
[4]. Weitere Ziele von ChREBP sind Enzyme zur Synthese von Lipoproteinen und Enzyme fur
die Modifikation von Fettsduren durch Elongation und Desaturierung [4, 24].

Die meisten Gene scheinen durch ChREBP induziert, einige wenige Gene supprimiert zu werden
[4]. Es folgen einige Beispiele fiir Zielgene von ChREBP.

Stoffwechselweg Beispiele fur Zielgene von ChREBP-MIx

Glucose-Transport Glucosetransporter 2 (GLUTZ2; insulinunabhéngig, Expression in

Hepatocyten und Beta-Zellen des Pankreas)
Glucosetransporter 4 (GLUT4; insulinabhéngig, Expression in Adi-

pocyten und Skelettmuskelzellen)

Glucose- und Fructose- | Aldolase B*

Abbau Glucose-6-Phosphat-lsomerase!

Leber-spezifische Pyruvatkinase? (L-PK)

Pyruvat-Dehydrogenase, Untereinheit B* (PDHB; generiert Acetyl-

CoA aus Pyruvat, verbindet Glycolyse und Citrat-Zyklus)
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Fructokinase/Ketohexokinase' (Expression u. a. in Hepatocyten;

bildet den ersten Schritt zur Verwertung von Fructose)

Fettsdure-Synthese

Acetyl-Coenzym A-Carboxylase o (ACC; Expression der Isoform

a in Hepatocyten und Adipocyten)
Acetyl-Coenzym A-Synthetase™®* (AcCS; generiert Acetyl-CoA

aus Acetat [nicht aus Pyruvat wie die PDH])
ATP-Citrat-Lyase"** (ACL; Enzym des Citrat-Shuttles, der Acetyl-
CoA ins Cytosol transportiert)

Fettséure-Elongase 2'° (Elovl 2)

Fettsaure-Elongase 6° (Elovl 6)

Fettsaure-Synthase® (FAS)

Spot 14 (S14; stimuliert die Lipogenese)

Stearoyl-Coenzym A-Desaturase-1/A-9-Desaturase® (SCD-1/A9D;

Synthese von einfach ungesattigten aus geséttigten Fettsauren)

Bildung von NADPH +
H* (notwendig fur die
Fettsdure-Synthese) im
Pentosephosphatweg und

durch Malat-Enzym

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase® (G6PDH; Schliisselenzym des

oxidativen Teils des Pentosephosphatwegs)

Transketolase

Malat-Enzym® (generiert Pyruvat und NADPH + H* aus Malat und
NADP")

Malat-Dehydrogenase 1 (wandelt Oxalacetat in Malat um und lie-

fert damit das Substrat fiir Malat-Enzym)

Synthese und Transport

von Triacylglycerinen

Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase 1 (GPDH1; generiert Glyce-
rol-3-Phosphat fiir die TAG-Synthese)
Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase®® (GPAT; Schliisselenzym

der TAG-Synthese, katalysiert die Veresterung von Glycerol-3-
Phosphat und Acyl-CoA zu 1-Acyl-Glycerol-3-Phosphat)
Mikrosomales Triacylglycerin-Transferprotein (MTTP, Synthese

der Apolipoprotein B-enthaltenden Lipoproteine VLDL und LDL)

Glycogen-Synthese

Glycogen-Synthase 2

Metabolische Regulatoren

Thioredoxin-Interaktionsprotein (TXNIP; moduliert den zelluldren

Redox-Status und beeinflusst die Apoptose)
Go-G; switch gene 2 (G0S2; fordert die Apoptose)

Adiponectin-Rezeptor 2' (Expression in Hepatocyten und Skelett-
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muskelzellen; Adiponectin ist ein Adipocytokin mit anti-

inflammatorischer und insulinsensitivierender Wirkung)

Tabelle 1: Auswahl durch ChREBP induzierter Zielgene (nach [4, 19, 24-29]).

'Eine Induktion durch ChREBP fiir diese Enzyme und Faktoren wird in einer Studie beschrieben, die eine
erhdhte Expression nach Glucosestimulation und eine erniedrigte nach Knockout von MIx feststellte [4].
®Firr die Transkription von L-PK wird in vielen Studien ChREBP als alleiniger Aktivator angenommen
[16, 25, 26]. Teilweise wird Hepatic nuclear factor-4o. (HNF-4a) eine Rolle fir die maximale Induktion
von L-PK zugeschrieben [30].

*Diese Enzyme werden nach derzeitiger Studienlage durch ChREBP-MIx und SREBP-1c zusammen re-
guliert. ACC, FAS und SCD-1 werden eventuell zusétzlich direkt durch LXR induziert [25, 31], Elovl6
und SCD-1 zusatzlich durch PPARa. [24].

“AcCS und ACL werden einigen Studien zufolge nicht durch ChREBP induziert, sondern nur durch
SREBP-1c [25, 29].

*Der Einfluss von ChREBP auf GPAT wird kontrovers diskutiert: Teilweise wird SREBP-1c als einziger
Regulator von GPAT beschrieben [25], teilweise wird Giber ChoRE im Gen von GPAT berichtet [27].

ChREBP reguliert und koordiniert den Glucose-, Fettsdure- und TAG-Metabolismus der Leber
sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach Induktion durch Kohlenhydrate [6, 22]. Als
sogenanntes ,,thrifty gene“ sorgt ChREBP fiir die Konversion von nicht direkt benétigten Koh-
lenhydraten in TAG und ist somit ein wichtiger Faktor fir die Speicherung von Energie im Or-
ganismus [22]. ChREBP-MIx ist an schatzungsweise 50 % der durch Glucose aktivierten Tran-
skriptionsprozesse in Leberzellen beteiligt [23]. Weiterhin soll ChREBP laut Studienlage etwa
50 % der hepatischen Lipogenese kontrollieren, und die meisten lipogenen Gene sollen ChoRE
enthalten, was ChREBP zu einem zentralen Transkriptionsfaktor der Leber macht [3, 32].
Werden Fettsduren aus Substraten synthetisiert, die aus Nicht-Lipiden wie Kohlenhydraten oder
Aminosauren gewonnen wurden, spricht man von De novo-Lipogenese (DNL) [32, 33]. Neben
der Energiespeicherung haben Fettsdauren weitere wichtige Aufgaben im Organismus: Sie sind
Bestandteile der Zellmembran (Membranlipide), dienen als Vorlaufer fir intrazellulare Signal-
molekile (Eicosanoide) und kdénnen mit Cholesterin-Molekilen verestert werden, die ihrerseits
wichtige Funktionen als Vorlaufer von Steroidhormonen, Vitaminen und Gallensalzen haben [8,
24, 34].

Ein zentrales Enzym der Glycolyse stellt die Leber-Pyruvatkinase (L-PK) dar. L-PK katalysiert
den Schritt von Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat unter Bildung von Adenosin-Triphosphat (ATP)
und ist geschwindigkeitslimitierend fur die Glycolyse. Akut wird L-PK durch allosterische und
kovalente Modifikationen kontrolliert, langfristig durch die Regulation seiner Transkription [35].
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Fur die Transkription von L-PK ist ChREBP obligat [26]. Zwei wichtige durch ChREBP indu-
zierte Enzyme fir die Biosynthese von Fettsauren sind Acetyl-Coenzym A-Carboxylase (ACC)
und Fatty acid synthase (Fettsaure-Synthase, FAS). ACC stellt das Schrittmacherenzym der Fett-
séure-Synthese dar. Es katalysiert die Carboxylierung von Acetyl-Coenzym A zu Malonyl-
Coenzym A und liefert damit das Substrat fiir die weitere Fettsaure-Synthese. AuBerdem hemmt
Malonyl-Coenzym A - und damit indirekt ChREBP - allosterisch Leber-Carnitin-Palmitoyl-
transferase-1 (L-CPT-1), das Schrittmacherenzym fur die Beta-Oxidation von Fettsauren [27].
FAS ist ein multifunktionelles Enzym, ein Komplex, der mehrere Enzyme mit jeweils eigenen
katalytischen Zentren in sich vereint. FAS Kkatalysiert die weiteren Schritte der Fettséure-
Synthese bis zur Fertigstellung von Palmitinsdure mit 16 Kohlenstoff-Atomen. ChREBP regu-
liert ACC und FAS im Zusammenspiel mit dem insulinabhangigen Transkriptionsfaktor SREBP-
1c [26]. FAS scheint durch zahlreiche weitere Signale reguliert zu werden, zu denen Insulin,
Fettséuren, Schilddrisen-Hormone, Sterole, Oxysterole, Glucocorticoide, Wachstumsfaktoren
und cyclisches Adenosin-Monophosphat (CAMP) zéhlen; es weist Bindungsstellen fir SREBP,
LXR, ChREBP und Schilddriisen-Hormon-Rezeptor auf [34].

ChoRE bestehen aus zwei E-Box-Motiven mit der Sequenz CACGTG, die durch flinf Basen-
paare voneinander getrennt sind [3, 4, 36]. ChREBP bindet an die ChoRE-Motive der meisten
Zielgene nicht alleine, sondern mit seinem Interaktionspartner Max-like protein X (MIx); dabei
bilden zwei ChREBP- und zwei MIx-Proteine zusammen einen heterotetrameren Komplex [4,
37]. Dies fiihrt zur Rekrutierung der RNA-Polymerase Il an den Promotor des entsprechenden
Zielgens, zur Acetylierung der Histone H3 und H4 auf dem Promotor und zur Transkription des
Zielgens [29]. MIx ist bei den meisten Zielgenen obligatorisch fir die effiziente DNA-Bindung
von ChREBP und die Induktion der Transkription; besonders die lange Loop-Region von MIx
scheint fir die Stabilitat des ChREBP-MIx-Komplexes verantwortlich zu sein [3, 4, 37, 38].

MIx ist wie ChREBP ein bHLH-LZ-Protein; es gehért zur Myc/Max/Mad-Familie von Tran-
skriptionsfaktoren und bildet mit verschiedenen Partnern heterodimere Komplexe, neben
ChREBP z. B. mit Mondo A in der Skelettmuskulatur [3, 4]. Es gibt die Isoformen MIxa, f und
v; in der Leber wird v. a. MIx[3 gebildet [38]. MIx wird konstitutiv und abundant exprimiert und
ist relativ stabil; es wird wahrscheinlich nicht oder kaum durch Né&hrstoffe wie Glucose oder
durch Hormone wie Insulin reguliert [12, 16, 29]. Uber die Regulation von MIx ist noch relativ
wenig bekannt. Es ist z. B. fraglich, wie MIx in den Nucleus transportiert wird und wo seine As-
soziation mit ChREBP stattfindet.

Fur die volle Induktion der meisten Gene fur Enzyme der Lipogenese sowie vieler Gene fur En-

zyme der Glycolyse scheint ein Zusammenwirken von Glucose/ChREBP-MIx und Insu-
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lin/SREBP-1c nétig zu sein [3, 39]. Diese Gene sind fiir Glucose und Insulin sensibel und besit-
zen sowohl ChoRE als auch SRE; ihre Transkription wird nur durch gleichzeitige synergistische
Wirkung von ChREBP und SREBP-1c maximal stimuliert, nicht durch Aktivitat von ChREBP
oder SREBP-1c alleine [3, 40-42]. Physiologisch dirfte eine Uberlappende Wirkung von
ChREBP und SREBP-1c sinnvoll sein, da eine hohe Glucosekonzentration im Blut reaktiv zur
Sekretion von Insulin fuhrt, wodurch ChREBP und SREBP-1c und deren Zielgene wahrschein-
lich meistens gemeinsam aktiviert werden. Die Notwendigkeit beider Transkriptionsfaktoren fur
eine effektive Lipogenese konnte auflerdem zur Sicherstellung dienen, dass wichtige Stoff-
wechselmetabolite wie Glucose nur dann zur Lipogenese und Energiespeicherung genutzt wer-
den — Prozesse, welche zunéchst Energie erfordern — wenn geeignete physiologische Bedingun-
gen und ausreichende Mengen an Substrat vorliegen, also hohe Glucose- und Insulinkonzentra-
tionen [1, 2, 38, 40]. AuBerdem koénnen durch die multifaktorielle Steuerung differenzierte hor-
monelle und metabolische Signale zur Wirkung kommen und Glycolyse, Lipogenese sowie Mo-
difikationen von Fettsduren besser koordiniert werden [2].

Einige Enzyme werden nur durch ChREBP, z. B. L-PK, oder nur durch SREBP-1c, z. B. GK,
induziert [4, 38]. L-PK und GK sind Schrittmacherenzyme der Glycolyse. GK ist notwendig fur
die Retention von Glucose in der Zelle sowie fir die Einleitung des Glucose-Metabolismus und
somit auch notwendig flr eine Aktivierung von ChREBP; L-PK sorgt flr die Entstehung von
Pyruvat, das zu Acetyl-CoA, dem Ausgangssubstrat fir die Lipogenese, abgebaut wird [43]. Die
Regulation von GK nur tber Insulin kénnte den Grund haben, dass Glucose nur dann in der Zelle
retiniert wird, wenn gleichzeitig tGber Insulin gentigend Wege fiir den Glucose-Abbau induziert
wurden; auBerdem wird dadurch die Aufgabe von Insulin unterstutzt, den Blutzuckerspiegel zu
senken [38]. Die Steuerung von L-PK nur Uber Glucose gewéhrleistet, dass die Einleitung der
Lipogenese nur bei ausreichendem Glucosespiegel stattfindet [38]. Diese Beispiele zeigen die
Notwendigkeit und ZweckmaRigkeit eines Zusammenspiels von ChREBP und SREBP-1c bei der
Stimulation von Glycolyse und Lipogenese. An der Expression von Enzymen der Lipogenese
sind neben ChREBP und SREBP-1c noch viele weitere Transkriptionsfaktoren beteiligt, z. B.
LXR, FOXO, HNF-40 oder PPARa [24].

Die physiologische Rolle von ChREBP in anderen Organen als der Leber ist bisher teilweise
ungeklart. ChREBP ist wahrscheinlich an der Differenzierung von Praadipocyten beteiligt [3]. Es
induziert anscheinend die DNL im Fettgewebe, allerdings spielt diese nur eine untergeordnete
Rolle, weil die DNL beim Menschen zum weitaus groRten Teil in der Leber stattfindet [3]. In
Insulin produzierenden Beta-Zellen des Pankreas wird eine Rolle von ChREBP in der Wahr-

nehmung von Glucose postuliert [41, 44]. ChREBP soll auRerdem im Gehirn als Glucose-Sensor
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fungieren und im Hypothalamus orexigen (appetitanregend) wirken [45].

1.1.4 Requlation

Im Allgemeinen induzieren Kohlenhydrate Kohlenhydrat-Abbau und Fettsaure-Synthese und
hemmen Fettsaure-Abbau und Gluconeogenese, und Fettséduren induzieren Fettsdure-Abbau und
Gluconeogenese und hemmen Kohlenhydrat-Abbau und Fettsaure-Synthese [46]. Dementspre-
chend sollte eine glucosereiche Diat grundsatzlich eher zur Aktivierung und eine fettreiche Diét
eher zur Inhibierung von ChREBP beitragen [47]. An der Regulation von ChREBP ist allerdings
eine Vielzahl von Faktoren beteiligt, deren Einflusse auf ChREBP im Zusammenspiel duferst
komplex sind und deren detaillierte Erforschung teilweise noch aussteht. Eine solch differenzier-
te Regulation durch multiple metabolische und hormonelle Signale dient einer genauen Koordi-
nation sowie der Sicherstellung, dass die Lipogenese nur bei geeignetem zellularem Energie-
Status und Substrat-Angebot eingeleitet wird.

ChREBP kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werden: Auf der Proteinebene, also der post-
translationalen Ebene, steuern Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungs-Mechanismen die
Translokation von ChREBP in den Nucleus oder ins Cytosol. AuRerdem beeinflussen Phospho-
rylierung/Dephosphorylierung sowie weitere Prozesse das ChREBP-Protein in seiner DNA-
Bindungs- und Transkriptionsfahigkeit. Auf der Genexpressionsebene werden Transkription und
Translation des ChREBP-Gens reguliert. Im Folgenden werden zundchst die Mechanismen der
Aktivierung und Hemmung von ChREBP beschrieben und danach Faktoren diskutiert, die an der

Regulation von ChREBP beteiligt sind oder flr die dies vermutet wird.
1.1.4.1 Aktivierungsmechanismen von ChREBP auf Posttranslationsebene (Proteinebene)

Die Aktivierung von ChREBP beinhaltet nach heutigem Kenntnisstand mindestens drei separate
Schritte: 1. Erhohung der Rate der Translokation in den Nucleus bzw. Senkung der Rate der
Translokation ins Cytosol durch eine erste Dephosphorylierung, 2. Steigerung der DNA-
Bindungsfahigkeit durch eine zweite Dephosphorylierung und 3. Einleitung der Transkriptions-
aktivitat von ChREBP durch einen von Dephosphorylierung unabhangigen Mechanismus [22,
48, 49].

Das ChREBP-Protein besitzt verschiedene Phosphorylierungsstellen; bis zu zwolf wurden inzwi-
schen beschrieben [21], von denen drei flr die Regulation von humanem ChREBP besonders
relevant zu sein scheinen: P1 bei Serin-196, P3 bei Threonin-653 und P4 bei Serin-556 [50].

11
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Phosphorylierungsstelle Mensch Maus

P1 Serin-196 Serin-196

P2 Serin-614 Serin-626

P3 Threonin-653 Threonin-665
P4 Serin-556 Serin-566

Tabelle 2: Wichtige Phosphorylierungsstellen des ChREBP-Proteins bei Mensch und Maus (hach
[17, 50, 51].

P1 und P3 werden durch die Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert, die von cCAMP abhéngig ist,
P4 durch die Adenosin-Monophosphat-aktivierte Proteinkinase (AMPK) [35]. Die Phosphorylie-
rungsstelle P2 beeinflusst die DNA-Bindungsaktivitét, spielt aber fir die Regulation durch Glu-
cose oder CAMP wahrscheinlich keine grofiere Rolle und wirkt eher supportiv [47]. Aufgrund
der Existenz weiterer, weniger gut erforschter Phosphorylierungsstellen im ChREBP-Protein
wird angenommen, dass komplexe Phosphorylierungsmuster die Aktivitat von ChREBP regulie-
ren [16, 21].

Es wird hier zunéchst die relativ gut untersuchte Aktivierung von ChREBP durch Glucose be-
schrieben, damit spater potentielle weitere Aktivatoren mit den durch Glucose eingeleiteten We-
gen verglichen werden kénnen.

Bei geringer Glucosekonzentration in der Zelle ist ChREBP an P1 und P3 phosphoryliert, da-
durch inaktiviert und befindet sich im Cytosol. Steigt die Glucosekonzentration in der Zelle, so
kommt es zur Einleitung von Glycolyse und Pentosephosphatweg (PPP). Im Zuge des nicht-
oxidativen Teils des PPP wird u. a. Xylulose-5-Phosphat (X5P) gebildet; X5P aktiviert die Pro-
teinphosphatase 2A (PP2A), die ChREBP an P1 dephosphoryliert [18]. P1 befindet sich in der
Né&he des ,,Nuclear localization signal“ (NLS) [18]. Durch diese erste Dephosphorylierung
kommt es zur Abdissoziation von Protein 14-3-3 (siehe unten), welches ChREBP im Cytosol
retiniert, zur Freilegung und Aktivierung des NLS und infolgedessen zur Translokation von
ChREBP in den Nucleus [22]. Die direkte Korrelation zwischen der Phosphorylierung von P1
und der intrazelluldren Lokalisation war fiir endogenes ChREBP eine Zeit lang umstritten [19],
konnte inzwischen aber in mehreren Studien demonstriert werden [16, 26].

Im Nucleus findet, wiederum gesteuert durch die Uber X5P aktivierte PP2A, eine zweite De-
phosphorylierung statt, diesmal an P3; P3 liegt in der bHLH-Region [18]. Dadurch wird die
DNA-Bindungsstelle freigelegt, und ChREBP kann an die ,,Carbohydrate responsive elements*

12




Einleitung

(ChoRE) in den Promotoren seiner Zielgene binden. Die Regulation von ChREBP (iber Dephos-
phorylierungs-Mechanismen ermdoglicht eine schnelle zelluldre Reaktion [52].

X5P wird eine essentielle Rolle im Aktivierungsprozess von ChREBP zugeschrieben; es reagiert
innerhalb von Minuten auf Anderungen der Glucose-Konzentration, stellt die verbindende Kom-
ponente zwischen Glucose und Aktivierung von ChREBP dar und ermdglicht so die Funktion
von ChREBP als Glucose-Sensor [18]. Andere Zuckerphosphate als X5P fiihren anscheinend
nicht zur Aktivierung der PP2A [18]. AuRer mittelfristig Gber ChREBP aktiviert X5P die Glyco-
lyse auch akut, indem es Phosphofructokinase-2 aktiviert, welche die Synthese von Fructose-2,6-
Bisphosphat katalysiert [53]. Fructose-2,6-Bisphosphat ist ein potenter allosterischer Aktivator
von Phosphofructokinase-1, einem Schlisselenzym der Glycolyse [53]. AuBerdem werden dem
Enzym Phosphofructokinase-2 eine Erhéhung der Expression von GK aus der Glycolyse, eine
Erniedrigung von Glucose-6-Phosphatase aus der Gluconeogenese sowie Einfliisse auf verschie-
dene Transkriptionsfaktoren wie ChREBP, SREBP-1c, HNF-1a und PPARa zugeschrieben [54].

Glucose

G6P (p) (p)
J ChREBP

| Pentosephosphatweg |
v LS @ 1. Dephosphorylierung
XPX ((pp2a ) >

ChREBP
2. Dephosphorylierung
ChREBP L ChREBP ( \ix Nucleus

—fcnore [T

X5P

Abbildung 3: Regulation von ChREBP auf posttranslationaler Ebene (nach [3]). P = Phosphat.

In verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass weder ein ,,Einsperren” von ChREBP im Kern
noch die Mutation von Phosphorylierungsstellen eine konstitutive transkriptionelle Aktivitat von
ChREBP erzielten [21, 48]. Daraus wurde geschlossen, auBer den zwei Dephosphorylierungen,
die zur Translokation von ChREBP in den Kern und zur Bindung an die DNA flhren, misse
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noch ein weiterer Schritt hinzukommen, damit ChREBP die Transkription seiner Zielgene akti-
vieren koénne [22, 48]. Dieser dritte Schritt wird durch eine als ,,Glucose sensing module” (GSM)
bezeichnete Domane gesteuert [22].

Das GSM liegt in der fiir die Regulation von Lokalisation und Transkriptionsaktivitit wichtigen
aminoterminalen Region von ChREBP [22]. Es wird funktionell unterteilt in eine als , Low-
glucose inhibitory domain® (LID) und eine als ,,Glucose-response activation conserved element*
(GRACE) bezeichnete Domane [22]. GRACE fordert die Transkriptionssteuerungs-Aktivitat von
ChREBP [22]. Bei niedriger zellularer Glucosekonzentration wird die Aktivitdt von GRACE
durch LID inhibiert, dadurch sind GRACE und ChREBP inaktiv [22]. Bei hoher Glucosekonzen-
tration hingegen wird LID inhibiert und die Hemmung von GRACE damit aufgehoben, sodass
GRACE und ChREBP aktiv werden kdnnen [22]. Diese dynamische intramolekulare Interaktion
von GRACE und LID vermittelt die Fahigkeit von ChREBP, auf Glucose zu reagieren, die im
Englischen als ,,Glucose responsiveness® bezeichnet wird [22]. Das Zusammenspiel von LID
und GRACE scheint keine direkte Interaktion zu beinhalten und unabhangig von Anderungen
der subzelluldren Lokalisation oder der DNA-Bindung von ChREBP zu sein [49].

Im Einzelnen besteht das GSM aus fiinf miteinander kooperierenden Submodulen, den ,,Mondo
conserved regions* (MCR) I-V [22]. MCR IV enthélt die LID und ist notwendig, um die Aktivi-
tat von ChREBP als Transkriptionsfaktor zu hemmen [22]. MCR Il und 111 kontrollieren die sub-
zellulére Lokalisation von ChREBP durch die Aktivitat eines ,,Nuclear export signal*“ (NES) in
MCR 11 und durch eine Bindungsstelle fur das Protein 14-3-3 in MCR 111 [22]. Die Bindung von
14-3-3, die durch Phosphorylierung von P1 erleichert wird, fihrt zum Export von ChREBP aus
dem Zellkern [12, 22]. MCR I1l hemmt die inhibitorische Aktivitat der LID und ist damit essen-
tiell fur die Aktivierung der Transkriptionssteuerung von ChREBP [22].

Einige Studien beobachteten sowohl bei hoher als auch bei niedriger Glucosekonzentration ein
aktives ChREBP-Shuttling zwischen Cytosol und Nucleus, wobei der Transport von ChREBP in
den Nucleus bei hoher Glucosekonzentration schneller und in grofRerem Ausmal erfolgte [47,
48]. Dies spricht fur eine konstitutive Aktivitat von ChREBP, die vermutlich auch bei niedrigem
Glucosespiegel zu einer Expression der Zielgene in bestimmtem Umfang fuhrt. Stimulation mit
Glucose wirde dann einen additiven Effekt in Form einer Steigerung der Aktivitat bewirken.
ChREBP scheint mit verschiedenen Cofaktoren zu interagieren. Es wurde folgendes Modell auf-
gestellt [20, 22, 55]: Bei niedriger Glucosekonzentration in der Zelle ist ChREBP an multiplen
Stellen phosphoryliert, liegt in einem Komplex mit dem Protein 14-3-3 vor und ist vorwiegend
im Cytosol lokalisiert. Bei Anstieg von Glucose findet, Gber die von X5P aktivierte PP2A, eine

Dephosphorylierung statt, wodurch ChREBP von 14-3-3 abdissoziiert und das zuvor durch 14-3-
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3 maskierte NLS freigelegt wird (eventuell werden gleichzeitig NES maskiert). Daraufhin inter-
agiert ChREBP mit Importin-a, welches eine Komplexbildung mit Faktoren wie Importin-p, Ran
und Guanosin-Triphosphat (GTP) erlaubt; dadurch kommt es zur Translokation von ChREBP in
den Nucleus. Im Nucleus dissoziieren die Faktoren des Import-Komplexes von ChREBP ab,
tbrige phosphorylierte Stellen werden durch PP2A dephosphoryliert, und ChREBP bildet einen
Komplex mit MIx, wodurch es an die DNA binden kann. Die Aktivierung des GSM schlie3lich
induziert die Transkriptionssteuerungsaktivitat von ChREBP und die Expression der Zielgene.
Bei Abfall der Glucosekonzentration erfolgt eine Phosphorylierung von ChREBP durch die
PKA, was eine Komplexbildung von ChREBP mit 14-3-3, CRM1, Ran-GTPase und GTP zur
Folge hat und zur Deaktivierung des NLS, zur Aktivierung des NES und zum Export von
ChREBP aus dem Nucleus fiihrt. Der Komplex mit 14-3-3 scheint ChREBP im Cytosol zu reti-
nieren; 14-3-3-Proteine und Importin-o konkurrieren um die Bindung an ChREBP.

Cytosol

/N(.-

ZCIRNG.
N

P1, P4, P3-ChREBP

(Inactive}

@ I @/ cAMP
NIl L-PK gene
Transcription

e

XITSP

Glucose

Nucleus

Abbildung 4: Der Transport von ChREBP in den Nucleus und ins Cytosol (aus [20]).

Da eine Phosphorylierung von P1 fur die Interaktion mit 14-3-3 und CRM1, eine Dephosphory-
lierung fur die Interaktion mit Importin-a bendétigt wird, ist die P1 enthaltende aminoterminale
Region von ChREBP fur dessen subzellulére Lokalisation verantwortlich [20]. Die Dephospho-
rylierung von P3 und eventuell P2 in der carboxyterminalen Region ist verantwortlich fir die

Interaktion mit MIx; daher ist diese Region fur die DNA-Bindung von ChREBP zustandig [20].
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1.1.4.2 Aktivierungsmechanismus von ChREBP auf Transkriptionsebene (Genexpression)

Neben der Aktivierung des ChREBP-Proteins stimuliert Glucose die Transkription des ChREBP-
Gens, also die Synthese von mRNA anhand der fiir ChREBP codierenden DNA. Dadurch kommt
es zu einer gesteigerten Synthese von ChREBP-Proteinen. Theroretisch kdnnte auch eine Regu-
lation der Translation, also der Synthese der Proteine anhand der auf der mMRNA kopierten gene-
tischen Information, stattfinden; dazu gibt es beziiglich ChREBP aber momentan keine Daten.
Auch ob Glucose die Stabilitdit der mRNA von ChREBP erhoht, ist ungewiss. Fur die kurz-
fristige Regulation von ChREBP scheinen Phosphorylierung und Dephosphorylierung die ent-
scheidende Rolle zu spielen, wahrend die langfristige Regulation v. a. ber die Transkription

gesteuert zu werden scheint [54].
1.1.4.3 Hemmungsmechanismen von ChREBP

Eine Hemmung von ChREBP tritt auf, wenn der Organismus sich vom Anabolismus auf den
Katabolismus umstellt, z. B. im Fastenzustand: Dieser fiihrt zur Akkumulation von cAMP und
von AMP in der Zelle, zur Suppression von u. a. ChREBP und SREBP-1c, zur Reduktion von
hepatischer Glycolyse und DNL und zur Steigerung von Gluconeogenese, Ketogenese und Beta-
Oxidation von Fettsduren [56].

Im Fastenzustand liegt ein Glucosemangel vor, der u. a. zur Sekretion der Stresshormone Gluca-
gon und Adrenalin fuhrt. Glucagon aktiviert v. a. die hepatische, Adrenalin v. a. die myocytare
Adenylylcyclase, welche die Synthese von cAMP katalysiert; dadurch steigt die Konzentration
von cCAMP in der Zelle. cAMP aktiviert die cCAMP-abhéngige Proteinkinase A (PKA) und be-
wirkt dadurch die Phosphorylierung von ChREBP an P1 und P3 [18]. Die Phosphorylierung von
P1 fordert die Interaktion von ChREBP mit Protein 14-3-3 und stimuliert dadurch die Transloka-
tion von ChREBP ins Cytosol. Die Phosphorylierung von P3 hemmt die DNA-Bindungsaktivitat
von ChREBP [18, 26, 47].

Weiterhin kommt es im Fastenzustand zur Mobilisation von Fettsauren aus dem Fettgewebe und
zu deren Aufnahme in Hepatocyten. Der Metabolismus dieser Fettsauren flihrt zum Anstieg der
Konzentration an AMP — bzw. des Quotienten AMP/ATP — in der Zelle; AMP aktiviert die
AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) [53, 57]. Die AMPK phosphoryliert ChREBP an P4, was
Transkriptionsaktivitdat und DNA-Bindungsfahigkeit von ChREBP hemmt; eine Translokation
ins Cytosol durch die AMPK wurde bisher nicht beschrieben [18, 56, 57]. AuRerdem senkt die
AMPK Expression und Transkriptionsaktivitdt von SREBP-1c und HNF-4a und vermindert auch
dariiber die Lipogenese [42].
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Abbildung 5: Die Regulation von ChREBP in der Leber ([58]). ACACA = ACC; FASN = FAS; HMP
Shunt = Hexose-Monophosphat-Weg = Pentosephosphatweg. Die hier bezeichneten Phosphorylierungs-

stellen werden in einigen Vero6ffentlichungen fir murines ChREBP in dieser Form angegeben.

Auler durch cAMP/PKA und AMP/AMPK wird ChREBP durch mehrfach ungesattigte Fettsdu-
ren (Polyunsaturated fatty acids, PUFAs) gehemmt; dies geschieht auf mehreren verschiedenen
Wegen (siehe Abschnitt 1.1.4.4.11). Neben einer Aktivierung der AMPK vermindern PUFAS
Reifung und Stabilitat der mRNA von ChREBP, steigern deren Abbau und hemmen die Bildung
von X5P und damit die Translokation von ChREBP in den Nucleus und die DNA-Bindung [3].
Zur Regulation von ChREBP uber den Abbau seines Proteins wurden keine Studien gefunden.

1.1.4.4 Substanzen und Transkriptionsfaktoren, die ChREBP (eventuell) beeinflussen

Neben ChREBP regulieren auch viele andere Substanzen und Transkriptionsfaktoren — in unter-
schiedlichem Ausmal} — die Expression von Genen der Glycolyse und Lipogenese. Einige be-
einflussen ChREBP oder werden ihrerseits durch ChREBP beeinflusst, andere wirken unabhén-
gig von ChREBP; teilweise ist die Beziehung zu ChREBP (noch) nicht genau geklart. Im Fol-
genden sollen einige Substanzen und Transkriptionsfaktoren, ihre Funktion und Regulation so-

wie ihre Beziehung zu ChREBP dargestellt werden.
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Abbildung 6: Der Einfluss von Glucose und Insulin auf ChREBP, LXR, SREBP-1c und einige von
deren Zielgenen (nach [19, 26]).

1.1.4.4.1 Glucose

Glucose aktiviert ChREBP auf mehreren Ebenen und spielt daher eine zentrale Rolle fur dessen
Regulation. Glucose wird Uber Glucose-Transporter 2 (GLUT2) rasch insulinunabhangig in He-
patocyten aufgenommen, sodass deren intrazelluldre Glucosekonzentration derjenigen im Blut
entspricht, Anderungen schnell wahrgenommen und hepatische Gene schnell reguliert werden
konnen [31]. Glucose leitet in der Zelle Glycolyse und Pentosephosphatweg (PPP) ein. Der PPP
fuhrt u. a. zur Entstehung von Xylulose-5-Phosphat (X5P), welches zwei Dephosphorylierungen
induziert, durch die ChREBP in den Nucleus transloziert und an die DNA gebunden wird (siehe
Abschnitt 1.1.4.1). AuBer tber X5P reguliert Glucose ChREBP auch tber das ,,Glucose-sensing
module” (GSM), dessen Aktivierung fiir die Transkriptionsaktivitat von ChREBP notwendig ist
(siehe Abschnitt 1.1.4.1). Daneben fordert Glucose die Transkription von ChREBP und somit die
Neusynthese des Proteins.

1.1.4.4.2 Fructose und weitere Monosaccharide

Neben Glucose kommen potentiell auch andere Monosaccharide fur die Aktivierung von
ChREBP in Frage, wie Fructose, Mannose und Galactose. Nur fur den Einfluss von Fructose auf

ChREBP wurden Studien gefunden. Fructose ist zusammen mit Glucose in Saccharose enthalten,
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Galactose zusammen mit Glucose in Lactose. Saccharose und Lactose tragen also schon auf-
grund der enthaltenen Glucose zur Aktivierung von ChREBP bei. Saccharose (Haushaltszucker)
ist ein Disaccharid aus Glucose und Fructose; bei dessen Abbau im Organismus entstehen daher
zu gleichen Teilen Glucose und Fructose. Eine grof3e Rolle hinsichtlich des Fructose-Konsums
spielt neben Saccharose auch der vielen Softdrinks zugesetzte Maissirup, der enzymatisch aus
Maisstérke hergestellt wird und ebenfalls aus Glucose und Fructose besteht [59]. Um die deut-
lich hdhere StRkraft der Fructose zu nutzen, wird durch das Enzym Glucose-Isomerase der Fruc-
tose-Anteil von Maissirup haufig auf bis zu 90 % erhoht (HFCS-90) [59]. Aufgrund ihres ver-
breiteten Vorkommens in Lebensmitteln sollten Fructose, Galactose und Mannose hinsichtlich
einer Wirkung auf ChREBP zukiinftig genauer untersucht werden. Einige Uberlegungen zu ihren
Einflussmdglichkeiten auf ChREBP werden hier vorgestellt.

| [ J
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@ hexokinase i phosphorylase
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Fructose 1-phosphate ! phosphogluco-
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aldolase &p
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Abbildung 7: Metabolismus der Monosaccharide Glucose, Fructose, Galactose und Mannose und
deren Verbindung zur Glycolyse ([64]). Sucrose = Saccharose.

Fructose gelangt insulinunabhangig in Leberzellen und wird dort durch Hexokinase in Fructose-
6-Phosphat umgewandelt, das direkt in die Glycolyse eingeschleust wird, oder tber Fructose-1-
Phosphat in die Triosen Glyceron-3-Phosphat und Glyceral-3-Phosphat abgebaut, die ebenfalls
meistens fiir die Glycolyse verwendet werden. Uber Glycolyse und Pyruvat-Dehydrogenase ent-

19



Einleitung

steht Acetyl-CoA, das als Substrat fiir die Lipogenese dient (siehe Abschnitt 4.2.2.1) [60]. Fruc-
tose-6-Phosphat und die Triosen konnen aber auch uber Teilschritte der Gluconeogenese zur
Synthese von Glucose-6-Phosphat (G6P) fiihren, das am Beginn des PPP steht. Glyceral-3-
Phosphat kénnte auch gleich dem PPP zugefihrt und im Rahmen von dessen nicht-oxidativem,
reversiblem Teil Gber verschiedene Teilschritte mittels des Enzyms Transketolase zu X5P um-
gewandelt werden. Uber das hierdurch entstehende X5P und die in Abschnitt 1.1.4.1 erlauterten
Mechanismen konnte Fructose zur Dephosphorylierung, Translokation in den Nucleus und
DNA-Bindung von ChREBP beitragen. Mdoglicherweise aktiviert Fructose auch G6PDH, das
Schlisselenzym des oxidativen Teils des PPP [61].

