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1. Einleitung 

 

Stoffwechselerkrankungen, wie z. B. der Diabetes mellitus, spielen heutzutage eine immer 

größere Rolle in der westlichen Welt. Weltweit litten zur Jahrtausendwende mehr als 165 Mil-

lionen Menschen an dieser Erkrankung. Ihre Zahl wird bis in das Jahr 2030 Schätzungen zu-

folge auf über 360 Millionen Menschen angestiegen sein (Quinn, 2001; Wild et al., 2004). 

Neusten Erkenntnissen nach könnten bei diesen Erkrankungen die FoxO-

Transkriptionsfaktoren einen großen Einfluss besitzen, da sie zahlreiche Prozesse im Zell-

stoffwechsel modulieren (Nakae et al., 2002; Tzivion et al., 2011). 

 

 

1.1 Transkriptionsfaktoren 

 

Transkriptionsfaktoren sind in jeder Körperzelle unverzichtbar für eine fein abgestimmte Re-

gulation der Transkription. Ihre Funktionsweisen sind sehr unterschiedlich, da sie beispiels-

weise die Aktivierung oder Deaktivierung eines Promotors bewirken können. Nach erfolgter 

Bindung an den DNA-Strang bilden sie zumeist aber einen Startpunkt für die RNA-

Polymerase, von wo diese mit der Transkription des jeweiligen Zielgens beginnen kann. 

Innerhalb der Transkriptionsfaktoren gibt es drei verschiedene Gruppen. Dazu zählen die He-

lix-Turn-Helix-, die Zink-Finger- und die Leucin-Zipper-Motive (Walter, 2003). 

 

 

1.1.1 Aufbau der FoxO-Proteine 

 

Die Transkriptionsfaktoren der Fox-Familie sind hoch konserviert und bei nahezu allen Euka-

ryonten nachgewiesen. Vor der Entdeckung beim Menschen wurden forkhead box-Gene bei 

Drosophila melanogaster und Caenorhabiditis elegans gefunden (Weigel et al., 1989; Ogg et 

al., 1997). Über die Jahre wurden beim Menschen mindestens 43 verschiedene Fox-Faktoren 

identifiziert. Dies führte dazu, dass im Jahr 2000 eine Nomenklatur für alle menschlichen 

Fox-Transkriptionsfaktoren erstellt wurde. Aus dem Begriff Forkhead-Box entstand die Ab-

kürzung Fox. Aktuell gibt es 17 Unterklassen der Fox-Transkriptionsfaktoren beim Menschen, 

angefangen bei FoxA bis zu FoxQ (Kaestner et al., 2000, Obsil und Obsilova, 2011).  

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der FoxO-Familie, welche vier Faktoren umfasst. 
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FoxO1a (auch bezeichnet als FKHR, Forkhead in rhabdomyosarcoma), FoxO3a (oder 

FKHRL1, forkhead in rhabdomyosarcoma- like protein 1), FoxO4 (alternativ AFX, acute leu-

kemia fusion protein located in chromosome X) und FoxO6. Die in dieser Aufzählung fehlen-

den Faktoren, FoxO2 und FoxO5, stellten sich nach der ursprünglichen Festlegung als Homo-

loge von FoxO3a heraus.  

Zur Lokalisation ist festzuhalten, dass FoxO1a, FoxO3a und FoxO4 generell in jeder mensch-

lichen Zelle nachweisbar sind, wenn auch in unterschiedlicher Konzentration (Ogg et al., 

1997; Furuyama et al., 2000; Calnan und Brunet, 2008). FoxO6 ist vermehrt im zentralen 

Nervensystem (ZNS) vorhanden, wo ihm eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Funk-

tion des ZNS zukommt (Jacobs et al., 2003).  

Trotz des ubiquitären Vorkommens lassen sich jedoch gewisse Unterschiede in der Verteilung 

feststellen. Der Faktor FoxO1a wird vermehrt im Fettgewebe, FoxO3a im Gehirn und FoxO4 

im Muskel exprimiert (Furuyama et al., 2000). Neuere Untersuchungen bei Mäusen zeigen 

jedoch, dass FoxO1a auch vermehrt im Ovar vorkommt, FoxO3a in allen Zellen in ähnlicher 

und FoxO4 im Skelettmuskel die höchste Konzentration erreicht (Biggs et al., 2001).  

Neben den verschiedenen Expressionen sind auch bei den drei oben erwähnten Faktoren 

Spleißvarianten bekannt (Yang et al., 2002). Die Bindung der Transkriptionsfaktoren an die 

DNA erfolgt über einen hochkonservierten Bereich, welcher aus 100 Aminosäuren besteht. 

Die Bindestelle innerhalb der Transkriptionsfaktoren besteht aus einem Helix-Turn-Helix-

Motiv, welches sich aus jeweils drei -Helices sowie drei -Faltblättern am N-Terminus und 

zwei klassischen Loops oder butterfly like wings am C-Terminus zusammensetzt (Clark et al., 

1993). Variationen sind fehlende -Faltblätter und Loops oder weitere -Helices. Der zweite 

Loop der butterfly like wings ist für die eigentliche Bindung an die DNA zuständig (Tsai et 

al., 2007). Der Ort der Bindung an die DNA wird als DBE (DAF-16 family member-binding-

element) bezeichnet und hat die Konsensussequenz 5‘-TTGTTTAC-3‘ (Furuyama et al., 

2000; Biggs et al., 2001). 

Alle Faktoren haben einen ähnlichen Aufbau, unterscheiden sich aber in der Anzahl der Ami-

nosäuren. Die unterschiedlichen Elemente sind folgendermaßen vom N- zum C-Terminus 

angeordnet. Zuerst kommt die hochkonservierte Bindestelle DBD (DNA-binding-domain), 

mit deren Hilfe die FoxO-Faktoren an der DNA binden. Als nächstes folgen die NLS- (Nu-

clear localization sequence) sowie NES- (Nuclear export sequence) Regionen, welche für die 

Lokalisation der Faktoren innerhalb der Zelle von Bedeutung sind. Zum Abschluss folgt der 

TA- (Transactivation domain) Bereich am C-Terminus (siehe Abb. 1) (Greer und Brunet, 

2005; Obsil und Obsilova, 2008). Die Bindungseigenschaften der Transkriptionsfaktoren an 
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der DNA und damit deren Funktionen lassen sich mit posttranslationalen Veränderungen wie 

Phosphorylierung, Acetylierung oder Ubiquitinylierung modulieren. Diese Modifikationen 

können die Aktivität der einzelnen Faktoren verändern und somit einen direkten Einfluss auf 

die Expression der FoxO-Zielgene nehmen (Matsuzaki et al., 2003; Plas und Thompson, 

2003; Tsai et al., 2007). 

 

 

 

Abb. 1: Aufbau der FoxO-Proteine und deren Phosphorylierungsstellen 

Alle FoxO-Proteine besitzen denselben Aufbau, bestehend aus einer DNA-Bindedomäne (FH-DBD), der Kern-

lokalisations-Sequenz (NLS), der Kernexport-Sequenz (NES) und der Transaktivierungs-Domäne (TA). Eine 

wichtige Regulierung der Aktivität findet mittels Phosphorylierung an Serin/Threoninresten durch die Protein-

kinase B/Akt statt. Vom Grad der Phosphorylierung hängen der Verbleib im Nukleus und damit die Aktivität der 

Faktoren ab. 

FH DBD, Forkhead DNA binding domain; NLS, Nuclear localization sequence; NES, Nuclear export sequence; 

TA, Transactivation domain; modifiziert nach Greer und Brunet (2005), Obsil und Obsilova (2008) 

 

 

1.1.2 Funktion und Zielgene der FoxO-Proteine 

 

Ein großer Schritt zum Verständnis der Funktion der FoxO-Proteine wurde 1997 getan, als 

nachgewiesen wurde, dass sie homolog zum DAF-16-Protein (Abnormal dauer formation-16) 

aus C. elegans sind (Ogg et al., 1997). Im Folgenden stellte sich weiterhin heraus, dass dieses 

Protein durch Insulin und dessen weiteren Stoffwechselkaskaden reguliert werden kann 

(Dorman et al., 1995; Kimura et al., 1997). Bis zu diesen Entdeckungen war die Rolle der 

FoxO-Proteine im menschlichen Organismus noch nicht abschließend geklärt. Aus früheren 

Untersuchungen war bereits bekannt, dass sie eine wichtige Rolle bei den Genfusionen spie-

len, welche die Tumorentstehung fördern (Galili et al., 1993; Davis et al., 1994). So wurde 
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eine Fusion des FoxO1a-Gens mit dem PAX3- (paired boxed gene 3) beziehungsweise PAX7- 

(paired boxed gene 7) Gen bei Rhabdomyosarkomen beschrieben (Greer und Brunet, 2005). 

Der Faktor FoxO3a hingegen wurde zuerst im alveolären Rhabdomyosarkom und der Faktor 

FoxO4 in Leukämien entdeckt (Borkhardt et al., 1997, Anderson et al., 1998). Alle bei den 

aufgeführten Tumoren entstandenen neuen Fusionsproteine besitzen das DNA-Bindeelement 

sowie die Transaktivierungsdomäne der FoxOs (So und Cleary, 2002, 2003). Der Einfluss der 

FoxO-Transkriptionsfaktoren beschränkt sich jedoch nicht nur auf das Vorhandensein in Tu-

morzellen. Es stellte sich ferner heraus, dass sie ein breit gefächertes Aufgabenspektrum be-

sitzen. So sind die FoxOs sehr wichtig für den Zellzyklus, wo sie antiproliferativ und apopto-

sefördernd sind. Dazu regulieren sie dort an mindestens zwei wichtigen Stellen die Übergänge 

der Zellzyklus-Phasen. Zum einen steuern sie den Übergang der G1- in die S-Phase und zum 

anderen haben sie regulierenden Einfluss auf den Übergang zwischen der G2- und M-Phase. 

Dies geschieht unter anderem durch Aktivierung des Cdk- (cyclin-dependent kinase) Inhi-

bitors p27Kip (Medema et al., 2000) und p130 aus der RB- (Retinoblastom) Familie (Kops et 

al., 2002). Der Übergang der G2- in die M-Phase wird von den FoxOs hingegen durch 

GADD45 reguliert (Tran et al., 2002). Auf die Apoptose haben die FoxOs einen fördernden 

Einfluss. Dies geschieht unter anderem über die Regulation von BIM (BCL2-like 11) sowie 

bNIP3 (Bcl-2 and nineteen-kilodalton interacting protein-37), beides apoptosefördernde Pro-

teine aus der Bcl2- (b-cell lymphoma family 2) Familie, und die Zytokine Fas und TRAIL 

(TNF-related apoptosis-inducing ligand) (Brunet et al., 1999; Dijkers et al., 2000, Modur et 

al., 2002, Tran et al., 2002). 

Neben der Regulation des Zellzykluses und der Apoptose haben die FoxO-

Transkriptionsfaktoren aber auch noch einen großen Einfluss auf den Stoffwechsel innerhalb 

der Leber. Die Leber verhindert in Zeiten von Nahrungsmangel ein zu tiefes Absinken des 

Glukosespiegels im Blut und ist damit für die Glukosehomöostase von großer Bedeutung. 

Dieser Einfluss wird durch die Regulation von zwei Schlüsselenzymen, der G6Pase und 

PEPCK (Phosphoenolpyruvat carboxykinase), der Glukoneogenese gesteuert. Mit der Hilfe 

von Insulin lässt sich dieser Effekt wieder aufheben (O’Brien und Granner, 1996; O’Brien et 

al., 2001). Bei der G6Pase handelt es sich um das letzte Enzym innerhalb der Glukoneogene-

se. Es ist innerhalb der Leber im glatten endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und forciert 

eine Spaltung des Glukose-6-Phosphates in Glucose und anorganisches Phosphat (Van de 

Werve et al., 2000; van Schaftingen und Gerin, 2002). Neben der Förderung der Glukoneoge-

nese ist FoxO1a wahrscheinlich auch für eine erhöhte Nahrungsaufnahme und damit einem 

erhöhten Angebot von Glukose verantwortlich (Kitamura et al., 2006). Neben dem Glukose-
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stoffwechsel spielen die Faktoren aber auch noch eine wichtige Rolle beim Fettstoffwechsel 

innerhalb der Leber. Dort haben sie einen fördernden Einfluss auf die Bildung des Apoli-

poproteins ApoC-III. Dabei handelt es sich um ein Schlüsselenzym des Triacylglyzerid-

Stoffwechsels. Erhöhte Konzentrationen dieses Enzyms haben eine Hypertriglyceridämie zur 

Folge (Altomonte et al., 2004).  

Trotz der zahlreichen Synergien lassen sich die Aufgabenspektren der drei Isoformen aber 

noch weiter unterteilen, was durch „Knock-Out“-Versuche beobachtet wurde (Hosaka et al., 

2004). Dabei zeigte sich, dass nur ein kompletter FoxO1a Verlust auf Grund von Fehlanlagen 

der Gefäße zu einem intrauterinen Tod des Embryos am 11. Tag führte und damit letal war 

(Furuyama et al., 2004, Hosaka et al., 2004). Mäuse mit einem homozygoten Verlust von 

FoxO3a hingegen waren lebensfähig, die weiblichen Tiere wiesen jedoch einen infertilen 

Phänotyp auf (Castrillon et al., 2003). Ein „Knock-Out“ von FoxO4 führte letztlich zu keinen 

sichtbaren Veränderungen in der Entwicklung und im weiteren Verlauf (Hosaka et al., 2004). 

Als weitere wichtige Aufgabe wäre die protektive Wirkung der FoxO-Proteine gegenüber oxi-

dativem Stress zu nennen. In der Atmungskette entstehen reaktive Sauerstoffspezies wie das 

Superoxidanion oder Nichtradikale wie Wasserstoffperoxid. Erhöhungen der Konzentrationen 

von freien Radikalen führen auf Dauer zu Veränderungen der zellulären Strukturen (Sies, 

1986). Dies kann letztendlich zum Zelltod oder aber zur Entstehung von Krebs beitragen (Si-

es, 1991). Der oxidative Stress kann gemindert werden, indem innerhalb der Zellen die Ex-

pression von MnSOD (Mangan-Superoxiddismutase) und Catalase gesteigert wird (Kops et 

al., 2002, Nemoto und Finkel, 2002). Bei der MnSOD handelt es sich um eine der drei be-

kannten Superoxid-Dismutasen, die die Reaktion 2 H
+
 + 2 O2

-
  H2O2 + O2 katalysieren. Die 

MnSOD, oder auch SOD2, ist dabei im Mitochondrium lokalisiert, wohingegen die beiden 

anderen im Zytosol beziehungsweise extrazellulär vorliegen. In Tierversuchen zeigte sich, 

dass ein Fehlen der MnSOD zu einem frühzeitigen Versterben der Tiere führte. Dies unter-

streicht die Notwendigkeit dieser Enzyme für die Zellen (Chan, 2001). 

Zuletzt steht noch das Glykoprotein SelP (Selenoprotein P), welches in jeder Körperzelle ge-

bildet werden kann, unter dem Einfluss der FoxOs (FoxO1a). Die Leber bildet und sekretiert 

dabei circa 75% des gesamten SelPs ins Plasma (Read et al., 1990; Hill et al., 1996; Walter et 

al., 2008). Es handelt sich bei SelP um das zweite entdeckte Selenoprotein nach der Glutha-

tionperoxidase (Rotruck et al., 1973; Hermann, 1977). Im Gegensatz zur Glutathionperoxi-

dase, welche nur ein Selenocystein enthält, kann SelP jedoch bis zu 10 Serinreste enthalten 

(Flohe et al., 1973). Aktuell sind bei Ratten vier verschiedene Isoformen bekannt und es gibt 

Anzeichen dafür, dass es beim Menschen ähnlich ist (Akesson et al., 1994; Himeno et al., 
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1996). In früheren Publikationen konnte gezeigt werden, dass SelP neben der Regulation 

durch die FoxOs auch durch Insulin reguliert wird (Speckmann et al., 2008; Walter et al., 

2008). Der Einbau des Selenocysteins in das SelP wird über zwei SECIS (Selenocystein inser-

tion sequence) Abschnitte reguliert, welche beide in der 3‘ UTR (untranslated region) der 

SelP-mRNA liegen (Stoytcheva et al., 2006). Der Einbau der Aminosäure Selenocystein ge-

staltet sich im Gegensatz zu den restlichen Aminosäuren jedoch komplizierter, da es sich bei 

dem Codon UGA auch um ein Stopcodon handelt (Hill et al., 1991). Die Aufgabe des SelPs 

ist vor allem der Transport des Spurenelements Selen zu den verschiedenen Organen wie der 

Niere und den Hoden (Burk et al., 2009). Eine wichtige Rolle kommt dem SelP ebenfalls bei 

der Bestimmung der Selenplasmaspiegel und damit der Selenaufnahme zu (Meplan et al., 

2007). Abschließend zeigen neuere Studien, dass dem SelP womöglich eine große Bedeutung 

bei der Entstehung beziehungsweise der Entwicklung des Diabetes mellitus Typ 2 zukommen 

könnte. Bei Patienten, die an Diabetes mellitus Typ 2 erkrankt sind, sind neben erhöhten Blut-

glukosewerten auch erhöhte Plasmaspiegel des SelPs nachweisbar. Liegen normale Spiegel 

des SelPs und damit des Selens vor, findet eine Steuerung des SelP-Spiegels durch Insulin 

statt. Ist dieses System jedoch gestört, wie zum Beispiel bei einem Diabetes, kann ein erhöh-

ter SelP-Spiegel zu einer Insulinresistenz im Gewebe führen (Misu et al., 2010). 

