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1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Die atypischen Proteinkinase C (aPKC) Isoformen

Proteinkinasen der Gruppe C (PKC) sind wichtige Enzyme intrazellularer Signalkaskaden und spielen
bei vielen verschiedenen Vorgangen und Reaktionen innerhalb verschiedener Zellreihen eine
bedeutende Rolle. Es sind bis dato drei Gruppen der Proteinkinasen C bekannt, die abhangig vom
Aktivierungssignal eingeteilt werden, dazu gehdren die klassischen (conventional) PKCs (a, I, Il and
y), die novel PKCs (9, €, n und 8) und die atypischen PKCs (C und I/A, humane PKCi und Maus PKCA
sind ortholog). Der unterschiedliche Aufbau der einzelnen Proteinkinasen C Subtypen und deren
Untereinheiten bestimmen dabei die Aktivierung wie in Abbildung 1 dargestellt, so erfolgt z.B. die
Bindung von Diacylglycerin und dem Pseudosubstrat an die C1A/C1B Bindungsstellen, die
gleichermalen bei den koventionellen und den novel PKCs vorkommen. Calcium bindet an das C2-
Motiv, welches Teil der konventionellen PKCs ist. Die atypischen PKCs sind aufgrund dieser fehlenden
Domanen DAG und Ca2+ insensitiv, die Aktivierung erfolgt tber Lipide wie z.B. Phosphatidylinositol,
Arachnidonsé&ure und Ceramid (Moscat und Diaz Meco 2000).

Die aPKCs verfiigen Uber ein sogenanntes Pseudosubstrat (PS), als Bestandteil des Proteins, das
durch die Bindung an die Substratbindungsstelle eine vollstandige Inaktivierung des Enzyms bewirkt.
Die PS-Sequenz befindet sich im N-terminalen Bereich, wo sich ebenfalls ein cysteinreiches Zinkfinger-
Motiv befindet. Die katalytische Kinase-Domane befindet sich im C-terminalen Teil. Der genaue
Aktivierungsweg der atypischen PKCs ist bis dato nicht bis ins Detail geklart. Sie erfolgt Gber die
Bindung eines Liganden an einen Tyrosinkinase-Rezeptor und damit verbundener Phosphorylierung der
Tyrosinreste. Diese interagieren mit der p85 Untereinheit der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-Kinase),
was wiederum eine Aktivierung der PI3-Kinase bedingt. Dies fuhrt zur Bildung von Phosphatidylinositol
(3,4,5)-trisphosphat (PIP3) und einer konsekutiven Aktivierung der 3-phosphoinositide-dependent
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protein kinase-1 (PDK-1) und damit zur Phosphorylierung und Losung des Pseudosubstrats von der
Substratbindungsstelle der aPKCs. Zudem bewirkt die Bindung von PIP3 an den cysteinreichen N-
Terminus der aPKC eine Konformationsanderung, welche die Umlagerung des Pseudosubstrates

begtnstigt. Durch die Freilegung der Bindungsstelle der aPKCs kommt es zu deren Aktivierung. (Suzuki
et al. 2001; Standaert et al. 2001).

Regulatorische Doméne Katalytische Doméne
] ]
|
DAG /Phorbol Galcium ATP Bindung Substrat Bindung
esther Bindun
Bindung g ' 7. \
: l' I, \
1 ,I ,/ v
1 Va4 \
. | /, L’ \‘
Zinkfinger Calcium ! S \
1 4
Konventionell N C1 (o7} ]_ C
Vi V2 v V4 V5
Pseudosubstrat Scharnier

Atypisch N C1-like Cc
— (e G -

Abbildung 1 Der Aufbau der verschiedenen PKC Subfamilien. (adaptiert von: Mackay H & Twelves CJ, Targeting the
protein kinase C family: are we there yet? Nature Reviews Cancer 2008, PS = Pseudosubstat)

1.1.1. Funktionen der aPKC

Mittlerweile sind mehrere wichtige Funktionen der atypischen PKCs bei intrazellularen Signalwegen
bekannt. So sind sie an der insulinabhangigen Glucoseaufnahme in Myozyten und Adipozyten durch
den Einbau des Glucosetransporters GLUT-4 beteiligt, Insulin bewirkt hierbei den Einbau des
Glucosetransporters in die Zellmembran, mafgeblich durch den Umbau von Actinfilamenten
(Bandyopadhyay et al. 1999). Die GLUT-4 Transporter befinden sich bei niedrigen Blutglucosespiegeln
inaktiviert innerhalb der Zellen in Vesikeln. Diese sind ausschlieBlich in Skelettmuskel-/
Herzmuskelzellen und Adipozyten lokalisiert. Kommt es zu einem Anstieg des Blutzuckerspiegels bei
Nahrungsaufnahme und damit verbundener Insulinausschuttung durch die B-Zellen des Pankreas,
bewirkt dies einen Einbau der GLUT-4 Transporter in die Plasmamembran, hierdurch wird der Glucose-

Einstrom entlang des Konzentrationsgradienten um ein Vielfaches beschleunigt und die Bildung von
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Glycogen aktiviert. Die aPKC ist dabei ein Downstream-Target des IRS-PI3-Kinase Signalwegs und
wird Uber die 0.g. Konformationsénderung und Phosphorylierung durch die PDK1 und PIP3 aktiviert.
Knockout-Experimente der aPKCA konnten zeigen, dass der insulinabhéngige Glucosetransport in
Myozyten und Adipozyten bei Knockout-M&usen signifikant kompromittiert ist und dies zu einer
Diabetes mellitus ahnlichen Stoffwechsellage fiihrt (Farese et al. 2014). Auf der anderen Seite scheint
die aPKC ebenfalls einen negativen Feedback-Mechanismus auf die insulinabhangige Aktivierung der
PI3-Kinase durch das IRS zu besitzen und den damit verbundenen Einbau der Glucosetransporter
durch eine Phosphorylierung von IRS-1 (an der Serin 318 Phosphorylierungsstelle) (Moeschel et al.
2004). Ebenso  bewirkt die aPKCA eine Translokation des GLUT-1 Transporters in die
Plasmamembran von Adipozyten, der insulinunabhangig einen Einstrom von Glucose in die Zellen
beglinstigt (Bosch et al 2004).

Interessanterweise fihrt korperliche Aktivitat und Muskelarbeit ebenfalls zu einem vermehrten Einbau
von GLUT-4 Transportern in die Plasma-Membran von Skelettmuskelzellen. Die Muskelarbeit fihrt zu
einer Aktivierung der AMPK (5-AMP-activated protein kinase), die fir den Einbau der GLUT-4
Transporter in die Plasmamembran essentiell zu sein scheint. Es konnte gezeigt werden, dass AICAR,
ein Aktivator der AMPK, ebenfalls zu einer Aktivierung der aPKCs fiihrt (Chen et al. 2002) und damit die
GLUT-4 Translokation fordert. Das Antidiabetikum Metformin ist ebenfalls ein Aktivator der AMPK.
Mausmodell-Analysen legen nahe, dass eine Wirkung des Metformins die Aktivierung der aPKCs und
der damit erhohten Insulinsensitivitat sein konnte (White 2009; Zhou et al. 2001).

Der genaue Vorgang, der dem Einbau der GLUT-4 Transporter zu Grunde liegt ist bisher nicht geklart.
Viele Hinweise deuten darauf hin, dass die aPKC an dem Actin-Remodelling und der Organisation des
Zytoskeletts beteiligt ist, was die Voraussetzung fur die Aktivierung und Bereitstellung der
Glucosetransporter in der Plasmamembran ist. Es wird angenommen, dass Phosphorylierungen von
Proteinen, die der Strukturierung des Zytoskeletts dienen und direkte Interaktionen mit den aPKCs
diesem Vorgang zu Grunde liegen (Patel et al. 2003).

Weitere Hinweise legen nahe, dass die aPKCs eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der
Zellpolaritat besitzen. Ein spezifischer Knockdown der aPKC in C. elegans Embryonen zeigte eine
fehlerhafte anterior-posterior Polarisation der Zygote (Tabuse et al. 1998). Zudem konnte in
verschiedenen Zellsystemen gezeigt werden, dass aPKCs bei der Zell-Zell Adh&sion und der
Ausbildung von tight junctions wichtig sind (Suzuki et al. 2001).

Die aPKCs sind auflerdem an der hepatischen insulinabhangigen Lipidsynthese beteiligt. Durch das
wichtigste anabole Hormon Insulin kommt es neben der Steigerung der Glycogenbildung zur

Energiespeicherung und der Glycolyse, ebenfalls zu einer gesteigerten Bildung von Lipiden, den
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Triacylglyceriden und dem Cholesterin. Der Insulinrezeptor gehort zu den Transmembranrezeptoren,
deren transmembranédr und intrazellular gelegene B-Untereinheiten eine Tyrosinkinase-Aktivitat
besitzen. Kommt es zu einer Bindung von Insulin an die beiden a-Untereinheiten extrazellular, bedingt
dies eine Konformationsanderung, wodurch die f-Untereinheiten aneinander gelagert werden und sich
gegenseitig phosphorylieren und aktivieren. Dies fihrt zu einer weiteren Phosphorylierung von
Untereinheiten des Rezeptors, die eine Bindung durch die IRS-Proteine begunstigen. Die IRS-Proteine
stellen als Adaptorproteine ein Bindeglied der Signalkaskade des Insulinsignals auf intrazellulare
Enzyme wie die aPKCs dar (Farese et al. 2005). In Hepatozyten erfolgen die Aktivierungen der PI3-
Kinase sowie der aPKCs durch eine Phosphorylierung des IRS-2 am intrazellularen Teil des
Insulinrezeptorkomplexes. Es konnte gezeigt werden, dass durch Aktivierung der aPKCs die Expression
des SRBP-1c (sterol regulatory element-binding protein) gesteigert wird, welches wiederum eine
erhohte hepatische Lipidsynthese bewirkt (Matsumoto et al. 2003). Die Familie der sterol requlatory
element-binding Proteine (SREBPs) regulieren viele Proteine auf Genebene, indem sie an das sterol
regulatory element (SRE) der Promotorregion von bestimmten Zielgenen binden und die Induktion von
Schllisselenzymen fordern, welche die Cholesterinsynthese /-aufnahme sowie die Triacylglycerid- und
Fettsauresynthese regulieren.

Weiterhin gibt es Hinweise aus verschiedenen Studien darauf, dass es eine gewebespezifische
insulinabhangige Aktivierung der aPKC in der Leber und im Muskelgewebe gibt, so ist die Aktivierung
der aPKC in Hepatozyten initiiert durch eine IRS-2/P13-Kinase, wohingegen in Myozyten die Aktivierung
der aPKC malgeblich durch IRS-1/P13-Kinase erfolgt. In Tiermodellen (Goto-Kakizaki Ratten und ob/ob
Mause) mit Bedingungen einer Insulinresistenz, die dem Zustand eines Diabetes mellitus ahneln, lie}
sich zeigen, dass die Aktivierung der aPKC in Hepatozyten weiterhin intakt ist, wohingegen das
Insulinsignal in Myozyten eine reduzierte aPKC-Aktivierung und somit einen verminderten Einbau der
GLUT-4 Transporter nach sich zieht. Dies wird durch Experimente mit IRS-knockout Mausen und IRS-2
defizienten Mausen bestatigt (Sajan et al. 2006). Der gewebespezifische insulinabhangige Signalweg
der aPKC (IRS-1 in Myozyten, IRS-2 in Hepatozyten) konnte erklaren, weshalb es bei Bedingungen
einer Insulinresistenz einerseits zu einer verminderten Aufnahme von Glucose in Muskelzellen und
damit verbundener Hyperglykdmie kommt und andererseits paradoxerweise in Hepatozyten weiterhin
die Insulin-induzierte Cholesterin-/Lipidsynthese gesteigert ist, verbunden mit einer pathologischen
Hyperlipidamie (Farese et al. 2005). Die genaue Ursache der weiterhin intakten IRS-2 vermittelten
aPKC Aktivierung ist bis dato nicht geklart. Dieser Zusammenhang legt nahe, dass die Aktivierung der
aPKCs bei der Entwicklung bzw. der Pathogenese einer Insulinresistenz und damit verbundenen

Risiken essentiell ist. Das genaue Verstandnis der Pathophysiologie sollte daher weiter untersucht
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werden, dies konnte eine weitere therapeutische bzw. paventive Strategie in Behandlung der Folgen
einer Insulinresistenz, wie eine diabetogene Stoffwechsellage, Hyperlipiddmie und Adipositas zu
entwickeln, darstellen. Eine spezifische Hemmung der hepatischen aPKCs in dieser Konstellation stellt
ein mogliches therapeutisches Ziel dar.

Ebenso gibt es mehrere Hinweise, dass der Signaltransduktionsweg der atypischen PKCs einen
Einfluss auf die Aktivierung von NFkB und somit auf die Zellproliferation und den Zelltod haben (Lallena
und Diaz Meco 1999). So zeigen PKC - knockout Mause ein vermindertes NFkB Signal, wohingegen
PKC A-Knockout M&use in einem friihen Embrionenstadium versterben (Suzuki et al. 2003).

Die aPKCs sind in der Lage NFkB direkt durch Phosphorylierung zu aktivieren. Zudem verhindert die
Phosphorylierung und Aktivierung der IkB-kinase (IKK-B) durch die aPKC den inhibierenden Effekt auf
NFkB (Duran et al. 2003), wodurch ein Transport in den Nukleus und somit die NFkB —abhangige
Genexpression von Zytokinen gefordert wird, die proinflammatorisch wirken und eine systemische
Insulinresistenz sowie arteriosklerotische Prozesse begiinstigen kénnen (Cai et al. 2005).

Weiterhin scheinen die aPKCs an dem Wachstumsfaktor induzierten Signalweg der PI3-K und Ras
beteiligt zu sein, die zu einer Aktivierung der MAP-Kinasen Kaskade fiihrt, welche fir die
Zellproliferation und Zelldifferenzierung entscheidend sind (Bjorkoy et al. 1997).

Vorherige  Untersuchungen zeigen eine direkte Ko-Lokalisation der aPKC{i mit den
Gallensalztransportern  BSEP und MRP2 an der kanalikularen Membran (Stross et al. 2009). Die
funktionelle Relevanz ist bisher nicht geklart. BSEP-Transporter gehoren zu den ABC-Transportern und
dienen in Hepatozyten zur aktiven ATP-abhangigen Sekretion der Gallensauren aus den Hepatozyten in
die Canaliculi der Gallenwege entgegen des Konzentrationsgradienten. MRP2 gehort ebenfalls zu der
Familie der ABC-Transporter, die als Gemeinsamkeit eine ATP-bindende Kassette besitzen und ATP-
abhéangig spezifische Substrate ber eine Membran transportieren kdnnen. Das Hauptsubstrat von
MRP2 ist konjugiertes Bilirubin.