Einige Studien sprechen Fructose eine besondere Rolle in der Entstehung von Insulinresistenz
und NAFLD zu. Dies lielRe einen Einfluss von Fructose auf ChREBP vermuten. Studien zu Ein-
fliissen von Fructose auf ChREBP kommen zu widerspriichlichen Ergebnissen. Ein direkter Ein-
fluss von Fructose auf das GSM oder auf Co-Aktivatoren oder Co-Repressoren von ChREBP
wurde bisher nicht gefunden. Eine Studie beschreibt eine gesteigerte DNA-Bindefahigkeit von
ChREBP nach Gabe von Fructose im Vergleich zu Glucose, jedoch keine Erhéhung von X5P,
keine signifikant erhéhte Transkription und keine erhéhte Translokation in den Nucleus; dies
konnte moglicherweise auf eine Aktivierung des GSM durch Fructose hindeuten [62]. Andere
Studien hingegen, teilweise mit Hep G2-Zellen, beobachteten eine gesteigerte Transkription,
Translokation und DNA-Bindung von ChREBP nach Stimulation mit Fructose im Vergleich zu
Glucose [61, 63]. Studien mit ChREBP-Knockout-Mausen zeigten eine Intoleranz dieser Mause
gegentber den Effekten einer Didt mit hohem Fructose- oder Saccharose-Gehalt, was auf eine
Rolle von ChREBP im Fructose-Metabolismus hinweist (siehe Abschnitt 1.2.4) [61].
Maoglicherweise wiirde Fructose im Zusammenspiel mit Glucose, z. B. als Saccharose, eine gro-
Rere Wirkung auf ChREBP erzielen, da die Glucose Schritte in der Aktivierung von ChREBP,
die bei ausschlieBlicher Gabe von Fructose eventuell fehlen — wie vielleicht die Stimulation des
GSM - in diesem Fall Gbernehmen koénnte und weitere Wirkungen von Fructose erst dadurch
richtig zur Geltung kommen konnten. Bisher sind Ausmal? und Mechanismen der Wirkung von
Fructose auf ChREBP noch nicht vollstandig geklart.

Mannose kann entweder fir den Einbau in Glycoproteine verwendet oder, Uber Mannose-6-
Phosphat und Fructose-6-Phosphat, in die Glycolyse eingeschleust werden. Um Einfluss auf den
PPP und damit ChREBP zu erlangen, musste Fructose-6-Phosphat entweder in Glucose-6-
Phosphat umgewandelt werden, die Ausgangssubstanz fir den PPP, oder die in der Glycolyse
entstehende Triose Glyceral-3-Phosphat musste in den PPP eingeschleust und dort zu X5P um-

gewandelt werden. Der Einfluss von Mannose auf ChREBP, dessen GSM oder Transkription

20



Einleitung

wurde bisher anscheinend noch nicht untersucht.

Zu einer moglichen Wirkung von Galactose auf ChREBP wurden ebenfalls keine Studien gefun-
den. Galactose kann in der Leber zur Synthese von Glycoproteinen verwendet, tGber Uridin-
Diphosphat (UDP)-Glucose zur Glycogensynthese herangezogen oder, nach Umwandlung in
Glucose-6-Phosphat, der Glycolyse oder dem PPP zugeflihrt werden, wodurch es theoretisch
ChREBP aktivieren konnte. Einfliisse auf GSM oder Transkription von ChREBP sind ungeklart.

1.1.4.4.3 Insulin

Hohe Glucosekonzentrationen, die ChREBP auf Transkriptions- und Translationsebene aktivie-
ren, flhren im Organismus zu einer erhéhten Sekretion von Insulin. Insulin erméglicht die Auf-
nahme von Glucose in Skelettmuskel und Fettgewebe durch Induktion von GLUT4 und steigert
den Abbau von Kohlenhydraten: In Leber und Fettgewebe induziert es Glycolyse und Lipogene-
se und hemmt die Beta-Oxidation von Fettséuren, in Leber und Muskel induziert es die Synthese
und inhibiert den Abbau von Glycogen; auBerdem hemmt es die Gluconeogenese in der Leber.
Viele Studien beobachteten keinen direkten Einfluss von Insulin auf ChREBP. Eine Studie hin-
gegen berichtete tber eine direkte Stimulation der Expression von ChREBP durch Insulin, die
durch eine Gber Insulin vermittelte Reduktion der Expression von ,,Octamer transcription factor-
1* (Oct-1), einem Repressor der Transkription von ChREBP, zustande komme [65].

Indirekte Einflusse auf ChREBP kann Insulin tiber die Transkriptionsfaktoren Leber-X-Rezeptor
(LXR, siehe Abschnitt 1.1.4.4.4) und Sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c,
siehe Abschnitt 1.1.4.4.5) erzielen. Insulin erhoht auf mehreren Wegen (siehe unten) Aktivitat
und Expression von LXR. LXR steigert anscheinend die Expression von ChREBP, aber weniger
dessen Translokation in den Nucleus und funktionelle Aktivitat. Sowohl Insulin als auch LXR
sind fir die Aktivierung von SREBP-1c zustandig; SREBP-1c fuhrt seinerseits indirekt — tber
Induktion von Glucokinase und PPP — zur Aktivierung von ChREBP.

1.1.4.4.4 Leber-X-Rezeptor (Liver X receptor, LXR)

LXR ist ein Transkriptionsfaktor, der eine zentrale Rolle im Cholesterin- und Gallenséure-
Metabolismus spielt, aber auch den Lipid-, Insulin- und Glucose-Metabolismus reguliert und
Effekte auf das Immunsystem hat [66]. Die Splice-Variante LXRao wird u. a. in Leber, Fettgewe-
be, Skelettmuskel und Makrophagen exprimiert, LXR kommt ubiquitér vor [66-68].

LXR steigert den reversen Transport von Cholesterin aus peripheren Zellen zur Leber [69]. Er
stimuliert ber ATP-Binding-Cassette (ABC)-Transporter den zelluldaren Cholesterin-Efflux,
fordert die Bildung von High density lipoproteins (HDL), hemmt die Cholesterin-Synthese, in-
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duziert die Gallenséure-Synthese und aktiviert die Exkretion von Cholesterin und Gallensauren
uber die Galle [34, 69].

LXR reguliert einige Gene fir die Lipogenese direkt Gber LXR response elements (LXRE) in
deren Promotoren herauf, andere Gene indirekt Gber Induktion von SREBP-1c und einen Teil der
Gene sowohl direkt als auch indirekt, z. B. FAS, ACC oder SCD-1 [26, 28]. LXR induziert die
Transkription und Synthese des Precursor-Proteins von SREBP-1c; zur Spaltung des Precursors
in seine reife Form ist Insulin notwendig [70]. LXR fordert die Bildung von HDL und VLDL
und reguliert Enzyme fur die Modifikation von Lipoproteinen [11, 71]. AulRerdem erhoht er die
Synthese von ungeséttigten Fettsauren durch Induktion von Desaturasen [72].

LXR beeinflusst auch andere in den Lipid-Metabolismus involvierte Transkriptionsfaktoren. Er
scheint die Transkription von ChREBP uber zwei LXRE in dessen Promotor zu induzieren,
unabhéngig vom Glucosestoffwechsel [25, 26]. Eine Steigerung der Aktivitdt von ChREBP
durch LXR auf posttranslationaler Ebene ist umstritten.

Eine Studie berichtet, LXR inaktiviere die AMPK und verstarke dadurch Transkriptionsaktivitat
und DNA-Bindungsfahigkeit von ChREBP [25]. Andere Studien finden keinen Einfluss von
LXR auf Dephosphorylierung, Translokation in den Nucleus und funktionelle Aktivitat von
ChREBP [26, 67]. Wahrscheinlich sind die Aktivierung der Transkriptionsféhigkeit und die volle
Induktion der Expression von ChREBP nur durch erhdhte Glucosekonzentrationen in der Zelle
zu erreichen, jedenfalls nicht allein Gber Stimulation von LXR; LXR scheint im Gegensatz zu
Glucose nicht fiir die Aktivierung notwendig zu sein [26]. Auch wenn LXR die Expression von
ChREBP, eventuell auch die DNA-Bindung, in gewissem Ausmal stimulieren kann, scheint
Glucose eine bedeutendere Rolle als LXR fiir die Regulation von ChREBP zu spielen, weil Ein-
flisse auf die Proteinebene flr die kurzfristige Aktivierung von ChREBP wichtiger sind [26].
Fur eine maximale Induktion vieler Gene der Lipogenese ist aber offenbar die kombinierte Akti-
on von Glucose/ChREBP und Insulin/LXR/SREBP-1c notwendig [26].

LXR scheint die Transkription von PPAR direkt zu induzieren, ist auf posttranslationaler Ebene
aber ein kompetitiver Antagonist von PPAR [69]. LXR kann zur Entstehung von hepatischer
Steatose beitragen, indem er SREBP-1c induziert, den Membranrezeptor CD36 aktiviert, der
Fettsduren und LDL aus dem Blut aufnimmt, und Adiponectin hemmt, das die hepatische Lipo-
genese reduziert [69, 73].

LXRp steigert Insulinsynthese und -sekretion in pankreatischen Beta-Zellen [74]. Chronische
Aktivierung von LXR scheint hingegen Dysfunktion und Apoptose der Beta-Zellen zu induzie-
ren, moglicherweise durch intrazellulare Lipidakkumulation und Lipotoxizitat [75].

LXR senkt die Glucose-Abgabe durch die Leber und steigert die hepatische und periphere Glu-
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cose-Aufnahme [76]. Dies erreicht LXR durch Suppression der Gluconeogenese, durch Indukti-
on der hepatischen Glucokinase und durch Induktion des insulinunabhangigen GLUT1 sowie des
insulinabhangigen GLUT4 in Muskel- und Fettgewebe [68, 76].

LXR-Agonisten hemmen in Makrophagen die Expression vieler proinflammatorischer Cytokine
[77]. Wahrscheinlich sind indirekte Mechanismen wie eine Transrepression von Nuclear factor-
kappa B (NF-kB) dafir verantwortlich [78]. AuBerdem senkt LXR die hepatische Produktion
von C-reaktivem Protein (CRP) [77].

Diskutiert wird eine tber LXR vermittelte Hemmung der Expression von Leptin im Fettgewebe,
was eine gesteigerte Energieaufnahme zur Folge hétte [79].

Aktivierende Liganden von LXRo und LXRp sind Oxysterole, langkettige Fettsduren und even-
tuell Glucose; Insulin aktiviert LXR auf mehreren Wegen [19, 76, 80]. Oxysterole entstehen
durch Hydroxylierung von Cholesterin und ermdglichen LXR die Reaktion auf den intrazellula-
ren Cholesterin-Gehalt [66].

Glucose als Aktivator von LXR ist umstritten. Einige Studien beschreiben Glucose oder G6P als
direkte Liganden von LXR, die die Transkriptionsaktivitat sowie die Stabilitdt von LXR erhoh-
ten [69, 81, 82]. Andere Studien kommen zu dem Schluss, Glucose aktiviere LXR nicht und ent-
falte seine aktivierende Wirkung auf ChREBP vollkommen unabhédngig von LXR, es sei also nur
ChREBP und nicht LXR ein Sensor fir Glucose [26].

Insulin aktiviert LXR, indem es die Produktion von Oxysterolen stimuliert, die Interaktion von
LXR mit anderen Faktoren fordert, die Transkription von LXR steigert und dessen Halbwertszeit
verlangert [16, 83].

LXR bildet einen heterodimeren Komplex mit Retinoid X receptor (RXR), um an seine Zielgene
binden zu kénnen [66, 80]. RXR bildet neben LXR auch mit anderen Transkriptionsfaktoren
Heterodimere, z. B. mit Peroxisomen-Proliferator-aktiviertem Rezeptor (PPAR) und Farnesoid X
receptor (FXR); daher ist LXR auf posttranslationaler Ebene ein kompetitiver Antagonist dieser
Transkriptionsfaktoren [11, 69, 84]. Weil LXR die Fettsdure-Synthese und PPARa die Fettsdure-
Oxidation fordert, wird die simultane Aktivierung antagonistischer Stoffwechselwege hierdurch
vermieden [84, 85]. PPARa und PPARYy induzieren aber die Transkription von LXR, sodass
kurzfristig ein hemmender, langfristig ein aktivierender Effekt von PPAR auf LXR zustande
kommt [69]. FXR wird durch Gallensduren aktiviert und hemmt die Expression von Enzymen
der hepatischen Lipogenese und der Gallensdure-Synthese, wahrend LXR diese Enzyme indu-
ziert [34, 86].

Gallensauren hemmen die Aktivitat von LXR, proinflammatorische Cytokine wie TNFa und IL-

1B senken die Expression von LXRa [69]. LXRa verstérkt seine eigene Expression uber drei
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LXRE im LXRa-Gen-Promotor [69]. Proteinkinase A (PKA) — der durch cAMP aktivierte Me-
diator von Glucagon und Adrenalin — phosphoryliert LXRa und reduziert dadurch dessen DNA.-
Bindungsfahigkeit und Transkriptionsaktivitit [52, 67]. Da ChREBP ebenfalls durch die PKA
phosphoryliert und inaktiviert wird, haben die Stoffwechselwege, die die PKA regulieren, auf
LXRa, SREBP-1c und ChREBP einen dhnlichen Einfluss.

Mehrfach ungeséttigte Fettsauren (PUFAS) sind kompetitive Antagonisten der Liganden von
LXR [69, 87]. AuRerdem sollen PUFAs LXR durch Aktivierung von PPARa und PPARy hem-
men [88].

Eine medikamentdse Beeinflussung von LXR konnte zur Modulation der Immunantwort, zum
Schutz vor Atherosklerose und zur Verbesserung einer diabetischen Stoffwechsellage beitragen
[89]. LXR konnte vor Atherosklerose schitzen, indem er den reversen Cholesterintransport aus
Makrophagen fordert und damit deren Transformation in Schaumzellen reduziert, die Expression
proinflammatorischer Cytokine in Makrophagen und des proatherogenen CRP in Hepatocyten
senkt und glnstige Lipoproteine wie HDL induziert [78, 90]. Die Gabe von LXR-Agonisten
fuhrte in Studien zur Senkung des Blutzuckerspiegels und zur Verbesserung der peripheren Insu-
linsensitivitat, was vermutlich durch eine Inhibition der hepatischen Gluconeogenese und eine
erhdhte Glucose-Aufnahme in der Peripherie bei jedoch unverédndertem Insulinsignalweg zu-
stande kommt [91-93]. Weiterhin kommen fiir die Verbesserung der diabetischen Stoffwechsel-
lage eine reduzierte Expression von Glucocorticoid-Rezeptor und eine Hemmung des die Insu-
linresistenz fordernden Cytokins TNFa in Frage [79, 94, 95].

Nachteilig war in diesen Studien die Entwicklung einer hepatischen Steatose und einer Hyper-
triglyceridamie [25, 90]. Vor einem Einsatz von LXR-Agonisten in der Therapie ware daher eine

selektive Inhibierung der lipogenen Effekte von LXR notwendig.
1.1.4.4.5 Sterol regulatory element binding protein (SREBP-1c)

SREBP-1c ist ein Transkriptionsfaktor der bHLH-LZ-Familie, der viele Enzyme der Lipogenese
aktiviert [96]. Seine Zielgene Uiberschneiden sich zum Teil mit denen von ChREBP, und fir eine
maximale Induktion dieser Gene ist das Zusammenspiel beider Transkriptionsfaktoren, SREBP-
1c und ChREBP, nétig (siehe Tabelle 1).

SREBP wird beim Menschen in drei Isoformen exprimiert: SREBP-1a, SREBP-1c und SREBP-2
[96]. SREBP-1c wird u. a. in Leber, Fettgewebe und Skelettmuskulatur exprimiert [96].
Wahrend SREBP-2 v. a. an der Aktivierung der Cholesterin-Synthese und der Cholesterin-
Aufnahme in die Zelle beteiligt ist, sind SREBP-1a und -1c fir die Synthese von Fettsduren und
TAG und die Formation von VLDL zustandig [29, 96]. Insbesondere SREBP-1c vermittelt als
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Hthrifty gene® viele der induzierenden Wirkungen von Insulin auf glycolytische und lipogene
Gene, z. B. auf GK, FAS, ACC und SCD-1 [80, 96, 97]. SREBP-1c hemmt aullerdem die Glu-
coneogenese [98]. Anscheinend inhibiert SREBP-1c die Transkription von Insulin-Rezeptor-
Substrat-2 (IRS-2), kann somit den Insulinsignalweg stéren und maoglicherweise Insulinresistenz
erzeugen [39, 99]. In Beta-Zellen hemmt SREBP-1c die Insulinsekretion [96, 99].

SREBP wird auf posttranslationaler Ebene durch proteolytische Prozessierung und proteasomale
Degradation reguliert [25, 29]. Alle Isoformen von SREBP werden als Precursor-Proteine ins
rauhe endoplasmatische Reticulum (ER) sezerniert und dort im unreifen, inaktiven Zustand in
einem Komplex mit ,,SREBP cleavage activating protein“ (SCAP) und ,,Insulin-induced gene*-
Proteinen (Insig-Proteinen) retiniert [29, 96]. Unter bestimmten Bedingungen (siehe unten) dis-
soziiert SCAP von den Insig-Proteinen ab und transportiert die Precursor-Proteine vom ER zum
Golgi-Apparat [96]. Dort schneiden zwei Proteasen den Precursor in seine reife Form, den akti-
ven Transkriptionsfaktor, der freigesetzt und in den Kern transportiert wird, wo SREBP an die
SRE seiner Zielgene bindet [29, 96].

Die Aktivierung von SREBP-1a und SREBP-2 wird Uber die intrazellulare Konzentration von
Cholesterin und Sterolen gesteuert; diese induzieren Insig-Proteine, welche SREBP im ER zu-
rickhalten [29, 96].

Fur die volle Induktion der Isoform SREBP-1c sind sowohl LXRa als auch Insulin notwendig,
wobei Insulin selbst auf mehreren Wegen LXRa induziert (sieche Abschnitt 1.1.4.4.4) [70, 100].
LXRa induziert direkt die Transkription von SREBP-1c und fiihrt so zur Synthese des Precursor-
Proteins; auch SREBP-1c induziert Uber SRE seine eigene Expression [29, 70, 101]. Die proteo-
Iytische Spaltung des Precursors in seine reife Form und die nachfolgenden Schritte sind an-
scheinend nur durch Insulin méglich, weil Insulin Insig-2 hemmt, wahrend LXRa Insig-2 indu-
ziert [70]. Daneben stabilisiert Insulin die mMRNA von SREBP-1c und verhindert die proteasoma-
le Degradation des Proteins [29]. Nach erfolgter DNA-Bindung wird SREBP-1c phosphoryliert
und in der Folge ubiquitiniert und degradiert [102].

Glucose allein scheint nicht zur Aktivierung von SREBP-1c zu fiihren [80].

Eine durch erhohtes intrazellulares cCAMP vermittelte Aktivierung der PKA, z. B. durch Gluca-
gon oder Adrenalin, fihrt zur Phosphorylierung von SREBP-1c und zur Inhibition der Transkrip-
tions-Induktion [96]. Die AMPK scheint die Transkription des SREBP-1c-Gens zu hemmen und
den Abbau des SREBP-1c-Proteins zu fordern [42]. PUFASs verhindern die induktive Wirkung
von LXR auf SREBP-1c, hemmen die Proteolyse von SREBP-1c in die reife Form, senken die
mMRNA-Stabilitat und férdern die proteasomale Degradation [8, 29, 53, 80].

Fur eine ausfihrliche Erlduterung des Zusammenspiels von SREBP-1c und ChREBP in der Gly-
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colyse und Lipogenese sei auf Abschnitt 1.1.3 verwiesen.

ChREBP scheint keinen direkten Einfluss auf Expression oder Aktivitdt von SREBP-1c zu ha-
ben. Ein direkter Einfluss von SREBP-1c auf ChREBP ist umstritten [43]. Eine Studie beschreibt
ein SRE im Promotor von ChREBP, das allerdings eher SREBP-1a als SREBP-1c zu binden
scheint [103]. Indirekte aktivierende Auswirkungen von SREBP-1c auf ChREBP sind durch die
Einleitung von Glycolyse und PPP Uber die von SREBP-1c induzierte GK gegeben. Hemmende
Einflisse auf ChREBP durch entstehende Produkte der durch SREBP-1c induzierten Lipogenese
waéren fir die mittel- bis langfristige Regulation von ChREBP aber auch vorstellbar.

Die Abschnitte 1.2.1 und 1.2.2 erldutern die Rolle von SREBP-1c in pathophysiologischen Pro-

zessen.
1.1.4.4.6 FOXO und FOXA (Forkhead box-Transkriptionsfaktoren, Subklassen O und A)

Transkriptionsfaktoren der Familie Forkhead box zeichnen sich durch eine charakteristische
DNA-Bindungs-Domane aus, die Forkhead box (FOX) genannt wird und drei Alpha-Helices und
zwei charakteristische groRe Loops oder ,,Fligel* besitzt [1, 104]. Die FOXO-Subklasse besteht
aus den Transkriptionsfaktoren FOXO1, 3a, 4 und 6, die FOXA-Subklasse aus FOXAL, 2 und 3
[104, 105].

FOXO1 wird v. a. in Adipocyten und Hepatocyten, FOXO3a in Hepatocyten, FOXO4 im Mus-
kelgewebe und FOXO6 spezifisch im zentralen Nervensystem exprimiert [104, 106]. FOXA
wird in der Leber, im Darm, in Beta-Zellen und Adipocyten exprimiert [9].
Transkriptionsfaktoren der Subklasse FOXO regulieren Zelldifferenzierung und Zellzyklus, Pro-
liferation, Apoptose, Resistenz gegen oxidativen Stress, DNA-Reparatur, Zellalterung und Glu-
cose-Homoostase [104, 107]. Sie Ubermitteln die Effekte von Insulin und Wachstumsfaktoren
auf den Zellmetabolismus [108].

In der Leber aktiviert FOXO1 die Gluconeogenese und die Ketogenese und ist somit wichtig fur
die Adaptation an Fastenzeiten [1, 9, 109]. FOXO1 férdert die Expression des Insulin-Rezeptors
und von Insulin-Rezeptor-Substrat-2 (IRS-2); dadurch erhoht es die Insulinsensitivitdt und
hemmt seine eigene Aktivitat, weil Insulin FOXOL1 inhibiert [110]. FOXO1 supprimiert die Gene
der Schlisselenzyme von Glycolyse, PPP und Lipogenese sowie die Gene der Transkriptionsfak-
toren LXR, PPARy und HNF-40 [108, 111, 112].

Bei oxidativem Stress, der z. B. bei Mangel an Wachstumsfaktoren oder an Glucose, aber auch
durch chronische Hyperglycamie entsteht, kommt es zur Bildung von reaktiven Sauerstoff-
Spezies (ROS), die zellulare Schaden verursachen kdnnen (siehe Abschnitt 1.2.1) [104]. FOXO

induziert Enzyme wie Katalase und Mangan-Superoxid-Dismutase, die ROS detoxifizieren, und
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schutzt so vor oxidativem Stress [113]. Sind bereits zelluldre Schéaden entstanden, kann FOXO je
nach AusmaR der Schaden eine friihzeitige Zellalterung oder die Apoptose einleiten [104].
FOXO1 hemmt Wachstum und Proliferation von pankreatischen Beta-Zellen; es reduziert die
Expression des Insulin-Gens und schiitzt vor durch oxidativen Stress verursachter Dysfunktion
der Beta-Zellen [108, 112].

FOXA ist an der Regulation des Glucose- und Lipid-Metabolismus beteiligt [105]. FOXAZ2 ist,
wie FOXO1, wichtig fur die Adaptation an Fastenzeiten: Es aktiviert in der Leber Gene fur die
Degradation von TAG, fur den Fettsdure-Transport, fir die Produktion und Sekretion von
VLDL, fur die mitochondriale und peroxisomale Beta-Oxidation sowie fir Glycolyse und Keto-
genese; es induziert PPARy und HNF-40 und inhibiert die DNL [9, 60]. FOXAS3 induziert die
Gluconeogenese [9, 105].

Die Transkriptionsaktivitdt von FOXO wird durch Phosphorylierung, Acetylierung, Modulation
der DNA-Bindung und Interaktion mit Cofaktoren reguliert; auBerdem erfolgt eine Steuerung
von FOXO uber nucleo-cytoplasmatisches Shuttling, Ubiquitinierung und Degradation [106-
108].

FOXO stellt eine wichtige Komponente des Insulinsignalweges dar. Im Fastenzustand mit nied-
rigen Insulinspiegeln ist FOXO unphosphoryliert im Nucleus der Zelle lokalisiert und induziert
aktiv die Transkription seiner Zielgene [9]. Die Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor, der
zu den Tyrosin-Kinase-Rezeptoren gehort, bewirkt zundchst die Autophosphorylierung des Re-
zeptors, dann Phosphorylierung und Aktivierung der Insulin-Rezeptor-Substrate-1 und -2 (IRS-1
und IRS-2); dies fihrt zur Entstehung von Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PIP3) [104]. PIP3
aktiviert direkt und indirekt das Enzym Akt/Proteinkinase B, das FOXO an drei Stellen phospho-
ryliert [104, 106]. Daneben konnen auch ,,Serum and glucocorticoid-regulated kinase* (SGK)
und der durch Insulin oder IRS-1 aktivierte Ras-Signalweg FOXO phosphorylieren [106]. Die
Phosphorylierungen von FOXO flhren zur Inhibition der Transkription seiner Zielgene, weil die
NLS-Funktion und die DNA-Bindung gehemmt und hoch affine Bindungen von 14-3-3-
Proteinen an phosphoryliertes FOXO induziert werden, wodurch es zur Freilegung eines NES
und zur Translokation von FOXO ins Cytosol kommt [28, 106, 108, 109]. Im Cytosol wird
phosphoryliertes FOXO ubiquitiniert und degradiert [106, 109].
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Abbildung 8: Signale, die die Aktivitat von FOXO-Transkriptionsfaktoren beeinflussen (aus [106]).

Insulin, v. a. eine Hyperinsulindmie, fihrt zur Deaktivierung von FOXO, dadurch zur Herunter-
regulation der Insulin-Rezeptoren und zur Hemmung der Transkription von IRS-2, somit also zu
Insulinresistenz [110]. FOXO1 wird nur nach Rekrutierung von IRS-2 an den Insulinrezeptor in
der Insulin-Signalkaskade phosphoryliert und gehemmt, FOXA2 hingegen nach Rekrutierung
von IRS-1 und IRS-2, sodass FOXA2 sensitiver auf Insulin reagiert als FOXOL1 [9].

Der hemmende Effekt von Insulin auf FOXO1 wird durch Fructose abgeschwécht [62]. Gluca-
gon, der funktionelle Antagonist von Insulin, kann FOXOL1 aktivieren [62]. Geséttigte Fettsauren

scheinen FOXO3 zu dephosphorylieren und zu aktivieren [114].
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Abbildung 9: Die Rolle von FOXO1 und FOXA2 im Insulinsignalweg.

Insulin fuhrt Gber Akt/PKB zur Phosphorylierung und Inaktivierung von FOXA2; FOXAL und
FOXAS3 hingegen werden nicht tber den Insulinsignalweg phosphoryliert [9, 60].

FOXO interagiert mit dem Ostrogen-, Progesteron-, Androgen-, Schilddriisenhormon- und Glu-
cocorticoid-Rezeptor, mit RAR (retinoic acid receptor), PPAR und HNF-40 [106]. FOXO1 und
PPARy hemmen sich gegenseitig [108]. SREBP-1c inhibiert IRS-2 und aktiviert dadurch
FOXO1 [110].

Die Hemmung von Glycolyse, PPP und Lipogenese durch FOXO1 sprache theoretisch fur einen
hemmenden Einfluss von FOXO1 auf ChREBP, der bisher aber nicht gezeigt wurde [111].

Eine Deregulation von FOX-Genen konnte einerseits zu metabolischen Erkrankungen wie Dia-
betes mellitus Typ 2, andererseits zur Entstehung von Neoplasien beitragen [115].

Beim Gesunden sorgt Insulin durch die Hemmung von FOXO1 und FOXAZ2 fur Normoglycédmie
und fur ein Gleichgewicht von Lipid-Synthese und -Oxidation [116]. Bei moderater Insulinresis-
tenz, wie sie bei beginnendem Diabetes mellitus Typ 2 auftritt, kommt es zu einer reduzierten,
aber noch vorhandenen Induktion von IRS-1 und IRS-2; FOXA2 wird durch beide IRS ge-
hemmt, FOXO1 aber nur durch IRS-2, sodass in diesem Fall FOXAZ2 starker gehemmt wird als
FOXO1 und FOXO1 dementsprechend aktiver ist [116]. Die durch FOXA2 vermittelte Fettsdu-
re-Oxidation wird daher bei moderater Insulinresistenz weiterhin supprimiert, die durch FOXO1
vermittelte Gluconeogenese wird aber kaum noch inhibiert, was insgesamt zu hepatischer Stea-
tose, Hyperlipiddmie und Hyperglycamie fihrt [116]. Bei absolutem Insulinmangel, wie er bei
unbehandeltem Diabetes mellitus Typ 1 sowie bei fortgeschrittenem Diabetes mellitus Typ 2
vorkommt, werden IRS-1 und -2 kaum noch induziert, sodass sowohl FOXO1 als auch FOXA2
fast nicht mehr gehemmt werden und standig aktiv sind; dies zieht eine erhdhte Gluconeogenese
nach sich, was die Hyperglycdmie verschlimmert, sowie eine erhOhte hepatische Fettsaure-
Oxidation, was eine Ketoazidose zur Folge haben kann [116]. Eine Hemmung von FOXO1 und
eventuell eine Aktivierung von FOXA2 wéren in der pharmakologischen Therapie von Insulinre-

sistenz bzw. Diabetes mellitus Typ 2 und hepatischer Steatose ein potentielles Ziel [9].
1.1.4.4.7 Peroxisomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR)

Peroxisomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) sind Transkriptionsfaktoren, deren Na-
me von ihrer Aktivierung durch Peroxisomen-Proliferatoren stammt, eine breite Klasse xeno-
biotischer Substanzen, zu denen z. B. Fibrate gehoren, die als lipidsenkende Medikamente einge-
setzt werden [71, 88].

Es sind die drei Isoformen PPARo, /6 und y bekannt [71]. PPARa wird v. a. in der Leber ex-
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primiert, daneben in Gastrointestinaltrakt, Skelettmuskel, Fettgewebe und Makrophagen [80, 84,
117]. PPARy-1 und -2 sind v. a. in insulinabhangigen Geweben wie Skelettmuskel und Fettge-
webe zu finden [118]. PPARPB/6 wird ubiquitér exprimiert [117].

PPARa« reguliert die Lipid-Homdostase und die Zusammensetzung der Fettsauren in Hepatocy-
ten, indem es Beta-Oxidation, Transport, Export, Desaturation und Elongation von Fettsauren
kontrolliert [29]. PPARa hemmt die Transkriptionsaktivitdt von LXR und SREBP-1c und ver-
hindert so eine Akkumulation von Lipiden in Hepatocyten; es induziert allerdings die Transkrip-
tion von LXR [69, 71, 83, 117]. Durch die Regulation von Apolipoproteinen und Lipoprotein-
Lipase beeinflusst PPARa den peripheren Lipid-Metabolismus [117]. In Makrophagen hemmt
PPARa« die Expression inflammatorischer Faktoren wie NF-xB [117].

PPARy-Agonisten — Thiazolidindione — werden in der Therapie von Diabetes mellitus Typ 2
eingesetzt [90]. Sie fordern die Insulinsensitivitat in Fettgewebe und Skelettmuskel, erhéhen die
Aufnahme von Glucose in diese Gewebe — wahrscheinlich Gber Induktion von GLUT4 [68] -,
steigern die Glycogensynthese im Skelettmuskel und reduzieren die Gluconeogenese; dadurch
tragen sie zur Senkung des Blutzuckers bei [117, 119]. In Makrophagen inhibiert PPARy die
Expression inflammatorischer Cytokine [71, 88]. PPARy wird als Induktor von LXRa und
SREBP-1c vermutet und soll auRerdem uber noch unbekannte Mechanismen die Transkription
von ChREBP erhohen [67, 83, 88, 90].

PPARP/6 scheint in Hepatocyten den Abbau von Fettsduren zu steigern und die Lipogenese zu
hemmen, teilweise ber Hemmung der Prozessierung von SREBP-1c [120].

Ungeséttigte Fettsduren aktivieren die drei PPAR-Isoformen durch direkte Bindung [80, 87].
Auch geséttigte Fettsauren, Fettsdure-Derivate, Eicosanoide und Fibrate konnen PPAR« teilwei-
se aktivieren [71, 80, 84, 88]. PPARY kann durch Thiazolidindione aktiviert werden (siehe oben)
[93].

Die Bindung von aktivierenden Liganden fihrt zur Konformationsanderung von PPAR, zur
Hemmung von Co-Repressoren und Rekrutierung von Co-Aktivatoren, zur Bildung von Hetero-
dimeren aus PPAR und RXR, zu deren Bindung an Promotoren ihrer Zielgene und zur Tran-
skriptionsinduktion [117, 118]. LXR und PPARa hemmen sich aufgrund der Kompetition um
den gemeinsamen Partner RXR auf posttranslationaler Ebene gegenseitig, induzieren aber ge-
genseitig ihre Transkription [11, 69, 71].

Insulin steigert sowohl die basale als auch die durch Liganden induzierte Transkriptionsinduk-
tion durch PPARa, PPARy-1 und -2 [83, 118].

Ein Knockout von PPARa fiihrte in Studien zu hepatischer Steatose und Steatohepatitis aufgrund

mangelnder Fettsaure-Oxidation sowie reduzierter anti-inflammatorischer Wirkung [71].
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1.1.4.4.8 Hepatic nuclear factor-4a (HNF-4a)

HNF-4a ist ein v. a. in Leber, Nieren, Darm und Pankreas exprimierter Transkriptionsfaktor, der
die Expression von Enzymen der Glycolyse, Gluconeogenese und Gallensdaure-Synthese, von
diversen Apolipoproteinen sowie von Transferrin reguliert [80, 121]. Langkettige Fettsduren und
Cholesterin binden direkt an HNF-4a, wobei gesittigte Fettsduren zu einer Aktivierung, PUFAs
zu einer Hemmung fiihren [80]. AMPK senkt die Transkription von HNF-4a [42].
Wahrscheinlich ist HNF-4o0 an der Induktion einiger Zielgene von ChREBP, z. B. L-PK oder
FAS, beteiligt, da seine Bindungselemente teilweise innerhalb der ChoRE von Zielgenen liegen
[122]. AuBerdem wird eine funktionelle und physikalische Interaktion zwischen HNF-4a und
ChREBP postuliert, die die Bindung an Zielgene erleichtern oder stabilisieren konnte [122].

1.1.4.4.9 Glucagon

Einige Studien, vornehmlich mit Mé&use- oder Ratten-Hepatocyten in vivo oder in vitro, be-
schrieben eine Hemmung von endogenem ChREBP durch Glucagon. Als Erklarung wurde fol-
gender Mechanismus postuliert: Glucagon fiihre zur Aktivierung der Adenylylcyclase, folglich
zur Erhéhung des zellularen cAMP und dadurch zur Aktivierung der cCAMP-abhédngigen Protein-
kinase A (PKA), die ChREBP an P1 und P3 phosphoryliert und damit dessen Deaktivierung,
Hemmung der DNA-Bindung sowie Translokation ins Cytosol bewirkt (siehe Abschnitt 1.1.4.3)
[6, 18, 20, 26, 36, 47, 122]. Allerdings wurde nur bei einer Studie direkt der Effekt von Gluca-
gon auf ChREBP gemessen, indem Glucagon in die Pfortader von Mdusen gespritzt und danach
die subzelluldre Lokalisation von endogenem ChREBP beobachtet wurde [26]. Samtliche Ubrige
zitierte Studien berichteten nur indirekt oder in der Theorie Gber eine Hemmung von ChREBP
durch Glucagon, und Studien zu den Einflissen von Glucagon auf humanes ChREBP wurden

nicht gefunden.
1.1.4.4.10 Gesattigte und einfach ungesattigte Fettsauren

Es gibt vier Klassen langkettiger Fettsduren: gesattigte Fettsduren, einfach ungesattigte w3-
Fettsduren sowie mehrfach ungeséttigte m3- und w6-Fettsduren (PUFAS) [80]. Der Anstieg der
Konzentration an geséttigten und einfach ungeséttigten Fettsduren in der Zelle und der Metabo-
lismus dieser Fettsduren fuihren zu einer Erhohung der AMP-Konzentration, zur Aktivierung der
AMPK und dadurch zur Phosphorylierung von ChREBP an P4, was die DNA-Bindungsféahigkeit
und die Transkriptionsinduktion durch ChREBP hemmt (siehe Abschnitt 1.1.4.3) [35, 53, 57].
Einige Studien bestétigen einen solchen Einfluss von geséttigten und einfach ungeséattigten sowie
kurzkettigen Fettsduren auf ChREBP [35], andere hingegen bestreiten ihn [123]. Eine Transloka-
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tion von ChREBP ins Cytosol durch geséttigte und einfach ungesattige Fettsauren wurde bisher
nicht beschrieben.

1.1.4.4.11 Mehrfach ungesattigte Fettsauren (Polyunsaturated fatty acids, PUFAS)

Fettsduren, insbesondere PUFAs — beispielsweise die essentiellen Fettsauren Linolséure (18:2)
und Linolensdure (18:3) sowie Arachidonsaure (20:4), Eicosapentaensaure (20:5) und Docosa-
hexaensdure (22:6) —, konnen diverse hepatische Enzyme auf verschiedenen Wegen beeinflus-
sen: direkt Uber deren Transkription oder indirekt iber Metabolite, Second messenger oder die
Beeinflussung von Menge und Aktivitat verschiedener Transkriptionsfaktoren [53, 87]. PUFAS
inhibieren die hepatische Glycolyse und die DNL, auRerdem die Elongation und Desaturation
von Fettsduren, und sie fordern die Beta-Oxidation; dadurch vermitteln sie ein negatives Feed-
back und kontrollieren den zelluldren Gehalt an geséttigten, einfach und mehrfach ungesattigten
Fettsduren [3, 29, 80]. Herunterreguliert durch PUFAs werden z. B. ChREBP, LXRa, SREBP-1c
oder HNF-4a, heraufreguliert wird PPARa [87]. Die Effekte von PUFAs differieren je nach Ket-
tenlange, Grad der Sattigung und akutem Zustand des zelluldren Metabolismus [87].

