Universitat {3 Universitatsmedizin
ROStOCk & /7 Traditio et Innovatio ROStOCk

INSTITUT FUR MEDIZINISCHE BIOCHEMIE UND MOLEKULARBIOLOGIE \

DIREKTOR: PROF. DR. MED. MARKUS TIEDGE

CHARAKTERISIERUNG DER GKRP MUTATIONEN
P446L, H438Y, M344| uND M344I1-P446L im
HEPATISCHEN GLUCOSE- UND LIPIDMETABOLISMUS

INAUGURALDISSERTATION
ZUR
ERLANGUNG DES AKADEMISCHEN GRADES
DOKTOR DER MEDIZIN
DER
UNIVERSITATSMEDIZIN ROSTOCK

VORGELEGT VON

DAVID JAGDHUHN | GEB. AM 08.12.1989 IN BRANDENBURG AN DER HAVEL
AUS POTSDAM

RosTOCK | 20.02.2023

https://doi.org/10.18453/rosdok_id00004702

DOKTORARBEIT

UNIVERSITATSMEDIZIN ROSTOCK




ERSTGUTACHTER: FRAU PROF. DR. RER. NAT. S. E. BALTRUSCH
EINRICHTUNG: INSTITUT FUR MEDIZINISCHE BIOCHEMIE UND MOLEKULARBIOLOGIE -—
UNIVERSITATSMEDIZIN ROSTOCK

ZWEITGUTACHTER: HERR PROF. DR. MED. |. RUSTENBECK
EINRICHTUNG: INSTITUT FUR PHARMAKOLOGIE, TOXIKOLOGIE UND KLINISCHE PHARMAZIE —
TECHNISCHE UNIVERSITAT BRAUNSCHWEIG

DRITTGUTACHTER: PROF. DR. MED. HOLGER S. WILLENBERG
EINRICHTUNG: SEKTION ENDOKRINOLOGIE UND STOFFWECHSELKRANKHEITEN -

UNIVERSITATSMEDIZIN ROSTOCK

JAHR DER EINREICHUNG: 2023
JAHR DER VERTEIDIGUNG: 2024



Teile, der in dieser Dissertation erhobenen Daten, wurden bereits publiziert:

Rees, M. G., Raimondo, A., Wang, J., Ban, M. R., Davis, M. 1., Barrett, A., Ranft, J.,
Jagdhuhn, D., Waterstradt, R., Baltrusch, S., Simeonov, A., Collins, F. S., Hegele, R. A., &
Gloyn, A. L. (2014). Inheritance of rare functional GCKR variants and their
contribution to triglyceride levels in families. Human molecular genetics, 23(20), 5570—
5578. DOI:10.1093/hmg/ddu269

Jagdhuhn, D., Ranft, J., Waterstradt, R., Rees, M. G., Gloyn, A.L., & Baltrusch, S. (2014).
Einfluss von Mutationen im Glucokinase Regulatorprotein auf den Glukosestoffwechsel
der Leber. Diabetologie und Stoffwechsel; 9 - P245. DOI: 10.1055/s-0034-1375102

Jagdhuhn, D. (2016). Kasuistik: Variante im hepatischen Glukokinase-Regulatorprotein
— Glukose und Lipide. DDG Kongress 2016, Berlin. http://react-
profile.org/ebook/DDG2016/Final%20Programm/files/assets/common/downloads/DDG%202
016%20Hauptprogramm.pdf

Langer, S., Jagdhuhn, D., Gromoll, J., Waterstradt, R., & Baltrusch, S. (2022). Einfluss von
Mutationen des Glucokinase Regulatorproteins auf den Fettstoffwechsel der Leber.
Diabetologie und Stoffwechsel; 17(S 01): S51. DOI: 10.1055/s-0042-1746349



Inhaltsverzeichnis

ADKUIZUNZSVEIZEICHNIS ....eeiviiiiiiieiieeeiee ettt ee et et eette e e teeeebeeeesbeeessseeessseeesseesnseesnnseenns vi
| 5 13 (55 1201 VSRS 1
1.1, GlUCOSEhOMOOSTASE. .. ..eeueieiiieiieiie ettt ettt e 1

1.2. Glucosehomoostase der Leber ........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 1

1.3, GIUCOKINASE. ..ottt ettt ettt et et 2
1.3.1. GlucoKinasegenSIIUKLUL...........cvvvriririeieieieieieieieieiciec et 3

1.3.2. Glucokinaseprotein und -moleKGlStruktur .........cccoooveeiinneeinrcccee 3

1.3.3. Regulation der Glucokinase Enzymaktivitit..........cccocovrrnrrnnirciciciecicceciccee 5

1.4. Glucokinase-Regulatorprotein ..........coceevvirierierienienieeieeierieeesieeee et 6
1.4.1. Die Genstruktur des Glucokinase-Regulatorproteins............coevueveveveverereicrecicecunnn 8

1.4.2. Glucokinase-Regulatorprotein und -molekUlstruktur ............ccoceveivreenininccnen, 8

1.4.3. Molekiilstruktur von GKRP und GK im KompleX..........cccoveinnneinnncennncne, 10

1.4.4. Regulation der GK/GKRP-Bindung und des Kern-In- und Exportes................... 11

1.4.5. Einfluss von exogenen Regulatoren auf die GKRP Aktivitdt.........cccccoeeeeinnnee. 13

1.4.6. Mutationen des humanen GKRP ..........ccooiiiiniiinniccccc e 15

1.4.7. Ubersicht GKRP InteraktionSbereiche ..............coevurverveneveereevesisesssessssssseesseesseeeons 17

1.5 FrageStellung........cooueiiiiiiiiiiee ettt 20

2. Material und MethOden..........coccoviiiiiiiiiiiie e 21
2.1 MLETIAL ..t sttt et 21

2.1 1. ZelIKUIUTEN. ... 21

2.1.2. KUltUrMEdIUM ..ottt 21

2.1.3. TransfeKtioNSTEAZENZICN..........cveveuereieieieieicieieicittte et 22

2.1 4 ANEIKOTPET ..ottt ettt ettt et ettt be e ns 22

215, TESTKILS ..ttt bbbttt 22

2.1.6. MolekulargewiChtSMAarker ............cccoecueueuieiiiiiiniirrrr e 22

2. 1.7, VEKEOTEIN .o 22

2018 PULTET .ttt 22

2.1.9. Software Und DatenDank .........c.ocooveivoeeeieieieie ettt ee e st e s e seraeesereeeens 23



2.1.10. Gerate und VerbrauChSMaterial..........ooovviieieieeeeee ettt e e s e s ereeeseeeeens 23

2.1.11. ChemiKalIEN .....coiiiiiiicie et 25
2.2, METROAEN ..cuiieiieeee ettt ettt 26
2.2, 1. ZEIHNIEN ..ttt ettt 26
2.2.2. TranSTRKEION ...ttt 28
2.2.3. VEKEOTIN ...tttk ettt et b e et 29
2.2.4. FluoreszenzZmiKroSKOPIC .......ccvvieirieirieirieccieieeee ettt 29
2.2.5. ProteiNanalySe .........ocoureririririnirieicicicieteieieict ettt 31
2.2.6. StoffWeChSElanalySe ......ccooveivieirieirieieee e 34
2.2.7. Auswertung, Statistik, VISUALISIETUNG .........ccooviiriririririnirirrreceeeeieee e 38
ET@EDNISSE ...ttt ettt ettt et ettt e st et e e ens 39
3.1 ZEIMOMAEIIE ..ot 39
3.2. Lokalisation des GKRP Fluoreszenzproteins in HelLa Zellen ...........c.cccoevveeveennnn. 40
3.3. Lokalisation des GKRP-Fluoreszenzproteins in Hepa 1-6 Zellen.............cccccuenne..n. 41
3.4. Lokalisation des GKRP und des GK Fluoreszenzproteins in Hepa 1-6 Zellen ......... 42
3.4.1. Lokalisation des GK Fluoreszenzproteins in Anwesenheit der Variante
HA438Y in Hepa 1-6 ZEIIen ......c.ccviiiiniiiirirrssceteieeeeeee ettt 44
3.5. Lokalisation des GK Fluoreszenzproteins in primiren Hepatozyten......................... 45
3.6. Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Effizienz (FRETN)........ccccoooiiiiiinnnn. 48
3.7. Proteinexpressionsanalyse der GKRP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp............ 50
3.8. Stoffwechsel-Analyse in GKRP-Varianten im Vergleich zum WT .........c..ccccceeiin. 50
3.8.1. Glucose-Verbrauch im Vergleich zum Wildtyp........cccccceeeeiciiiinnnnnnnnnne 51
3.8.2. Triglycerid-Synthese im Vergleich zum Wildtyp........cocccveriininninneneeeen 52
3.9. PyMOL-Darstellung der GKRP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp..................... 53
3.9.1. Mutationslokalisation im GKRP...........ccccviiiiniiccccce e 53
3.9.2. Kollisionssimulation der GKRP Varianten ...........ccccccoeeernreennnccnnsecneseeenes 54
3.9.3. Mutationen im GKRP-GK-KOmMPIeX .......ccceoiveireiniiirineseeeeeeeeees 60
3.10. Analyse der GKRP Proteinstruktur und —funktion via I-TASSER-Simulation........ 61
3.10.1. Die Stabilitdt des GKRP ........ccociiiiiiiieieeee s 61
3.10.2. Vorhersage der katalytischen Aktivitdt des GKRP........c.cccoveivinniiniineie, 62
3.10.3. Strukturvorhersage fiir EYFP-GKRP.........cccocoiiiiiicccciiiien 62
DISKUSSION ...ttt ettt ettt et e st e st eeat e e bt e sateeabeesaeeens 63

4.1. Kern/Plasma-Ratio von GKRP M3441, H438Y, P446L und der GK...............cc........ 65



4.2. Proteinexpression von GKRP P446L und H438Y im Vergleich zum Wildtyp.......... 70

4.3. Kurzfristige Anderung des Zellstoffwechsels durch GKRP P446L und H438Y ....... 70
A4, AUSDIICK .ottt 72
ZUSAMMENTASSUING.......eeviieiieiieeieesiieeteestteeteeseeeteessseesseensaesaseesseeesseenseesnseesseesnseesssesnses 73
TRESCIN ..ttt ettt ettt et b ettt et eat e bt eaeen 74
LAteraturVETZEICHNS «...oueiiiiiieiieieci ettt sttt 76
AbDIlAUNZSVETZEICHNIS ........viiiiiiiieiie ettt eebeessaeennees 89
Eidesstattliche VersiCherung ............ccccuiiviiiiiiiiieiiieieeie ettt 94
o LEDENSIAUL ... e 95

o DANKSAZUNG . ....coiiiiiiiiieeiee et e et e et e et e e et e e e e e e eaneeennnes 96



AbkUrzungsverzeichnis

%
(v/v)

u
ng

ul

umol/1

A

ADP
AIDS/HIV

AMP
ANOVA
APS
ATP
AUC
BFP
BSA
bsw.
cAMP
CBBG
cDNA
CFP

cm

CO2
COS-7-Zellen

CpdA
db/db Méusen
DMEM
DNA
DTT
EC
ECFP
EDTA
ELISA
et al.
EYFP
F1P
F6P
FCS
FRETN

g
Go6P

GCK

Abktirzungsverzeichnis

Prozent

Volumen pro Volumen

Grad

mikro

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromol je Liter

Angstrom

Adenosindiphosphat

acquired immune deficiency
syndrome/Human immunodeficiency virus
Adenosinmonophosphat

analysis of variance
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosintriphosphat

area under the curve

B-factor der thermischen Stabilitét
Bovines Serumalbumin
beispielsweise

cyclisches Adenosinmonophosphat
Coomassie-Brilliant-Blau G-250
Komplementdre DNA

cyan fluorescent protein

Zentimeter

Kohlenstoffdioxid

Zelllinie aus immortalisierten CV-1-Zellen
einer afrikanischen griinen Meerkatze
Compound A

Diabetes Méuse (homozygot)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Desoxyribonukleinsdure
Dithiothreitol

Enzyme Commission Number
Enhanced Cyan Fluorescent Protein
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
und andere

Enhanced Yellow Fluorescent Protein
Fructose-1-phosphat
Fructose-6-phosphat

fetal calf serum
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-
Effizienz

Gramm

Glucose-6-phosphat

Glucokinase Gen



GCKR
GFP
GK
GKAs
GKRP
Glc
GLUT2
GPI

h

HbA .
HeLa-Zellen

Hepa 1-6

hGKRP
HIF

I.U.
K/P-Ratio
kbp

kDa

kg

K

kofr

kOl’l

mA
Malonyl-CoA
min

ml

mm

mM
mmol/l
mRNA
NAD*

NAFLD
NES

NLS

nm

nmol

PBS

PCR
pECFP-N1

PEI
pEYFP-C1

PFK2/FBPase2

PI3-Kinase

Abktirzungsverzeichnis

Glucokinase-Regulatorprotein-Gen
green fluorescent protein
Glucokinase
Glucokinase-Aktivatoren
Glucokinase-Regulatorprotein
Glucose

Glucosetransporter 2
Glucose-6-Phosphat-Isomerase
Stunde

Héamoglobin A

menschliche Epithelzellen eines
Zervixkarzinoms

Subklon des BW7756 Hepatom der C57BL/6
Maus

humanes GKRP

Hypoxie-induzierter Faktor
Internationale Einheiten
Nucleus/Zytoplasma-Ratio
Kilobasenpaare

Kilodalton

Kilogramm
Michaelis-Menten-Konstante
Dissoziationsratenkonstante
Assoziationsratenkonstante
Milliampere

Malonyl-Coenzym A

Minuten

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Millimol pro Liter

messenger-RNA
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (oxidierte
Form)

Nichtalkoholische Fettlebererkrankung
nuclear export signal

nuclear localisation signal
Nonometer

Nanomol

Phosphate buffered saline
polymerase chain reaction

Enhanced Cyan Fluorescent Protein
codierendes Plasmid
Polyethylenimin

Enhanced Yellow Fluorescent Protein
codierendes Plasmid
6-Phosphofructo-2-kinase/Fructose-2,6-
bisphosphatase
Phosphoinositid-3-Kinasen



PKB

pmol

Pos.

PVDF

p-Wert

rGKRP
RIPA-Lysepufter
RMSD

RNA

ROI

rpm

s

S. U

S.0.

S1P

S6P
SDS-PAGE

Sirt2
SIS

SNP

B
TEMED
TRIS

v

Vmax
WT
xGKRP
YFP
ZDF-Ratten
o

v-GT

Abktirzungsverzeichnis

Proteinkinasen B
Pikomol

Position
Polyvinylidendifluorid
Signifikanzwert
Ratten-GKRP
Radioimmunoprecipitation assay Lysepuffer
root-mean-square deviation of atomic
positions

Ribonukleinsdure

Region of Interest

Umdrehungen je Minute

Sekunde

siche unten

siche oben

Sorbitol-1-phosphat
Sorbitol-6-phosphat

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis

Sirtuin 2

Sugar isomerase

single nucleotide polymorphism

beta

Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Volt

maximale Reaktionsgeschwindigkeit
Wildtyp

Xenophus laevis GKRP

yellow fluorescent protein

Zucker diabetic fatty Ratten

alpha

Gamma-Glutamyltransferase



Einleitung

1.1. Glucosehomdoostase

Glucose ist einer der essenziellen Metaboliten des menschlichen Koérpers und notwendiger
Energietrdger zum Erhalt des Zellstoffwechsels in verschiedenen Geweben wie z.B. Herz und
Gehirn. Sowohl durch aerobe als auch anaerobe Glykolyse wird ATP freigesetzt, um so
verschiedene anabole Funktionen im Organismus zu ermdglichen (Irwan & Tan, 2014;
Wasserman, 2009). Dabei wird die Glucosekonzentration im Korper in physiologisch engen
Grenzen von 4,0 — 7,0 mmol/l gehalten (Matschinsky 1990), wobei zu beachten ist, dass eine
Niichternglucose  zwischen 5,6 -7,0 mmol/l als abnorm angesehen  wird
(Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft et al. 2013). Um dies zu gewihrleisten,
zirkulieren in einer 70 kg schweren Person ca. 4 g Glucose im Blut. Unterschiedliche Hormone
und neurologische Regulationssysteme sorgen fiir eine bedarfsgerechte Anpassung des
Blutglucosespiegels, so steigert Insulin die Aufnahme von Glucose in unterschiedlichen
Geweben wihrend Glukagon die Gluconeogenese in der Leber stimuliert und dadurch vermehrt
Glucose in das Blut freisetzt (Bansal und Wang 2008; Thorens 2011; Wasserman 2009).
Kommt es zu einem Abfall deutlich unterhalb der physiologischen Glucosekonzentration
folgen metabolische Dysfunktion und ein Mangel an Energietrdgern in Neuronen, dies fiihrt
unter anderem zu schweren neurologischen Stérungen wie einer Minderung der Vigilanz und
Krampfanfillen, bis hin zum Tod des Patienten. Eine wesentliche Erhéhung der
Glucosekonzentration im Blut fithrt zur Glucose-Toxizitdt und leistet so einen Beitrag bei
verschiedenen Erkrankungen welche fiir das metabolische Syndrom typisch sind (Wasserman

2009).