Die genauere Funktion der PKCA/i in Hepatozyten ist bisher nicht geklart. Diese Funktion sollte in
diesem Projekt weiter untersucht werden. Um einen moglichen Einfluss auf die Genexpression
verschiedener Proteine durch die aPKC zu analysieren, wurde in einem Vorversuch zu diesem Projekt
der spezifische Inhibitor der aPKC, ein myristoliertes Pseudosubstrat (PS), eingesetzt und mittels eines
DNA MicroArray ausgewertet (Gehrmann T, Haussinger D 2008). Dieses PS blockiert spezifisch die
Substratbindungsstelle der atypischen Proteinkinasen, ahnlich wie das proteineigene PS und inaktiviert
diese irreversibel.

Bei diesem Versuch wurden primare Rattenhepatozyten (Rattus norvegicus) nach Isolation mit dem

Pseudosubstrat inkubiert. Ergebnis dieses Versuchs war (u. a.) eine signifikante Hemmung der mRNA-
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Expression der Glucokinase nach Zugabe des PS. Dies lasst eine genregulatorischen induktiven
Einfluss der aPKCs auf die GK vermuten. Dieser Effekt sollte in diesem Projekt mit anderen Methoden

validiert und weiter im Detail untersucht werden.

1.2.Glucokinase (GK)

Glucose ist der wichtigste Energietréger tierischer Zellen. Die Glucose-Homdostase im Blut spielt dabei
eine wichtige Rolle, um Zellen ausreichend mit Glucose zu versorgen. Die Bereitstellung erfolgt
entweder Uber die Nahrungsaufnahme, die Freisetzung von Glucose aus in der Leber gespeicherten
Glycogen oder die Neubildung in der Leber (Gluconeogenese). Insbesondere das Gehirn und
Erythrozyten sind auf diesen Brennstoff angewiesen. Durch die Verstoffwechslung dieses Molekils, die
Glycolyse, wird Energie in Form von Adenosintriphosphat fiir synthetische Reaktionen und zahlreiche
Stoffwechselvorgange flir die Zellen bereitgestellt. Hierbei erfolgt zunachst die Spaltung von Glucose in
zwei Molekile Pyruvat, welche unter aeroben Bedingungen mit Hilfe des Citrat-Zyklus und der
Atmungskette unter ATP-Gewinnung in Kohlenstoffdioxid und Wasser abgebaut werden. Die
Speicherung des Energiebausteins Glucose, welche in Myozyten und Hepatozyten erfolgt, wird durch
die Aneinanderkettung der einzelnen Monosaccharide zu dem Polymer Glycogen gewahrleistet, sodass

die kurzfristige Speicherung der Glucose sichergestellt werden kann.

1.2.1. Die besondere Kinetik der GK, der ,,Glucose-Sensor*

Die Glucokinase (GK, auch Hexokinase IV) st ein wichtiges Enzym fir die Regulation des
Blutglucosespiegels. Sie kommt zum groBten Teil in Hepatozyten (99%), aber auch in B-Zellen der
Bauchspeicheldrise, endokrinen Zellen des Magen-Darm-Trakts und im Gehirn vor. Sie phosphoryliert
Glucose an der C-6-Hydroxylgruppe. Sie ist auch in der Lage andere Hexosen wie Mannose und

Fructose als Substrat zu phosphorylieren.

Glucose + Mg-ATP 2 =» Glucose-6-Phosphat (G6P) 2 + Mg-ADP- + H*

Diese ATP-abhangige Phosphorylierung ist eine Schllsselreaktion fiir die verschiedenen Wege des
Kohlenhydratstoffwechsels wie die Glycolyse, die Glycogensynthese und den Pentosephosphatweg.
Hierdurch wird einerseits das Glucose-Molekdl intrazellular gehalten, da es phosphoryliert kein Substrat
fir die Glucosetransporter darstellt, andererseits erfolgt eine Stabilisierung der Glucose zur weiteren

Verstoffwechslung. In Hepatozyten wird durch die Reaktion der GK die Bildung von Glycogen
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gesteigert, in den -Zellen des Pankreas flihrt die Phosphorylierung letztendlich zur Ausschuttung von
Insulin ins Blut (physiologische Blutglucose-Schwelle = 5mM) und somit zur Senkung des
Blutzuckerspiegels und der Verwertung von Glucose. Bemerkenswert ist dabei, dass die GK, im
Gegensatz zu anderen Hexokinasen, eine geringere Affinitat (Km Wert = 5,5mM) zu ihrem Substrat
besitzt, sodass sie nur bei entsprechend hohen Konzentrationen aktiv ist. Andere Hexokinasen, die
ebenfalls Glucose zur G6P phosphorylieren (z.B. in Erythrozyten) besitzen einen niedrigen Km-Wert
(Km = 0,01mM, So5 = 5mM) und sind schon bei geringsten Glucose-Konzentrationen aktiv, um eine
kontinuierliche Versorgung der Zellen zu gewahrleisten. Zudem kommt es nach erfolgter
Phosphorylierung nicht zu einer negativen Produkthemmung der GK durch das Produkt G6P. Weiterhin
besteht zwischen Substrat und Enzym eine positive Kooperativitét, d.h. nach Bindung des Liganden
steigt die Affinitat des Enzyms (Hill Koeffizient = 1,7) (Loffler 2014). Auf diese Weise werden einerseits
bei niedrigen Blutglucosekonzentrationen zunachst die extrahepatischen Zellen mit Glucose versorgt
und andererseits erfolgt bei hohen Konzentrationen eine schnelle hepatische Verwertung. Die
Glucokinase hat im Bereich physiologischer Blutzuckerspiegel (2-10mM) eine hohe Affinitat und reagiert
auf geringste Schwankungen. Die essentielle Bedeutung der GK als ,Glucosesensorsystem* sowie bei
der Glycogensynthese und Glucoseregulation wurde durch den spezifischen Knockdown der GK in
Hepatozyten von Mausen gezeigt, der mit einer dauerhaften Hyperglykédmie einhergeht. Mause, bei

denen die pankreatische GK ausgeknockt wird, sind nicht lebensfahig (Postic et al. 2001).

1.2.2. Aufbau der GK

Die GK ist ein monomeres Protein aus 465 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 50 kDa. Es
besteht eine 98% Identitat zwischen der humanen Form und der Ratten GK. Es konnte gezeigt werden,
dass unterschiedliche Konformationszustande bzw. Proteinstrukturen die Bindung des Substrats an das
Enzym beeinflussen bzw. dass durch die Bindung des Substrats eine Veranderung der Proteinstruktur
(closed form mit hoher Affinitat und super open form mit geringer Affinitat, inaktiv) hervorgerufen
werden. Kristallographische Untersuchung haben gezeigt, dass die GK eine grofe und eine kleine
globulédre Doméane enthalt, die (ber einen flexiblen hinge (,Scharnier) aus drei loops verbunden sind.
Zwischen den beiden Doménen befindet sich die Bindungsstelle der GK (Kamata et al. 2004). Die GK
besitzt eine Substrat-Bindungsstelle und ist als Monomer katalytisch aktiv.
Das GK-Gen befindet sich auf Chromosom 7 mit insgesamt 10 Exonabschnitten. Dabei enthalt das Gen
zwei alternative Promoterregionen, die circa 30kbp aus genomischer DNA voneinander entfernt sind.
Die beiden Promoter haben eine besondere gewebespezifische Funktionalitdt. So dient der upstream
Promoter (auch neuroendokriner Promotor genannt), der Genexpressionsinduktion in nicht-hepatischen
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Zellen, wie den B-Zellen des Pankreas, enteroendokrinen Zellen und speziellen Zellen im ZNS (Jetton et

al. 1994). Der weiter downstream gelegene Promotor dient der Transkriptionsinitiierung in Hepatozyten.

1.2.3.Regulation der Glucokinase

Das Enzym GK wird auf mehreren Ebenen reguliert, den wichtigsten Einfluss hat dabei die hormonelle
reziproke Steuerung durch Insulin und Glucagon, die besonders auf Genexpressionsebene stattfindet
und eine langfristige quantitative Regulation darstellt. Insulin induziert dosisabhangig die Genexpression
des Enzyms und Glucagon inhibiert diese tber den second Messenger cAMP (lynedjian et al. 2009). In
Insulin-defizienten Zellen ist die GK-mRNA nicht nachweisbar, nach Gabe von Insulin kommt es zu
einer ermneuten Synthese der GK. In primaren Rattenhepatozyten lieR sich eine 15 bis 30-fache
Erhéhung auf mRNA-Level allein durch Insulin innerhalb von drei Stunden nachweisen (lynedjian 1993;
lynedjian et al.1988).

Der genaue Signalweg der insulinabhangigen Stimulation der Expression ist bisher nicht eindeutig
geklart. Durch den Einsatz von Wortmannin, einem Inhibitor der PI3-Kinase, kann die insulinabhangige
Induktion der GK inhibiert werden, zudem ist der Effekt Proteinkinase B abhangig. Eine Regulation
durch SREBP-1c wird kontrovers diskutiert (Hansmannel et al. 2006; Gregori et al. 2005).

Aulerdem wird der Insulineffekt durch den perivenésen Sauerstoffpartialdruck moduliert und durch
Hypoxie stimuliert, (bereinstimmend ist die GK (iberwiegend in den zentralvendsen Arealen und damit
weniger aeroben Bereichen des Leberazinus lokalisiert. Hierbei scheint der Transkriptionsfaktor HIF-1
und das Hypoxia responsive Element (HRE) im hepatischen Promotor der GK eine Rolle zu spielen
(Roth et al. 2004).

Das Angebot an Glucose beeinflusst ebenfalls die Expression der GK, so ist nach Fasten der Zellen
keine mRNA der GK in Hepatozyten nachweisbar, dies ist nach erneuter Gabe von Glucose wieder

aufgehoben und es kommt zu einem deutlichen Anstieg (lynedjian et al.1988).

1.2.4. Wechselwirkung mit dem GK-regulatorischen Protein (GKRP)

Die Aktivitat der GK wird neben der transkriptionellen Regulation auch durch Veranderung ihrer
Lokalisation innerhalb der Zellen beeinflusst und reguliert. Hohe intrazellulare Glucose-Konzentrationen
bewirken in kurzer Zeit eine Translokation des Enzyms aus dem Zellkern in das Zytoplasma,
wohingegen die GK bei niedrigen Glucose-Spiegeln im Zellkern durch das Glucokinase-Regulatory-

protein (GKRP) inaktiv gebunden und konserviert wird (Agius 1998).
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Von Schaftingen beschrieb erstmalig eine schnelle Regulierung der GK-Aktivitat bei hohen Glucose-
Spiegeln im Blut durch Bindung eines regulatorischen Proteins im Nukleus von Hepatozyten. Dieses
regulatorische Protein besteht aus 626 AS und besitzt ein MG von 68kDa und ist zum groften Teil im
Nukleus lokalisiert. Die Bindung des GKRP und der GK erfolgt durch eine Komplexbildung der beiden
Proteine und stellt eine kompetitve Hemmung der Glucokinase dar (Von Schaftingen 2004).
Untersuchungen an Mitochondrien in Hepatozyten belegen, dass sowohl die GK als auch das
assoziierte regulatorische Protein GKRP ebenfalls in Mitochondrien lokalisiert sind. Die genaue
Bedeutung dieser Lokalisation ist noch unklar (Arden et al. 2006). Ferner wird das regulatorische
Protein auch in Neuronen des ZNS von Ratten exprimiert, in Gegenwart der GK, wobei die genaue
Funktion ungeklart ist (Alvarez et al. 2002).

Es wird angenommen, dass bei Bedingungen einer Hyperglykdmie, der Einstrom von Glucose-
Molekiilen durch insulinunabhangige GLUT-2 Transporter entlang des Konzentrationsgradienten in die
Hepatozyten eine Dissoziation der GK von seinem regulatorischen Protein bewirkt und es zu einem
Export aus dem Nukleus vermittelt durch ein nuclear export signal (NES) (zwischen AS 300 und 310) in
das Zytoplasma kommt. Sinkt die Glucose-Konzentration intrazellular, kommt es zur Translokation der
GK in den Zellkern und zur erneuten Bindung an das GKRP. Die genauen Mechanismen des Imports
und des Exports sind bisher nicht geklart. Da die GK nicht tber ein klassisches Nuclear localization
signal (NLS) verflgt, legt dies einen Transport durch ein anderes Protein nahe. Dies kdnnte ebenfalls
durch das GKRP erfolgen (Shiota et al. 1999; Kaminski et al. 2014). Das GKRP ist zu einem geringen
Teil, ohne Bindung an die GK, ebenfalls im Zytoplasma lokalisiert.

Diese Regulation mittels Translokation findet mafRgeblich in Leberzellen statt, wobei Sorbitol und
Fructose-1-Phosphat (F-1-P) die Freisetzung der GK steigern. Sorbitol wird intrazellular zu F-1-P
umgewandelt und phosphoryliert, es ist bekannt, dass Sorbitol intrazellular einen starken aktivierenden
Effekt auf die Translokation hat. Zudem ist bekannt, dass Fructose-6-phosphat, die AMP-Kinase und
AICAR einen inhibitorischen Einfluss auf die Translokation der GK besitzen. Dies erfolgt bei der AMPK
a.e. durch eine Phosphorylierung des GKRP und der 6-Phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase. Ebenso kommt es durch Glucagon und Ethanol zu einer Hemmung der Translokation
(Mukhtar et al. 2008). Die aulergewohnliche Regulation des Enzymsystems durch eine zusatzliche
Bindung an ein regulatorisches Protein, das konzentrationsabhangig reagiert, verdeutlicht die

essentielle Funktion dieses Enzyms im Glucosestoffwechsel.
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1.2.5. Pathologie und therapeutische Moglichkeiten
Neben der Inaktivierung der GK durch das GKRP werden auch ein Schutz des Enzyms vor dem Abbau
durch Proteasen und der intrazellularen Degradation sowie eine Konservierung der GK im Nukleus als
Funktionen des GKRP angenommen. Das Fehlen bzw. die Inhibition des GKRP in Tiermodellen flhrt zu
einer deutlich verminderten GK-Aktivitdt und insgesamt zu einer eingeschrankten Glucose-Toleranz
(Fujimoto et al. 2004; Hiskett et al. 2009). Jedoch fiel in diesen Versuchen eine erhéhte Bildung der GK-
mRNA auf, was eine genregulatorische Funktion bzw. eine translations- und posttranslationale
Regulation durch das GKRP vermuten lasst (Grimbsy et al. 2000). Genetische Polymorphismen des
GKRP (GCKR-Gen, Chromosom 2) sind nach neueren Studien mit einer Hypertriglyceriddmie und der
Entwicklung einer Leberfibrose bei Patienten mit einer Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)
vergesellschaftet, dies legt die wichtige physiologische Bedeutung des GKRP nahe (Petta et al, 2014;
Lin et al, 2014). Brichard et al. konnten zeigen, dass eine anhaltend erhhte Glucose-Konzentration
entsprechend einer Insulinresistenz eine vermehrte Genexpression des GKRP, aber nicht der GK
bewirkt, was zu einem Missverhaltnis der beiden Proteine flihrt und zu einer verminderten Aktivitat der
GK (,Glucose-toxizitat) (Brichard et al. 1993).
Eine verminderte Aktivitat bzw. ,loss of function“-Mutation im Gen der GK flhrt zu einer permanenten
Hyperglykamie und wird ebenfalls bei verschiedenen Formen des Diabetes mellitus (MODY-2, PHHI)
beobachtet und scheint eine wichtige Rolle in deren Pathophysiologie zu spielen (Miller et al. 1999).
Aufgrund der Tatsache, dass die GK eine essentielle Rolle im Glucose-Metabolismus spielt und
Veranderungen der Eigenschaften der GK zu pathologischen diabetogenen Stoffwechsellagen fiihren
konnen, stellt die Steigerung der Translokation ins Zytoplasma und somit die Aktivierung der GK durch
neue Pharmaka (sogenannte Glucokinase-Aktivatoren [GKA]) eine mdgliche und wichtige
Therapiestrategie bei Diabetes mellitus Typ 2 neben den schon angewandten Therapieformen dar
(Matschinksy et al. 2009). Die Entwicklung und Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 beruht
mafgeblich auf einer genetischen Storung, die eine groRe Anzahl von Genen betrifft, die durch den
Lebensstil und insbesondere durch Ermahrung und durch korperliche Bewegung beeinflusst wird (Le
Roith et al. 2004; McCarthy und Froquel 2002). Hierbei kommt es zu einer Reduktion der
pankreatischen Inselzellen und zu einer Insulinresistenz der insulinabhéngigen Zellen, die letztendlich
zu einer Unfahigkeit der B-Zellen den erhdhten Insulinbedarf zu decken fiihrt. Ziel der GKAs ist das
Signal des Insulins auf die Glucokinase zu verstarken und so dem erhohten Insulinbedarf entgegen zu
wirken. Bei Patienten mit einem Diabetes mellitus Typ 1 handelt es sich letztendlich um eine im frihen
Lebensalter manifestierende genetisch bedingte autoimmune Erkrankung, bei der es zu einem akuten
und nahezu vollstandigen Verlust der B-Zellen des Pankreas und somit der GK in Pankreaszellen
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kommt. Therapeutische Ansatze durch GKAs kénnten beim Diabetes mellitus Typ1 jedoch in der
gesteigerten Antwort der GK in anderen Geweben liegen.