Fur einige PUFAs, z. B. Linolensdure, Eicosapentaensdure und Docosahexaensaure, wird eine
Hemmung der Aktivitat von ChREBP auf mehrere Arten beschrieben [3, 53, 123]. Erstens sollen
diese PUFAs Reifung und Stabilitdt der mRNA von ChREBP vermindern und/oder deren Abbau
steigern. Zweitens verhindern sie die Translokation von ChREBP aus dem Cytosol in den Nuc-
leus sowie dessen DNA-Bindung, was teilweise Uber eine Hemmung von Glycolyse und PPP
und reduzierte Bildung von X5P vermittelt wird (u. a. wahrscheinlich durch Hemmung der
Schlisselenzyme GK und G6PDH) [3]. Drittens scheinen PUFAs, unabhéngig davon, die Aktivi-
tat von ChREBP durch die Aktivierung der in Abschnitt 1.1.4.3 beschriebenen AMPK zu hem-
men [3, 56]. Ob PUFAs auch einen Einfluss auf die Transkription von ChREBP haben, ist noch
nicht geklart [3, 123].

PUFAs hemmen die DNL auch als kompetitive Antagonisten von Oxysterolen, den Liganden
von LXR, sowie durch Inhibierung der Transkription und Prozessierung von SREBP-1c; sie ak-
tivieren hingegen die Fettsdure-Oxidation durch Induktion von PPARa [3, 69, 124].

PUFAs scheinen hepatische Steatose und Insulinsensitivitat zu verbessern; dies kénnte teilweise
der Hemmung von SREBP-1c, die Verbesserung der Insulinsensitivitat aber eher der Hemmung
von ChREBP zugeschrieben werden [3]. Die beschriebenen PUFAs stellen essentielle Fettsduren
dar (Linol- und Linolenséure) bzw. werden aus solchen synthetisiert (Arachidon-, Eicosa-
pentaen- und Docosahexaenséure), sodass ihre Zufuhr bzw. die Zufuhr ihrer Vorstufen tber die

Nahrung zu erfolgen hat.
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Abbildung 10: Auswirkungen von mehrfach ungesattigten Fettsauren (Polyunsaturated fatty acids,
PUFAs) auf ChREBP (nach [3]).

1.1.4.4.12 Weitere Faktoren

Weitere mogliche Faktoren, die in der Regulation von ChREBP potentiell eine Rolle spielen
kdnnten, deren Einflisse auf ChREBP aber bislang wenig erforscht sind, stellen Hormone wie
Schilddriisenhormone oder Glucocorticoide dar, aber auch weitere Transkriptionsfaktoren. Fur
Adrenalin, das wie Glucagon zur Erhéhung von cAMP in der Zelle beitragt, wurde bisher kein
direkter Einfluss auf ChREBP nachgewiesen [26]. Eine Studie fand je zwei Bindungsstellen im
Promotor von ChREBP fir Specificity protein 1 (Spl) und Nuclear factor-Y (NF-Y) [103]. Der
Transkriptionsfaktor c-Myc im Komplex mit Max scheint flr die volle Expression der Zielgene
von ChREBP nétig zu sein, indem er mit ChREBP an die DNA bindet und Co-Aktivatoren re-
krutiert; der Transkriptionsfaktor Mad hingegen bindet im Komplex mit Max an dieselben Se-
quenzen wie c-Myc-Max, aktiviert aber Co-Repressoren [125]. Eine Studie berichtet, ChREBP
sowie SREBP-1c induzierten in Hepatocyten den Transkriptionsfaktor BHLHB2/DEC1, der
ChREBP von seinen ChoRE verdrange und somit einen Feedback-Mechanismus zum Schutz vor
uberschielRender Lipogenese darstelle [126]. Eine Regulation der Transkriptionsaktivitat von

ChREBP Uber Co-Aktivatoren und Co-Repressoren ist zu vermuten, allerdings liegen darlber
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wenige Daten vor. Weiterhin kdnnte ChREBP theoretisch lber Einflisse auf seinen DNA-
Bindungspartner Mix gesteuert werden; allerdings scheint MIx nur in geringem Ausmal reguliert
zu werden und konstitutiv sowie abundant in den Zellen vorhanden zu sein, sodass eine Regula-
tion von Mix wahrscheinlich fir die Aktivitat von ChREBP keine grofiere Rolle spielt [12, 16].

1.2 Erkrankungen, die mit ChREBP in Zusammenhang stehen kdnnten

Einerseits spielt ChREBP als ,,thrifty gene* eine wichtige Rolle fur die Bereitstellung von Ener-
giereserven in Hungerzeiten, da es die Umwandlung von Kohlenhydraten in Fette ermdglicht.
Andererseits konnte sich aber eine Uberexpression und Uberstimulation von ChREBP negativ
auswirken und moglicherweise zur Entstehung von Ubergewicht sowie daraus resultierenden
Erkrankungen wie Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ 2, metabolischem Syndrom und hepa-
tischer Steatose fuhren [22].

1.2.1 Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2

Insulinresistenz ist das Resultat von Signaldefekten im Insulinsignalweg und kann genetische
und epigenetische Defekte als Grundlage haben, wird aber in hohem Male durch Lebensstil- und
Umuweltfaktoren moduliert [11, 28]. Moglicherweise spielt der Transkriptionsfaktor ChREBP
eine Rolle in der Entstehung von Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2. Einerseits konnte
eine pathologisch starke Expression und/oder Aktivierung von ChREBP durch gesteigerte Syn-
these von Fettsauren zu zelluldrer Lipid-Akkumulation fuhren, welche die Wirkung von Insulin
storen und somit eine Insulinresistenz fordern kann. Andererseits kdnnte eine bestehende Insu-
linresistenz auf folgendem Wege Expression und Aktivierung von ChREBP steigern: Bei Insu-
linresistenz kommt es zur Hyperglycamie, weil normale im Blut zirkulierende Konzentrationen
von Insulin in diesem Fall nicht ausreichen, um den Einstrom von Glucose in insulinabhangige
Zellen effektiv zu erhéhen und die hepatische Gluconeogenese zu supprimieren [28]. Die Hy-
perglycamie fuhrt zur Steigerung der Insulinproduktion, sodass bei beginnender Insulinresistenz
zugleich Hyperglycamie und Hyperinsulindmie vorliegen; diese lassen eine starke Induktion der
Transkriptionsfaktoren ChREBP und SREBP-1c vermuten — und damit eine gesteigerte Lipoge-
nese, welche wiederum die Insulinresistenz der Zellen verstarkt [96]. Die fordernde Wirkung
von Insulin auf die Lipogenese ist bei Insulinresistenz weniger stark eingeschrankt als die hem-
mende Wirkung auf die Gluconeogenese.

Aullerdem erhohen Hyperglycdmie und Hyperinsulindmie durch die Steigerung metabolischer
Prozesse in der Zelle die Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) [113]. ROS kénnen DNA-
Schéaden verursachen, inhibieren die Insulinsignal-Kaskade, u. a. durch Blockade des Insulin-
Rezeptors sowie von IRS, und aktivieren tber bestimmte Mediatoren FOXO [113]. Die St6rung
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der Insulinkaskade hat einen verminderten Einstrom von Glucose in insulinabh&ngige Zellen und
damit einen Schutz vor weiterem oxidativem Stress zur Folge [113]. FOXO schiitzt vor oxidati-
vem Stress, indem es Enzyme induziert, die ROS detoxifizieren, und in Beta-Zellen die Insulin-
Sekretion reduziert [113]. Offenbar Uberwiegt in insulinabhangigen Zellen die Stoérung der Insu-
linsensitivitat durch oxidativen Stress die positive Wirkung des durch ROS induzierten FOXO
auf die Insulinsensitivitat [113]. Eine Studie postuliert, Insulinresistenz kdnne auf zellulérer
Ebene als physiologischer Schutzmechanismus als Reaktion auf chronische Hyperglycédmie auf-
gefasst werden, weil so in insulinabhéngigen Zellen Glucose-Einstrom und dadurch induzierter
oxidativer und nicht-oxidativer Schaden vermindert wirden und auBerdem, auch in Hepatocyten,
ein Schutz vor Lipidiberladung der Zelle und vor Lipotoxizitat entstehe [113]. Kurzfristig stellt
Insulinresistenz einen adaptiven physiologischen Prozess dar und verlédngert das Leben der ein-
zelnen Zelle [113]. Wird die initiale Insulinresistenz aber durch langfristige Hyperglycamie
chronisch, entsteht daraus ein im Hinblick auf den gesamten Organismus maladaptiver Prozess,
der zu Diabetes mellitus Typ 2 mit seinen Folgen fuhren kann [113].

Maglicherweise filhren Ubergewicht und Akkumulation von Fett zu einer Ausschittung von
Entziindungsmediatoren und in der Folge zu einer chronischen niedriggradigen Inflammation,
welche den Insulin-Signalweg zusétzlich stort [60].

Wie in Abschnitt 1.1.4.4.6 beschrieben, wird FOXA2 durch IRS-1 und IRS-2 gehemmt, FOXO1
nur durch IRS-2 [116]. Zusétzlich scheint IRS-2 bei moderater Insulinresistenz stérker herunter-
reguliert zu werden als IRS-1 [96]. In diesem Fall wird daher die Gber FOXA2 vermittelte Oxi-
dation von Fettséuren starker gehemmt als die Uber FOXO1 vermittelte Gluconeogenese, wo-
durch es zu weiterer Verstarkung der Hyperlipiddmie und Hyperglycdmie kommt [116].

Im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf des Diabetes mellitus Typ 2 kann es zur Erschépfung der
Insulinproduktion der Beta-Zellen und zu absolutem Insulinmangel kommen. Dann wére theore-
tisch zu erwarten, dass die bestehende Hyperglycdmie in Verbindung mit dem Insulinmangel
hauptsachlich zu einer starken Induktion von ChREBP fiihrt. Da Glucose in die Leber insulin-
unabhangig Uber den GLUT2 aufgenommen werden kann, im Gegensatz zu Skelettmuskel- und
Fettzellen, die den insulinabhdangigen GLUT4 exprimieren, ware es moglich, dass ChREBP bei
Diabetes mellitus Typ 2 aufgrund des erhohten Glucose-Einstromes in Hepatocyten gerade dort
eine Hochregulation erfahrt, was zu hepatischer Steatose fiihren kann (siehe Abschnitt 1.2.2),
und in anderen Geweben, in denen intrazellularer Glucosemangel herrscht, eher eine Herunter-
regulation. SREBP-1c, das durch Insulin und LXR induziert wird, wiirde in dieser Phase in den
meisten Geweben eher supprimiert werden.

Fir pankreatische Beta-Zellen postuliert eine Studie einen ,,Stress des Endoplasmatischen Reti-
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culums®, der durch Hyperglycdmie und gesteigerte Proteinsynthese verursacht werden und Pro-
zessierung und Aktivitdt von SREBP-1c induzieren soll [127]. In diesen Zellen flhrt der standig
erhdhte Glucose-Gehalt in Verbindung mit der durch ChREBP und SREBP-1c verursachten Ak-
kumulation von Fettsauren zur Dysfunktion und schliellich zur Apoptose; dieser Prozess wird
als Glucolipotoxizitat bezeichnet [44]. SREBP-1c scheint an der Glucolipotoxizitat in htherem
Male beteiligt zu sein als ChREBP [127].

Zusammenfassend lasst sich die Hypothese aufstellen, dass in der Anfangsphase von Diabetes
mellitus Typ 2 durch Hyperglycdmie und Hyperinsulindmie mdglicherweise ChREBP und
SREBP-1c in der Leber induziert werden und zu hepatischer Steatose flihren, wahrend in spéte-
ren Phasen, die durch Hyperglycdmie und Insulinmangel charakterisiert sind, hauptséchlich
ChREBP induziert wird.

1.2.2 Nicht-alkoholische Fettleber-Erkrankung (Non-alcoholic fatty liver disease,
NAFLD)

Unter dem Begriff NAFLD werden verschiedene Erkrankungen zusammengefasst, die den histo-

logischen Befund einer makrovesikularen hepatischen Steatose aufweisen und nicht durch Alko-
holkonsum verursacht sind [33]. Hierzu zéhlen die einfache hepatische Steatose, die Nicht-
alkoholische Steatohepatitis (NASH) mit Entzindung und Nekrose, die Leberfibrose, die zur
Leberzirrhose fortschreiten kann, und das hepatozelluldre Karzinom [3, 19, 28].

NAFLD ist gekennzeichnet durch eine exzessive Akkumulation von Triacylglycerinen (TAG) in
der Leber, die durch gesteigerte Synthese und/oder verminderte Beta-Oxidation von Fettsuren
zustande kommt und im Verlauf der Erkrankung tber Lipotoxizitat zur Apoptose von Hepatocy-
ten, zu Entzindung und Leberschéden fuhren kann [53]. Die Diagnose einer NAFLD wird durch
Anstieg der Transaminasen (ASAT, ALAT), das sonographische Bild einer Fettleber, Vorliegen
eines hohen BMI und eines metabolischen Syndroms gestellt [28]. Die akkurate Diagnose einer
NAFLD ist aufgrund der Vielzahl histopathologischer Sonderformen einer Fettleber und des
Fehlens verlaBlicher Krankheitsmarker schwierig zu stellen [11].

NAFLD ist die haufigste Ursache fur chronische Lebererkrankungen in industrialisierten Lan-
dern und in etwa 50-80 % der Falle assoziiert mit Komponenten des metabolischen Syndroms,
also mit Ubergewicht/Adipositas, abdomineller Fettverteilung, arterieller Hypertonie, Hyper-
triglyceridamie, Hypercholesterindmie und Insulinresistenz bzw. Diabetes mellitus Typ 2 [3, 11,
19, 28, 33]. Eine Fettleber ist aulerdem mit einem erhéhten Risiko flr kardiovaskulare Erkran-
kungen, Leberzirrhose und Tumorerkrankungen assoziiert [11].

Die Entwicklung einer NAFLD ist in den meisten Féllen wahrscheinlich multifaktoriell bedingt,
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sowohl durch genetische und epigenetische Faktoren als auch durch Umweltfaktoren.

In der Leber befindliche TAG konnen direkt aus der Nahrung stammen — aus dem Darm gelan-
gen TAG als Chylomikronen in die Zirkulation —, werden von der Leber aus dem Pool an Nicht-
veresterten Fettsduren (NEFA) im Serum synthetisiert — der sich u. a. aus den aus peripherem
Fettgewebe freigesetzten Fettsduren speist — oder werden de novo in der Leber synthetisiert
(DNL), wenn die Glycogen-Speicher der Leber bei hoher Kohlenhydrat-Zufuhr gefillt sind.

In der DNL hergestellte TAG werden entweder als Fett-Tropfen in Hepatocyten gespeichert, als
VLDL ins Blut abgegeben oder in der Beta-Oxidation abgebaut — wobei der letztere Weg bei
gleichzeitiger DNL normalerweise supprimiert ist [28]. Eine exzessive Akkumulation von Fett in
der Leber kann das Resultat sein von erhohter Aufnahme von Lipiden in die Leber — welche
durch fettreiche Erndhrung oder durch erhéhten Fettsaure-Einstrom bei Lipolyse im Fettgewebe
bedingt sein kann —, von erhéhter Synthese von Fettsauren in der Leber, von reduzierter Beta-
Oxidation oder von verminderter Synthese oder Sekretion von VLDL durch die Leber [28, 128].
Bei NAFLD spielen wahrscheinlich v. a. ein erhohter Fluss von Fettsauren aus der Peripherie zur
Leber sowie eine gesteigerte DNL eine Rolle [28, 33]. Normalerweise ist die DNL im Fastenzu-
stand reduziert und wird nach Aufnahme einer kohlenhydratreichen, fettarmen Mahlzeit gestei-
gert [129]. Bei NAFLD ist die DNL im Fastenzustand erhoht, und der postprandiale Anstieg der
DNL fehlt, weil das lipogene Potential erschopft ist [33, 130]. In der spaten Phase des Diabetes
mellitus Typ 2, bei Hyperglycamie und Insulinmangel, wird die Synthese von Fettséuren in der

Leber starker als deren Sekretion stimuliert, was eine hepatische Steatose férdert [129].
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Abbildung 11: Herkunft von Fettsduren fir TAG in der Leber bei Gesunden (erste Zahl) und bei
NAFLD (zweite Zahl) (nach [33]).

Fettgewebe speichert Fett grundsétzlich ohne Auftreten von Lipotoxizitat, wie sie in anderen
Geweben vorkommen kann, und es verhindert, dass potentiell schéadliche Lipide in zu groRer
Menge in das Blut abgegeben werden [11]. Bei chronischer Uberernahrung ist die Pufferkapazi-
tat des Fettgewebes jedoch Uberlastet, sodass Fett in die Blutbahn gelangt, wo es zu Athero-
sklerose fiihren kann, und in anderen Organen wie der Leber abgeladen wird, wo es zur Verfet-
tung, zu Schéaden durch Lipotoxizitat und zu Insulinresistenz fihren kann [11].

NAFLD ist in der Mehrzahl der Félle mit Insulinresistenz assoziiert [11]. Es gibt mehrere Hypo-
thesen zur Rolle von Insulinresistenz in der Pathophysiologie der NAFLD. Ob Insulinresistenz
oder die hepatische Steatose am Anfang steht, ist umstritten. Wahrscheinlich treten beide in zeit-
lichem und kausalem Zusammenhang auf und verstérken sich gegenseitig.

Bei Insulinresistenz wird hormonsensitive Lipase aktiviert, die im Fettgewebe zu Lipolyse fihrt,
und Lipoprotein-Lipase deaktiviert, die normalerweise die Aufnahme von Fettsauren in periphe-
re Gewebe vermittelt, sodass sich der Strom von Fettsduren zur Leber insgesamt erhoht [11].
Insulinresistenz soll Expression und Aktivitat des Faktors SREBP-1c erhéhen, der eine hepati-
sche Steatose begiinstigt [3, 40, 96, 131]. Hepatische Insulinresistenz duf3ert sich v. a. in einer
inadaquat unterdrickten hepatischen Glucoseproduktion, wéhrend die durch Insulin gesteuerte
Induktion lipogener Enzyme weniger stark beeintrachtigt wird, sodass die mit Hyperglycdmie
einhergehende Hyperinsulindmie zu einer Induktion der hepatischen DNL, zur Reduktion der
Beta-Oxidation und zur weiteren Steigerung des Blutzuckers fiihrt [27, 60]. Alle diese von Insu-
linresistenz ausgehenden Prozesse bewirken eine Akkumulation von Fettsduren in der Leber,
was wiederum den Insulin-Signalweg stort [28, 57]. Die Insulinresistenz von Adipocyten und
Hepatocyten kann als Schutz vor weiterer Uberladung mit Fett, vor Lipotoxizitat und Apoptose
aufgefasst werden [11].

Fur einige weitere Faktoren wird eine Beteiligung an der Entstehung von NAFLD vermutet. Ein
Mangel an Leptin kann zu Ubergewicht, Hyperglycamie, Insulinresistenz, Hyperlipidamie, ge-
steigerter hepatischer DNL und Fettleber fiihren [45, 100]. Defekte in Adipocyten kénnen eine
gestorte Fettspeicherung im Fettgewebe und z. B. erhohte Lipolyse nach sich ziehen [11]. Mit
Ubergewicht und Insulinresistenz ist haufig eine chronische niedriggradige Entziindung asso-
ziiert; moglicherweise fihrt eine Verfettung der Leber zur Ausschiittung von Entziindungsme-
diatoren. Diese chronische Entziindung kann einerseits die Expression von SREBP-1c und damit

die DNL erhohen, andererseits den durch Lipide verursachten Gewebeschaden verstarken, indem

38




Einleitung

sie zur Apoptose von Hepatocyten und Leberfibrose fihrt [71]. AuBerdem soll sie die Insulinre-
sistenz weiter fordern. Ein Ungleichgewicht zwischen NF-xB und dem anti-inflammatorisch
wirkenden PPAR verstarkt die Entziindung [71]. Es gibt einzelne Hinweise in der Literatur, dass
Nahrungsmittel mit hohem Gehalt an Fructose die Entstehung einer Fettleber beglinstigen.
Beispiele fiir Transkriptionsfaktoren, deren Regulationsstérungen theoretisch zu NAFLD beitra-
gen konnten, sind ChREBP, LXR, SREBP-1c, PPARa und FXR [73]. Eine Uberexpression oder
Uberstimulation von ChREBP, LXR und SREBP-1c steigert die Lipogenese; eine Reduktion von
PPARa, welcher die Sekretion und die Oxidation von Fettsauren fordert, oder von FXR, der
LXR und SREBP-1c hemmt, erhoht die Lipid-Akkumulation [11]. Einige Studien berichten, v. a.
eine Uberexpression von SREBP-1c oder auch LXR, weniger von ChREBP, scheine zu hepati-
scher Steatose zu fuhren; bei NAFLD wurden geringere Expressionslevel von ChREBP, aber
erhdhte von SREBP-1c und LXR beobachtet [3, 67]. Eine mogliche Ursache dafiir kénnte eine
Stérung im Abbau von Glucose darstellen, die durch TAG-Akkumulation und Insulinresistenz
der Hepatocyten hervorgerufen wird und eine geringere Transkription und Aktivierung von
ChREBP zur Folge hétte [67].

In der Therapie von NAFLD spielen Diat, Gewichtsreduktion und Bewegung eine wichtige Rolle
[28, 33]. Die Zufuhr von PUFAs und die Reduktion von Mono- und Disacchariden in der Nah-
rung sollen die Lipogenese senken [11, 53]. Thiazolidindione, selektive Agonisten von PPARYy,
sollen die Insulinresistenz, den chronischen Entziindungsstatus und dadurch die hepatische Stea-
tose reduzieren [28]. Adiponectin verbessert anscheinend die Insulinsensitivitat und senkt die
hepatische Lipogenese und Steatose [69].

Fur die zukunftige Entwicklung von gezielt angreifenden Pharmaka ist ein genaueres Wissen
uber Funktion und Regulation der Transkriptionsfaktoren nétig, die die Fettsaure-Synthese in der
Leber modulieren — also z. B. ChREBP, LXR und SREBP-1c [28]. Md&glicherweise kénnte eine
Reduktion von Expression und/oder Aktivitat von ChREBP positive Effekte in der Behandlung
von NAFLD und weiteren metabolischen Erkrankungen haben, die mit Hyperglycdmie und Dys-
lipiddmie assoziiert sind (siehe Abschnitt 1.2.4) [28].

1.2.3 Williams-Beuren-Syndrom (WBS)

Das Williams-Beuren-Syndrom (WBS) gehort zu den chromosomalen Mikrodeletions-Syndro-
men; durch spontane Mutation kommt es heterozygot zu Deletionen im Bereich des Chromo-
soms 7q11.23, von denen etwa 17 bis 20 benachbarte Gene, unter ihnen das Gen fir ChREBP,
betroffen werden [132].

Die Erkrankung wirkt sich auf verschiedene Gewebe wie Blutgefale, Bindegewebe und ZNS
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aus. U. a. treten hdufig neurologische Entwicklungsstorungen, faziale Dysmorphien, HOrstorun-
gen und kardiovaskuldre Veranderungen auf, insbesondere Herzfehler (supravalvuldre Aortenste-
nose) [132, 133]. Die Lebenserwartung ist normal, sofern nicht medizinische Probleme und or-
ganische Fehlbildungen zu einer Einschréankung fiihren [133].

Der Beitrag der meisten zerstorten Gene, inclusive WBSCR14 alias ChREBP, zum Phanotyp des
Williams-Beuren-Syndroms ist bisher noch nicht geklart [36]. Einen Hinweis auf ChREBP
konnte die Beobachtung liefern, dass etwa 75 % der Patienten mit WBS eine gestorte Glucose-
toleranz oder einen subklinischen Diabetes entwickeln, was moglicherweise durch den teilweisen
Verlust von ChREBP und damit durch eine Einschrankung der F&higkeit, auf Glucose mit Gly-
colyse und Lipogenese zu reagieren, bedingt sein kdnnte [16, 55].

1.2.4 Experimente mit ChREBP-Knockout

Mehrere Studien — meistens mit M&usen — beschéftigten sich mit einem Knockout von ChREBP.
Ein Knockout wurde z. B. mit ShRNA (auf Adenoviren basierende short-hairpin-RNA-Techno-
logie) [19], ein Knockdown mit siRNA (small interfering RNA) erreicht [43].

Ein leberspezifisches Knockout von ChREBP fiihrte in diesen Studien zur Reduktion der hepati-
schen Lipogenese, Steatose und Gluconeogenese, zur Steigerung der Beta-Oxidation und des
Glycogengehaltes der Leber, zu reduzierter Fettmasse, zur Verbesserung der Insulinsensitivitat
in Leber, Skelettmuskel und Fettgewebe sowie zu einer deutlichen Verbesserung von Hyper-
lipidamie, Hyperglycamie und Hyperinsulinamie [3, 19, 26-28, 134].

Die Steigerung der Beta-Oxidation bei Knockdown von ChREBP scheint durch die geringere
Expression von ACC zustande zu kommen, wodurch CPT-1, das geschwindigkeitsbestimmende
Enzym der Beta-Oxidation, aktiviert wird [3]. Der erhohte Glycogengehalt der Leber wird einer
aufgrund der Reduktion der Glycolyse erhohten Akkumulation von G6P zugeschrieben, welches
dann vermehrt zur Glycogensynthese verwendet wird [45].

Es wurde beobachtet, dass die ChREBP-Knockout-Mé&use eine Intoleranz gegeniber der Auf-
nahme hoher Mengen an Mono- und Disacchariden aufwiesen, was auf die reduzierte Glycolyse
und die Akkumulation von Glucose zurlickgefuhrt wurde [6]. Fructose oder Saccharose fiihrten
zu Morbiditat oder gar zum Tod der Tiere durch Hypothermie und Gewichtsverlust [6, 134]. Die
Intoleranz gegeniber Fructose konnte dadurch bedingt sein, dass ChREBP die Enzyme Fructo-
kinase und Triose-Kinase fir den Eintritt von Fructose in die Glycolyse induziert und das Fehlen
dieser Enzyme zu einer Akkumulation von Fructose fuhrt [6].

Weiterhin wurde eine verbesserte Appetitkontrolle beobachtet, deren Ursache in einer geringeren

Expression des appetitstimulierenden Neuropeptids Agouti-related protein im Hypothalamus
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vermutet wurde [45].

Eine weitere Studie stellte nach ChREBP-Knockout eine Energiedefizienz der Leber fest [134].
Diese hing mit einem veranderten Verhaltnis von NAD" zu NADH + H*, einem gestorten Re-
dox-Status von Mitochondrien und Cytosol, niedrigen ATP-Konzentrationen und einem vermin-
derten Potential flir Oxidationsprozesse zusammen [134].

Bei ob/ob-Madusen, also M&usen mit Knockout von Leptin, waren zunédchst Expression und nuc-
ledrer Gehalt von ChREBP sowie die Lipogenese in der Leber erhoht [27]. Zusétzliches Knock-
out von ChREBP flihrte auch hier zu den oben genannten positiven Effekten.

Bei Mdausen mit Knockout fir SREBP-1c wurde sekund&r eine verringerte Aktivitat von
ChREBP beobachtet, was durch verminderte Glycolyse und PPP erklart werden konnte, da
SREBP-1c GK induziert, die das Substrat G6P flr diese Stoffwechselwege bereitstellt [43, 135].
Ob die Ergebnisse dieser tierexperimentellen Studien auf den Menschen Ubertragbar sind und zu

neuen Therapiemdglichkeiten fuhren kdnnten, sollte in weiteren Studien untersucht werden.

Behandlung mit sh-

Lipogenese und He atish
ChREBP-RNA ‘é ChREBP, ==, /P70 =

TAG-Synthese |, Steatose |,

/ | Insulinsensitivitét/r |
/GlUCOneogenese N \
Hyperlipidamie

1
Hyperglycamie |, | (TAG, NEFA) ¥

Leber /

/| Insulinsensitivitatﬂ

Glycogensynthese T

Skelettmuskel

Abbildung 12: Experimente mit Knockout von ChREBP und Auswirkungen auf die Pathophysiolo-

gie im Rahmen des metabolischen Syndroms (nach [19]).

1.3 Aufgabenstellung

Aufgrund der geschilderten wichtigen Funktionen von ChREBP, v. a. der Induktion der Lipo-
genese, kommt diesem Transkriptionsfaktor wahrscheinlich eine groRe Bedeutung in Physiologie
und Pathophysiologie von metabolischen Prozessen in der Leber zu. Es kann vermutet werden,

dass ChREBP eine Rolle — bislang ungeklarten AusmaRes — in der Entstehung von Ubergewicht,
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hepatischer Steatose und Insulinresistenz spielt. Dies wird v. a. in den vorgestellten Studien zur
Atiologie von NAFLD und in den tierexperimentellen Studien mit Knockout von ChREBP deut-
lich. Daher konnte dieser Transkriptionsfaktor in Zukunft einen vielversprechenden Ansatzpunkt
fur die Pharmakotherapie metabolischer Erkrankungen bieten, die durch Dysregulation von Glu-
cose- und Lipid-Metabolismus charakterisiert sind; die Relevanz dieser Erkrankungen wird
durch ihre weltweit hohe Pravalenz hervorgehoben [3, 22]. Eine Hemmung von ChREBP konnte
eventuell die hepatische Lipogenese reduzieren, die Beta-Oxidation steigern, eine hepatische
Steatose verringern und die Insulinsensitivitat verbessern.

Voraussetzung fur die Entwicklung von Pharmaka, die ChREBP zum Ziel haben, ist eine genaue
Kenntnis der Mechanismen, die fur Expression und Aktivierung von ChREBP verantwortlich
sind [26]. Bisher ist Uber die Regulations-Mechanismen von ChREBP beim Menschen, gerade
unter physiologischem und pathophysiologischem Einfluss von Ernédhrung und Hormonen, nur
wenig bekannt. Kiinftige Studien sollten daher mogliche Einflussfaktoren auf die Regulation von
ChREBP beim Menschen genauer erforschen.

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung einiger Substanzen und Parameter, die an der Regu-
lation von ChREBP in humanen Leberzellen beteiligt sein konnten. Es sollte erforscht werden,
ob, wie und in welchem Umfang sie ChREBP beeinflussen. Dazu wurden Versuche mit Zellkul-
turzellen (humane Hep G2-Zellen) durchgefuhrt; es wurden humane und nicht murine Zellen
ausgewadhlt, weil erstere die Regulation im menschlichen Organismus, die letztlich fur die Ent-
wicklung von Pharmaka bekannt sein misste, am besten widerspiegeln. Zundchst sollte anhand
von Stimulationen mit Glucose die Reaktion von ChREBP sowohl auf Transkriptionsebene als
auch auf posttranslationaler Ebene in den Hep G2-Zellen Uberprift sowie deren Ausmal festges-
tellt werden. Eine Unterscheidung zwischen mRNA- und Protein-Ebene sollte erfolgen, weil
verschiedene Substanzen ChREBP auf den verschiedenen Ebenen in unterschiedlichem Umfang
aktivieren konnen. Im Vergleich zu Glucose sollte Fructose untersucht werden, weil aufgrund
der Beobachtung, dass Fructose-Konsum haufig mit verstarkter Lipogenese verbunden ist, ein
Einfluss auf ChREBP vermutet wurde. Glucagon und Insulin als wichtige Hormone der Energie-
homdoostase des Organismus sollten ebenfalls auf eine Beeinflussung von ChREBP getestet wer-
den. Ein weiteres Ziel war der Vergleich, ob und welche Unterschiede zwischen akuter und lang-
fristiger Regulation von ChREBP, also bei kurzen und langen Expositionszeiten, bestehen.
Weiterfuhrend beschéftigt sich unsere Arbeitsgruppe mit der Entwicklung von kloniertem
ChREBP, das durch Kopplung mit ,,Green fluorescence protein* nach Transfektion und Stimula-
tion mikroskopisch in einzelnen Zellkompartimenten detektiert werden kann, sowie mit der Un-

tersuchung menschlicher Leberzellproben aus Biopsien auf den Fettgehalt und auf ChREBP.
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2.1 Materialien

Methodik

2.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Agarose

Gibco BRL Life Technologies/Invitrogen (Karlsruhe, D)

Ammoniumperoxidsulfat

Merck (Darmstadt, D)

Agua ad iniectabilia Braun

B. Braun Melsungen AG (Melsungen, D)

Biotinylierte Protein-Leiter

Cell Signaling Technology (Frankfurt am Main, D)

Bovines Serum-Albumin

Dade Behring Marburg GmbH (Marburg, D)

Bromphenolblau

Carl Roth GmBH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Complete Mini, EDTA-free

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)

D-(-)-Fructose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

D-(+)-Glucose 99,5 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

Dimethylsulfoxid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

Dithiothreitol

Carl Roth GmBH + Co. KG (Karlsruhe, D)

DNA-Ladepuffer

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, D)

DNA-Marker: GeneRuler” 50 bp
DNA Ladder, O GeneRuler” Low
Range DNA Ladder, O GeneRuler”™
Ultra Low Range DNA Ladder,
O’RangeRuler” 100 bp DNA Lad-

der

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, D)

Dodecylsulfat-Natriumsalz

Merck (Darmstadt, D)

EDTA,05M Merck (Darmstadt, D)
Essigséaure, 100 % Merck (Darmstadt, D)
Ethanol Merck (Darmstadt, D)

Ethidiumbromid 10 mg/ml

Invitrogen GmbH (Karlsruhe, D)

Fotales Bovines Serum

Biochrom AG (Berlin, D)

Glucagon, human

Calbiochem® (Darmstadt, D)

Glycerol

Carl Roth GmBH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Insulin solution human

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

Kaliumchlorid

Merck (Darmstadt, D)
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LumiGLO® Reagent

Cell Signaling Technology (Frankfurt am Main, D)

Magermilchpulver Sucofin

Trade Service International (Zeven, D)

Natriumchlorid, >99,5 %, p. a.

Carl Roth GmBH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Nicht-essentielle Aminosauren

Biochrom AG (Berlin, D)

Olsaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

Palmitinsaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

Peroxid

Cell Signaling Technology (Frankfurt am Main, D)

Protein-Marker: BenchMark" Pre-

stained Protein Ladder

Gibco BRL Life Technologies/Invitrogen (Karlsruhe, D)

Pufferan®, >99 %, p. a.

Carl Roth GmBH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Recombinant RNasin® Ribonuclease
Inhibitor

Promega GmbH (Mannheim, D)

Roti®-Blue (Coomassie-Farbung)

Carl Roth GmBH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Roti®-Nanoquant

Carl Roth GmBH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Rotipuran®, >99,9 %, p. a.

Carl Roth GmBH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Salzsaure, 1 mol/l

Merck (Darmstadt, D)

TEMED (N,N,N",N"-Tetramethyl-
ethylendiamin)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

Tris Pufferan® >99.3 %

Carl Roth GmBH + Co. KG (Karlsruhe, D)

TrypLE™ Express, Stable Trypsin-
like Enzyme without Phenol Red

Invitrogen (Karlsruhe, D)

TWEEN® 20 (Polyoxyethylen(20)-
Sorbitan-Monolaurat)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

Wasser, BioChemika, behandelt mit

Diethylpyrocarbonat, steril filtriert

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

2.1.2 Restriktionsenzyme

FastDigest" Pstl

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, D)

PshA |

BioLabs" GmbH (UIm, D)
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2.1.3 Kulturmedien

Dulbecco’s MEM (DMEM) | Dulbecco’s modified Eagle’s medium, mit 3,7 g/l NaHCOg3, ohne

D-Glucose, ohne L-Glutamin; Biochrom AG (Berlin, D)

MEM-EARLE (EMEM) MEM (Minimal essential medium) mit Earle’s Salzen, mit 2,2 g/l

NaHCOj3;, mit stabilem Glutamin, mit niedrigem Endotoxin;
Biochrom AG (Berlin, D)

PBS-Dulbecco PBS-Dulbecco, ohne Ca®* und Mg, mit niedrigem Endotoxin;

Biochrom AG (Berlin, D)

2.1.4 Reaktionskits

2.1.4.1 DNA-Polymerasen

AmpliTaq Gold DNA-Polymerase Applied Biosystems Deutschland GmbH (Darmstadt, D)

GoTaq® Green Master Mix Promega GmbH (Mannheim, D)

Pfu FastStart high Fidelity Promega GmbH (Mannheim, D)

2.1.4.2 Protein-Extraktion

Nuclear Extract Kit, Version C4 Active Motif Chromeon GmbH (Tegernheim, D)

2.1.4.3 RNA-Extraktion und RT-PCR

High Pure RNA Isolation Kit, Version 12/2007

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)

SV Total RNA Isolation System, Version 08/2005

Promega GmbH (Mannheim, D)

QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit

Qiagen GmbH (Hilden, D)

2.1.4.4 DNA-Extraktion

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen GmbH (Hilden, D)

2.1.5 Primer fur RT-PCR

Die in der RT-PCR verwendeten Primer fir ChREBP und HPRT wurden bei Invitrogen GmbH
(Karlsruhe, D) bestellt, diejenigen fur Beta-Actin und GAPDH bei Proligo (Hamburg, D).