1.2. Glucosehomoostase der Leber

Die Leber verfiigt liber eine spezifische Enzym- und Transporter-Ausstattung, welche fiir die
Regulation unterschiedlicher Stoffwechselprozesse von entscheidender Bedeutung ist. So
verfiigen Hepatozyten iiber GLUT2  Glucosetransporter, welche durch ihre
Insulinunabhingigkeit sowie niedrige Affinitét fiir Glucose (ca. 17 mM) bei einer gleichzeitig
hohen Transportleistung fiir eine rasche Gleichgewichtseinstellung der Glucosekonzentration

zwischen Interstitium und Zytoplasma sorgen. Zusammen mit den im Folgenden beschriebenen
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kinetischen Eigenschaften der Glucokinase (GK) wird so eine rasche Phosphorylierung der
Glucose ermdglicht und somit die weiteren Stoffwechselwege selbststindig reguliert.
Beispielsweise wird durch eine Uberexpression der GK eine deutliche Steigerung der
Glykogensynthese via Glucose-6-phosphat bewirkt (Iynedjian 2009; Seoane, Joan et al. 1996).
Weiter konnte eine Steigerung der Glykolyse und der Glucoseoxidation gezeigt werden
(Iynedjian 2009; Takeuchi et al. 1996). Die Bedeutung der GK fiir die Glucosehomdostase des
Organismus konnte an zahlreichen Mausmodellen dargestellt werden. In Méusen mit einem
leberspezifischen Knockout des GCK und folglich der GK wurde eine geringere
Hyperglykdmieresistenz ~ bei  verringerter ~ Glycogensynthese sowie  vermindertem
Glucoseumsatz festgestellt. Weiter konnte durch den moderat erhohten Glucosespiegel eine

leichte Hyperinsulindmie abgebildet werden (Iynedjian 2009; Postic et al. 1999).

1.3. Glucokinase

Nach dem initialen Import von Glucose in die eukaryonte Zelle ist der erste Schritt der
Metabolisierung die Ubertragung einer Phosphatgruppe von ATP auf die 6-Hydroxylgruppe
des Glucosemolekiils. Dadurch wird verhindert, dass die Glucose die Zelle wieder verladsst und
zudem ein Konzentrationsgefille zwischen Interstitium und Zelle aufrechterhalten.

Dieser Vorgang wird durch eine Gruppe verwandter Enzyme gesteuert, den Hexokinasen. Vier
unterschiedliche Hexokinasen wurden beschrieben, welche sich sowohl in ihren kinetischen
Eigenschaften, im Molekulargewicht, als auch in der gewebsspezifischen Lokalisation
unterscheiden. Auf Grund der Ahnlichkeit Threr Eigenschaften lassen sich zudem zwei
Untergruppen subsumieren: Zum einen die Hexokinase Isoenzyme I-III (bzw. A,B,C), welche
bei einem Molekulargewicht von ~100 kDa eine vergleichbar hohe Affinitit zum Substrat
Glucose haben (Km-Wert von 0.02- 0.13 mM). Hinzu kommt, dass diese Isoenzyme in einem
physiologischen Bereich von ihrem Produkt Glucose-6-phosphat gehemmt werden sowie die
Fahigkeit besitzen, auch andere Hexosen zu phosphorylieren (Weinhouse 1976; Ureta 1982;
Printz et al. 1993; Middleton 1990).

Dazu im Vergleich weist die zweite Gruppe, bestehend aus der Hexokinase Typ IV (D) oder
Glucokinase, eine deutlich geringere Affinitdt zum Substrat Glucose auf (Km-Wert von ~7 mM)
(Heredia et al. 2006; Matschinsky 1996). Zudem wird das ca. 52 kDa schwere Protein nicht im
physiologischen Bereich durch eine Feedback-Regulation via Glucose-6-phosphat inhibiert.

Zwar phosphoryliert die Glucokinase trotz ihres Namens auch andere Hexosen, jedoch mit
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erheblich geringerer Affinitdt im Vergleich zu den Isoenzymen I-III (Printz et al. 1993; Ureta
1982; Weinhouse 1976). Weiter ist eine kooperative Reaktionskinetik mit dem Substrat
Glucose beschrieben mit einem Hill-Koeffizienten von ~1,7 bei einem Wendepunkt der
sigmoidalen Reaktionskurve von 4-5 mM Glucose (Heredia et al. 2006). Diese kinetischen
Eigenschaften erlauben es der Glucokinase sehr sensibel auf Blut-Glucoseschwankungen im
physiologischen Bereich zu reagieren, was sowohl fiir metabolische Prozesse in der Leber, als
auch fiir die bedarfsgerechte Freisetzung von Insulin in den B-Zellen des Pankreas von
Bedeutung ist (Heredia et al. 2006; Matschinsky 1996).

Neben Pankreas und Leber wurde die Glucokinase auch in Neuronen des zentralen
Nervensystems sowie in endokrinen Zellen des Darms beschrieben (Jetton et al. 1994; Salgado
et al. 2014). Die fiir den Darm angenommene Bedeutung in der Regulation der GLP-I
Freisetzung konnte jedoch nicht bestitigt werden (Murphy et al. 2009).

Mit der ADP-abhédngigen Glucokinase wurde eine weitere Hexokinase beschrieben, welche
vermutlich eine besondere Rolle in hypoxischen Zellen, wie sie in Tumorgewebe vorkommen,

spielt (Richter et al. 2012; Ronimus und Morgan 2004).

1.3.1. Glucokinasegenstruktur

Das Glucokinasegen besteht aus zehn Exons deren Transkription von zwei gewebsabhingigen
Kontrollregionen gesteuert wird, welche ca. 30 kbp entfernt voneinander liegen. So befindet
sich der Promotor fiir Gewebe wie Nervensystem, Pankreas und endokrine Zellen des Darms
im upstream-Bereich, wihrend die GK-Expression der Leber iiber den Promotor im
downstream-Bereich erfolgt. Fiir beide Gewebstypen bildet der Promotor zusammen mit dem
ersten Exon die Kontrollregion, welche im Gegensatz zum restlichen Abschnitt der codierenden
DNA sich je nach Expressionsort unterscheiden. Dabei ist interessant, dass die Induktion der
Transkription des Glucokinasegens in der Leber im hohen Mafle von Insulin abhéngig ist.
Hierbei soll der Proteinkinase B eine besondere Bedeutung in der Regulation zufallen

(Iynedjian 1993, 2009; Iynedjian et al. 2000; Jetton et al. 1994; Magnuson 1990).

1.3.2. Glucokinaseprotein und -molekdilstruktur

Die menschliche Glucokinase der Leber, ebenso wie die des Pankreas umfasst 465
Aminoséduren und ist zu 54 % mit der Hexokinase I identisch (Mahalingham et. al, 1999).
Analysen der Kristallstruktur (hierbei wurde die GK zur Stabilisierung am N-Terminus um 11-

15 Aminosduren gekiirzt und teils mit Glucose und dem Aktivator Compound A stabilisiert,
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wobei die kinetischen Eigenschaften mit der Wildtyp-GK identisch blieben) zeigten, dass die
Glucokinase aus zwei unterschiedlich groBen Doménen (,,small* und ,,large* Doméine) besteht,
die durch eine tiefe Spalte getrennt sind. Diese stellt das aktive Zentrum fiir die Bindung und
Phosphorylierung von Glucose dar und wird von Aminosduren der ,large” (Glu256 und
Glu290), bzw. der ,,small* Doméne (Thr168 und Lys169) als auch der Verbindungsregion II
(Asn204 und Asp205) gebildet. Die beiden Doménen sind durch drei flexible ,,Loops*
verbunden, was die im Folgenden beschriebenen unterschiedlichen Konformationen ermdoglicht
(Iynedjian 2009; Kamata et al. 2004).

In der ,,closed” Form liegen die beiden Dominen dicht beieinander und es besteht eine hohe
Affinitdt zur Bindung von Glucose sowie ATP. Dem gegeniiber steht die ,,super-open‘
Konformation in Abwesenheit von Substrat und Aktivator. Wiahrend hier die groe Doméne
weitestgehend identisch bleibt, rotiert die kleine Domédne um 99° und der Spalt zwischen den
beiden Doménen gewinnt an Grofle. Weiter verliert der C-Terminus (a-13 Helix) der GK die
direkte rdumliche Beziehung zur kleinen Doméne und liegt in der ,,super-open‘-Form zwischen
den Doménen. Des Weiteren wurden unterschiedliche Zwischenzustinde beschrieben, welche
den Wechsel zwischen der ,,super-open und der ,,closed Konformation energetisch giinstiger
gestalten (Huang et al. 2013; Kamata et al. 2004; Liu et al. 2012).

Fiir die Regulation der GK ist das Glucokinase-Regulatorprotein (GKRP) von herausragender
Bedeutung. Dabei beschrieben Baltrusch et al. 2005 Abschnitte der Glucokinase mit einem
Asparagin-Leucin Motiv als fiir die Bindung zwischen GK und GKRP entscheidend.
Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass die Mutationen L58R/N204Y sowie
L309R/N313Y zu einer signifikanten Senkung in der Interaktion mit dem Glucokinase-
Regulatorprotein fiihren. Weiter konnte in fluoreszenzoptischen Analysen fiir LS§8R/N204Y ein
Verlust der Glucose-abhédngigen Translokation durch GKRP ermittelt werden. Die Mutation
L355R/N350Y steigerte die Interaktion und fiihrt so zu einer Fesselung im Nucleus. Dabel ist
interessant, dass diese Mutation, welche sowohl in der ,,super-open‘ als auch in der ,,closed*
Konfiguration fiir GKRP erreichbar ist, auf der a-10 Helix der Glucokinase liegt und somit auf
einem gering konservierten Bereich im Vergleich zu anderen Enzymen der Hexokinase-Familie
(Kuser et al. 2000).

Friihere Untersuchungen an der Xenopus-GK und eine spétere Darstellung der Kristallstruktur
wiesen hingegen die Region His141 bis Leu144 als bedeutend fiir die Bildung eines Komplexes
mit GKRP aus (Veiga-da-Cunha et al. 1996; Beck und Miller 2013). Weiter sollen die
Aminosduren Leud47, Leu58, Pro59, Tyr61, Met238, Leu243, Val244 und Met251, sowie
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Val199 und Val200 an der Bildung von Strukturen beteiligt sein, welche fiir hydrophobische
Wechselwirkung mit dem GKRP sorgen. Dahingegen sind Glu245, Asp247 vermutlich fiir
elektrostatische Kréfte notwendig (Beck und Miller 2013).

Fiir den molekularen Shuttle der Glucokinase zwischen Nucleus und Zytoplasma ist neben dem
Bindungsmotiv zum GKRP die Regulation des Exportes von Bedeutung. Da die im Folgenden
beschriebene (Seite 11) Restriktion der Kernmembran eine passive Ausschleusung der GK
aufgrund der Molekiilgro3e unwahrscheinlich macht, wurde ein Export mittels ,,nuclear export
signal“ (NES) beschrieben. So konnte das Team um Shiota et al. 1999 mittels Mutation in
Leucin-reichen Bereichen der GK zeigen, dass die Aminoséuren 300-310 von entscheidender

Bedeutung fiir die Regulation der Kern/Plasma-Ratio sind.

1.3.3. Regulation der Glucokinase Enzymaktivitét

Neben der unten beschriebenen Regulation durch GKRP wird die Enzymaktivitit der
Glucokinase in der Leber durch unterschiedliche Hormone gesteuert. Herausragende
Bedeutung kommt dabei dem Hormon Insulin zu. So steigert sich der Gehalt an GK mRNA
und folglich auch an Protein in kultivierten Maus-Hepatozyten um das 15- bis 30-fache
innerhalb von drei Stunden nach der Substitution von Insulin, sowohl in An- als auch
Abwesenheit von Glucose. Hierbei werden unterschiedliche Signalwege postuliert, wie iiber
den PI3-Kinase/PKB-Weg oder via HIF-1a. Weiter zeigte sich im Insulinmangel-Mausmodell
ein kompletter Glucokinase-Verlust welcher durch die Therapie mit Insulin vollstindig
reversibel war. Glucagon als physiologischer Gegenspieler von Insulin zeigte eine
Verringerung des Glucokinasegehalts {iber eine intrazelluldre Steigerung des cAMP Gehalts
(Iynedjian 2009; Printz et al. 1993).

Zudem wird die Glucokinase in der Leber durch langkettiges Acyl-CoA, Glucosamin, N-
Acetyl-Glucosamin, Mannoheptulose und Perseitol inhibiert (van Schaftingen et al. 1994;
Baltrusch et al. 2012).

Ferner hemmen Alloxan, Ninhydrin und Maleimid die Glucokinase durch eine Interaktion mit
SH-Gruppen. Diese Bindung kann durch Dithiole ebenso wie Cystein aufgehoben werden
(American Society for Pharmacology and Experimental Therapeutics 1988).

Weiter ist fiir die Regulation der Glucokinase das bifunktionelle Enzym 6-Phosphofructo-2-
kinase/Fructose-2,6-bisphosphatase (PFK2/FBPase2) von Bedeutung. So ist die Bindung der
PFK2/FBPase2 an die Glucokinase beschrieben worden mit pradominierender Lokalisation im

Zytoplasma und einem im Vergleich zum GKRP inversen (siehe unten) Verhalten (Bindung
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speziell in der ,,closed“~-Konformation bei hohen Glucosespiegeln) (Baltrusch et al. 2001;

Cullen et al. 2014).

1.4. Glucokinase-Regulatorprotein

Im Vergleich zu den Inselzellen des Pankreas wird die Aktivitit der Glucokinase in der Leber
nicht nur durch die Konzentration von Glucose reguliert, sondern auch durch das 68 kDa
schwere Glucokinase-Regulatorprotein (GKRP). Dieses hauptsidchlich in Hepatozyten
exprimierte Protein hat einen entscheidenden Einfluss auf die Enzymaktivitit der Glucokinase
indem es abhéngig von Glucose die GK bindet und auf diese Weise hemmt (Pautsch et al. 2013;
Schhaftingen 1989; Beer et al. 2009; Casey und Miller 2016).

Unter Bedingung eines niedrigen Glucosespiegels bindet GKRP, durch hauptsichlich
hydrophobe Wechselwirkungen die Glucokinase, in ihrer inaktiven ,super-open‘-
Konformation und der Komplex transloziert in den Zellkern (Choi et al. 2013). Auf diese Weise
wird die GK im Zellkern zuriickgehalten und steht nicht mehr als aktives Enzym fiir die
Phosphorylierung von Glucose zur Verfligung. Im Gegensatz dazu fiihrt ein steigender
Glucosespiegel zur Dissoziation dieses Komplexes und die GK gelangt wieder zuriick in das

Zytoplasma und steht als aktives Enzym zur Verfiigung (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Wechselwirkung zwischen Glucokinase (GK) und Glucokinase-Regulatorprotein

(GKRP) in Hepatozyten. Glucose-6-phosphat (Glucose-6-P) kann sowohl in Glycogen eingebaut,
als auch in Fructose-6-phosphat (Fructose-6-P) umgewandelt werden. Fructose-1-phosphat
(Fructose-1-P) hemmt, Fructose-6-P stimuliert die Bildung des GKRP-GK Komplexes. Nach
Brouwers, Martijn C G J et al. 2015.