Die Wirkung dieser Glucokinase Aktivatoren beruht auf der besonderen Proteinstruktur der GK und den
mindestens zwei verschiedenen Formen (s.0.), welche die Affinitdt des Enzyms zu seinem Substrat
bestimmen. Die GKAs rufen eine Konformationsanderung des Enzyms zur hochaffinen Form durch eine
direkte Bindung an eine allosterische Bindungsstelle der GK hervor, wodurch zum einen die
Dissoziation vom GKRP in Hepatozyten und zum anderen eine Zunahme der Aktivitat der GK in
anderen Zellen begtinstig wird (Coghlan und Leighton 2008). Mittlerweile wurde eine Vielzahl von
Molekiilen aus verschiedenen Substanzklassen, die eine GK-Aktivierung hervorrufen, untersucht.
Klinische Phase | Studien zeigen, dass es unter der Einnahme von GKAs (Piragliatin [RO4389620] mit
5mg, 10mg, 25mg) zu einer signifikanten dosisabhéngigen Reduktion des Blutzuckerspiegels kommt,
sowohl der Nichternblutzuckerwerte als auch postprandial (Bonadonna et al. 2010). Jedoch ist dieser
Effekt nur von kurzer Dauer. Zudem zeigte eine Langzeitstudie signifikante Nebenwirkungen des GKA
MK-0941, wie die Erhdéhung der Inzidenz von Hypoglykamien (<70mg/dl), Triglyceridamien,
Gewichtszunahme und Erhéhung des systolischen Blutdrucks, sodass diese Studie friihzeitig
abgebrochen wurde (Meininger et al. 2011). GKAs steigern in gesunden und in diabetischen Tieren die
Glucose-stimulierte Insulinausschiittung und Glycogensynthese und reduzieren die Gluconeogenese in
der Leber (Coope et al. 2006). Eine haufige Nebenwirkung der GKAs ist wie erwahnt eine
Hypoglykamie, die unbehandelt mitunter letal verlaufen kann. Diesbezlglich bleibt abzuwarten ob
klinische Studien einen Langzeiterfolg der Behandlung durch GKAs zeigen. Eine Kombination bzw.
synergistische Wirkung der GKAs mit anderen Antidiabetika (wie z.B. Sulfonylharnstoffe, DPP4-
Inhibitoren, Metformin oder Insulin) scheint vielversprechend und ist Gegenstand aktueller Studien.

Die genauen Vorgange und Einflisse der Regulation der GK als eines der Schllsselenzyme im
Glucosestoffwechsel und deren Verstandnis sind essentiell, um die Pathophysiologie bei Zustanden
einer Dysregulation oder molekularen Defekten nachzuvollziehen. Wie bereits erwahnt sind Molekiile,
welche die Translokation der GK aus dem Zellkern fordern Bestandteil aktueller Studien. Das
detailliertere Verstandnis physiologischer Einflussfaktoren auf die Translokationsvorgange der GK
wirde zur Optimierung einer pharmakologischen Therapie beitragen. Im Hinblick auf die zunehmende
Inzidenz und Morbiditat/Mortalitdt von Krankheiten wie Adipositas, Diabetes mellitus, Hyperlipidamie
und die Entstehung von Arteriosklerose verbunden mit einhergehenden kardiovaskuléren Risiken, die
vergesellschaftet sind mit einer gestorten Glucose-Homdostase und einer reduzierten Insulinresistenz,
ist die Erforschung pathophysiologischer Vorgange auf zellularer Ebene essentiell. In diesem

Zusammenhang spielen Untersuchungen der Schllisselenzyme wie die GK eine wichtige Rolle.
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1.2.6. Die Glucose-6-Phosphatase, der Gegenspieler der GK

Die Umkehrung der Phosphorylierung von Glucose wird durch die G-6-Pase katalysiert. Die
Dephosphorylierung bzw. Hydrolyse der Esterbindung dient der Bereitstellung von Glucose fiir nicht-
hepatische Zellen nach dem Abbau von Glycogen aus der Leber. Die beiden Enzyme haben somit eine
entgegengesetzte Wirkungsweise und werden ebenfalls reziprok reguliert. Insulin fiihrt hierbei zu einer
deutlichen Inhibition der G-6-Pase-Expression. Die G-6-Pase wird hauptsachlich in Leber- und
Nierenzellen gebildet und ist membranassoziiert im endoplasmatischen Retikulum. Die subzellulére
Lokalistation der G-6-Pase bedingt die Notwendigkeit von spezifischen Transportern und sogenannten
Translokasen, die einen Transport des Substrats in Vesikeln bzw. ins ER ermdglicht (Van Schaftingen
und Gerin 2002). Genmutationen der G-6-Pase und Defekte im Transportsystem sind mafRgeblich

beteiligt bei der Entstehung von Glycogenosen Typ la und Ib (Cori 1952, Narisawa et al. 1978).

1.3. Gallensauren beeinflussen den Glucosestoffwechsel

Die aus den Hepatozyten sezernierte Galle ist physiologischerweise ein Gemisch aus unterschiedlich
konzentrierten Gallensalzen und anderen Bestandteilen wie z.B. Bilirubin, Phospholipiden (wie Lecithin)
und Cholesterin. Allen Gallensalzen gemeinsam ist, dass sie Cholesterin-Abkémmlinge sind und in
Hepatozyten nach Hydroxylierung und oxidativen Vorgangen durch eine Bindung mit Taurin oder Glyzin
konjugiert werden. Der grofite Anteil an der Zusammensetzung der Gallenflissigkeit wir durch die
primaren Gallensauren Cholsaure (36 - 38%) und Chenodesoxycholsaure (32 -34%) sowie die
sekundare Gallensaure Desoxycholsaure (26 - 28%) gebildet. Sekundar bedeutet in diesem
Zusammenhang, dass die Gallensaure im Darm durch Bakterien dehydroxyliert wird (Desoxycholsaure
und Lithocholsaure). Der Hauptanteil (95%) der sezernierten Gallensauren wird nach Ruckresorption im
terminalen lleum nach Durchlaufen des enterohepatischen Kreislaufs tber das Pfortadersystem erneut
in der Leber aufgenommen. In der Leber werden die Gallensalze Uber die basolaterale (sinusoidale)
Membran Uber das Natrium-taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) aufgenommen und an der
apikalen (canalicularen) Membran der Hepatozyten Uber Transporter wie BSEP oder MRP2 sezerniert.
Jedes Molekil kann diesen Kreislauf zwischen 4 bis 12 mal pro Tag durchlaufen (Cohen 2003).
Gallensalze liegen aufgrund des alkalischen pH-Werts in der Galle bedingt durch einen hohen
Hydrogencarbonat-Anteil als an Natrium gebundene Anionen vor. Die Gallensalze werden vor allem
postprandial durch hormonelle Reize wie Sekretin und Cholezystokinin durch Gallenblasenkontraktion

verstarkt ins Duodenum ausgeschieden und dienen der Emulsion von Lipiden zur Lipolyse und der
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Aufnahme lipophiler Molekile tber den Darm. Dabei spielt die amphiphile Eigenschaft der Gallensauren
eine entscheidende Rolle, da sie einen hydrophilen Teil mit Carboxyl- und Hydroxylgruppen sowie einen
hydrophoben Teil mit dem Steroidkern und Methylgruppen besitzen und auf diese Weise zur Bildung
von Mizellen befahigt sind und so die enzymatische Spaltung von hydrophoben Molekilen madglich
machen.

Nach aktuellem Kenntnisstand haben Gallensauren neben der Emulsion und Resorption von Fetten und
Fettsduren im Darm auch eine wichtige Funktion als Signalmolekile mit hormonahnlichen Funktionen
im Stoffwechsel (Keitel et al. 2008). Interessanterweise spielen sie eine wichtige Rolle in der Kontrolle
der Glucose-Homgostase, insbesondere bei der Bildung von Glycogen aus Glucose. Es konnte gezeigt
werden, dass konjugierte Gallensauren wie Taurocholsaure (TCA) in vitro und in vivo zu einer
Aktivierung der Glycogensynthase (GS) via PKB filhren und auf diese Weise die Glycogenbildung
stimulieren, deren erster Schritt die Phosphorylierung von Glucose durch die GK ist (Fang et al. 2007).
Des Weiteren flihren Gallensauren zu einer Stimulation der intestinalen GLP-1 Produktion tGiber TGR-5,
einem wichtigen G-Protein gekoppelten Rezeptor der Gallensauren (und Aktivierung der PKA), das
wiederum eine Steigerung der Insulinsekretion aus dem Pankreas bewirkt (Li und Chiang 2012). FXR ist
ein intrazellularer Rezeptor der Gallensauren, der verschiedene Wirkungen auf Genebene durch
Bindung an die DNA im Nukleus vermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass FXR ebenfalls in 3-Zellen
des Pankreas exprimiert wird und die Glucoseaufnahme (GLUT-2) sowie Glucose-abhanige
Insulinsekretion und Expression fordert (Renga et al. 2010). Zudem ist die Induktion der FXR-
abhangigen Zielgene durch Gallensauren abhangig von der Aktivierung der aPKC ¢ durch Insulin (Zhou
und Hylemon 2014).

1.4. Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, zum einen den Effekt des Pseudosubstrats der atypischen Proteinkinase C ¢
auf die Expression der GK, welcher in einem vorherigen Versuch gezeigt worden war, mit
spezifischeren Methoden zu validieren und eine genau Dosis- und zeitabhangige Wirkung
nachzuweisen. Zur genaueren Bestimmung der Regulation auf Genexpressionsebene, sollte die
Methode der Realtime-PCR angewandt werden.

Weiterhin sollte ein moglicher Zusammenhang bzw. Einflusse auf die Translokation der GK, als
wichtigste kurzfristige Regulation, untersucht werden. Neben dem zu untersuchenden Effekt auf
Genexpressionsebene der GK ist ein Einfluss auf die Translokation der GK durch die aPKCs moglich.
Es ist bekannt, dass auch die aPKCs zwischen Nukleus und Zytoplasma translozieren konnen

(Perander et al. 2001). Eine mdgliche Regulation der Translokation durch aPKCs kdnnte
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insulinabhangig funktionieren, dies sollte im Rahmen dieser Arbeit beleuchtet werden. Die Einflisse auf
die Lokalisationdnderung der GK wurden mit der Methode der Immunfluoreszenz-Mikroskopie
untersucht, da eine intrazellulére Translokation auf diese Weise unmittelbar detektiert werden kann.

Um weitergehend zu Uberprifen, ob Gallenséuren einen intrazellularen Effekt auf den
Glucosestoffwechsel durch Einfluss auf die Translokation der Glucokinase besitzen, sollten
entsprechende  Versuche  durchgefuhrt  werden.  Zur  quantitativen  Auswertung  der
Immunfluoreszenzversuche sollte eine automatisierte Methode genutzt werden, die es mdglich macht in
kurzer Zeit Lokalisationsunterschiede in groBem Durchlauf auszuwerten. Hierbei wurden die

Fluoreszenzsignale im Zellkern und im Zytoplasma verglichen und kumulativ ausgewertet.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

7500 Realtime PCR System
Laserscanning Mikroskop LSM 510 meta
Spectrophotometer Ultrospec 2100 pro
Sterile Werkbank Hera Cell
Tischzentrifuge: Centrifuge 5415 D

2.1.2. Verwendete Kit-Systeme

Applied Biosystems

ZEISS, Jena, Deutschland

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
Heraus, Karlsruhe, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- RNeasy Mini Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland); nach Anweisung des Herstellers verwendet.