Primername Primersequenz

Lokalisation in cDNA

hChREBP1-1up |5 -TCA CAC ACC AGCGTT TTG ACC-3° E 15, BP 2273-2293
hChREBP1-11lo | 5-GAT GAG GAT GCT GAA CAC CCA G-3° | E 15-16, BP 2352-2373

hChREBP1-2up |5 -AGA TTG AGG AGC TCA ATG CCG-3’ E 14, BP 2207-2227
hChREBP1-21lo | 5-CAT GTC TCG CAT CTG GTC AAA A-3° | E 15, BP 2286-2307

Beta-Actin up 5 -CAA GAG ATG GCC ACG GCT GCT-& E4,BP 757-777
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Beta-Actin lo 5-TCCTTCTGC ATC CTG TCG GCA-3 E 5, BP 1011-1031
GAPDH up 5-CCA CAT CGC TCA GAC ACC AT-3 E 2, BP 85-104
GAPDH lo 5-CCA GGC GCC CAATACG-3 E 3, BP 139-154
HPRT up 5-TGA CAC TGG CAA AAC AAT GCA-3’ E 6, BP 578-598
HPRT lo 5-GGT CCT TTT CAC CAG CAA GCT-3 E7, BP 651-671

Tabelle 3: Bei der RT-PCR verwendete Primer. BP = Basenpaare; E = Exon.

2.1.6 Antikorper fiir Western Blots

2.1.6.1 Erst-Antikdrper

Antikorper-Bezeichnung Firma Wirt Spezies-Reaktivitat
Rabbit  Polyclonal  anti- | Novus Biologicals (Hidden- | Kaninchen | Mensch, Maus, Rat-
ChREBP hausen, D) te
ChREBP Polyclonal Anti- | Cayman Chemical (Ham- | Kaninchen | Mensch, Maus, Rat-
body burg, D) te
ChREBP [P-13]: sc-21189 Santa Cruz Biotechnology, | Ziege Mensch, Maus, Rat-
Inc. (Heidelberg, D) te
A-Tubulin Antibody Cell Signaling Technology | Kaninchen | Mensch, Maus, Rat-
(Frankfurt am Main, D) te, Affe, Rind
Anti-Lamin A/C, clone JoL2 | Millipore GmbH (Schwal- | Maus Mensch
bach, D)

Tabelle 4: Bei den Western Blots verwendete Erst-Antikorper.

2.1.6.2 Zweit-Antikdrper

Anti-rabbit 19G, HRP-linked Antibody

Cell Signaling Technology (Frankfurt am Main, D)

Anti-biotin, HRP-linked Antibody

Cell Signaling Technology (Frankfurt am Main, D)

Donkey anti-mouse IgG-HRP: sc-2314

Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg, D)

Donkey anti-goat 1gG-HRP: sc-2020

Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg, D)

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

384 Well Multiply®-PCR-Platten

Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht, D)

96 Well Microplatte

Greiner Bio-One GmbH (Solingen, D)

Abdeckfolie fur 384 Well-Platte

Applied Biosystems Deutschland GmbH (Darmstadt, D)
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Amersham Hybond Blotting Paper GE Healthcare Europe GmbH (Minchen, D)
Cellulosenitrat Protran BA85 Schleicher & Schuell GmbH (Dassel, D)
Cell-Scraper BD Falcon™ Becton Dickinson GmbH (Heidelberg, D)
Eppendorf Reaktionsgefalie (0,5 ml, | Eppendorf AG (Hamburg, D)

1ml, 2ml)

Multidish 6 Wells Nunclon™A Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden, D)
Nunc EasyFlasks™ Nunclon™A Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden, D)
Quali-Filterpipettenspitzen Gerlinde Kisker GbR (Steinfurt, D)
Spritzen 5 ml BD Discardit 11" Becton Dickinson GmbH (Heidelberg, D)
Sterican® Standardkaniilen B. Braun Melsungen AG (Melsungen, D)
Sterilfilter Filtropur S 0,2 Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht, D)

2.1.8 Gerate und Hilfsmittel

7900HT Fast Real-Time PCR System Applied Biosystems Deutschland GmbH (Darm-
stadt, D)

Biometra® TGradient Thermocycler Biometra GmbH (Gottingen, D)

Centrifuge 5402 Eppendorf AG (Hamburg, D)

Dual Gel Caster Mighty Small SE 245 Hoefer®, Inc./Novodirect GmbH (Kehl/Rhein, D)

Eppendorf Mastercycler 5330 Eppendorf AG (Hamburg, D)

Eppendorf-Multistep-Pipette Eppendorf AG (Hamburg, D)

Eppendorfpipetten (10 pl, 100 pl, 1000 ul) | Eppendorf AG (Hamburg, D)

Fujifilm Intelligent Dark Box Fujifilm Europe GmbH (Dusseldorf, D)

GeneQuant™ 1300 Spectrophotometer GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen, D)

Gibco BRL Electrophoresis power supply, | Gibco BRL Life Technologies/Invitrogen (Karls-

ST504/ST606 ruhe, D)

Gibco BRL Horizon 58, 11-14 Gel Casting | Gibco BRL Life Technologies/Invitrogen (Karls-

System ruhe, D)

Gibco BRL Horizon 58 Model 200 Gibco BRL Life Technologies/Invitrogen (Karls-
ruhe, D)

Gibco BRL Model 200 Gibco BRL Life Technologies/Invitrogen (Karls-
ruhe, D)

Glasplatten Hoefer®, Inc./Novodirect GmbH (Kehl/Rhein, D)
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Heidolph MR 2002 Mixer

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG (Schwa-
bach, D)

Heizblock BIOER

Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf, D)

Inkubator Heraeus 6000

Heraeus Instruments Administration and Man-

agement GmbH (Hanau, D)

Microplate Reader Mithras LB 940

Berthold Technologies GmbH & Co. KG (Bad
Wildbad, D)

Mighty Small 11, SE250/SE260

Hoefer®, Inc./Novodirect GmbH (Kehl/Rhein, D)

pH-Meter 761 Calimatic

Knick (Berlin, D)

PMR-30 Platform rocker

Grant Instruments (Cambridge, UK)

Rainbow CCTV RMB 92 Rainbow CCTV (Costa Mesa, CA, USA)
Spacer Hoefer®, Inc./Novodirect GmbH (Kehl/Rhein, D)
Spritze Hamilton Bonaduz AG (Bonaduz, CH)

Sterilbank LaminAir HB 2448

Heraeus Instruments Administration and Man-

agement GmbH (Hanau, D)

TE 22 Mini Tank Transfer Gel Electro-
phoresis Unit

Hoefer®/Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH (Freiburg, D)

Thermomixer 5436

Eppendorf AG (Hamburg, D)

Transilluminator Reprostar Il

CAMAG Chemie-Erzeugnisse & Adsorptions-
technik AG & Co. GmbH (Berlin, D)

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Inc. (New York, USA)

Vortex Mixer VWR™ International

VWR International GmbH (Darmstadt, D)

Zentrifuge MiniSpin plus

Eppendorf AG (Hamburg, D)

Zentrifuge Multifuge 3L-R

Thermo Scientific Heraeus/Fisher Scientific

(Schwerte, D)

Zentrifuge Sigma 4K15C

Qiagen GmbH (Hilden, D)

Zentrifuge Universal 320

Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Tuttlingen, D)

2.1.9 Software

AIDA 2D Densitometry for Windows

Raytest GmbH (Berlin, D)

Excel 2007, Word 2007

Microsoft Deutschland GmbH (UnterschleiBheim, D)

Fujifilm Image Reader LAS-1000

Fujifilm Europe GmbH (Dusseldorf, D)
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MikroWin 2000
bad, D)

Berthold Technologies GmbH & Co. KG (Bad Wild-

NCBI AceView, Entrez Gene, Entrez

Nucleotide, Entrez Protein, Pubmed thesda, MD, USA)

National Center for Biotechnology Information (Be-

SDS 2.3 RT-PCR

Qiagen GmbH (Hilden, D)

2.1.10 Puffer und Ldsungen

Die Prozent- und Mol-Angaben auf der rechten Seite beziehen sich stets auf die Endkonzentra-

tionen der Substanzen in der fertigen Losung.

2.1.10.1 Puffer und L6sungen fur Agarose-Gele, Acrylamid-Gele und Gel-Elektrophorese

Agarose-Gel (0,8 %ig bzw. 2 %iq):

Agarose 0,8 %/2 %
TAE (siehe unten) 99,2 %/98 %
Ethidiumbromid 0,005 %

TAE (Tris-Acetat-Ethylendiamin-Tetraacetat-Sdure):

Tris 0,05 % (40,3 mmol/Il)
Eisessig 0,01 %

0,5 mol/ EDTA 0,2 % (1 mmol/l)
Agua dest. 99,74 %

Trenngel 10 %ig:

Rotiphorese® Gel 40 24,61 %
TrisCl-Puffer 1,5 M, pH 8,8 (siehe unten) 24,61 % (0,37 mol/l)
Agua dest. 49,22 %
Dodecylsulfat-Natriumsalz-Lésung 10 % (in Aqua dest.) 0,98 %

TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin, CgH1sN>) | 0,09 %

Ammoniumpersulfat 10 % (0,44 mmol/I)

0,49 % (2 umol/l)

Sammelgel 4 %iq:

Rotiphorese® Gel 40 10 %
TrisCl-Puffer 0,5 M, pH 6,8 (siehe unten) 25 % (0,125 mol/l)
Aqua dest. 63,4 %
Dodecylsulfat-Natriumsalz-Lésung 10 % (in Aqua dest.) 1%
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TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin, CgsH1sN>)

0,1%

Ammoniumpersulfat 10 % (0,44 mmol/I)

0,5 % (2 pmol/l)

TrisCl-Puffer 1,5 M, pH 8.8:

Tris 18,2 %
Aqua dest. 81,8 %
HCI bis zum pH-Wert 8,8

TrisCl-Puffer 0,5 M, pH 6.8:

Tris 6 %
Aqua dest. 94 %
HCI bis zum pH-Wert 6,8

Overlay-Puffer:

1,5 mol/l TrisCl-Puffer pH 8,8 25 % (375 mmol/l)
Dodecylsulfat-Natriumsalz-Lésung 10 % (in Aqua dest.) 1%
Agua dest. 74 %

Proteinladepuffer 6x:

0,5 mol/I TrisCl-Puffer pH 6,8

58,7 % (350 mmol/l)

Dodecylsulfat-Natriumsalz

8,4 %

Glycerol (30 % v/v)

25,1 % (30 % V/v)

Dithiothreitol

7,8 % (600 mmol/l)

Bromphenolblau

0,01 % (0,175 mmol/l)

SDS-PAGE-Laufpuffer:

Tris 0,3 % (25 mmol/l)
Glycin 1,4 % (192 mmol/l)
Dodecylsulfat-Natriumsalz 0,1%

Aqua dest. 98,2 %

2.1.10.2 Puffer und Lgsungen fur die Western Blots

Towbin-Puffer:

Tris 0,3 % (25 mmol/l)
Glycin 1,4 % (192 mmol/l)

Dodecylsulfat-Natriumsalz

0,1%

Methanol

10 %
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Agua dest. 88,2 %
Farbeldsung:

Agua dest. 60 %
Roti®-Blue 20 %
Methanol 20 %
Entfarbelosung:

Agua dest. 80 %
Methanol 20 %
Blockierldsung:

Magermilchpulver 1%
TBS-T (siehe unten) 99 %

TBS-T (Tris-buffered saline and Tween, Tris-gepufferte Salzlosung und Tween):

NaCl 0,88 %

KCI 0,02 %

Tris 0,3 % (25 mmol/l)
Tween-20 0,05 %

Agua dest. 98,75 %

HCI bis zum pH-Wert 7,4

Detektions-L6sung:

LumiGLO® Reagent A 5 %

Peroxid Reagent B 5%

Aqua dest. 90 %

2.2 Methoden

2.2.1 PCR und Agarose-Gel-Elektrophorese (\Vorversuche)

Zu Beginn der Arbeit wurde versucht, zu humaner ChREBP-mRNA der Isoform o komplemen-
tire DNA (cDNA) mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR, zum Prinzip siehe Abschnitt
2.2.5.3) zu amplifizieren, mit dem Ziel, spater daraus humanes ChREBP klonieren zu kénnen.
Dazu wurden verschiedene Primerpaare von TIB Molbiol Syntheselabor GmbH (Berlin, D), die
unter Abschnitt 2.1.4.1 angegebenen DNA-Polymerasen und cDNA aus Hep G2-Zellen sowie
aus einer Fettbiopsie verwendet. Die Durchfuhrung der PCRs erfolgte im Eppendorf Master-
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cycler 5330 bzw. im Biometra® TGradient. Die PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese
(zum Prinzip siehe Abschnitt 2.2.4.3) bei 75 V in 0,8 %igen Agarose-Gelen aufgetrennt. Die
Detektion der Banden erfolgte bei UV-Licht im Horizon 58 Model. Die DNA einzelner aus den
Gelen ausgeschnittener Banden wurde mit QIAquick Gel Extraction Kit aufgereinigt.

Es erfolgten auch Amplifikationsversuche einzelner kleinerer Abschnitte von ChREBP-cDNA
mittels PCR. Restriktionsanalysen mit den unter Abschnitt 2.1.2 genannten Restriktionsenzymen,
welche die cDNA an jeweils spezifischen Positionen schneiden, dienten zur Uberpriifung, ob die
richtigen Abschnitte amplifiziert wurden. Der Einsatz der Restriktionsenzyme erfolgte nach An-
weisung des jeweiligen Herstellers zusammen mit FastDigest” Buffer bzw. NEBuffer 4 und
BSA sowie Wasser (Aqua ad iniectabilia).

2.2.2 Zellkultur, Kulturbedingungen und Passagierung

Um zu untersuchen, ob und in welchem AusmaR ChREBP durch verschiedene Substanzen sti-
mulierbar ist und sich seine Lokalisation und Konzentration in der Zelle &ndert, wurde in Zell-
kulturen der Gehalt an ChREBP-Protein in Hep G2 (humane Hepatomzellen) nach Stimulation
mit unterschiedlichen Substanzen untersucht.

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank unter Ver-
wendung steriler Kulturmedien und Hilfsmittel durchgefihrt. Fir alle Experimente mit Zellkul-
turen wurde folgende Zell-Linie verwendet:

Hep G2, Human Caucasian hepatocyte carcinoma (Nummer 85011430), bezogen von European
Collection of Cell Cultures (ECACC; Salisbury, UK).

Es wurden Gefrierkulturen der Zellen verschiedener Passagen im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut
und ausgesét. Die Aussaat erfolgte bei den Protein-Experimenten in Kulturflaschen (T25) mit je
7 ml Kulturmedium, bei den mRNA-Experimenten in Six Well-Platten mit je 4 ml Kulturme-
dium. Als Kulturmedien wurde bei den Hauptversuchen MEM-EARLE eingesetzt, bei den Vor-
versuchen wurden MEM-EARLE und Dulbecco’s MEM verwendet. Dabei erfolgte stets der Zu-
satz von je 1 % ,,Non Essential Amino Acids“ und 10 % ,,Fétalem Bovinem Serum* (FBS, steril
filtriert). Die Zellkulturen wurden in einem Inkubator bei 37 °C unter 5 % CO kultiviert. Zwei-
mal pro Woche erfolgte ein Wechsel des Kulturmediums; bei Erreichen eines bestimmten Kon-
fluenzgrades wurden die Zellen passagiert. Die adhérenten Zellen wurden mit ,, Tryp LE™ Ex-
press* fir 5 min bei 37 °C abgel6st, in Medium mit 10 % FBS resuspendiert und 5 min bei 500 x
g (Erdschwerebeschleunigung, g = 9,81 m/s?) zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes
wurden die Zellen erneut resuspendiert und, nach Ermittlung der Zellzahl mit Hilfe einer Thoma-
Zahlkammer und eines Lichtmikroskops, auf neue Kulturflaschen oder Six Well-Platten verteilt.
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2.2.3 Stimulation der Hep G2-Zellen

2.2.3.1 VVorversuche

In Vorversuchen wurden die Hep G2-Zellen mit Glucose, Glucagon, Insulin, Ol- und Palmitin-
saure stimuliert. Die Stimulationsdauer betrug zwei Stunden und bei den Versuchen mit Glucose,

Glucagon und Olséure zusatzlich 20 Stunden.

Substanz Verwendete Endkonzentrationen

D-(+)-Glucose g/l 01 2 3 4 4,5

mmol/l | 0 | 5,55 | 11,1 | 16,65 | 22,2 | 27,75

Humanes Glucagon 50 nmol/l
Humanes Insulin 1 pmol/l
Olsaure 0,4 %
Palmitinsdure 0,4 %

Die jeweiligen Substanzen wurden dem entsprechenden Kulturmedium (EMEM oder DMEM)

zugesetzt. Im Anschluss an die Stimulation erfolgte die Proteinextraktion.

2.2.3.2 Hauptversuche

In den Experimenten fir Western Blot-Analysen wurden die Hep G2-Zellen mit Glucose, Fruc-

tose und Glucagon fir zwei und fir 24 Stunden stimuliert.

Substanz Verwendete Endkonzentrationen

D-(+)-Glucose g/l 1 2

mmol/l | 5,55 | 11,1

D-(-)-Fructose g/l 1
mmol/l | 5,55
Humanes Glucagon 50 nmol/I

Da das Kulturmedium bereits 1 g/l Glucose enthielt, wurde fir eine Endkonzentration von 2 g/l
Glucose noch 1 g/l Glucose zugesetzt. Mit Glucose und Fructose wurden zunéchst Stockldsun-
gen einer Konzentration von 100 g/l hergestellt unter Verwendung von Aqua ad iniectabilia; die

Losungen wurden vor dem Einsatz steril filtriert. Glucagon wurde in 5 %iger Essigsaure gelst;
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es wurde zunéchst eine Stockldsung von 100 pmol/l hergestelit.
Glucose und Fructose wurden im Verhéltnis 1:100, Glucagon im Verhaltnis 1:2000 dem Kultur-
medium zugesetzt. Im Anschluss an die Stimulation erfolgte die Proteinextraktion bei der Hélfte
der Kulturflaschen nach zwei und bei der anderen Halfte nach 24 Stunden.
Es ergaben sich also bei jedem Stimulationsvorgang vier Ansétze:

1. Kontrolle: 1 g Glucose/Liter (Glucose aus dem Kulturmedium)

2. Zugabe von 1 g Glucose/Liter => 2 g Glucose/Liter

3. Zugabe von 1 g Fructose/Liter => 1 g Glucose + 1 g Fructose/Liter

4. Zugabe von 50 nM/Liter Glucagon => 1 g Glucose + 50 nmol/l Glucagon/Liter.
In den Experimenten fir gRT-PCR-Analysen wurden Glucose, Fructose, Glucagon und Insulin

zur Stimulation eingesetzt. Die Stimulationszeit betrug vier sowie 24 Stunden.

Substanz Verwendete Endkonzentrationen

D-(+)-Glucose g/l 1 2 4,5

mmol/l | 5,55 | 11,1 | 27,75

D-(-)-Fructose g/l 1
mmol/l | 5,55

Humanes Glucagon 50 nmol/I

Humanes Insulin 1 pmol/Il

Stockldsungen und Zusatzvolumina von Glucose, Fructose und Glucagon entsprachen denjeni-
gen der Experimente fur die Western Blot-Analysen. Insulin wurde in einer Stocklésung von 50
pmol/l angesetzt und diese im Verhéltnis 1:50 dem Kulturmedium zugegeben. Im Anschluss an

die Stimulation erfolgte die mMRNA-Extraktion nach vier bzw. 24 Stunden.

2.2.4 Experimente mit ChREBP-Protein

2.2.4.1 Protein-Extraktion mit dem ,,Nuclear Extract Kit*“ von Active Motif

Die Protein-Extraktionen aller VVor- und Hauptversuche wurden mit dem ,,Nuclear Extract Kit*
von Active Motif durchgefiihrt. Die bendtigten Lésungen wurden entsprechend dem Abschnitt
»Buffer preparation and Recommendations* des Protokolls vorbereitet (siehe Appendix). Die
Proteinextraktion erfolgte nach dem Abschnitt ,,Preparation of Nuclear Extract — Starting from
Cells* (siehe Appendix). Um den Proteinabbau in den Cytosol-Extrakten zu verhindern, wurde

diesen im Verhaltnis 1:10 eine Losung aus einer Tablette Complete Mini, aufgel6st in 1 ml Aqua
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ad iniectabilia, zugesetzt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C.

2.2.4.2 Bestimmung der Protein-Konzentration

Zur Bestimmung der in den Western Blots einzusetzenden Proben-Mengen war die Messung der
Protein-Konzentrationen der Proben noétig. Hierzu wurde die Methode der modifizierten Protein-
bestimmung nach Bradford angewandt. Die dabei eingesetzten roten Coomassie-Farbstoff-
Molekiile haben in ihrer freien Form ein Absorptionsmaximum bei ca. 450 nm. Durch Bildung
von Komplexen mit Seitenketten von Proteinen kommt es zur Ausbildung der blauen Form des
Farbstoffes, zu dessen Stabilisierung und zur Verschiebung des Absorptionsmaximums auf ca.
590 nm. Durch photometrische Messung der optischen Dichte bei 590 nm und bei 450 nm und
Bildung des Quotienten kann auf die Protein-Konzentration der Lésung geschlossen werden.

Zur Bestimmung der Protein-Konzentrationen der Proben wurden je 25 pl einer Standard-Ver-
dunnungsreihe mit Bovinem Serum-Albumin (BSA) sowie je 25 ul der Proben in den Verdin-
nungen 1:20 und 1:40 auf 96 Well-Mikrotiterplatten pipettiert; es wurden jeweils Doppelbestim-
mungen durchgefihrt. Fur die Standard-Verdinnungsreihe erfolgte eine Verdiinnung von BSA
mit Aqua dest. auf acht verschiedene Konzentrationen zwischen 0 pg/ml und 100 pg/ml. In jedes
Well wurden 100 pl einer im Verhaltnis 1:5 verdiinnten Losung aus Roti®Nanoquant und Aqua
dest. hinzupipettiert, und die Platten wurden flinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im An-
schluss folgte die Messung der optischen Dichte bei 590 nm und 450 nm in einem Microplate
Reader, Mithras LB 940, mit dem Programm MikroWin 2000. Es wurden die Quotienten der op-
tischen Dichte bei 590 nm und 450 nm gebildet und daraus die Mittelwerte flr die Zweifachbe-
stimmungen berechnet. Anhand der gemessenen Werte der Standard-Verdinnungsreihe wurde
eine Regressionsgerade erstellt, mit deren Hilfe die Protein-Konzentrationen der Proben errech-

net werden konnten.

2.2.4.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die in den Proben enthaltenen Proteine wurden durch eine SDS-PAGE nach Laemmli aufge-
trennt. Hierbei erfolgt die Auftrennung der Proteine in einem Polyacrylamid-Gel nach der Grolie,
unabhéngig von der Ladung. Dies wird durch Zugabe von SDS erreicht, das die Eigenladungen
der Proteine gleichmaRig Gberdeckt und eine konstante negative Ladungsverteilung der Proteine
bewirkt. Das vorbereitende Erhitzen der Proben auf 95 °C fiihrt zum Aufbrechen der Sekundér-
und Tertiérstrukturen der Proteine, der zugesetzte Ladepuffer mit Dithiothreitol zur Spaltung von
Disulfidbriicken. Nach Auftragen der denaturierten Proben auf ein Gel aus Polyacrylamid in
SDS-Pufferlésung bewirkt das Anlegen einer elektrischen Spannung eine Migration der negativ

geladenen Proteine durch das Gel in Richtung Anode, wobei kleine Proteine schneller als groRe
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Proteine wandern und die Proteine der Probe somit ausschliellich nach ihrer Grol3e aufgetrennt
werden. Das dem Trenngel aufgelagerte Sammelgel fuhrt zur Konzentrierung der Proben und
erhdht die Schérfe der Banden. Die zusétzlich aufgetragenen Protein-GréRenmarker erméglichen
eine Abschatzung der Groél3e der Proteine.

Fur das Polyacrylamidgel wurde ein 10 %iges Trenngel in eine Gelkammer mit Glasplatten und
Spacern pipettiert, dartiber ein Overlay-Puffer, der nach 20 min abgegossen wurde. Ein 4 %iges
Sammelgel wurde Uber das Trenngel pipettiert und mit einem Kamm zur Taschenbildung verse-
hen. Nach weiteren 20 min erfolgte die Auftragung von jeweils 25 ug Protein pro Tasche. Vor-
bereitend wurden hierzu die entsprechenden Mengen der Proben mit Aqua dest. vermischt und
funf Minuten in einem Thermomixer bei 95 °C mit Proteinladepuffer im Verhéltnis 1:5 gekocht.
Zusétzlich wurden pro Gel 10 pl Biotinylierter Marker, der zwei Minuten bei 95 °C gekocht
wurde, und 15 pl Prestained Marker in die Randtaschen pipettiert. Die Elektrophoresekammer
wurde mit SDS-PAGE-Laufpuffer gefullt. Zum Beladen der Geltaschen mit Proben und Markern
diente eine Hamilton-Spritze. Die Elektrophorese erfolgte unter Wasserkthlung bei konstant 80

mA, bis die Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht hatte (ca. 90 Minuten).

2.2.4.4 \Western Blot

Das Prinzip des Western Blots besteht in der elektrophoretischen Ubertragung der im Polyacryl-
amid-Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran. Dazu wird ein elektrisches
Feld senkrecht zur urspringlichen Laufrichtung angelegt, wodurch die geladenen Proteine aus
der Gelmatrix auf die Membran wandern und gebunden werden, sodass sie mit verschiedenen
Methoden detektiert werden kénnen.

Hier wurde ein Tank-Blot-System fiir den Western Blot verwendet. Als Transferpuffer diente
vorgekuhlter Towbin-Puffer. Das Gel, eine auf die GroRe des Gels zurechtgeschnittene Nitrocel-
lulose-Membran, zwei Blatt Blotting-Papier und zwei Schwamme fur den Transfer wurden flnf
Minuten mit Towbin-Puffer getrankt. Dann erfolgte der Zusammenbau der Transferkassette, in-
dem ein dicker Schwamm, ein Blatt Blotting-Papier, die Nitrocellulose-Membran, das Gel, ein
weiteres Blatt Blotting-Papier und ein dinner Schwamm aufeinandergelegt wurden. Die Trans-
ferkassette wurde in eine mit gekihltem Towbin-Puffer geflllte Western Blot-Kammer einge-
setzt. Der Elektro-Blot erfolgte zweieinhalb Stunden bei konstant 35 V unter standiger Kiihlung.
Danach wurde das Gel zur Uberpriifung der Vollstandigkeit des Transfers mit Coomassie-Blau
angefarbt.

Nach dem Transfer wurde die Membran eine Stunde in einer Blockierlésung mit Magermilch-

pulver (5 % in TBS-T) blockiert. Das Milchprotein maskiert freie Bindungsstellen auf der
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Membran und verhindert eine unspezifische Bindung der Antikorper an diese Bindungstellen;
dadurch verbessert es Spezifitdt und Sensitivitat der Immundetektion. Es folgten drei Wasch-
schritte mit TBS-T.

2.2.4.5 Immundetektion

Der Immundetektion von Proteinen liegt das Antigen-Antikorper-Prinzip zugrunde. Zun&chst
wird auf die Membran eine erste Losung mit antigenspezifischen Primér-Antikorpern gegeben,
die mit ihrer variablen Doméne an die Epitope ihres spezifischen Antigens auf dem zu detektie-
renden Protein binden. Durch Waschschritte werden schwécher haftende, unspezifisch gebunde-
ne Antikorper von der Membran entfernt. Eine zweite Losung enthélt Sekundér-Antikorper, die
an die konstante Doméne der priméren Antikorper binden und mit dem Enzym Meerrettich-
Peroxidase (Horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt sind. Die HRP katalysiert eine Chemilu-
mineszenz-Reaktion: Durch eine chemische Reaktion, hier die Umsetzung von Luminol aus der
Detektions-LAsung in seine oxidierte Form, wird elektromagnetische Strahlung im Bereich des
sichtbaren Lichts emittiert, die detektiert und quantifiziert werden kann.

2.2.4.5.1 Erst-Antikdrper

Als Antikorper gegen humanes ChREBP wurde ,,Rabbit Polyclonal anti-ChREBP* von Novus
verwendet, der mit der humanen ChREBP-Proteinsequenz zwischen den Aminosauren 800-852
reagiert. Er wurde im Verhéltnis 1:2000 einer Losung aus TBS-T und 0,02 % BSA zugesetzt.
Die Inkubation der Membran erfolgte fiir ungeféahr 14 Stunden bei 4 °C.

Im Rahmen von Vorversuchen wurden zusétzlich alle drei unter Abschnitt 2.1.6.1 genannten
Antikorper gegen ChREBP, die laut Angaben der Hersteller auch mit murinem ChREBP reagie-
ren sollten, an M&useleberproben getestet.

Bei allen Experimenten wurde die Protein-Konzentration konstitutiv exprimierter Gene, soge-
nannter Housekeeping-Gene, gemessen. Alle gemessenen Protein-Konzentrationen von ChREBP
wurden auf diejenigen der Housekeeping-Gene mittels Bildung der Quotienten bezogen. Dies
erfolgte, um mogliche Unterschiede in den auf das Gel aufgetragenen Proteinmengen auszuglei-
chen und die Ergebnisse der gemessenen Protein-Konzentrationen von ChREBP vergleichbar zu
machen. Bei den Hauptversuchen wurden flr das Cytosol Alpha-Tubulin und fiir den Nucleus
Lamin als Housekeeping-Gen gewahlt. Der Antikdrper gegen Alpha-Tubulin wurde im Verhalt-
nis 1:1000 einer Losung mit TBS-T und 5 % BSA zugesetzt, der Antikorper gegen Lamin im
Verhéltnis 1:200 einer TBS-T-L6sung. Die Inkubation (der entsprechenden Membranabschnitte)
mit den Antikorpern gegen Tubulin und Lamin erfolgte fir ungefahr 14 Stunden bei 4 °C.
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2.2.4.5.2 Zweit-Antikdrper

Nach drei Waschschritten mit TBS-T wurde als Zweit-Antikorper gegen die ChREBP- und Tu-
bulin-Antikorper Anti-Rabbit-IlgG-HRP im Verhéltnis 1:2000 eingesetzt, gegen den bio-
tinylierten Protein-Marker Anti-Biotin-HRP im Verhaltnis 1:1000, in einer Lésung mit TBS-T
und 5 % Magermilchpulver (siehe Abschnitt 2.1.6.2).

Fur die Membranabschnitte mit Lamin-Antikérper wurden Anti-Mouse-1gG-HRP im Verhéltnis
1:2000 sowie Anti-Biotin-HRP im Verhéltnis 1:1000 in einer Losung mit TBS-T und 5 % Ma-
germilchpulver verwendet.

Mit den Zweitantikdrpern wurden die Membranen eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem

Schuttler inkubiert und danach dreimal mit TBS-T gewaschen.

2.2.4.5.3 Protein-Detektion

Die Membranen wurden fir eine Minute in Detektions-Losung inkubiert. Die Detektion der Pro-
teine erfolgte in der Kamera Fujifilm Intelligent Dark Box mit dem Programm Fujifilm Image
Reader LAS-1000. Zur Bestimmung der relativen Protein-Konzentration der Banden auf den

Western Blot-Membranen wurde das Computerprogramm AIDA/2D Densitometry verwendet.

2.2.5 Experimente mit ChREBP-mRNA

Da in den Western Blots nur die Lokalisation und in einigen Fallen tendenzielle Anderungen der
Gesamtmenge von ChREBP-Protein bestimmt werden konnten, wurde in weiteren Experimenten
untersucht, ob sich der zelluldre Gehalt an messenger RNA (mRNA, Boten-RNA) von ChREBP
durch Stimulation mit verschiedenen Substanzen dndert. Die mRNA stellt ein Mal3 flr die (abge-
laufene) Transkription des ChREBP-Gens und fiir die Neusynthese des ChREBP-Proteins dar,
also fir die Expression von ChREBP. Hep G2 wurden mit verschiedenen Substanzen stimuliert —
siehe Abschnitt 2.2.3.2 —, die mMRNA wurde aus den Zellen extrahiert, mit reverser Transkriptase
in cDNA umgeschrieben und als solche in einer quantitativen Real-Time-Polymerase-Ketten-
reaktion (Real time polymerase chain reaction, RT-PCR, zum Prinzip siehe Abschnitt 2.2.5.4)
amplifiziert. Dadurch konnte, normalisiert auf die mMRNA bwz. cDNA des Housekeeping-Gens
Actin, die relative Konzentration an urspringlich vorhandener ChREBP-mRNA abgeschatzt

werden.

2.2.5.1 mRNA-Extraktion

Fur die Extraktion der RNA aus den Hep G2-Zellen wurden zwei verschiedene Kits verwendet:
»High Pure RNA Isolation Kit“ von Roche und ,,SV Total RNA Isolation System* von Promega.
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RNA-Extraktion mit dem ,.High Pure RNA Isolation Kit*“ von Roche
Vorbereitend wurden die noch im Stimulationsmedium befindlichen Zellen mit einem Zell-

Schaber vom Boden der Six Well-Platten abgel6st, in Réhrchen tberfiihrt und 5 min bei 800 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt.

Die benotigten Losungen wurden entsprechend dem Abschnitt ,,2. How to Use this Product — 2.1
Before You Begin — Preparation of Working Solutions* im Protokoll vorbereitet (siehe Appen-
dix). Die RNA-Extraktion erfolgte nach dem Abschnitt ,,2.2 Isolation of Total RNA from Culte-
red Cells” (siehe Appendix). Die extrahierte mMRNA wurde bei -80 °C gelagert.

RNA-Extraktion mit dem ,.SV Total RNA Isolation System* von Promega

Die Vorbereitung der benétigten Losungen wurde entsprechend dem Abschnitt ,,4.A. Preparation
of Solutions” im Protokoll vorgenommen, die Vorbereitung der Zellen entsprechend dem Ab-
schnitt ,,8.F. Adherent Culture Cells* (siehe Appendix). Die RNA-Extraktion erfolgte nach den
Abschnitten ,,4.D. Lysis of Cultured Cells* sowie ,,4.E. RNA Purification by Centrifugation
(Spin)“ (siehe Appendix). Die extrahierte mMRNA wurde bei -80 °C gelagert.

2.2.5.2 Bestimmung der mRNA-Konzentration

Die RNA-Konzentrationen der Proben wurden mit dem Spectrophotometer GeneQuant 1300

bestimmt und mit DEPC-Wasser abgeglichen.

2.2.5.3 Testung der ChREBP-Primer fiir die gRT-PCR

Zur Testung der ChREBP-Primer wurde eine PCR durchgefiihrt (Polymerase chain reaction,
Polymerase-Kettenreaktion). Die PCR ist eine Methode, um DNA in vitro zu vervielféltigen.
Dazu notwendig sind die Original-DNA mit dem Abschnitt, der amplifiziert werden soll (Tem-
plate, Vorlage), zwei Primer, die auf den beiden Einzelstrangen der DNA jeweils den Startpunkt
fiir die DNA-Synthese markieren, eine thermostabile DNA-Polymerase, Desoxyribo-Nucleosid-
Triphosphate als Bausteine fir die neu synthetisierten DNA-Strange sowie Pufferlésungen. Ein
PCR-Zyklus besteht aus der Denaturierung der doppelstrangigen DNA-Molekiile, die am Ende
des vorhergehenden Zyklus vorliegen, der Anlagerung der Primer an den komplementéren DNA-
Abschnitt (Annealing, Primer-Hybridisierung) und der Elongation, bei der die DNA-Polymerase
anhand des vorliegenden DNA-Einzelstranges den jeweils zweiten DNA-Strang synthetisiert.
Durch zyklische Wiederholung dieser Schritte bei jeweils geeigneten Temperaturen kommt es zu
einer exponentiellen Amplifikation der gewiinschten DNA-Abschnitte.

Die in Abschnitt 2.1.5 aufgefiihrten ChREBP-Primer wurden mit Nuclease-freiem Wasser auf 5

umol/l verdiinnt. Folgende Ansatze mit GoTaq® Green Master Mix wurden vorbereitet:
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Substanz Endkonzentration
GoTag® Green Master Mix 50 %
Nuclease-freies Wasser 6 %

Entsprechende Primerpaare je 20 % (1 pmol/l)
cDNA-Proben aus Hep G2; fir Non-template controls (Kontrollen ohne | 4 %

cDNA, NTCs) Wasser statt cDNA

Programm flr die PCR mit 34facher Wiederholung der Schritte zwei bis vier:

0. Deckel auf 105 °C vorheizen.

1. 4 min 94 °C, Aktivierung der Tag-Polymerase.

2. 40594 °C, Denaturierung der DNA-Doppelstréange.

3. 1 min 60 °C, Anlagerung der Primer an die DNA (Annealing).

4. 40s 72 °C, Synthese der DNA anhand der vorliegenden Einzelstrange (Elongation).

5. 10 min 72 °C.
Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte durch Elektrophorese in einem 2 %igen Agarose-
Gel. Die Anséatze wurden mit 6x DNA-Ladepuffer im Verhéltnis 1:5 vermischt. Neben den Pro-
ben wurden zwei DNA-Leitern aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 75 V. Die Detektion
der Banden erfolgte bei UV-Licht im Horizon 58 Model.

2. Primerpaar 1. Primerpaar
A A
[ \ [ )
100 BP - - el e D e
\ )
\_Y_} Y \_Y_}
NTC cDNA-Proben aus Hep G2 NTC

Abbildung 13: Ergebnis der Testung zweier Primerpaare fiir ChREBP-cDNA. Das Ergebnis liegt im

erwarteten Bereich von 100 Basenpaaren. BP = Basenpaare; NTCs = Non-template controls.
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Aufgrund des besseren Ergebnisses der Non-template-Kontrolle beim ersten Primerpaar wurde
dieses fur die gRT-PCRs verwendet.