 

 

1.1.3 Regulation der FoxO-Proteine durch posttranslationale Modifikationen 

 

 

Phosphorylierung durch den PI3K/Akt Signalweg 

 

Aus Caenorhabditis elegans war lange vor der Entdeckung der FoxOs das FoxO Homolog 

DAF16 bekannt (Kenyon et al., 1993). Nachdem dieser Faktor bekannt war, wurde im weite-

ren downstream des DAF Proteins ein regulierendes Protein nachgewiesen, welches von er-

heblicher Bedeutung für die Signalkaskade ist, AGE-1 (Dorman et al., 1995). Im Folgenden 

stellte sich heraus, dass AGE-1 ein Ortholog zu der katalytischen Untereinheit der PI3K 

(Phosphatidylinositol 3-kinase) bei Säugetieren ist (Morris et al., 1996; Kimura et al., 1997). 

Weitere Versuche mit speziellen Inhibitoren ergaben, dass die Proteinkinase B/Akt unterhalb 

der PI3K eingeschaltet ist (Burgering and Coffer, 1995; Franke et al., 1995). Der Signalweg 

über die Proteinkinase B/Akt ist somit ein hochkonservierter Signalweg innerhalb der Zelle.  

Ein Wachstumsfaktor, beispielsweise Insulin, bindet an den passenden Rezeptor auf der Zell-
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membran. Der Insulinrezeptor ist ein Heterotetramer und gehört zur Klasse der Tyrosinkina-

sen. Von diesem Rezeptor liegen im Menschen zwei bekannte Isoformen vor, der Insulinre-

zeptor A und B. Beide Isoformen liegen als Tetramer vor und setzen sich aus je zwei Un-

tereinheiten zusammen. Dabei handelt es sich um die N-terminal gelegene - und die C-

terminal, in der Membran liegende, -Untereinheit, welche per Disulfidbrücke miteinander 

verbunden sind. (Sun et al., 1991; Denley et al., 2003). Nach erfolgter Anlagerung des Sig-

nalmoleküls an der -Untereinheit kommt es innerhalb der -Untereinheit zu einer Autophos-

phorylierung des Rezeptors, welcher nun direkt an SH2 (SRC-homologe 2)-Domänen gebun-

den werden kann, etwa des IRS 1/2 (Insulin rezeptor substrat) oder der PI3K (White 1998; 

Virkamäki et al., 1999).  

Die PI3K setzt sich wieder aus zwei Untereinheiten, der katalytischen (p100) und der Adap-

tereinheit (p85), welche an den Rezeptor bindet, zusammen. Die Klasse eins der PI3K lässt 

sich anhand ihrer Aktivierungsform ebenfalls noch in zwei Unterklassen einteilen. Bei der 

oben erwähnten Kinase handelt es sich auf Grund ihrer Aktivierung, nämlich mittels einer 

Rezeptortyrosinkinase, um die Klasse IA. Erfolgt die Bindung an den Rezeptor, beginnt die 

katalytische Einheit damit, PIP3‘,4‘ (Phosphatidylinositol-3‘,4‘-bisphosphat), welches an der 

inneren Zellmembran gebunden ist, in PIP3‘,4‘,5‘ (Phosphatidylinositol-3‘,4‘,5‘-triphosphat) 

umzuwandeln (Hunter, 2000; Cantley, 2002). An dieses bindet nun mittels PH-Domäne 

(pleckstrin-homology) die PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) und die 

Proteinkinase B/Akt (Pawson und Nash, 2000). Die Erstbeschreibung der Akt fand im Zu-

sammenhang mit viralen Onkogenen im Jahre 1991 statt (Bellacosa et al., 1991). Im Moment 

sind beim Menschen drei Mitglieder der Akt-Gruppe bekannt, die PKB  (Akt1), PKB  

(Akt2) und PKB  (Akt3) (Datta et al., 1999; Murthy et al., 2000). Nachdem sich die Akt er-

folgreich mittels der PIP3‘,4‘,5‘ an die innere Zellmembran angelagert hat, kommt es zu einer 

Konformationsänderung dieser. Dadurch werden zwei wichtige Phosphorylierungsstellen an 

der Akt freigelegt. Durch Phosphorylierung der nun freigelegten Stellen mittels der PDK1 an 

der Aminosäure Threonin 308 und der PDK2 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 2) 

am Serin 473 (Alessi et al., 1997a, 1997b, 1998) kommt es zur Aktivierung.  

Zu den Aufgaben der Akt im Stoffwechsel zählt unter anderem die Regulation des Zellzyklus-

es über Hemmung der proapoptotischen Faktoren p21 und p27 und der FoxO-Proteine, sowie 

der GSK3 (Glycogensynthase kinase 3). mTOR (mammalian target of rapamycin) sowie IRS-

1 (Insulin receptor substrate-1) hingegen werden vermehrt aktiviert. Infolgedessen und der 

Tatsache, dass die Akt antiapoptotisch über Hemmung von Caspasen und Bad wirkt, gehört 
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sie somit zur Gruppe der Protoonkogene (Blume-Jensen und Hunter, 2001). 

Die Aktivierung der PI3K und damit der Akt kann mittels zweier Phosphatasen negativ beein-

flusst werden. Dazu zählen die in Abb. Nr. 2 gezeigten PTEN (Phosphatase and tensin homo-

log) sowie SHIP (SH2-containing inositiol phosphatase) 1 und 2. Beide dephosphorylieren 

das PIP3‘,4‘,5‘ und verhindern damit eine weitere Aktivierung der downstream gelegenen 

Akt. Unterschiede gibt es jedoch in der Position, an der beide angreifen. So dephosphoryliert 

PTEN PIP3‘,4‘,5‘ an der 3'-Position, wohingegen SHIP1/2 dies an der 5'-Position durchführt 

(Stambolic et al., 1998; Liu et al., 1999; Weng et al., 1999). 

 

 

 

Abb. 2: Die Aktivierung der Proteinkinase B/Akt 

Nach erfolgter Anlagerung des Insulinmoleküls an den Rezeptor kommt es zur Aktivierung und damit zur Phos-

phorylierung der Akt. Dies führt zu einer Phosphorylierung der FoxO-Faktoren und damit einer Ausschleusung 

aus dem Zellkern.  

SelP, SelenoproteinP; G6Pase, Glucose-6-Phosphatase; MnSOD, Mangan-Superoxid-Dismutase; DBE, DAF-16 

binding element, P, Phosphorylierung; modifiziert nach Puig und Mattila (2011). 

 

Die Proteinkinase B/Akt phosphoryliert die FoxO-Transkriptionsfaktoren an den Konsen-

sussequenzen mit der Abfolge (RXRXXS/T). Dabei handelt es sich um hochkonservierte Se-

quenzen, die zuerst bei C. elegans beschrieben wurden (Alessi et al., 1996; Greer und Brunet, 
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2005). Die Faktoren FoxO1a, 3a und 4 besitzen jeweils drei unterschiedliche Phosphorylie-

rungsstellen. Abb. 1 verdeutlicht die genaue Position der Phosphorylierungsstellen der Fakto-

ren. Wichtig ist die Tatsache, dass der Faktor FoxO6 im Gegensatz dazu nur zwei Phosphory-

lierungsstellen besitzt, nämlich Threonin 26 und Serin 184. (Jacobs et al., 2003). Durch die 

Phosphorylierung kommt es innerhalb des FoxO-Proteins zu einer Konformationsänderung, 

was dazu führt, dass die Kernlokalisationssequenz (NLS) verdeckt wird. Durch diese Ände-

rung kommt es zu einer Anlagerung an 14-3-3 Chaperone innerhalb des Nukleus und damit zu 

einer Ablösung der Faktoren von der DNA. Durch eine weitere Umlagerung wird nun die 

Kernexportsequenz (NES) freigelegt, welche sich am C-Terminus befindet. Dadurch ist es 

nun dem Exportprotein Exportin/Crm1 (Chromosome region maintenance 1) möglich, die 

FoxO-Faktoren aus dem Kern in das Zytosol auszuschleusen (Biggs et al., 1999; Brownawell 

et al., 2001; Brunet et al., 2002). Diese lösen sich im Zytosol von dem Komplex nun wieder 

ab und FoxO ist alleine an das 14-3-3 Protein gebunden (Biggs et al., 1999; Brunet et al., 

1999). Die Bindung des 14-3-3-Proteins an die FoxOs führt so zu einer Hemmung des erneu-

ten Imports in den Nukleus durch Überlagerung der NLS-Sequenz (Brownawell et al., 2001; 

Rena et al., 2001). Mutationen in den Phosphorylierungsstellen, zum Beispiel durch Aus-

tausch des Threonins beziehungsweise Serins durch Alanin, führen zu einem dauerhaften Ver-

bleib der Faktoren im Zellkern (Takaishi et al., 1999). Eine Ausnahme dabei bildet jedoch der 

Faktor FoxO6. Wie oben erwähnt, besitzt dieser nur zwei Phosphorylierungsstellen. Diese 

Tatsache verhindert einen Export aus dem Nukleus. Eine Aktivierung der Akt, und damit die 

Phosphorylierung des Faktors, bewirkt jedoch trotz fehlendem Exports eine Abnahme seiner 

Aktivität (Jacobs et al., 2003; van der Heide et al., 2005).  

Neben der Akt gibt es mit der SGK (serum and glucocorticoide inducible kinase) noch eine 

weitere Kinase, welche in der Lage ist, an den oben erwähnten Stellen Phosphatgruppen an-

zuhängen. Dabei handelt es sich ebenfalls um eine Kinase, welche durch den PI3K-Weg regu-

liert wird (Cantley et al., 2002). Die Phosphorylierung dieser drei Stellen wird von vielen 

Wachstumshormonen, wie Insulin (Kops und Burgering, 1999; Nakae et al., 1999), IGF-I (In-

sulin-like growth factor I) (Brunet et al., 1999, Rena et al., 1999), EGF (epidermal growth 

factor) (Jackson et al., 2000) oder NGF (nerve growth factor) reguliert (Zheng et al., 2002). 

Neben der Steuerung der FoxO-Proteine durch den PI3K/Akt-Signalweg gibt es jedoch noch 

weitere Möglichkeiten, die Faktoren zu phosphorylieren und damit deren Aktivität zu min-

dern.  
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Weitere Kinasen 

 

Außerhalb des PI3K/Akt- Signalweges ist die CDK2 (cyclin-dependent kinase 2) zu nennen. 

Sie nimmt eine wichtige Rolle im Zellzyklus beim Übergang der G1- in die S-Phase ein. Ist 

sie aktiv, führt sie durch eine Phosphorylierung des Faktors FoxO1a an zwei Serinen zu einem 

Export aus dem Kern und damit zu einer Aufhebung des Einflusses von FoxO1a auf den Zell-

zyklus (Huang et al., 2006). Unabhängig vom PI3K/Akt-Signalweg regulieren die I K (I B 

kinase) sowie die ERK (extracellular signal-regulated protein kinase) FoxO3a (Hu et al., 

2004). Liegt FoxO3a im Zytosol vor, wird es beim I K-Signalweg nach Polyubiquitinierung 

abgebaut. Beim ERK-Weg läuft der Abbau ähnlich ab, hier findet ein Abbau mittels der E3 

Ubiquitin Ligase MDM2 (Mouse double minute 2) statt (Yang et al., 2008).  

Allerdings führt eine Phosphorylierung wie oben beschrieben nicht immer zwangsläufig zu 

einer Verminderung der Expression und damit der Aktivität der FoxO-Zielgene. In C. elegans 

und Drosophila melanogaster zeigte sich, dass eine JNK (c-Jun N-terminalen Kinase) Akti-

vierung zu einer Verlängerung der Lebensspanne führte (Oh et al., 2005; Wang et al., 2005). 

Dieses Enzym hat eine große Bedeutung für die Reduktion von oxidativem Stress innerhalb 

der Zellen. Liegt er in Form einer erhöhte Konzentration von H2O2 vor, führt dies über JNK  

zu einer Aktivierung der Isoform FoxO4 (Essers et al., 2004).  

 

 

Acetylierung 

 

Die Regulationsmöglichkeiten der FoxO-Transkriptionsfaktoren beschränken sich allerdings 

nicht nur auf die Phosphorylierung. Ein weiterer wichtiger Mechanismus ist die Acetylierung 

der Faktoren an verschiedenen Lysinresten innerhalb der DNA-Bindedomäne (Fukuoka et al., 

2003; Greer und Brunet, 2008). Dies geschieht durch einen Komplex aus p300/CBP (CREB 

binding protein), welcher mit den FoxOs reagiert und damit zu einer Verminderung der Tran-

skription der FoxO-Zielgene führt. Dieser Effekt kann durch Sirt1, eine NAD-abhängige 

Deacetylase (Nikotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid), welche ein Sir2 Ortholog der Säuge-

tierzellen ist, aufgehoben werden. (Chan et al., 2001; Brunet et al., 2004; Daitoku et al., 

2011). Mittels einer Deacetylierung durch Sirt1 ist die Zelle in der Lage, die Expression so-

wohl von Genen, welche von Bedeutung für den Schutz des Zellzykluses gegen Stress sind, 

zu fördern, als auch die Expression von apoptosefördernden Genen zu hemmen (Kitamura et 

al., 2005). 
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Ubiquitinylierung 

 

Eine weitere Möglichkeit, die Aktivität der FoxO-Faktoren zu senken, ist deren Degradation 

durch das 26S Proteasom. Damit dieser Schritt jedoch funktioniert, müssen einige Vorausset-

zungen erfüllt werden. Zum einen müssen die FoxOs im Zytoplasma liegen und zum anderen 

FoxO1a und FoxO3a vorher durch die Akt phosphoryliert worden sein (Plas and Thompson, 

2003; Huang et al., 2005). Ist das der Fall, werden die Faktoren durch das Protein Skp2 mar-

kiert, welches ein Teil des SCF E3 Ubiquitin-Ligasekomplexes (Skp1/Cul1/F-box) ist. Zurzeit 

ist dieser Abbau mittels Skp2 nur für den Faktor FoxO1a beschrieben (Huang et al., 2005). 

Für den Faktor FoxO3a ist für diese Art des Abbaus die I K von Bedeutung (Hu et al., 2004).  

 

 

Glycosylierung 

 

Als letzte posttranslationale Modifikation wäre noch die Glycosylierung zu nennen. Dies ge-

schieht durch das Enzym O-GlcNAc Transferase (O-linked N-Acetylglucosamine-

Transferase). Dieses System reagiert vor allem auf wechselnde Glukosespiegel und Stress 

innerhalb der Zelle. Nach einer Glycosylierung von FoxO1a wird die Expression der G6Pase 

gesteigert (Kuo et al., 2008). 

 

 

1.2 Der PPAR-Signalweg 

 

Der PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor) Signalweg wurde 1990 zuerst be-

schrieben (Issemann und Green, 1990). Mittlerweile sind drei PPAR-Isoformen bekannt, näm-

lich , und oder (Desvergne und Wahli, 1999; Michalik et al., 2002). Innerhalb der 

Zellen agieren die drei Isoformen als Fettmolekülsensoren. Durch Bindung an den Retinoid-

X-Receptor (RXR) bilden sie Dimere, was zu einer Regulation der Expression von Genen des 

Energiestoffwechsels und der Entzündungsprozesse führt (Kliewer et al., 2001; Michalik und 

Wahli, 2006). Im Nukleus erfolgt die Bindung an die DNA im Bereich der PPREs (PPAR 

responsive elements), welche aus einer aus sechs Basen bestehenden Konsensussequenz mit 

der Basenabfolge AGGTCA aufgebaut sind (Desvergne und Wahli, 1999). Wie auch bei den 

FoxO-Faktoren gibt es hier Unterschiede in der Verteilung der einzelnen Isoformen in den 

verschiedenen Geweben. PPAR  wird bei Nahrungsmangel vermehrt in der Leber gebildet. 
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Die PPAR -Synthese hingegen wird bei der Nahrungsaufnahme gesteigert und hat die höchs-

te Expression im Fettgewebe. Der letzte Faktor, PPAR / , ist ubiquitär verteilt und hat das 

höchste Vorkommen im Magen (Desvergne und Wahli, 1999; Escher et al., 2001; Fredenrich 

und Grimaldi, 2005). Die Transkriptionsfaktoren arbeiten dabei eng mit anderen Faktoren wie 

zum Beispiel den FoxOs und PGC-1  zusammen. Aus früheren Publikationen ist bekannt, 

dass eine Aktivierung von FoxO über eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors PGC-1  zu 

einer verstärkten Expression der PPAR  Zielgene führen kann (Vega et al., 2000; Puigserver 

et al., 2003). FoxO1a und PPAR  hemmen sich hingegen gegenseitig (Dowell et al., 2003). 

Die Regulation der Faktoren ist vielfältig. So wird die Aktivität des Transkriptionsfaktors 

PPAR durch eine Phosphorylierung in der N-terminalen Domäne vermindert. Dies wird wie 

bei den FoxO-Faktoren durch ERK vermittelt, welche Mitglieder der MAP-(Mitogen-

activated-protein) Kinase-Familie sind. Die transkriptionale Aktivität von PPAR  kann eben-

falls mittels einer Phosphorylierung durch JNK reduziert werden (Hu et al., 1996; Camp et al., 

1999). Die jeweilige Aktivität von PPAR hängt ebenfalls von der Ligandenbindung ab. Hat 

ein Ligand an das Heterodimer aus PPAR und RXR gebunden, kommt es zu einer Expression 

der jeweiligen Zielgene. Ohne gebundenen Liganden am Heterodimer jedoch wird die Aktivi-

tät der Transkriptionsfaktoren durch Repressorproteine wie beispielsweise der HDAC (Histo-

ne deacetylase) unterdrückt (Yu und Reddy, 1997; McKenna und O’Malley, 2002). Bei den 

Liganden gilt es zwischen natürlichen und künstlichen Liganden zu unterscheiden. Als natür-

liche wären zum einen ein Metabolit von Prostaglandin D2 zu nennen, 15d-PGJ2, sowie zum 

anderen die oxidierten Lipoproteine HODE (9-hydroxy und 13-hydroxy octadecadieoic a-

cids). Bei den Glitazonen (TZD), welche zur Therapie des DMT2 eingesetzt werden, handelt 

es sich beispielsweise um künstliche Liganden (Nagy et al., 1998; Tontonoz P et al., 1998; 

Bailey, 2000). Ihre volle Wirkung entfalten sie wahrscheinlich über eine Aktivierung speziel-

ler Gene innerhalb der Adipocyten. Dort verbessern sie die Wirkung von Insulin und verhin-

dern so die Freisetzung von freien Fettsäuren (Takano und Komuro, 2009).  