Diese Regulation via Glucose wird ergénzt durch den Einfluss von Fructosephosphaten auf die
Bildung und Dissoziation des GK-GKRP-Komplexes. So konnte gezeigt werden, dass
Fructose-6-phosphat (F6P) die Bindung von GKRP begiinstigt und so unter den Bedingungen
der Glykogenolyse bzw. Gluconeogenese bei denen F6P physiologisch erhdht ist (durch die
Glucose-6-Phosphat-Isomerase wird FO6P ins Gleichgewicht zu Glucose-6-phosphat [G6P]
gebracht) den entgegengesetzten Glucoseflux minimiert. Dahingegen fordert Fructose-1-
phosphat (F1P) bzw. Sorbitol-1-phosphat (S1P) die Dissoziation und steigert so die
Konzentration der Glucokinase im Zytosol (Veiga-da-Cunha und van Schaftingen 2002). Dies
bewirkt in einer kohlehydratreichen, postprandialen Situation die Forderung der
Glykogensynthese (Brown et al. 1997; Iynedjian 2009; Pautsch et al. 2013; van Schaftingen et
al. 1994; Veiga-da-Cunha und van Schaftingen 2002).

Ferner wird dem GKRP eine Regulation und Stabilisierung der GK durch den Schutz vor einem

proteolytischen Abbau zugeschrieben. Dementsprechend konnte an GCKR-Knockout-Mausen

S.7
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und Katzen welchen die endogene Expression fehlt, gezeigt werden, dass ein Mangel an GKRP
zu einem signifikanten Verlust in der Aktivitit bzw. zu geringeren Proteinspiegeln (bei

Maiusen) der Glucokinase fiihrt (Grimsby 2000; Farrelly et al. 1999; Hiskett et al. 2009).

1.4.1. Die Genstruktur des Glucokinase-Regulatorproteins
GCKR ist das fiir das Glucokinase-Regulatorprotein codierende Gen. Es liegt auf dem kurzen
Arm des 2. Chromosoms (2p23). Das humane GCKR-Gen ist zu 88% identisch mit Ratten-

GCKR und codiert ein 625 Aminosduren umfassendes Protein (Warner et al. 1995).

1.4.2. Glucokinase-Regulatorprotein und -molekdilstruktur

Pautsch et al. 2013 gelang die Beschreibung der Kristallstruktur des humanen GKRP mit Hilfe
unterschiedlichen Modifikationen des GKRP (GKRPwrt.nis [His-Tag am C-Terminus] und
WTksz26 [Doppelmutante an den Aminosduren Positionen 326 und 327]) im Komplex mit
Fructose-1-Phosphat (4bbildung 2). Diese modifizierte GKRP-Variante wies bei
biochemischer Charakterisierung nahezu identische FEigenschaften (Regulation der GK-
Aktivitdt) wie das Wildtyp-GKRP auf und kann daher als Modell fiir das Wildtyp-GKRP

genutzt werden.

Abbildung 2 zeigt die Struktur des GKRP jeweils um 90° rotiert. Die SIS-1 ist orange, SIS-2 gelb,
der ,Linker” blau, die Lid (cap) Domane tirkis und Fructose-1-phosphat rot dargestellt (nach
Pautsch et al. 2013).

Demnach besteht GKRP aus zwei topologisch identischen und gleich grof3en ,,sugar isomerase*

Doménen (SIS-1 und SIS-2) und einer a-Helix Doméne —,,Lid* oder ,,Cap* genannt — am C-
S.8
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Terminus. Die SIS-Doménen werden von einem durch zwei o-Helices gerahmten
flinfstrangigen B-Faltblatt dominiert. Zusammen bilden diese Strukturen ein dreischichtiges
afa-Sandwich. Am N-Terminus jeder Doméne befindet sich eine ca. 20 Aminosduren lange o-

Helix, welche aus dem Ursprungsmotiv heraus in das der jeweils anderen Domine ragt.

Die C-terminale-Doméne besteht aus sieben a-Helices, von denen drei den Kern bilden. Die
SIS- und die C-terminale-Doméne sind tliber einen 14 Aminosduren langen ,,Linker*, welcher
direkt in eine Kern-Helix tibergeht, verbunden.

Fiir die Steuerung des Glucokinase-Regulatorproteins ist die Analyse der Bindungsstellen fiir
FIP und F6P von entscheidender Bedeutung. So konnten Pautsch et al. zeigen, dass FIP in
einer Bindungstasche im Verbindungsbereich von SIS-1 und dem ,,Linker* bindet. Dabei bilden
die Aminosduren 107-110 (aA3 Helix), 258/259 (aA7 Helix) sowie 150/153 (0 A4") das Fach
fiir den Fructose-Rest. Die Phosphatgruppe wird von einer Schleife aus den Aminoséduren 179-
184 gerahmt, welche vor der a-Helix AS liegt. Ergéinzend stellt die SIS-2 Doméne in Position
348/351 (aB3 Helix), ebenso wie die N-terminale-Domédne in Position 512-518,
Bindungspartner zur Verfiigung.

Hierbei zeigen sich auch Ubereinstimmungen zu Strukturanalysen an Xenophus laevis GKRP,
wobei die Aminosduren 179, 258, 347 und 513, welche Wasserstoffbriickenbindungen zu F6P
ausbilden, als bedeutend beschrieben wurden (Choi et al. 2013).

Daneben zeigten Choi et al. am Komplex von xGk/xGKRP die fiir die hauptsidchlich
hydrophoben Wechselwirkungen entscheidenden Strukturen und Aminosduren an beiden
Proteinen. Fiir die Verbindung beider Enzyme sind beim xGKRP besonders die Aminoséduren
440, 441, 443 der Schleife L1 und 461-464 der Schleife 2 von Bedeutung, was fiir Val441 und
Gly442 im rGKRP bestitigt wurde (Beck und Miller 2013). Dem gegeniiber spielen auf der
xGK die Aminosduren 40, 49, 51, 52, 54, 56, 136, 231, 236, 237, 238, 244 der ,,large* Doméne
sowie 191-193 der ,,small“ Doméne eine entscheidende Rolle. Um diese Befunde am hGKRP

PLAG3AFA65A \ielche den Aminosduren

zu bestdtigen, erzeugten Choi et al. eine Mutante hGKR
462 und 464 in xGKRP entsprechen und stellten dabei fest, dass durch den Verlust der
hydrophoben Eigenschaften dieser Aminosduren die Ausbildung des hGKRP/hGK-Komplexes
gestort ist. In biophysikalischen Analysen konnte unter anderem von Anderka et al. 2008 die
Bedeutung der hydrophoben Wechselwirkungen fiir die Bindung von GK und GKRP bestitigt

werden.
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Auch Analysen von komplexiertem rGKRP stiitzen diese Befunde um die
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Carbonyl Gruppe von Leu464 auf dem rGKRP und
Lys143, sowie beziiglich der van-der-Waals-Bindungen im Bereich der Aminosduren 462-470
des rGKRP (Beck und Miller 2013).

Weiter beschrieb die Arbeitsgruppe um Choi Ionenbindungen zwischen Glu238 und Argl79
der xGK mit Arg300 und Asp412 des xGKRP (Arg301 und Asp413 in hGKRP) sowie
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Ile462 und Leu463 des xGKRP mit Leu236, Glu238
und Lys136. Fiir Arg301 wurden die Befunde von Beck und Miller 2013 bestétigt und
zusétzlich Arg297 als bedeutsam fiir elektrostatische Wechselwirkungen beschrieben.
Insbesondere zeigte auch die Mutation von Asp413 des hGKRP (entspricht Asp412 des
xGKRP) eine signifikante Verringerung der Inhibition der hGK im Vergleich zum Wildtyp bei
vergleichbarer Bindungsaffinitdt. Dies wiirde eine Restriktion der Konformation durch diese
Ionenpaarbindung mit der ,,small* Doméne der GK nahelegen.

Als eine mogliche Bindungsstelle fiir synthetische Molekiile (s. u.), welche die Bindung von
GK an GKRP regulieren konnen, ist eine Region des hGKRP beschrieben, die von den
Aminosduren Val28, Glu32, Arg2l5, Asp217, Ala521 und Arg525 bzw. Ilell, Glyl81,
Met213, Arg525 gerahmt wird (Ashton et al. 2014; St. Jean et al. 2014).

1.4.3. Molekiilstruktur von GKRP und GK im Komplex

Wertvolle Erkenntnisse iiber die Interaktion der Glucokinase mit ihrem Regulatorprotein lassen
sich auch aus den Untersuchungen der Kristallstruktur dieser Proteine im Komplex gewinnen
(Beck und Miller 2013). Zwar nutzte die Gruppe Ratten-GKRP und pankreatische Glucokinase,
jedoch lassen sich aus den Ergebnissen niitzliche Erkenntnisse auch fiir die Funktion des
humanen GKRP gewinnen.

So konnte beispielsweise der Befund von Pautsch et al. 2013 sowie Veiga-da-Cunha und van
Schaftingen 2002 bestétigt werden, dass F1P und F6P dieselbe Bindungsstelle besitzen.
Aullerdem konnte die Bindung des GKRP mit der GK in einer ,,super-open* Konfiguration und
damit unter Abwesenheit eines Bindungsbereiches fiir Glucose beschrieben werden. Damit
entsprechen die Ergebnisse weitestgehend denen von Kamata et al. 2004 fiir die Glucokinase
allein.

Der interessante Befund, dass Ser481, welches posttranslational von der AMP-abhingigen

Proteinkinase phosphoryliert wird, 12 A auBerhalb des Interaktionsbereichs von GK und GKRP
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liegt, weist auf offene Fragen in der Regulation der Komplexbildung durch GKRP-
Phosphorylierung hin (Beck und Miller 2013; Mukhtar et al. 2008).

1.4.4. Regulation der GK/GKRP-Bindung und des Kern-In- und Exportes

Fiir das Verstandnis der Regulation der Glucokinase ist das Wissen um die Verteilung zwischen
Kern und Zytoplasma von grofler Bedeutung. Ein Schliisselelement ist dabei der selektive
bidirektionale Transport von GK und GKRP durch Kernporen. Wahrend Molekiile mit einer
Masse unter ~40 kDa frei durch Kernporen diffundieren konnen, bedarf die Glucokinase auf
Grund der GroBe von 52 kDa eines gesonderten Import- und Exportmechanismus (Marfori et
al. 2010; Shiota et al. 1999). Der Export der GK wird putativ iiber ein NES innerhalb der
Proteinstruktur (siche oben) geregelt und ist auf diese Weise unabhingig von GKRP. Anders
verhilt es sich beim Import der GK. So fehlt der Glucokinase ein ,,nuclear localisation signal*
(NLS) welches den Import an der Kernpore reguliert. Weiter konnte mit Hilfe der
Exportsupression der NES via Leptomycin B gezeigt werden, dass es in Abwesenheit von
GKRP zu keiner Translokation der Glucokinase in den Zellkern kommt (Shiota et al. 1999).
Mittels Photokonversion von Fluoreszenzfusionsproteinen konnte in zweikernigen Ratten-
Hepatozyten gezeigt werden, dass das GKRP-Fusionsprotein in der Lage ist, zwischen
unterschiedlichen Zellkernen zu wechseln. Jedoch weist die Translokationsrate im Gegensatz
zum GK-Fusionsprotein keine wesentliche Abhédngigkeit von der Glucosekonzentration auf.
Dieser Befund konnte zeigen, dass hohe Glucosekonzentrationen zwar den Export der GK
steigern, nicht jedoch von GKRP bzw. einem GKRP/GK-Komplex was einen GKRP
unabhidngigen Export der GK wahrscheinlich macht und die Dissoziation des GKRP/GK-
Komplexes im Zellkern als regulatives Moment erkennen lasst (Kaminski et al. 2014).

Hierbei soll noch einmal die Abhéngigkeit der Bindung von GKRP mit der GK von
unterschiedlichen Glucosekonzentrationen verdeutlicht werden. So zeigt sich bei einer
Anderung der Glucosekonzentration von 5 mmol/l zu 20 mmol/I eine signifikante Verringerung
der Nucleus/Zytoplasma-Ratio (K/P-Ratio) des GK-Fusionsproteins in Maus- und Ratten-
Hepatozyten, was einer deutlichen Erhéhung der Glucokinasekonzentration im Zytoplasma
entspricht. Verstédrkt gilt dhnliches auch fiir eine Kombination aus 5 mmol/l Glucose und 0,2
mmol/l Fructose, bzw. 30 pmol/l Compound A (Kaminski et al. 2014). Vergleichbare Befunde
lieen sich unter anderem bei Jetton et al. 2001 und Postic et al. 1999 sowie Fernandez-Novell

et al. 1999 finden. Passend dazu beschrieben Anderka et al. 2008 die Dynamik der Dissoziation
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bei steigender Glucosekonzentration. Dabei zeigten sie, dass der Ks.Wert der GK-GKRP
Interaktion proportional zur umgebenden Glucose steigt.

Fiir die weiteren Betrachtungen soll auf die funktionalen Unterschiede zwischen humanem und
Ratten-GKRP (rGKRP) hingewiesen sein. Bei Abwesenheit von F6P und Sorbitol-6-phosphat
(S6P) inhibiert das humane Glucokinase-Regulatorprotein die Glucokinase stirker als das
GKRP welches in Ratten exprimiert wird. Gleichzeitig besteht eine hdohere Affinitdt des
hGKRP zu ebendiesen Substraten. Ferner ist fiir rGKRP eine signifikante Verringerung der
Kern/Plasma Ratio sowohl in HelLa Zellen als auch in primédren Hepatozyten beschrieben
(Brocklehurst et al. 2004a; Rees et al. 2012a).

Zum strukturellen Verstindnis der Regulation des GKRP durch Fructose-Phosphate haben die
Ergebnisse von Beck und Miller 2013 beigetragen. Sie zeigten, dass die Fructose-Phosphat-
Bindungstasche mehr als 30 A vom GK-GKRP-Interaktionsbereich entfernt ist und trotzdem
durch die Bindung von FI1P/F6P entscheidende Verdnderungen im Interaktionsbereich
verursacht werden. Aullerdem nutzten sie ein Alignment von GKRP-F1P (Pautsch et al. 2013)
und GKRP-F6P, welches eine RMSD von 0,72 A ergab. Mit diesem konnte weiterhin gezeigt
werden, dass unter Bindung von F6P die ,,cap und SIS-Domine auseinander weichen (bei F1P
Bindung sind 930 A? der GKRP-Oberfliche durch den Kontakt verborgen, bei F6P Bindung
770 A?), da die Wasserstoffbriickenbindung von Arg509 mit His351 gestdrt und so diese
Region fiir das Solvens besser zuginglich wird. Weiter soll die Konfiguration der GKRP-
Schleife der Aminosduren 462-470, welche fiir hydrophobe Wechselwirkung zur Glucokinase
bedeutsam ist, ma3geblich von dem jeweilig gebundenen Fructose-Phosphat abhingig sein.
Untersuchungen der Kinetik in der GK-GKRP-Interaktion erweitern die beschriebenen
Darstellungen. So wurde ein Modell postuliert, bei welchem die Glucokinase in ihrer ,,super-
open‘ Konformation an das GKRP bindet und einen initialen Komplex formt. In einem zweiten,
komplizierteren Schritt dndert sich die Konformation der GK dahingehend, dass der
Offnungswinkel der groBen und kleinen Domine der GK sich ein wenig verringert und sich so
das subsequente Konformations-Gleichgewicht bildet.

Hier konnte zudem gezeigt werden, dass F6P die Assoziationsratenkonstante (k,,,) der Bildung
des initialen = GK-GKRP-Komplexes um das  2,6-fache erhoht wund die
Dissoziationsratenkonstante (k, ) dieses Komplexes um das 60-fache verringert und so diesen
letztlich stabilisiert (Casey und Miller 2016).

Neuere Untersuchungen konnten einen weiteren wesentlichen Regulator fiir die GK/GKRP-

Interaktion finden. So konnten Watanabe et al. 2018 die Bedeutung von Sirtuin 2 (Sirt2) in der
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Deacetylierung von GKRP zeigen. In Abhingigkeit der zelluliren NAD" Konzentration
deacetyliert Sirt2 das GKRP an der Position 126. Dadurch wird die von Glucose abhingige
Dissoziation von GK und GKRP ermdglicht und folglich die hepatische Glucoseaufnahme
gesteigert. Unklar bleibt weiterhin, wie die Acetylierung an Position K126 gesteuert wird und

welche strukturellen Anderungen im GKRP fiir die Funktionsvariabilitit verantwortlich sind.