- Qiaquick Gel Extraction Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland)

- Qia Shredder von Qiagen (Hilden, Deutschland)

2.1.3. Chemikalien

Medien:

- Wiliams E Medium Biochrom (Berlin, Deutschland) mit folgenden Zusatzen: 5% FCS, 1%
Penicillin/ Streptomycin, 1% L-Glutamin, 100nM Insulin, 100nM, Dexamethason in DMSO

- Glucosefreies Medium: Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) von life technologies “No

Glucose Medium” Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

- Dulbeccos’s Phosphate Buffered Saline (Dulbecco), Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
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2.1.4. Verwendete Antikorper

2.1.4.1.Primar-Antikorper

Antikdrper/Epitop AK-Spezies Verdlnnung Katalog-Nr.
H-88 Glucokinase rabbit 1:500 (5%FCS) sc-7908
Anti: mouse,rat, human

C-14 G-6-Pase goat 1:500 (5%FCS) sc-27198
Anti: mouse, rat, human

H-300 GKRP rabbit 1:500 (5%FCS) sc-11416
Anti: mouse, rat, human

H1 atypische PKC mouse 1:500 (5%FCS) Sc-17781
Anti: mouse, rat, human

Tabelle 1 Primére Antikorper (Hersteller Santa Cruz Biotechnology inc., Dallas, USA)

2.1.4.2. Sekundar-Antikorper und Fluoreszenz-Farbstoffe

Antikorper/Farbstoff | AK-Spezies Farbe Verdlnnung Ziel-Struktur/Protein
Cy3 anti-rabbit mouse Rot 1:500 (5% FCS) GK, GKRP

Fitc anti-goat mouse Grin 1:200 (5% FCS) G6Pase

Fitc anti-mouse goat Grin 1:200 (5% FCS) aPKC

Hoechst 33342 Blau 1:20000 (5% FCS) | DNA

Tabelle 2 Sekundére Antikdrper und Farbstoffe (Hersteller Jackson Immuno Research, Suffolk, England)

2.1.5. Isolierte Zellen

Bei allen Versuchen wurden primére Zellkulturen von Hepatozyten aus Ratten (Spezies: Rattus

norvegicus, mannlich) unter Bedingungen einer sterilen Arbeitsbank benutzt. Primar bedeutet hierbei,

dass es sich um Zellen handelt, die aus Organen durch Isolierung gewonnen werden und deren

Lebensdauer unter in-vitro-Bedingungen begrenzt ist. Sie wurden im Labor der Experimentellen

Hepatologie nach Standardverfahren hergestellt, wie unter 2.2.1. dargestellt. Aktenzeichen der
Tierversuchsgenehmigung: AZ:9.93.2.10.43.07.021 22.1.2007 ; AZ: 8.87.51.05.20.10.085 21.3.2010

(Antragssteller: Prof. Dr. D. Graf)

2.1.6. Materialien fiir die PCR und gRT-PCR

d NTP mix

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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SYBR Green PCR Master Mix  Applied Biosystems, Foster City, USA
Taq DNA Polymerase Roche, Mannheim, Deutschland

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur: Isolierung und Kultivierung von primaren Hepatozyten

Fur die Isolierung der Hepatozyten wurden die Ratten (spez. Rattus norvegicus) zunachst
intraperitoneal anasthesiert (Rompun 5mg/kg KG, Ketavet 20mg/kg KG). Darauffolgend wurde den
Tieren Heparin intravends verabreicht und der Bauchraum mit einem Langsschnitt erdffnet. In Situ
wurde die Pfortader kandliert (16G), mit niedrigem Fluss perfundiert (Perfusionsmedium B) und die
untere Vena cava zigig ligiert, sowie der Brustraum eréffnet und Entlastungsschnitte in Vorhof und
Aorta gesetzt. Der Fluss der Perfusion wurde dann entsprechend dem Lebergewicht (4% KG des
Versuchstieres) erhoht und eine Abflusskanile in die obere Hohlvene platziert. Perfundiert wurde das
Lebergewebe fir insgesamt 17 Minuten, wobei nach 14 Minuten auf eine Collagenase/BSA-L6sung
gewechselt wurde, mit der die Zellverbindungen aufgeldst wurden. Kurz vor dem Ende der Perfusion
wurde damit begonnen, die Leber frei zu praparieren. Nach Abschluss der Perfusion wurde die gesamte
Leber mit Organkapsel entnommen. Fir die Weiterverarbeitung wurde das Organ in eine
Kristallisierschale gelegt, die Kanlle aus der Pfortader entfernt und das leberfremde Gewebe
abprapariert. Um die Leberzellen aus der Kapsel zu l6sen, wurde die Kapsel mit einer Kaniile erdffnet
und die Zellen in Collagenaseldsung ausgeschiittelt. Eine Grobfiltration erfolgte, indem das Gewebe
vorsichtig durch Mullkompressen gedrlckt wurde. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (500 U/min bei
4°C fiir 3min), der Uberstand abgesaugt und das Zell-Pellet in begastem KHP vollstandig resuspendiert
und anschlieBend erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde danach wiederholt, wobei die
Zellsuspension dann in Zentrifugenglaser feinfiltriert wurde (70um). Zur Bestimmung der Zellzahl
wurden 50ul der Zellsuspension mit 450ul Trypanblau gemischt und in eine Neubauer Kammer
aufgetragen. Zur Kultivierung wurde die Zellsuspension auf Collagen-beschichteten Kulturschalen
verteilt (Zielwert: 1x106 vitale Zellen in 2ml pro Well). Die Beschichtung erfolgte mit 5ul Collagenlésung
pro Well (50mg Collagen Typ VII [Sigma C-88979] in 0,5M Essigsaure), welches Hilfe eine Cell
Scrapers verteilt, getrocknet und mit UV-Licht (366nm) sterilisiert wurde. Nach Isolation der Zellen und
Kultivierung konnten die Zellen nach erneutem Medienwechsel (nach zwei Stunden, Williams E
Medium) nach vierundzwanzig Stunden Inkubation (Hera Cell 150, 37°C, 5%CO2) verwendet werden.
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Perfusionsmedien
A) 1 L Krebs-Henseleit Puffer KHP (50 ml Stamml6sung*) + 6mM Glucose (1,08g/1)
B) 1 L Ca?* /Sulfat-freies Medium (50 ml Stammlésung**) + 6mM Glucose (1,08g/1)
*2300mM NaCl; 500mM NaHCOs3; 118mM KCI 23,6mM MgClz -H20; 24,6mM NaH2PO4 H20; 24mM
Na2S04; 25mM CaClz 2H20
** ohne Na2S04 und CaCl,

Collagenaselosung: 3g BSA, 40-50 mg Collagenase, 1,5 ml 10mM CaCly,
50 ml Ca2+ /Sulfat-freies Medium (B)
Hepatozytenmedium (William’s Eagle Medium): 5% FCS, 1% Penicillin/ Streptomycin,
1% L-Glutamin, 100nM Insulin, 100nM
Dexamethason in DMSO

Tabelle 3 Verwendete Medien fiir die Isolation und Kultivierung der Zellen

2.2.2. Quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR)
Die Methode der quantitativen Realtime-PCR (QRT-PCR) dient zur Messung der mRNA-Expression. Die

einzelnen Arbeitsschritte dieser Methode werden folgend beschrieben.

2.2.2.1. Medienwechsel und Inkubation

Nach erfolgter Isolation der Rattenhepatozyten wurde bei den Zellkulturen nach 2 Stunden ein
vollstandiger Medienwechsel mit Williams E Medium (mit 0.g. Zusétzen; 2ml/ Well) durchgefiihrt.
Danach wurden die Zellen flir zwanzig Stunden inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit
einem FCS-/ und Insulin-freien Medium fir sechs Stunden zum Zweck der De-Stimulation inkubiert. Im
darauffolgenden Schritt erfolgte fur zwei Stunden die Stimulation mit Insulin bzw. dem Pseudosubstrat
als zwei Variablen im Versuchsablauf. Nach Stimulation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und

gemal Protokoll zur RNA Extraktion geerntet und weiterverwendet.
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2.2.2.2. RNA Isolation

Fur die Isolation der RNA aus den behandelten Hepatozyten wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen)
verwendet und gemaR der Vorgabe des Herstellers in folgenden Schritten durchgeflhrt:

Nach Absaugen des Mediums wird den Zellen ein RLT- Puffer, versetzt mit B-Mercapoethanol [10ul/ml]
fir die Denaturierung und Reduktion von Proteinen und zur Lysierung der Zellwande hinzugeftgt. RLT-
Puffer enthalten Guanidiniumthiocyanat, welches neben der Zellwandlyse aullerdem effizient RNAsen
inhibiert (Chomczynski et al. 1987). Die Zell-Lysate werden dann mit einem Schaber abgetragen und
auf die QIA-Shredder-Saule zur Homogenisierung pipettiert und in einem 1,5ml Reaktionsgefaly
(Eppendorf) fiir 2 Minuten zentrifugiert, wobei der Durchfluss mit den lysierten Bestandteilen im
Collection Tube behalten wird.

Als nachster Schritt folgt die Zugabe von Ethanol (70 %) als Ldésungsmittel, um optimale
Bindungsverhaltnisse zu gewahrleisten. Danach werden die Proben in die RNeasy mini Saulen
pipettiert und erneut zentrifugiert (12000rpm, 15 Sek), wobei diesmal der durch Zentrifugation an die
Membran gebundene Inhalt der Saule, die vollstandige Menge RNA, behalten wird.

Folgend wird zur Waschung 700ul RW1-Puffer auf jede Saule pipettiert, der ebenfalls Ethanol und
geringe Mengen an Guanidin Thiocyanit enthalt, darauf folgt die Zentrifugation der Proben. Die Saulen
werden danach in neue Reaktionsgefale transferiert und zwei Mal RPE-Puffer zur Waschung
hinzugegeben, wobei nach der ersten Zugabe des Puffers eine Zentrifugation folgt.

Zum Trocknen der Saulen werden die Proben anschlieBend zentrifugiert (2 Minuten). Im letzten Schritt
wird RNase-freies Wasser (30ul) zur Elution auf die Saulen gegeben, diese werden drei Minuten
stehen gelassen und zum Abschluss erneut zentrifugiert, um die gesamte RNA-Menge von der Saule zu
eluieren.

Durch Verwendung des RNeasy Mini Kit ist es mdglich alle RNA-Molekile mit einer GroRe von iber
zweihundert Nukleotiden zu isolieren. Dadurch werden die groReren mRNA-Molekiile von den kleineren
RNA-Molekilen, die kleiner als 200 Nukleotide sind (5S-RNA, 8S-RNA, tRNA), getrennt.

2.2.2.3. Reverse Transkription von mRNA in cDNA

Die gewonnene RNA wurde im folgenden Verfahren in komplementare DNA (cDNA) umgewandelt, da
DNA im Vergleich zur RNA stabiler ist. Zur Konzentrationsbestimmung wurde die optische Dichte (OD)
der RNA Proben mittels Spektometrie (Ultrospec 2100 pro, Firma Amershaim) bei 260 nm gemessen.
Als Reinheitsgrad wurden fur eine reine RNA - Losung Werte zwischen 1,8 - 2 (OD260/0D280)
verwendet. Daraufhin wurde nach der Messung jeweils 1ug RNA mit Wasser zu einem Endvolumen

von 15l verdinnt und mit 2l genomic DNA (gDNA) wipeout buffer versehen und flr zwei Minuten bei
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42°C zur Reaktion gebracht. Der gDNA wipeout buffer dient zur Elimination evtl. genomischer DNA. Im
nachsten Schritt wurden jeweils 4ul RT-Puffer (von Qiagen), 1ul Primer Mix und 1pl Reverse
Transkriptase hinzugeflgt und bei 42°C fur 15 Minuten bzw. 95°C fiir 3 Minuten inkubiert. Die Negativ-

Kontrolle der Reaktion erfolgte mit einer Probe ohne das Enzym Reverse Transkriptase.

2.2.2.4. Primerdesign und Primer-Kontrolle mittels PCR
Bei der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) werden DNA-Abschnitte gezielt amplifiziert (vervielfaltigt).
Hierbei werden spezifische Primer genutzt. Als Primer werden Oligonukleotide bezeichnet, die durch
eine Hydroxylgruppe an lhrem 3°-OH Ende als Startpunkt fir DNA-replizierende Enzyme
(Polymerasen), wie z.B. der Tag-Polymerase, dienen. Die Auswahl der Primersequenz fir die
quantitative real-time PCR (qQRT-PCR) ist ein entscheidender Schritt bei Verwendung dieser Methode.
Die Primer werden so gewahlt, dass sie aufgrund der eigenen Nukleotidfolge mit hoher Spezifitat nur an
die Target-Sequenz binden konnen. Auf diese Weise wird die selektive Vervielfaltigung der Target-
Sequenz sichergestellt. Die optimale Lange der Nukleotidsequenz der Primer besteht aus circa 20
Basenpaaren (Rychlik 1990).
Zur Detektion und Quantifizierung von mRNA wird diese zunéchst mittels der Reversen Transkriptase in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. In der anschlieRenden PCR werden Primer eingesetzt,
die moglichst Exon-Grenzen ubergreifen, um die simultane Detektion genomischer DNA, bei der die
Exons durch Introns getrennt sind, zu vermeiden.
Es wurde von den Proteinen, deren mRNA Expression untersucht werden sollte, die codierenden
Genom-Sequenzen (CDS) aus Datenbanken ermittelt (z.B. www.ncbi.nlm.nih.gov/protein). Die hieraus
abgeleiteten Primersequenzen wurden mit Hilfe des Tools BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
auf Spezifitat Uberprift. Die Primer wurden von Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland)
hergestellt. Um die Spezifitait der Primer nachzuweisen, wurde eine PCR mit anschlieRender
Ethidiumbromid-Agarose-Gelelektrophorese (2,5%) des PCR-Produktes durchgefiihrt.
Der Ablauf der PCR (im Anschluss an die Reverse Transkription) wird folgend beschrieben: Bei einer
Temperatur von 94°C wird der Denaturierungsschnitt eingeleitet, bei dem die doppelstrangige cDNA zu
Einzelstrangen aufgetrennt werden. Durch Abkihlung auf eine bestimmte Temperatur wird die Bindung
der Primer an ihre spezifischen komplementaren Genabschnitte an den Einzelstrangen erméglicht
(Annealing). Im Elongationsschritt wird die Temperatur auf 72°C erhoht, was dem Temperatur-Optimum
der verwendeten Tag-Polymerase entspricht. Nun findet die Verlangerung der Primer statt, bis zur
vollstandigen Synthetisierung des festgelegten Abschnitts. Dieser neu gebildete Einzelstrang kann in
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der Folge vervielfaltigt werden. Durch eine zyklische Wiederholung des Vorganges wird unter optimalen
Bedingungen eine exponentielle DNA-Amplifikation erreicht, d.h. bei jedem Zyklus verdoppelt sich die
Anzahl der Transkripte. Die Zugabe der einzelnen Reaktionsbestandteile (cDNA, Primer, 10-fach Puffer,
dNTPs, DMSO, Tag-Polymerase, H0) erfolgte nach Vorgabe des Protokolls des Herstellers (Qiagen,
Hilden, Deutschland).

Mit dem Agarosegel wurden durch das Prinzip der Gelelektrophorese die amplifizierten Genabschnitte
nach ihrer GroRe aufgetrennt. Als molekularer GroRenmarker wurde O'Range 20bp DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Zur Anfarbung und Beschweren der
Proben wurde (6facher) Orange Loading Dye Solution (Thermo Fisher Scientific) benutzt. Von einer
spezifischen Bindung wurde ausgegangen, wenn ein singulares PCR-Produkt mit der zu erwartenden
GroRe detektiert werden konnte. Zusatzlich wurden die aufgetrennten DNA-Fragmente aus dem Gel

mittels QIA quick Gel Extraction Kit (Qiagen) extrahiert und zur Uberpriifung sequenziert.