 

 

1.3 Antidiabetika 

 

Für die Therapie des Diabetes mellitus stehen verschiedene Medikamente zur Verfügung (vgl. 

Herold Innere Medizin, Seite 710-714). Alle Medikamente haben das Ziel, die eigentliche 

Ursache der Erkrankung, den relativen oder absoluten Insulinmangel, auf unterschiedliche Art 
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und Weise zu reduzieren. Dabei gilt es, eine orale von einer parenteralen Therapie zu unter-

scheiden. Die oralen Therapeutika sind allerdings nur für den für diese Arbeit relevanten 

DMT2 indiziert.  

In dieser Medikamentengruppe gilt es die beta-zytotrop wirkenden Medikamente von den 

nicht-beta-zytotrop wirkenden Medikamenten zu unterscheiden. Die zuerst genannten Medi-

kamente wirken hauptsächlich über eine verstärkte Freisetzung des Insulins aus den Beta-

Zellen der Bauchspeicheldrüse. Hierunter fallen die Sulfonylharnstoffe, die Glinide sowie als 

neuere Medikamente die GLP1-Analoga  und DPP4-Hemmer.  

Die andere große Gruppe der oralen Antidiabetika entfaltet ihre Wirkung nicht über eine er-

höhte Freisetzung des Insulins aus der Bauchspeicheldrüse. Dazu gehört das in der vorliegen-

den Arbeit verwendete Biguanid Metformin sowie das Troglitazon aus der Gruppe der Glita-

zone. Ebenfalls zu dieser Gruppe gehören noch die -Glukosidase-Hemmer. 

Zuletzt besteht noch die Möglichkeit der parenteralen Therapie mit verschiedenen Insulinar-

ten.  

Im Weiteren wird jedoch nur auf die beiden, für die vorliegende Arbeit relevanten Antidiabe-

tika, Metformin und Troglitazon, eingegangen. 

 

 

1.3.1 Metformin 

 

Metformin zählt zur Gruppe der Biguanide und wird in Europa seit langem zur Behandlung 

des DMT2 eingesetzt (Bailey und Turner, 1996). Die Wirkungen auf den Stoffwechsel sind 

vielseitig. Sie beginnen bei der Verminderung der Blutglukosespiegel über beispielsweise eine 

Senkung der Glukoseabgabe aus der Leber bis hin zur Verbesserung des Fettstoffwechsels 

(Kirpichnikov et al., 2002). Trotz jahrelanger Forschung ist der genaue Mechanismus der 

Wirkung des Metformins jedoch nach wie vor nicht vollständig geklärt. Die Wirkung inner-

halb der Zelle lässt sich vermutlich auf eine Aktivierung der AMPK (Adenosine 5'-

monophosphate-actived protein kinase) zurückführen. Die AMPK ist ein wichtiger Sensor für 

den Energiestatus der Zellen. Ein starker Aktivator ist ein erhöhtes AMP/ATP-Verhältnis in-

nerhalb der Zelle (Hardie und Hawley, 2001; Zhou et al., 2001). Wurde die AMPK aktiviert, 

hat sie vielfältige Wirkungen auf den Stoffwechsel. Innerhalb der Leberzellen führt Metfor-

min zu einer verminderten Glukoseproduktion mittels Hemmung der Expression wichtiger 

Gene der Glukoneogenese (u.a. der G6Pase und PEPCK) und der Glykogenolyse. Eine Sen-

kung des Plasmaspiegels der Glukose wird weiterhin durch eine vermehrte Aufnahme in den 
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Skelettmuskel erreicht. Dazu werden durch Metformin vermehrt insulinsensitive Glukose-

transporter des Typs 4 in die Zellmembran eingelagert (Radziuk et al., 2003). Bei Patienten 

mit Fettstoffwechselstörungen bewirkt Metformin über einen noch unbekannten Weg eine 

Hemmung der Fett- und Cholesterinsynthese und damit eine Senkung der TAG-Spiegel (De-

Fronzo und Gooman, 1995; Rena et al., 2013). 

 

 

1.3.2 Troglitazon 

 

Die Wirkung der Glitazone auf den Glukosestoffwechsel begründet sich auf eine agonistische 

Wirkung auf den PPAR -Rezeptor (Day, 1999). Als erstes Medikament der Gruppe der Glita-

zone kam Troglitazon auf den Markt. Da während der Therapie jedoch eine Lebertoxizität 

nachgewiesen wurde, welche in einigen Fällen bis zu einem Leberversagen führte, wurde die 

Zulassung 1997 in Großbritannien und 2000 in den USA und Japan wieder rückgängig ge-

macht. Nachfolgepräparate sind Pio- und Rosiglitazon (Krentz et al., 2000). Die Wirkungen 

von Troglitazon sind vielfältig. So führt eine Stimulierung des PPAR -Rezeptors zu einer 

Differenzierung der Präadipocyten zu Adipocyten sowie zu einer Apoptose älterer Adipocy-

ten. Die neu differenzierten Adipocyten sind kleiner und insulinsensitiver als die Vorgänger-

zellen (Kahn et al., 2000; Arner, 2003). Daneben führt eine Einnahme zu einer gesteigerten 

Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur mittels GLUT4 sowie zu einer verminderten Glu-

kosefreisetzung im Körper. Dies wird vermutlich dadurch erreicht, indem das Troglitazon die 

Konzentration von nichtveresterten Fettsäuren im Plasma senkt und die Glukoneogenese in-

nerhalb der Leber vermindert (Day, 1999). Der Einfluss auf die Fettsäuren wird möglicher-

weise über die Hemmung der mitochondrialen und mikrosomalen Langketten-Acyl-CoA Syn-

thetase vermittelt. Die Hemmung der Glukoneogenese findet wahrscheinlich auf der Ebene 

der Pyruvat-Carboxylase und der Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase statt (Fulgen-

cio et al., 1996).  

Beide Medikamente, Metformin und Troglitazon, wurden bzw. werden zur Behandlung des 

Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt. Nach der Einnahme führen sie zu einer Herabsetzung der 

Insulinresistenz und zählen damit zur Klasse der Insulinsensitizer (Chiarelli und Marzio., 

2008). 
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1.4 Fragestellung 

 

Im Rahmen dieser Dissertation soll die Wirkung von FoxO-Transkriptionsfaktoren auf spezi-

elle Zielgene wie Selenoprotein P, Glucose-6-Phosphatase und der Mangan-

Superoxiddismutase untersucht werden. Die Regulation dieser Faktoren erfolgt unter anderem 

über Insulin und den PI3K/Akt-Weg, was in der vorliegenden Arbeit betrachtet werden soll. 

Folgende Fragen sollen hier beantwortet werden: 

 

a) Welche Konsequenz hat die Überexpression von FoxO-Transkriptionsfaktoren für 

die Promotoraktivität von FoxO-Zielgenen (Selenoprotein P, Glucose-6-

Phosphatase und Mangan-Superoxiddismutase) sowie die Expression dieser Gene ? 

 

b) Wirkt sich die Überexpression der FoxO-Isoformen 1a, 3a und 4 unterschiedlich 

 auf die Aktivität der genannten Promotoren aus ? 

 

c) Finden sich die auf Promotorebene identifizierten Effekte einer FoxO-

Überexpression in unterschiedlichen Zelllinien  (HepG2 und HuH7) wieder ? 

 

d) Wie beeinflussen Insulin sowie die Pharmaka Metformin und Troglitazon die unter- 

 suchten FoxO-responsiven Systeme ? 
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2. Material und Methoden 

 

Die Substanzen in dieser Arbeit stammten, sofern nicht anders angegeben, alle von Sigma - 

Aldrich (München), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe). Zur Herstellung der Lösungen 

wurde Reinstwasser aus einer Milli-Q-Anlage (Millipore, Eschborn) verwendet. Einwegarti-

kel für die Zellkultur wurden von Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) bezogen. 

 

 

2.1 Eukaryontische Zellkultur 

 

2.1.1 Stammhaltung und Anzucht der Zelllinien 

 

Humane Hepatomzellen (HepG2 und HuH7, vgl. Tabelle 2.1.2) wurden in Dulbecco's modifi-

ed Eagle's Medium (DMEM; PAA, Österreich) mit 4,5 g/l Glukose, welches mit 10% (v/v) 

FCS (fetal calf serum, PAA), 2 mM Glutamax (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) und 1% Penicil-

lin/Streptomycin (PAA) versetzt war, kultiviert. Für die Transfektion der HuH7-Zellen wurde 

Opti-MEM (Invitrogen) ohne jegliche Zusätze verwendet.  

Die Zelllinien wurden bei 37° Celsius in einer wasserdampfgesättigten und mit 5% (v/v) CO2 

versetzten Atmosphäre kultiviert. Nach 2-3 Tagen hatten die Zellen eine Konfluenz von 60-

80% erreicht und wurden mittels PBS (Phosphate buffered saline, pH 7,4; 2,6 mM KCl, 1,4 

mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 6,4 mM Na2HPO4) gewaschen. Der Waschpuffer wurde vor-

sichtig abgesaugt und die Zellen zum Ablösen für 3-5 Minuten im Brutschrank mit einem 

Trypsin-EDTA/PBS Gemisch inkubiert. Anschließend wurde die Trypsinisierung durch Zuga-

be des Komplettmediums gestoppt und die Suspension bei 1500g und 4 °C für 2 Minuten ab-

zentrifugiert. Nach Abnahme des Überstandes wurden die Zellen wieder in Komplettmedium 

aufgenommen und je nach gewünschter Verdünnung auf Kulturschalen/-flaschen der Firma 

Greiner verteilt. 

 

 

2.1.2 Einfrieren und Auftauen der Zelllinien 

 

Bei einer Konfluenz von circa 80% wurden die Zellen nach dem Abstoppen der Trypsinisie-

rung mit Vollmedium bei 1500g und 4 °C für 2 Minuten abzentrifugiert (s. 2.1.1). Die Pellets 
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wurden in Gefriermedium (DMEM + 20% (v/v) FCS + 10% (v/v) DMSO) aufgenommen und 

bei -80°C im Gefrierschrank aufbewahrt.  

Zum Auftauen wurden die Zellen zügig in 75 cm² Kulturflaschen mit Komplettmedium über-

führt. Nach 4-5 Stunden wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und durch neues Komplett-

medium ersetzt, um die zellschädigende DMSO-Konzentration zu verringern.  

 

 

2.1.3 Mykoplasmentest 

 

Einmal im Monat wurden die Zelllinien auf Verunreinigungen mit Myklopasmen untersucht. 

Dazu wurde ein Kit der Firma VenorGeM Mykoplasmen-Nachweis verwendet. Alle Zellen, 

welche in den folgenden Versuchen verwendet wurden, waren Mykoplasmen-negativ. 

 

 

2.1.4 Behandlung 

 

Die Zellen wurden mit einer Konfluenz von circa 70% in Komplettmedium in 35 mm 

(Durchmesser)-Schalen ausgesät. Am nächsten Tag wurde das Medium abgenommen, die 

Schalen mit den Zellen gewaschen und das Medium durch FCS-freies Medium ersetzt. Die 

Zellen wurden für 24h inkubiert und am folgenden Tag behandelt. Die HepG2-Zellen wurden 

mit Insulin (100 nM; Roche Biochemicals Mannheim) und Metformin (2 mM; Sigma, Tauf-

kirchen) bei gleichbleibender Dosierung behandelt. Von Troglitazon (Sigma Aldrich) und 

GW9662 (Sigma Aldrich) wurden hingegen verschiedene Dosierungen eingesetzt. Als Lö-

sungsmittel für Troglitazon und GW9662 diente DMSO, was auch als Negativkontrolle ver-

wendet wurde. Die HuH7-Zellen wurden mit Insulin (100 nM) und Lithiumchlorid in aufstei-

gender Konzentration behandelt. Für die Reportergenassays wurden die Proben 24 h nach der 

Behandlung in einem passiven Lyse-Puffer (PLB, Qiagen) lysiert und bei -20 °C verwahrt. 

Für die Gewinnung der Proben für quantitative RT-PCR wurde bis zur Lyse wie oben verfah-

ren. Anstelle eines PLB wurden die Zellen jedoch in β-Mercaptoethanol-Puffer (Qiagen) ly-

siert und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
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2.1.5 Transiente Transfektion 

 

(i) HepG2 

 

Zur Transfektion der HepG2-Zellen wurden diese in 35 mm Schalen bis zu einer Konfluenz 

von ungefähr 70% herangezogen. Das Medium wurde entfernt und die Zellen mit 24 µg Po-

lyfect (Qiagen), 0,75 µg Reporterplasmid, 0,75 µg Expressionsvektor und 0,1 µg pRL-SV40 

in FCS-freiem Medium nach den Herstellerangaben (Qiagen, Polyfect) transfiziert. Nach wei-

teren 24 Stunden wurden die Zellen dann mit den jeweiligen Chemikalien bzw. Medikamen-

ten behandelt. 

 

(ii) HuH7 

 

Die Zellen wurden wie bei (i) ausgesät. Am nächsten Tag, nach einer 24-stündigen Inkubati-

onszeit, wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 4 µg Lipofectamine 2000 (Invitrogen), 

0,75 µg Reporterplasmid, 0,75 µg Expressionsvektor und 0,1 µg pRL-SV40 in 0%-Medium 

nach den Herstellerangaben (Invitrogen, Lipofectamine) transfiziert. Da die Transfektionseffi-

zienz mit Polyfect laut Herstellerangaben mangelhaft war, wurde für diese Zelllinie Lipo-

fectamine 2000 genutzt. Zur Steigerung der Transfektionseffizienz wurde FCS-freies Medium 

ohne weitere Zusätze (Glutamax, Penicillin/Streptomycin) verwendet. Da für eine weitere 

Kultivierung der Zellen jedoch Zusätze (Glutamax, Penicillin/Streptomycin) im Medium nö-

tig waren, wurde nach circa vier Stunden 750µL Mangelmedium hinzugegeben. Der weitere 

Ablauf ist identisch mit (i). 

 

Eine Übersicht der verwendeten Plasmide findet sich in Tabelle 2.1.1 

 

Tabelle 2.1.1 Herkunft und Beschreibung der verwendten Plasmide 

Bezeichnung Bemerkung Referenz 

SelP-Promotor SeP-Promotor in pGL3-basic;  

Resistenz: Amp 

Dreher et al., 1997; Mostert et 

al., 2001 

G6Pase-Promotor G6Pase-Promotor in pGL3-basic; 

Resistenz: Amp 

Freundlicherweise von PD Dr. 

A. Barthel (BG Kliniken Berg-

mannsheil, Bochum) zur Verfü-

gung gestellt. 

MnSOD-Promotor MnSOD-Promotor in pGL3-basic Freundlicherweise von Prof. Dr. 
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Resistenz: Amp B.M.T. Burgering (UMC Ut-

recht, Niederlande) zur Verfü-

gung gestellt. 

FOP-Flash Thymidine Kinase-minimal Promotor; mu-

tierte TCF-binding site 

Resistenz: Amp 

Upstate Biotechnology 

TOP-Flash Thymidine Kinase-minimal Promotor, Wild-

typ TCF-binding site 

Resistenz: Amp 

Upstate Biotechnology 

FoxO1a FKHR cDNA in pcDNA6.2/nLumio-DEST; 

Resistenz: Amp 

Die Klonierung der 

Fragmente in den Vektor 

pcDNA 6.2/nLumio-DEST 

wurde freundlicherweise von 

Elisabeth Sauerbier aus der AG 

Klotz durchgeführt. 

 

FoxO3a wt FoxO3a cDNA in pcDNA6.2/nLumio-DEST; 

Resistenz: Amp 

Foxo4 AFX cDNA in pcDNA6.2/nLumio-DEST; 

Resistenz: Amp 

-Catenin -Catenin in pEGFP-C1 Addgene #16071 

 

Tabelle 2.1.2 Herkunft und Beschreibung der verwendeten Zelllinien 

Zelllinie Bemerkung Referenz 

HepG2 Humane Hepatomzellen aus einem gut 

differenzierten hepatozellulären Karzinom eines 

15 jährigen kaukasischen Jungen 

European Collection of Cell 

Cultures, Salisbury, UK (ECACC 

No.: 85011430)  

 

HuH7 Humane Hepatomzellen aus einem Tumor eines 

57 jährigen Japaners im Jahre 1982 

Freundlicherweise von Dr. Verena 

Keitel (Universitätsklinikum Düsseldorf, 

Klinik für Gastroenterologie, Hepatolo-

gie und Infektiologie) zur Verfügung 

gestellt. 

 

 

2.2 Prokaryotische Zellkultur 

 

2.2.1 Anzucht von Escherichia Coli 

 

Das LB-Medium (s.u.) wurde bei 121 °C autoklaviert und nach dem Abkühlen vor Verwen-

dung mit der unten angegeben Konzentration von Ampicillin (100 µg/ml) versetzt.  