2.2.5.4 Quantitative Reverse Transkriptase-Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (Quanti-

tative Reverse transcription-Real Time-Polymerase Chain Reaction, gRT-PCR)

Die mRNA-Proben wurden einer relativen Quantifizierung mittels quantitativer Reverse Trans-
kriptase-Real Time-PCR unterzogen.

Die reverse Transkription ist der Prozess der Umschreibung von mRNA in cDNA (complemen-
tary DNA, komplementdre DNA). Katalysierendes Enzym ist die reverse Transkriptase, welche
die mRNA als Vorlage verwendet, um einen komplementaren cDNA-Strang zu synthetisieren.
Bei einer Real-Time-PCR lagern sich in einem zyklischen Verfahren spezifische Primer vor und
hinter dem zu amplifizierenden DNA-Abschnitt an, und dieser Abschnitt wird durch eine ther-
mostabile DNA-Polymerase wie bei einer normalen PCR exponentiell vervielfacht. Zur Quanti-
fizierung der mRNA- bzw. cDNA-Menge wird ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet, hier SYBR
Green |, der bei Bindung an doppelstrangige DNA fluoresziert; die Starke der Fluoreszenz wird
nach jedem Zyklus, also in ,,Echtzeit” (Real Time), gemessen. In der ersten Phase der Amplifika-
tion ist die Menge der als VVorlage dienenden cDNA begrenzt, sodass die Amplifikation zunéchst
langsam erfolgt. In der zweiten Phase nehmen die Anzahl der PCR-Produkte und proportional
dazu die Starke der Fluoreszenz exponentiell zu; nur in dieser exponentiellen Phase kann eine
Quantifizierung der PCR-Produkte anhand der gemessenen Fluoreszenz erfolgen. Das Verhéltnis
zwischen der Anzahl der Primer und der Menge der als Vorlage dienenden cDNA nimmt mit
fortlaufender Zykluszahl ab, und die entstehenden Produkte hemmen sich zunehmend gegensei-
tig, sodass der Kurvenverlauf in der dritten Phase in einem Plateau endet. Der Ct-Wert (Cycle
threshold, Schwellenwert-Zyklus) gibt den Reaktionszyklus an, in dem das Fluoreszenz-Signal
erstmalig signifikant Uber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt und die exponentielle Amplifika-
tionsphase beginnt. Es besteht eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem
Logarithmus der eingesetzten cDNA Menge und dem Ct; anhand einer Standardreihe kann daher
eine Standardkurve als lineare Funktion erstellt werden, und anhand dieser Standardkurve kann
die Menge der spezifischen mMRNA/cDNA in den Proben berechnet werden. Die Normierung der
Proben erfolgt durch Bezug auf die mMRNA von Housekeeping-Genen.

Fiir die hier durchgefiihrten gqRT-PCRs wurde der ,,QuantiTect” SYBR® Green RT-PCR Kit*
verwendet. Das VVorgehen entsprach dem Abschnitt ,,Protocol for Quantitative, Real-Time, One-
Step RT-PCR Using ABI Sequence Detection Systems and Other Real-Time Thermal Cyclers”

aus dem Protokoll.
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1. 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix, Proben, Primer und RNase-freies Wasser

wurden aufgetaut und auf Eis gestellt.

2. Es folgte die Herstellung von Master-Mixen mit spezifischen Primerpaaren:

Substanz Endkonzentration
2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix 5%

QuantiTect RT Mix 1%

RNase-freies Wasser 9 %

Entsprechende Primerpaare je 75 % (0,375

Zusatzlich wurde der Lésung Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor zugefiigt.
3. Die Master-Mixe wurden mit Hilfe einer Multistep-Pipette in eine 384 Well-Platte pipettiert.
4. Die Pipettierung der RNA-Proben zu den Master-Mixen erfolgte im Verhaltnis 1:5. Fur sémt-
liche Proben wurde eine Dreifachbestimmung vorgenommen. Als NTC wurde das RNase-freie
Wasser aus dem Kit eingesetzt. Eine Standard-Verdinnungsreihe wurde aus einer der Proben
durch Verdiinnung hergestellt. Es folgte eine kurze Anzentrifugation der 384 Well-Platte.
5. Die Durchfuhrung der qRT-PCRs erfolgte mit ,,ABI Prism 7900HT Fast Real-Time PCR Sys-
tem* und dem Programm SDS2.3RT-PCR mit 40facher Wiederholung der Schritte drei und vier.

1. 30 min 50 °C, Umschreiben der mRNA in cDNA durch reverse Transkriptase (RT).

2. 15 min 95 °C, Inaktivierung der RT, Aktivierung der Tag-Polymerase.

3. 15594 °C, Denaturierung der DNA-Doppelstréange.

4. 1 min 60 °C, Anlagerung der Primer an die DNA (Annealing) und Synthese der DNA

anhand der vorliegenden Einzelstrange (Elongation).

5. 15s95°C.

6. 15560 °C.
Die Normalisierung der Ergebnisse erfolgte durch Bezug auf das Housekeeping-Gen Actin. Zum
Vergleich wurden weitere Messungen mit GAPDH (Glyceral-3-Phosphat-Dehydrogenase) und
HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) als Housekeeping-Genen durchgefihrt.
Zur Kontrolle der Aussagekraft der gRT-PCR-Ergebnisse wurden die spezifischen Schmelzkur-
ven Uberpruft. Die DNA-Doppelstrange denaturieren bei einer fur das jeweilige Fragment spezi-
fischen Schmelztemperatur und setzen dabei den Fluoreszenzfarbstoff frei. Da SYBR Green |
unspezifisch an doppelstrangige DNA bindet und somit auch an mdglicherweise entstehende

Primerdimere, die einen niedrigeren Schmelzpunkt aufweisen als die ChREBP-DNA-Doppel-
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strange, erlaubt die Analyse der Schmelzkurven eine Aussage Uber die Spezifitat der Reaktion.
Die Bildung der Mittelwerte der Dreifachbestimmung, Auswertung und Korrektur der Ergebnis-
se erfolgten mit dem Programm SDS2.3RT-PCR.

2.2.5.5 Agarose-Gel-Elektrophorese von gRT-PCR-Proben

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse wurden einige Proben nach der gRT-PCR auf ein Agaro-
se-Gel aufgetragen und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Die Vorbereitung des Gels, Elektro-
phorese und Detektion erfolgten wie in Abschnitt 2.2.5.3 beschrieben. Als Proteinleitern dienten
O’RangeRuler™ 100 bp DNA Ladder und GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder.

PRy

ChREBP '
- - .. - - - .- = -100 BP

(LTI
M-

HPRT -
-100 BP

Abbildung 14: Originalbild (links) und inverses Bild (rechts) einer Agarose-Gel-Elektrophorese mit
verschiedenen Proben nach Durchfihrung der gRT-PCR. Jeweils oben im Gel wurden Proben nach
Einsatz der Primer fir ChREBP, unten im Gel nach Einsatz der Primer fir HPRT aufgetragen. Sowohl
der in der gRT-PCR replizierte Abschnitt von ChREBP-cDNA als auch der von HPRT-cDNA umfasst
erwartungsgemal ca. 100 Basenpaare. Links wurde die DNA-Leiter ,,0'RangeRuler™ 100 bp“, rechts
~GeneRuler” 50 bp* aufgetragen. BP = Basenpaare.

2.2.6 Statistische Auswertung

Die Experimente mit Western Blots wurden drei Mal fir das Cytosol und vier Mal fur den Nuc-

leus durchgefuhrt. Bei den Experimenten mit gRT-PCRs wurden die vierstindigen Stimulationen
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drei Mal, die 24stlindigen Stimulationen vier Mal durchgefiihrt. Als statistische Mafzahlen wur-
den das arithmetische Mittel, die Standardabweichung — als MaR fiir die Streuung der Werte um
den Mittelwert — und der Standardfehler des arithmetischen Mittels — als Mal fur die durch-
schnittliche Abweichung des geschétzten vom wahren arithmetischen Mittel — berechnet.

Um die statistische Signifikanz zwischen den Messergebnissen der Kontroll-Ansétze und denje-
nigen der stimulierten Ansétze zu Uberprifen, wurden die Ergebnisse im Programm ,,Microsoft
Excel 2007* einem t-Test flr zwei unabhéngige Stichproben mit ungleicher Varianz unterzogen,
also einem Welch-Test. Als Voraussetzung fur die Durchfuhrbarkeit dieses Tests mussen Unab-
hé&ngigkeit, ungleiche Varianz sowie Normalverteilung der Stichproben gegeben sein. Die Unab-
héngigkeit der Stichproben war stets vorhanden, da immer verschiedene Proben unabhangig von-
einander stimuliert wurden; die Varianz der jeweiligen Stichproben war immer ungleich. Die
Normalverteilung aller Messergebnisse wurde mit Hilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests besta-
tigt. Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse bei einem p-Wert kleiner als 0,05 angesehen.
Der p-Wert gibt die Hohe der Wahrscheinlichkeit an, dass die Mittelwerte zweier Stichproben
aus einer Grundgesamtheit mit gleichem Mittelwert stammen und Unterschiede zwischen den

Mittelwerten der zwei Stichproben allein auf einen Zufallsfehler zuriickzufuhren sind.

64



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche, 1. Teil: Klonierung von ChREBP mittels PCR und Gel-
Elektrophorese

Zunéchst wurde versucht, die vollstandige cDNA von ChREBP bzw. einzelne Abschnitte des
ChREBP-Gens mittels PCR zu amplifizieren, um spater ChREBP klonieren und ein Gen fiir
,»Green fluorescence protein® mit einbauen zu kénnen, wodurch die Lokalisation des ChREBP-
Proteins in den Zellen sehr gut hatte beobachtet werden kénnen. Trotz Verwendung verschiede-
ner Primer und verschiedener zu amplifizierender Abschnitte von ChREBP blieb der Versuch
der Klonierung von ChREBP hier erfolglos; er wird jedoch in unserer Arbeitsgruppe weiterge-
fihrt. Daher wurde in dieser Arbeit zur Untersuchung von endogenem ChREBP auf Protein- und

MRNA-Ebene durch Western Blots und qRT-PCRs libergegangen.

3.2 VVorversuche, 2. Teil: Testung der Antikdrper gegen ChREBP an Méause-

leber-Proben

Bei der wiederholten Testung der drei unter Abschnitt 2.1.6.1 aufgeflihrten Antikorper gegen
ChREBP an Mauseleber-Proben waren in keinem der Western Blots Banden auf Héhe der erwar-
teten ProteingroRe von ChREBP zu detektieren. Weil mit den ebenfalls verwendeten humanen
Hep G2-Zellen ohnehin besser die Regulation von ChREBP bei der Spezies Mensch untersucht

werden konnte, wurden die Versuche mit Mauseleber-Proben nicht fortgefihrt.

3.3 VVorversuche, 3. Teil: Western Blots

Die Ergebnisse der Western Blots der VVorversuche nach Stimulation von Hep G2-Zellen stellen
Tendenzen dar, weil sie aufgrund der geringeren Zahl ihrer Wiederholungen nicht statistisch
ausgewertet werden kénnen.

Beobachtet wurde jeweils der Proteingehalt von ChREBP sowohl im Cytosol als auch im Nuc-
leus nach Stimulationen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Als Kontrolle dienten bei
allen Experimenten die Ergebniswerte derjenigen Zellen, die mit 1 g/l Glucose stimuliert wur-
den. In den Grafiken werden die aufgetragenen Werte stets in Prozent der Kontrolle angegeben.
Da hier nur die relativen Proteinkonzentrationen von ChREBP im Vergleich zu den Kontrollwer-
ten eines Kompartimentes und keine Absolutwerte bestimmt wurden, kann eine Aussage Uber
den Gesamtgehalt der Zelle an ChREBP-Protein nur bei gleichsinnigem Abfall oder Anstieg in

beiden Kompartimenten getroffen werden.
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3.3.1 Stimulation mit Glucose
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Abbildung 15: ChREBP-Protein in Hep G2 nach zweistiindiger Stimulation mit 0 g, 1 g und 4,5 ¢/l
Glucose im Medium DMEM. Housekeeping-Gen fiir das Cytosol Tubulin, fir den Nucleus Actin.
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Abbildung 16: ChREBP-Protein in Hep G2 nach zweistiindiger Stimulation mit 1 g, 2 g und 4 g/l
Glucose im Medium EMEM. Housekeeping-Gen fir beide Fraktionen GAPDH.
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Abbildung 17: ChREBP-Protein in Hep G2 nach 20stiindiger Stimulation mit 0 g, 1 g und 4,5 ¢/l
Glucose im Medium DMEM. Housekeeping-Gen flr das Cytosol Tubulin, fir den Nucleus Actin.
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Bei Glucose-Entzug (0 g Glucose in der Mediumflissigkeit) im Medium DMEM zeigten sich im
Vergleich zur Kontrolle ein Anstieg von ChREBP-Protein im Cytosol und ein Abfall im Nuc-
leus. Der Anstieg im Cytosol schien nach 20 Stunden geringer zu sein als nach zwei Stunden.

Bei Stimulation mit 2 g, 4 g und 4,5 g Glucose (ber einen Zeitraum von zwei und von 20 Stun-
den waren in allen Fallen ein leichter Abfall des ChREBP-Proteingehalts im Cytosol sowie ein
deutlicher Anstieg im Nucleus zu beobachten. Im Medium DMEM stieg der Kerngehalt an
ChREBP nach zwei Stunden bei 4,5 g Glucose auf ca. 142 % und nach 20 Stunden weiter auf ca.
277 % des Kontrollwertes. Im Medium EMEM war bereits nach zwei Stunden eine Steigerung

auf ca. 247 % bei 2 g Glucose und auf ca. 277 % bei 4 g Glucose zu sehen.

3.3.2 Stimulation mit Insulin
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Abbildung 18: ChREBP-Protein in Hep G2 nach zweistiindiger Stimulation mit 1 umol/l Insulin im
Medium EMEM. Housekeeping-Gen fur das Cytosol Tubulin, fir den Nucleus GAPDH.

Zweistundige Stimulation mit 1 pmol/l Insulin fiihrte zu einem starken Anstieg des ChREBP-

Proteins im Cytosol und zu einem Abfall im Nucleus.
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3.3.3 Stimulation mit Glucagon
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Abbildung 19: ChREBP-Protein in Hep G2 nach zweisttindiger Stimulation mit 50 nmol/l Glucagon
im Medium EMEM. Housekeeping-Gen fur das Cytosol Tubulin, fir den Nucleus GAPDH.
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Abbildung 20: ChREBP-Protein in Hep G2 nach zweistiindiger Stimulation mit 50 nmol/l Glucagon
im Medium DMEM. Housekeeping-Gen flr das Cytosol Tubulin, fir den Nucleus GAPDH.
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Abbildung 21: ChREBP-Protein in Hep G2 nach 20sttindiger Stimulation mit 67 nmol/l Glucagon
im Medium EMEM. Housekeeping-Gen fur das Cytosol Tubulin, fiir den Nucleus GAPDH.
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Stimulation mit 50 nmol/l Glucagon tber zwei Stunden im Medium EMEM flhrte zu einem Ab-
fall des ChREBP-Gehaltes im Nucleus bei etwa gleichbleibendem Gehalt im Cytosol. Der analo-
ge Versuch im Medium DMEM erbrachte einen leichten Anstieg von ChREBP in beiden Kom-
partimenten und somit auch einen Anstieg des Gesamtproteingehaltes von ChREBP.

Stimulation mit 67 nmol/l Glucagon tber 20 Stunden in EMEM zeigte eine Zunahme von

ChREBP in beiden Kompartimenten, wobei die Zunahme im Cytosol starker ausgepragt war.

3.3.4 Stimulation mit Fettsauren
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Abbildung 22: ChREBP-Protein in Hep G2 nach zweistiindiger Stimulation mit 0,4 % Palmitin-
saure im Medium EMEM. Housekeeping-Gen fur beide Fraktionen GAPDH.

Der Einsatz von 0,4 % Palmitinséure Gber zwei Stunden filhrte zu einer Abnahme von ChREBP

im Nucleus bei etwa gleichbleibendem Gehalt im Cytosol.
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Abbildung 23: ChREBP-Protein in Hep G2 nach zweistiindiger Stimulation mit 0,4 % Olsaure im
Medium EMEM. Housekeeping-Gen fur beide Fraktionen GAPDH.

Der Einsatz von 0,4 % Olsaure (iber zwei Stunden fiihrte zu einem Anstieg der gesamten
Proteinmenge von ChREBP, wobei die Zunahme im Cytosol mit ca. 209 % des Kontrollwertes
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starker ausgepragt war als im Nucleus mit ca. 170 %.

3.4 Hauptversuche, 1. Teil: Western Blots
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Abbildung 24: Beispiele flr Ergebnisse der Western Blots. ChREBP und Tubulin im Cytosol — a) und
c) — sowie ChREBP und Lamin im Nucleus — b) und d) — von Hep G2 nach verschiedenen Stimulationen
(siehe unten). ChREBP liegt hier bei ca. 103 kDa (postuliert: 93 kDa), Tubulin bei ca. 55 kDa, Lamin bei
ca. 70 kDa.

1 + 5 Kontrolle, 2 + 6 Glucose 2 g/l, 3 + 7 Fructose 1 g/l, 4 + 8 Glucagon 50 nmol/I.

1 bis 4: Stimulationszeit zwei Stunden. 5 bis 8: Stimulationszeit 24 Stunden.

In allen Hauptversuchen wurden die Zellen im Medium EMEM kultiviert, das bereits 1 g/l Glu-
cose enthielt, sodass die Zugabe der weiteren Substanzen — Glucose, Fructose, Glucagon, Insulin
— stets zusatzlich dazu erfolgte. Die Ansétze, die mit 1 g/l Glucose weiter kultiviert wurden,
dienten als Kontrolle. Es wurden der Proteingehalt von ChREBP im Cytosol im Vergleich zur
Kontrolle und der Proteingehalt im Nucleus im Vergleich zur Kontrolle betrachtet.

Weil auch hier, wie in den Vorversuchen, nur die relativen Proteinkonzentrationen von ChREBP
im Vergleich zu den Kontrollwerten eines Kompartimentes und keine Absolutwerte bestimmt

wurden, kdnnen Aussagen uber den Gesamtgehalt der Zelle an ChREBP-Protein nur bei gleich-
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sinnigem Abfall oder Anstieg in beiden Kompartimenten getroffen werden.

In den folgenden Grafiken dieses Abschnittes werden die aufgetragenen Werte stets in Prozent
der Kontrolle angegeben. Signifikanz-Sternchen * zeigen einen statistisch signifikanten Wert mit
p kleiner als 0,05 an. Die Fehlerindikatoren bezeichnen jeweils den Standardfehler des arithmeti-

schen Mittels. Statistisch signifikante Werte sind zusatzlich gelb markiert.

3.4.1 Stimulation mit Glucose fuir zwei Stunden
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Abbildung 25: ChREBP-Protein in Hep G2 nach zweistiindiger Stimulation mit 2 g/l Glucose.
Housekeeping-Gen fiir das Cytosol Tubulin, fur den Nucleus Lamin.

Welch-Test flr die Ergebnisse von 2 g/l Glucose im Vergleich zur Kontrolle:

Cytosol: p = 0,0184; Nucleus: p = 0,0276.

Durch die Stimulation mit 2 g/l Glucose tber zwei Stunden kam es im Vergleich zum Kontroll-
ansatz mit 1 g/l Glucose zu einem statistisch signifikanten Abfall der Konzentration des
ChREBP-Proteins im Cytosol und zu einem ausgeprédgten, ebenfalls statistisch signifikanten

Anstieg des ChREBP-Proteins im Nucleus.

3.4.2 Stimulation mit Glucose fiir 24 Stunden
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Abbildung 26: ChREBP-Protein in Hep G2 nach 24stindiger Stimulation mit 2 g/l Glucose.
Housekeeping-Gen fir das Cytosol Tubulin, fir den Nucleus Lamin.

Welch-Test fiir die Ergebnisse von 2 g/l Glucose im Vergleich zur Kontrolle:

Cytosol: p = 0,146; Nucleus: p = 0,084.

Nach 24stlndiger Stimulation mit 2 g/l Glucose zeigte sich im Cytosol ein leichter Anstieg von
ChREBP, der jedoch nicht statistisch signifikant war.

Im Nucleus kam es, wie schon nach zwei Stunden Stimulation, ebenfalls zu einem Anstieg der
ChREBP-Konzentration. Der Anstieg nach 24 Stunden war jedoch geringer ausgeprégt als derje-
nige nach zwei Stunden und wies im Welch-Test keine statistische Signifikanz auf.

Insgesamt zeigte sich hier eine Zunahme des gesamten zellularen Gehaltes an ChREBP-Protein.

3.4.3 Stimulation mit Fructose fiir zwei Stunden
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Abbildung 27: ChREBP-Protein in Hep G2 nach zweistindiger Stimulation mit 1 g/l Fructose.
Housekeeping-Gen flr das Cytosol Tubulin, fir den Nucleus Lamin.

Welch-Test fiir die Ergebnisse von 1 g/l Fructose im Vergleich zur Kontrolle:

Cytosol: p = 0,034; Nucleus: p =0,012.

Zweistundige Stimulation mit 1 g/l Fructose — zusatzlich zu 1 g/l Glucose — fuihrte zu einem sta-
tistisch signifikanten Abfall der ChREBP-Konzentration im Cytosol. Dieser Abfall war geringer
ausgepragt als der durch zweistiindige Stimulation mit 2 g Glucose verursachte Abfall.

Im Nucleus zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg der ChREBP-Konzentration. Der
Anstieg fiel geringer aus als der Anstieg im analogen Experiment mit Glucose.

Beide Effekte, sowohl der Abfall von ChREBP im Cytosol als auch der Anstieg im Nucleus,
zeigten nach zweistlindiger Stimulation mit Fructose also die gleiche Tendenz wie nach entspre-

chender Stimulation mit Glucose, waren aber schwacher ausgepragt.
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3.4.4 Stimulation mit Fructose fiir 24 Stunden
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Abbildung 28: ChREBP-Protein in Hep G2 nach 24stindiger Stimulation mit 1 g/l Fructose.

Housekeeping-Gen fir das Cytosol Tubulin, fir den Nucleus Lamin.

Welch-Test flr die Ergebnisse von 1 g/l Fructose im Vergleich zur Kontrolle:
Cytosol: p = 0,313; Nucleus: p = 0,201.

Die Stimulation mit Fructose tber 24 Stunden fiihrte zu einem leichten Anstieg von ChREBP im

Cytosol ohne statistische Signifikanz. Dieser Anstieg zeigte sich geringer ausgepragt als der

Anstieg nach Stimulation mit Glucose uber 24 Stunden.

Auch im Nucleus kam es zu einem nicht signifikanten Anstieg der ChREBP-Konzentration. Die-

ser fiel grofer aus als der Anstieg im Cytosol, aber geringer als der Anstieg nach zweistiindiger

Stimulation mit Fructose und geringer als nach 24stiindiger Stimulation mit Glucose. Insgesamt

kam es zu einem Anstieg des zelluldren Gesamtproteingehaltes an ChREBP.

Wie nach Stimulation mit Fructose Uber zwei Stunden, kam es auch nach Stimulation Uiber 24

Stunden zu tendenziell dhnlichen, aber schwéacheren Effekten als nach Stimulation mit Glucose.

3.4.5 Stimulation mit Glucagon fiir zwei Stunden
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Abbildung 29: ChREBP-Protein in Hep G2 nach zweistindiger Stimulation mit 50 nmol/l

Glucagon. Housekeeping-Gen fur das Cytosol Tubulin, fur den Nucleus Lamin.

Welch-Test fiir die Ergebnisse von 50 nmol/l Glucagon im Vergleich zur Kontrolle:
Cytosol: p = 0,919; Nucleus: p = 0,186.

Die Zugabe von Glucagon in der Konzentration 50 nmol/l fuhrte im Cytosol zu keinem signifi-
kanten Unterschied der ChREBP-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle.
Im Nucleus kam es zu einem insgesamt starken, aber nicht signifikanten Anstieg von ChREBP.

3.4.6 Stimulation mit Glucagon fiir 24 Stunden
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Abbildung 30: ChREBP-Protein in Hep G2 nach 24stundiger Stimulation mit 50 nmol/l Glucagon.
Housekeeping-Gen fiir das Cytosol Tubulin, fur den Nucleus Lamin.

Welch-Test fir die Ergebnisse von 50 nmol/l Glucagon im Vergleich zur Kontrolle:

Cytosol: p = 0,019; Nucleus: p =0,077.

Bei der Stimulation mit Glucagon Uber 24 Stunden war im Cytosol ein statistisch signifikanter
Anstieg von ChREBP zu beobachten.

Im Nucleus kam es zu einem deutlicheren ChREBP-Anstieg als im Cytosol, allerdings ohne Sig-
nifikanz, wobei diese nur knapp verfehlt wurde. Der Anstieg war etwas starker ausgepragt als bei
der zweistlindigen Stimulation. Insgesamt zeigte sich ein Anstieg des zelluldren Gesamtprotein-
gehaltes an ChREBP.
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3.5 Hauptversuche, 2. Teil: RNA-Extraktion und RT-PCR

Ergebnisse
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Abbildung 31: Beispiele fur Standard-Kurven der mRNA von ChREBP (oben) und Actin (unten) in

Hep G2.
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Abbildung 32: Beispiele fir Amplifikations-Kurven der Standards und NTCs der mRNA von
ChREBP (oben) und Actin (unten) in Hep G2.
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Abbildung 33: Beispiele fur Amplifikations-Kurven der Proben der mRNA von ChREBP (oben)
und Actin (unten) in Hep G2 nach 24stiindiger Stimulation mit verschiedenen Substanzen.

76
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Abbildung 34: Beispiele fur Dissoziations-Kurven der Standards und NTCs der mRNA von

ChREBP (links) und Actin (rechts) in Hep G2.
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Abbildung 35: Beispiele fur Dissoziations-Kurven der Proben der mRNA von ChREBP (links) und

Actin (rechts) in Hep G2 nach 24stindiger Stimulation mit verschiedenen Substanzen.
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Ergebnisse

3.5.1 Stimulation mit Glucose fiir vier Stunden
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Abbildung 36: ChREBP-mRNA in Hep G2 nach vierstindiger Stimulation mit 2 g/l Glucose.
Housekeeping-Gen Actin.

Welch-Test fiir die Ergebnisse von 2 g/l Glucose im Vergleich zur Kontrolle: p = 0,099.

Die Stimulation der Hep G2-Zellen mit Glucose fur vier Stunden fuhrte zu einem Anstieg der
Konzentration der mRNA von ChREBP.

3.5.2 Stimulation mit Glucose fuir 24 Stunden
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Abbildung 37: ChREBP-mRNA in Hep G2 nach 24stiindiger Stimulation mit 2 g und 4,5 g/l
Glucose. Housekeeping-Gen Actin.

Welch-Test fiir die Ergebnisse von 2 g und 4,5 g/l Glucose im Vergleich zur Kontrolle:

Glucose 2 g/l: p =0,099; Glucose 4,5 g/l: p = 0,108.

Bei Stimulation mit Glucose in den Konzentrationen 2 g/l und 4,5 g/l Gber 24 Stunden kam es zu
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Ergebnisse

einer Abnahme der ChREBP-mRNA in den Zellen.

3.5.3 Stimulation mit Fructose fir vier Stunden
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Abbildung 38: ChREBP-mRNA in Hep G2 nach vierstindiger Stimulation mit 1 g/l Fructose.

Housekeeping-Gen Actin.

Welch-Test flr die Ergebnisse von 1 g/l Fructose im Vergleich zur Kontrolle: p = 0,064.

Die Stimulation mit Fructose fir vier Stunden fihrte, ahnlich wie die Stimulation mit Glucose

flr vier Stunden, zu einem Anstieg der mMRNA von ChREBP. Dieser Anstieg war etwas geringer

ausgepragt als der durch Glucose verursachte Anstieg.

3.5.4 Stimulation mit Fructose fiir 24 Stunden
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Abbildung 39: ChREBP-mRNA in Hep G2 nach 24stlindiger Stimulation mit 1 g/l Fructose.

Housekeeping-Gen Actin.

Welch-Test fiir die Ergebnisse von 1 g/l Fructose im Vergleich zur Kontrolle: p = 0,323.
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Wie bei dem analogen Experiment mit Glucose, flihrte auch die Stimulation mit Fructose fur 24
Stunden zu einer Abnahme der ChREBP-mRNA.

3.5.5 Stimulation mit Glucagon fiir vier Stunden
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Abbildung 40: ChREBP-mRNA in Hep G2 nach vierstundiger Stimulation mit 50 nmol/l Glucagon.
Housekeeping-Gen Actin.

Welch-Test fur die Ergebnisse von 50 nmol/l Glucagon im Vergleich zur Kontrolle: p = 0,032.

Vierstlindige Stimulation mit 50 nmol/l Glucagon fuhrte zu einer deutlichen und statistisch signi-
fikanten Zunahme der mRNA von ChREBP in den Hep G2-Zellen.

3.5.6 Stimulation mit Glucagon fir 24 Stunden

120

100

80

I = Standardfehler des
arithmetischen Mittels
n=4

60

40

ChREBP-mRNA in % der
Kontrolle

20

100 89

Kontrolle24 h Glucagon24 h

Abbildung 41: ChREBP-mRNA in Hep G2 nach 24stiindiger Stimulation mit 50 nmol/l Glucagon.
Housekeeping-Gen Actin.

Welch-Test fiir die Ergebnisse von 50 nmol/l Glucagon im Vergleich zur Kontrolle: p = 0,387.
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Ergebnisse

Bei 24stlindiger Stimulation mit 50 nmol/l Glucagon zeigte sich eine Abnahme der mRNA von

ChREBP; diese fiel etwas geringer aus als bei Stimulation mit Glucose, Fructose oder Insulin.

3.5.7 Stimulation mit Insulin fur vier Stunden
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Abbildung 42: ChREBP-mRNA in Hep G2 nach vierstiindiger Stimulation mit 1 pumol/l Insulin.
Housekeeping-Gen Actin.

Welch-Test fiir die Ergebnisse von 1 pmol/l Insulin im Vergleich zur Kontrolle: p = 0,240.

Nach vierstlndiger Stimulation mit 1 pmol/l Insulin zeigte sich eine deutliche Reduktion der
mRNA von ChREBP.

3.5.8 Stimulation mit Insulin fir 24 Stunden
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Abbildung 43: ChREBP-mRNA in Hep G2 nach 24stindiger Stimulation mit 1 pmol/l Insulin.
Housekeeping-Gen Actin.
Welch-Test fiir das Ergebnis von 1 pumol/l Insulin im Vergleich zur Kontrolle: p = 0,001.
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Ergebnisse
Die 24stiindige Stimulation der Hep G2-Zellen mit Insulin flihrte zu einer starken, statistisch
signifikanten Abnahme der ChREBP-mRNA.
3.5.9 Vergleich der mRNA der Housekeeping-Gene Actin und GAPDH zur Quanti-
fizierung von ChREBP-mRNA

120

=
o
o

[
o

B ChREBP/
GAPDH

ChREBP-mRNA in % der Kontrolle
N (2]
o o

= ChREBP/

20 Actin

Kontrolle 29 Glucose 4,59 Glucose 1gFructose Glucagon Insulin

Abbildung 44: ChREBP-mRNA in Hep G2 nach 24stindiger Stimulation mit verschiedenen
Substanzen, normalisiert auf die mMRNA der Housekeeping-Gene Actin bzw. GAPDH.

Welch-Test fir die Ergebnisse der Quotienten aus ChREBP und GAPDH im Vergleich zu den Quotienten
aus ChREBP und Actin fur jeweils dieselbe Stimulation:

Glucose 2 g/l: p = 0,496; Glucose 4,5 g/l: p = 0,910; Fructose 1 g/l: p = 0,977; Glucagon 50 nmol/l: p =
0,964; Insulin 1 umol/l: p = 0,445.

In einem Experiment erfolgten die Messungen der mRNA von ChREBP im Vergleich zu der
mRNA von zwei verschiedenen Housekeeping-Genen, GAPDH und Actin. Zwischen den
Quotienten aus ChREBP und GAPDH im Vergleich zu den Quotienten aus ChREBP und Actin
ergaben sich im Welch-Test fur keine der jeweiligen Stimulationen statistisch signifikante

Unterschiede.
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Diskussion

4 Diskussion

Es folgt eine allgemeine VVorbemerkung zur Interpretation der Ergebnisse. Auf das ChREBP-
Protein wirken sich verschiedene Einflisse aus: Transkription, Translation, Translokation, Akti-
vierung und Protein-Abbau. Transkription und Translation fihren zur Neusynthese von ChREBP
und damit zu Anderungen des Gesamtproteingehaltes der Zelle. Zur Beurteilung der Auswirkun-
gen von Substanzen auf die Transkription von ChREBP wurden gRT-PCR-Analysen durchge-
fiihrt. Durch Messung der relativen mRNA-Konzentration von ChREBP kénnen Anderungen der
Transkription gut abgeschatzt werden. Auf den Gesamtproteingehalt nehmen weitere Faktoren
wie Translation oder Protein-Abbau Einfluss. Anderungen des Gesamtproteins kénnen in den
hier durchgefuhrten Western Blots allerdings aus mehreren Griinden nur eingeschrankt beurteilt
werden: Die Proteine wurden stets in Cytosol- und Kern-Fraktion aufgetrennt, bei den Western
Blots wurden immer mdglichst gleiche Mengen an Protein aufgetragen, sodass die absoluten
Protein-Konzentrationen unbericksichtigt blieben, und die Normalisierung erfolgte auf unter-
schiedliche Housekeeping-Gene in Cytosol und Nucleus. Daher kénnen hier nur Aussagen zur
relativen Proteinkonzentration im Vergleich zur Kontrolle in jeweils einem Kompartiment ge-
troffen werden. Bei gleichsinnigen Anderungen der Menge an ChREBP-Protein in beiden Kom-
partimenten kann allerdings mit Sicherheit eine entsprechende Anderung des Gesamtproteinge-
haltes festgestellt werden.

Neben der Transkription lag das Haupt-Augenmerk in den durchgefuhrten Experimenten auf der
Translokation des ChREBP-Proteins, auf der Verteilung zwischen Cytosol und Nucleus. Dabei
wurde angenommen, dass die Lokalisation von ChREBP im Nucleus fir eine Aktivierung der
Transkriptionstatigkeit spricht. Da auBer dem Transport in den Nucleus, wie in der Einleitung
erlautert, noch weitere Mechanismen die Aktivitdt von ChREBP beeinflussen, z. B. das GSM,
sollte beachtet werden, dass allein die Lokalisation im Nucleus eine Transkriptions-Aktivitat von
ChREBP noch nicht beweist. Um Aussagen zur Aktivitat von ChREBP treffen zu kdnnen, hétte

letztendlich die Induktion der Zielgene von ChREBP untersucht werden missen.

4.1 Effekte von Glucose auf ChREBP

4.1.1 Kurzzeit-Einfluss (zwei bzw. vier Stunden)

4.1.1.1 Proteinebene (zwei Stunden)

In dieser Arbeit flhrte eine Stimulation von Hep G2-Zellen mit Glucose fiir zwei Stunden, so-

wohl in den Hauptversuchen mit 2 g/l als auch in den Vorversuchen mit1 g, 2 g, 4 g und 4,5 g/l,
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zu einer Abnahme der Menge des ChREBP-Proteins im Cytosol und zu einer Zunahme im Nuc-
leus, wéhrend es bei 0 g/l Glucose zu einem umgekehrten Bild, Zunahme von ChREBP im Cyto-
sol und Abnahme im Nucleus, kam. Diese Ergebnisse stimmen mit der in der Literatur beschrie-
benen Hypothese Uberein, dass ChREBP durch Glucoseanstieg aus dem Cytosol in den Kern
transloziert wird und umgekehrt durch Glucoseabfall aus dem Kern ins Cytosol.