1.4.5. Einfluss von exogenen Requlatoren auf die GKRP-Aktivitdt

Neuere Untersuchungen befassen sich immer wieder mit der Wirkung von synthetischen
Aktivatoren auf die Aktivitdt der Glucokinase und des Glucokinase-Regulatorproteins, auch im
Hinblick auf einem etwaigen therapeutischen Nutzen bei der Behandlung des Diabetes mellitus
Typ 2 und des Metabolischen Syndroms.

So sind Glucokinase-Aktivatoren (GKAs) beschrieben, welche sowohl die Affinitit der GK zu
threm Substrat als auch die Vmax signifikant erhéhen und daher im gewissen Mafle eine gain-
of-function Mutation imitieren. Diese Mutation fithrt in Patienten zu einer persistenten
Hyperinsulindmie bei gleichzeitiger Hypoglykémie. Eine Arbeitsgruppe um Grimsby et al.
2003, beschrieb das Molekiil RO-28-1675 welches im Zellmodell in der Lage war, die Aktivitét
der Glucokinase signifikant zu steigern. Zudem konnte unter anderem im Mausmodell gezeigt
werden, dass sich durch diesen GKA die Insulinproduktion in den B3-Zellen des Pankreas und
auch die Glucoseutilisation in Hepatozyten steigern liel. Biophysikalisch ldsst sich letztere
Eigenschaft durch die Glucose-abhingige Schwichung der GK-GKRP-Assoziation erkldren
(Anderka et al. 2008). Darauf wurden eine Vielzahl von weiteren GKAs veroffentlicht, welche
sich insgesamt in vier Gruppen einteilen lassen: jene mit Kohlenstoff-Kern, mit einem
aromatischen Ringsystem im Zentrum, mit Aminosdure-Kern oder jene mit anderen
strukturbildenden Elementen. Diese Zentren sind im Allgemein mit drei Substituenten
verbunden, wovon zwei hydrophobe Gruppen sind und die andere ein Wasserstoff-Empfanger-
Akzeptor-System darstellt (Matschinsky 2009).

Neben den fiir eine Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 giinstig erscheinenden Effekten wie
der Senkung der postprandialen Blutglucosekonzentration, der Steigerung der Insulinsekretion
und der Erniedrigung des HbA 1. im Zell- und Tiermodell weisen neuere Untersuchungen auf
das moglicherweise erhohte Risiko fiir Verdnderungen im Lipidstoffwechsel hin. Demzufolge
besteht bei der Behandlung von ZDF-Ratten und db/db Maéusen mit unterschiedlichen
Glucokinaseaktivatoren die Gefahr der Akkumulation von Triglyceriden in der Leber und damit

der Ausbildung einer Steatosis hepatis. Hierbei lassen sich interessante Verbindungen zu den
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im Folgenden beschriebenen Phianotypen der GKRP-Mutationen finden (Ceuninck et al. 2013).
Zu diesen Befunden lassen sich moglicherweise auch Ergebnisse einer klinischen Studie zur
Therapie mit dem GKA MK-0941 bei Insulin gefiihrten Typ 2 Diabetikern in Verbindung
bringen. Dabei kam es neben der steigenden Gefahr von Hypoglykdmien zu signifikant
erhohten Triglyceridspiegeln im Blut der Probanden (Meininger et al. 2011).

Auch Molekiile, welche die Funktion des Glucokinase-Regulatorproteins beeinflussen, nehmen
Einfluss auf den Glucosestoffwechsel der Leber. Der Wirkstoff AMG-1694 (Abbildung 3)
zeigte beispielsweise in Hepatozyten von ZDF- und Wistar-Ratten eine deutliche Verschiebung
der GK Kern-Plasma-Relation hin zum Zytoplasma. Weiter lie sich eine signifikante Senkung
des Blutglucosespiegels nach Applikation von AMG-1694 in ZDF-, nicht aber in Wistar-Ratten
beobachten. Dies weist auf eine Anderung des Blutglucosepiegels ausschlieBlich im Zustand
der Hyperglykdmie hin, bei Vermeidung von Hypoglykdmien im Norm- als auch

Hyperglykdmen-Mausmodell.

Abbildung 3 Struktur des Komplexes aus humanen GKRP, AMG-1694 und S6P (links) und die
Strukturformel von AMG-1694 (Lloyd et al. 2013, bearbeitet).

AMG-1694 ist durch direkte Bindung an GKRP in der Lage die Dissoziation der GK vom
Regulatorprotein zu fordern und so die Glucokinaseaktivitit zu steigern. Dabei wird im
Gegensatz zur Aktivitétssteigerung mittels GKAs der Effekt durch indirekte Bereitstellung der
GK erreicht und nicht durch einen direkten Mechanismus, welcher unter anderem die

Kooperativitdt mit Glucose dndert. Wobei interessanterweise zu beachten ist, dass AMG-1694

S. 14
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zwar an einer Tasche in der Nahe, aber nicht direkt im Fructose-Phosphat-Bindungsbereich
bindet. Auch scheint der Wirkstoff keinen direkten Einfluss auf den GKRP-GK-
Bindungsbereich zu haben und fiihrt im GKRP nur zu geringen Strukturdnderungen (Lloyd et
al. 2013; Ashton et al. 2014).

1.4.6. Mutationen des humanen GKRP

1.4.6.1. hP446L

In den vergangenen Jahren wurde eine Reihe von Untersuchungen zu unterschiedlichen Genloci
und deren Bedeutungen fiir das Risiko zur Ausbildung eines Typ 2 Diabetes und anderen
Stoffwechselerkrankungen untersucht.

Genomweite Assoziationsstudien zeigten, dass GCKR ein relevantes Ziel fiir verdnderte
Triglyceridplasmaspiegel darstellt (Saxena et al. 2007; Teslovich et al. 2010). Bei einer
Metauntersuchung an iber 45.000 Probanden aus unterschiedlichen Studien/
Monitorprogrammen konnte der nicht synonyme, hdufige Einzelnukleotid-Polymorphismus
(SNP, engl. single nucleotide polymorphism) rs1260326 (c.1337 C>T) entdeckt werden. Dieser
codiert die GKRP-Variante Pro446Leu (P446L/hP446L) bei welcher die Aminosdure Prolin-
446 in der Polypeptidkette des Glucokinase-Regulatorproteins durch Leucin ersetzt ist. Die
Mutation sorgt fiir eine deutlich signifikante Erh6hung des Niichtern-Serumtriglyceridspiegels
sowie flir eine Senkung des Niichtern-Blutglucosespiegels. Ferner ldsst sich im Vergleich zur
Wildtypgruppe ein im Verlauf deutlich stirkerer Zuwachs der Triglyceridspiegel bei der
Variante Pro446Leu erkennen (Abbildung 4). Auch zeigen sich bei den Probanden erhdhte

Triglyceride Niichtern-Glucose
(mg/dl) (mg/dl)
110 86.0
*— _'—0 A
100 85.5 —A

Abbildung 4 ntchtern Triglycerid- und Blutglucosespiegel bei Probanden der MPP-Studie vor
und nach einer mittleren Beobachtungszeit von 23,4 Jahren. Schwarz: homozygote Trager von
Pro446, blau: heterozygote SNP Leu446, rot: homozygote Variante Pro446Leu (Orho-Melander
et al. 2008, bearbeitet).

S. 15
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CRP-Spiegel bei jedoch nicht signifikant gesteigerter kardiovaskuldrer Morbiditdt (Orho-
Melander et al. 2008).

Auflerdem wird ein verringerter Niichtern-Insulinspiegel, sowie eine gesenkte HOMA-
Insulinresistenz bei einer gleichzeitigen Reduktion des Risikos fiir die Entwicklung eines Typ
2 Diabetes beschrieben (Dupuis et al. 2010; Rees et al. 2012a; Vaxillaire et al. 2008).

In einer weiteren multiethnischen Studie konnte der Effekt von P446L auf den
Triglyceridspiegel bestétigt und zudem gezeigt werden, dass eine intensive Lebensstilinderung
(Gewichtsreduktion, erhdhte korperliche Aktivitit sowie verdnderte Erndhrungsgewohnheiten)
bei Mutationstriagern zu einer deutlicheren Reduktion der TG-Spiegel im Vergleich zu Nicht-
Tréagern fiihrte. Dieser Beobachtung lédsst sich mutmaBlich auf die abgeschwiéchte Wirkung der
im Folgenden beschriebenen Effekte zuriickfiihren (Pollin et al. 2011).
In-vitro-Untersuchungen konnten zeigen, dass P446L ein funktionales Enzym darstellt, welches
in der Lage ist, die Glucokinaseaktivitdt in einer Dosis-abhéngigen Weise zu inhibieren. Wobei
im Vergleich zum Wildtyp (WT) die Fructose-6-phosphat abhiingige Regulation, jedoch nicht
die Steuerung durch Fructose-1-phosphat relevant verringert ist. Dies fiihrt schlie8lich zu einer
signifikanten Verringerung der GK-Inhibition. So lésst sich vermuten, dass so der Glucoseflux
in die Hepatozyten erhoht und die Glykolyse in der Leber gesteigert wird. Dies konnte die
Bereitstellung anderer Metabolite wie Malonyl-CoA erhohen und somit moglicherweise tliber
eine Steigerung der de novo Lipogenese bzw. einer Hemmung der Carnitin-Palmityltransferase-
1 auch die Triglyceridspiegel im Blut beeinflussen (Beer et al. 2009; McGarry und Brown 1997;
Santoro et al. 2015). Mit Verdnderungen des Triglyceridspiegels konnen auch abgeédnderte
Lipoproteinkonzentrationen im Blut einhergehen wie sie fiir andere SNPs der GCKR
beschrieben wurden (Stancakova et al. 2011).

Untersuchungen an Fluoreszenz-Fusionsproteinen konnten die zelluldre Lokalisation von
P446L im Vergleich zum Wildtyp darstellen. Beispielsweise ist die Signalstirke von P446L im
Kern von HeLa-Zellen sowie von priméren Hepatozyten signifikant geringer als die des WT-
GKRP unabhéngig von der umgebenden Glucosekonzentration. Vergleichbare Befunde lieen
sich fiir die Lokalisation der Glucokinase in Abhéngigkeit von der Variante des GKRP in HeLa-
Zellen sowohl bei 5,5 mmol/l als auch bei 25 mmol/l finden. So war sie bei der transienten Co-
Expression mit GKRP-P446L deutlich geringer im Kern lokalisiert als beim WT-GKRP.

Dazu lief3 sich mit einer FRETN Analyse eine signifikant geringere Interaktion der Glucokinase
mit GKRP-P446L in Gegeniiberstellung zum WT-GKRP, bei ergdnzend aufgehobener
Glucoseabhéngigkeit (bei 5,5 mmol/l bzw. 25 mmol/l) in HeLa-Zellen feststellen. In
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Maushepatozyten konnte zudem gezeigt werden, dass die Expression von GKRP-P446L eine
Glucose-abhingige Translokation der Glucokinase trotz der endogenen Expression von GKRP
verhindert (Rees et al. 2012a).

Strukturelle Untersuchungen am GKRP-GK Komplex zeigten, dass die in unmittelbarer
Nachbarschaft zu P446 liegenden Aminosduren an der Gestaltung der Interaktion mafgeblich
beteiligt sind. GIn443 bildet dabei mutmaBlich eine Wasserstoftbriickenbildung mit Argl186 der
Glucokinase und Val441 sowie Gly442 sorgen fiir hydrophobe Wechselwirkungen mit Val199
bzw. Val200 der GK. Daher wird eine Schwichung der Bindung von GKRP und GK durch die
Mutation P446L mittels struktureller Verdnderungen vermutet (Beck und Miller 2013).

1.4.6.2. hH438Y und hM344|

Zur Untersuchung der Bedeutung seltener Varianten des humanen GKRP bei der komplexen
Entstehung von multimodalen Stoffwechselerkrankungen wurden 458 Probanden mit
Hypertriglyceridimie und 333 Kontrollpersonen mit normalen Blutlipid-Werten klinisch
untersucht und auf Mutationen im GCKR gescreent. Dabei wurden 18 nicht synonyme
Varianten detektiert, von denen 11 Missense-Mutationen entsprechen. Darunter befanden sich

p.-H438Y und p.M3441., welche im Folgenden néher beschrieben werden (Rees et al. 2014).

1.4.7. Ubersicht GKRP Interaktionsbereiche

Basierend auf den Proteinsequenzen, welche auf dem UniProt-Server hinterlegt sind (humanes,
Ratten-, Maus- und Frosch-GKRP) bzw. den entsprechenden FASTA-Sequenzen von Pautsch
et al. 2013 und Beck und Miller 2013 der PDB-Datenbank (4bbildung 5) wurde mit dem
Programm UniProt Clustal Omega ein multiples Alignment erstellt (McWilliam et al. 2013).
Zusitzlich wurden die von den oben genannten Autoren ermittelten Bindungsstellen bzw. -
bereiche fiir die Glucokinase sowie die Fructose-Phosphate markiert und zusétzlich die von
Choi et al. 2013 im Supplement beschriebenen Alignement-Ergebnisse eingetragen. Zudem

sind die Bereiche prominenter ,,Loss-of-Function-Mutationen* hervorgehoben.



sess88a §888588 ARAAaR gaxxx

»
10
10
w
10

g8 RN 55989 88588 B gEa&as8

1

1

1

1

1

1

54

Q £

Q £

Q 3
at L w0 s|a
CrT e
LRTR|E
N R
LRTR|E
TFGADFQO[I
TEGADF ROV

GRMAFLMS VS
L
L
L
L

FITLODDNLTEV|Q
FITLODNLTEV|Q

I

I

I

I

I

I
Cl[IJWT FGADF RD|V
Cliw T FGaDFQoOfl
CliW T FGaADF RD[I
C[vlp T Y QADWRD[V

cl
¢
T
T
T
T

v
v
v
v
v
v
FFEYEIGINFI QKFQREL

FFOYE|IGITYVAQKFQRE[L
FeDYE|Glsyvareaai|t
FLevE|lclarraxreaneft
Llele ro vy ele|lr yvaxeanre|e
-RFseals|arcrestfa
Teaqalujeaanarsvee|a
seaxalrlusaassvee|v
TeacE|Rjuanassvcee|v
QD § RS|R|INSSLS R S[A
seaxalrlusaassvcee|v
Teaqalujearnarsvee|a

=S NVEVTEKICLLE

E[0CWRSTFRQVAIE R MJOQE MAQ E KO
Elows S TFRQV[A|E R wjaje ma £ xja

F

F

3
ElewH s SFRrRQV[AjE R L

5

~ o~

AlLJAMLAQRFSGQISIK ARCIESL LR

B

S I|TIW P L LFFEYE[GINF I QKFQRE|L

S 1|T|w R
G L|T|W P
S 1|T|we

62

[ER ]

LPSILITETODTVYF
LESILITETDT VY EF

LPSILITE I DT VYEF

LEWRAILIAMLAQREF S GQ|S|K ARCIESLLIR
LEWRA|LIAMLAQRF SGAQ|S|K ARCIESLL|Q
LEHRATISVIQRLTGQISIMAQRCTEVLL|Q

S

LIL[ET L L LAAKEK|TIVOQG | A& SAQR|C L LE
]
1
1
]
1
1
LPSILITE I DT VYF

LJL[E T L L LVAMHWE|AE

SHIEJDF VENV LR SIVISETODTVLL

F
F
F
I PL K F
AP L K F
ARL K F
NS L|E|E T 1P 51

-ova-

L
L
L
L

L
L
L

RIMIK G 6 5 AT K
RIMIK 6 6 6 AT K
RIM|K 6 6 § AT K
RIM]K 6 6 5§ AT K

6 3|6
6 3|3

-DVAQLE|HHHHHH

S'I'\I'GQ'I'LPIPI.-LFPSI

™
P
P
(]
]
SITIVGE Q § Lfp|a P LK L F P S L

SITIV G a
§|T|v 6 q
SITIVE Q
al1ja6 a

Blufxcesartx

10

LS APFVAGQMDY CMDNTA|VIFLPVLYGENPVSMARNDEP
LSAPFVAGIAMODCCMNNTA|VIFLEVLVGENPVSMARNDP

AHQVTYSaQls|pk
AHQVTYS5Q[s]s«
AHQVTYS5Qls]sk
AHKVTYSQ§|ek
AHQVTYSQ§|sk

FAOEEGQ I MPITIY QR LY SESVILITTMLAVAGEK|V[QEVLEKEPDGIGILVVLSGGEGTISIGRMAFLMS VS

FOEEDENL I[H|Y WR LY SESVILIKXTMGOVARR|V[QEVLENPODDIS[LVVLSGECGET|S|GRLALLLANIS
FaeEEGal ve|Tfvar Lty sesv|urTmiravacr|vjaE VL KEPODG|G[LVYVLSGEGEG T|S|GRMAFLMS VS
STEWVLULNTV[s|TEANVLLGK|I[LANKHM LD LR|IJANS K LEWRA[LJAMLOQRFSGQ|S|L ARCIES L L|Q