Zur besseren Ausbeute wurde jeweils eine Vorkultur der Bakterienstämme angelegt. Dazu 
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wurden 15 ml LB-Medium mit einer Pipettenspitze der jeweiligen E. Coli - Top10 Zellen  

beimpft und bei 150 rpm und 37 °C über Nacht im Schüttler inkubiert. 

Am nächsten Morgen wurde eine Hauptkultur mit ca. 250 ml LB-Medium angelegt. Dazu 

wurde diese mit der Vorkultur, welche 1:100 bis 1:500 verdünnt wurde, angeimpft. Nach einer 

erneuten Inkubationszeit (8 – 10 h) auf dem Schüttler wurde die Kultur bei 4 °C und 3500 

rpm für fünf Minuten abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Die so erhaltenen Bakte-

rien-Pellets wurden bei -80 °C eingefroren. 

 

 LB-Medium (Sambrook et al., 1989) 

   10% (w/v) Trypton 

   5% (w/v) Hefeextrakt 

   5% (w/v) NaCl 

 

 

2.2.2  DNA-Präparation mittels Maxi-Kit 

 

Die Plasmide wurden mittels des NucleoBond XtraMaxi-Kits (Macherey-Nagel, Düren) nach 

den Herstellerangaben isoliert. Am Ende der Präparation wurde die DNA Konzentration pho-

tometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm gemessen und die Reinheit mittels eines Agaro-

segels bestimmt. 

 

 

2.3 Analytik 

 

2.3.1 Proteinbestimmung 

 

Der Proteingehalt der Proben für die SDS-PAGES wurde mittels der Proteinbestimmung 

BCA-Reaktion mit dem Kit „BCA Protein Assay Kit“ der Firma Pierce (Rockford, USA) be-

stimmt. Es wurden 3-5 µl pro Probe (Doppelbestimmung) mit 200 µl der Lösung des Kits in 

einer 96-well-Platte vermischt. Während der 30-minütigen Inkubationszeit bei 37 °C im Was-

serbad reagierten die innerhalb der Probe vorhanden Proteine mit dem Kupfer(II) des Kits und 

das Kupfer wurde reduziert. Diese Reaktion äußerte sich in einem Farbumschlag, der mittels 

einer Verdünnungsreihe bekannter Proben (Albumin 25-2000 µg) an einem Photometer der 

Firma BioTEK (Highland Park, USA) quantifiziert und in der Folge ausgewertet wurde. 
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2.3.2.1  SDS-PAGE 

 

Mit einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ließen sich die Proteine an-

hand ihres Molekulargewichts mittels eines elektrischen Feldes auftrennen. In dieser Arbeit 

wurde die diskontinuierliche Variante nach Laemmli gewählt. Dazu wurden zwei verschiede-

ne Gele aufeinander gegossen. Mit dem unteren Gel, dem eigentlichen Trenngel, konnten die 

Proben anhand ihrer Größe aufgetrennt werden. Zur besseren Auftrennung, Aufkonzentrie-

rung und Optimierung des Laufverhaltens der Proben wurde auf das Trenngel ein Sammelgel 

gegossen. Beide Puffer, der für das Trenn- sowie für das Sammelgel, enthielten das Detergenz 

SDS, welches die Proteine denaturierte und ihre Tertiär- sowie Quartärstruktur zerstörte. 

Durch die Denaturierung wiesen alle Proteine in der Probe eine negative Ladung auf. Die 

Auftrennung erfolgte nun anhand der Größe und nicht der Ladung. Die aufzutragenden Pro-

ben wurden zu Beginn sonifiziert oder mit Hilfe einer feinen Kanüle (27G, BD Microlance 3, 

Drogheda Irland) abgeschert, um unerwünschte DNA-Reste zu lösen.  

Anschließend wurden sie 1:2 mit dem unten erwähnten Laemmli-Probenpuffer verdünnt und 

für 5 Minuten bei 95 °C im Heizblock denaturiert. Die Elektrophorese wurde in einer vertika-

len Gelapparatur (Novex Mini Cell, Invitrogen, Karlsruhe) in Elektrophorese-Laufpuffer 

durchgeführt. 

Nachdem die Proteine aufs Gel aufgetragen wurden, es wurden immer 40 µg verwendet, wur-

de die SDS-Page mit 0,02 mA für den Sammelgellauf gestartet. Waren die Proben in das 

Trenngel eingetaucht, wurde die Stromstärke auf 0,04 mA erhöht. Als Größenstandard für die 

Proteine diente der Marker Color Prestained Protein Ladder, Broad Range (New England Bio- 

labs). 

 

 4x Laemmli-Probenpuffer 

   250 mM Tris-HCl (pH 8) 

   20% (w/v) Glycerol 

   5% (w/v) SDS 

   0,01% (w/v) Bromphenolblau 

   100 mM DTT (Dithiothreitol) 

 Elektrophoreselaufpuffer 

   100 mM Tris 

   192 mM Glycin 

   0,1% (w/v) SDS (pH 6,9) 
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 PAA Stammlösung 

   30% (w/v) Acrylamid 

   0,8% (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid 

 

 SDS-Lösung 

   10% (w/v) Natriumdodecylsulfat 

 

 Trenngelpuffer 

    1,5 M Tris (pH 8,8) 

 

 Sammelgelpuffer 

    1 M Tris (pH 6,8)  

 

 APS 

    10% (w/v) Ammoniumperoxodisul 

 

 Trenngel, 10% (w/v) Acrylamid 

   4 ml dH2O 

   2,5 ml Trenngelpuffer 

   3,3 ml PAA Stammlösung 

   100 µl SDS-Lösung 

   100 μl APS 

   5 μl TEMED 

 

 Sammelgel, 2% (w/v) Acrylamid 

   3,3 ml dH2O 

   0,65 ml Sammelgelpuffer 

   0,96 ml PAA (Polyacrylamid) Stammlösung 

   50 µl SDS-Lösung 

   50 μl APS 

   5 μl TEMED 
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2.3.2.2  Western-Blot 

 

Mittels eines elektrischen Feldes ließen sich die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine 

nun auf eine Nitrozellulose- oder PVDF-Membran übertragen. Bei diesem Verfahren blieb die 

Verteilung der Proteine erhalten und sie waren für weitere Experimente an der Membran zu-

gänglich. Als Vorbereitung dazu wurden Schaumstoffschwämme und je zwei Blottingpapiere 

pro Gel im Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, pH 8,5) für ungefähr 15 Minuten 

equilibriert. Die PVDF-Membran (VWR, Langenfeld) wurde für 30 Sekunden in Methanol 

aktiviert und dann in Transferpuffer mit 20% (v/v) Methanol für mindestens 10 Minuten gela-

gert. Der Blot wurde für 2 Stunden bei 25 Volt in der vertikalen Gelapparatur (Novex Mini 

Cell, Invitrogen, Karlsruhe) durchgeführt, als Puffer diente der Transferpuffer mit 20% (v/v) 

Methanol. Die Blottingkammer wurde mit 2-3 Schaumstoffschwämmen, einem Blottingpa-

pier, dem Gel, der PVDF-Membran, erneut einer Lage Blottingpapier und abschließend mit 

Schaumstoffschwämmen bestückt. Dabei wurde stets beachtet, dass die Schwämme auf die 

Kathode gelegt wurden und keine Luftblasen verblieben. 

 

 Transferpuffer 10x 

   250 mM Tris 

   1,92 M Glycin 

   pH 8,5 

 

 

2.3.2.3 Immundetektion 

 

Nachdem die Proteine auf die Membran überführt wurden, wurde die Membran in TBST-

Puffer mit 5% (w/v) Milchpulver für eine Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 

°C geblockt. Anschließend wurde die Membran für 2 Stunden mit dem ersten Antikörper, Lis-

te siehe unter Tabelle 2.3, inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran für etwa 15 

Minuten mit TBST gewaschen, um unspezifische Bindungen des Antikörpers zu entfernen. Im 

Anschluss wurde die Membran mit dem zweiten Antikörper für eine weitere Stunde inkubiert. 

Verbleibende Antikörperreste wurden erneut mittels eines 15-minütigen Waschschrittes ent-

fernt. Für sämtliche Inkubationen standen die Proben auf einem Schüttler. 

Zur Detektion wurden 500 µl (1:1) SuperSignal West Pico Substrate (Thermo Scientific, 

Rockford, USA) und SuperSignal West Femto Substrate (Thermo Scientific; Rockford, USA) 
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als Reagenz verwendet. Röntgenfilme der Firma (GE Healthcare) wurden in einer Röntgen-

kassette belichtet und dienten als Dokumentation der Ergebnisse. 

 

 TBS Puffer 

20mM Tris (pH 7,6) 

137 mM NaCl 

 

 TBST-Puffer 

   0,1% (w/v) Tween in TBS 

 

 

Folgende Antikörper wurden verwendet 

Tabelle 2.3 

Bezeichnung: Referenz Verdünnung 

Primärer Antikörper   

Anti – V5 Tag Invitrogen; #R960-25 1:5000 in 5% (w/v) Milch-

pulver/TBST 

Anti – GAPDH Millipore; #MAB374 1:5000 in 5% (w/v) Milch-

pulver/TBST 

Sekundärer Antikörper   

Anti-Maus GE Healthcare; #NA931V 1:5000 in 5% (w/v) Milch-

pulver/TBST 

 

 

2.3.3  RNA-Isolation 

 

Die HepG2-Zellen wurden in 30 mm Schalen ausgesät, so dass sie eine Konfluenz von unge-

fähr 70-80% aufwiesen. Im Anschluss wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS 

gewaschen und mit 2 ml Mangelmedium für 24 h weiter kultiviert. Am nächsten Tag wurden 

die Zellen behandelt und 24 h später wurde die RNA nach Angaben des Herstellers mit Hilfe 

des RNeasy Mini-Kits (Qiagen) isoliert und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung eingefro-

ren. Zur Elution der RNA dienten 2x 50 µl RNAse-freies dH2O. Mittels des BioPhotometers 

der Firma Eppendorf (Hamburg) wurden die 1:50 mit RNAse freiem dH2O verdünnten Pro-

ben gemessen und die Konzentration bestimmt. Als Referenzlösung diente dH2O. Zur Kon-

trolle der RNA-Qualität wurde diese im letzten Schritt auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe 
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2.3.4). Mit Hilfe des Omniskript-Kits der Firma Qiagen wurden jeweils 1 µg RNA in cDNA 

umgeschrieben. Das Kit wurde nach den Herstellerangaben benutzt und cDNA bis zur weite-

ren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 

 

2.3.4 Agarose-Gelektrophorese 

 

Mit der Agarose-Gelelektrophorese ist es möglich Nukleinsäure anhand ihrer Größe und Kon-

formität aufzutrennen. Zur Herstellung des Gels wurde Agarose (Biozym, hessisch Oldendorf) 

unter Erhitzen in 1x TAE- oder 1x TBE-Puffer gelöst. Nachdem die Lösung abgekühlt war, 

wurde Ethidiumbromid (5 µg/ml) beziehungsweise 1x GelRed (Biotium, Hayward, USA) 

hinzugegeben und in die Apparatur gegossen. Die Proben wurden mit 0,2 (w/v) Probenpuffer 

versetzt und in das Gel pipettiert. Das Gel wurde mit 1x TAE-/TBE-Puffer bedeckt und die 

Nukleinsäuren bei 65 Volt für circa 30-60 Minuten aufgetrennt. Die Auswertung erfolgte mit 

Hilfe des Fluorchem 8900 der Firma Cell Biosciences, Santa Claus, USA) bei 605 nm Wellen-

länge. 

 

 TAE-Puffer (50x) 

   40 mM Tris-HCl, pH 8,3 

   20 mM Essigsäure 

   50 mM EDTA 

 

 TBE-Puffer (10x) 

   0,9 M Tris-HCl, pH 8,0 

   0,9 M Borsäure 

   20 mM EDTA 

 

 Probenpuffer 

   10 mM Tris-HCl, pH 7,5 

   1 mM EDTA  

   30% (v/v) Glycerol 

   0,25% (w/v) Bromphenolblau 
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2.3.5 Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (Real-Time RT- PCR) 

 

Als Gerät wurde ein LightCycler der Firma Roche (Mannheim) verwendet. Als Kit diente das 

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green 1-Kit (Roche), welches nach Herstelleran-

gaben verwendet wurde. Es wurden jeweils 16 µl Reaktionsmix mit 4 µl der cDNA und mit 

0,5 µM Oligonukleotiden der Firma Invitrogen vermischt. Zur Bestimmung der Spezifität 

wurden nach Durchführung der RT-PCR die PCR-Produkte auf ein 0,8% Agarosegel aufge-

tragen. Die ermittelten CP-Werte (crossing-Points) der jeweiligen Gene wurden mit Hilfe der 

mitgelieferten Software und Excel auf den Gehalt der Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase 

(HPRT1) als Referenzwert normiert und in Relation zur jeweiligen Kontrolle gesetzt. Zur 

Kontrolle der Amplifikate wurden die PCR-Produkte nach der Bestimmung auf einem 0,8% 

Agarosegel aufgetragen. 

 

 

Tab. 2.4 Folgende Primer wurden verwendet 

Gen 

(Mensch) 

Primersequenz 5‘- 3‘ 

(F, forward; R reverse) 

Größe des 

Amplikons 

Genbank-

Eintrag 

Glukose-6- 

Phosphatase 

F: AGTTGTTGCTGGAGTCCTGTC 

R: GGCTGGCATTATAGATGCTGT 

77 NM_008061.3 

SelP F:TTCCTCCTCTTCCACCTCCT 

R: 

ACAAACACATACAGAATAAACCAAGG 

70  

MnSOD F: AGCACGCTTACTACCTTCAG 

R: ACTTTTTGCAAGCCATGTAT 

82  

HPRT-1 F: GACCAGTCAACAGGGGACAT 

R: 

GTGTCAATTATATCTTCCACCATCAAC 

95 NM_000194.2 
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Tab. 2.5: Programmschritte der Realtime-PCR 

PCR-Segment Temperatur (°C) Zeit (s) 

Initiale Denaturierung 95 10 min 

 

Amplifikation 

(40-50 Zyklen) 

Denaturierung 95 5 

Primer-Anlagerung 59-60 5 

Elongation 72 5 

 

Schmelzkurve 

95 

45 bis 

99 

2 

12 

2 

Kühlung 32 30 

 

 

2.3.6 Luciferase Assay 

 

Für diese Versuche wurden die Zellen transient transfiziert (2.1.5) und für 24 h inkubiert. Das 

Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit den jeweiligen Substanzen behandelt.  

In diesem Falle waren es 100 nM Insulin, 2 mM Metformin, 0-30 µM Troglitazon oder 0-30  

µM GW9662. Nach erfolgter Behandlung wurden die Zellen erneut inkubiert und in der Folge 

mit 200 µl des „passiv lysis puffer“ (Promega) lysiert und bis zur weiteren Verwendung bei  

-20 °C gelagert. Zur Auswertung der Versuche wurde mit Hilfe des „Dual LuciferaseTM Re-

porter Assay System“ die Luciferaseaktivität bestimmt. Dafür wurden 10 µl Lysat in eine 

Mikrotiterplatte vorgelegt, in welche 50 µl „Luciferase Assay Reagent II“ hinzugegeben wur-

den. Für 2 Sekunden wurde nun im Microplate Luminometer LB 96 V-Injektor (EG&G, Bad 

Wildbad) die Fluoreszenz gemessen. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 µl „Stop 

& GloTM Reagent“ gestoppt. Stattdessen wurde nun die Renilla-Luciferase aktiviert und de-

ren Fluoreszenz für 2 Sekunden gemessen. Zur Normierung der Werte wurden die Ergebnisse 

der Firefly-Luciferase durch die Renilla-Luciferase geteilt.  
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3. Ergebnisse 

 

FoxO-Faktoren stehen unter dem hemmenden Einfluss der PI3K/Akt (Barthel et al., 2005). 

Da die Regulation der Gene für SelP, G6Pase sowie MnSOD unter anderem durch die FoxO-

Faktoren erfolgt, sollte hier zunächst untersucht werden, inwiefern sich die Überexpression 

unterschiedlicher FoxO-Isoformen auf die Promotoraktivität dieser unterschiedlichen FoxO-

Zielgene auswirkt.  

 

 

3.1 Modulation der Aktivität der Promotoren von FoxO-Zielgenen durch FoxO-

Überexpression in HepG2-Zellen 

 

HepG2-Zellen wurden mit Reportergenplasmiden, welche die Promotorregion der drei FoxO-

Zielgene SelP, G6Pase und MnSOD in Kombination mit dem Luciferase-Reportergen enthiel-

ten, transient transfiziert. Ferner wurden die FoxO-Faktoren überexprimiert, indem die Zellen 

mit dem jeweiligen Expressionsvektor transfiziert wurden. Als Reportergen diente die Luci-

ferase des Glühwürmchens (firefly; Photinus pyralis). Zur Kontrolle der Transfektionseffizi-

enz wurden die Zellen zeitgleich noch mit dem Plasmid pRL-SV40 transfiziert, welches die 

Luciferase aus dem Seestiefmütterchen (Renilla reniformis) unter der Kontrolle des viralen 

SV-40 Promotors codiert. Als Kontrolle für die Überexpression der FoxO-Isoform diente der 

Leervektor pcDNA 6.2/nLumino-DEST (pnLum). 

Nach Transfektion der Zellen wurden diese für 24 h im serumfreien Medium ausgehungert. 

Im Anschluss wurden sie für 24 h mit Insulin (100 nM) behandelt und danach lysiert, um die 

Luciferaseaktivität zu bestimmen. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde die Aktivi-

tät der Firefly-Luciferase immer auf die der Renilla normiert.  