Forward Reverse
GK 5"-ACAAGCTGCACCCGAGCT- 3 5-GATTTCGCAGTTTGTCAG-3’
GKRP | 5-GCCTGGTGAATGGGAGTTG-3" 5- GGGTCAGTGGGTTGGATTTC-3’
G6Pase | 5-GTCCCGGATCTACCTTGC-3° 5-AGCCACAGCAATGCCTGA-3
GUS 5"-GGATCCACCTCGCATGTT-3 5-TTCTCCAGGAGAGCTTGG-3
HPRT | 5-TGCTCGAGATGTCATGAAGGA-3’ 5'-CAGAGGGCCACAATGTGATG-3

Tabelle 4 Sequenzen der verwendeten Primer

2.2.2.5. Durchfiihrung der gRT-PCR
Die Methode der qRT-PCR basiert auf der Verfielfaltigungsmethode der PCR. Wahrend der

Vervielfaltigung der cDNA interkaliert hierbei der Fluoreszenz-Farbstoff SYBR-Green in doppelstrangige
DNA, die Starke des Fluoreszenz-Signals steigt dabei proportional mit der amplifizierten cDNA Menge.
Die Vervielfaltigung der cDNA erfolgt wie bei der PCR in sich mehrfach wiederholenden Zyklen.
Entscheidend dabei ist die Zykluszahl, bei der sich das Fluoreszenzsignal deutlich von der Hintergrund-
Fluoreszenz abhebt (cycle of treshold [Ct Wert]) und entspricht dem Zeitpunkt, bei dem die Amplifikation
der cDNA exponentiell wird. Je mehr cDNA vorhanden ist und repliziert wird, desto weniger Zyklen sind
bis zum Erreichen des Cr-Werts notwendig und desto niedriger ist der gemessene Cr-Wert fiir ein
Target-Gen. Die ermittelten Cr-Werte werden in einem nachsten Schritt mit den Cr-Werten von

Housekeeping-Genen in Relation gebracht. Folglich handelt es sich hierbei um eine relative
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Quantifizierung. Housekeeping-Gene (wie z.B. Beta-Glucoronidase [GUS]) sind Gene, die konstitutiv
exprimiert werden, d.h. unabhangig von dufleren Faktoren bzw. den im Experiment gewahlten
Versuchsbedingungen. Die quantitative Messung erfolgte durch die AACt-Methode (Livak und
Schmittgen 2001).

Die spezifischen Primer wurden aus einem Stock (10pmol) zum Verhaltnis 1:10 verdinnt mit jeweils
22l pro Primer (forward und reverse) fir die zu untersuchenden Gene GK, G-6-Pase, GKRP und 176
Ml H20 und auf insgesamt 8 ReagenzgefalRe (a 25,8ul) zur Herstellung der cDNA pipettiert. Als
Housekeeping  Gene  wurden  Beta-Glucoronidase  (GUS) und  Hypoxanthin-guanin-
phosphoribosyltransferase (HPRT) verwendet. Zur Fluoreszenzmarkierung der cDNA-Strange wurde
ein Master Mix mit SYBR-Green nach Vorgaben des Herstellers verwendet. Die Proben wurden jeweils

im Dreifachansatz pipettiert, als Kontrolle wurden Reverse Transkriptase-negative Proben angewandt.

2.2.3. Immunfluoreszenzen

Die Fluoreszenz ist eines der wichtigsten Markierungsverfahren in der biologischen konfokalen
Mikroskopie. Zellulare Strukturen konnen auf verschiedene Weise spezifisch mit fluoreszierenden
Farbstoffen (Fluorochrome oder Fluorophore genannt) markiert werden. Der Proteinnachweis mittels
Immunfluoreszenzen dient im Folgenden zur Ermittlung der zelluldren Lokalisation der GK und der
Untersuchung von Einflissen auf die Translokation des Proteins. Verwendet wurde eine indirekte
immunhistochemische Nachweismethode, bei der ein mit einem Fluorochrom gekoppelter

Sekundéarantikdrper an ein Protein-spezifisches Immunglobulin bindet.

2.2.3.1. Versuchsaufbau und Versuchsprotokoll

Zur genaueren Bestimmung der Abhangigkeit von intrazellularer Glucose-Konzentration und
Translokation der GK aus dem Zellkern ins Zytoplasma wurden zunachst Konzentrationsreihen zur
Validierung der Methode und internen Kontrolle durchgefiihrt. Zudem sollte eine Dosisabhangigkeit der
Translokation untersucht werden. Bei den Versuchsreihen wurden steigende Glucosekonzentrationen
gewahlt, beginnend bei einem Medium ohne Zusatz von Glucose (= No Glucose Medium, Og/dl) als
Ausgangskontrolle. Es wurden dann steigende Konzentrationen bis maximal 4,5g/l Glucose eingesetzt.
Nach der Zellisolierung primérer Rattenhepatozyten wurden diese in 12 Well-Platten (Zelldichte ca 1x
106 Zellen/ml) auf 16mm Deckglaschen (DG) ausgesat. Es folgte zunachst ein Medienwechsel mit

Williams E Vollmedium nach zwei Stunden mit einer folgenden Inkubationszeit fir 24 Stunden. Am
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Folgetag wurde erneut ein Medienwechsel durchgefihrt, um die Zellen zu de-stimulieren indem ein
Medium ohne Zusatz von Glucose fiir sechs Stunden verwendet wurde. Die anschlielende Stimulation
der Zellen unter der jeweiligen Bedingung erfolgte flr zwei Stunden.
Versuchsbedingungen : Glucose 0g/dl, 1g/dl, 4,5 g/dl: in jeweils 3 Ansatzen

£ 100nM Insulin, £ 50uM GCDC, £ 50uM CDCA oder = 500uM Sorbitol

2.2.3.2. Durchfiihrung der Inmunfluoreszenzfarbung

Am Ende der Stimulationszeit wurde das Medium aus den Wells abgesaugt und gekiihltes PBS (4°C)
auf die DG pipettiert. Die Fixierung erfolgte mittels Methanol (-20°C) fir 30 Sekunden. Danach erfolgte
ein erneuter Waschvorgang mittels PBS. Zum Blocken unspezifischer Antikrperbindungsstellen wurde
5% FCS (in PBS) verwendet und fiir 30 Minuten auf die DG gegeben und danach entfernt. Die Bindung
des Erstantikorpers erfolgte in einer Feuchtkammer mit dem jeweiligen Antikorper (40pl) nach einem
Verdinnungsschema (1h, RT) wie in Tabelle 5 aufgelistet und anschlielend mit PBS gewaschen. Als
Feuchtkammer wurde eine Schale mit Aqua dest getranktem Filterpapier genutzt. Als
Sekundarantikorper wurden Immunglobuline mit konjugierten Fluorochromen benutzt (s. Tabelle 2). Die
Inkubation erfolgte in einem dunklen Raum bei RT fiir eine Stunde und anschlieRendem Waschen mit
PBS und H20.

Die Objekttrager wurden im Anschluss mit Ethanol gesaubert und es wurde ein Tropfen des Mounting
Medium auf jedes DS gegeben. Die Fixierung der DG auf den Objekttrager wurde mit handels(iblichem

Nagellack durchgeflihrt und die Proben im Anschluss im Kiihlraum 24 Stunden (4°C) gelagert.

Verdinnung 1:50

1) GK rabbit 5ul  + aPKC H1 mouse 2,5ul (1:100)

2) GKRP rabbit 5yl + aPKC H1 mouse 2,5l } auf 250ul
3) G-6-Pase  goat 5upl  + PDImouse 1,66pl (1:150) 5%FCS

Tabelle 5 Verdiinnungsschemata der Priméarantikorper. Die Primérantikorper fir GK, GKRP und G-6-Pase wurden in
einer 1:50 Verdiinnung in 5% FCS verwendet und in den jeweiligen Ansatzen zusammen mit den Antikdrpern fiir die
atypische Proteinkinase C (aPKC) bzw. Proteindisulfid-lsomerase im Endoplasmatischen Retikulum (PDI) versetzt.

2.2.3.3. Auswertung und Analyse der Immunfluoreszenzen

Mikroskopiert wurde mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop (LSM510, Zeiss). Die
entscheidende Besonderheit eines konfokalen LSM gegenliber einem  konventionellen

Fluoreszenzmikroskop ist eine konfokale Blende (Pinhole), durch die Streulicht von oben oder unterhalb
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einer optischen Ebene blockiert wird. Der Durchmesser der Blende ist variabel und im I|dealfall
unendlich klein (punktformige Detektion). Mit einem konfokalen LSM ist es méglich, aus einer dicken
Probe (typisch bis 100 pym) ausschlieflich eine diinne Préparatschicht, einen sogenannten optischen
Schnitt, abzubilden, der bei entsprechenden Aufnahmebedingungen eine z-Ausdehnung von weniger
als 500 nm aufweisen kann.

Der grundsétzliche Vorteil liegt somit in der Diinne der abgebildeten Bildschnitte, da bei konventionellen
Mikroskopen ,dickere* Praparate unscharf abgebildet werden. Des Weiteren kommt es bei simultaner
Beobachtung von Mehrfachfarbungen zur farblichen Vermischung der Bildinformationen aus den
beteiligten Kanélen. Weiterhin tastet ein konfokales LSM die Objektoberflache punktweise ab. Das
heillt, das Bild entsteht nicht fur alle Objektorte gleichzeitig (parallel), sondern nacheinander (seriell).
Die erreichbare Auflosung wird entsprechend durch die Zahl der Abtastpunkte pro aufzulésende
Struktur beeinflusst. Nach Anfertigung der Immunfluoreszenzbilder wurden in den ersten Versuchen zur
Bewertung der Lokalisationsanderungen der GK, die Verteilung der Fluoreszenzsignale fir die
einzelnen Objekttrager manuell ausgezahlt. Das bedeutet, es wurde eine definierte Anzahl an
Gesichtsfeldern bzw. Zellen ausgewahlt und die Verteilung der Proteinlokalisation der GK bestimmt und
flr die verschiedenen Bedingungen verglichen. Unterschieden wurde dabei lediglich, ob sich die GK
mehr im Zellkern oder im Zytoplasma befindet. Um diesen Vorgang zu beschleunigen und eine
objektive Methode zu nutzen wurde die automatisierte Analyse zur Detektion subzellularer
Proteinlokalisationen etabliert. Hierbei wurde mit Hilfe der Software Zeta Batch UKD Configuration
Manager beta V 1.0, entwickelt durch das Fraunhofer Institut fur Informationstechnologie (FIT), der
Quotient aus mittlerer Intensitat der Fluoreszenz in Graustufen in dem Zellkern und dem Zytoplasma

erstellt (Folgend auch ,| z«/ lcyt* Value genannt).

average fluorescence intensity nucleus (I z«)

average fluorescence intensity cytoplasma (I cy)

Zur Evaluierung der Signifikanz von verschiedenen erarbeiteten Zahlenreihen wurde zur Errechnung

eines Konfidenzintervalls der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test genutzt.
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D Zellkern Intensitat: Zytoplasma Intensitat: | zk/ lcyt

0 71,63 39,68 1,12
1 116,64 41,96 1,18
2 88,75 36,79 1,18
3 87,33 36,26 1,19
4 98,42 42,79 1,19
5 81,05 51,57 1,2
6 71,56 52,4 1.2
7 75,47 57,5 1,2
8 79,5 40,95 1,21
9 112,13 27,92 1,22
10 92,1 47,66 1,23
11 73,45 65,67 1,24
12 91,36 58,43 1,24
13 72,05 50,81 1,25
14 90,49 63,24 1,25
15 70,15 49,67 1,25
16 73,76 49,1 1,26
17 69,97 56,6 1,27
18 79,15 47,67 1,27
19 78,16 56,02 1,27
20 62,19 42,22 1,27
21 73,96 43,69 1,29

Abbildung 2 Auswertungsbeispiel mit Hilfe Zeta Batch UKD Configuration Manager beta V 1.0. A = Vorgabe von
Vordergrund (rot, Zellkern) und Hintergrund (blau, Zytoplasma) zum Erstellen des Auswertungsalgorithmus. B = Mit
Hilfe der vorgegeben Parameter aus A erfolgt die Bestimmung von Zellkern und Cytoplasma. C+D = Messung der
Intensitaten fiir Zellkern und Zytoplasma und Errechnung des Intensitatsquotienten
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3. Ergebnisse

3.1. DNA Microarray, Inhibition der GK-Expression durch myristoliertes

Pseudosubstrat

In einem Vorversuch wurden primére Rattenhepatozyten mit oder ohne Pseudosubstrat (myristoliertes
Pseudosubstrat 25umol fir 2 Stunden) der atypischen PCKs inkubiert, um die Regulation von
maglichen Zielgenen der aPKC mittels DNA-Microarray zu identifizieren (adaptiert von T. Gehrmann
und D. Haussinger, 2008). Nach der Inkubation wurde die mRNA aus den Zellen isoliert und in die
komplementare cDNA transkribiert. Diese wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green markiert
und zu dem Microarray-Chip hinzugegeben, auf dem sich einzelstrangige, fluoreszenzmarkierte DNA-
Sequenzen von verschiedenen mdglichen Zielgenen der aPKC befanden. Die komplementaren
Sequenzen binden und hybridisieren, wobei das Ausmall der Bindungen das Interkalieren des
Farbstoffes beeinflusst, sodass es zu einem unterschiedlich starken Fluoreszenzsignal kommt. Die
Unterschiede des Fluoreszenzsignals in Relation zur Kontrolle geben Aufschluss Uber die
Expressionsrate eines einzelnen Gens (Stoughton 2005).

Ein signifikanter Unterschied zeigte sich in diesem Versuch bei der Expression der Glucokinase.
Festzustellen war eine signifikante Hemmung der Genexpression dieses Gens in Anwesenheit des
Pseudosubstrats, sodass ein induktiver Einfluss der atypischen Proteinkinase C auf die Synthese
dieses wichtigen Enzyms zu diskutieren war. Voraussetzung ist hierbei, dass die aPKC unter den
gewahlten Versuchsbedingungen aktiv ist. Zur Analyse wurde eine logarithmisch aufgetragene Ratio
verwendet, bei der die Expression mit Inkubation des Pseudosubstrats zu der Expression der
Kontrollbedinung verglichen wurde. Die Auswertung des Versuchs zeigte eine mediane Ratio von

- 0,74. Da es sich um eine logarithmische Funktion zur Basis 2 handelt, ergibt dies eine Reduktion der
Expression auf circa 60% bei Inkubation mit dem Pseudosubstrat im Vergleich zur Kontrolle (2 0.74 =
0,599). Ratio-Werte ab <-0,3 wurden als downregulation gewertet (adaptiert nach Schafer et al. 2007),
d.h. eine Reduktion von mehr als 20 % wurde als signifikant angesehen (2 -0 = 0.81).

Um dieses Ergebnis in der Folge zu validieren und weiter zu untersuchen wurden Experimente mit der
Methode der quantitativen Realtime PCR durchgefuhrt. Ziel hierbei sollte die Analyse von Dosis-

[Zeitverlaufen der Hemmung der aPKC in Bezug auf die Genexpression der GK sein.
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3.2. Quantitative Realtime-PCR

3.2.1. Versuchsvorbereitungen

Zur genaueren Analyse des Einflusses des Pseudosubstrats und der damit verbundenen Hemmung der
atypischen Proteinkinase C M1 wurden Versuchsreihen mit der Methode der quantitativen Realtime PCR
durchgefiihrt. Neben der GK als Zielgen wurden ebenfalls andere Gene ausgewahlt, die in direktem
Zusammenhang mit der Aktivitat der GK stehen.

Nach Findung, Validierung und Fertigstellung der spezifischen Primer der Zielgene (GK, G-6-Pase,
GKRP, GUS, HPRT, s. Material und Methoden), wurde den isolierten Hepatozyten das aPKC-
Pseudosubstrat fir zwei Stunden hinzugefiigt. Danach folgten die RNA-Isolation und die reverse
Transkription mit dem Ziel der Umwandlung der mRNA in cDNA. Die Kontrolle der reversen
Transkription erfolgte durch Verwendung einer Reverse-Transkriptase-negativen Probe.