STEWVLNTVISITGEAHNY LLGK[I|LONHMLDLR|IIS

FQEEGQALSIT|IYQR LY SES IJLITTMVAVAGK|VIQE VL KEEPDGIGILVYVLSGG6EGTIS|GRMAFLMS VIS
FQEEGQ I VPIT|IYQR LY SES VILITTMLAVAGEK|VIQE VL KEEPDGIGILVYVLSGG6GTIS|GRMAFLMS VIS

FNG LLEKEGLH|EITPCOCY CY I MS|G|G D RS I VT SQE(S $ EDNPQLGAJQE L EKVCEGK[ENY LEF

FNQLMEGLGIQIE P LY TY LI AIG|IG D RS VYV ASRIEGT ED S ALMWGII|JEELKEVAAGK|IERY IV
FNQLMEG LG[QJE P LY TY LI AIGIGD RSV YV ASRIE[QT ED S ALMHGII|EELKEKVAAGKIKRY VY
FNQLMEG LG[Q|R P LY T Y LI AJG|IG D RSVYVASRIEIRTED § ALMHGIIJEELKKVAAGKIKRV VY
FNQLMEGLGIQIE P LY TY LI AIG|IG D RS VYV ASRIEQTED S ALMHGII|JEELKEVAAGK|IKERY VY
llﬂlMlGlGQKFLTTTLI#GGDRSVU!Sﬂ.GT.DSllHGI[ElllViithﬁVlV

P

P

¥

FQEEGQALSIT|IYQR LY SES IJLITTMVAVAGK|VIQE VL EEPDGIGILVYVLSG
RGFLIGDHNIDMFENQEKDEL SINJQG PQFT FSQODF LT SVLESILTEIDTVYE

A

A

A
gtsn?iInGQLchunHtnv\'tPVLvGFuv\rsuinutn
RGFLIGOMWS|OMFENQKAELTIN@QGPQFTFSale|or LT s
RGFLIGOMWS|OMFENQKDELTINQGPQFTFSalojor LT s
RGFLIGOHS|DMFNQKDELTINQGPQFTFSQD|DF LTSI
RGFLIGOMWS|OMFNQRKAELT|NQGPRQFTFSale|or LT s

STEWVLNTV[S|TGEANRY LLGEK|I[LAQNHMLDLRII|ANS
STEW I LD TV[T|SGAYT LRGEK|I|[FRNEMVDFEK|IINNS

VRS ALSGPGIQIKR STQALED|PIPACGT LN- -

STEWVLNTVIS5[TGAHRVY LLGEK[I|LONHMLDLRIISNS
VRS ALSGPG|Q|K R S 1 QA FGD|P|IVYVER-

EAFVLNPAINGIPEGL SGS5 S5 RIMKGGGATK
RGFITGEGYH|S|IENKEGDL S|SILGPAQF S

KAFVLILNPAIIGIPEGL SGS
EAFVLILNPAIIGIPEGL SGS
EAFVLILNPAIIGIPEGL SGS

KGF I LNPAV|GIPEGY 5§65
EAFVLNPAINGIPEGL SGS

VRS ALAGPG|Q|K R T ADP LE I|LIER - -
TES SMNVPGIRIKRGAEDSE S|R|-

MPGTEKRYQH|V
MPSTERYQH|V
MRGTREKYQH|V
MPGTERYQH|V
MPGT ERFAQH|V
RAMQVTY S aQ|s|pK
TIVEQVEEK|TINH
ALAERVREREKR|C|IAN
ALAERVREIKSIWN
KLV ALVEEKT|SN
ALAERVREK|ClON
TIVEQVEKEK|[TINH
STEWVLNT -

P|QHIT54| GORR_JENLA

DIQOSTCRIUMN MP G T K RF QH|V
9| QB0 GOR_MOUSE
P|CHOS G N
P]Q1097|GR_HUMAN
| Q07| GCIR_RAT
9| QB0 GCR_MOUSE
P| 0B GCRNA
P]Q1097|GR_HIMAN
P Q0T07| G _RaT
| QA4 R _MOUSE
P 08054 GRTNA
P]Q1097|GR_HIMAN
| Q07| GCIR_RAT
] 05004 | GO _MOUSE
P]Q1097|GR_HIMAN
| Q07| GCIR_ReT
9| QB0 GOR_MOUSE
P 08054 GCR_INLA
9101087 GCR_HUMAN
| Q07| GCR_BAT
] CEDI4|GCR_MOUSE
P|0BTS4| G BNLA
P]Q1097|GR_HIMAN
| Q07| GCIR_RAT
9| QB0 GOR_MOUSE
P 08054 G ENA
P]Q1097|GR_HIMAN
P Q0N GCR_pT
9| QB0 GOR_MOUSE
P|0BT54| GCIR_BNLA
P]Q1097|GR_HUMN
| Q007 GCIR_RAT
9| QB0 GCR_MOUSE
P CHO54 G N
P]Q197|GCR_HUMAN
] Q07| GCR_RAT
9| QB0 GR_MOUSE
P 08054 GCIR BNLA
901087 GCR_HUMAN
| Q07| GCR_RAT
] CEDIA|GOR_MOUSE
P 08054 G BNLA

Beck w Miller )
Pantach (Huma)
Beck u Miler )
Pantiach Human]
Beck u Mier )
Pantach (Humae)
Beck u Miler )
Pautsch (Human
Beck u Miler )
Pgch ama
Beck u Miler (Rat)
Pautsch (Human
Beck u Miller (R)
Pgch e
Beck u Miles (22
Pantach (Human)
Beck u Miller )
Paugch ama
Beck u Miller (R2)
Pantiach Human]
Beck u Miler (Rat)
Pantach (Human)

Q007 GLIR_RAT

VRS ALSGPGIQIKR STAQALEDPIP ACGT LNS L|E[HHHHHH

VRS ALAGPGIQ|K RT ADP LE I|L|E P -

S.18



Einleitung

Abbildung 5 Alignment des UniProt Clustal Omega (McWilliam et al. 2013). Die ersten vier
Zeilen nach Supplement von Choi et al. 2013; Zeile finf und sechs nach FASTA-Daten von Beck
und Miller 2013 und Pautsch et al. 2013 (zum Vergleich der Sequenzdhnlichkeit und zur
Einordnung der Datengrundlage fir die dargestellten Funktionsbereiche). Gelb hinterlegter
Abschnitt: GK-GKRP-Bindungsregion (hydrophobe Bindung); rot hinterlegter Abschnitt: GK-
GKRP-Bindungsregion (lonen-Paarbindung); dunkelgrin hinterlegter Abschnitt: Bindungsstelle
F6P (nach Choi et al. 2013 und Beck und Miller 2013); hellgrin hinterlegter Abschnitt:
Regulationsbereich fir die Bindung von Fructosephosphaten (nach Beck und Miller 2013);
orange hinterlegter Abschnitt: Bindungsstelle Fructosephosphat (am Komplex mit F1P nach
Pautsch et al.)- hell: Bereich Phosphatinteraktion, dunkel: Bereich Fructoseinteraktion; rote
Umrandung: Wasserstoffbriicken; rote Schrift: erweiterte Bindungsstelle der Fructose
Phosphate (H-D Mapping); violett hinterlegter Abschnitt: Bindungsbereich Fructosephosphate
via Dipol-Dipol-Wechselwirkung; blau hinterlegter Abschnitt: Lage Doppelmutation
K450T/K451T (Reduktion der Bindungsaffinitat zwischen GK und GKRP); doppelgestrichelte Box:
Aminosauren P446, H438, M344 und Q234.
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1.5 Fragestellung

Das Enzym Glucokinase (GK), welches hauptsdchlich in den Beta-Zellen des Pankreas und der
Leber exprimiert wird, ist fiir die Glucose Homoostase im Organismus essenziell. In der Leber
wird das Enzym neben genregulatorischen Effekten vor allem auf Proteinebene moduliert. Hier
spielt das Glucokinase-Regulatorprotein (GKRP), welches die GK bei niedriger
Glucosekonzentration hemmt und in den Zellkern importiert, eine wichtige Rolle. Mutationen
des GKRP wurden bei Patienten nicht nur mit Verdnderungen der Niichtern-Blutglucose,
sondern  auch  der Serum-Triglyceride assoziiert. Der  zugrundeliegende

Regulationsmechanismus ist bislang unzureichend verstanden.

Ziel dieser Arbeit war es daher,

(1) durch Expression von fluoreszierenden Fusionsproteinen die zelluldre Lokalisation der
GKRP Mutationen H438Y, M3441, P446L und M3441-P446L im Vergleich zum WT-Protein

in HeLa und Hepa 1-6 Zellen sowie in primédren Hepatozyten der Maus zu beschreiben.

(2) den Einfluss der GKRP Mutationen H438Y und P446L im Vergleich zum WT in Hepa
1-6 Zellen und in primiren Hepatozyten der Maus auf die Lokalisation der GK durch Co-

Expression von fluoreszierenden Fusionsproteinen zu charakterisieren.

3) die GK Interaktionsstirke der GKRP Mutationen H438Y, M3441 und M3441-P446L im
Vergleich zum WT in primdren Hepatozyten der Maus durch Co-Expression von

fluoreszierenden Fusionsproteinen zu bestimmen.

4) in Hepa 1-6 Zellen mit Co-Expression der GK und der GKRP Mutationen H438Y oder
P446L im Vergleich zum WT die Glucoseaufnahme und den Triglyceridgehalt zu analysieren.

(5) die durch die Aminosédureaustausche Histidin zu Tyrosin (438), Methionin zu Isoleucin
(344) und Prolin zu Leucin (446) induzierten Strukturdnderungen im GKRP Protein mithilfe

der Software PyMOL zu simulieren.
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Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Zellkulturen

Bezeichnung Art Gewebeursprung  Hersteller

Zelllinie

Hela Mensch Zervixkarzinom DSZM, Braunschweig, Deutschland

Hepa 1-6 C57L/) Hepatom DSZM, Braunschweig, Deutschland
Mause

Primare Zellen

C57BL/6 | Leber
Mause

Hepatozyten

2.1.2. Kulturmedium

Medium

Komponente

Konzentration/Menge

Hela Komplettmedium

DMEM mit Natriumpyruvat

L-Glutamin 2 mmol/I
Glucose 25 mmol/l bzw.
Niedrige Glucosekonzentration 5,5 mmol/I
Hitze-inaktiviertes FCS 10 % (v/v)
Streptomycin 10 pg/ml
Penicillin 10 U/ml

Hepa 1-6 DMEM mit Natriumpyruvat

Komplettmedium L-Glutamin 2 mmol/I
Glucose 25 mmol/l bzw.
Niedrige Glucosekonzentration 5,5 mmol/I
Hitze-inaktiviertes FCS 10 % (v/v)
Penicillin 10 U/ml
Streptomycin 10 pg/ml

Komplettmedium fir Williams Medium E ohne Phenolrot

primare Hepatozyten Glucose 10 mmol/I
NaHCO3 2,2 g/l
L-Glutamin 2,5%
Hitze-inaktiviertes FCS 5% (v/v)
Insulin 10 nmol/I
Penicillin/Streptomycin 1% (v/v)
Dexamethason 0,01 %

S.21




Material und Methoden

2.1.3. Transfektionsreagenzien

Transfektionsreagenzien

Hersteller

jetPEl
PromoFectine Hepatocyte

2.1.4. Antikérper

Polyplus Transfection SA, lllkirch, Frankreich
PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Antikorper Art Hersteller
GKRP (sc-11416) Kaninchen | Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
B-Actin Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

2.1.5. Testkits

Bezeichnung

Hersteller

Glucose Aufnahme (K686)
Triglyceride (K622)

BioVision, Milpitas, CA, USA
BioVision, Milpitas, CA, USA

2.1.6. Molekulargewichtsmarker

Marker

Hersteller

Precision Plus Protein All Blue Standards | Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

2.1.7. Vektoren

Vektor Hersteller
pPECFP-C1 Clontech, Mountain View, CA, USA
PEYFP-N1 Clontech, Mountain View, CA, USA
2.1.8. Puffer

Lésung Komponente Konzentration/Menge
PBS (10x), pH 7,2 NaCl 137 mM

KCl 2,7 mM

NaxHPO4 10 mM

KH2PO4 1,8 mM
SDS-PAGE Trenngel Acrylamid/Bisacrylamid 30%/0,8%
12,5% Tris/HCl pH 8,8/8,9 1M

SDS 10 %

APS 10 %

TEMED 9,9 mM
SDS-PAGE Sammelgel Acrylamid/Bisacrylamid 30%/0,8%
5% Tris/HCl pH 6,8 1M

SDS 10 %

APS 10 %
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TEMED 4,6 mM

SDS Laufpuffer Tris Base 250 mM
SDS 1% (w/v)
Glycerin 1,92 M
TEMED 9,9 mM

5x SDS Probenpuffer Tris/HCl pH 6,8 312,5 mM
SDS 10 % (w/V)
DTT 325 mM
Bromphenolblau 0,04¢g
Glycerin 50 %

Anodenpuffer 1 Tris 300 mM
Natriumazid 0,01 % (w/v)
Methanol 20 % (v/v)

Anodenpuffer 2 Tris 250 mM
Natriumazid 0,01 % (w/v)
Methanol 20 % (v/v)

Kathodenpuffer SDS 0,01 % (w/v)
Natriumazid 0,01 % (w/v)
Methanol 20 % (v/v)

Waschpuffer PBS, pH 7,2
Tween 20 0,1% (v/v)

2.1.9. Software und Datenbank

Bezeichnung Entwickler

Software

PyMOL 1.7.4 Schrodinger, LLC, New York, NY, USA

|-Tasser Department of Computational Medicine and
Bioinformatics, Department of Biological
Chemistry, Medical School, University of
Michigan, Ann Arbor, MI, USA

Prism 5.0 GraphPad Inc., San Diego, CA, USA

UniProt Clustal Omega

European Molecular Biology Laboratory,
European Bioinformatics Institute, Hinxton,
Cambridge, United Kingdom

Datenbank

RCSB PDB

2.1.10. Gerdte und Verbrauchsmaterial

Gerat

Brookhaven National Laboratory, Upton, NY,
USA

Hersteller

505 dcxr Strahlteiler + Emissionsfilter

Brutschrank Heraeus 6000
S. 23
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CCD-Kamera
cell® MT20 llluminationssystem

DV-CC Dual View Simultaneous Imaging

System
Elektrophorese Kammer

Mikroskoptisch

Multilabel Plate Reader VICTOR X3
Odyssey Infrared Imager

Olympus CK2

Olympus/cell? IX81 mit Zellinkubator

Pipetten (1-1000 pl)
SDS-PAGE Apparatur

Spannungsgerdt Gene Pulser

Spektralphotometer Ultrospec 2100

Sterilbank HeraSafe
Thermoblock

Trans-Blot Semi-Dry, Electrophoretic

Transfer Cell

UPlanSApo 60 x 1,35 —
Olimmersionsobjektiv
Zentrifuge Biofuge Fresco
Zentrifuge Mikro 20

Material

Olympus BioSystems, Planegg, Deutschland
Olympus BioSystems, Planegg, Deutschland
Optical Insights, Tucson, AZ, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Marzhauser Wetzlar, Wetzlar, Deutschland
PerkinElmer, Waltham, USA

LI-COR, Bad Homburg, Deutschland
Olympus Optical, Hamburg, Deutschland
Olympus Optical, Hamburg, Deutschland
Gilson International, Limburg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Liebisch, Bielefeld, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Olympus Optical, Tokio, Japan

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland

Hersteller

6-well Zellkulturplatte
Einwegpipetten, steril
ELISA-Microtiter Plate
Kldvetten

Petrischalen (kollagenbeschichtete
MatTek-Dishes)

PVDF Transfermembran
Rotilabo Blotting Paper
Tubes 15 ml
X-well-Zellkultur Kammer
Zahlkammer ,Blrker”
Zellkulturflaschen, 75 cm?
Zellkulturschalen
Zentrifugen Rdéhrchen
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TPP, Trasadingen, Schweiz

Greiner Bio-One, Essen, Deutschland
Greiner Bio-One, Essen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
MatTek Corporation, Ashland, MA, USA

Millipore, Schwalbach am Taunus
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Greiner Bio-One, Essen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
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2.1.11. Chemikalien

Reagenz

Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %)
Ratiphorese Gel 30

Albumin - BSA
Ammoniumperoxodisulfat
Bromphenolblau
Dexamethason
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium)

Ethanol, >99 %

Fetales Kalberserum - FCS
Glucose

Glycerin

Insulin (human)

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Penicillin/Streptomycin

Roti Block

Roti-Quant (Bradford-Reagenz)
Salzsaure
Tetramethylethylendiamin — TEMED
Tris

Trypanblau

Trypsin-EDTA

Tween 20

Wasser, Nuklease frei

Williams Medium E
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Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA, Colbe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
PAA, Colbe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
PAA, Colbe, Deutschland

Calbiochem (Merck), Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

J.T. Baker, Deventer, Netherlands
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

PAA, Colbe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

J.T. Baker, Deventer, Netherlands
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
PAA, Colbe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fermantas (Thermo Fisher Scientific), Waltham,

Massachusetts, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
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2.2. Methoden

2.2.1. Zelllinien

2.2.1.1. Hela Zellen

Hierbei handelt es sich um eine Zelllinie, welche effizient Glucose aufnehmen kann. Sie verfiigt
iiber keine endogene Expression an GK und GKRP und ist als Zellmodell fiir die Untersuchung
der GK-GKRP-Interaktion etabliert (Rees et al. 2012a; Shiota et al. 1999).