In den Experimenten zeigte sich, dass eine Überexpression der einzelnen Isoformen zu einer 

gesteigerten Aktivität des SelP-Promotors führte und damit zu einer gesteigerten Expression 

der Firefly-Luciferase. Des Weiteren war auch zu beobachten, dass es eine unterschiedlich 

starke Expression des Reportergens bei Überexpression der einzelnen FoxO-Isoformen gab. 

Der größte Einfluss zeigte sich bei einer Überexpression des Faktors FoxO4, hier konnte eine 

Steigerung der Aktivität im Vergleich zur Kontrolle um das circa 20-fache festgestellt werden. 

Bei den beiden anderen Isoformen FoxO1a bzw. FoxO3a betrug die Zunahme das circa 8 - 

15-fache. Da FoxO-Faktoren durch Akt phosphoryliert und inhibiert werden, sollte eine Sti-
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mulation des PI3K/Akt-Weges durch Behandlung mit Insulin eine Abnahme der Aktivität 

FoxO-abhängig regulierter Promotoren zur Folge haben. Für die Kontrolle (Leervektor) und 

die FoxO1a-Überexpression zeigte sich in der Tat eine Abnahme des Effekts nach Insulinbe-

handlung um circa 40% beziehungsweise 50% (Abb. 3.1.1), während diese Abnahme in 

FoxO3a und FoxO4 überexprimierenden Zellen nicht feststellbar war. 

 

 

Abb. 3.1.1: Einfluss von Insulin auf die Promotoraktivität von SelP in HepG2-Zellen nach Überexpression 

von FoxO-Isoformen 

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 60-70% kultiviert und mit einem SelP-Luciferasekonstrukt sowie 

FoxO1-4 Überexpressionsvektoren (Ctrl: Kontrollplasmid, pnLum) transient transfiziert. Nach 24 h Kultivierung 

in serumfreien Medium, wurden die Zellen mit Insulin [100 nM] behandelt und weitere 24 h inkubiert. Danach 

wurden sie lysiert und die Luciferaseaktivität gemessen. Zur besseren Übersicht wurden die Ergebnisse des Kon-

trollplasmids vergrößert. Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Expe-

rimenten ± SEM. 

 

 

Im Folgenden wurde der Versuch unter denselben Bedingungen für das G6Pase-

Promotorkonstrukt wiederholt (Abb. 3.1.2). Dort stellte sich ein ähnliches Bild wie bei SelP 

dar. Die Überexpression der FoxO-Faktoren führte auch hier zu einer gesteigerten Expression 

des Reportergens in den Zellen. Allerdings fiel auf, dass die Unterschiede in der Aktivität der 

einzelnen Isoformen, insbesondere für die Faktoren FoxO3a und FoxO4, nicht so deutlich 

waren wie bei SelP. Eine Überexpression führte zu einer Expressionssteigerung um das 180-

fache bei FoxO1a, um das 320-fache bei FoxO3a und das 420-fache bei FoxO4. Damit war 

FoxO4 etwa 2,5-fach effektiver als FoxO1a, während im Falle des SelP-Promotors mit FoxO4 
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eine 4-fach stärkere Stimulation des Promotors erreicht wurde als nach Überexpression von 

FoxO1a. Auch im Falle des G6Pase-Promotors zeigte sich sowohl nach Transfektion des 

Leervektors als auch nach FoxO1a-Überexpression ein Effekt der Insulinbehandlung. Die 

insulininduzierte Senkung der Promotoraktivität betrug ca. 40% bzw. 20% (Abb. 3.1.2). 

 

 

Abb. 3.1.2: Einfluss von Insulin auf die Aktivität des G6Pase-Promotors in HepG2-Zellen  
Die Zellen wurden mit einem G6Pase-Promotor Luciferasekonstrukt sowie FoxO1-4 Überexpressionsplasmiden 

(Ctrl: Kontrollplasmid, pnLum) transient transfiziert.  Nachdem sie 24 h in serumfreien Medium kultiviert wur-

den, wurden die Zellen mit Insulin [100 nM] behandelt und weitere 24 h inkubiert. Danach wurden sie lysiert 

und die Luciferaseaktivität gemessen. Zur besseren Übersicht wurden die Ergebnisse des Kontrollplasmids se-

perart aufgeführt. Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Experimenten 

± SEM. 

 

 

Zuletzt wurden die HepG2-Zellen mit einem Reportergenkonstrukt des Promotors der 

MnSOD transient transfiziert (Abb. 3.1.3). Die Durchführung war identisch wie bei den zwei 

vorausgehenden Versuchen. Auch hier zeigte sich wieder, dass eine Überexpression der ein-

zelnen FoxO-Faktoren zu einer Steigerung der Expression des Reportergens führte. Weiterhin 

bestätigte sich auch, dass diese Steigerung der Expression erneut unterschiedlich zwischen 

den einzelnen FoxO-Isoformen ausfiel. Während die Aktivität des Reportergens nach Überex-

pression von FoxO1a um das 10-fachen gesteigert wurde, betrug diese Steigerung im Falle 

von FoxO3a das 20-fache und bei FoxO4 das 40-fache gegenüber der Kontrolle. Damit war 

auch hier die Überexpression von FoxO4 ca 4-fach effektiver als die Überexpression von 

FoxO1a. Die Insulinbehandlung deutete lediglich bei der Kontrolle eine leicht verminderte 

Expression des Reportergens um ca. 10-20% an. Für die Überexpression der drei FoxO-
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Isoformen allerdings war keine Reduktion sichtbar. 

 

 

Abb. 3.1.3: Einfluss von Insulin auf die Aktivität des MnSOD-Promotors in HepG2-Zellen. 

Die Zellen wurden mit einem MnSOD-Luciferasekonstrukt sowie FoxO1-4 Überexpressionsplasmiden (Ctrl: 

Kontrollplasmid, pnLum) transient transfiziert. Nachdem sie 24 h in serumfreien Medium kultiviert wurden, 

fand eine 24 h Behandlung mit Insulin [100 nM] statt. Danach wurden sie lysiert und die Luciferaseaktivität 

gemessen. Zur besseren Übersicht wurden die Ergebnisse des Kontrollplasmids seperart aufgeführt. 

Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± SEM 

 

 

3.2 Modulation der Promotoren von FoxO-Zielgenen bei FoxO-Überexpression in 

HuH7-Zellen 

 

Nachdem der Einfluss einer Überexpression von FoxO-Faktoren auf die Aktivität der Promo-

toren in HepG2-Zellen untersucht wurde, stellte sich die Frage, ob eine Überexpression der 

FoxO-Faktoren denselben Einfluss auch in anderen Hepatomzelllinien, wie beispielsweise 

den HuH7-Zellen, haben könnte. Der Grund für diese Überlegung war, dass es noch nicht 

abschließend geklärt ist, inwieweit die Mutation innerhalb des -Catenin-Signalweges in den 

HepG2-Zellen die Induktion der FoxO-Zielgene beeinflusst (de la Coste et al., 1998). Dazu 

wurde analysiert, ob Überexpression einzelner FoxO-Faktoren die Aktivität der Reportergene 

auch in HuH7-Zellen steigeren und inwiefern sich die Steigerungen von Resultaten aus den 

HepG2-Zellen unterscheiden. 

Die Vorbereitung der HuH7-Zellen verlief ähnlich wie bei den HepG2-Zellen. Die Behand-

lung mit Insulin, beziehungsweise Insulin und LiCl (Lithiumchlorid) in verschiedenen Kon-
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zentrationen erfolgte 24 h später. Am Folgetag wurden die Zellen lysiert und mittels des Luci-

ferase Assays die Expression des Reportergens untersucht. Die Untersuchungen zeigten, dass 

auch innerhalb der HuH7-Zellen eine Steigerung der Expression des Reportgens im Bezug zur 

Kontrolle nach FoxO-Überexpression stattfand (Abb. 3.3.1). Diese fiel jedoch insgesamt nied-

riger aus als in den HepG2-Zellen und war mit dem 3-fachen bei der FoxO3a-Überexpression 

am stärksten. Nach erfolgter Transfektion stieg die Luciferaseaktivität auch bei den anderen 

Isoformen an und schwankte zwischen dem Faktor 2 und 2,5 gegenüber dem Kontrollplasmid. 

In diesem Zusammenhang wurde auch untersucht, ob wie bei den HepG2-Zellen ein Insulin-

effekt auf Promotorebene vorlag und nachweisbar war. Die Expression des Reportergens ließ 

sich jedoch bei keinem der Faktoren und in der Kontrolle mittels Insulin beeinflussen. 

 

 

Abb. 3.2.1: Einfluss von Insulin auf die Aktivität des SelP-Promotors in HuH7-Zellen 

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 60-70% kultiviert und anschließend mit einem SelP-

Luciferasekonstrukt sowie FoxO1-4 Überexpressionsplasmiden (Ctrl: Kontrollplasmid, pnLum) transient trans-

fiziert. Nach einer 24-stündigen „Aushungerung“ in serumfreien Medium, wurden die Zellen mit Insulin [100 

nM] behandelt und weitere 24 h inkubiert. Danach fand die Lysierung statt und die Luciferaseaktivität wurde 

gemessen. Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± 

SEM.  

 

 

Um zu testen, ob eine Überaktivierung von -Catenin wie sie in den HepG2-Zellen nachge-

wiesen wurde (de la Coste et al, 1998), die Unterschiede zwischen den Zelllinien hinsichtlich 

der Reaktion auf FoxO-Überexpression und Insulin erklären kann, wurden die HuH7-Zellen 

mit LiCl in einer aufsteigenden Konzentration behandelt. Es ist bekannt, dass LiCl zu einer 
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verminderten Degradation von -Catenin und somit gesteigerter Aktivität führt (Erdal et al., 

2005). Die HuH7-Zellen wurden mit verschiedenen Plasmiden transient transfiziert, zum ei-

nen dem SelP-Promotorgenkonstrukt, zum anderen mit einem -Catenin responsiven Promo-

tor (TOP-Flash) bzw. der entsprechenden Negativkontrolle (FOP-Flash). Bei den TOP- und 

FOP-Flash-Plasmiden handelt es sich um Reportergenkonstrukte mit Bindestellen für den  -

Catenin/TCF-Komplex (Abb. 3.2.3). Beim TOP-Flash-Plasmid ist die Bindestelle ohne Ver-

änderungen vorhanden, wohingegen bei FOP-Flash die Bindestelle mutiert ist und damit kei-

ne, bzw. eine verminderte, Expression des Reportergens stattfinden kann. Die Zellen wurden 

am nächsten Tag mit LiCl in aufsteigenden Konzentrationen von 0 bis 10 mM behandelt und 

24 Stunden später die Luciferaseaktivität mittels Messung am Luminometer ausgewertet. Eine 

Steigerung der Expression des Reportergens und damit der Luciferaseaktivität war bei der 10 

mM LiCl-Behandlung beim TOP-Flash-Plasmid deutlich sichtbar und betrug ungefähr das 4-

fache im Vergleich zur Kontrolle. Bei den beiden anderen Plasmiden und den anderen LiCl-

Konzentrationen hingegen hatte die Behandlung keinen sichtbaren Effekt (Abb. 3.3.2). 

 

 

Abb. 3.2.2: Einfluss von LiCl auf die Aktivität verschiedener Promotoren in HuH7-Zellen 

Nachdem die Zellen bis zu einer Konfluenz von 60-70% kultiviert wurden, wurden sie mit jeweils einem Re-

portergenkonstrukt transient transfiziert. Nachdem sie 24 h in serumfreien Medium kultiviert wurden, wurden 

die Zellen 24 h mit einer aufsteigenden Lithiumchloridkonzentration [0-10 mM] behandelt. Danach wurden sie 

lysiert und die Luciferaseaktivität gemessen. Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus mindestens drei 

unabhängigen Experimenten ± SD. Die statistische Signifikanz wurde über eine einseitige ANOVA und einen 

anschließenden Student-Newman-Keuls-Test ermittelt  [***P < 0,005]. 
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Abb. 3.2.3: Schematische Darstellung des Luciferase-Reportergentests mit den TOP/FOP-Flash-

Plasmiden 

Während der -Catenin/TCF/LEF-Komplex im Falle des TOP-Flash-Plasmids in der entsprechenden Promotor-

region binden und die Expression des Reportergens stimulieren kann, ist die entsprechende Bindestelle im FOP-

Flash-Plasmid so mutiert, so dass es zu keiner Bindung der TCF/LEF Transkriptionsfaktoren sowie -Catenin 

kommen kann. 

 

 

Im Folgenden sollte analysiert werden, ob die Steigerung der Aktivität von -Catenin durch 

LiCl dazu führt, dass HuH7-Zellen nunmehr insulin-responsiv werden. Für diesen Zweck 

wurden die Zellen ausgesät, transfiziert und mit LiCl (10 mM) behandelt sowie mit 100 nM 

Insulin inkubiert. Dabei zeigte sich erneut, dass die Expression des Reportergens beim TOP-

Flash-Plasmid bei einer Behandlung mit LiCl induzierbar war, in diesem Fall um den Faktor 

8-9 (Abb. 3.3.4). Während FOP-Flash nicht auf Li
+
 oder Insulin reagierte, zeigte sich im Falle 

des SelP-Promotorkonstruktes, dass LiCl zu einer signifikanten Abnahme der Promotoraktivi-

tät führte. Dies wurde durch zustätzliche Insulinbehandlung allerdings nicht weiter gesenkt 

(Abb. 3.2.4). Li
+ 

imitiert in HuH7-Zellen somit zwar die Insulinwirkung auf den SelP-

Promotor, die in HepG2-Zellen nachgewiesen wurde, steigert aber in den HuH7-Zellen die 

Wirkung von Insulin nicht. 
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Abb. 3.2.4: Einfluss von LiCl und Insulin auf die Aktivität verschiedener Promotoren in HuH7-Zellen 

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 60-70% kultiviert und mit einem SelP-, FOP-Flash und TOP-

Flash-Luciferasekonstrukt transient transfiziert. Nachdem sie 24 h in serumfreien Medium kultiviert wurden, 

wurden die Zellen mit Insulin [100 nM] und Lithiumchlorid [10 mM] behandelt und weitere 24 h inkubiert. 

Danach wurden sie lysiert und die Luciferaseaktivität gemessen. Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse 

aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± SD. Die statistische Signifikanz wurde über eine einseitige 

ANOVA und einen anschließenden Student-Newman-Keuls-Test ermittelt  [P < 0,005 ***]. 

 

 

3.3 Einfluss einer Überexpression der FoxO-Isoformen auf deren Zielgene auf mRNA-

Ebene 

 

Im Folgenden wurde untersucht, ob die beobachteten Veränderungen der Promotoraktivität 

bei einer FoxO-Überexpression auch auf mRNA-Ebene nachweisbar waren. Dazu wurden 

HepG2-Zellen mit dem jeweiligen FoxO-Überexpressionsplasmid transient transfiziert und 

die mRNA isoliert. Transfektion erfolgte dabei mit zwei unterschiedlichen Plasmid-DNA-

Konzentrationen, 0,75 µg und 6 µg. Die Daten zur Transfektion mit 6 µg DNA wurden 

freundlicherweise von Dr. Martin Leyendecker aus der Arbeitsgruppe von Prof. Klotz zur 

Verfügung gestellt. 

Im Vergleich zu den Reportergenversuchen, wo eine Überexpression der einzelnen Faktoren 

noch zu einer ausgeprägten Steigerung der Promotoraktivität führte, zeigte sich in der qRT-

PCR jedoch ein anderes Bild. Lediglich für die FoxO3a-Überexpression deutete sich eine Er-

höhung der mRNA-Spiegel des SelPs im Vergleich zur Kontrolle an. Die mRNA-Spiegel für 
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SelP blieben hingegen durch eine Überexpression von FoxO1a und FoxO4 unverändert im 

Bezug zur Kontrolle. Auch verursachte eine Transfektion mit der größeren Konzentration der 

FoxO-Plasmide von 6 µg keine Steigerung (Abb. 3.3.1 A). 

 

 

Abb. 3.3.1: Bestimmung der mRNA-Spiegel von SelP, G6Pase und MnSOD nach FoxO-Überexpression 

Die HepG2-Zellen wurden mit den einzelnen FoxO-Isoformen bzw. dem Kontrollvektor (pnLum) mit zwei un-

terschiedlichen Konzentrationen (0,75 µg / 6 µg) transient transfiziert. Am zweiten Tag erfolgte ein Mediums-

wechsel und nach erneuter Inkubation für 24 h erfolgte die Lyse. Die mRNA wurde in cDNA umgeschrieben und 

mittels RT-PCR die Menge der mRNA des Zielgens (SelP, G6Pase, MnSOD) bestimmt. Die Daten der 6 µg 

FoxO-Überexpression wurden freundlicherweise von Dr. Martin Leyendecker aus der Arbeitsgruppe von Prof. 

Klotz zur Verfügung gestellt. Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen 

Experimenten ± SD 

 

 

Im Folgenden wurde der Einfluss einer Überexpression der FoxO-Isoformen auf die mRNA-

Spiegel des Zielgens G6Pase untersucht. Der Versuchsaufbau war dabei identisch mit dem 

oben bei SelP beschriebenen. Bei allen Faktoren waren jedoch für die Konzentration von 0,75 

µg der Überexpression keine Effekte auf die Höhe des mRNA-Spiegels im Bezug zur Kon-

trolle sichtbar. Eine Überexpression der FoxO-Isoformen mit der größeren Konzentration von 

6 µg zeigte hingegen eine ausgeprägte Steigerung der mRNA-Spiegel für das FoxO-Zielgen. 