Als Fluoreszenzsignal zur Messung der cDNA in der exponentiellen Phase der PCR wurde der SYBR-
Green Master-Mix verwendet. Entscheidend dabei ist die Zykluszahl, bei der sich das Fluoreszenzsignal
im linearen Bereich der Amplifikation befindet und einen Schwellewert (=Ct Wert) (iberschreitet.

Die Veranderung der mRNA-Synthese wird bei der Auswertung in Relation zum Housekeeping Gen
gesetzt (hier GUS, HPRT). Aufgrund deutlicher Schwankungen in den ersten Versuchsreihen wurden
zur Stabilisierung der Versuchsbedingungen die Zellen vor Stimulation mit dem Agens in einen
unstimulierten Zustand gebracht. Dieser wurde mittels Medienwechsel mit einem Medium ohne
Glucose, FCS und Insulin fir sechs Stunden vor Stimulation erzielt. Durch den Entzug z.B. von FCS
kann der Zellzyklus der Zellen synchronisiert werden und die Zellen gehen in die G0-Phase ber, nach
erneuter Stimulation ist dieser Vorgang reversibel. Unter der Annahme, dass ein moglicher Einfluss der
aPKC auf die GK insulinabhangig erfolgt, wurde als zusatzlicher Parameter die Wirkung durch die

Hinzunahme / das Fehlen von Insulin auf die Genexpression gewahlt.
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3.2.2. Die mRNA Synthese der GK wird nicht durch die Gabe des Pseudosubstrats
gehemmt; Steigerung der mRNA-Expression der GK und Repression der Glucose-
6-Phosphatase-Expression durch Insulin

Als eine Methode den Effekt von Insulin auf isolierte Zellen zu untersuchen, wird ein initialer Entzug des
Insulins, FCS und der Glucose flir eine bestimmte Zeitdauer (hier sechs Stunden) angesehen. Durch
die darauffolgende Hinzugabe von Insulin (100nM fir 2 Stunden) lieR sich ein Effekt des Insulins auf die
Genexpression der GK im Sinne einer Steigerung der mRNA-Bildung erzielen. Wie in den Abbildungen
3 bis 6 gezeigt ergibt sich aus der Berechnung des ACt eine 9 bis 10-fache Steigerung der mRNA-
Synthese der GK durch die Stimulation mit Insulin, zudem lie} sich eine reziproke Hemmung der G-6-
Pase nachweisen in Relation zum Housekeeping Gen GUS. Der zusatzliche Einsatz des aPKC-
Pseudosubstrats (PS) erbrachte keinen signifikanten Unterschied in der mRNA-Synthese bei beiden

Zielgenen.

32 1 mRNA-Expression Glucokinase

30 -

29 -
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1 Tl

Ins-/-PS Ins-/+PS Ins+/ -PS Ins+/ +PS

C-Wert der GK
)]
oo

Abbildung 3 Cr-Werte der GK nach Stimulation mit Insulin (Ins +, [100nM]) bzw. dem Pseudosubstrat (+PS [25uM])
fir zwei Stunden. Die Stimulation mit Insulin bewirkt eine Senkung der Cr-Werte im Sinne einer Steigerung der mRNA-
Synthese. ACr-Wert = 2,98 (Cr [Ins-/-PS] — Cr [Ins+/-PS)), dies entspricht einer mRNA-Steigerung um ca. das 10-fache
(2298), Das PS hat keinen signifikanten Effekt auf diese Expressionssteigerung und bewirkt auch in Abwesenheit von Insulin
keine signifikante Veranderung der mMRNA-Synthese
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Abbildung 4 Relative mRNA-Expression nach Stimulation mit Insulin in An- oder Abwesenheit des PS nach
Normalisierung in Bezug auf das Housekeeping-Gen GUS. Es lasst sich kein Einfluss des PS auf die Expression der
GK nachvollziehen, wohingegen Insulin eine Steigerung der mRNA-Expression bedingt. Die Y-Achse zeigt die relative
Veranderung der mMRNA-Expression gegeniiber der Expression des Housekeeping-Gens.
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Abbildung 5 Repression der mRNA-Synthese der G-6-Pase durch Insulin (100nM). Die Erhéhung des Cr-Werts
(ACrt [Ins+/-PS - Ins-/-PS] = 4,57) spiegelt die Reduktion der mRNA durch die Behandlung mit Insulin wieder. Ein
Einfluss durch den Einsatz von PS auf den Cr-Wert der G-6-Pase zeigt sich nicht.
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Abbildung 6 Relative mRNA-Expression nach Stimulation mit Insulin in An- oder Abwesenheit des PS nach
Normalisierung der G-6-Pase in Bezug auf das Housekeeping-Gen GUS. Die reziproke Beeinflussung der GK und G-
6-Pase wird verdeutlicht, Insulin bewirkt eine Reduktion der Expression der G-6-Pase.

3.2.3. Die mRNA-Expression GKRP wird nicht durch Insulin beeinflusst

Neben dem Einfluss von Insulin auf die Expression der GK und G-6-Pase wurde untersucht, ob eine
Verénderung der Expression des GKRP Proteins durch Insulin vorliegt. Nach Stimulation mit Insulin

blieb die mMRNA-Expression des GKRP wie in Abbildung 7 und 8 gezeigt konstant.

30 - mRNA-Expression GKRP
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Abbildung 7 Analyse der Cr-Werte fiir GKRP nach Stimulation mit Insulin. Nach Stimulation mit Insulin zeigt sich
keine signifikante Veranderung der mMRNA-Expression des GKRP.
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Abbildung 8 Relative mRNA-Expression nach Stimulation mit Insulin nach Normalisierung des GKRP in
Bezug auf das Housekeeping-Gen GUS. Nach Korrelation auf das Housekeeping-Gen zeigt sich kein signifikanter
Einfluss von Insulin auf die Expression der GKRP.

3.3. Immunfluoreszenzen

Die Anderung der Lokalisation der GK ist ein wichtiger Bestandteil der Regulation des Enzyms. Wie in
der Einleitung geschildert spielt die Translokation der GK eine grolle Rolle in der Aktivierung bzw.
Regulation des Enzyms und somit auch bei der Verstoffwechselung des Substrats Glucose. Zur
genaueren Darstellung und zur Untersuchung der Einfliisse der Translokation der GK wurden Versuche
mittels Immunfluoreszenzen durchgefiihrt. Hierbei wurden neben dem Einfluss steigernder
Glucosekonzentrationen ebenfalls andere Molekiile untersucht, die eine Veranderung der Kinetik der
Translokation bedingen. So fiihrt Sorbitol nach intrazellularer Umwandlung durch Oxidierung und
Phosphorylierung zu Fructose-1-Phosphat zu einer gesteigerten Translokation der GK aus dem Zellkern
in das Zytoplasma. Die Methode der Immunfluoreszenz ist eine weitverbreitete und gut etablierte
Technik, um subzellulare Strukturen zu visualisieren und Vorgange eines Lokalisationswechsels zu

beobachten.
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3.3.1. Glucoseabhangige Translokation der GK, ein Dosis-abhangiger Effekt

Die Translokation der GK wurde in einer Konzentrationsreihe mit verschiedenen
Glucosekonzentrationen analysiert, um einen Dosis-abhangigen Effekt nachzuweisen und um das
System zur Analyse subzellularer Verteilungen von Proteinen zu validieren. Die GK befindet sich bei
fehlender bzw. niedriger Glucose-Konzentration intrazellular im Zellkern gebunden. Die
konzentrationsabhangige  Translokation wurde in  verschiedenen Untersuchungen  mittels
Immunfluoreszenz nachgewiesen. In der Arbeit von Wolff et al. wurden beispielweise Konzentrationen
von 2,8mM, 84mM und 16,8 mM Glucose verwendet nach 12-stlindigem Entzug der Glucose
(entsprechend einer Konzentration von 0,5g/l, 1,51g/l und 3,03g/l, nach der Umrechnungsformel: X mM
x 18,0182 = X mg/dl) (Wolff et al. 2008). In den eigenen Untersuchungen wurden drei feste
Konzentrationen ausgewahlt, beginnend mit Og/l Glucose, 1g/l Glucose bis 4,5¢g/l (entsprechend
5,55mM bis 24,98mM), wobei eine Konzentration von 4,5g/l, die in herkémmlichen Zellkulturmedien
verwendet wird, was unter in vivo Bedingungen einer erhohten (,High Glucose®) Glucose-Konzentration
entspricht. Eine Konzentration von 5mM (ca. 1g/l) entspricht der Schwellendosis, bei der die Aktivierung
der GK in B-Zellen des Pankreas zu einer Insulinausschittung fuhrt. Wie Abbildung 9 dargestellt fuhrt
eine steigende Glucose-Konzentration dosisabhangig zur Translokation der GK aus dem Zellkern in das

Zytoplasma.

A

Glucose-Konzentration 0g/l, Glucose-Konzentration 4,5 g/l,
Cy3 in rot fiir GK, , Cy3 in rot fiir GK,
Hoechst flir Nucleus in blau Hoechst fiir Nucleus in blau

Abbildung 9 Eine steigende Glucosekonzentration im Medium bedingt die Translokation der GK aus dem
Zellkern in  das Zytoplasma. In  Abhangigkeit der Glucosekonzentration zeigt sich in  der
Immunfluoreszenzmikroskopie eine Veranderung der Lokalisation der GK aus dem Zellkern (bei niedrigen
Glucosekonzentrationen A links mit Og/dl Glucose) in das Zytoplasma (rechte Bildhalfte B bei 4,5g/dl). Die aPKC ist in
kultivierten Zellen kolokalisiert an der kanalikularen Membran.
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3.3.2. Sorbitol aktiviert die Translokation der GK aus dem Zellkern ins Zytoplasma
Sorbitol gehdrt zu der Gruppe der sogenannten Alditole und ist die reduzierte Form der Glucose.
Sorbitol zahlt zu den Aktivatoren der Translokation der GK ins Zytoplasma und der damit verbundenen
Aktivierung des Enzyms zur Phosphorylierung des Substrats. Der Effekt der gesteigerten Translokation
durch Sorbitol in Anwesenheit von Glucose diente im Folgenden als interne Kontrolle der
Versuchsreihen. Als Standarddosis wurde eine Konzentration von 500uM Sorbitol gewahit.

Es konnte gezeigt werden (Abbildung 10), dass Sorbitol allein einen Effekt auf die Translokation der GK
aus dem Zellkern besitzt, der bei zusatzlicher Stimulation mit Glucose gesteigert wird. Ab einer Glucose

Konzentration zwischen 2g/l und 3g/l mit 500uM Sorbitol ist die Translokationsrate nicht weiter zu

steigern.

Abbildung 10 Immunfarbung der Glucokinase in primaren Ratten-Hepatozyten nach Inkubation der Zellen mit
0g/l (A), 4,59/l Glucose (B) oder 4,5g/l Glucose und 500 uM Sorbitol (C).

3.3.3. Automatisierte Bildauswertung zur Analyse subzellularer Verteilung von

Proteinen

Um die Translokation bzw. Lokalisation subzellularer Strukturen weiter zu untersuchen, wurde die
Methode der automatisierten Analyse mittels einer spezifischen Software (Zeta Batch UKD
Configuration Manager V 1.0) verwendet, die eigens vom Fraunhofer Institut fur Informationstechnologie
(Professor T. Berlage und Mitarbeiter, FIT, Sankt Augustin, Deutschland) entwickelt wurde. Hierbei kann
mit Hilfe der Software die Intensitat des Signals im Zellkern in Korrelation zu der Intensitat im
Zytoplasma, hier in einem Saum von 0,5um um den Zellkern, gemessen werden. Daraus wird fur jede
einzelne Zelle der Quotient aus der GK-gebundenen Fluoreszenzintensitat im Zellkern und im
Zytoplasma berechnet. Die so ermittelten Quotienten werden statistisch ausgewertet, um einen direkten

Vergleich unter verschiedenen Versuchsbedingungen eines Versuchsablaufes zu erméglichen.
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Abbildung 11 Messung der Fluoreszenzsignale mit dem Zeta Batch UKD Configuration Manager V 1.0 Berechnet
wurde im rechten Bild das Verhaltnis der mittleren Intensitat des Zellkerns (blaues Areal) zur mittleren Intensitat eines
Bereichs um den Zellkern (griines Areal, Cytoplasma). Die Werte aller ausgewerteten Zellen des Bildes wurden gemittelt
und die Standardabweichung bestimmt. Glucose Konzentration: 1g/l, cy3 fir Glucokinase, Hoechst blau fiir Nucleus

Zur quantitativen Auswertung der Translokation wurde der Quotient aus dem Fluoreszenzsignal

(I'= Intensitat) des Zellkerns (ZK) und des Zytoplasmas (Cyt) berechnet und angewendet (I z«/ | cyt).

Die Auswertung der Versuchsreihen zeigt die Wirkung der steigenden Glucosekonzentrationen auf die
Lokalisation der Glucokinase gemessen an der mittleren Intensitat des Bereichs im Zellkern gegenlber
dem Zytoplasma, wie beispielhaft in Abbildung 11 dargestellt. Die y-Achse in Abbildung 12 gibt den
Quotienten der gemittelten Intensitaten der Fluoreszenzsignale der Glucokinase im Zellkern (I zK) und
im Zytoplasma (I Cyt) wieder und ist damit ein MaR der Verteilung der GK in diesen beiden
Zellkompartimenten. Je niedriger der Quotient ist, desto mehr Signal wird im Bereich des Zytoplasmas
gemessen. Dieser Bereich um den Zellkern ist reprasentativ fir das gesamte Kompartiment des
Zytoplasmas und entspricht damit einer Lokalisation der Glucokinase auferhalb des Nukleus. In
Abbildung 12 wird die Translokation durch die Veranderung des Quotienten mit steigender

Glucosekonzentration verdeutlicht.
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Abbildung 12 Einfluss der Glucosekonzentration auf die Lokation der Glucokinase normalisiert auf 0 g/l Glucose.

Dosisabhénigige Translokation der GK gemessen an Hand des Fluoreszenzsignals im Zellkern und im Zytoplasma. Durch

die Steigerung der Glucose-Konzentration im Medium wird die Translokation der GK aus dem Zellkern ins Zytoplasma
stimuliert.

Durch die Verwendung des Intensitatsquotienten kann die Beeinflussung der Translokation durch
unterschiedliche Bedingungen direkt verglichen werden. Die Zugabe von Sorbitol zeigt die Veranderung
der Intensitatswerte wie in Abbildung 13 zu sehen. Die Unterschiede bei der Hohe der
Intensitatsquotienten zwischen Abbildung 12 und Abbildung 13 zeigen die Schwankungen zwischen den
einzelnen Versuchen.