Wie die hier beobachtete Translokation von ChREBP im Einzelnen ablauft — z. B. ob Dephos-
phorylierung eine Rolle spielt, wie in der Literatur groRtenteils vermutet, manchmal aber auch
angezweifelt wird — und ob es danach tatséchlich zu einer Aktivierung des ChREBP-Proteins
und einer vermehrten Transkription der Zielgene kommt — was u. a. eine zweite Dephosphory-
lierung und eine Aktivierung des Glucose sensing module umfassen wirde — konnte mit den hier
verwendeten Methoden nicht festgestellt werden. Fir eine Regulation von ChREBP durch Phos-
phorylierung gibt es allerdings Hinweise: In den Banden der Western Blots waren bei der Kern-
fraktion deutlich und bei der Cytosolfraktion etwas weniger deutlich Doppelbanden zu sehen,
was dafur spricht, dass ChREBP hier in verschiedenen Formen mit unterschiedlichem Moleku-
largewicht vorliegt (siehe Abbildung 24, Abschnitt 3.4). Es wére mdglich, dass die Bande mit
dem jeweils hoheren Molekulargewicht eine starker phosphorylierte Form von ChREBP dar-
stellt. Im Cytosol scheinen die Banden dichter beieinander zu liegen als im Kern; sie kdnnten
den einfach und zwei- oder dreifach phosphorylierten Formen entsprechen. Die einfach phospho-
rylierten Formen kdnnten bereits an P1 dephosphorylierte, aber noch nicht in den Kern transpor-
tierte ChREBP-Proteine darstellen, und die zwei- oder dreifach phosphorylierten Formen kénn-
ten ins Cytosol transportierten, inaktivierten ChREBP-Proteinen entsprechen, die auBer an P1
auch an P3 und eventuell P4 und/oder P2 phosphoryliert sind (siehe Abschnitt 1.1.4.1). Im Nuc-
leus féllt eine sehr deutlich zu erkennende Doppelbande mit scheinbar weiter als im Cytosol aus-
einander liegenden Banden auf. Die untere Bande kénnte die an P1, P3 und P4 dephosphorylier-
te, also die aktive Form von ChREBP darstellen — wobei sie aufgrund der schnelleren Wande-
rungsgeschwindigkeit im Gel stérker von der oberen Bande abgesetzt ist —, und die breitere obere
Bande konnte der einfach phosphorylierten, das heif3t der in den Kern transportierten, aber noch
nicht aktivierten Form von ChREBP entsprechen (oder auch der gerade inaktivierten Form). Au-
Rerdem sind an der Entstehung der breiten oberen Bande im Kern moglicherweise auch zwei-
oder dreifach phosphorylierte Formen von ChREBP beteiligt, die inaktivierte und zum Transport
ins Cytosol gekennzeichnete ChREBP-Proteine darstellen. Allerdings muss beriicksichtigt wer-
den, dass ChREBP noch andere als die genannten Phosphorylierungsstellen aufweist, deren
Funktion und Relevanz noch nicht geklart sind, die aber die in den Western Blots zu sehenden

Banden beeinflussen kdnnten [21].
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Des Weiteren wurden folgende Beobachtungen gemacht: In den Vorversuchen nahm mit stei-
gender Glucosekonzentration der ChREBP-Gehalt im Cytosol weiter ab und im Kern weiter zu;
dies schien jedoch nicht im gleichen, sondern in einem geringeren Ausmal} zu erfolgen als die
Steigerung der eingesetzten Glucosekonzentrationen. Demnach ergabe sich fir das AusmaR der
Translokation im Verhaltnis zur Glucosekonzentration kein direkt proportionaler Zusammen-
hang, sondern eine Abschwachung des Effektes mit steigender Glucose. In den Vorversuchen
sank die Konzentration des ChREBP-Proteins im Nucleus bei Mediumflissigkeit ohne Glucose
im Vergleich zu einem Glucosegehalt von 1 g/l auf ca. 55-60 % der Kontrolle ab, jedoch nicht
stérker; zum Vergleich lag in den Hauptversuchen die ChREBP-Konzentration im Nucleus nach
Stimulation mit 2 g Glucose im Verhaltnis zu 1 g Glucose bei ca. 391 %. Diese Ergebnisse konn-
ten auf eine besondere Stimulierbarkeit der Translokation von ChREBP durch Glucose in einem
Konzentrationsbereich von ca. 1 g/l, eventuell auch schon von ca. 0,5 g/, bis ca. 2 g/l Glucose
hindeuten, was ungefahr den physiologischerweise im Blut vorkommenden Glucose-Konzentra-
tionen entspricht. Eine besonders gute Stimulierbarkeit in diesem Bereich wurde daher als ,,phy-
siologisch sinnvoll* einleuchten.

Madglicherweise stellt eine Abschwachung des Einflusses von Glucose auf ChREBP bei sehr
hohen Glucosekonzentrationen einen Schutzmechanismus der Hepatocyten vor zu starker Induk-
tion der Lipogenese und vor Lipotoxizitat dar. Dies wirde vom Prinzip her der Entwicklung ei-
ner Insulinresistenz ahneln, die bei insulinabhangigen Zellen einerseits als Schutz vor Lipo-
toxizitdt, andererseits als Schutz vor zu hohem Glucose-Einstrom und dadurch verursachtem
oxidativem Stress gedeutet werden kann (siehe Abschnitt 1.2.1). Da ein Schutz von Hepatocyten
gegen erhohten Glucose-Einstrom — und damit gegen erhéhte Aktivierung von ChREBP — durch
Insulinresistenz nicht moglich ist, weil Hepatocyten insulinunabhéngige GLUT2 besitzen, kénn-
te die beobachtete Abschwachung der Wirkung von Glucose auf ChREBP eine Alternative bie-
ten. Uber welche Mechanismen diese Abschwachung im Einzelnen zustande kommt, misste in
weiteren Experimenten naher untersucht werden.

Bei der Interpretation der Experimente mit Glucose-freier Mediumflissigkeit sollte bedacht wer-
den, dass der Mangel an Glucose eine Belastung der Zellen darstellen und weitere Stoffwech-
selwege — z. B. Stress-Signalwege — induzieren konnte, die ihrerseits ChREBP beeinflussen.
Dass ChREBP auch bei Mediumflissigkeit ohne Glucose offenbar nicht zu 100 % ins Cytosol
transportiert wird, konnte zum einen dadurch bedingt sein, dass ChREBP auch ohne Stimulation
durch Glucose eine konstitutive Aktivitat aufweist und Glucose ,,nur* eine zusatzliche Stimulati-
on von ChREBP hervorruft. Die physiologische Relevanz der durch ChREBP aktivierten Stoff-
wechselwege spricht fir eine solche konstitutive Aktivitdt. Zum anderen kdnnte der Glucose-
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mangel zur Gluconeogenese der Zellen und zur teilweisen Abgabe der neu synthetisierten Glu-
cose in die Mediumflissigkeit fuhren (da die verwendeten Zellen wahrscheinlich ann&hernd wie
normale Leberzellen reagieren, die Glucose ins Blut abgeben). Die neu synthetisierte intra- und
extrazellulare Glucose konnte daraufhin mittelfristig eine Translokation von ChREBP in den
Kern bewirken. Abgesehen davon ware es moglich, dass ChREBP bei Zellen in Glucose-freiem
Medium zwar teilweise im Kern vorliegt, aufgrund mangelnder Stimulation des GSM aber groR-
tenteils inaktiv ist, die Zielgene also kaum stimuliert werden.

In den Vorversuchen war zu beobachten, dass der Gehalt von ChREBP im Nucleus nach zwei
Stunden Stimulation mit 4,5 g/l Glucose in urspriinglich glucosefreiem Kulturmedium deutlich
niedriger war, ca. 142 % des Kontrollwertes, als bei Stimulation mit 2 oder 4 g/l Glucose in Me-
dium mit urspriinglich 1 g/l Glucose, wo nach zwei Stunden ca. 247 % bzw. 277 % erreicht wur-
den. Erst nach 20 Stunden Stimulation mit 4,5 g/l Glucose wurde bei den zunéchst glucosefreien
Ansétzen ebenfalls eine Steigerung von ChREBP im Nucleus auf ca. 277 % des Kontrollwertes
erreicht. Maoglicherweise hatten die Uber mehrere Tage in 0 g/l Glucose kultivierten Hep G2-
Zellen ihren Metabolismus derartig an diesen Zustand angepasst, dass es zu einer starken Reduk-
tion Glucose-abbauender Wege wie Glycolyse und PPP gekommen war und somit — weil der
PPP Uber X5P zur Aktivierung von ChREBP fuihrt — auch zu einem sehr niedrigen Gehalt und
Aktivitatsgrad von ChREBP. Bei Zutreffen dieser Hypothese brauchten ohne Glucose kultivierte
Zellen nach Gabe von Glucose vermutlich erst Zeit, um die glycolytischen und lipogenen Stoff-
wechselwege wieder zu aktivieren und den Gehalt an ChREBP zu steigern.

Der prozentuale Anstieg von ChREBP im Nucleus nach Stimulation mit Glucose scheint weitaus
groer zu sein als der prozentuale Abfall im Cytosol, wobei der Gesamtproteingehalt, wie ein-
gangs erlautert, allein anhand der Proteinwerte nicht eindeutig beurteilt werden kann. Die nach
Stimulation mit Glucose gesteigerte Menge an mRNA (siehe Abschnitt 4.1.1.2) l&sst aber vermu-
ten, dass hier tatséchlich auch die Gesamtproteinmenge ansteigt. Insofern wiirde Glucose neben
einer gesteigerten Translokation also auch zu einer vermehrten Neusynthese von ChREBP fiih-
ren. Fur den akuten Einfluss von Glucose werden aber vermutlich Translokation und Aktivierung

des ChREBP-Proteins die groRere Rolle spielen, da eine Neusynthese langere Zeit benétigt.

4.1.1.2 mRNA-Ebene (vier Stunden)

Eine kurzzeitige Stimulation von Hep G2-Zellen mit 2 g/l Glucose fiihrte zu einem Anstieg der
Menge an ChREBP-mRNA, was eine Steigerung der Transkription von ChREBP als Reaktion
auf Glucose vermuten l&sst. Auch eine verminderte Degradation der ChREBP-mRNA kénnte am

Anstieg der mRNA beteiligt sein. Neben einer direkten Aktivierung der Transkription des
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ChREBP-Gens konnten weitere Mechanismen eine Rolle spielen, beispielsweise eine Induktion
von Co-Aktivatoren oder Inhibition von Co-Repressoren von ChREBP durch Glucose.

Es kam hier nach vier Stunden zu einer Zunahme der mRNA auf ca. 140 % der Kontrolle, wéh-
rend in den Western Blot-Experimenten eine Zunahme von ChREBP-Protein im Nucleus auf ca.
391 % der Kontrolle nach zwei Stunden (bei gleichzeitiger Abnahme im Cytosol auf ca. 70 %)
und auf ca. 222 % nach 24 Stunden (bei gleichzeitigem Anstieg im Cytosol auf ca. 132 %) zu
beobachten war. Einerseits muss berticksichtigt werden, dass die Gesamtproteinmenge, wie
schon erwahnt, aus den Western Blots nicht eindeutig abgelesen werden kann, und andererseits,
dass die Proteinextraktion nach zwei, die mRNA-Extraktion nach vier Stunden erfolgte und theo-
retisch bereits ein Abbau von mRNA stattgefunden haben kdnnte. Unter der Annahme, dass die
Ausgangs-Konzentrationen von ChREBP-Protein in Cytosol und Nucleus in etwa vergleichbar
sind und die mMRNA-Menge innerhalb der vier Stunden nicht abgesunken ist, wére eine mogliche
Erklarung fir den deutlich starkeren Anstieg der Proteinmenge im Vergleich zur mRNA-Menge
eine durch Glucose vermittelte Erhohung der Translationsrate der ChREBP-mRNA. Weil sich
ein Anstieg der mRNA aufgrund der Dauer des Translationsprozesses vermutlich erst verzdgert
auf die Proteinmenge auswirkt, sollte die nach vier Stunden vorhandene mRNA auch mit der
Proteinmenge nach 24 Stunden verglichen werden: Hier zeigt sich ebenfalls eine Korrelation, da
fiir die Proteinmenge im Nucleus nach 24 Stunden ein Anstieg auf ca. 222 % der Kontrolle fest-
gestellt wurde, fur die mRNA nach vier Stunden auf ca. 140 %.

Zur Klarung, wann genau eine Neusynthese von ChREBP einsetzt und wie sich ihr Verlauf zeit-
lich entwickelt, konnten weitere Experimente beitragen, die den Verlauf der mRNA-Konzentra-

tion innerhalb der ersten vier Stunden nach Stimulationsbeginn untersuchen.
4.1.2 Langzeit-Einfluss (24 Stunden)

4.1.2.1 Proteinebene

Unter 24stiindigem Einfluss von Glucose zeigte sich in den Hauptversuchen mit 2 g/l Glucose
eine Zunahme von ChREBP sowohl im Cytosol als auch im Nucleus, somit also eindeutig eine
Zunahme der Gesamtproteinmenge in der Zelle. Der Anstieg im Cytosol war geringer ausgepragt
(Zunahme auf ca. 132 %) als der Anstieg im Nucleus (Zunahme auf ca. 222 %), und der Anstieg
im Nucleus war nicht so stark wie nach zweistiindiger Stimulation (Zunahme auf ca. 391 %).

Der Anstieg der gesamten Proteinmenge von ChREBP in der Zelle nach 24 Stunden zeigt, dass
seit Beginn der Stimulation mit Glucose eine gesteigerte Transkription und eine Neusynthese
von ChREBP stattgefunden haben missen. Ob die Proteinmenge nach 24 Stunden im Vergleich

zu zwei Stunden wieder abgesunken ist, kann anhand der Proteinebene nicht eindeutig beurteilt
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werden, hierauf deuten die Ergebnisse aber zusammen mit der nach 24 Stunden abgesunkenen
MRNA hin. Das koénnte bedeuten, dass die anfanglich stark gesteigerte Transkriptionsrate des
ChREBP-Gens im Zeitraum zwischen ca. zwei und 24 Stunden wieder absinkt, diese Form der
Reaktion auf Glucose sich also abschwacht. Gleichzeitig ist ein partieller Abbau der ChREBP-
Proteine zu vermuten. Bisher existieren wenige Studien zur Degradation des ChREBP-Proteins;
ChREBP scheint aber ein eher labiles Protein zu sein, seine Halbwertszeit wird auf ca. 30 min
geschatzt [16]. Insgesamt scheint der Proteingehalt von ChREBP unter Langzeit-Einfluss von
Glucose jedoch (immer noch) gesteigert zu sein.

Der Anstieg von ChREBP im Cytosol im Vergleich zu zwei Stunden kdnnte zum einen auf eine
gesteigerte Neusynthese von ChREBP hinweisen, wobei das Protein zunédchst im Cytosol bleibt,
um spéater nach Aktivierung in den Kern zu wandern. Zum anderen konnte ein Teil der ChREBP-
Proteine, die nach Kurzzeit-Einfluss von Glucose im Nucleus vorhanden sind, phosphoryliert,
inaktiviert und wieder ins Cytosol transloziert werden. Die Translokation ins Cytosol ndhme also
zu, wahrend die Translokation in den Nucleus im Vergleich zu kurzzeitiger Stimulation absanke.
Im Kern war der ChREBP-Gehalt nach 24 Stunden im Vergleich zur Kontrolle immer noch ge-
steigert, im Vergleich zum Gehalt nach zwei Stunden aber verringert. Beide Beobachtungen deu-
ten darauf hin, dass die Steigerung der nucledren Translokation von ChREBP durch Glucose
nach 24 Stunden immer noch besteht, sich aber inzwischen abgeschwécht hat.

Die beschriebene Abschwachung sowohl der Transkription als auch der nucleéren Translokation
von ChREBP konnte eine Gegenregulation der Zellen nach Langzeit-Exposition mit Glucose
darstellen. Durch die nach zwei Stunden zundchst festgestellte starke Aktivierung von ChREBP
kommt es wahrscheinlich zur Synthese von Fettsduren und anderen Metaboliten, die mit der Zeit
akkumulieren und die Aktivitdt von ChREBP hemmen. Diese Hemmung konnte allgemein durch
verschiedene Mechanismen vermittelt werden; z. B. kénnten Transkription und Translation von
ChREBP verringert, der Abbau von ChREBP-mRNA und/oder ChREBP-Protein gesteigert, die
Translokation in den Nucleus und die DNA-Bindung durch Phosphorylierung von ChREBP ge-
hemmt oder die funktionelle Aktivitat von ChREBP durch Beeinflussung des GSM reduziert
werden. Der Zweck von Gegenregulations-Mechanismen, die nach langfristiger Stimulation der
Zelle mit Glucose auftreten, kdnnte moglicherweise ein Schutz der Zelle vor Lipotoxizitét sein.
Eine weitere Erklarung fur die geringere Aktivierung von ChREBP nach 24 Stunden koénnte aber
auch die mit der Zeit vermutlich sinkende intra- und extrazelluldre Glucose-Konzentration lie-
fern, die durch den Glucose-Verbrauch der Zellen verursacht wird.

In den Vorversuchen war nach langfristiger Stimulation mit 4,5 g/l Glucose eine weitere Steige-

rung des Gehaltes von ChREBP im Nucleus zu beobachten, von ca. 142 % nach zwei Stunden
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auf ca. 277 % nach 20 Stunden, wéhrend der ChREBP-Gehalt im Cytosol nahezu gleich blieb.
Allerdings waren die Zellen hierbei vorher in glucosefreiem Medium kultiviert worden, sodass
die Steigerung des Gehaltes an ChREBP mdglicherweise langsam angelaufen und innerhalb von
zwei Stunden noch nicht abgeschlossen war. Bei dem Ansatz mit 0 g Glucose blieb der Gehalt
von ChREBP im Cytosol etwa gleich, wéahrend der Gehalt im Nucleus auf ca. 57 % reduziert war
— dhnlich dem Wert nach zwei Stunden.

Wie sich die funktionelle Aktivitdt von ChREBP verhélt, ob sie nach 24 Stunden — wie das
Translokationsverhalten — vielleicht immer noch erhoht, im Vergleich zu zwei Stunden aber zu-
riickgegangen ist, oder ob sie sich sogar deutlich abgeschwacht hat, musste in weiteren Experi-
menten durch Beobachtung der Induktion der Zielgene von ChREBP untersucht werden.

4.1.2.2 mRNA-Ebene

In den RT-PCRs wurde eine Abnahme der mRNA-Konzentration von ChREBP in Hep G2-
Zellen nach Stimulation mit 2 g/l und 4,5 g/l Glucose Uber 24 Stunden gesehen. Demgegeniber
wurde in den Western Blots mit 2 g/l Glucose Uber 24 Stunden, wie oben beschrieben, eine Zu-
nahme der Menge an ChREBP-Protein beobachtet, und in den Experimenten mit vierstindiger
Stimulation wurde eine Erhéhung der ChREBP-mRNA festgestellt. Ahnlich der in Abschnitt
4.1.2.1 gedullerten Hypothese kdnnte es auch auf mRNA-Ebene nach einiger Zeit durch Akku-
mulation von Fettsduren und anderen Metaboliten der durch ChREBP eingeleiteten Stoffwech-
selwege zu einer Gegenregulation kommen, die eine Reduktion der Transkription des ChREBP-
Gens und einen vermehrten Abbau der ChREBP-mRNA bewirkt. Hinzu kommt vermutlich ein
Absinken des intra- und extrazellularen Glucosegehaltes, das aus dem Glucose-Verbrauch der
Zellen resultiert. Beide Effekte wiirden schliel3lich nach 24 Stunden, im Vergleich zu vier Stun-
den, zu dem hier beobachteten Abfall der mMRNA fiihren. Dass die Proteinmenge in den Zellen in
diesem Experiment nicht so stark abgesunken ist wie die mMRNA-Menge, kénnte an einem sich
im Vergleich zum mRNA-Abbau eher langsam vollziehenden Protein-Abbau von ChREBP lie-
gen (— oder, weniger wahrscheinlich, an einer stark gesteigerten Translation der vorhandenen
Menge an ChREBP-mRNA).

4.2 Effekte von Fructose auf ChREBP

4.2.1 Kurzzeit-Einfluss (zwei bzw. vier Stunden)

4.2.1.1 Proteinebene (zwei Stunden)

Nach Stimulation mit Fructose fir zwei Stunden kam es in den Hep G2-Zellen tendenziell zu
einem dhnlichen Bild wie nach Stimulation mit Glucose, ndmlich zu einem Abfall des ChREBP-
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Proteins im Cytosol und zu einem Anstieg im Kern, insgesamt also zu einer Translokation von
ChREBP in den Nucleus. Diese Effekte waren allerdings schwacher ausgepragt als nach Stimu-
lation mit Glucose. ChREBP scheint auf Glucose also stérker mit Translokation — und eventuell
Aktivierung — zu reagieren als auf Fructose.

In der Einleitung, Abschnitt 1.1.4.4.2, wurde eingehend erldutert, dass die beim Abbau von Fruc-
tose entstehenden Metabolite, Fructose-6-Phosphat und Glyceral-3-Phosphat, wahrscheinlich
meistens in die Glycolyse eingeschleust werden, auf bestimmten Wegen aber auch durch Meta-
bolisierung im Pentosephosphatweg zur Entstehung von X5P und damit zur Dephosphorylierung
von ChREBP und zur Translokation in den Kern fuhren kénnten. Die Annahme, dass der gréi3ere
Teil der Metabolite von Fructose aber fur die Glycolyse und nicht fur den PPP verwendet wird
und Glucose den PPP in starkerem Umfang aktiviert als Fructose, weil G6P direkt als Substrat
fur den PPP verwendet werden kann, kdnnte die schwéchere Translokation von ChREBP in den
Nucleus durch Fructose im Vergleich zu Glucose begrunden.

Man konnte aufgrund der hier beschriebenen Ergebnisse also eine geringere Aktivierung von
ChREBP durch Fructose als durch Glucose annehmen. Andererseits konnte es sein, dass Effekte
von Fructose auf ChREBP auch auf anderen Wegen als tiber X5P vermittelt werden, z. B. durch
eine erhohte DNA-Bindungsfahigkeit, wie in einer in vivo-Studie vermutet wird [62], durch Ak-
tivierung des GSM und der Transkriptions-Aktivitat oder durch Beeinflussung von Co-Regulato-
ren. Hierbei wére u. a. zu untersuchen, ob und inwieweit andere Substanzen als Glucose uber-
haupt Einfluss auf das GSM nehmen konnen, also wie spezifisch das GSM fir Glucose ist. Die
genannten Mechanismen konnten theoretisch eine deutliche Aktivierung von ChREBP zur Folge
haben; daher kann aus der schwéacher gesteigerten Translokation durch Fructose nicht zwangs-
laufig auf eine geringere Aktivierung von ChREBP geschlossen werden. In zukiinftigen Experi-
menten sollten aus diesem Grund die oben aufgefuhrten Aktivierungs-Mechanismen sowie die
Expression der Zielgene von ChREBP nach Stimulation mit Fructose untersucht werden.

Es sollte bedacht werden, dass es in der heutigen Zeit zu einem breiten Einsatz von Saccharose
und Maissirup gekommen ist, wie schon in der Einleitung unter Abschnitt 1.1.4.4.2 angespro-
chen. Aus dem Abbau des Disaccharids Saccharose entstehen im Organismus zu gleichen Teilen
Glucose und Fructose; der Anteil von Fructose in Maissirup wird durch das Enzym Glucose-
Isomerase h&ufig auf bis zu 90 % erhoht. Wéhrend die enthaltene Glucose zu einer Aktivierung
von ChREBP iber die Entstehung von X5P sowie tber Einfluss auf das GSM fuhrt, tragt Fructo-
se vermutlich zumindest zur Bildung von X5P bei. Unter der Annahme, dass Fructose das GSM
nicht stimuliert, kdnnte nur durch das Zusammenspiel mit Glucose, die z. B. aus Saccharose oder

Maissirup stammt, eine effektive Aktivierung von ChREBP zustande kommen, wéhrend Fructo-

90



Diskussion

se allein ChREBP in diesem Fall nur in geringem MaRe beeinflussen wirde. Da in dieser Arbeit
stets 1 g/l Glucose in der Mediumflissigkeit vorhanden war, wirde eine Stimulation nur mit
Fructose, ohne jeglichen Zusatz von Glucose, méglicherweise zu anderen Ergebnissen flhren;
vielleicht wére in diesem Fall eine deutlich geringere Stimulation von ChREBP zu beobachten.

Kinftige Experimente sollten neben Fructose vielleicht auch andere Monosaccharide wie Man-
nose und Galactose oder sogenannte Zuckeraustauschstoffe wie z. B. Sorbit, Mannit oder Xylit
hinsichtlich ChREBP untersuchen, weil diese in heutiger Zeit einen immer breiteren Einsatz in
Lebensmitteln finden, ihre Auswirkungen auf Transkriptionsfaktoren wie ChREBP bisher aber

kaum experimentell untersucht wurden.

4.2.1.2 mRNA-Ebene (vier Stunden)

Die hier durchgefiihrten Experimente zeigen eine Erhéhung der ChREBP-mRNA nach vierstiin-
diger Stimulation mit Fructose, was auf gesteigerte Transkription des ChREBP-Gens (und ver-
minderten Abbau der ChREBP-mRNA) hinweist. Die Steigerung der mRNA war etwas schwé-
cher ausgepréagt als die nach Stimulation mit Glucose registrierte Steigerung. Dieser Befund
passt gut zu der auf Proteinebene beobachteten Translokation von ChREBP in den Nucleus, da
diese ebenfalls gesteigert war, aber in schwacherem MaRe nach Fructose als nach Glucose. Zu-
sammenfassend fuhren diese Beobachtungen zu der Hypothese, dass Fructose kurzfristig eine
schwéchere Transkription und nucleére Translokation von ChREBP hervorruft als Glucose.

4.2.2 Langzeit-Einfluss (24 Stunden)

4.2.2.1 Proteinebene

Die 24stlndige Stimulation der Hep G2-Zellen mit 1 g/l Fructose ergab ein dhnliches Bild wie
die 24stiindige Stimulation mit Glucose, zeigte aber schwécher ausgepragte Effekte: Die Menge
an ChREBP-Protein stieg sowohl im Cytosol als auch im Nucleus an, somit nahm auch der Ge-
halt an ChREBP-Gesamtprotein in der Zelle zu. Die Zunahme im Nucleus war mit ca. 152 %
starker ausgepragt als die Zunahme im Cytosol mit ca. 129 %, war aber nicht mehr so stark wie
nach zwei Stunden (Zunahme auf ca. 218 %). Der im Vergleich zur Kontrolle erhohte Gehalt an
ChREBP im Nucleus deutet eine immer noch bestehende Stimulation von ChREBP durch Trans-
lokation in den Nucleus an; der im Vergleich zum zweistlindigen Experiment geringere Gehalt
lasst aber vermuten, dass diese Stimulation sich inzwischen abgeschwacht hat. Der erhdhte Ge-
halt an ChREBP im Cytosol kdnnte aus neu synthetisiertem und noch nicht in den Kern translo-
ziertem ChREBP resultieren, konnte aber auch eine im Vergleich zur kurzfristigen Stimulation

verstéarkte Translokation von ChREBP ins Cytosol und somit ebenfalls eine Abnahme der Akti-

91



Diskussion

vierung von ChREBP anzeigen. Der Anstieg des ChREBP-Gesamtproteins weist auf eine Neu-
synthese von ChREBP seit Beginn der Stimulation mit Fructose hin. (Wie bei der Stimulation
mit Glucose scheint die Menge an Gesamtprotein im Vergleich zum zweistiindigen Wert abge-
nommen zu haben, was aber nicht eindeutig festzustellen ist.) Insgesamt zeigen diese Ergebnisse,
dass ein langfristiger Einfluss von Fructose eine Stimulation von ChREBP in Form einer Trans-
lokation in den Nucleus und einer Zunahme der Proteinmenge hervorruft, wobei beide Effekte
schwacher ausgepragt sind als nach langfristiger Stimulation mit Glucose und (vermutlich) beide
im Vergleich zu kurzfristiger Stimulation mit Fructose abgenommen haben. Zuséatzlich zu der
Mdglichkeit einer zunehmenden Hemmung von ChREBP durch Metabolite, die z. B. in der Li-
pogenese entstanden sind, kdnnte auch hier der wahrscheinlich gesunkene intra- und extrazellu-
lare Gehalt an Fructose zur Abschwéachung der Aktivierung von ChREBP beitragen.

Im Folgenden soll auf mdgliche Folgen einer langfristigen Zufuhr von Fructose eingegangen
werden. Aufgrund klinischer Beobachtungen wird vermutet, ein hoher Fructose-Konsum trage
zur epidemischen Verbreitung von Ubergewicht und metabolischen Erkrankungen wie Insulinre-
sistenz und Fettleber bei [60]. In friiheren Zeiten erfolgte die Zufuhr von Fructose eher malig, v.
a. aus frischem Obst; durch den hohen Zusatz von Fructose, Maissirup/Glucose-Fructose-Sirup
und Saccharose in viele Lebensmittel wie Fertigprodukte und Softdrinks und durch erhéhten
Verzehr von Friichten und Saften kam es in den letzten zwei bis drei Jahrzehnten in den indust-
rialisierten Landern zu einem starken Anstieg des Fructose-Konsums in der Bevolkerung [60].
Gleichzeitig beobachtete man einen ahnlich hohen Anstieg der Inzidenz von Ubergewicht und
damit assoziierten Erkrankungen und brachte daher eine hohe Fructose-Aufnahme beim Men-
schen in Verbindung mit der Entwicklung des metabolischen Syndroms, das u. a. Ubergewicht,
Hypertriglyceriddmie und Insulinresistenz beinhaltet und die Entstehung von NAFLD beglnstigt
[3, 60, 61]. Auch in vielen Tierstudien — mit Ratten, Hamstern, Hunden, Mausen — fiihrte ein
hoher Fructose-Anteil der Nahrung zu &hnlichen Symptomen [3, 60-63]. Fir diese Wirkungen
von Fructose wird eine im Vergleich zu Glucose besonders starke Induktion der Lipogenese
vermutet. Einige Uberlegungen, wie es dazu kommen kénnte, sollen hier erlautert werden.

Der Metabolismus von Fructose unterscheidet sich in einigen Punkten vom Metabolismus von
Glucose; u. a. stehen weniger Stoffwechselwege zur Verfligung, da Glycogensynthese und PPP
nur tber Umwege zu erreichen sind [61]. Die durch den Abbau von Fructose in der Leber entste-
henden Metabolite, Fructose-6-Phosphat und Glyceral-3-Phosphat, werden, wie in Abschnitt
1.1.4.4.2 angesprochen, anscheinend am haufigsten in die Glycolyse eingeschleust. Das in der
Glycolyse entstehende Acetyl-CoA wird entweder uber Citratzyklus und Atmungskette zur

Energiegewinnung genutzt oder dient als Substrat fur andere Stoffwechselwege, hauptsachlich
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fiir die Lipogenese [60]. Weiterhin konnten die beim Abbau von Fructose entstehenden Triosen
auch zu Glycerol umgebaut werden und dadurch zur Synthese von TAG dienen. Fir Glucose
existieren Abbaumdglichkeiten, welche Glycolyse und Lipogenese umgehen: Die Synthese von
Glycogen sowie der Abbau von Glucose im PPP. Fructose kann diese Stoffwechselwege tber
Umwege erreichen, wird anscheinend aber weniger oft dafiir verwendet [60]. Hierzu mussten
Fructose-6-Phosphat und Glyceral-3-Phosphat, die durch den Abbau von Fructose entstandenen
Metabolite, anstelle ihres Abbaus in der Glycolyse tber Teilschritte der Gluconeogenese in G6P
umgewandelt werden, welches als Ausgangssubstrat fiir die Glycogensynthese oder den PPP
dient. (Es ware prinzipiell durchaus vorstellbar, dass die durch Abbau von Fructose entstehenden
Metabolite fur die Gluconeogenese genutzt werden, weil Fructose keine Ausschittung von Insu-
lin nach sich zieht und die Zellen sich daher nicht unbedingt in einer anabolen Stoffwechsellage
befinden, die eine Gluconeogenese verhindern wirde [60, 62].) Aus Fructose entstandenes Gly-
ceral-3-Phosphat kdnnte auf3erdem auch direkt im PPP metabolisiert werden, wie in Abschnitt
1.1.4.4.2 erortert wurde.

Im Gegensatz zu Fructose wird der Glucose-Stoffwechsel durch Phosphofructokinase 1 (PFK 1),
das Schrittmacherenzym der Glycolyse, gesteuert, dessen Aktivitat durch viele Faktoren — z. B.
Fructose-2,6-Bisphosphat — reguliert wird und sich dadurch dem Stoffwechsel der Zelle anpasst.
So konnte im Fall von Glucose die Glycolyse — und in der Folge die Lipogenese — bei entspre-
chender Stoffwechsellage der Zelle durch Einflussnahme auf PFK I reduziert werden. Der Fruc-
tose-Stoffwechsel hingegen erféahrt hdchstens eine geringe Regulation durch die PFK 1, da die
Metabolite von Fructose z. T. ,,unterhalb” dieses Enzyms, auf dem Triose-Level, in die Glyco-
lyse eingeschleust werden [61]. Dadurch kann es im Fall von Fructose auch dann zum Abbau der
Triosen und zur Synthese von Fettsdauren und TAG kommen, wenn der Abbau von Glucose in
der Glycolyse durch Inhibierung von PFK | gehemmt wird.

Des Weiteren induziert Fructose ein etwas anderes Gen-Expressionsprofil als Glucose [61].
Fructose induziert u. a. Enzyme des Fructose-Metabolismus, der Glycolyse — darunter PFK | —,
der Gluconeogenese und der Lipogenese sowie die Transkriptionsfaktoren SREBP-1c und
ChREBP [61]. Eine Studie berichtet, Fructose induziere viele dieser Enzyme sowie SREBP-1c
und ChREBP stérker als Glucose und fiihre dadurch in besonders hohem Male zur Lipogenese
[61]. AuBerdem erhohe Fructose die Aktivitdt von Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD),
welche das Schlusselenzym des oxidativen, irreversiblen Teils des PPP darstellt, und kénne so
uber die Bildung von X5P die Aktivitat von ChREBP steigern [61].

Daruber hinaus soll Fructose, im Vergleich zu Glucose, kaum zur Einstellung eines Sattigungs-

gefiihles fiihren. Dies konnte tber zwei Mechanismen zustande kommen. Nach der sogenannten
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glucostatischen Theorie entsteht ein Sattigungsgefihl durch eine Erhthung des Blutzuckerspie-
gels; Sensoren zur Messung der Glucose-Konzentration im Blut (Glucosensoren) werden u. a. im
Hypothalamus und im Stammbhirn vermutet [136]. Fructose durfte den Blutzuckerspiegel eigent-
lich nur in geringem Umfang erhéhen, wenn ndmlich Fructose-Metabolite ber Schritte der Glu-
coneogenese in Glucose umgewandelt werden. Eine Reaktion der Glucosensoren auf Fructose ist
nicht bekannt. AuRerdem fiihrt Fructose, im Gegensatz zu Glucose, nicht zur Sekretion von Insu-
lin; es wird unabhéngig von Insulin in Muskel- und Fettzellen aufgenommen und metabolisiert.
Insulin soll zu einer Steigerung der Aufnahme von Tryptophan ins Gehirn und dadurch zu einer
erhdhten Synthese von Serotonin fiihren; Serotonin wiederum bewirkt, vor allem im Hypothala-
mus, die Generierung von Sattigungssignalen [137]. Aufgrund der fehlenden Aktivierung von
Glucosensoren durch Fructose sowie der fehlenden Sekretion des (sattigenden) Hormons Insulin
konnte es sein, dass Fructose kein oder nur ein geringes Sattigungsgefuhl hervorruft und dadurch
zu weiterer Nahrungs- und Energieaufnahme mit deren Konsequenzen fuhrt.

Die eingeschréankte Auswahl an alternativen Stoffwechselwegen, die mangelnde Regulation von
Fructose uber die PFK I, das andere Gen-Expressionsprofil als bei Glucose sowie die fehlende
Erzeugung eines Sattigungsgefuhls kénnten Ursachen dafur darstellen, dass es nach Aufnahme
von Fructose scheinbar zu einer stérkeren Lipogenese kommt als nach Aufnahme von Glucose.
Die in der Lipogenese entstehenden Fettsduren und daraus synthetisierten TAG konnten als
VLDL ins Blut abgegeben werden und zur Hypertriglyceriddmie fihren; sie kénnten auch im
Fettgewebe gespeichert werden und zur Entwicklung von Ubergewicht beitragen, welches lang-
fristig eine Insulinresistenz nach sich ziehen kann. Wenn die Pufferfunktion des Fettgewebes
nicht mehr ausreicht und/oder durch periphere Insulinresistenz eine Lipolyse hervorgerufen wird,
gelangen Fettsduren und TAG verstérkt ins Blut und kénnen in der Folge in anderen Organen
akkumulieren, v. a. in der Leber, wo sie zu NAFLD und hepatischer Insulinresistenz beitragen
konnen (siehe Abschnitt 1.2.2). Zusatzlich wird flr Fructose die Induktion einer chronischen
hepatischen Inflammation und eine direkte Storung des Insulinsignalwegs beschrieben [60].

Im Gegensatz zu anderen Studien [61, 63] wurde in der hier vorliegenden Arbeit ein geringerer
Einfluss von Fructose auf die Translokation von ChREBP in den Kern sowie ein geringerer Pro-
teingehalt von ChREBP als nach Stimulation mit Glucose beobachtet. Diese Diskrepanz kdnnte
eventuell damit zusammenhdngen, dass es sich in der vorliegenden Arbeit um eine Studie mit
humanen Hep G2-Zellen und einen relativ kurzzeitigen Einfluss von Fructose handelt, bei den
zitierten Studien hingegen um teilweise langfristig angelegte tierexperimentelle Studien. Maogli-
cherweise fuhrt Fructose erst bei einer langeren, Uber 24 Stunden hinausgehenden Expositions-

dauer zu einer verstarkten Aktivierung von ChREBP. Die in der Literatur beschriebene starke
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Erhéhung der Lipogenese nach Fructose kdnnte auch durch eine Steigerung der ChREBP-
Aktivitat (ber andere, hier nicht beobachtete Wege erfolgen, z. B. Uber das Glucose-sensing-
module. Es konnte aber auch sein, dass Fructose ihre postulierte stark lipogene Wirkung nicht so
sehr Uber ChREBP entfaltet, sondern durch die Aktivierung von anderen Transkriptionsfaktoren
wie z. B. SREBP-1c oder Uber weitere in die Lipogenese involvierte Enzyme und Faktoren, von
denen einige oben beschrieben wurden. Auf jeden Fall sollte aufgrund der klinischen Beobach-
tungen, die einen Zusammenhang zwischen Fructose und metabolischem Syndrom vermuten

lassen, der Einfluss von Fructose auf ChREBP genauer untersucht werden.

4.2.2.2 mRNA-Ebene

Nach 24stindiger Stimulation mit Fructose kam es in den Hep G2-Zellen, verglichen mit der
Kontrolle, zu einer Reduktion der ChREBP-mRNA, die ungefahr genauso stark ausgeprégt war
wie die Reduktion der mRNA durch Glucose im analogen Experiment. Diese Reduktion nach 24
Stunden steht, ebenfalls wie bei Glucose, im Gegensatz zu der gesteigerten mMRNA-Menge nach
vier Stunden Stimulation. Sowohl fiir Glucose als auch fiir Fructose kdnnte man daher vermuten,
dass zunéchst eine Steigerung der Transkription von ChREBP stattfindet, begleitet von einer
Akkumulation von Metaboliten aus den induzierten Stoffwechselwegen wie der Lipogenese, und
dass bei langfristiger Stimulation eine Gegenregulation einsetzt und es zur Hemmung der Tran-
skription von ChREBP und zum Abbau der mRNA kommt. Alternativ kdnnte wiederum der
durch den Fructose-Verbrauch vermutlich reduzierte intra- und extrazellulére Gehalt an Fructose
die geringere mMRNA-Menge erklaren. Die immer noch erhéhte Proteinmenge von ChREBP nach
24 Stunden konnte darauf hinweisen, dass der Abbau der Proteine langsamer verlauft als der
Abbau der mRNA und die Hemmung der Transkription.