Den größten Effekt hatte hier allerdings, im Gegensatz zu den Reportergenexperimenten, der 

Faktor FoxO1a mit einer Steigerung um das circa 3,5-fache im Vergleich zur Kontrolle mit 

dem Leervektor (pnLum). Den geringsten Einfluss hatte FoxO4, was auf Promotorebene ge-

nau spiegelverkehrt war. Zusammenfassend zeigte sich, dass eine Überexpression aller drei 

Isoformen zu einer Erhöhung der mRNA-Spiegel der G6Pase im Vergleich zur Kontrolle bzw 

der 0,75 µg Überexpression führte (Abb. 3.3.1 B).  

Zuletzt wurde in der RT-PCR der Einfluss einer Überexpression der FoxO-Faktoren auf die 
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mRNA-Spiegel von MnSOD untersucht. Der Ablauf des Versuches war dabei erneut identisch 

mit den beiden vorherigen. Hier gab es keinerlei Steigerung der mRNA-Spiegel nach der 

Überexpression der drei FoxO-Isoformen (Abb. 3.3.1 C). 

Festzuhalten bleibt, dass ein Effekt auf die mRNA-Spiegel der G6Pase bei einer Überexpres-

sion mit 6 µg FoxO-Überexpressionsplasmids sichtbar war. Es bestand jedoch kein signifi-

kanter Unterschied in der Steigerung der G6Pase-mRNA-Spiegel zur FoxO1a/3a/4-

Überexpression. 

Allerdings zeigte sich auf mRNA-Ebene ebenfalls, dass unterschiedliche Konzentrationen der 

FoxO-Überexpressionsplasmide keine Erhöhung der mRNA-Spiegel der beiden anderen Ziel-

gene SelP und MnSOD zur Folge hatten (Abb. 3.3.1 A-C). 

 

 

3.4 Modulation der Wirkung der FoxO-Transkriptionsfaktoren auf die Promotoren der  

Zielgene mittels Behandlung mit 

 

Da im ersten Teil der Arbeit der Einfluss von Insulin auf die Promotoraktivität betrachtet wur-

de, sollte nun der Einfluss von antidiabetischen Pharmazeutika auf die FoxO-

Transkriptionsfaktoren und deren Wirkung auf die Promotoren von Zielgenen untersucht wer-

den. Da ein hemmender Effekt des Insulin auf die Promotoraktivität der FoxO-Zielgene be-

kannt ist, sollte als nächstes die Wirkung von Metformin und Troglitazon untersucht werden. 

 

 

3.4.1 Metformin 

 

Aus früheren Versuchen auf mRNA-Ebene ist bekannt, dass es dort einen insulinmimetischen 

Effekt aufweist (Speckmann et al., 2009). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob das Medi-

kament auch einen Einfluss auf den SelP-Promotor und die FoxO-Überexpressionen hat. 

Dazu wurden die HepG2 Zellen transient transfiziert, für 24 Stunden mit Metformin behandelt 

und am Folgetag lysiert. Die Aktivität der Firefly/Renilla-Luciferase wurde dann luminomet-

risch bestimmt. Zur Vergleichbarkeit wurde die von Speckmann et al. (2009) gewählte Kon-

zentration von 2 mM Metformin gewählt um den auf mRNA-Ebene beobachteten Effekt mög-

licherweise auch auf Promotorebene nachweisen zu können. 
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Abb. 3.4.1.1: Einfluss von Metformin auf die Aktivität des SelP-Promotors in HepG2-Zellen 

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 60-70% kultiviert und mit einem SelP-Luciferasekonstrukt sowie 

FoxO1-4 Überexpressionsplasmiden (Ctrl: Kontrollplasmid, pnLum) transient transfiziert. Nachdem sie 24 h in 

serumfreien Medium kultiviert wurden, wurden sie 24 h lang mit Metformin [2 mM] behandelt. Anschließend 

wurden sie lysiert und die Luciferaseaktivität wurde gemessen.  

Bei Abb. B wurden die unbehandelten Zellen jeweils als Kontrolle gesetzt. Es handelt sich bei den Daten um 

Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± SEM  

 

 

Tatsächlich zeigte sich dasselbe Bild wie in den Promotorexperimenten. Eine Überexpression 

der FoxO-Faktoren führte zu einer Steigerung der Reportergenexpression. Diese war wieder 

zunehmend von FoxO1a zu FoxO4. Die Steigerung der Promotoraktivität gegenüber der Kon-

trolle betrug dabei circa das 7-8-fache bei FoxO1a, dass 15-fache bei FoxO3a und 26-27-

fache bei FoxO4. Die Behandlung mit Metformin reduzierte die Aktivität, ähnlich wie das 

Insulin, bei FoxO1a am stärksten mit circa 40%. Bei den beiden anderen Isoformen, FoxO3a 

und FoxO4, war auf Grund der Standardabweichung ein Effekt unwahrscheneinlich. Am ehes-

ten wäre noch ein Effekt für FoxO3a zu erahnen (Abb. 3.4.1.1 A-B). Der Versuch wurde an-

schließend mit dem G6Pase-Plasmid wiederholt, um auch dort einen möglichen Einfluss des 

Metformins zu untersuchen. Die Behandlung war identisch mit der vorherigen für SelP. Bei 

allen FoxO-Isoformen war wieder insgesamt eine Steigerung der Reportergenaktivität im Ver-

gleich zur Kontrolle mit dem Leervektor feststellbar. Die Steigerung der Expression des Re-

portergens fiel auch hier wieder mit dem circa 200-fache bei FoxO1a am geringsten aus. Bei 

den beiden anderen Isoformen FoxO3a und FoxO4 nahm die Aktivität um das 300- bzw. 400-

fache gegenüber der Kontrolle zu. Lediglich für FoxO1a führte die Metforminbehandlung zu 

einer Reduktion der Reportergenaktivität um circa 20% (Abb. 3.4.1.2 A-B). 
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Abb. 3.4.1.2: Einfluss von Metformin auf die Aktivität des G6Pase-Promotors in HepG2-Zellen 

Die Zellen wurden mit einer Konfluenz von 60-70% kultiviert und mit einem G6Pase-Luciferasekonstrukt sowie 

FoxO1-4 Überexpressionsplasmiden (Ctrl: Kontrollplasmid, pnLum) transient transfiziert. Nachdem sie 24 h in 

serumfreien Medium kultiviert wurden, wurden die Zellen mit Metformin [2 mM] behandelt und weitere 24 h 

inkubiert. Danach wurden sie lysiert und die Luciferaseaktivität gemessen.  

Bei Abb. B wurden die unbehandelten Zellen jeweils als Kontrolle gesetzt. Es handelt sich bei den Daten um 

Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± SEM. 

 

 

3.4.2 Troglitazon 

 

Als Beispiel für Agenzien aus der Gruppe der Glitazone wurde der Einfluss des mittlerweile 

nicht mehr zugelassenen, antidiabetischen Medikamentes Troglitazon auf die Promotoraktivi-

tät der Zielgene SelP und G6Pase untersucht. 

Zu Beginn wurde in drei Experimenten die optimale Konzentration des Troglitazons ermittelt. 

Dazu wurden die Zellen mit Konzentrationen von 3-30 µM Troglitazon behandelt und am 

Folgetag nach circa 24 h Inkubationsphase lysiert. Die Luciferaseaktivität wurde luminomet-

risch bestimmt. Die Expression des Reportgenkonstrukts nahm wie erwartet nach Überex-

pression von FoxO-Isoformen unterschiedlich stark zu. Die Troglitazonbehandlung beein-

flusste die durch FoxO stimulierte Reportergenaktivität in unterschiedlichem Ausmaß. Bei 

FoxO1a führte die Behandlung mit 10 µM Troglitazon zu einem circa 20% Anstieg der Akti-

vität der Luciferase. Dieser Trend setzte sich bei FoxO3a und FoxO4 fort, wo durch 10 µM 

Troglitazon eine Steigerung von circa 20% beziehungsweise 40% gegenüber der Troglitazon-

kontrolle beobachtet werden konnte. Auch hier hatte die geringere Konzentration von 3 µM 

keinen Einfluss auf die Expression der Reportergene. Weiterhin zeigte sich, dass der Effekt 

auch unabhängig von einer Überexpression der einzelnen FoxO-Faktoren war. Denn auch 

beim Kontrollplasmid konnte durch die Behandlung mit 10 µM Troglitazon eine Zunahme der 
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Aktivität der Luciferase von circa 50% beobachtet werden. Dabei lagen jedoch große Stan-

dardabweichungen vor. Insgesamt lag bei der Kontrolle, bei FoxO3a und FoxO4 zwar der 

jeweils größte Effekt bei 30 µM Troglitazon vor. Diese Konzentration führte jedoch bei der 

Behandlung zu einem mikroskopisch detektierbaren Zelltod innerhalb der Zellkultur. Aus die-

sem Grund wurde für die weiteren Versuche 10 µM Troglitazon gewählt (Abb. 3.4.2.1 A-B).  

 

 

Abb. 3.4.2.1: Einfluss steigender Troglitazonkonzentrationen auf die Aktivität des SelP-Promotors in 

HepG2-Zellen 

Aussaat der Zellen bis zu einer Konfluenz von 60-70% und anschließende transiente Transfektion mit einem 

SelP-Luciferasekonstrukt sowie den FoxO1-4 Überexpressionsplasmiden (Ctrl: Kontrollplasmid, pnLum. Nach 

24h Kultivierung in serumfreien Medium wurden die Zellen mit aufsteigender Troglitazonkonzentrationen [0, 3, 

10, 30 µM] behandelt und weitere 24 h inkubiert. Danach wurden sie lysiert und die Luciferaseaktivität gemes-

sen. Bei Abb. B wurden die unbehandelten Zellen jeweils als Kontrolle gesetzt. Es handelt sich bei den Daten um 

Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± SEM.  

 

 

Als nächstes wurde der Versuch mit dem G6Pase-Reportergen durchgeführt. Dazu wurden die 

Zellen mit 10 µM Troglitazon für 24 h behandelt. Neben der schon beschriebenen typischen 

Steigerung der Aktivität durch die Überexpression der verschiedenen FoxO-Isoformen führte 

auch hier eine Behandlung mit Troglitazon zu einer gesteigerten Aktivität der Luciferase. Die-

se fiel hier mit einer mehr als 2,5-fachen Steigerung der Aktivität am größten bei der FoxO3a 

Überexpression und der Behandlung mit 10 µM Troglitazon im Gegensatz zur unbehandelten 

Überexpression aus (Abb. 3.4.2.2 B). Bei den beiden anderen Isoformen war die Expression 

des Reportergens insgesamt geringer, aber auch hier konnte durch die Behandlung eine Ver-

doppelung der Aktivität erreicht werden. Bei FoxO1a stieg sie vom circa 50- auf das 100-

fache und bei FoxO4a vom 200-fachen zum circa 400-fachen an. Selbst in der Kontrolle mit 
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dem Leervektor konnte durch die Behandlung eine Steigerung um 50% erreicht werden (Abb. 

3.4.2.2 A-B). 

 

 

 

Abb. 3.4.2.2: Einfluss steigender Troglitazonkonzentrationen auf die Expression des Reportergens in 

HepG2-Zellen 

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 60-70% kultiviert und mit einem G6Pase-Luciferasekonstrukt 

sowie den FoxO1-4 Überexpressionsplasmiden (Ctrl: Kontrollplasmid, pnLum) transient transfiziert. Nachdem 

sie 24 h in serumfreinen Medium kultiviert wurden, wurden die Zellen mit steigenden Troglitazonkonzentratio-

nen [0 – 30 µM] behandelt und weitere 24 h inkubiert. Danach wurden sie lysiert und die Luciferaseaktivität 

gemessen. 

Bei Abb. B wurden die unbehandelten Zellen jeweils als Kontrolle gesetzt. Es handelt sich bei den Daten um 

Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± SEM. 

 

 

3.4.3 GW9662 

 

Nachdem ein Effekt des Troglitazons auf die Aktivität des Reportergens bei einer Überexpres-

sion der FoxO-Faktoren festgestellt wurde, wurde untersucht, ob sich der Effekt mittels eines 

PPAR -Antagonisten abschwächen oder verhindern lässt. Für diesen Zweck wurde GW9662 

verwendet. Dabei handelt es sich um einen irreversiblen Antagonisten des Transkriptionsfak-

tors PPAR . Nach einer Behandlung wird die durch Troglitazon vermittelte Aktivierung die-

ses Faktors verhindert.  

Um bei einer Behandlung von Troglitazon und GW9662 eine Eigenaktivität des Inhibitors 

auszuschließen, wurden die HepG2-Zellen mit dem SelP-Plasmid und jeweils mit dem 

Leervektor (pnLum) und mit FoxO3a transfiziert und anschließend mit GW9662 behandelt. 

FoxO3a wurde eingesetzt, da in den Vorversuchen (Abb. 3.4.2.1) bei dieser Isoform die Be-
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handlung mit Troglitazon die geringste Standardabweichung hatte. Das Protokoll war iden-

tisch mit den vorhergehenden Behandlungen. Beim Leervektor (pnLum) stieg die Aktivität 

des Reportergens bei zunehmender Konzentration des Inhibitors an. Bei der höchsten Kon-

zentration von 30 µM betrug die Reportergenaktivität das 1,5-fache im Vergleich zur unbe-

handelten Kontrolle (Abb. 3.4.3.1 A). Auch bei der Überexpression von FoxO3a zeigte sich 

eine Zunahme der Aktivität bei steigenden Konzentrationen des Inhibitors. Auch hier war mit 

der 2,5-fachen Steigerung bei 30 µM GW9662 das Maximum erreicht (Abb. 3.4.3.1 B).  

Damit führte eine Behandlung mit GW9662 auch zu einer Aktivitätssteigerung des SelP-

Promotors und es konnte von einer „Eigenaktivität“ ausgegangen werden. Somit war vor den 

weiteren Experimenten mit Troglitazon und GW9662 ein möglicher Einfluss des GW9662 auf 

die Reportergenaktivität nicht auszuschließen. 

Zum Abschluss wurden die Zellen mit Troglitazon und dem PPAR -Antagonisten behandelt 

um einen möglichen Wirkungsmechanismus des Troglitazons zu hemmen. Dazu wurden 

HepG2-Zellen zuerst mit dem SelP-Plasmid und FoxO3a transfiziert und anschließend mit 

einer jeweils aufsteigenden Konzentration von Troglitazon (0 - 30 µM) und GW9662 (0 - 30 

µM) für 24 h behandelt. Als Referenz diente die jeweilige GW9662 Konzentration ohne Trog-

litazon. Die Expression des Reportergens betrug ohne Antagonisten erneut wieder circa 20% 

bzw. 30% bei 10 µM und 30 µM Troglitazon (Abb. 3.4.3.2). 

 

 

Abb. 3.4.3.1: Einfluss steigender GW9662-Konzentrationen auf die Aktivität des SelP-Promotors in 

HepG2-Zellen 

Nachdem die Zellen bis zu einer Konfluenz von 60-70% ausgesät wurden, wurden sie mit einem SelP-

Luciferasekonstrukt sowie dem Kontrollplasmid, pnLum transient transfiziert. Nach einer 24-stündigen „Aus-

hungerung“ in serumfreien Medium wurden die Zellen mit steigenden GW9662-Konzentrationen [0 - 30 µM] 

behandelt und weitere 24 h inkubiert. Danach fand die Lyse statt und die Luciferaseaktivität wurde gemessen. Es 

handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± SEM. 
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Interessanterweise führte die Zugabe des Inhibitors nicht zu der erwarteten Reduktion der 

Reportergenaktivität. Selbst eine Konzentration von 3 µM GW9662 führte bei den mit 10 µM 

und 30 µM Troglitazon behandelten HepG2-Zellen entgegen den eigentlichen Erwartungen zu 

einer leichten Steigerungder Reportergenaktivität um 10-20% im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle. Den höchsten Einfluss zeigte der Antagonist bei einer Konzentration von 10 µM 

bzw. 30 µM und der Zugabe von 10 und 30 µM Troglitazon. Bei 10 µM GW9662 stieg die 

Aktivität des Reportergens bei der Zugabe von 10 µM und 30 µM Troglitazon um circa 50-

60% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Ein ähnlicher Einfluss zeigte sich auch bei 

der höchsten GW9662 Konzentration von 30 µM. Auch dort kam es bei der Behandlung mit 

10 µM und 30 µM Troglitazon zu einem Anstieg der Expression der beiden Luciferasen um 

circa 80% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 3.4.3.2).  

Zusammenfassend zeigte sich, dass der Troglitazoneffekt der Aktivitätssteigerung des Re-

portergens durch den PPAR -Inhibitor GW9662 mit keiner der eingesetzten Konzentrationen 

aufzuheben war. Im Gegenteil, steigenden GW9662-Konzentrationen führten noch zu einer 

verstärkten Aktivität des Reportergens. 

 

 

Abb. 3.4.3.2: Einfluss steigender GW9662-Konzentrationen auf die Aktivität des Selp-Promotors in 

HepG2-Zellen 

Die Zellen wurden mit einer Konfluenz von 60-70% kultiviert und mit einem SelP-Luciferasekonstrukt sowie 

dem FoxO3-Plasmid transient transfiziert. Nachdem sie 24 h in serumfreien Medium ausgehungert wurden, 

wurden die HepG2 mit steigenden GW9662- und Troglitazonekonzentrationen [0 - 30 µM] behandelt und weite-

re 24 h inkubiert. Danach wurden sie lysiert und die Luciferaseaktivität gemessen. Es handelt sich bei den Daten 

um Ergebnisse aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ± SEM. 
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4. Diskussion 

 

4.1 Bedeutung der unterschiedlichen FoxO-Isoformen für SelP/G6Pase/MnSOD 

 

SelP, G6Pase und MnSOD stehen unter der Regulation der FoxO-Isoformen (Hill et al., 1996; 

Van de Werve et al., 2000; Kops et al., 2002). Es ist bekannt, dass die FoxO-Faktoren auf 

mRNA-Ebene zu einer Steigerung der mRNA-Spiegel der FoxO-Zielgene führen können 

(Speckmann et al., 2008). Im Rahmen der Dissertation sollte der Einfluss auf Promotorebene 

untersucht werden.  