2.2.1.2. Hepa 1-6

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um ein Subklon welcher aus dem BW7756 Hepatom der
C57BL/6 Maus gewonnen wurde. Dieser insulinsensitive Subklon verfiigt im Vergleich zu
primdren Hepatozyten iiber einen verminderten Stoffwechsel, welcher mit einer niedrigeren

Expression der GK und des GKRP einhergeht (Darlington 1987; Darlington et al. 1980).

2.2.1.3. Primdre Hepatozyten

Die primdren Hepatozyten wurden aus C57BL/6 Maiusen isoliert und zeigen daher eine
physiologische Expression an Leberfunktionsproteinen. Die Méuse wurden in dem Core
Facility - Zentrale Versuchstierhaltung der Universitdtsmedizin Rostock geziichtet und
gehalten, sowie alle Experimente entsprechend dem Deutschen Tierschutzgesetz von 2006 (in

der Version von 2010) durchgefiihrt.

2.1.1.4. Zellkultur

Unter sterilen Kautelen wurden die Hepa 1-6 Zellen, als auch die HelLa Zellen in 250 ml
Kulturflaschen kultiviert. Dabei wurden durch einen Begasungsbrutschrank atmosphirische
Bedingungen von 37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60% und einem COz-Anteil von
5% kontinuierlich gehalten. Als Kulturmedium diente vorgewdrmtes DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) unter Zusatz von 25 mmol/l Glucose, 10% (v/v) FCS (Fetales
Kaélberserum), 10 pg/ml Streptomycin, 10 1.U./ml Penicillin sowie 2 mmol/l Glutamin. Nach 3-
4 Tagen Inkubation hatte die Kultur eine Flidchenzelldichte von ca. 80% erreicht, sodass eine
Passagierung in einer sterilen Werkbank durchgefiihrt wurde. Dabei wurde das iiberschiissige
Kulturmedium abgesaugt und die Zellkultur mit 2 ml Trypsin/EDTA gewaschen und der
Uberstand wieder entfernt. AnschlieBend wurde der Kulturflasche 1 ml Trypsin/EDTA

hinzugefligt und die Zellen im Begasungsschrank fiir 3 min bebriitet. Dadurch, sowie durch
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leichtes Klopfen wurden die Zellen vom Boden der Kulturflasche gelost und in 7 ml DMEM
resuspendiert. Darauf wurde die Losung in Tubes fiir 5 min, bei 1000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand abermals entfernt. Nach wiederholtem Zusatz des Nidhrmediums wurden die Zellen
entsprechend ihrer Konzentration geteilt und erneut wie oben beschrieben kultiviert. Fiir die
Analysen der Zellfunktionen wurden die Zellen in 6-well Zellkulturplatten oder in Kollagen

beschichteten 35 mm MatTek-Dishes inkubiert.

2.2.1.5. Bestimmung der Zellzahl und Vitalitétstestung

Die, wie oben beschrieben, in DMEM-Medium resuspendierten Zellen wurden mit
Trypanblaulosung (zur Ermittlung der nicht vitalen Zellen) in einem Verhéltnis 1:2 versetzt und
darauf 10 pl der Suspension an den mit einem Deckgléschen versehenden Rand einer ,,Biirker-
Zihlkammer (A4bbildung 6) pipettiert. Unter dem Lichtmikroskop erfolgte die Zdhlung der

vitalen Zellen. Dies erfolgte nach der Formel:

Zellzahl _
e:la =7 x Vf x 10~

Dabei steht Vf fiir den Verdiinnungsfaktor, 71 fiir die gemittelte Zellzahl in 25 Untereinheiten
und der Faktor 10 leitet sich aus der Kammerkonstante (Schichtdicke von 0,1 mm) ab.

Die 25 Untereinheiten ergeben sich aus der Ortsauflosung der ,,Biirker* Zéhlkammer. Diese ist
in neun Quadrate mit einer Kantenldnge von je 1 mm unterteilt. Weiter 1dsst sich jedes Quadrat
in 16 Untereinheiten teilen, mit Kantenldngen von 0,2 mm. Daraus ergibt sich fiir jede

Untereinheit eine Fldche von 0,04 mm? und somit fiir 25 Untereinheiten eine Fliche von 1 mm?.

Abbildung 6 Male der Zéhlkammer in mm (Zahlkammer "Burker"- http://lo-
laboroptik.de/deutsch/info/buerker.gif).
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2.2.2. Transfektion

Bei der Transfektion wird Fremd-DNA vektorgesteuert in eukaryote Zellen verbracht.

Zu diesem Zweck wurden Hepa 1-6 bzw. HeLa-Zellen mit einer Konzentration von 2 - 10° in
oben beschriebenen Wells oder Dishes ausgesét und 24 h lang, bei Zusatz von 2 ml DMEM
Kulturmedium, inkubiert. Vor der Transfektion wurde das suffiziente Zellwachstum

lichtmikroskopisch tiberpriift und das Kulturmedium erneut gewechselt.

2.2.2.1. Transiente Transfektion von EYFP-GKRP und ECFP-GK Plasmiden

Zur Untersuchung der Genprodukte von GCK und GCKR wurde die Transfektion an den
permanenten Zelllinien Hepa 1-6 und HeLa mit jetPEI® durchgefiihrt. Dabei erlaubt das
kationische Polymer Polyethylenimin (PEI) die negative Ladung der DNA-Plasmide zu binden
und dadurch einen Komplex mit den Nucleinsduren zu bilden (Brissault et al. 2003). Dieser
Komplex ermoglicht die elektrostatische Interaktion mit den Proteoglycanen der Zellmembran,
sodass sich die DNA-PEI Partikel an die Zelle anlagern und endozytotisch aufgenommen
werden. Dabei fungiert PEI als Puffer und schiitzt die DNA vor der Denaturierung. Ein
Protonen-Influx sorgt fiir das osmotische Schwellen des Endosoms und fiihrt so zur Freisetzung
der Plasmide in das Zytoplasma der Zielzellen (Boussif et al. 1995; Mislick und Baldeschwieler
1996; Jin et al. 2014).

Entsprechend der Herstellerinformationen wurden pro Transfektion zu 2 pl jetPEI®-Reagenz
bzw. 1 ng DNA (bei Doppeltranstektion 0,5 pg ECFP-GK und 0,5 pg EYFP-GKRP der
entsprechenden Mutante), 150 mM NacCl bis zu einem Gesamtvolumen von 50 pl gegeben und
anschliefend gevortext. Darauf wurde die jetPEI® Losung zur Plasmid-Lésung gegeben und

fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Losung Volumen/Menge
DNA der Plasmide 1pugbzw. 20,5 ug
jetPEI® 2 ul

150 mM NaCl 97 ul

AnschlieBend wurden 100 pl der jetPEI®/DNA-Losung zu den mit 1 ml Nihrmedium
priparierten Zellen gegeben und die Kultur fiir 24 h inkubiert.

Zur Bestimmung der K/P-Ratio bei unterschiedlicher Stoffwechsellage wurde 2 h vor der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung das Kulturmedium erneut entfernt und durch 2 ml
DMEM-L6sung mit hoher (25 mmol/l) bzw. niedriger (5,5 mmol/l) Glucosekonzentration

ersetzt.
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2.2.3. lektoren

Fiir die Versuche wurden die rekombinanten Plasmide vom Kooperationspartner am Oxford
Center for Diabetes in Oxford, UK synthetisiert und kloniert. Die Verifizierung der Plasmide
fand sowohl in Oxford als auch in Rostock statt. Bei der Erstellung der rekombinanten Plasmide
kamen pECFP-C1- und pEYFP-N1-Vektoren der Firma Clontech zu Einsatz. Dabei wurde die
cDNA des GCK amplifiziert und in den pECFP-CI-Vektor (Smal und BamHI
Restriktionsschnittstellen) subkloniert, gleiches fand fiir das GCKR-Gen mit dem pEYFP-N1-
Vektor (Eco47111 und EcoRI Restriktionsschnittstellen) statt (Rees et al. 2012a; Baltrusch et al.
2005). Zur Analyse der zuvor am Patienten isolierten GKRP-Mutationen, wurden diese via
ortsgerichteter PCR Mutagenese in den pEYFP-N1-Vektor, wie von Rees et al. 2014
beschrieben, installiert (Mutationssequenz siehe Supplement von Rees et al. 2012b). Die
Trennung des Fluoreszenzproteins und der Funktionsproteine wird durch einen Spacer
ermoglicht.

Zur Bestitigung der erfolgreichen Synthetisierung wurde eine Sequenzierung von zwei

unabhéngigen Proben durchgefiihrt.

2.2.4. Fluoreszenzmikroskopie

Zur Analyse der Kern/Plasma Lokalisation der GK und des GKRP wurden die fluoreszierenden
Eigenschaften des EYFP und ECFP genutzt. Die Analyse erfolgte dabei mit dem
Inversmikroskop IX81 der Firma Olympus, in Ausstattung mit einem UPlanSApo 60 x 1,35 —
Olimmersionsobjektiv, sowie einem YFP/CFP Dual-Band Strahlenteiler und Emitter (AHF
Analysentechnik). Um moglichst physiologische Stoffwechselbedingungen zu erreichen,
wurden die Zellkulturen wihrend der Versuche in einem Zellinkubator bei 37°C, 60%
Luftfeuchte und bei 5% CO»-Anteil der Umgebungsluft gelagert. Zur Ortsfixierung der Zellen
bei der Fluoreszenzanalyse kamen ein Mérzhduser Motortisch und kollagenbeschichtete Dishes
zur Anwendung (Baltrusch et al. 2005). Um Interferenzen mit der Umgebungsbeleuchtung

moglichst gering zu halten, wurde das Mikroskop abgedunkelt.

2.2.4.1. Bildgewinnung
Zur Anregung der Fluoreszenzproteine EYFP und ECFP wurde Licht vom cell® MT20
[Mluminationssystem (Olympus) erzeugt und die Beleuchtungsintensitdt dementsprechend

angepasst, sodass ein vorzeitiges Ausbleichen der Fluoreszenzproteine verhindert werden

konnte. Um eine spezifische Wellenldnge zu selektieren, kamen HQ500/20 (EYFP) und
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D436/10 (ECFP) Bandpassfilter (AHF Analysentechnik) zur Anwendung. Zur Bildgewinnung
kamen die Emissionsfilter HQ535/30 (EYFP) und D465/30 (ECFP), sowie eine charge-coupled
device camera (CCD-Kamera), mit einer Ortsauflésung vom 6,45 - 6,45 pm per Pixel, der
Firma Olympus BioSystems zum Einsatz.

Die Funktion der einzelnen Komponenten wurde mittels der cell® Hardware und xcellence rt

Software (Olympus) gesteuert (Baltrusch et al. 2005).

2.2.4.2. Fluoreszenzproteine EYFP und ECFP

In der Fluoreszenzmikroskopie haben sich das yellow fluorescent protein (YFP) und das cyan
fluorescent protein (CFP) bewéhrt. Beide leiten sich als Mutante aus dem green fluorescent
protein (GFP) der Quallenart Aequorea victoria ab (Nagai et al. 2002). Das
Extinktionsmaximum (4bbildung 7) von EYFP liegt bei einer Wellenldnge von 514 nm und das
Emissionsmaximum bei 527 nm (Meulenaere et al. 2013). Fiir ECFP gelten Werte von 435 nm
und 474 nm (Lelimousin et al. 2009). Die unterschiedlichen Extinktions- und
Emissionsspektren ermdglichen auBlerhalb der FRET-Analyse eine separate Betrachtung von

GK und GKRP.
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Abbildung 7 Extinktions- (gestrichelt) und Emissionsspektren (flachig) von ECFP (cyan) und
EYFP (grin). Der linke Vertikalbalken stellt Anregungsfilter bei 500 nm (Bandbreite 20 nm) und
der rechte Vertikalbalken Detektionsfilter bei 535 nm (Bandbreite 30 nm) Wellenlédnge dar
(Thermo Fisher Scientific).

2.2.4.3. FRET

Fir den Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer wurden HC436/24-458BS-HC483/32 und
HQ500/24-520BS-D542/27 Einzel-Band Filter genutzt (AHF Analysentechnik). Die

S.30
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Emissionen wurden gleichzeitig mit einem DV-CC Dual View Simultaneous Imaging System
(Optical Insights) detektiert. Dabei wurden ein 505 dcxr Strahlteiler, sowie D472/30 und
HQ542/27 Emissionsfilter genutzt (AHF Analysentechnik). Die FRET-Effizienz wurde mittels
der Emissionen von ECFP bei einer Anregungswellenldnge von 436 nm und fiir EYFP von 436

nm und 500 nm ermittelt (Rees et al. 2012a).

2.2.4.4. Bildauswertung

Die Experimentdurchfiihrung und Bildauswertung wurde mittels der Software xcellence rt
gesteuert. Bei der Analyse der mit EYFP und ECFP cotransfizierten Zelllinien wurde aus den
Einzelaufnahmen durch das Programm ein Fusionsbild erstellt.

Die Auswertung der Fluoreszenzintensitit im Nucleus und Zytoplasma fand manuell statt.
Hierbei wurde die Probe nach effizient transfizierten Zellen gerastert und der entsprechende
Grauwert einer vergleichbaren ROI im Zellkern, Zytoplasma und im Hintergrund ermittelt. Da
der Grauwert in Relation zur relativen Menge an Fluoreszenzprotein steht, konnte nach
Korrektion um den Hintergrundwert, eine K/P-Ratio — also das Verhiltnis der Konzentrationen

der Fusionsproteine im Nukleus und Zytoplasma — ermittelt werden.

2.2.4.5. GK Aktivator Compound A
Um den Einfluss von Compound A (CpdA) auf die Kern-Plasma-Relation der Glucokinase

genauer zu untersuchen, wurden 10-20 Zellen selektiert und deren Position mittels xcellence rt
bestimmt. Nach Zufiigen von CpdA in einer Konzentration von 30 pmol/l und 45 min
Inkubationszeit wurden die Positionen der entsprechenden Zellen erneut eingestellt. Dadurch

konnten ein weiteres Mal Aufnahmen mit gleicher Beleuchtungsintensitét erstellt werden.