3,5

- === ohne Zusatz

e 500uM Sorbitol

\+\§—§/}

——

Izk/lcyt

Glucose [g/l]

Abbildung 13 Sorbitol [500 uM] bedingt eine Steigerung der Translokation aus dem Zellkern ins Zytoplasma
(2 Abnahme des Quotienten lz«/ lcyt).
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Mit Hilfe der automatisierten Mikroskopie zur Analyse subzellularer Verteilung von Proteinen ist es
moglich, in klrzerer Zeit eine grole Anzahl von Bildern auszuwerten unter Umgehung eines
untersucherbedingten Bias. Durch Etablierung und Anwendung dieser Methode wurden in der Folge
magliche weitere Aktivatoren bzw. Inhibitoren der Translokation getestet und analysiert. Wie zuvor
beschrieben spielt Insulin eine entscheidende Rolle bei der Regulation der GK-Aktivitat durch
Steigerung der mRNA-Expression. In folgenden Untersuchungen sollte eine mégliche Regulation auf

Translokationsebene naher betrachtet werden.

3.3.4. Insulin hat keinen aktivierenden Effekt auf die Translokation der GK

1,2
=§==0hne Zusatz

1,0 ==100nM Insulin

0,8

Iz/lcyt

0,6

0,4

0,2

0,0

Glucose [g/l]

Abbildung 14 Insulin hat keinen signifikanten Effekt auf die Translokation aus dem Zellkern ins
Zytoplasma. (p=0,426)

Wie in Abbildung 14 gezeigt, konnte durch die Verwendung von 100nM Insulin zur steigenden
Glucosekonzentration keine signifikante Steigerung der Translokation gesehen werden (p = 0,426).

Um eine méglichen Zusammenhang zur aPKC zu untersuchen, wurde das Pseudosubstrat in den
Untersuchungen verwendet. Die Hemmung der aPKC durch das Pseudosubstrat erfolgte wie
beschrieben nach Vorbereitung der Zellen fir zwei Stunden. Die Translokationsanalyse, wie in
Abbildung 15 dargestellt, zeigt keinen Einfluss durch Verwendung des Pseudosubstrats zu Hemmung

der aPKC auf die Glucose induzierte Translokation der GK.
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Abbildung 15 Die aPKC hat keinen Einfluss auf die Glucose-induzierte Translokation der GK. Durch den
Einsatz des Pseudosubstrats (25uM) und Insulin (100nM) I&sst sich keine Veranderung der Translokation

nachweisen. (p = 0,60)

e=g== ohne Zusatz
5,0

===+ AICAR

el + Sorbitol
4,0

lzllcyt

0,0

Glucose [g/l]

Abbildung 16 AICAR hat im Gegensatz zu Sorbitol einen inhibierenden Einfluss auf die Translokation der
Glucokinase. Der Einsatz von AICAR (200uM) bewirkt eine geringere Translokation der GK bei steigenden
Glucosekonzentrationen (p=0,031)
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5-Aminoimidazole-4-carboxamide Ribonucleotid (AICAR) bewirkt eine Verminderung der Translokation
der GK bei steigendenden Glucosekonzentratioenen wie in Abbildung 16 gezeigt. Die Hemmung der GK
Translokation durch AICAR wird durch eine intrazelluldre ATP-abhangige Aktivierung der AMP-Kinase
in den Hepatozyten hervorgerufen (Mukthar et al. 2008).

3.3.5. Die Verwendung von Summenhaufigkeitshistogrammen verdeutlicht die
Translokation durch eine Verschiebung der Verteilungskurve

Zur Verdeutlichung insbesondere von geringgradigen Veranderungen der Translokation gemessen an
moglichst vielen Zellen wurde in der Folge eine kumulative Auftragung in Form von kumulativen
Histogrammen  gewahlt. Histogramme sind Darstellungen von Haufigkeitsverteilungen skalierter
Merkmale bei denen in diesen Experimenten die Haufigkeit der einzelnen Intensitatswerte aufgetragen
wurden. Gemessen wurden die Intensitatswerte fir jede einzelne Zelle im Verhaltnis zur Gesamtheit.
Eine Linksverschiebung des Graphen deutet wie in Abbildung 17 gezeigt auf eine gesteigerte

Translokation der GK aus dem Zellkern in das Zytoplasma bei der untersuchten Bedingung gegentiber
der Kontrolle hin.

0g/l 1g/l 4,5¢/
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Abbildung 17 Einfluss von Sorbitol auf die Translokation der GK, @ = ohne Zusatz, A- Zugabe von 500 pM
Sorbitol; Wie vorbeschrieben aktiviert Sorbitol die Translokation der GK, hier ausgedriickt durch eine Linksverschiebung
der Verteilungskurve. Die Werte auf der X-Achse zeigen den Intensitatsquotienten. Es ist eine Anderung des Quotienten
unter allen drei Glucosekonzentrationen (0g/l, 1g/l, 4,5g/l) nachweisbar.

3.3.6. Einfluss der Gallensauren auf die Kinetik der Translokation der GK

Gallensauren steuern  wichtige  Signaltransduktionsvorgange und  besitzen hormonahnliche
Eigenschaften. Uber den membransténdigen Gallensalzrezeptor TGR5 haben Gallensalze Einfluss auf
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verschiedene Schritte des Glucose-Metabolismus. In der Folge sollte mit Hilfe der automatisierten

Bildanalyse untersucht werden, ob Gallensalze die Translokation der GK beeinflussen.

3.3.6.1. Die konjugierten Gallensauren CDCA und GCDC haben keinen Einfluss auf
die Translokation der GK

Zur Stimulation der Hepatozyten wurden jeweils die konjugierte Gallensaure GCDC und die nicht
konjugierte Gallenaure CDCA in einer Konzentration von 50uM verwendet. CDCA ist eines der
primaren Gallesalze, das in den Hepatozyten gebildet wird und physiologisch an Taurin (TCDC) oder
Glycin (GCDC) konjugiert vorliegt. Aus der Literatur ist bekannt, dass Gallensalze die Regeneration und
Zellproliferation von Hepatozyten férdern konnen (Huang et al. 2006), aber dass hohe Dosen von
bestimmten Gallensauren hepatotoxisch wirken und insbesondere mitochondriale Schaden hervorrufen
und die Apoptoserate steigern. So konnte z.B. fir die Gallensaure GCDC in Bereichen von
Konzentrationen >100uM eine deutlich erhohte Gallensalz-induzierte Apoptose bei isolierten
Rattenhepatozyten gezeigt werden (Yerushalmi et al. 2001). Kongruent dazu fiel in ersten
Versuchsansatzen nach Stimulation mit den Gallenséduren GCDC und CDCA in einer Konzentration von
100uM auf, dass Zeichen einer erhohten Zelltoxizitat und Apoptose vorhanden waren. Daher wurde in
der Folge eine Konzentration von 50uM gewahlt. Der Einsatz von GCDC bzw. CDCA zeigte in den
Experimenten dieser Arbeit unabhangig von der gewahlten Glucose-Konzentration keinen relevanten
Effekt auf die Translokation der GK wie in Abbildung 18 (zu besseren Ubersicht nur CDCA aufgefiihrt)
dargestellt. Als Positiv-Kontrolle wurde Sorbitol (500uM) eingesetzt, wodurch die erwartete

Translokation der GK aus dem Zellkern ins Zytoplasma jeweils nachgewiesen wurde.
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Abbildung 18 Die Gallenséure CDCA hat keinen Einfluss auf die Translokation der GK. @ = Kein Zusatz,
A =50uM CDCA, B = 500uM Sorbitol; Nach kumulativer Auftragung der Messwerte zeigt sich kein signifikanter Einfluss

der Gallensduren auf die Glucose-abhangige Translokation in dieser Konzentration.
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4. Diskussion:

4.1. Die Inhibierung der aPKC  hat keinen Einfluss auf die mRNA-Expression der
GK

Vor Beginn dieser Arbeit wurde in einem Versuch der Einfluss des die atypischen PKCs hemmenden
Pseudosubstrats auf Genebene untersucht, der mittels DNA-Microarray ausgewertetet wurde
(Gehrmann und Haussinger, 2008). Hier konnte eine signifikante Hemmung der GK-Expression gezeigt
werden. Der in diesem Vorversuch gemessene inhibierende Effekt durch Einsatz des Pseudosubstrats
auf die Genexpression der GK lieR sich im Rahmen dieser Arbeit durch die Versuche mittels gRT-PCR
nicht weiter validieren bzw. nachweisen. Nach Auswahl und Validierung der spezifischen Primer und
Optimierung der Versuchsbedingungen vor Stimulation konnten die versuchsinternen Schwankungen
behoben werden. Die qRT-PCR wird heutzutage als adaquateste Methode zur Validierung oder
Widerlegung von DNA-Microarray-generierten Daten angesehen (Provenzano und Mocellin 2007).
Verschiedene Studien zur Vergleichbarkeit der beiden unterschiedlichen Methoden zur Messung der
Genexpression wurden durchgefiihrt, wobei mehrheitlich eine ausreichende bis gute Vergleichbarkeit
der beiden Methoden in Bezug auf die Messung der mRNA-Expression gesehen wurde (Morey et al.
2006). Dies gilt besonders bei Genen, die ein moderates Expressionslevel aufweisen und bei denen
der gewahlte Primer in der Nahe der Microarray-Probe liegt. Jedoch bestehen bei Genen mit hohen
bzw. niedrigen Expressionsniveaus sowie bei Primern, die entfernt von den Microarray-Proben liegen,
zum Teil signifikante Unterschiede in den Ergebnissen der beiden Methoden und somit eine geringere
Ubereinstimmung (Etienne et al. 2004).

Da der zu untersuchende Effekte bereits auf dem Level der mRNA-Expression mittels qRT-PCR nicht
nachgewiesen werden konnte und erste Versuche auf Proteinebene mittels Westernblot (nicht gezeigt)
keinen signifikanten Einfluss des PS auf die Expression der GK zeigte, wurde eine Analyse auf
Proteinebene in der Folge nicht weiter durchgefihrt. Unter der Annahme, dass ein moglicher Effekt der
aPKCs auf die GK unter dem Einfluss von Insulin erfolgt (Farese et al. 2014), wurde die Stimulation mit

Insulin als weitere Variable gewahlt.
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4.2. Insulin stimuliert die Expression der GK und inhibiert die Expression der G-6-

Pase

Insulin hat einen wichtigen hormonellen Einfluss auf die Aktivitat und die Expression der GK (Agius
1993). BekanntermaBen kommt es durch Insulin zu einer Steigerung der Synthese der GK und reziprok
zu einer Hemmung der Expression der G-6-Pase. Die eigenen Versuche konnten den Einfluss von
Insulin auf die Expression der reziprok regulierten Enzyme GK und der G-6-Pase reproduzieren. Dies
kann als interne Validitatskontrolle genutzt werden. Hierbei zeigt sich nach Stimulation mit 100nM
Insulin, dass es zu einem deutlichen Anstieg der mRNA Synthese der GK kommt. Der genaue
Mechanismus der Signaltransduktion ist bis dato nicht bis ins Detail geklart. Eine Beteiligung der
intrazellularen Signalkaskade uber die P13-Kinase sowie die Proteinkinase B ist jedoch belegt (lynedjian
2009). Ferner ist bekannt, dass die PI3-Kinase ebenfalls an der Aktivierung der aPKCs beteiligt ist und
die aPKC als Downstream-Target des IRS-PI3-Kinase Signalwegs fungieren. Aufgrund dieser
Zusammenhange schien ein Einfluss der aPKC auf die Expression der GK mdglich. In den
durchgefihrten qRT-PCR lie} sich kein signifikanter Einfluss der aPKC durch eine PS abhangige

Hemmung nachweisen.

Das regulatorische Protein GKRP bindet die GK im Zellkern. Es wird angenommen, dass die Funktion
dieser Bindung in einer Konservierung der GK besteht, sodass eine schnelle Reaktivierung mdglich ist
und die GK nicht durch intrazellulare Prozesse abgebaut wird. Die Analyse der mRNA-Expression des
GKRP unter Stimulation von Insulin zeigte, dass Insulin keinen signifikanten Effekt auf die Expression
des GKRP hat. Es ist bekannt, dass eine dauerhaft erhdhte Glucose-Konzentration im Rahmen einer
Insulinresistenz eine vermehrte Genexpression des GKRP bewirkt (Brichard et al 1993), weitere
Einflisse auf die Expressionsregulation des GKRP sind bis dato nicht bekannt. Experimente mit
Adenovirus-vermittelter Uberexpression des GKRP (zweifache Erhdhung gegeniiber der endogenen
Expression) zeigten eine deutlich erhohte Bindung an die GK und eine Reduktion der Glucose-
Phosphorylierung, der Glycolyse und der Glycogensynthese und somit eine gestorten Glucose-
Verwertung (Iglesia et al. 2000). Die eigenen Daten sprechen dafiir, dass die Expressionszunahmre der
GKRP unter den oben beschriebenen Bedingungen (erhohte Glucosekonzentration, Insulinresistenz)
nicht durch Insulin vermittelt wird. Weitere Analysen bezuglich der Regulation des GKRP auf

Genexpressionsebene sind notwendig.
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4.3. Einfluisse auf die Translokation der Glucokinase zwischen Zellkern und
Zytoplasma

Neben der beschriebenen wichtigen Regulation der Glucokinase durch die mRNA-Expression wurde die
Verschiebung der Lokalisation des Enzyms aus dem Zellkern als kurzfristige Regulation der
Enzymaktivitdt untersucht. Hierbei ist die Interaktion mit dem GKRP entscheidend, wobei niedrige
Glucose-Konzentrationen bedingen, dass die GK im Zellkern gebunden an das regulatorische Protein
bleibt. Die Erhdhung des Glucose-Spiegels flihrt in der Folge zu einer Dissoziation der beiden Proteine
sowie zur Translokation der GK durch die Poren der nuklearen Membran in das Zytoplasma und somit
zur Aktivierung des Enzyms. Da diese Regulation ebenfalls entscheidend fur die Aktivitat der GK ist,
folgten Versuche mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie, um weitere Einflisse (u.a. der aPKCs) darauf
zu untersuchen. Eine Translokation des regulatorischen Proteins konnte unter keinen Bedingungen

beobachtet werden.

4.3.1. Die Hemmung der aPKC hat keinen Einfluss auf die Translokation der GK
Hinweise auf einen moglichen Einfluss der aPKC auf die Translokation ergaben Untersuchungen, die
nachweisen konnten, dass auch die atypischen Proteinkinasen C durch NLS-Sequenzen (nuclear
localization signal) in der Lage sind in den Nukleus zu translozieren (Perander et al. 2001). NLS-
Sequenzen in Proteinen bestehen aus wenigen Aminosauren und sind notwendig zur Bindung von
anderen Proteinen, die wiederum den aktiven Transport aus dem Zytoplasma in den Zellkern
begunstigen.

Ferner konnten Mukthar et al. zeigen, dass die AMP-K durch Aktivierung tber AICAR (200uM) einen
inhibierenden Einfluss auf die Translokation der GK besitzt. Dabei bewirkt AICAR eine Inhibition der
Translokation durch Aktivierung der AMP-Kinase und Phosphorylierung von GKRP und der
Phosphofruktokinase 2 (PFK-2) (Mukthar et al. 2008). Die Analyse der Stimulation durch AICAR in
dieser Arbeit bestatigte den beschriebenen Effekt auf die Translokation in kultivierten
Rattenhepatozyten (Abbildung 17). Das Antidiabetikum Metformin ist ebenfalls ein Aktivator der AMP-
Kinase, Mausmodell-Analysen legen nahe, dass ein Wirkmechanismus des Metformins die Aktivierung
der aPKCs und der damit erhohten Insulinsensitivitat sein konnte (White 2009). In humanen
Hepatozyten konnte nachgewiesen werden, dass Metformin und AICAR die aPKC aktivieren (Sajan et
al. 2013). Ferner zeigten Guigas et al., dass Metformin interessanterweise eine Inhibition der Glucose-

induzierten Translokation der GK bewirkt, wobei eine reduzierte intrazellulare ATP-Konzentration
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entscheidend zu sein scheint (Guigas et al. 2006). Andere Arbeitsgruppen konnten kongruent dazu
zeigen, dass eine erhohte ATP-Konzentration die Bindungsaffinitat zwischen der GK und dem GKRP
erniedrigt und somit die Translokation begunstigt wird (Anderka et al. 2008).