Für alle drei untersuchten Zielgene, dem SelP, der G6Pase und der MnSOD, zeigte sich, dass 

eine Überexpression der FoxO-Isoformen zu einer Steigerung der Promotoraktivität des Re-

portergens führte (siehe Abb. 3.1.1, 3.1.2 und 3.1.3). Somit ist auf Promotorebene ebenfalls 

eine Regulation möglich. Die Steigerung der Promotoraktivität fiel jedoch für die drei Zielge-

ne sehr unterschiedlich aus. Bei Zellen, welche mit der Promotorregion des SelP-Plasmids 

transfiziert wurden, führte eine Überexpression der drei FoxO-Isoformen zu einer Steigerung 

der Aktivität des Reportergens (siehe Abb. 3.1.1). Ähnliche Ergebnisse, bzw. eine minimale 

Steigerung in Bezug auf die SelP-Versuche, ließen sich bei der Aktivität des MnSOD Promo-

tors feststellen (siehe Abb. 3.1.3). Eine Transfektion der HepG2-Zellen mit Plasmiden hinge-

gen, welche die Promotorregion der G6Pase und der drei Isoformen enthielten, führte auf 

Promotorebene zur stärksten Steigerung. Die ermittelte Renilla/Luciferase-Aktivität lag dort 

bei allen Isoformen um das circa 20-fache über den Werten der beiden anderen Zielgene. So-

mit besteht auf Promotorebene ein unterschiedlich großer Einfluss der verschiedenen FoxO-

Überexpressionen auf deren Aktivität (siehe Abb. 3.1.2). 

Eine mögliche Erklärung dafür wäre, dass die FoxO-Faktoren innerhalb der Zellen von erheb-

lich größerer Bedeutung für die Glukosehomöostase, in Form der G6Pase, sind, als für die 

beiden anderen Zielgene. Findet eine Überexpression der einzelnen Faktoren statt, kommt es 

zu einer vermehrten Bindung an die Promotorregion des Zielgens und damit zu einer Expres-

sion des Reportergens. Weiterhin wäre es denkbar, dass eine genauere Regulation des Ziel-

gens G6Pase auf der Promotorebene im Gegensatz zur SelP und der MnSOD stattfindet. 

Greift man somit in die Regulation durch eine Überexpression der FoxO-Faktoren ein, kommt 

es zu einer verstärkten Aktivität des G6Pase-Promotors und damit zu einer Expression des 

Reportergens. 

Interessanterweise führte eine Überexpression der einzelnen Isoformen auf mRNA-Ebene mit 
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einer im Vergleich zu den Reportergenexperimenten erhöhten Plasmidmenge von 6 µg eben-

falls bei der G6Pase zu stark erhöhten mRNA-Spiegel im Vergleich zu den beiden anderen 

Zielgenen (Abb. 3.3.1 B).  

Eine weitere mögliche Ursache wäre die Kultivierung der Zelllinie. Die HepG2-Zellen wur-

den in einem Zellkulturmedium mit einer Glukosekonzentration von 25 mM kultiviert. Es ist 

bekannt, dass bei dieser Glukosekonzentration die Zellen einem diabetischen Zustand ausge-

setzt sind. Unter diesem konnte auf mRNA-Ebene in früheren Publikationen ohne FoxO-

Überexpression eine Steigerung der Spiegel für das SelP um das doppelte und der G6Pase um 

das bis zu 6-fache beobachtet werden (Speckmann et al., 2009). Somit bewirkt eine Überex-

pression der FoxO-Isoformen anscheinend eine noch größere Steigerung der Spiegel. 

 

Neben der generellen Steigerung der Promotoraktivität bei Überexpression der FoxO-

Isoformen bei allen drei Zielgenen galt es als weiteres festzuhalten, dass die Expression des 

Reportergens am stärksten durch eine Überexpression des FoxO4 vor FoxO3a und schließlich 

FoxO1a gesteigert wurde.  

Eine Ursache dafür könnte eine unterschiedliche Konzentration der einzelnen FoxO-Faktoren 

innerhalb der Zelle sein. So wäre es möglich, dass die Spiegel von FoxO1a im Normalzustand 

der Zelle deutlich höher sind, als bei FoxO3a oder FoxO4. Der Einfluss der drei Faktoren ist 

damit bei einer Überexpression sehr unterschiedlich. Eine Erhöhung der FoxO4 Spiegel könn-

te somit einen viel größeren Einfluss auf die Bindung in der Promotorregion besitzen als es 

bei FoxO1a oder FoxO3a der Fall wäre. Neben der unterschiedlichen Konzentration wäre es 

ebenfalls möglich, dass die Affinität zur Bindestelle am Promotor unterschiedlich stark aus-

geprägt ist. Bindet FoxO4 stärker an der Promotorregion des Zielgens als FoxO1a, könnte es 

so ebenfalls zu einer gesteigerten Reportergenexpression kommen.  

 

Im Anschluss wurde mittels qRT-PCR der Einfluss einer Überexpression der FoxO-Faktoren 

auf mRNA-Ebene betrachtet. Dort bestand bei identischer Konzentration der FoxO-Plasmide, 

wie in den Reportergenexperimenten, von 0,75 µg lediglich für das SelP bei der FoxO1a- und 

FoxO3a-Überexpression die Tendenz zu einem erhöhten mRNA-Spiegel. Bei den beiden an-

deren Zielgenen war kein Einfluss einer Überexpression auf die mRNA-Spiegel sichtbar. Er-

staunlicherweise konnte bei einer Überexpression mit 6 µg FoxO-Plasmid hingegen der 

mRNA-Spiegel der G6Pase um das 3-fache erhöht werden. Dies könnte dafür sprechen, dass  

der Einfluss der FoxOs auf die G6Pase innerhalb der Zelle größer ist und sie sehr viel genauer 

durch die FoxOs reguliert werden kann. Die Zelle würde dann bei unphysiologischen Kon-
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zentrationen erheblich sensitiver auf Veränderungen der Konzentration reagieren als bei SelP 

oder MnSOD. Auf mRNA-Ebene bestand ebenfalls die Tendenz dazu, dass eine Überexpres-

sion des Faktors FoxO1a den größten Einfluss vor den beiden anderen Faktoren auf die 

G6Pase hat. Es ist bekannt, dass FoxO1a durch ein Zusammenspiel mit PGC-1  sehr wichtig 

für die Glukosehomöostase ist (Puigserver et al., 2003). Somit wäre es denkbar, dass bei einer 

unphysiologischen Erhöhung der FoxO1a-Konzentration innerhalb der Zellen der Einfluss auf 

die G6Pase am größten ist. In früheren „Knock-Out“ Versuchen zeigte sich ebenfalls, dass 

FoxO1a den größten Einfluss auf die Expression der G6Pase hat im Vergleich mit den beiden 

anderen Faktoren FoxO3a und FoxO4 (Zhang et al., 2011). Für die beiden anderen Zielgene 

SelP und MnSOD bestand kein Unterschied bei der qRT-PCR zwischen der niedrigen und 

hohen Plasmidkonzentration. So wäre es denkbar, dass eine Überexpression der FoxOs auf 

mRNA-Ebene für die beiden Zielgene keinen Einfluss hat (Abb. 3.2.1 A-C). 

 

Nachdem eine Steigerung der Aktivität des Reportergens durch eine FoxO-Überexpression für 

alle drei Zielgene auf Promotorebene gezeigt werden konnte, sollte als nächstes die Möglich-

keit der Modulation durch Insulin näher betrachtet werden. 

Aus vorherigen Untersuchungen ist bekannt, dass die FoxO-Faktoren unter dem Einfluss der 

Akt und damit des Insulins stehen (Brunet et al., 2008). Auch wurde schon gezeigt, dass eine 

Insulinbehandlung die Promotoraktivität des FoxO-Zielgens G6Pase negativ beeinflusst 

(Eckers, 2009). 

Dieser Einfluss ließ sich für das FoxO-Zielgen SelP auf Promotorebene in der vorliegenden 

Arbeit bestätigen. Die Promotoraktivität des SelP ließ sich durch eine Insulinbehandlung auf 

circa 40-50% des Ausgangswerts für die Kontrolle (pnLum) und die FoxO1a-Überexpression 

senken (siehe Abb. 3.1.1). Ein ähnlicher, aber schwächerer Effekt, ließ sich bei der G6Pase 

ebenfalls für FoxO1a feststellen. Dort betrug dieser allerdings nur circa 20-25% im Vergleich 

zur Kontrolle. Auch hier konnte durch eine Behandlung mit Insulin die Aktivität des Re-

portergens in der Kontrolle um circa 30% herabreguliert werden (siehe Abb. 3.1.2). 

Somit konnte die Vermutung bestärkt werden, dass eine Regulation des SelPs und der G6Pase 

durch Insulin auf Promotorebene stattfindet. Für die Darstellung des Effektes war noch nicht 

mal eine Überexpression der einzelnen Faktoren nötig, denn er konnte direkt in der Kontrolle 

(pnLum) beobachtet werden. Die gesteigerte Expression des Reportergens ließ sich innerhalb 

der drei FoxO-Isoformen jedoch nur bei der FoxO1a-Überexpression mit Insulin hemmen. 

Eine Ursache dafür ist die Tatsache, dass die Expression von SelP durch FoxO1a mittels PGC-

1  mitreguliert wird. Neben FoxO1a steht auch PGC-1  unter dem Einfluss der Akt (Vega et 
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al., 2000, Puigserver et al. 2003). Somit könnte die Promotoraktivität von SelP durch eine 

Behandlung mit Insulin an zwei Stellen herabreguliert werden. Da der oben erwähnte Tran-

skriptionsfaktor PGC-1  auch einen Einfluss auf die Glukoneogenese hat, würde es die bei 

den Experimenten für die G6Pase ebenfalls festgestellte Herabregulierung bei FoxO1a erklä-

ren (Puigserver et al., 2003; Oberkofler et al., 2004). Eine weitere mögliche Erklärung dafür 

könnte sein, dass FoxO1a im Moment den größten bekannten Einfluss der drei Isoformen auf 

die Glukosehomöostase besitzt und somit für die Regulation der G6Pase von Bedeutung ist 

(Zhang et al. 2011). 

Für die beiden anderen FoxO-Isoformen hingegen konnte für keines der drei untersuchten 

Zielgene eine Abschwächung der Expression der Reportergene durch eine Insulinbehandlung 

erreicht werden. Es scheint somit, dass die Bindung von FoxO3a und 4 an die Promotoren der 

drei Zielgene und damit der Aktivierung unabhängig von einer Insulinbehandlung ist. Mög-

licherweise könnte die Kultivierung der HepG2-Zellen einen Einfluss auf die Insulinbehand-

lung und damit die Promotoraktivität haben. Durch die hohe Konzentration von 25 mM Glu-

cose im Zellkulturmedium lag ein diabetischer Zustand vor, unter welchem die Zellen ähnlich 

dem Diabetes eine Insulinresistenz entwickelt haben könnten. Da jedoch der Faktor FoxO1a 

durch die Interaktion mit PGC-1 am stärksten unter der Regulation der Akt steht (Puigser-

ver et al., 2003), konnte dort der stärkste Effekt erzielt werden, wohingegen Faktor FoxO3a 

und 4 nicht mehr reguliert werden konnten. Für FoxO1a ist ebenfalls bekannt, dass bei einer 

Insulinresistenz die Phosphorylierung des Faktors vermindert und die Expression der G6Pase 

gesteigert ist (Barthel et al., 2005). Ebenso konnte in einer früheren Publikation gezeigt wer-

den, dass eine erhöhte Aktivität des FoxO1a zu einer reduzierten Regulation durch Insulin 

führt (Qu et al., 2006). Die unphysiologisch hohe Konzentration der FoxO-Faktoren könnte so 

zum einen den Insulineffekt reduzieren bei FoxO1a oder sogar für die Faktoren Foxo3a und 

FoxO4 aufheben. Weiterhin könnten die erhöhten Glukosekonzentrationen zum anderen eine 

Insulinresistenz auslösen und so die Phosphorylierung der Faktoren reduzieren. Dies könnte 

dann erneut den fehlenden Insulineffekt für die Faktoren FoxO3a und FoxO4 erklären. 

Als Ursache der fehlenden Wirkung der Insulinbehandlung auf Promotorebene für das zuletzt 

analysierte Zielgen der FoxO-Familie, der MnSOD könnte womöglich der Grund sein, dass 

sich auf Promotorebene die für die Zelle so wichtigen Schutzmechanismen vor oxidativem 

Stress, wie die MnSOD, nicht nur durch eine Insulinbehandlung hemmen lassen. Ebenso müs-

sen möglicherweise erst weitere Mechanismen im Hintergrund gehemmt werden, bevor ein 

Effekt auf Promotorebene zu erreichen ist. 

 



  Diskussion 

48 

  

4.2. Einfluss des Beta-Catenins in Hepatomzelllinien 

 

Auf Grund der Immortalisierung kommt es innerhalb der einzelnen Zelllinien zu weitrechen-

den Mutationen. So ist eine bekannte Mutation innerhalb der HepG2-Zelllinie die Störung des 

-Catenin Abbaus und in der Folge eine Akkumulation innerhalb der HepG2-Zellen (de la-

Coste et al., 1998). Aus diesem Grund wurden die Reportergenexperimente für den Promotor 

des SelPs in der Zellinie HuH7 wiederholt. Für diese Zelllinie sind keine Mutationen im Be-

reich des -Catenins bekannt.  

Erstaunlicherweise war die Zunahme der Aktivität des Reportergens für den SelP-Promotor 

bei der Überexpression der FoxO-Isoformen innerhalb der HuH7-Zellen zur Hälfte reduziert 

im Vergleich zu den HepG2-Zellen (siehe Abb. 3.2.1). Eine Ursache dafür könnten die dauer-

haft erhöhten -Catenin-Spiegel auf Grund des verminderten Abbaus innerhalb der HepG2 

sein. So ist bekannt, dass wenn dauerhaft erhöhte -Catenin-Spiegel innerhalb der Zellen vor-

liegen, sie gemeinsam mit den FoxO-Faktoren an der Promotorregion binden können und so 

die Möglichkeit haben die Expression der FoxO-Zielgene zu steigern (Manolagas und Almei-

da, 2007).  

Interessanterweise führte bei den HuH7-Zellen eine Überexpression der FoxO-Isoformen bei 

FoxO3a zur größten Aktivität im Vergleich der drei FoxOs. Dies ist im Gegensatz zu den 

HepG2-Zellen auffallend, da dort immer FoxO4 die größte Aktivität besaß. So hat innerhalb 

der HepG2s möglichweise FoxO4 die größte Affinität zu -Catenin. Liegen nun, wie in den 

HuH7-Zellen wahrscheinlich, physiologischere -Catenin-Spiegel vor, hat möglicherweise 

eine FoxO3a-Überexpression den größeren Einfluss auf die Aktivität der Promotorregion des 

SelPs.  

Um einen möglichen Effekt des -Catenin auf die Expression der Reportergene genauer zu 

untersuchen, wurden die Zellen mit Lithiumchlorid behandelt. Aus der Literatur ist bekannt, 

dass Lithiumchlorid bei HuH7-Zellen zur Hemmung der GSK3- führt und somit die Degra-

dation des -Catenins im Cytosol gestoppt wird (Erdal et al., 2005). Somit konnte innerhalb 

der HuH7-Zellen, ähnlich wie bei den HepG2-Zellen, eine Überaktivierung dieses Stoffwech-

selwegs erreicht werden. Eine Lithiumchloridbehandlung führte in der Tat zu einer signifikan-

ten Steigerung der Aktivität des TOP-Flash Reportergens (siehe Abb. 3.2.2). Da dort ein Kon-

strukt aus -Catenins/TCF binden kann, konnte somit eventuell durch die Behandlung die 

Aktivität des -Catenin innerhalb der Zellen gesteigert werden. Ebenfalls wurde deutlich, 

dass in der mutierten Promotorregion des FOP-Flashs auch eine Behandlung mit Lithiumchlo-
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rid keine Bedeutung für die Expression der Reportergene hatte. Auf die Expression der Re-

portergene des SelP-Plasmides konnten hingegen leider auch eine Behandlung mit Lithium-

chlorid, und damit eine mögliche Erhöhung des -Catenins, keinen Einfluss nehmen. Die Ur-

sache für die unterschiedlichen Expressionslevel zwischen den beiden Zelllinien ließ sich also 

nicht durch eine solche Behandlung ausgleichen. 

 

Zur Untersuchung eines Einflusses des Insulins auf die Reportergenaktivität wurden die 

HuH7-Zellen ebenfalls mit Insulin behandelt (siehe Abb. 3.2.4). Dabei konnte jedoch bei kei-

ner der drei FoxO-Isoformen eine Senkung der Reportergenaktivität beobachtet werden. Eine 

mögliche Ursache dafür könnte allerdings eine dauerhafte Überaktivierung der Akt innerhalb 

der HuH7-Zellen sein (Erdal et al., 2005). Um den Einfluss der Überaktivierung zu mindern 

und zu erkennen, ob ein möglicher Effekt der Behandlung mit Insulin ausgelöst werden kann, 

wurden die Zellen erneut mit Lithiumchlorid behandelt. Mittels LiCl wird jedoch nicht nur, 

wie schon erwähnt, der Abbau des -Catenin reduziert, sondern auch auf bisher unbekannter-

weise die Aktivität der Akt gehemmt (Erdal et al., 2005). Die mit Hilfe der Experimente ge-

wonnenen Daten waren jedoch nicht signifikant. So deutete sich nur eine Tendenz zu einer 

leichten Abnahme der Aktivität der Reportergene nach der Insulinbehandlung an (siehe Abb. 