2.2.5. Proteinanalyse

2.2.5.1. Proteinpréparation
Zur Analyse der Proteineigenschaften des GKRP wurden Hepa 1-6 Zellen in 6-well

Kulturplatten kultiviert. Bei einer Dichte von 2 - 10° Zellen wurde eine Einfach- bzw.
Doppeltransfektion, wie in 2.2.2. beschrieben, durchgefiihrt und die Zellen fiir 48 h im
Kulturmedium inkubiert. Im Anschluss wurden die Kulturplatten mit PBS gewaschen und die
Zellen mit Hilfe eines Zellschabers in 1 ml PBS gelost, in ein 1,5 ml PCR-GefaB tiberfiihrt und
bei 1.200 rpm 5 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und die Zellen unter

der Zugabe von 5 pul RIPA-Lysepuffer 30 min auf Eis inkubiert. Die anschlieBende 10-miniitige
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Zentrifugation bei 10000 rpm diente zur Abtrennung des Uberstandes. Die Proben wurden bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.5.2. Konzentrationsbestimmung der Proteine

Um die Konzentration der unterschiedlichen Varianten des GKRP zu analysieren, wurde der
Bradford-Test angewandt. Mit dieser photometrischen Methode lassen sich Proteine einer
Losung unter Ausnutzung unterschiedlicher Absorptionsspektren quantifizieren (Bradford
1976). Dabei bindet der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 (CBBG) in
saurer Losung die kationischen und unpolaren Aminosdurereste von Proteinen. Hierdurch
verschiebt sich das Absorptionsmaximum auf eine Wellenldnge von 595 nm, da CBBG als
Sulfonat unprotoniert und anionisch vorliegt. Dagegen absorbiert der nicht komplexierte,
kationische Farbstoff bei 470 nm (Compton und Jones 1985). Zur Standardisierung der
Messwerte wurde eine Eichkurve mit BSA (1-30 pg) erstellt und der Lysepuffer als Leerwert
genutzt. Zur Analyse wurden 1-2 pul der entsprechenden Proteinpraparation 799 pl Aqua dest.
und 200 pl Bradford-Reagenz zugefiigt. Nach kurzem Schwenken und 5 min Inkubationszeit
wurde die Losung in Einmalkiivetten iibertragen und in das Photospektrometer tiberfiihrt. Die
Konzentration der Proteine errechnet sich dabei wie folgt (4595 bezeichnet die Absorption bei
595 nm):

Proteink trati Hg _ Protein Absgs + 0,0652
roteinkonzentration e 0,0898

2.2.5.3. SDS-PAGE

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekiilmasse kam die vertikale und
diskontinuierliche SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) zur

Anwendung.

Dabei wird die Eigenladung der denaturierten Proteine (s.u.) mittels dem anionischen Tensid
SDS iiberdeckt. Es entstehen gestreckte Komplexe aus Protein und SDS bei welchen ein
konstantes Verhaltnis aus Ladung und Molekiilgrofe besteht, sodass im elektrischen Feld nur
eine Trennung der Proteine nach GroBe, nicht aber nach Eigenladung erfolgt. In der
diskontinuierlichen SDS-Page erfolgt die Trennung mittels zweier unterschiedlicher Gele, dem
Trenn- und Sammelgel. Fiir die Auftrennung ist dabei neben dem pH-Wert die Porengréf3e des

Polyacrylamid entscheidend.
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Zur Anwendung kamen Bio-Rad mini Gel-Systeme. Die Polymerisation erfolgt hierbei mit
Hilfe von Ammoniumperoxodisulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED). Dabei
ist Ammoniumperoxodisulfat entscheidend fiir die Vernetzung des Polymers. Die Porengrofle
folgt der Gesamtkonzentration an Acrylamiden. Nach dem Gieflen des Gels zwischen zwei
Glasplatten und Uberfiihren in die Elektrophoresekammer wurde diese mit einem SDS-
Laufpuffer aufgefiillt. AnschlieBend wurden in die zuvor vorbereiteten Slots je 5 pul
Proteinprobe gegeben. Zuvor musste dafiir 40 pl Protein und 5 ul Laufpuffer fiir 5 min bei 95°C
denaturiert werden. Als Referenzmarker wurde Precision Plus Protein All Blue Standard

ebenfalls von Bio-Rad genutzt.
2.2.5.3.1. Proteinprdparation fiir die SDS-PAGE

Zur Vorbereitung der SDS-PAGE erfolgte die Denaturierung der zu analysierenden Proteine

zur Aufldsung der Quartdr- und Tertidrstruktur.

Nach der Zugabe von 400 pl 2-Mercaptoethanol (Spaltung durch Reduktion der
Disulfidbriicken in den zu analysierenden Proteinen) zu der zu analysierenden Probe (100 ul)
erfolgte die Vermischung mittels Vortexer und anschlieBend die Zentrifugierung (14.000 rpm
fiir 30 s). Im Anschluss wurde dieser Vorgang nach Zugabe von 100 pl Chloroform (Losung
der Wasserstoffbriicken und Interaktion mit den hydrophoben Proteinstrukturen) wiederholt. In
weiterer Folge wurde nach Dilution mit 300 pl Aqua dest. und erneuerter Zentrifugierung der
Uberstand verworfen (10.000 rpm fiir 1 min). AnschlieBend erfolgte die erneute Losung in 2-
Mercaptoethanol (300 pl) und die Zentrifugierung bei 10.000 rpm fiir 2 min. Nach erneuter
Entfernung des Uberstandes wurden das Pellet in SDS-Probenpuffer (s.0.) geldst.

2.2.5.4. Western Blot

Das Western Blot ist ein weit verbreitetes Verfahren zur weiteren Proteinanalyse. Dabei werden
die in der SDS-Page getrennten Proteine auf eine Trigerfolie bzw. Trigermembran geblottet

(iibertragen) (Yang und Mahmood 2012) (4bbildung 8).

Zur Anwendung kam ein diskontinuierliches Semi-Dry Verfahren. Dabei wurde mittels einem
zur Laufrichtung der Proteine im SDS-Gel vertikal angelegten, elektrischen Feld (16 V und 140
mA) eine Migration der Probe auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF) erwirkt und
diese dort fixiert. Um die Sekundir- und Tertidrstruktur der transferierten Proteine

wiederzuerlangen, muss das SDS aus der Bindung an den Proteinen geldst werden. Dafiir wird
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mittels PBS die PVDF-Membran fiir 5 min gewaschen und im Anschluss in Odyssey Blocking
Puffer (verdiinnt in PBS 1:3) fiir 1 h inkubiert. In weiterer Folge der Aufbereitung werden
zudem die unspezifischen Bindungsstellen der Proteine blockiert und die Bindung der priméren

Antikorper verbessert.

Die in Odyssey Blocking Puffer (verdiinnt in PBS 1:3 [v/v]) und 0,1% Tween-20 gelsten
priméren Antikorper gegen GKRP und B-Actin wurden im Anschluss iiber Nacht der PVDF-
Membran zugefiihrt und unter konstanter Bewegung inkubiert. Die weitere Aufbereitung der
Membran erfolgte dann in vier Runden bei Raumtemperatur fiir jeweils 5 Minuten mittels in

PBS gelosten 0,1% Tween-20.

ey Blottingpapier (4 Lagen) + Kathodenldsung

PVDF-Membran
s Blottingpapier (2 Lagen) + Anodenldsung 2

e Blottingpapier (4 Lagen) + Anodenlsung 1

Abbildung 8 Schematischer Aufbau einer Western-Blot Kammer.

Laufrichtung

Zur optischen Detektion der priméren Antikdrper wurden diese in einem zweiten Schritt mit
fluoreszenzmarkierten sekunddren Antikorpern besetzt. Daflir wurden letztere in Odyssey
Blocking Puffer (Verdiinnung mit PBS 7:10 [v/v]) und 0,1% Tween-20 gelost und die
préaparierte PVDF-Membran darin fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Weiterhin
erfolgt erneut eine Aufbereitung wie oben beschrieben mit 0,1% PBS und 0,1% Tween-20 und
zum Abschluss die Entfernung von Tween-20 mit PBS. Das Fluoreszenzsignal der sekundéren

Antikorper wurde mittels Odyssey Infrared Imaging System der Firma LI-COR erfasst.

2.2.6. Stoffwechselanalyse

Um die Variationen im Stoffwechsel der einzelnen Mutanten zu analysieren, erfolgte eine
kolorimetrische Bestimmung der Konzentration von Glucose und Triglyceriden in den

humanen GKRP Varianten hP446L und hH438Y im Vergleich zum Wildtyp.
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Material und Methoden

Dafiir wurden, wie unter 2.2.2. beschrieben, Hepa 1-6 Zellen auf einer 6-Well Platte mit einer
Konzentration von 2 - 10° ausgesit und mit den Vektoren EYFP-hGKRP-H438Y, EYFP-
hGKRP-P446L und EYFP-hGKRP-WT, sowie ECFP-GK cotransfiziert. Als Vergleich dienten
Zellen mit einer Singletransfektion mit ECFP-GK. Inkubiert wurden die Zellen jeweils in einem
Kulturmedium mit einer Konzentration von Glucose von 5,5 mmol/l bzw. 25 mmol/l. Die

Versuche wurden in vier bis fiinf separaten Ansdtzen wiederholt.

2.2.6.1. Kolorimetrische Analyse der Glucosekonzentration

Mittels des Glucose Colorimetric Assay Kit II von BioVision (Milpitas, CA, USA) erfolgte die
Analyse der Glucosekonzentration in den praparierten Hepa 1-6 Zellen. Das Assay bewirkt iiber
die Oxidation der Glucose eine Interaktion mit einem Farbstoff. Das Produkt erzeugt dann bei
einer Wellenlédnge von 450 nm ein messbares Signal. Die Intensitét des erzeugten Signals ist
direkt proportional zur der zu ermittelnden Glucosekonzentration; dabei hat das Kit eine

Sensitivitdt im Bereich zwischen 20 pmol/l und 10 mmol/l.
2.2.6.1.1. Zellpréparation und Kalibrierung

Zur Zuordnung einer relativen Signalintensitdt zu einer Glucosekonzentration ist die Erstellung
einer Standardkurve mit fixen Konzentrationen notwendig. Dafiir wurden zu 990 pl Glucose
Assay Puffer 10 pmol einer mit 100 mmol/l konzentrierten Glucosestandardldsung geben. Die
entstehende Losung wurde mit aufsteigendem Volumen auf eine 96-Well-Platte iibertragen (0,
2,4, 6, 8 oder 10 pul) und erneut auf ein Volumen von 50 pl verdiinnt. Folglich entstand ein

Konzentrationsstandard von 0, 2, 4, 6, 8 und 10 nmol/Well.

Zur Vorbereitung der Zellkulturen wurden 1000 pl des DMEM-Kulturmediums der
transfizierten Zellen in ein Eppendorf-Gefa3 tiberfiihrt. Das Analysat (Mediumprobe) wurde
anschliefend im Verhéltnis 1:5 mit Aqua dest. verdiinnt und dann 1 pl der entstehenden Probe
mit 49 ul in Glucose Assay Puffer in einer 96-Well-Platte gelost. Zur Aktivierung der Reaktion
wurde zur Medium- und Standartprobe 46 pl Glucose Assay Puffer und 4 pl Glucose Reaktion
Mix (bestehend aus 2 pl Glucose Enzym-Mix und 2 pl Substrat-Mix) gegeben. Die Inkubation

erfolgte unter Lichtschutz fiir 30 min bei Raumtemperatur.
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2.2.6.1.2. Messung

Mittels Mikroplattenleser (VICTOR X3, PerkinElmer, Waltham, USA) erfolgte die
Absorptionsmessung bei einer Wellenlinge von 450 nm. Unter Beriicksichtigung einer
Anpassung an einen Hintergrundeffekt (mittels Nullprobe der Standardkurve) erfolgte die
Konzentrationsmessung mit Hilfe der Standardkurve fiir den Glucosegehalt. Die Konzentration
(C) der Probe wurde berechnet als C=Sa/Sv, wobei Sa der liber die Standardkurve (Abbildung
9) ermittelte Glucosegehalt (in nmol) ist und Sv das Probevolumen (in pl). Der ermittelte Wert
wurde abschlieend noch auf den fiir den gleichen Ansatz bestimmten Proteingehalt (ug/pl) der

Zellen (vgl. Kapitel 2.2.5.2.) korreliert und der Glucoseverbrauch in nmol/ug Protein

angegeben.
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Abbildung 9 Standardkurve zur Ermittlung der Glucosekonzentration entsprechend des Kit-
Protokolls  (Glucose Colorimetric Assay Kit 1l BioVision, Milpitas, CA, USA),
https://www.biovision.com/glucose-colorimetric-assay-kit-ii.html.

2.2.6.2. Kolorimetrische Bestimmung des Triglyceridgehalts

Um eine Auswertung des Gehalts an Triglyceriden in entsprechend transfizierten Hepa 1-6
Zellen zur ermdglichen, kam analog zu den oben beschriebenen Verfahren das Triglycerid
Quantification Colorimetric Kit der Firma BioVison (Milpitas, CA, USA) zur Anwendung.
Dabei werden in dem Versuchsansatz die Triglyceride in Glycerol und freie Fettsduren
aufgespalten. AnschlieBend wird das Glycerol oxidiert und das Produkt reagiert mit einem
Farbstoff. Letztlich findet dann bei einer Wellenlédnge von 570 nm eine kolorimetrische Analyse
via Mikroplattenleser (VICTOR X3, PerkinElmer, Waltham, USA) statt. Das System kann
Triglyceride (ebenso wie Mono- und Diglyceride) in eine Konzentration von 2 pmol bis 10

nmol nachweisen.
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2.2.6.2.1. Zellpréparation und Kalibrierung

Nach dem Waschen mit 1 ml einer 5 %igen NP-40 Losung wurden die bereits fiir die
Glucosekonzentrationsanalyse transfizierten Zellen aus den Kultur-Well-Platten geldst und
mittels QTAGEN Shredder System (QIAGEN N.V., Venlo, Niederlande) homogenisiert. Dabei
wurden die Proben in den Shredder iiberfiihrt und fiir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert,
anschliefend dann mittels Thermomixer (Eppendort AG, Hamburg, Deutschland) fiir 5 min auf
90 °C erhitzt. Ein Teil dieses Homogenats diente dabei zur Proteinkonzentrationsbestimmung.
Nach Abkiihlen der Probe auf Raumtemperatur wurde der Vorgang des Erhitzens wiederholt
und anschliefend das Analysat fiir 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Schlielich wurde die

Probe mit aqua dest. im Verhiltnis 1:10 verdiinnt.

25 ul der vorbereiteten Probe wurden darauthin auf eine 96-Well-Platte {iberfiihrt und mittels
Triglycerid Assay Puffer auf ein Volumen von 50 pl verdiinnt. Die Konversion der Triglyceride
zu freien Fettsduren und Glycerol wurde durch die Zugabe von 2 ul Lipase (Inkubation fiir 20
min bei Raumtemperatur) erzielt. Sowohl zu den Proben als auch zum Standard wurden
anschlieBend 50 pl Reaction Mix (46 ul Triglycerid Assay Puffer, 2 pl Triglycerid Enzyme Mix
und 2 pl Triglycerid Probe) hinzugegeben und fiir 60 min unter Lichtabschluss bei

Zimmertemperatur inkubiert.

Zur Erstellung eines 0,2 mM Triglycerid-Standards wurden 40 pl einer 1 mM Triglycerid-
Losung mit 160 pl Triglycerid Assay Puffer verdiinnt und anschlieBend im aufsteigenden
Volumen (0, 10, 20, 30, 40 und 50 pl) auf die Well-Platte verteilt. Im Anschluss wurde der
Triglyceridstandard mit Triglycerid Assay Puffer auf ein Volumen von 50 pl aufgefiillt, sodass

eine Konzentrationsreihe von 0, 2, 4, 6, 8 und 10 nmol/Well entstand.
2.2.6.2.2. Messung

Nach einer Hintergrundkorrektur wurde die kolorimetrische Absorption mittels
Mikroplattenleser (VICTOR X3, PerkinElmer, Waltham, USA) bei 570 nm erfasst. Zur
Korrektur des Hintergrundrauschens wurde zudem das Signal eines Hintergrundstandards (hier
wurde die Lipase durch Triglycerid Assay Puffer ersetzt) subtrahiert. Zur Bestimmung des

Triglyceridgehalts erfolgte die Kalkulation mittels Standardkurve (4bbildung 10).