4.3 Effekte von Glucagon auf ChREBP

4.3.1 Kurzzeit-Einfluss (zwei bzw. vier Stunden)

4.3.1.1 Proteinebene (zwei Stunden)

Die in der hier vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente zeigen folgendes Bild: In den
Hauptversuchen mit 50 nmol/l Glucagon war nach zwei Stunden ein deutlicher Anstieg von
ChREBP im Nucleus auf ca. 239 %, also eine gesteigerte Translokation in den Kern, zu beo-
bachten; dabei veranderte sich die Konzentration von ChREBP im Cytosol so gut wie nicht (ca.
99 % der Kontrolle), sodass der Gesamtproteingehalt der Zelle als erhdht angesehen werden
kann. Auler einer Translokation mussen daher auch eine gesteigerte Transkription und Neusyn-
these von ChREBP stattgefunden haben — dies wird durch den erhohten mRNA-Gehalt (siehe
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unten) bestétigt. Die nucleére Translokation von ChREBP war nach Glucagon nicht so stark ge-
steigert wie nach Glucose (ca. 391 % der Kontrolle). Insgesamt scheint Glucagon hier also so-
wohl die Transkription und Proteinsynthese als auch die Translokation von ChREBP in den Kern
zu erhohen; eine gesteigerte Aktivitat des ChREBP-Proteins wird dadurch ebenfalls wahrschein-
lich. Dies sind eher (iberraschende Ergebnisse, da in der Literatur eine Hemmung von Transkrip-
tion, Translokation und Aktivitat von ChREBP durch Glucagon beschrieben wird. Auch die phy-
siologische Rolle von Glucagon hétte eher fur eine Hemmung von ChREBP gesprochen, da Glu-
cagon als kataboles Hormon in der Leber Glycolyse und Lipogenese inhibiert und Gluconeo-
genese und Lipolyse stimuliert. Fur die Korrektheit der in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse
sprechen mehrere Punkte: Die Ergebnisse der Proteinebene nach kurzzeitiger Stimulation mit
Glucagon korrelieren sowohl mit den Ergebnissen der mRNA-Ebene nach kurzzeitiger Stimula-
tion als auch mit denen der Proteinebene nach Langzeit-Stimulation (siehe unten). Aullerdem
sind die Ergebnisse gegenlaufig zu den nach Stimulation mit Insulin beobachteten Ergebnissen
der Protein- und mRNA-Ebene, und eine Gegenlaufigkeit von Insulin und Glucagon erscheint
unter physiologischen Gesichtspunkten plausibel, weil diese Hormone funktionelle Antagonisten
darstellen. Im Folgenden sollen Mdglichkeiten diskutiert werden, die die Diskrepanz zwischen
den hier gewonnenen Ergebnissen und der Erwartungshaltung erklaren konnten.

In der Einleitung, Abschnitt 1.1.4.4.9, wurden die Mechanismen geschildert, tiber die einige Stu-
dien eine Hemmung der DNA-Bindung und Translokation ins Cytosol von endogenem ChREBP
durch Glucagon postulieren — Erhéhung von cAMP, Aktivierung der PKA und Phosphorylierung
von ChREBP an P1 und P3 [6, 18, 20, 26, 36, 47, 122]. Zunéchst sollte erwdhnt werden, dass
diese Studien sich nur auf murines ChREBP beziehen und keine Studie tiber Einfllsse von Glu-
cagon auf humanes ChREBP gefunden wurde, sodass eine unterschiedliche Regulation beim
Menschen grundsatzlich nicht ausgeschlossen werden kann. Die meisten dieser Studien berichten
aulRerdem nur indirekt Uber eine Hemmung von ChREBP durch Glucagon, indem sie den
Schluss ziehen, Glucagon fiihre zur Erhéhung von cAMP, das ber die PKA eine Phosphorylie-
rung und Inaktivierung von ChREBP bewirke, und daher musse Glucagon ChREBP inhibieren.
Nur in einer in vivo-Studie mit Mausen wurde der Effekt einer Injektion von Glucagon auf die
subzelluldre Lokalisation von ChREBP in Leberzellen direkt beobachtet [26].

Unter der Annahme, ChREBP werde durch Glucagon inhibiert, wie es in den erwahnten Studien
interpretiert wurde, lassen sich mehrere Erkldrungsmodelle fur die in der vorliegenden Arbeit
beobachteten Ergebnisse finden. Z. B. kénnte das zugesetzte Glucagon in den Hep G2-Zellen
zunachst eine Inhibition von ChREBP bewirken, gleichzeitig aber auch durch Férderung von

Gluconeogenese und Glycogenolyse sowie Hemmung von Glycolyse und Glycogensynthese eine
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gesteigerte Glucoseproduktion in Gang setzen. Die neu produzierte Glucose wurde wahrschein-
lich teilweise zunéchst in den Zellen bleiben und teilweise von den Zellen in die umgebende
Mediumflissigkeit abgegeben, da die Zellkulturzellen vermutlich grundséatzlich ahnlich wie Le-
berzellen im Organismus reagieren, welche die neu synthetisierte Glucose ins Blut bzw. in die
Umgebung sezernieren wirden. Dadurch stiege im weiteren Verlauf des Experimentes der Glu-
cosegehalt in den Zellen und in der Mediumflussigkeit immer weiter an, und die Glucose wurde
schliellich, bei nachlassender Wirkung von Glucagon, zu einer Stimulation der Hep G2-Zellen
fihren — und somit zu der beobachteten Transkription und nucledren Translokation von
ChREBP. Im Organismus kdme es nach Stimulation mit Glucagon wohl nicht zu einer derartigen
Akkumulation von Glucose in der Umgebung der Leberzellen; die intrazelluldre Glucose-
Konzentration ware vermutlich zunéchst ebenfalls erhoht, aber ein groRer Teil der neu syntheti-
sierten Glucose wirde wahrscheinlich bald durch den Blutkreislauf abtransportiert und an ande-
re Gewebe geliefert. Entsprechend dirfte der hier beobachtete Effekt bei in vivo-Experimenten
theoretisch nur in abgeschwéchtem Ausmal? auftreten.

Die erwadhnte Reduktion der Wirkung von Glucagon kénnte schon relativ kurze Zeit nach Zuga-
be des Glucagons zu den Zellen auftreten, da Glucagon im Organismus groRtenteils durch die
Leber abgebaut wird und im Blut eine Halbwertszeit von ungeféhr drei bis sechs Minuten besitzt.
Bei den Zellkultur-Experimenten ware eventuell ein etwas langsamerer Abbau zu erwarten; spa-
testens zum Zeitpunkt der Proteinextraktion nach zwei Stunden sollte das Glucagon aber voll-
stdndig abgebaut sein. Durch das sinkende Glucagon wiirde der angenommene hemmende Effekt
auf ChREBP sich immer stéarker abschwachen. Leider wurden die hier beschriebenen Hypothe-
sen erst spater aufgestellt und konnten nicht mehr mittels Messung des Glucose- und Glucagon-
Gehaltes in der Mediumflissigkeit am Ende der Stimulationszeit Gberpruft werden. Um den hier
postulierten Effekten zuvorzukommen, wéren auflerdem Experimente mit kirzeren Stimulations-
zeiten als zwei Stunden wiinschenswert gewesen. Insgesamt kénnte die Hypothese eines gestei-
gerten Glucose- und gesunkenen Glucagon-Gehaltes eine mdgliche Erklarung fir die hier be-
obachtete nucleére Translokation von ChREBP nach Stimulation mit Glucagon liefern.

Eine andere Theorie zur Erklarung einer Stimulation von ChREBP durch Glucagon wére, dass es
maoglicherweise zu den mittel- bis langfristigen Wirkungen von Glucagon gehort, fiir zukinftige
Stress-Situationen Energiereserven in Form von Fettsduren bzw. TAG aufzubauen. Kurzfristig
werden durch Glucagon Energiereserven mobilisiert; eine Auffullung dieser Reserven konnte
daher vielleicht zu den langfristigen Aufgaben von Glucagon gehdren. Unter dieser Annahme
wirde Glucagon nach einer akuten Hemmung von ChREBP im weiteren Verlauf eventuell eine

Aktivierung von ChREBP bewirken. Zur Uberpriifung dieser Theorie miisste der genaue zeitli-
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che Verlauf der Wirkung von Glucagon auf ChREBP untersucht werden.

Weiterhin ware es theoretisch moglich, dass Glucagon ChREBP zwar aktiviert, gleichzeitig aber
andere Stoffwechselwege in Gang setzt, die insgesamt zu einer Abnahme von Glycolyse und
Lipogenese fihren und die Wirkung auf ChREBP damit Gberlagern. Allerdings erscheint diese
Annahme in physiologischem Sinne eher weniger wahrscheinlich, weil normalerweise eine rela-
tiv einheitliche anabole oder katabole Stoffwechselsituation hergestellt wird. Eine andere Theo-
rie konnte diejenige sein, dass Glucagon zwar die Translokation von ChREBP in den Kern und
die Transkription, aber nicht die Aktivitat von ChREBP erhoht, z. B. aufgrund eines mangelnden
Einflusses auf das GSM. Bei ersterem Modell lieRe sich eventuell ein Einfluss von Glucagon auf
ChREBP-spezifische Zielgene nachweisen, beim zweiten nicht.

Aullerdem konnte moglicherweise eine Besonderheit der hier verwendeten Zell-Linie vorliegen,
die zu einem veranderten Ansprechen der Zellen auf Glucagon flhrt. Dies ware in Erwagung zu
ziehen, da einige Studien z. B. auch ein verandertes Ansprechen von Hep G2-Zellen auf Glucose
postulieren, was durch geringere Expression von Glucokinase zustande kommen soll [19, 26].
Insgesamt wéren zukinftig also weitere Experimente winschenswert, die u. a. Messungen der
Glucose- und Glucagon-Konzentration in der Mediumflissigkeit am Ende der Stimulation, ver-
schiedene kirzere Stimulationszeiten und die Untersuchung der Aktivitat der Zielgene von
ChREBP beinhalten sollten.

4.3.1.2 mRNA-Ebene (vier Stunden)

Eine Stimulation mit Glucagon fuhrte hier nach vier Stunden zu einem statistisch signifikanten
Anstieg der mMRNA von ChREBP auf ca. 152 % der Kontrolle. Diese Beobachtung korreliert mit
den Ergebnissen auf der Proteinebene, die fur zweistlindige Stimulation mit Glucagon eine Stei-
gerung der Proteinmenge von ChREBP zeigen. In diesem Experiment wurde ein starkerer Ans-
tieg der Proteinmenge nach zwei Stunden — auf ca. 239 % der Kontrolle — als der mMRNA-Menge
nach vier Stunden — auf ca. 152 % — gesehen, was eine zusétzlich gesteigerte Translation der
MRNA vermuten lasst. Der Anstieg der mRNA korreliert ebenfalls mit dem Proteingehalt nach
24 Stunden, fur den ein Anstieg auf 244 % beobachtet wurde. Da von der nach vier Stunden vor-
handenen mRNA erst durch den Prozess der Translation Proteine entstehen kdnnen, wirkt sich
der Anstieg der mRNA erst verzogert auf die Proteinmenge aus und lasst sich daher v. a. mit
dem Proteingehalt zu diesem spéteren Zeitpunkt vergleichen.

Die Steigerung der Transkription von ChREBP durch Glucagon entspricht nicht der urspringli-
chen Erwartung, Glucagon rufe eine Hemmung von ChREBP hervor. Obgleich in der Literatur

kein expliziter Einfluss von Glucagon auf die Transkription von ChREBP beschrieben wurde,
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waére doch zu erwarten gewesen, dass Glucagon als kataboles Hormon die Glycolyse und Lipo-
genese und somit auch ChREBP auf der Transkriptionsebene hemmen wirde.
Zur Interpretation der hier beobachteten Ergebnisse sei auf die in Abschnitt 4.3.1.1 beschriebe-

nen Erklarungsmodelle verwiesen.

4.3.2 Langzeit-Einfluss (24 Stunden)

4.3.2.1 Proteinebene

Nach einer Stimulationsdauer von 24 Stunden mit 50 nmol/l Glucagon war in den Hep G2-
Zellen sowohl im Cytosol (159 % der Kontrolle) als auch im Nucleus (244 % der Kontrolle) ein
Anstieg der Konzentration des ChREBP-Proteins zu beobachten. Auch im Vorversuch wurde bei
Stimulation mit 67 nmol/l Glucagon Uber 20 Stunden ein Anstieg der Gesamtproteinmenge von
ChREBP gesehen. Es ist daher von einer vermehrten Neusynthese des ChREBP-Proteins nach
langfristiger Stimulation mit Glucagon auszugehen. AuRerdem deutet der im Vergleich zur
Kontrolle hohere Anteil von ChREBP im Nucleus auf eine immer noch bestehende nucleare
Translokation von ChREBP hin. Der Anstieg von ChREBP-Protein im Cytosol im Vergleich zu
zwei Stunden konnte auf eine inzwischen begonnene Abschwachung des Aktivierungsprozesses
von ChREBP hinweisen, da hier die Translokation von ChREBP ins Cytosol im Verhéltnis zur
Translokation in den Nucleus zugenommen hat. Der Anstieg im Cytosol kdnnte auch durch neu
synthetisierte und noch nicht in den Kern transportierte ChREBP-Proteine zustande kommen.
Die erwahnte Abschwachung der Aktivierung von ChREBP kdnnte eine Gegenregulation der
Zellen als Reaktion auf durch Glucagon (- oder durch Glucose, siehe unten -) entstandene
Stoffwechselprodukte darstellen; sie konnte aber auch, bei angenommener aktivierender Wir-
kung von Glucagon auf ChREBP, durch eine sinkende Konzentration von Glucagon infolge des
mit der Zeit fortschreitenden Glucagon-Abbaus zu erklaren sein.

Wie bei den Ergebnissen der kurzfristigen Stimulation mit Glucagon sind auch die Ergebnisse
nach Langzeit-Stimulation eher Uberraschend, da zunéchst von einer Hemmung von ChREBP
durch Glucagon ausgegangen wurde. Zur Interpretation der Ergebnisse sei auf die unter Ab-
schnitt 4.3.1.1 vorgestellten Erklarungsmodelle verwiesen. Herausgegriffen seien an dieser Stelle
drei der dort beschriebenen Theorien. Die hier bei der langen Stimulationszeit von 24 Stunden
beobachteten Ergebnisse, die den Ergebnissen der analogen Experimente mit Glucose &hneln,
konnten die Vermutung erhéarten, Glucagon wirke zunéchst hemmend auf ChREBP, lasse mit der
Zeit aber den Glucose-Gehalt in den Zellen und in der Mediumflussigkeit durch Induktion der
Gluconeogenese ansteigen, und die entstandene Glucose fiihre schlie3lich zur Induktion von

ChREBP. Ahnliches gilt fiir die Vermutung, es komme mit der Zeit zu einem Abbau von Gluca-
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gon, der (erst recht) nach 24 Stunden vollstandig abgeschlossen sein dirfte. Auch die oben ge-
nannte Theorie, zu den mittel- bis langfristigen Wirkungen von Glucagon kénne der Aufbau von
Energiereserven durch Induktion der Lipogenese gehdren, wird durch die hier bei langer Stimu-

lationsdauer gewonnenen Ergebnisse unterstitzt.

4.3.2.2 mRNA-Ebene

Nach 24 Stunden Stimulation mit Glucagon war die Menge der mRNA von ChREBP in den Zel-
len auf ca. 89 % der Kontrolle abgefallen. Zum Vergleich hatte sich nach vier Stunden eine Zu-
nahme der mRNA auf etwa 152 % der Kontrolle ergeben. Im Gegensatz zu der gesunkenen
MRNA-Menge steht die bereits diskutierte Zunahme der Konzentration des ChREBP-Proteins in
der Zelle, was insgesamt zeigt, dass tempordar eine Steigerung der Transkriptionsrate stattgefun-
den haben muss, die inzwischen jedoch zuriickgegangen ist, wéahrend die Proteine noch nicht
abgebaut sind. Nimmt man eine aktivierende Wirkung von Glucagon auf ChREBP an, so kénnte
der Riickgang der mRNA durch den vermutlich gesunkenen Glucagon-Gehalt in Zellen und Me-
dium verursacht sein; er konnte aber auch eine Gegenregulation der Zellen als Reaktion auf
durch Glucagon und ChREBP eingeleitete Stoffwechselprozesse darstellen. Wenn man, wie
oben beschrieben, einen Anstieg der Glucose-Produktion durch Glucagon und eine dadurch sti-
mulierende Wirkung auf ChREBP voraussetzt, konnte das Absinken der mRNA durch dhnliche
Mechanismen wie nach langfristiger Stimulation mit Glucose verursacht sein, z. B. durch einen
inzwischen gesunkenen intra- und extrazelluldren Glucose-Gehalt und/oder eine durch Glucose

und lang anhaltende Aktivierung von ChREBP verursachte Gegenregulation.

4.4 Effekte von Insulin auf ChREBP

4.4.1 Kurzzeit-Einfluss (zwei bzw. vier Stunden)

4.4.1.1 Proteinebene (zwei Stunden)

Der Einfluss von Insulin auf die Proteinebene von ChREBP wurde nur in den VVorversuchen un-
tersucht, daher kdnnen hier nur tendenzielle Aussagen gemacht werden. Es kam nach Insulinga-
be zu einem starken Anstieg von ChREBP im Cytosol auf ca. 315 % der Kontrolle und zu einem
Abfall im Nucleus auf ca. 61 %, insgesamt also zu einer deutlichen Translokation von ChREBP
ins Cytosol; das spricht flr eine Inaktivierung von ChREBP. Der gesamte Proteingehalt kann
hier nicht direkt beurteilt werden, aber die nach vier Stunden Stimulation mit Insulin abgesunke-
ne mMRNA lieRe eine Reduktion des Proteingehaltes vermuten.

Weil Insulin und ChREBP ahnliche physiologische Ziele haben, Glycolyse und Lipogenese, und
weil Insulin Gberdies LXR und SREBP-1c aktiviert, die beide eine Stimulation von ChREBP
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bewirken sollen, ware eher eine Aktivierung von ChREBP durch Insulin erwartet worden als
eine Translokation ins Cytosol. Da mit Hepatocyten experimentiert wurde, die den insulinunab-
hangigen Glucose-Transporter GLUT2 exprimieren, hatte Insulin zwar nicht die Glucose-
Aufnahme in diese Zellen erleichtern oder beschleunigen kénnen — und dartiber die Aktivierung
von ChREBP fordern kdnnen —, aber im Rahmen der fur Insulin postulierten Induktion von Gly-
colyse und Lipogenese wére — z. B. lber SREBP-1c, siehe unten — eine Aktivierung von
ChREBP zu vermuten gewesen.

In der Literatur wurde ein direkter Einfluss von Insulin auf ChREBP nur auf dessen Expression
beschrieben (siehe Abschnitte 1.1.4.4.3 und 4.4.1.2). Indirekte Einflusse von Insulin auf die Ak-
tivitdt von ChREBP werden (ber die Transkriptionsfaktoren LXR und SREBP-1c vermittelt.
Insulin steigert Aktivitat und Expression von LXR, und LXR stimuliert vermutlich die Tran-
skription von ChREBP, aber anscheinend kaum dessen Translokation in den Nucleus und funk-
tionelle Aktivitat. Insulin und LXR aktivieren SREBP-1c, das tber die Stimulation der GK eine
Aktivierung von Glycolyse und PPP bewirkt und damit letztendlich zur Bildung von X5P und zu
Dephosphorylierung, Translokation in den Nucleus und Aktivierung von ChREBP fihren soll.
Um die Diskrepanz zwischen Ergebnissen und Erwartungshaltung zu erkléren, entstanden die
folgenden Modelle.

Ahnlich dem fir die Aktivierung von ChREBP durch Glucagon unter Abschnitt 4.3.1.1 vorge-
stellten Erklarungsansatz kénnten durch Insulin zundchst LXR und SREBP-1c und deren Ziel-
gene aktiviert werden, und mdoglicherweise kdme es auch zu einer Induktion und Aktivierung
von ChREBP - wobei sich die Zielgene von ChREBP, LXR und SREBP-1c uberschneiden, wie
in Abschnitt 1.1.3 erlautert wurde. Aufgrund der Stimulation der fur Insulin charakteristischen
Stoffwechelwege, also Glycolyse, Glycogensynthese und Lipogenese — eventuell teilweise Uber
ChREBP vermittelt —, kdme es im weiteren Verlauf einerseits zum Abbau der Glucose in der
Glycolyse und Glycogensynthese und andererseits zur Entstehung von Stoffwechselprodukten
wie z. B. Fettsauren. Der erste Effekt, der Abbau von Glucose, kdnnte nach und nach zu einem
Verbrauch der Glucose in den Zellen und in der Mediumflissigkeit fuhren, sodass es nach einer
bestimmten Stimulationszeit zu einem Glucosemangel kdme; anders als im Organismus wirde
hier naturlich keine weitere Glucose mit dem Blutkreislauf zugefthrt werden kdnnen. Der zweite
Effekt, die Entstehung von Fettsauren durch die induzierte Lipogenese, konnte ber die Aktivie-
rung von AMPK zur Phosphorylierung und damit Hemmung von ChREBP fuhren, wie in Ab-
schnitt 1.1.4.4.10 geschildert wurde. Allerdings ist eine Hemmung von ChREBP durch gesattigte
und einfach ungesattigte Fettsauren, wie sie in der Lipogenese zunachst entstehen wirden, um-

stritten; einige Studien sprechen fur eine solche Hemmung [53, 57, 67], andere dagegen [123].
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Zusétzlich konnten die im Laufe des Experimentes entstandenen Metabolite eventuell auch
SREBP-1c inhibieren und so dessen indirekte Aktivierung von ChREBP verhindern. Diese zwei
Effekte, der Glucosemangel und die Entstehung von Metaboliten wie Fettsauren, kénnten also
eine Hemmung von ChREBP hervorrufen. Dadurch kdme es zur Translokation von ChREBP aus
dem Nucleus ins Cytosol und zur Hemmung der Transkription. Der Zeitraum, in dem es von
einer eventuellen Aktivierung von ChREBP zu einer Hemmung kommt, misste angesichts der
Western Blot-Ergebnisse mit unter zwei Stunden angenommen werden.

Aullerdem wirde das eingesetzte Insulin mit der Zeit vermutlich abgebaut werden — die physio-
logische Halbwertszeit von Insulin betragt im Blut etwa fiinf Minuten, wobei es zum Teil durch
die Leber und zum Teil nach Aufnahme in andere Zielzellen degradiert wird. Auch wenn der
Abbau des Insulins bei den Zellkultur-Experimenten langer dauern wirde, ware das Insulin ver-
mutlich am Ende der Stimulationszeit von zwei Stunden und spétestens nach vier oder 24 Stun-
den vollstandig abgebaut, sodass der postulierte anfangs aktivierende Einfluss von Insulin auf
ChREBP immer mehr verloren ginge. Leider wurden in diesen Experimenten Glucose- und Insu-
lingehalt der Mediumflissigkeit am Ende der Stimulation nicht untersucht. In zukiinftigen Expe-
rimenten sollten diese Messungen vorgenommen und zuséatzlich auch kirzere Stimulationszeiten
gewahlt werden, um eventuelle friihe Effekte von Insulin erfassen zu kdnnen.

Im Organismus liegen Glucose und Insulin physiologischerweise gleichzeitig vor, da es bei er-
hohtem Blutzuckerspiegel beim Gesunden reaktiv zu erhohter Insulinsekretion kommt. Sollte
ChREBP also durch Insulin tatsdchlich gehemmt werden, wirde das in vivo durch die Glucose

vermutlich zu einem grof3en Teil wieder ausgeglichen.

4.4.1.2 mRNA-Ebene (vier Stunden)

Nach vierstiindiger Stimulation der Hep G2-Zellen mit Insulin kam es zu einem Abfall der
mMRNA von ChREBP auf ca. 75 %. Das weist auf eine Hemmung der Transkription von
ChREBP durch Insulin hin. Dieses Ergebnis korreliert sowohl mit den Ergebnissen der Protein-
ebene, die nach Insulingabe eine Translokation von ChREBP ins Cytosol und somit vermutlich
eine Inaktivierung von ChREBP zeigen, als auch mit der Beobachtung einer starken Reduktion
der mRNA von ChREBP nach 24 Stunden Stimulation mit Insulin. Fur die Korrektheit der beo-
bachteten Ergebnisse spricht auflerdem die Gegenldaufigkeit der Ergebnisse nach Insulin-
Stimulation im Vergleich zu denjenigen nach Glucagon-Stimulation. Eine Inaktivierung von
ChREBP durch Insulin und eine Aktivierung durch Glucagon wirden hinsichtlich des funktio-
nellen Antagonismus von Insulin und Glucagon im Organismus zueinander passen.

Allerdings wére aufgrund der physiologischen Rolle von Insulin eher eine Steigerung der Tran-
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skription von ChREBP durch Insulin erwartet worden. Hinzu kommt, dass in der Literatur so-
wohl tber eine direkte Stimulation der Transkription von ChREBP durch Insulin berichtet wurde
— die durch die Reduktion der Expression von ,,Octamer transcription factor-1“ (Oct-1) zustande
kommen soll [65] — als auch Uber eine indirekte Stimulation der Transkription, die einerseits
durch LXR [25, 26], andererseits eventuell auch durch SREBP-1c vermittelt werden soll [103].
Zur Interpretation der hier vorgestellten Ergebnisse sei auf Abschnitt 4.4.1.1 verwiesen.

4.4.2 Langzeit-Einfluss (24 Stunden)

4.4.2.1 mRNA-Ebene

24stlindige Stimulation der Zellen mit 1 umol/l Insulin flihrte zu einer deutlichen, statistisch sig-
nifikanten Reduktion der mRNA von ChREBP auf ca. 55 % der Kontrolle; somit war die Reduk-
tion der mRNA noch starker ausgepragt als diejenige nach vier Stunden (auf ca. 75 %).

Dieses Ergebnis zeigt eine langfristige Herunterregulation der Expression von ChREBP nach
Stimulation mit Insulin. Demnach wirde Insulin also nicht nur akute, sondern auch lang an-
dauernde Auswirkungen auf den Zellstoffwechsel haben. Es sollten aber auch die in Abschnitt
4.4.1.1 genannten Erklarungsmaglichkeiten in Betracht gezogen werden; denn gerade die lange
Stimulationszeit von 24 Stunden wirde z. B. erstens fur einen zunehmenden Glucosemangel der
Zellen sprechen, der durch den normalen Verbrauch der Zellen entsteht und zusatzlich durch die
Insulingabe verstérkt wird, zweitens fir den Abbau von Insulin aufgrund von dessen relativ kur-
zer Halbwertszeit und drittens fiir eine Beeinflussung von ChREBP durch inzwischen entstande-
ne Metabolite, die aus von Insulin und eventuell von ChREBP aktivierten Stoffwechselwegen

stammen.

4.5 Effekte von Fettsduren auf ChREBP

Ein Einfluss von Fettsduren auf ChREBP wurde nur in den Vorversuchen und nur fir die Pro-
teinebene untersucht; die Ergebnisse kénnen daher nur als Tendenzen betrachtet werden. Es
wurden die Effekte der gesattigten Palmitinsdaure (16:0) bei Stimulation Uber zwei Stunden und

der einfach ungesattigten Olsaure (18:1) bei Stimulation tiber 20 Stunden beobachtet.

4.5.1 Kurzzeit-Einfluss (zwei Stunden)

4.5.1.1 Proteinebene, Palmitinsdure

Nach Stimulation mit Palmitinsdure blieb die Konzentration an ChREBP-Protein im Cytosol
ungefahr gleich, wahrend es im Nucleus zu einer Abnahme von ChREBP auf ca. 65 % der Kont-

rolle kam. Das konnte durch eine Translokation von ChREBP aus dem Nucleus ins Cytosol und
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einen Protein-Abbau erklart werden. Diese Annahme spréche also fir eine hemmende Wirkung
von Palmitinsdure auf ChREBP.

Wie in Abschnitt 1.1.4.4.10 beschrieben wurde, fiilhren nach Aussage mehrerer Studien gesattig-
te und einfach ungesattigte Fettsduren tber eine Erhéhung der AMP-Konzentration zur Aktivie-
rung der AMPK, zur Phosphorylierung von ChREBP an P4 und zur Hemmung der DNA-Bin-
dungsfahigkeit und Transkriptionsaktivitét [35, 53, 57]. Andere Studien bestreiten einen Einfluss
von gesattigten und einfach ungesattigten Fettsauren auf ChREBP [80, 123]. Allerdings wurde in
den zuerst erwahnten Studien nur ein Einfluss dieser Fettsduren auf die Transkriptionsaktivitét
von ChREBP beschrieben und kein Einfluss auf die Translokation von ChREBP oder die Ex-
pression des ChREBP-Gens erwéhnt. PUFASs sollen auf zusatzlichen Wegen zur Hemmung von
ChREBP fiihren, z. B. lber einen Abbau der ChREBP-mRNA und eine Hemmung der Translo-
kation in den Nucleus. Die hier beobachteten Ergebnisse sprechen dafiir, dass eventuell auch
gesattigte Fettsauren, z. B. Palmitinsdure, ChREBP auf dhnlichen Wegen wie PUFAs hemmen
konnten, also neben einer Reduktion der Transkriptionsaktivitdat durch AMPK eventuell auch
eine Hemmung des Transports in den Kern und einen Abbau von mRNA und/oder Proteinen
initileren. Maoglicherweise wéren die beobachteten Effekte bei PUFAS stérker ausgepragt gewe-
sen. Da Fettsduren nur in den Vorversuchen untersucht wurden, mussten flr eine genaue Inter-

pretation dieser Ergebnisse weitere Experimente erfolgen.

4.5.2 Langzeit-Einfluss (20 Stunden)

4.5.2.1 Proteinebene, Olsiure

Nach Stimulation mit Olséaure iiber 20 Stunden war ein Anstieg des ChREBP-Proteins sowohl im
Cytosol als auch, in geringerem Ausmaf, im Nucleus zu verzeichnen. Die Translokation ins Cy-
tosol scheint somit die Translokation in den Nucleus zu tberwiegen, was auf einen hemmenden
Effekt von Olsaure auf ChREBP hindeutet. Weiterhin scheint es zu einer gesteigerten Neusyn-
these von ChREBP gekommen zu sein, die weniger in das Bild einer Hemmung von ChREBP
passt. Allerdings wurde der Effekt von Olsdure nur in den Vorversuchen und nicht systematisch
untersucht.

Fur Olsédure als einfach ungeséattigte Fettsaure ware theoretisch eine starkere Hemmung von
ChREBP als durch die geséttigte Palmitinsdure zu erwarten gewesen. Moglicherweise reagiert
ChREBP aber auf verschiedene Fettsduren individuell, und es spielen auf’er dem Séattigungsgrad
der Fettsauren auch weitere Faktoren wie die Kettenldnge eine Rolle. Zukiinftige Experimente
sollten den Einfluss einzelner Fettsauren systematisch untersuchen und versuchen zu kléren, ob

die bisher nur fur PUFAs postulierten Wege einer Hemmung von ChREBP - Translokation ins
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Cytosol und mRNA-Abbau — auch durch geséttigte oder einfach ungesattigte Fettsauren eingelei-

tet werden.

4.6 Einfluss der Stimulationszeit auf die Requlation von ChREBP

Bei der kurzfristigen Regulation von Transkriptionsfaktoren stehen laut Literaturangaben post-
translationale Mechanismen im Vordergrund. Dazu zéhlen z. B. Phosphorylierungs- und De-
phosphorylierungs-Mechanismen, Anderungen der subzellularen Lokalisation durch Transloka-
tion sowie — u. a. Uber die Steuerung von Cofaktoren oder Bindungspartnern — die Beeinflussung
von DNA-Bindungsaktivitat und Transkriptionsaktivitat. Die langfristige Regulation betrifft v. a.
die Expression des jeweiligen Transkriptionsfaktors und fihrt Gber Transkription und Translati-
on zu Anderungen der mRNA- und der Proteinmenge. Transkription und Neusynthese von Pro-
teinen bendtigen mehr Zeit als posttranslationale Mechanismen. Fir ChREBP werden kurzfristig
eine Regulation der Translokation — wahrscheinlich tGber Phosphorylierungsprozesse —, eine Re-
gulation der DNA-Bindung und Aktivitat — durch Phosphorylierung sowie weitere Mechanismen
wie das GSM - und langfristig eine Regulation durch Beeinflussung der Transkription ange-
nommen.

In dieser Arbeit ergaben sich Unterschiede zwischen der kurz- und langfristigen Regulation von
ChREBP, die diese Annahmen prinzipiell zu bestatigen scheinen. Nach zweistundiger Stimula-
tion mit Glucose oder Fructose war v. a. eine deutliche Translokation von ChREBP vom Cytosol
in den Nucleus zu beobachten; der Proteingehalt im Cytosol nahm ab und derjenige im Nucleus
zu, sodass fur die kurzzeitige Stimulation zunéchst eine Verschiebung von bereits vorhandenen
Proteinen zu vermuten ist. Auf eine Rolle von Phosphorylierungs-Prozessen deuten, wie in Ab-
schnitt 4.1.1.1 erlautert, die in den Western Blots beobachteten Bandenkonformationen hin.
Nach vierstundiger Stimulation wurde eine Zunahme des mMRNA-Gehaltes beobachtet; bereits zu
diesem Zeitpunkt war es also zur Steigerung der Transkription von ChREBP gekommen. Der
MRNA-Gehalt wurde nach vier Stunden bestimmt und nicht schon nach zwei Stunden, weil an-
genommen wurde, erst nach dieser Zeit konnten Veranderungen der mRNA-Menge deutlich zu
beobachten sein. Mdglicherweise wére der Anstieg der mRNA nach zwei Stunden Stimulation
noch nicht so ausgepréagt gewesen. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass fir die kurzfristige
Regulation von ChREBP die Translokation vorhandener Proteine eine grol3e Rolle spielt, aber
relativ frih auch schon die Transkription des ChREBP-Gens beeinflusst wird. Aussagen ber
Anderungen der DNA-Bindungsfahigkeit und der Transkriptionsaktivitat, die vermutlich kurz-
fristig ebenfalls beeinflusst werden, kdnnen anhand der durchgefiihrten Versuche nicht getroffen

werden.
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Nach 24stundiger Stimulation mit aktivierenden Substanzen war die Proteinmenge von ChREBP
im Kern zwar immer noch héher als im Cytosol, im Vergleich zur kurzfristigen Stimulation aber
gesunken, wahrend die Proteinmenge im Cytosol angestiegen war. Die Translokation von
ChREBP in den Kern hatte sich also abgeschwécht, wahrend die Translokation ins Cytosol zu-
genommen hatte. Im Gegensatz zur kurzfristigen Stimulation war hier aulerdem eine eindeutige
Zunahme des gesamten zelluléren Proteingehaltes an ChREBP festzustellen, die darauf hinweist,
dass seit Stimulationsbeginn eine Neusynthese von ChREBP durch Transkription und Translati-
on stattgefunden haben muss. Zu diesem Zeitpunkt war die mRNA von ChREBP im Vergleich
zur kurzfristigen Stimulation und zur Kontrolle wieder abgesunken, sodass nach einer zwischen-
zeitlichen Steigerung der Transkription, der mRNA- und der Protein-Menge ein Abbau der
MRNA bei gleichzeitig noch erhéhter Proteinmenge erfolgt sein muss. Langfristig scheint sich
also v. a. die durch vorherige Steigerung der Transkription erhéhte Proteinmenge von ChREBP
auf dessen Aktivitatszustand in der Zelle auszuwirken, daneben scheint aber auch hier noch eine
Regulation von ChREBP (Uber die Translokation zu bestehen.

Vermutlich beeinflussen verschiedene Faktoren ChREBP nicht auf allen Ebenen gleichermalen,
sondern einige Substanzen beeinflussen starker die Transkription, andere starker die Aktivitat
oder Translokation. Demnach wirden sich einige Faktoren eher langfristig, andere eher kurzfris-
tig auf ChREBP auswirken. Da die hier untersuchten Hormone, Glucagon und Insulin, im Kor-
per insbesondere schnelle Reaktionen der Zellen hervorrufen sollen und kurze Halbwertszeiten
haben — Glucagon ca. drei bis sechs, Insulin ca. finf Minuten im Blut —, hatte man vermuten
konnen, dass bei ihnen v. a. die kurzfristige Regulation von ChREBP wichtig ist. Allerdings
waren in dieser Arbeit ebenfalls deutliche Langzeit-Effekte von Glucagon und Insulin zu beo-
bachten, sodass sie auch langfristig eine Rolle fiir die Regulation von ChREBP zu spielen schei-

nen.