3.2.4). Hierbei ist jedoch zu bedenken, ob mittels der Behandlung mit Li
+
 nicht einfach eine 

Inaktivierung der Akt stattgefunden hatte und somit überhaupt keine Wirkung des Insulins 

beobachtet werden konnte.  

 

 

4.3 Bedeutung der FoxO-Kaskade auf Antidiabetika 

 

Nach Betrachtung des Einflusses des Insulins auf die FoxOs wurde in der Arbeit der Zusam-

menhang der FoxO-Kaskade auf die beiden Antidiabetika Metformin und Troglitazon näher 

beleuchtet.  

Das Medikament Metformin wird weltweit zur Diabetes mellitus Typ 2 Therapie eingesetzt. 

Pharmakologisch verbessert es die Wirkung des Insulins an dessen Zielzellen und es vermin-

dert die Glukoneogenese innerhalb der Leber (Hundal et al., 2000; Gianarell et al., 2003). 

Dies alles geschieht jedoch über einen Akt unabhängigen Weg über die AMPK (Morioka et 

al., 2005). Aus früheren Publikationen ist der hemmende Einfluss von Metformin auf mRNA-

Ebene auf die SelP-Bildung bereits bekannt (Speckmann et al., 2009).  

Auf Promotorebene bestätigte sich die dieselbe Tendenz. Ein Effekt durch die Behandlung mit 
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Metformin war in der FoxO1a-Überexpression mit einer Hemmung um circa 30-40% im Ver-

gleich zur Kontrolle sichtbar. Für die beiden anderen Überexpressionen FoxO3a und FoxO4 

und den Leervektor (pnLum) hingegen war jedoch kein Effekt auszumachen (siehe Abb. 

3.4.1.1).  

Innerhalb des Körpers unterliegt SelP wahrscheinlich einer ähnlichen Regulation wie Enzyme 

des Glukosestoffwechsels. Dies könnte daraufhin deuten, dass die Regulation ähnlich wie für 

die G6Pase unterschiedlich stark durch die verschiedenen Isoformen der FoxO-Faktoren regu-

liert werden kann. Bis zum jetztigen Zeitpunkt ist der Einfluss des Faktors FoxO1a am besten 

für die Glukosehomöostase untersucht worden. Weiterhin ist ebenfalls schon länger bekannt, 

dass FoxO1a die Aktivität des SelPs auf mRNA-Ebene steigern kann (Speckmann et al., 

2008). So ist es auch hier möglich, dass der Einfluss des Metformins am größten auf die Bin-

dung des FoxO1a an die Promotorregion ist und dementsprechend die Expression des Re-

portergens am stärksten vermindert. Weiterhin ist aus einer früheren Publikation bekannt, dass 

der Abbau von FoxO1a durch eine Aktivierung der AMPK und damit Metformin gefördert 

werden kann (Barthel et al., 2002). Somit würde die verminderte Aktivität des Reportergens 

bei FoxO1a auf einem reduzierten FoxO1a-Spiegel beruhen. Ebenfalls wäre es denkbar, dass 

der eigentliche Effekt der Metforminbehandlung auf Grund der Überexpression vermindert 

ausfällt.  

Bei den beiden anderen Faktoren konnte auf Promotorebene die Aktivität des Reportergens 

durch eine Metforminbehandlung nicht vermindert werden. Dies könnte zum einen daran lie-

gen, dass eine Aktivierung der AMPK zu einer gesteigerten Aktivität von FoxO3a führen kann 

(Greer et al., 2007). Weiterhin zeigten Takayama et al 2014, dass eine Metforminbehandlung 

zu einer verminderten Expression des SelPs durch FoxO3a führt. Jedoch wird dieser Effekt 

durch eine Überexpression von FoxO3a wieder aufgehoben. Somit könnte eine mögliche Ur-

sache für den fehlenden Effekt der Metforminbehandlung auf die Faktoren FoxO3a und 

FoxO4 zum einen in dem unterschiedlichen Einfluss der AMPK und zum anderen in der 

Überexpression der Faktoren liegen. Weiterhin könnte in der fehlenden bzw. geringeren Rolle 

der beiden Faktoren FoxO3a und FoxO4 für den Glukosestoffwechsel eine Ursache liegen. Es 

ist zu vermuten, dass der Einfluss der FoxO-Faktoren auf die Glukoneogenese in der Leber 

innerhalb der einzelnen Isoformen unterschiedlich ausgeprägt ist. In einer älteren Veröffentli-

chung wurde auf die Tatsache hingewiesen, dass insbesondere der Faktor FoxO1a für die Ak-

tivierung der Promotorregion der G6Pase von Bedeutung ist (Zhang et al., 2012). Ferner 

könnte das verwendete Medium einen Einfluss haben. Es enthält mit 25 mM Glucose eine 

deutlich erhöhte Menge an Glucose im Gegensatz zu physiologischen Zuständen. Die physio-
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logische Glukosekonzentration im Plasma bei einem Menschen beträgt circa 4,4 bis 5,6 mM. 

Ab Werten über 11,1 mM spricht man von einem Diabetes mellitus (American Diabetes 

Association, 2008).  

In einer bereits veröffentlichten Publikation zeigte sich, dass bei hyperglykämen Zuständen 

die Expression der SelP im Gegensatz zur Kontrolle auf mRNA-Ebene stark erhöht ist und 

das diese Erhöhung sich durch eine Behandlung mit Metformin reduzieren lässt (Speckmann 

et al., 2009). Ebenfalls ist schon länger bekannt, dass diese erhöhten SelP-Spiegel zu erhöhten 

Selenspiegeln und letztendlich zu einem erhöhten Risiko des Diabetes mellitus Typs 2 führen 

können (Bleys et al., 2007). Weiterhin können erhöhte Level des Transkriptionsfaktors PGC-

1 , welche bei einem diabetischen Zustand vorliegen können, innerhalb der Zelle die SelP 

Aktivität steigern (Yoon et al., 2001, Speckmann et al., 2008). Somit wäre der große Einfluss 

des Metformins auf den Promotor des SelPs innerhalb der Kontrolle und der FoxO1a-

Überexpression zu erklären.  

Abschließend ist es aber ebenfalls vorstellbar, dass nur in in vitro Experimenten mittels Über-

expression aller FoxO-Faktoren die Steigerung der Expression der Reportergene für alle Fak-

toren durchführbar ist. Da jedoch in vivo nur der Faktor FoxO1a eine gewichtige Rolle für die 

Glukosehomöostase spielt, lässt sich dieser in den Experimenten möglicherweise auch nur auf 

Promotorebene durch Metformin herabregulieren. Daher wäre die Wirkung des Metformins 

über die AMPK nur auf den Faktor FoxO1a bzw. dessen Co-Faktor PGC-1  möglich. Ebenso 

könnten die beiden anderen Faktoren vielleicht die Expression der G6Pase auf Promotorebene 

steigern, aber durch andere Einflüsse später reguliert werden. Interessanterweise ergab sich 

für das FoxO-Zielgen G6Pase auf Promotorebene jedoch folgendes Bild. Eine Behandlung 

mit Metformin hatte lediglich eine Reduktion der Expression des Reportergens bei der 

FoxO1a-Überexpression zur Folge und keinen Effekt für die Kontrolle (pnLum) und die 

FoxO3a- und FoxO4-Überexpressionen. Dies deckt sich teilweise mit in der Vergangenheit 

erhobenen Daten, in denen auf mRNA-Ebene eine Reduktion der G6Pase durch eine Metfor-

minbehandlung erreicht werden konnte (Speckmann et al., 2009). Der fehlende Effekt der 

Metforminbehandlung in der Kontrolle lässt sich vielleicht mit den unterschiedlichen Bedin-

gungen erklären. In der vorliegenden Arbeit wurden im Vergleich zur Publikation, in der pri-

märe Rattenhepatozyten verwendet wurden, humane Hepatozyten (HepG2) benutzt. Weiterhin 

besteht die Möglichkeit, dass eine Regulation der Expression der G6Pase durch das Metfor-

min erst nach der Promotorebene stattfindet. Dies könnte die Unterschiede für die Kontrolle 

(pnLum) im Vergleich zur Publikationen von Speckmann et al erklären (siehe Abb. 3.4.1.2 A-

B).  
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Neben dem oralen Antidiabetikum Metformin wurde auch die Bedeutung des Troglitazon auf 

die FoxO-Kaskade untersucht, da der Wirkmechanismus sich unterscheidet. 

Der Wirkstoff Troglitazon gehört zur Klasse der Glitazone. Die antidiabetische Wirkung ent-

faltete der Wirkstoff im Gegensatz zum Metformin über eine agonistische Wirkung am 

PPAR -Rezeptor (Fujiwara und Horikoshi, 2000). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wir-

kung von Troglitazon auf die Promotoraktivität von zwei FoxO-Zielgenen untersucht, dem 

SelP und der G6Pase. 

Erstaunlicherweise konnte dabei in allen durchgeführten Experimenten eine Steigerung der 

Promotoraktivität der beiden FoxO-Zielgene festgestellt werden. Der Effekt ließ sich in der 

Kontrolle sowie in den jeweiligen Überexpressionen beobachten. Insgesamt schien es, als 

dass der Einfluss durch die Behandlung mit Troglitazon von der Kontrolle über FoxO1a bis 

FoxO4 zunahm (siehe Abb. 3.4.2.1 und 3.4.2.2). Dies ist eigentlich zuerst widersprüchlich zu 

den vorhandenen Daten. Denn eine alleinige Aktivierung des oben genannten Rezeptors führt 

eigentlich zu einer Herabregulierung der FoxO-Aktivität. Im Gegensatz dazu kommt es bei 

gesteigerter FoxO-Eigenaktivität zu einer Senkung der PPAR -Aktivität (Dowell et al., 2003). 

Eine mögliche Erklärung dafür wäre, dass die Glitazone neben einer antidiabetischen Kom-

ponente, insbesondere des Troglitazon, noch eine antiinflammatorische und antioxidative 

Wirkung besitzen (Ricote et al., 1998; Crawford et al., 1999). Die antiinflammatorische Kom-

ponente der Glitazone wird unter anderem über eine Herabregulierung der Aktivität der I K 

mittels des PPAR -Stoffwechselweges vermittelt (Straus et al., 2000).  

Diese Hemmung vermindert möglicherweise die Degradation der FoxO-Faktoren innerhalb 

der Zellen und die Bindung der FoxO-Faktoren an die Promotorregion der Zielgene kann ge-

steigert werden. Dieser Nebenweg der Aktivierung des PPAR -Rezeptors könnte somit für 

die Wirkung verantwortlich sein. Um diesen möglichen Einfluss zu betrachten wurde ver-

sucht, den PPAR -Rezeptor mittels eines Antagonisten zu blockieren (siehe Abb. 3.4.3.2). 

Dabei fiel auf, dass der Troglitazoneffekt der gesteigerten Expression der Reportergene durch 

eine steigende Konzentration des Antagonisten GW9662 nicht verringert wurde. Es deutete 

sich eher an, dass der Effekt der gesteigerten Expression der Reportergene ab den Konzentra-

tionen von 10 µM und 30 µM des Antagonisten weiter zunimmt. Die weitere Zunahme der 

Aktivität der Reportergene sollte somit unabhängig vom Weg über die Aktivierung des 

PPAR -Rezeptors sein, denn dieser sollte irreversibel blockiert worden sein (Davies et al., 

2001). Zur Untersuchung einer möglichen Eigenaktivität des Antagonisten wurden die Zellen 

nur mit dem Antagonisten und dem Kontroll- bzw. dem FoxO3a-Plasmid behandelt (siehe 
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Abb. 3.4.3.1 A-B). Dort fiel eine dezente Steigerung der Aktivität auf. So ließe diese möglich-

erweise auf eine gewisse Eigenaktivität des Antagonisten innerhalb der Zellen schließen. In 

diesem Zusammenhang wäre es ebenfalls denkbar, dass durch eine alleinige Aktivierung der 

anderen PPAR-Signalkaskaden, insbesondere der PPAR -Kaskade, es zu einer Steigerung der 

Aktivität des Promotors bei den FoxO-Überexpressionen kommt. Dies würde sich mit den 

Ergebnissen aus früheren Publikationen decken. Es ist bekannt, dass Troglitazon neben einer 

agonistischen Wirkung am eigentlich Ziel, dem PPAR -Rezeptor, auch noch eine schwach 

agonistische Wirkung auf den PPAR -Rezeptor besitzt (Memon et al., 2000). Der Faktor 

PGC-1 , welcher mit PPAR  interagiert und synergistisch arbeitet (Vega et al., 2000), könn-

ten so verstärkt werden. Die Kombination aus PGC-1  und FoxO1a könnte dann, wie weiter 

oben schon ausgeführt, zu einer Steigerung der Promotoraktivität führen. Dies würde jedoch 

nicht die Zunahme der Induktion der Reportergene für die beiden anderen FoxO-Faktoren, 

FoxO3a und FoxO4, erklären. Eine Ursache für die Steigerung der Expression der Reporter-

gene ist möglicherweise ein erhöhter Basalspiegel der FoxO-Faktoren innerhalb der HepG2-

Zellen durch die eigentliche Behandlung. Es ist bekannt, dass durch eine Behandlung mit 

Troglitazon mit hohen Konzentrationen eine Apoptose ausgelöst wird. Dieser Effekt nimmt ab 

10 bis 20 µM stark zu (Zhou et al., 2008). Bei diesen Werten wurde in dieser Arbeit auch der 

größte Einfluss des Troglitazons beobachtet. Da alle FoxO-Faktoren eine apoptosefördernde 

Wirkung haben, könnte Troglitazon diese Wirkung verstärken. Dies würde die zunehmende 

Wirkung bei der steigenden Konzentration auf die Expression möglicherweise erklären.  

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Troglitazon auf Promotorebene erstaunlicherweise zu 

einer Zunahme der beiden FoxO-Zielgene SelP und G6Pase führt. Der Effekt lässt sich durch 

einen PPAR -Antagonisten nicht aufheben, sodass der genaue Mechanismus dieser Zunahme 

weiterhin unklar bleibt. 
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5. Zusammenfassung 

 

Die Regulation der FoxO-Transkriptionsfaktoren erfolgt auf vielen Ebenen innerhalb des 

Zellstoffwechsels. Eine Schlüsselrolle nimmt dabei die Akt/PKB ein. Diese Proteinkinase 

wird mittels Insulin reguliert und reduziert mittels Phosphorylierung die Aktivität der FoxO-

Faktoren. Dies führt zu einer verringerten Aktivität der Zielgene z. B. SelP, G6Pase und 

MnSOD. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine Überexpression der FoxO-Faktoren zu 

einer gesteigerten Aktivität der Promotoren von SelP, G6Pase und MnSOD führte. Dafür wur-

den HepG2-Zellen transient mit Plasmiden der Promotorregion der Zielgene sowie FoxO1a, 

FoxO3a und FoxO4 transfiziert. Dabei zeigte sich, dass der Faktor FoxO4 den stärksten Ein-

fluss auf die Aktivität der Promotoren im Gegensatz zu FoxO3a und FoxO1a hatte. Ebenfalls 

fiel die Aktivitätssteigerung des G6Pase-Promotors im Vergleich zu SelP und MnSOD erheb-

lich stärker aus. Eine Ursache dafür könnte eine unterschiedlich starke Affinität der FoxO-

Isoformen zur jeweiligen Promotorregion sein und das der größte Einfluss der FoxO-Faktoren 

auf den Glukosestoffwechsel besteht. Auf mRNA-Ebene konnte mittels Überexpression der 

FoxOs lediglich für die G6Pase eine Zunahme der rel. mRNA-Spiegel gezeigt werden. Wei-

terhin wurde der Einfluss einer Insulinbehandlung auf die Promotoraktivität für die drei Ziel-

gene untersucht. Lediglich für SelP und G6Pase zeigte sich eine Abnahme der Reportergenak-

tivität bei der Kontrolle und FoxO1a-Überexpression. Eine mögliche Ursache dafür könnte in 

der synergistischen Wirkung von FoxO1a und PGC-1  liegen. Ebenfalls ist der Einfluss einer 

Insulinbehandlung bei diabetischen Zuständen im Zellkulturmedium auf FoxO3a und 4 und 

deren Aktivität auf die Promotoren der Zielgene vermindert. Ein anderes Bild zeigte sich bei 

den HuH7-Zellen, da dort eine Überexpression der FoxO-Isoformen zu einer geringeren Stei-

gerung der Promotoraktivität führte. Auch war das Verhältnis der Steigerung zwischen den 

einzelnen Isoformen ein anderes im Vergleich zu den HepG2. Eine Insulinbehandlung zeigte 

ebenfalls keinen Effekt. Die im Anschluss erfolgte LiCl-Behandlung zur Erhöhung der -

Catenin-Spiegel sowie der Akt-Hemmung zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf eine Insulinbe-

handlung. Neben der Insulinbehandlung erfolgte eine Behandlung der Zellen mittels Metfor-

min, Troglitazon und GW9662. Bei Metformin zeigte sich lediglich bei der FoxO1a-

Überexpression eine Abnahme der Reportergenaktivität bei SelP und G6Pase. Ursache dafür 

ist wahrscheinlich wieder das Zusammenspiel von FoxO1a und PGC-1  im Rahmen der Glu-

kosehomöostase. Troglitazon dagegen, ein PPAR -Agonist, führte zu einer Steigerung der 

Promotoraktivität der Zielgene. Der Effekt ließ sich nicht mittels eines PPAR -Antagonisten 

aufheben, sodass der Effekt wahrscheinlich nicht über den PPAR -Rezeptorweg verläuft. 
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