Daher erschien ein mdglicher Zusammenhang zwischen der Regulation der GK Translokation und der
aPKC Aktivierung bzw. Hemmung durch das Pseudosubstrat untersuchungsbedurftig. In den
Messungen der Immunfluoreszenzanalysen lieR sich diesbeziglich kein direkter Einfluss durch die
aPKC nachweisen. In der Folge ergab sich die Frage, ob Insulin allein einen Einfluss auf die

Translokation der GK ausubt, unabhangig einer aPKC abhangigen Aktivierung.

4.3.2. Die Stimulation durch Insulin bewirkt keine Aktivierung der Translokation
der GK

Um zu untersuchen, ob Insulin einen Effekt auf die Translokation der GK hat, wurden
Konzentrationsreihen mit steigender Glucosekonzentration und einer zusatzlichen Stimulation mit
Insulin durchgefiihrt. Der Einfluss von Insulin in diesem Zusammenhang wird in der Literatur nicht
eindeutig belegt. Agius und Peak konnten an Digitonin permeabilisierten Hepatozyten zeigen, dass der
Effekt durch Glucose (10-30mM) auf die Translokation durch Insulin (10nM) verstarkt wird (Agius und
Peak 1993). Ebenso wurde in Perfusionsexperimenten in Rattenlebern ein &hnlicher verstarkender
Effekt durch Insulin demonstiert (Toyoda et al. 1994). Ferner konnten Chu et al. durch die Erhdhung der
Plasmakonzentration von Insulin (20-25 mg/ml im Plasma) in lebenden Ratten nach sechsstiindigem
Fasten auch ohne zusatzliche Gabe von Glucose einen steigernden Effekt auf die Translokation zeigen
(Chu et al. 2004). Im Gegensatz dazu zeigten andere Untersuchungen an Kultivierten
Rattenhepatozyten einen hemmenden Effekt durch Glucagon auf die Freisetzung der GK aus dem
Zellkern ohne einen Effekt durch Insulin (Brown et al. 1997).

Eine erhdhte Glucose-Konzentration bewirkt einen Wechsel der Lokalisation der GK ins Zytoplasma.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Hinzunahme von Insulin neben der

Geneexpressionsteigerung der Glucokinase keine Steigerung der Translokation der GK bewirkt.
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4.3.3. Sorbitol ist ein starker Aktivator der Translokation

Sorbitol wurde bereits als starker Aktivator der GK-Translokation aus dem Zellkern ins Zytoplasma
beschrieben. Nach Aufnahme in die Zelle wird Sorbitol in Fructose-1-Phosphat umgewandelt und
interagiert mit der Translokation der GK. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Sorbitol allein
bereits eine Translokation der GK bedingen kann, diese wird in Anwesenheit von Glucose um ein
vielfaches  gesteigert. Die erhdhte  Translokationsrate lie®R sich unter wechselnden
Glucosekonzentrationen konstant nachweisen, sodass fir folgende Untersuchungen der Zusatz von
Sorbitol als Kontrollvariable genutzt wurde. Interessanterweise kommt es nach Einsatz von hohen
Glucosekonzentrationen zu einem gemeinsamen Endpunkt der Translokation, sodass eine
Beschleunigung der Translokationsrate wahrscheinlich ist, die nach einer bestimmten Konzentration
nicht weiter gesteigert werden kann. Glucose kann durch die Aldosereduktase NADPH*-abhangig zu
Sorbitol umgewandelt werden und ist der erste Schritt bei der Bildung von Fructose aus Glucose ohne
ATP-Verbrauch. Agius konnte zeigen, dass durch die Hemmung der Aldosereduktase (AR) die
Translokation der GK durch Glucose inhibiert wird, nicht aber der Effekt von Sorbitol (Agius et al. 1994).
Dies konnte bedeuten, dass physiologischerweise eine intrazellulare Umwandlung von Glucose in
Sorbitol bei erhdhter intrazellulérer Konzentration ein weiterer Mechanismus ist, die Translokation der
GK zu fordern, um das anfallende Substrat schneller zu metabolisieren und schadliche Hyperglykéamien

zu verhindern wie in Abbildung 20 schematisch dargestellt

// Glukose \\

Sorbitol

AR
Nukleus F-1-P \
\@ Glukose

GKa

\\ Glu kose-B-P//

Abbildung 20 Schematische Darstellung der Umwandlung von Glucose in Sorbitol. AR = Aldosereduktase;
Die GK transloziert aus dem Nukleus und wird aktiv. Sorbitol steigert die Translokation der GK aus dem Zellkern.
|= inaktiv, a = aktiv
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4.4. Automatisierte Bildauswertung zur Analyse subzellularer Verteilung von

Proteinen, die Translokation der GK zur Etablierung einer Methode

Die Methode der automatisierten Bildauswertung zur Analyse subzellularer Verteilung von Proteinen
konnte im Rahmen dieser Arbeit zur Bestimmung der Translokation der GK etabliert und genutzt
werden. Durch den Einsatz dieser Methode ist es mdglich mit Hilfe der Intensitatsmessung die
Verteilung der durch fluoreszierende Antikdrper markierten Proteine in einem bestimmten
Zellkompartiment zu messen. Durch die Markierung des jeweiligen subzellularen Kompartiments (in
diesem Falle dem Nukleus durch eine spezifische Farbung der DNA mit Hoechst 33342) konnen
Lokalisationsveranderungen in einem beschleunigten Analyseprozess ohne Bias durch eine manuelle
Analyse objektiviert werden. So kann unmittelbar nach Aufnahme eines Bildes im Mikroskop eine
automatisierte Messung der Verteilung erfolgen. Hierzu wurden Bilder vom Untersucher im
Fluoreszenzmikroskop ausgewahlt und digital aufgenommen. Auswahlkriterien waren die Abbildung
ausreichend vieler Zellen sowie die Einstellung der optimalen optischen Ebene. Die Zellen wurden
anhand der Zellkernfarbung (Hoechst 33342) und nicht anhand der Zielproteins ausgewahlt.

Zu Beginn der Auswertung werden in einer supervidierten ,Lernphase‘ der Zeta-Software die zu
untersuchenden Kompartimente, in diesem Fall die Zellkerne, mit Hilfe einer foreground-background
Detektionsfunktion erkannt (nach Domanova et al. 2011), um die Begrenzung des Kompartiments (hier:
Zellkerne) bestimmen zu kdnnen.

Liegt eine reprasentative Erhebung mit homogenen Intensitatsverteilungen vor, konnen die erhobenen
Parameter aus diesem ,Lernprozess* flir die weiteren Datensatze und Bilder verwendet werden und die
automatisierte Analyse mittels der Software kann flir eine groRe Anzahl an Bildern in kurzer Zeit
durchgefiihrt werden.

Die eigentlichen Messungen beinhalteten folgende Schritte: (1) Erstellung der digitalen
Doppelfluoreszenz-Bilder, bei denen die Zellkerne (Hoechst 33342) in blau und das Zielprotein (GK) in
rot dargestellt sind. (2) Ermittlung der Zellkerne anhand der Hoechst 33342-Farbung. (3) Ermittlung der
GK-assoziierten Fluoreszenz, die entweder im Bereich der Zellkerne (I1ZK) oder in einem ringformigen
Areal (Ringbreite 1um) um die Zellkerne (ICyt) lokalisiert ist. Hierbei wird die Intensitat der einzelnen
Pixel summiert. (4) Berechnung des Quotienten IZK/ICyt fur jede einzelne Zelle.

Nach Abschluss der Bildaufnahme und automatisierten Analyse der Bilder ist aufgrund der Vielzahl der
Daten die kumulative Auftragung der Messwerte (IZK/ICyt) in einem Summenhaufigkeitshistogramm
eine geeignete Form der Darstellung. Durch die Auftragung der gemessenen Intensitatsquotienten in
einer kumulativen Verteilungskurve konnen geringe Veranderungen in der Lokalisationsverteilung gut

visualisiert werden. Dies gilt insbesondere wenn es sich um eine Vielzahl an Messpunkten handelt.
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Diese Methode kann fur etwaige Lokalisationsveranderungen innerhalb von Zellkompartimenten genutzt
werden. Hierbei wird eine Veranderung der Verteilung durch eine Verschiebung des Graphen

gegenuber der Ausgangsbedingung verdeutlicht.

4.41. Gallensauren regulieren den Glucose Stoffwechsel, CDCA hat keinen

Einfluss auf die Translokation der GK

Wie bereits beschrieben besitzen Gallensauren neben der Emulsion von Fetten eine wichtige
regulatorische Funktion auf verschiedene Signaltransduktionswege, insbesondere in Bezug auf den
Kohlenhydrat-Stoffwechsel. Gallensalze binden an den spezifischen transmembranstandigen
Rezeptoren TGR-5, der in verschiedenen Zellen wie z.B. den Hepatozyten, Enterozyten oder
Makrophagen exprimiert wird und haben Einfluss auf die Glucose-Homoostase. So filhrt z.B. die
Aktivierung von TGR-5 zur gesteigerten Synthese von GLP-1 und zur vermehrten Insulinausschittung
zur Senkung des Blutzuckerspiegels (Li and Chiang 2012).

FXR ist ein intrazellularer Rezeptor der Gallensauren, der verschiedene Wirkungen auf Genebene
durch Bindung an die DNA im Nukleus vermittelt. FXR ist vor allem in Leber, Darm und Niere exprimiert
(Forman et al. 1995). Es konnte gezeigt werden, dass FXR ebenfalls in B-Zellen des Pankreas
exprimiert wird und die Glucoseaufnahme (GLUT-2) sowie Glucose-abhanige Insulinsekretion und
Expression fordert (Renga et al. 2010). Zudem ist die Induktion der FXR- abhangigen Zielgene durch
Gallensauren zum Teil abhangig von der Aktivierung der aPKC C durch Insulin (Zhou et al. 2014).
Untersuchungen an FXR Knockout-Mausen legen eine zentrale Rolle des FXR bei der Glucose-
Homoostase nahe. Hier kam es bei den untersuchten Mausen zu der Entstehung von
Hypercholesterinamie, Triglycerinamie und erhohter Insulinresistenz, Zustande ahnlich einer
diabetogenen Stoffwechsellage (Ma et al. 2006).

Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Gallensdure TCA zu einer Aktivierung der
Glycogensynthase (GS) Uber den Signalweg der Proteinkinase B (PKB) flhrt, was wiederum eine
Forderung der Glycogensynthese bedingt. Dieser Mechanismus ist im Zustand einer Energiebilanz mit
erhohter Nahrungsaufnahme ein physiologischer Vorgang. Aufgrund dieser Zusammenhange wurde
eine mogliche Regulation anderer Schllisselenzyme wie z.B. der GK-Translokation im Glucose-
Metabolismus als untersuchungswurdig erachtet.

Eine mogliche weitere Fragestellung ist, ob Gallensalze einen regulatorischen Effekt auf die Gen-
Expression von anderen Zielgenen im Glucosestoffwechsel besitzen. Verschiedene Studien legen nahe,

dass Gallensalze die Expression von Genen, die in der Gluconeogenese involviert sind, wie z.B. die
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PEP-CK, G-6-Pase und Fructose-1,6-biphosphatase beeinflussen. Der genaue Mechanismus dieser
Genexpressionsregulation ist bis dato jedoch unklar (Yamagata et al. 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Gallensalze CDCA und GCDC untersucht (Daten fir GCDC nicht
aufgefihrt). Unter Stimulation mit einer Dosis von 50uM konnte kein Effekt auf die Translokation der GK
gezeigt werden. Die Gallensaure CDCA wurde gewahlt, da sie einen groen Anteil der physiologischen
Zusammensetzung der Gallenflissigkeit ausmacht. Eine Expressionsanalyse im Hinblick auf einen
Zusammenhang zwischen erhohten Gallensalzkonzentrationen und der Regulation der GK-Expression

erscheint im Ausblick sinnvoll.
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5. Zusammenfassung

Proteinkinasen der Gruppe C (PKC) sind wichtige Enzyme intrazellularer Signalkaskaden und steuern
zahlreiche Ablaufe in verschiedensten Zellen. Die Proteinkinase C-Isoformen werden in Abhéngigkeit
ihres Aktivierungssignals in drei Gruppen eingeteilt: klassische PKCs, novel PKCs und atypische PKCs.
Die Aktivitat der atypischen PKCs (aPKCs) wird u.a durch Bindung des inhibitorischen Pseudosubstrats
(PS) negativ reguliert. Um den Einfluss der aPKCs auf die Genexpression verschiedener Proteine in
Leberzellen zu untersuchen, wurde in einem Vorversuch zu diesem Projekt das inhibitorische
Pseudosubstrat eingesetzt und das Transkriptom mittels eines DNA MicroArrays ausgewertet. Ergebnis
dieses Versuchs war (u. a.) eine signifikante Hemmung der Expression der Glucokinase (GK) nach
Zugabe des PS. Ziel dieser Arbeit war es den 0.g. Effekt durch weitere Methoden zu validieren. Die GK
ist ein wichtiges Enzym flr die Regulation des Blutglucosespiegels und phosphoryliert Glucose als

erster Schritt der Glykogensynthese.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte der im Vorfeld gesehene Effekt des PS auf die Expression der GK
nicht validiert werden, wahrend die Steigerung der mRNA-Synthese durch Insulin bestatigt wurde.
Neben der Expression wird die Aktivitat der GK durch Veranderung der Lokalisation innerhalb der Zellen
reguliert. Hohe intrazellulére Glucose-Konzentrationen bewirken eine Translokation des Enzyms aus
dem Zellkern in das Zytoplasma, wohingegen die GK bei niedrigen Glucose-Spiegeln im Zellkern inaktiv
durch das Glucokinase-Regulatory-protein (GKRP) gebunden wird. In dieser Arbeit wurde die GK-
Translokation mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Versuchen und einer neuen Methode zur automatisierten
Bildanalyse (Zeta Batch UKD Configuration Manager beta V 1.0) unter dem Einfluss von Insulin und
dem PS im Vergleich zu bekannten Effektoren der GK-Translokation (Glucose, Sorbitol oder AICAR)
gemessen. Weder Insulin noch das PS zeigten einen signifikanten Einfluss auf die Glucose-induzierte
Translokation der GK ins Zytoplasma. Auch Gallens&uren, die Uber verschiedene Mechanismen mit der
Glucosehomeostase interferieren konnen, hatten keinen signifikanten Effekt auf die Translokation der
GK.
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