4.7 Verqgleich der Housekeeping-Gene Actin und GAPDH

Versuchsweise wurden bei den mRNA-Experimenten tiber 24 Stunden zwei Housekeeping-Gene
getestet, Actin und GAPDH, um herauszufinden, ob beide zu &hnlichen Ergebnissen fiihrten oder
ob eines vom anderen abweichen und moglicherweise durch die bei der Stimulation eingesetzten
Substanzen selbst reguliert wiirde. Zwischen den Quotienten von ChREBP und Actin und denen
von ChREBP und GAPDH zeigten sich nur minimale Unterschiede, die statistisch nicht signifi-
kant waren. Daher erscheinen Actin und GAPDH beide gleichermafen als Housekeeping-Gene
geeignet zu sein, sodass die Ergebniswerte der mMRNA von ChREBP auf die mRNA beider Gene
bezogen werden koénnten. Es kam zwar weder bei Actin noch bei GAPDH zu einer offensichtli-
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chen Regulation durch Glucose, Fructose, Glucagon oder Insulin; nicht ganz auszuschlieRen wa-
re es allerdings, dass die genannten Substanzen beide Gene gleichsinnig herauf- oder herunter-

regulieren, was sich beim Vergleich der Quotienten nicht zeigen wiirde.

4.8 Eignung von Hep G2-Zellen

Hep G2-Zellen entstammen einer humanen Hepatom-Zell-Linie, in der die Expression von Glu-
cokinase (GK), dem ersten Enzym der Glycolyse, laut einiger Literatur-Angaben gering ausge-
pragt sein soll. Daher wird postuliert, Hep G2-Zellen wirden im Vergleich zu anderen Zell-
Linien eher schwach auf Glucose reagieren und sich nicht so gut fir Experimente mit Glucose-
Stimulationen eignen [19, 26]. Trotzdem wurden in dieser Arbeit gute Reaktionen von Hep G2-
Zellen auf Glucose gefunden; moglicherweise wirden aber Unterschiede in der Zellreaktion z.
B. auf Glucose und Fructose bei Verwendung anderer Zellarten anders ausfallen und vielleicht
deutlicher sein. Daher wére die Durchfiihrung weiterer Experimente mit anderen Zell-Linien und
letztlich naturlich auch in vivo in Betracht zu ziehen.

Da die hier nach Stimulation mit Glucagon und Insulin gewonnenen Ergebnisse von den nach
Studium der Literatur erwarteten Ergebnissen abweichen, sollte eine spezielle Reaktion von Hep

G2-Zellen auf Glucagon und Insulin als Erklarungsmdoglichkeit in Erwdgung gezogen werden.

4.9 Zusammenfassende Diskussion

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente unterstltzen die in der Literatur vertretene Hy-
pothese, eine steigende Glucosekonzentration fiihre in Leberzellen zur Translokation des
ChREBP-Proteins in den Nucleus und eine sinkende Glucosekonzentration zur Translokation ins
Cytosol. AulRerdem wurde beobachtet, dass eine weitere Erhohung der Glucosekonzentration
zwar zu einer weiteren Steigerung der nucledren Translokation fuhrt, dass allerdings zwischen
der Glucosekonzentration und dem Ausmal? der Translokation offenbar kein direkt proportiona-
ler Zusammenhang besteht, sondern der Effekt sich mit steigender Glucosekonzentration ab-
schwécht. Mdglicherweise ist ChREBP besonders gut stimulierbar in einem Konzentrations-
Bereich von ca. 0,5 bis 2 g/l Glucose, was ungeféhr der physiologischerweise vorkommenden
Glucosekonzentration im Blut entspricht. Die Abschwachung des Effektes bei steigendem Glu-
cosegehalt konnte einen Schutz vor Lipotoxizitat darstellen, die durch eine gesteigerte Aktivitat
von ChREBP potentiell induziert werden kénnte.

Auch in glucosefreiem Medium war ChREBP zu einem kleinen Teil im Nucleus lokalisiert, so-
dass eine konstitutive Aktivitat von ChREBP vermutet werden kann. Nach Kultivierung in glu-

cosefreiem Medium war allerdings eine langfristige Stimulation mit Glucose notwendig, um die
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reduzierte Translokationsrate in den Kern wieder zu steigern.

In den Western Blots wurden Doppelbanden fiir das ChREBP-Protein beobachtet, die mogli-
cherweise fiir unterschiedliche Phosphorylierungszustande des Proteins und damit fur eine Regu-
lation von ChREBP durch Phosphorylierung sprechen kénnten.

Weiterhin konnte in den durchgefiihrten Experimenten nach kurzzeitiger Stimulation mit Gluco-
se eine Erhohung der ChREBP-mRNA beobachtet werden, was eine gesteigerte Transkription
des ChREBP-Gens und/oder einen verminderten Abbau der ChREBP-mRNA vermuten l&sst.
Auch fir eine gesteigerte Translation der ChREBP-mRNA gab es Hinweise, da der Gehalt an
ChREBP-Protein starker erhoht war als der Gehalt an ChREBP-mRNA.

Bei langfristiger Stimulation mit Glucose war der mRNA-Gehalt von ChREBP im Vergleich zur
Kontrolle erniedrigt; der zellulare Gesamtgehalt an ChREBP-Protein war zu diesem Zeitpunkt
erhdht, aber vermutlich niedriger als nach zwei Stunden. Dies spricht flr eine temporare Steige-
rung der Transkription in den ersten Stunden nach Stimulationsbeginn und flr eine anschliel3en-
de Reduktion der Transkription sowie einen Abbau der mRNA. Langfristige Stimulation mit
Glucose flhrte auBerdem zu einer gesteigerten Translokation von ChREBP ins Cytosol, wahrend
die Translokation in den Nucleus im Vergleich zur Kontrolle noch erhéht, aber im Vergleich zu
kurzfristiger Stimulation erniedrigt war. Beide Effekte — die gesunkene Transkriptionsrate und
die gesunkene nucleédre Translokationsrate — deuten auf eine nach einiger Zeit einsetzende Ab-
schwaéchung des aktivierenden Effektes von Glucose auf ChREBP hin. Der Zweck einer solchen
Abschwachung konnte, wie auch die Abschwéchung des Effektes von Glucose auf ChREBP bei
steigender Glucose-Konzentration, ein Schutz vor Lipotoxizitat sein. Ausgeltst werden kdnnte
diese Abschwachung durch Metabolite, die in den durch ChREBP induzierten Stoffwechselwe-
gen entstanden sind, wie z. B. Fettsduren. Aullerdem konnte der inzwischen vermutlich abgesun-
kene Glucose-Gehalt der Zellen und der Mediumflissigkeit dazu beitragen.

Die Stimulation mit Fructose zeigte &hnliche Effekte wie die Stimulation mit Glucose: Bei kur-
zer Stimulationszeit kam es zur Translokation des ChREBP-Proteins in den Nucleus und zu er-
hohter Konzentration an ChREBP-mRNA, vermutlich durch gesteigerte Transkription des
ChREBP-Gens und/oder durch reduzierten Abbau der ChREBP-mRNA. Bei langer Stimulati-
onszeit waren im Vergleich zur kurzen Stimulationszeit eine Abschwéchung der noch erhéhten
nucledren Translokation, eine Reduktion der ChREBP-mRNA (durch reduzierte Transkription
des ChREBP-Gens und/oder gesteigerten mRNA-Abbau) sowie ein gesteigerter Gesamtgehalt an
ChREBP-Protein zu beobachten, wobei letzterer flr eine zwischenzeitlich erhéhte Transkription
und Translation von ChREBP sowie fir einen langsameren Abbau des ChREBP-Proteins als der
ChREBP-mRNA spricht.
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Samtliche Effekte waren unter Fructose schwécher ausgepragt als unter Glucose, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass Fructose ChREBP in schwacherem Ausmald aktiviert als Gluco-
se, zumindest im Zeitraum bis 24 Stunden. Die Unterschiede zwischen den kurz- und langfristi-
gen Effekten von Fructose — wie die Abschwachung der als Reaktion auf Fructose auftretenden
nucleédren Translokation nach 24 Stunden — kdnnten auf &hnliche Weise erklart werden wie bei
Glucose, ndmlich durch eine Gegenregulation der Zelle aufgrund von Metaboliten der durch
ChREBP induzierten Stoffwechselwege und/oder durch den sinkenden Fructose-Gehalt in Zellen
und Medium.

In den hier durchgefuhrten Experimenten erfolgte die Zugabe von Fructose stets zusétzlich zu
der im Medium enthaltenen Glucose. Ein alleiniger Einsatz von Fructose wiirde eventuell andere
Ergebnisse liefern — z. B. nur eine geringe Steigerung von Transkription und Translokation — da
durch den gleichzeitigen Einsatz von Glucose bestimmte mdéglicherweise fehlende Wirkungen
von Fructose, z. B. auf das GSM von ChREBP, kompensiert werden kdnnten.

Darstellungen in der Literatur, wonach Fructose in besonderem MaRe an der Entstehung von
Ubergewicht, Insulinresistenz und NAFLD beteiligt ist, scheinen nach den Ergebnissen dieser
Arbeit nicht durch eine starkere Transkription oder nucleére Translokation von ChREBP bedingt
zu sein. Ein Einfluss auf andere Aktivierungsmechanismen von ChREBP wie beispielsweise das
GSM wadre aber weiterhin vorstellbar. Die in der Literatur beschriebene stark lipogene Wirkung
von Fructose kdnnte auch mit dem Metabolismus von Fructose, der mangels alternativer Wege
in starkerem Umfang als Glucose zu Glycolyse und Lipogenese fiihrt, mit einer mangelnden
Hemmung des Fructose-Abbaus in der Glycolyse tber das Enzym Phosphofructokinase I, mit
einer starkeren Induktion lipogener Enzyme (eventuell tiber Induktion von SREBP-1c) und/oder
mit einem mangelnden Sattigungsgefuhl durch Fehlen des Blutzuckeranstiegs und Fehlen der
damit gekoppelten Insulinsekretion zusammenhéngen.

Fur die kurzzeitige Stimulation der Hep G2-Zellen mit Glucagon wurde in dieser Arbeit eine
Translokation des ChREBP-Proteins in den Nucleus und eine Steigerung des Gesamtproteinge-
haltes an ChREBP festgestellt sowie, anhand der erhéhten mRNA-Menge, eine Steigerung der
Transkription des ChREBP-Gens vermutet. Aufgrund der geringeren Erhéhung der mRNA im
Vergleich zum Protein kann zusatzlich von einer durch Glucagon induzierten gesteigerten Trans-
lation der ChREBP-mRNA ausgegangen werden. Zur Erklarung der Diskrepanz zwischen diesen
Ergebnissen und der nach Studium der Literatur und aufgrund der katabolen Rolle von Glucagon
entwickelten Erwartung, Glucagon bewirke eine Hemmung und Inaktivierung von ChREBP,
wurden mehrere Theorien entwickelt. Zunéchst beziehen sich andere Studien nicht auf humanes

ChREBP und berichten fast alle nur indirekt tber eine hemmende Wirkung von Glucagon auf
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ChREBP. Weiterhin ware es moglich, dass Glucagon in den Hep G2-Zellen zur Produktion von
Glucose und zum Anstieg der zelluldren Glucose-Konzentration flhrt. Ein Teil der Glucose wird
vermutlich in die Mediumflissigkeit sezerniert und kann zu einem spéteren Zeitpunkt wieder in
die Zellen aufgenommen werden. In Verbindung mit der nachlassenden Wirkung von Glucagon
(die Halbwertszeit im Blut betrdgt drei bis sechs Minuten) kdnnte die neu produzierte Glucose
schlieRlich zur Stimulation von ChREBP fuihren. Eine andere Erklarung wére, dass die mittelfris-
tige Wirkung von Glucagon in einem Aufbau von Energiereserven besteht und die Aktivierung
von ChREBP beinhalten kdnnte. Glucagon kdnnte auch weitere Stoffwechselwege in Gang set-
zen, die trotz Aktivierung von ChREBP insgesamt Glycolyse und Lipogenese hemmen. Denkbar
waére auch, dass Glucagon zwar Transkription und nucledre Translokation von ChREBP steigert,
nicht aber dessen DNA-Bindungsféhigkeit und Aktivitat, oder dass Hep G2-Zellen im Vergleich
zu normalen Leberzellen in verédnderter Weise auf Glucagon reagieren.

Auch nach 24stlindiger Stimulation mit Glucagon zeigten sich eine weiterhin erhdhte Trans-
lokation von ChREBP in den Nucleus sowie eine Zunahme der ChREBP-Proteinmenge, was
eine immer noch bestehende Aktivierung von ChREBP vermuten ldsst und eine zwischenzeitlich
gesteigerte Transkription und Neusynthese von ChREBP anzeigt. Nach 24 Stunden war aller-
dings der Gehalt an ChREBP-mRNA wieder gesunken, was auf einen nach einiger Zeit einset-
zenden gesteigerten Abbau der mRNA und eine sinkende Transkription hinweist, und die Kon-
zentration des ChREBP-Proteins im Cytosol war erhoht, was eine Abschwachung des aktivie-
renden Effektes von Glucagon (bzw. Glucose) wahrscheinlich macht. Diese Effekte konnten auf
eine Gegenregulation der Zellen hinweisen, die moglicherweise durch Produkte der durch Glu-
cagon bzw. Glucose und ChREBP eingeleiteten Stoffwechselwege oder durch sinkenden Gluca-
gon- bzw. Glucose-Gehalt im Medium verursacht wird. Dass der Gehalt von ChREBP-Protein in
Nucleus und Cytosol dem Gehalt nach langfristiger Glucose-Stimulation ahnelt, spricht fir die
Theorie, Glucagon fuhre zur Glucoseproduktion und werde selbst mit der Zeit abgebaut, und
dadurch komme es nach einiger Zeit zum Uberwiegen der Effekte der neu produzierten Glucose
uber die Effekte von Glucagon.

Eine zweistundige Stimulation mit Insulin schien eine Translokation des ChREBP-Proteins vom
Nucleus ins Cytosol und somit eine Inaktivierung von ChREBP zu bewirken. Nach vier Stunden
kam es durch Insulin zu einer leichten und nach 24 Stunden zu einer deutlichen Verringerung der
MRNA von ChREBP, vermutlich durch verminderte Transkription des ChREBP-Gens und Ab-
bau der mRNA. Diese Ergebnisse erscheinen eher iberraschend, da Insulin als anaboles Hormon
Glycolyse und Lipogenese stimuliert und LXR und SREBP-1c induziert, die beide zur Aktivie-
rung von ChREBP beitragen sollen. Als Erklarungsmoglichkeiten kommen u. a. ein zunehmen-
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der Glucosemangel durch insulininduzierten Abbau der Glucose in Zellen und Medium (uUber
Glycolyse, Lipogenese und Glycogensynthese) in Frage, eine Hemmung von ChREBP und even-
tuell SREBP-1c durch entstehende Metabolite wie Fettsduren und/oder ein Absinken des Insu-
lingehaltes infolge Abbaus von Insulin.

Experimente mit Fettsduren wurden als Vorversuche durchgefuhrt. Dabei schien Palmitinséure
das ChREBP-Protein kurzfristig aus dem Nucleus ins Cytosol zu translozieren und den Abbau
des Proteins zu fordern. Auch eine langfristige Stimulation mit Olséure fiihrte zur Translokation
von ChREBP aus dem Nucleus ins Cytosol, wobei hier zusatzlich eine gesteigerte Neusynthese
von ChREBP zu beobachten war. Obwohl in der Literatur hauptsachlich PUFAs fur Einflisse
auf die Translokation von ChREBP verantwortlich gemacht werden, scheinen die in der vorlie-
genden Arbeit gewonnenen Ergebnisse dafiir zu sprechen, dass auch Palmitinséure als gesattigte
Fettsaure und Olséure als einfach ungeséttigte Fettsaure einen hemmenden Effekt auf die Trans-
lokation von ChREBP haben (eventuell neben dem in der Literatur postulierten Einfluss auf die
AMPK und die Transkriptionstétigkeit von ChREBP).

Die Experimente dieser Arbeit wurden sowohl mit kurzer Stimulationszeit Gber zwei oder vier
Stunden als auch mit langer Stimulationszeit Gber 24 Stunden durchgefuhrt. Im Ergebnis scheint
ChREBP kurzfristig vorwiegend (ber seine subzellulére Lokalisation mittels Translokation regu-
liert zu werden, langfristig v. a. Uber Genaktivierung und Protein-Synthese. Die oben bereits er-
wahnten Doppelbanden der Western Blot-Experimente sprechen dabei fur eine Steuerung der

Translokation tiber Phosphorylierungsprozesse.

4.10 Ubertragung in den physiologischen Kontext und weiterer Forschungs-

bedarf

Es bleiben noch viele Fragen zu Funktion und Regulation von ChREBP offen, wie z. B. folgen-
de: Welche Rolle spielt ChREBP im menschlichen Organismus in physiologischem und patho-
physiologischem Kontext? Wie wird es in vivo reguliert, sind weitere Transkriptionsfaktoren,
Né&hrstoffe und Hormone an seiner Regulation beteiligt? Ist ChREBP-MIx der Haupt-Regulator
von durch Glucose induzierten Genen, und inwieweit haben andere Transkriptionsfaktoren — z.
B. LXR - Einfluss auf diese Gene? Welche Beziehungen bestehen in vivo beim Menschen zwi-
schen ChREBP, LXR und SREBP-1c? Spielt ChREBP, wie es sich anzudeuten scheint, eine Rol-
le bei der Entstehung von Ubergewicht, hepatischer Steatose und Diabetes mellitus Typ 2?

Der Bedarf an kiinftigen in vivo-Untersuchungen zeigt sich z. B. daran, dass in einigen in vitro-
Studien ein Effekt von Glucose oder Insulin auf ChREBP nur bei sehr hohen, unphysiologischen

Konzentrationen beobachtet wurde [43, 138]. Einige Studien, die in vivo mit Ratten und teilwei-
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se mit Menschen durchgefuhrt wurden, fanden zwar einen Einfluss der Ernédhrung auf Transloka-
tion und Aktivitdt von ChREBP, jedoch keinen oder nur einen geringen Einfluss auf dessen
Transkription [32, 41]. Deshalb ist momentan noch nicht geklart, welchen Stellenwert die Ernéh-
rung bei der Regulation von ChREBP einnimmit.

In der vorliegenden Arbeit wurden in Hep G2-Zellen Reaktionen von ChREBP bereits bei Glu-
cose-Konzentrationen beobachtet, die etwa dem physiologischen Bereich entsprechen: Die Kon-
trollproben wurden mit 1 g/l Glucose, also 100 mg/dl stimuliert, in den Hauptversuchen wurden
Stimulationen mit 2 g/l Glucose eingesetzt (in den Vorversuchen teilweise auch héhere Konzen-
trationen sowie 0 g/l Glucose). Der physiologische Bereich von ca. 60 bis 110 mg/dl Glucose im
Blutplasma ntichtern sowie bis ca. 140 mg/dl postprandial wird damit umfasst; dies lasst auf eine
Rolle von ChREBP auch in physiologischem Zusammenhang schlieBen. Die hier eingesetzten
hoheren Glucose-Konzentrationen simulieren eine pathologische/diabetische Stoffwechsellage;
auch hier nimmt die Aktivierung von ChREBP durch Glucose zu, jedoch in hoheren Glucose-
Bereichen in geringerem AusmaR als in niedrigen Bereichen.

Studien mit ChREBP-Knockout in Méusen kdnnen Rickschlisse auf die physiologische Bedeu-
tung von ChREBP zulassen. Da ein Knockout von ChREBP in diesen Studien (siehe Abschnitt
1.2.4) oft eine Verbesserung von z. B. Ubergewicht, hepatischer Steatose, Hyperphagie, Gluco-
se-Intoleranz, Insulinresistenz und Hyperlipidamie zur Folge hatte, kann eine Rolle von ChREBP
fur die hepatische Lipogenese in vivo angenommen werden [26, 27].

Weitere Studien in physiologischem Kontext sowie natlrlich mit humanem ChREBP werden
notwendig sein, um die physiologische Relevanz von ChREBP und sein Zusammenspiel mit
anderen Transkriptionsfaktoren zu klaren. AuBerdem sollten kiinftige Studien die Regulation von
ChREBP durch Nahrstoffe genauer untersuchen, z. B. den Einfluss von Zuckeraustauschstoffen,
die heutzutage immer starkere Verbreitung in Lebensmitteln finden, oder von Fettsauren ver-
schiedener Sattigungsgrade. Auch Fructose sollte Gegenstand weiterer Studien sein, weil fur sie
aufgrund Klinischer Beobachtungen eine starke Aktivierung und/oder Induktion von ChREBP
vermutet wurde — wobei aber in der vorliegenden Arbeit ein geringerer Einfluss von Fructose als
von Glucose auf ChREBP festgestellt wurde. Einflisse von Insulin und Glucagon, aber auch von
weiteren Hormonen, z. B. gastrointestinalen Hormonen, sollten ebenfalls untersucht werden.

Die Expression und Aktivitdt von ChREBP konnte in zukinftigen Studien mit dem Fettgehalt in
menschlichen Leberproben korreliert werden, um Zusammenhange zwischen ChREBP und he-
patischer Steatose zu untersuchen. Schliellich wére zu Uberlegen, ob durch Eingriffe in die Re-
gulation von ChREBP Verbesserungen in der Therapie metabolischer Erkrankungen erreicht und

Medikamente zur Beeinflussung von ChREBP entwickelt werden kdnnten.
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5 Zusammenfassung

Einleitung: Eine exzessive Akkumulation von Triacylglycerinen in der Leber kennzeichnet die
in industrialisierten Landern weit verbreitete Nicht-alkoholische Fettleber-Erkrankung (NAFLD)
und ist in hohem Malle mit Adipositas, Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert.
Der Transkriptionsfaktor ChREBP (Carbohydrate responsive element binding protein) spielt eine
zentrale Rolle fur die Regulation der Lipidsynthese in der Leber, indem er die Transkription ei-
ner Reihe von Genen kontrolliert, die fir wichtige Enzyme der Glycolyse und Lipogenese codie-
ren, wie zum Beispiel L-PK (Leber-Pyruvatkinase), FAS (Fettsaure-Synthase) und ACC (Acetyl-
Coenzym A-Carboxylase). Aufgrund der vermutlich groen pathophysiologischen Bedeutung
von ChREBP konnten Pharmaka, die diesen Transkriptionsfaktor beeinflussen, in Zukunft poten-
tiell einen wichtigen Ansatzpunkt in der Therapie von NAFLD und Diabetes mellitus Typ 2 dar-
stellen. Voraussetzung fiir die Entwicklung derartiger Pharmaka ist die genaue Kenntnis der Re-
gulation von ChREBP. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Faktoren, die an der Regu-

lation von ChREBP in humanen Leberzellen moglicherweise beteiligt sind.

Methodik: Alle Experimente wurden mit Zellkulturzellen der Linie Hep G2 durchgefihrt. Reak-
tion und subzellul&re Lokalisation von ChREBP-Protein nach den Stimulationen wurden mittels
Western Blots beurteilt, die Reaktion von ChREBP-mRNA mittels gRT-PCR (quantitativer Re-
verse Transkriptase-Real Time-PCR). Die Zellen wurden mit Glucose, Fructose, Glucagon und
Insulin stimuliert. Die Stimulationszeit betrug fir die Protein-Analysen zwei sowie 24 Stunden,
fir die mRNA-Analysen vier sowie 24 Stunden. Als Kontrolle dienten stets die weiterhin mit
Glucose 1 g/l kultivierten Zellen. Fir die Western Blot-Analysen wurden die Proteine aus den
Zellen extrahiert, getrennt nach Cytosol- und Kernfraktion, und mittels SDS-PAGE (Sodiumdo-
decylsulfat-Gel-Elektrophorese) und Western Blot-Verfahren aufgearbeitet. Nach Zugabe eines
Anti-ChREBP-Antikorpers konnte die relative Konzentration der ChREBP-Proteine im Chemo-
lumineszenz-Immunoassay gemessen werden. Als Bezugsproteine dienten Tubulin fiir die Cyto-
sol- und Lamin fur die Kernfraktion.

Fur die gRT-PCR-Analysen wurde nach den Stimulationen die mRNA von ChREBP in cDNA
umgeschrieben; Amplifikation und relative Quantifizierung der cDNA erfolgten mittels Real
Time-PCR. Bezugs-mRNA war Actin.

Zur Bestimmung der statistischen Signifikanz der Ergebnisse wurde der Welch-Test (t-Test flr

zwei unabhangige Stichproben mit ungleicher Varianz) angewandt.
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Ergebnisse: Die Stimulation mit Glucose 2 g/l fiihrte nach zwei Stunden zu einem signifikanten
Abfall des ChREBP-Proteins im Cytosol und einem signifikanten Anstieg im Nucleus, nach 24
Stunden zu einem leichten Anstieg im Cytosol und zu einem geringeren Anstieg im Nucleus als
nach zwei Stunden. Die mRNA von ChREBP war nach vier Stunden erhdht und nach 24 Stun-
den erniedrigt.

Fructose 1 g/l fuhrte ebenfalls nach zwei Stunden zu einem signifikanten Abfall von ChREBP-
Protein im Cytosol und einem signifikanten Anstieg im Nucleus, nach 24 Stunden zu einem An-
stieg von ChREBP in Cytosol und Nucleus. Die mRNA von ChREBP war nach vier Stunden
erhéht und nach 24 Stunden verringert. Alle beschriebenen Effekte waren schwéacher ausgepragt
als nach Stimulation mit Glucose.

Die Stimulation mit 50 nmol/l Glucagon zeigte nach zwei Stunden einen Anstieg von ChREBP-
Protein im Nucleus und nahezu keine Anderung im Cytosol, nach 24 Stunden einen leichten,
signifikanten Anstieg im Cytosol und einen starken Anstieg im Nucleus. Bei der mRNA waren
nach vier Stunden ein signifikanter Anstieg und nach 24 Stunden ein Abfall zu beobachten.
Durch Insulin kam es kurzfristig zu einem Anstieg von ChREBP-Protein im Cytosol, einem Ab-
fall im Nucleus und einer Senkung der mRNA, langfristig zu einem starken, signifikanten Abfall
der mRNA.

Diskussion: Die Ergebnisse sprechen fir eine durch Glucose verursachte Translokation von
ChREBP in den Nucleus, eine Steigerung der Transkription des ChREBP-Gens und eine Neu-
synthese des ChREBP-Proteins. Die aktivierenden Effekte von Glucose auf ChREBP schwachen
sich einerseits mit steigender Glucosekonzentration ab, andererseits mit der Dauer der Stimulati-
on. Die Abschwéchung kénnte eine zelluldare Gegenregulation darstellen, die dem Schutz vor
Lipotoxizitat dient und durch Metabolite der von ChREBP induzierten Stoffwechselwege zu-
stande kommt. ChREBP ist auch in glucosefreiem Medium zum Teil im Nucleus lokalisiert, was
auf eine konstitutive Aktivitdt von ChREBP schlief3en lasst.

Fructose fihrt ebenfalls zur nucledren Translokation und Transkription von ChREBP, allerdings
in schwacherem Ausmal als Glucose. Eine in der Literatur beschriebene stark lipogene Wirkung
von Fructose scheint demnach nicht tber diese Prozesse verursacht zu werden, sondern kdnnte
mit dem Metabolismus von Fructose oder der fehlenden Auslésung einer Insulinsekretion durch
Fructose zusammenhangen. Fraglich bleibt, ob Fructose das Glucose-sensing module (GSM) von
ChREBP beeinflussen und somit dessen DNA-Bindung und Aktivitat als Transkriptionsfaktor

regulieren kann,
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Glucagon scheint die nucledre Translokation von ChREBP sowohl kurz- als auch langfristig zu
steigern und kurzfristig auch die Transkription zu erh6hen. Alternativ kommt als Erklarung eine
Steigerung der Glucoseproduktion der Zellen durch Glucagon in Betracht, die schlieRlich zur
Stimulation von ChREBP durch die produzierte Glucose fiihrt.

Insulin fiihrt scheinbar zur Translokation des ChREBP-Proteins ins Cytosol und zu einer kurz-
und langfristigen Hemmung der Transkription des ChREBP-Gens. Hier wére als alternative Er-
klarung vorstellbar, dass Insulin zu zunehmendem Glucoseverbrauch fiihrt und der entstehende
Glucosemangel eine Hemmung von ChREBP bewirkt.

ChREBP wird kurzfristig offenbar vorwiegend Uber seine subzelluldre Lokalisation mittels
Translokation reguliert, langfristig vorwiegend tiber Genaktivierung und Protein-Synthese.

Ausblick: Um die Regulation von ChREBP weiter zu erforschen, z. B. den Einfluss von Fettsdu-
ren unterschiedlichen Sattigungsgrades auf ChREBP, sind weiterflihrende Experimente notwen-
dig. Zur mikroskopischen Beurteilung der Regulation von ChREBP wére die Entwicklung von
kloniertem ChREBP und dessen Kopplung mit ,,Green fluorescence protein“ winschenswert,
woran derzeit in unserer Arbeitsgruppe geforscht wird. Ein weiteres Ziel stellt die Untersuchung

menschlicher Leberzellproben aus Biopsien auf den Fettgehalt und auf ChREBP dar.
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10 Appendix

1. Protein-Extraktion mit dem ,,Nuclear Extract Kit” von Active Motif

Vorbereitung der Losungen, Protokoll-Abschnitt ,.Buffer preparation and Recommen-

dations*

PBS/Phosphatase Inhibitors: 10x PBS 10 %, Aqua a. i. 85 %, Phosphatase Inhibitors 5 %

1x Hypotonic Buffer: 10x Hypotonic Buffer 10 %, Aqua a. i. 90 %

Complete Lysis Buffer: 10 mmol/l Dithiothreitol 10 %, Lysis Buffer AM1 89 %, Protease Inhi-
bitor Cocktail 1 %

Detergent

Protein-Extraktion, Protokoll-Abschnitt ,,Preparation of Nuclear Extract — Starting from

Cells*

Schritt 1: Kollektion der Zellen

1. Die Mediumflussigkeit wurde abgesaugt, und die Zellen wurden mit 5 ml eiskalter
,PBS/Phosphatase Inhibitors*-Losung gewaschen. Nach Absaugen der Flussigkeit erfolgte die
Zugabe von 3 ml eiskalter ,,PBS/Phosphatase Inhibitors*-Ldsung.

2. Die Zellen wurden mit einem Zell-Schaber abgel®st und in ein vorgekihltes Réhrchen gefullt.
3. AnschlielRend erfolgte eine Zentrifugation der Zellen fir 5 min bei 500 rpm in einer auf 4 °C
vorgekuhlten Zentrifuge.

4. Der Uberstand wurde abgesaugt.

Schritt 2: Kollektion der Cytosol-Fraktion

1. Die Zellen wurden in 500 pl 1x Hypotonic Buffer resuspendiert und durch Hoch- und Runter-
pipettieren gemischt. Danach folgten die Uberfilhrung der Zellen in ein vorgekihltes Mi-
krozentrifugen-Réhrchen und 15 min Inkubation auf Eis.

2. Es wurden 25 pl Detergent hinzugefiigt, und die Losung wurde 10 s mit einem Vortexer ge-
mischt.

3. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation der Losung fur 1 min bei 14000 x g in einer auf 4
°C vorgekihlten Mikrozentrifuge.

4. Der Uberstand, die Cytosol-Fraktion, wurde in ein vorgekiihltes Réhrchen transferiert. Um
den Proteinabbau in den Cytosol-Extrakten zu verhindern, wurde diesen im Verhéltnis 1:10 eine
Losung aus einer Tablette Complete Mini, aufgeldst in 1 ml Aqua ad iniectabilia, zugesetzt. Die

Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C.

128



Appendix

Das Pellet wurde zur Extraktion der Kernproteine weiter verwendet.

Schritt 3: Kollektion der Nucleus-Fraktion

1. Das Kern-Pellet wurde in 50 pul Complete Lysis Buffer resuspendiert, durch Hoch- und Run-
terpipettieren gemischt und 10 s gevortext.

2. Es folgte die Inkubation der Losung fir 30 min auf Eis, auf einem Schiittler bei 150 rpm.

3. Danach wurde die Losung 30 s gevortext und 10 min bei 14000 x g in einer auf 4 °C vorge-
kilhlten Mikrozentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand, die Kern-Fraktion, wurde in ein vorge-

kihltes Rohrchen transferiert und bei -80 °C gelagert.

2. RNA-Extraktion mit dem ,,High Pure RNA Isolation Kit*“ von Roche

Vorbereitung der Losungen, Protokoll-Abschnitt ,,2. How to Use this Product — 2.1 Before

You Begin — Preparation of Working Solutions*

DNAse I: 0,55 ml Elution Buffer wurden hinzugefugt.
Wash Buffer I: 20 ml Ethanol wurden hinzugefugt.
Wash Buffer I1: 40 ml Ethanol wurden hinzugefugt.
Lysis/-Binding Buffer

DNAse Incubation Buffer

Elution Buffer

RNA-Extraktion, Protokoll-Abschnitt ,.2.2 Isolation of Total RNA from Cultered Cells*

1. Die Zellen wurden in 200 pl PBS-Dulbecco resuspendiert.

2. Es folgte der Zusatz von 400 pl Lysis/-Binding Buffer, dann wurde die Losung 15 s gevortext.
3. Nach Einsetzen eines Filter-Rohrchens in ein Sammel-Roéhrchen wurden die Proben auf das
obere Reservoir des Filter-Réhrchens pipettiert.

4. Danach erfolgte die Zentrifugation des Filter-Réhrchens in einer Tischzentrifuge fur 15 s bei
8000 x g.

5. Das Filter-Réhrchen wurde aus dem Sammel-Réhrchen entfernt und der Uberstand abgegos-
sen, dann wurden Filter-Réhrchen und Sammel-Réhrchen wieder zusammengesetzt.

6. Je Probe wurden 90 pul DNAse Incubation Buffer in ein steriles Reaktions-Rohrchen pipettiert
und 10 pl DNAse | hinzugefiigt. Die Losung wurde auf das Glasfiltervlies im oberen Reservoir
des Filter-Rohrchens pipettiert. Es folgten 15 min Inkubation bei Raumtemperatur.

7. 500 ul Wash Buffer | wurden auf das obere Reservoir des Filter-Réhrchens pipettiert und 15 s
bei 8000 x g zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes wurden Filter-Rohrchen und Sam-

mel-Réhrchen wieder zusammengesetzt.
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8. Es folgte die Wiederholung von Schritt sieben mit 500 pl Wash Buffer 11.

9. 200 pl Wash Buffer 11 wurden auf das obere Reservoir des Filter-Réhrchens pipettiert und 2
min bei 13000 x g zentrifugiert.

10. Nach AbgieRen des Uberstandes wurde das Filter-Réhrchen in ein steriles Mikrozentrifugen-
Réhrchen eingesetzt.

11. Zur Elution der RNA wurden 75 pl Elution Buffer auf das obere Reservoir des Filter-
Raéhrchens pipettiert und 1 min bei 12000 x g zentrifugiert.

Die Lagerung der eluierten mRNA erfolgte bei -80 °C.

3. RNA-Extraktion mit dem ,,SV Total RNA Isolation System* von Promega

Vorbereitung der Losungen, Protokoll-Abschnitt ,,4.A. Preparation of Solutions**

DNase | Enzyme: Es wurde Nuclease-freies Wasser hinzuftgt.

RNA Lysis Buffer: Beta-Mercapto-Ethanol wurde im Verhéltnis 1:50 hinzugefiigt.
RNA Wash Solution: Ethanol wurde im Verhaltnis 2:1 hinzugefugt.

DNase Stop Solution: Ethanol wurde im Verhéltnis 4:25 hinzugefugt.

RNA Dilution Buffer

Nuclease-Free Water

Vorbereitung der Zellen, Protokoll-Abschnitt ,,8.F. Adherent Culture Cells*

1. Pro Well erfolgte die Zugabe von 175 pl RNA Lysis Buffer.

2. Die Zellen jedes Wells wurden mit einem Zell-Schaber abgeldst.

3. Zur Zerkleinerung der genomischen DNA wurden die Proben in einer Spritze aufgezogen und
in ein Mikrozentrifugen-Réhrchen Gberfihrt.

RNA-Extraktion, Protokoll-Abschnitte ,,4.D. Lysis of Cultured Cells* sowie ,,4.E. RNA
Purification by Centrifugation (Spin)‘“

1. Es wurden 350 pl RNA Dilution Buffer zum Lysat hinzugegeben, mit dem Lysat gemischt
und 3 min bei 70 °C in einem Heizblock erhitzt.

2. Es folgte die Zentrifugation der Lésungen fir 10 min bei 12000-14000 x g.

3. Der Uberstand wurde in ein frisches Mikrozentrifugen-Rohrchen tberfiihrt.

4. Nach Zugabe von 200 ul 95 %igem Ethanol wurde die Losung vermischt, auf das Spin-
Column-Assembly tbertragen und 1 min bei 12000-14000 x g zentrifugiert.

5. Nach AbgieRen des Uberstandes wurden 600 pul RNA Wash Solution auf das Spin-Column-
Assembly gegeben und 1 min bei 12000-14000 x g zentrifugiert.
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6. Der DNase Incubation Mix wurde aus 80 % Yellow Core Buffer, 10 % MnCI2 0,09 mol/l und
10 % DNAse | Enzyme vorbereitet. Fir jede Probe wurden 50 pl des DNase Incubation Mix
direkt auf die Membran im Spin-Basket pipettiert.

7. Es erfolgte eine Inkubation der Proben fur 15 min bei Raumtemperatur. Danach wurden 200
pl DNase Stop Solution auf den Spin-Basket pipettiert und 1 min bei 12000-14000 x g zentrifu-
giert.

8. Es folgten der Zusatz von 600 ul RNA Wash Solution und eine Zentrifugation fiir 1 min bei
12000-14000 x g.

9. Nach AbgieBen des Uberstandes wurden 250 pl RNA Wash Solution hinzugefiigt und 3 min
bei 14000 x g zentrifugiert.

10. Der Spin-Basket wurde in ein Elutions-Réhrchen transferiert. 100 pl Nuclease-freies Wasser
wurden auf die Membran gegeben und 1 min bei 12000-14000 x g zentrifugiert.

Der Spin-Basket wurde entfernt. Der Uberstand im Elutions-Rohrchen enthielt die aufgereinigte
RNA. Diese wurde bei -80 °C gelagert.
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