Die Triglyceridkonzentration (C) der Probe in nmol/ul ergibt sich entsprechend aus der

Geleichung: B/V x D. Wobei B dem Triglyceridgehalt entsprechend der Standardkurve, V dem
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Probenvolumen je Well und D dem Verdiinnungsfaktor der Probe entspricht. Das Ergebnis

wurde anschlieBend in das Verhéltnis zur Proteinmenge der Probe gesetzt.
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Abbildung 10 Standardkurve zur Ermittlung der Triglyceridkonzentration entsprechend des Kit-
Protokolls (Triglyceride Quantification Colorimetric/Fluorometric Kit, BioVison, Milpitas, CA,
USA), https://www.biovision.com/documentation/datasheets/K622.pdf

2.2.7. Auswertung, Statistik, Visualisierung

Die erfassten Daten aller unabhingig durchgefiihrten Versuche wurden als Mittelwert mit
entsprechendem Standardfehler des Mittelwerts ausgegeben. Als statistisch relevant wurde

dabei eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % gewertet (p-Wert < 0,05).

Die statistische Analyse erfolgte via GraphPad Prism Version 5.0 (GraphPad Inc, San Diego,
CA, USA). Dabei kam fiir multiple Analysen von unabhéngigen Variablen die einfaktorielle
ANOVA (analysis of variance) mit Bonferroni-Korrektur oder der Student’s t-test zur
Anwendung. Die graphische Darstellung der Strukturmodelle erfolgte mittels PyMOL
(Schrodinger, LLC, New York, NY, USA) Version 1.7.4. Zur Analyse der Proteinstabilitit kam
die webbasierte Losung I-TASSER (Department of Computational Medicine and
Bioinformatics, Department of Biological Chemistry, Medical School, University of Michigan,
Ann Arbor, MI, USA) der Universitit von Michigan zum Einsatz. Mittels der ebenfalls
webbasierten Anwendung UniProt Clustal Omega (European Molecular Biology Laboratory,
European Bioinformatics Institute, Hinxton, Cambridge, United Kingdom) erfolgte ein

Sequenz Alignment der unterschiedlichen Spezies.
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Ziel dieser Studie war es, die Verdnderung der zelluliren Funktion der GKRP-Varianten
hP446L, hH438Y und hM344] mit Hilfe fluoreszenzoptischer Methoden, sowie
Stoffwechselassays vergleichend zum Wildtyp zu analysieren. Dabei lag der Fokus der Arbeit
auf der Darstellung der Kern/Plasma-Ratio der Fluoreszenzfusionsproteine EYFP-GKRP in
verschiedenen Zellmodellen nach transienter Transfektion des GCKR Fusionsplasmids —

sowohl als Single-Transfektion, als auch in Anwesenheit von ECFP-GK.

3.1. Zellmodelle

Um die Funktion der transfizierten GKRP-Varianten in verschiedenen zellphysiologischen
Zustidnden zu analysieren, kamen mehrere Zelltypen als Modell zum Einsatz.

HelLa Zellen (Abbildung 11) sind als etabliertes Modell zur Analyse der GKRP-Kern/Plasma-
Relation beschrieben. Sie besitzen die Eigenschaft bei einer guten Glucoseaufnahmekapazitit
endogen GKRP und GK nicht zu exprimieren (Rees et al. 2012a; Shiota et al. 1999).
Epitheliale, immortale Hepa 1-6 Zellen (4bbildung 11) sind eine Zelllinie, welche dem
BW7756 Hepatom ménnlicher C57L/J] Maiuse entstammt und sich im Vergleich zu
Maushepatozyten, neben einer allgemein niedrigeren Aktivitit leberspezifischer Enzyme,
durch eine geringe Expression von GKRP und GK auszeichnen (Darlington 1987; Darlington
et al. 1980).

Die primédren Hepatozyten (4bbildung 11) entstammen von C57BL/6 Madusen, spiegeln am
deutlichsten die physiologischen Bedingungen im lebenden Organismus wieder und haben
daher auch eine relevante Expression von Wildtyp GK und GKRP, was unter anderem im
Vergleich mit HeLa und Hepa 1-6 Zellen zu einer geringeren Wirkstirke der beobachteten

Mutationen fiihrt.
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EYFP- EYFP- EYFP-M344| EYFP-
WT-hGKRP M3441-hGKRP P446L-hGKRP H438Y-hGKRP
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Hepatozyten
Hela- \
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Abbildung 11 Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen von Hela-Zellen und primdren Maus
Hepatozyten mit Expression EYFP-GKRP und dessen unterschiedliche Lokalisation zwischen
Zellkern und Zytoplasma.

3.2. Lokalisation des GKRP Fluoreszenzproteins in HeLa Zellen

Als Zellmodell welches endogen weder GK noch GKRP exprimiert eignen sich HeLa Zellen
zur unbeeinflussten Analyse der GKRP-Funktion, mittels Analyse der Kern/Plasma-Ratio
(K/P-Ratio) von mutierten humanen EYFP-GKRP im Vergleich zum EYFP-WT-GKRP. Wie
in den folgenden Modellen wurden hohe (25 mmol/l) und niedrige (5,5 mmol/l) Glucose-
Spiegel eingestellt.

Bei der Auswertung zeigte sich fiir alle drei Mutanten eine erheblich verringerte nukledre
Lokalisation des EYFP-GKRP im Vergleich zum WT (4bbildung 12); wobei zusitzlich die
Abhingigkeit von der Glucosekonzentration aufgehoben war (so lésst sich auch fiir M344I bei
25 mmol/l Glucose keine Signifikanz ermitteln). Dementsprechend zeigte die Doppelmutation
M3441-P446L eine nur minimale Anreicherung im Zellkern (K/P-Ratio bei 5,5 mmol/l
Glucose: M3441-P446L 1,3 £ 0,05 versus WT 5,5 £ 0,5). Weiter lieB sich bei hohen
Glucosespiegeln die physiologische Verschiebung des Wildtyp-GKRP in das Zytoplasma
zeigen (K/P-Ratio des WT: 5,5 mmol/l Glucose 5,5 + 0,5 versus 25 mmol/l Glucose 4,4 & 0,5).
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Abbildung 12 Quantifizierung der EYFP-GKRP Kern/Plasma-Ratio in Hela Zellen. Die Ergebnisse
aus drei unabhangigen Versuchen (mit jeweils zwischen 25-79 analysierten Zellen) sind als
Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Die weilsen Balken stehen fiir 5,5
mmol/l Glucose, die schwarzen fir 25 mmol/l. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur
Wildtyp-Kontrolle bei entsprechenden Glucosespiegeln mit *** fiir p<0,001 und mit # flr
p<0,05 innerhalb des WT-GKRP angegeben.

3.3. Lokalisation des GKRP-Fluoreszenzproteins in Hepa 1-6 Zellen

Um die Kern/Plasma-Relation der fluoreszenzmarkierten humanen GKRP Varianten zu
analysieren, wurden die transfizierten Hepa 1-6 Zellen unter einer hohen (25 mmol/l) und einer
geringen (5,5 mmol/l) Glucoseumgebung inkubiert und mit dem Wildtyp GKRP verglichen.
Dabei ist im Vergleich zu primdren Hepatozyten und zur Doppeltransfektion die
weitestgehende Abwesenheit der Glucokinase zu beachten.

So zeigte sich, dass ausschlieBlich das humane Wildtyp GKRP eine signifikante Anderung der
Kern/Plasma-Relation (4bbildung 13) bei erhohtem Glucosespiegel aufweist (K/P-Ratio des
WT: 5,8 £ 0,4 bei 5,5 mmol/l Glucose versus 4,6 £ 0,3 bei 25 mmol/l Glucose). Diese, den

physiologischen Bedingungen &hnliche Reaktion, findet sich bei keiner der untersuchten
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Mutationen, welche eine von der Glucosekonzentration unabhingige Lokalisation des GKRP
aufweisen. Die Einzelmutation H438Y sowie die Doppelmutation M3441-P446L fiihren zudem
zu einer signifikant geringeren Lokalisation des GKRP im Kern der Hepa 1-6 Zellen (K/P-Ratio
bei 5,5 mmol/l Glucose: H438Y 3,5 + 0,2 versus WT 5,8 £ 0,4; K/P-Ratio bei 5,5 mmol/l
Glucose: M3441-P446L 2,8 + 0,14 versus WT 5,8 + 0,4). In abgeschwichter Intensitét findet
sich dieser Effekt auch fiir die Variante P446L. Interessanterweise ergibt sich jedoch bei hohen
Glucosekonzentrationen kein signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp GKRP und

P446L.
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Abbildung 13 Quantifizierung der EYFP-GKRP Kern/Plasma-Ratio in Hepa 1-6 Zellen. Die
Ergebnisse aus drei unabhangigen Versuchen (mit jeweils zwischen 35-66 analysierten Zellen)
sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Die weillen Balken stehen
fir 5,5 mmol/l Glucose, die schwarzen fur 25 mmol/l. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur
Wildtyp-Kontrolle mit ** flr p<0,01 und mit *** fir p<0,001; mit # flr p<0,05 innerhalb des
WT angegeben.

3.4. Lokalisation des GKRP und des GK Fluoreszenzproteins in Hepa 1-6 Zellen

Zur Betrachtung mdglicher Interaktionen zwischen Glucokinase und GKRP, sowie zur
Untersuchung der GK und GKRP-Kern/Plasma-Ratios wurden die jeweiligen Varianten der
Fluoreszenzproteine in Hepa 1-6 transfiziert und bei den entsprechenden Glucosewerten

mikroskopiert und mit dem Wildtyp verglichen. Die Glucokinase wurde mit ECFP markiert
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und das GKRP mit EYFP, wobei die jeweilige Fluoreszenz-Ratio nur gemeinsam erhoben
wurde. Analysiert wurden dabei neben dem Wildtyp die Varianten P446L und H438Y.

Im Vergleich zur singuldren Expression des GKRP zeigte sich bei der Doppeltransfektion ein
geringeres Signifikanzniveau fiir beide Mutationen (4bbildung 14). Hierbei ist jedoch auch die
geringere Anzahl der analysierten Zellen zu beachten (Bsp.: fiir P446L bei 5,5 mmol Glucose:
34 bei GKRP/GK zu 58 bei GKRP). Fiir beide Mutationen galt eine aufgehobene Reaktion auf
verdnderte Glucosekonzentrationen. Die deutlichste Verringerung in der nukledren
Lokalisation des hGKRP zeigte die Mutante P446L bei 5,5 mmol/l Glucose (K/P-Ratio: P446L
4,6 £ 0,4 versus WT 6,8 + 0,6).

Kern/Plasma Ratio
in Hepa 1-6 Zellen
H

3 -
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EYFP- EYFP- EYFP-
WT-hGKRP H438Y-hGKRP P446L-hGKRP

Abbildung 14 Quantifizierung der EYFP-GKRP Kern/Plasma-Ratio in Hepa 1-6 Zellen in
Anwesenheit der Glucokinase. Die Ergebnisse aus drei unabhdngigen Versuchen (mit jeweils
zwischen 21-43 analysierten Zellen) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler
dargestellt. Die weiRen Balken stehen fur 5,5 mmol/I Glucose, die schwarzen fir 25 mmol/I.
Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle mit * fir p<0,05 und mit ** fir

p<0,01 angegeben.
Im Allgemeinen zeigte sich im Kontrast zum GKRP eine deutlich geringere Akkumulation der
Glucokinase im Kern (4bbildung 15). Die Betrachtung der Kern/Plasma-Ratio der Glucokinase

zeigte zudem, mit Ausnahme von P446L, eine signifikante Abhéngigkeit der Lokalisation von
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den Glucose-Konzentrationen (K/P-Ratio von H438Y: 5,5 mmol/l Glucose 1,6 + 0,06 versus
25 mmol/l Glucose 1,3 + 0,04). Weiter lieB sich in Gegenwart von GKRP P446L feststellen,
dass es im Gegensatz zur Expression von Wildtyp-GKRP, nahezu zur keiner Veridnderung in
der Lokalisation der GK kam (K/P-Ratio bei 5,5 mmol/l Glucose: P446L 1,06 + 0,29 versus
WT 1,71 +£0,11).
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Abbildung 15 Quantifizierung der ECFP-GK Kern/Plasma-Ratio in Hepa 1-6 Zellen in
Anwesenheit des Wildtyp bzw. mutierten GKRP. Die Ergebnisse aus drei unabhangigen
Versuchen (mit jeweils zwischen 25-57 analysierten Zellen) sind als Mittelwerte mit
entsprechendem Standardfehler dargestellt. Die weilen Balken stehen fir 5,5 mmol/I
Glucose, die schwarzen fur 25 mmol/I. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zum Wildtyp ist
mit *** fir p<0,001 angegeben und innerhalb des Typs bei unterschiedlichen Glucose-
Spiegeln mit ### fir p<0,001.

3.4.1. Lokalisation des GK Fluoreszenzproteins in Anwesenheit der Variante
H438Y in Hepa 1-6 Zellen

Bei der gemeinsamen Expression der Glucokinase mit der GKRP-Variante H438Y ldsst sich
bei 25 mmol/l Glucose (wie oben beschrieben) eine signifikante Verlagerung der GK in das
Zytoplasma erkennen (4bbildung 16). Gleiches gilt bei niedrigem Glucosespiegel unter Zufuhr
von Fructose (K/P-Ratio: 5,5 mmol/l Glucose + Fructose 1,28 + 0,05 versus 5,5 mmol/l Glucose

1,57 = 0,07). Der Glucokinase-Aktivator CpdA (Compound A — 2-amino-5-(4-methyl-4H-
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(1,2,4)triazol-3-yl-sulfanyl)-N-(4-methyl-thiazol-2-yl)benzamid [Futamura et al. 2006]) fiihrte

im Vergleich hingegen zu keiner Reduktion der Kern/Plasma-Ratio.
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Abbildung 16 Quantifizierung der ECFP-GK Kern/Plasma-Ratio in Hepa 1-6 Zellen in
Anwesenheit von GKRP H438Y. Die Ergebnisse (fur jeweils zwischen 18-24 analysierte Zellen)
sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Der schwarze Balken steht
fir 5,5 mmol/l Glucose, der weilRe fir 25 mmol/l Glucose, der graue fir 5,5 mmol/l Glucose +
0,2 mmol/l Fructose und der weild schraffierte fiir 5,5 mmol/l Glucose + 30 umol/lI CpdA. Das
Signifikanzniveau ist im Vergleich zur Kontrolle (5,5 mmol/l Glc) mit ** fir p<0,01 und mit ***
fir p<0,001 angegeben.

3.5. Lokalisation des GK Fluoreszenzproteins in primédren Hepatozyten

Um die Lokalisation der Glucokinase in Abhéngigkeit von der humanen GKRP-Variante (die
EYFP-GKRP Varianten wurden cotransfiziert) unter physiologischeren Bedingungen zu
untersuchen, wurde ECFP-GK in primdren Maus-Hepatozyten exprimiert und die
Kern/Plasma-Ratio bestimmt. Dabei ist die endogene Expression von GKRP und GK zu
beachten.

Fiir das Wildtyp-GKRP zeigte sich bei erhohtem Glucosespiegel (K/P-Ratio: 5,5 mmol/l
Glucose 3,3 = 0,2 versus 25 mmol/l Glucose 2,2 + 0,2) sowie bei Behandlung mit Fructose
(K/P-Ratio: 5,5 mmol/l Glucose 3,3 + 0,2 versus 5,5 mmol/l Glucose + Fructose 1,5 £ 0,2) eine
deutliche, der physiologischen Reaktion &@hnliche, Translokation der Glucokinase in das

Zytoplasma (Abbildung 17). Die stirkste Wirkung zeigte dabei Compound A, welches
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signifikant starker wirkte als 25 mmol/l Glucose (K/P-Ratio: 5,5 mmol/l Glucose 3,3 £+ 0,2
versus 5,5 mmol/l Glucose + CpdA 1,3 +0,2).

Diese hoch signifikanten Unterschiede spiegelten sich in Anwesenheit der Variante H438Y
nicht wider. Zwar wies die GK-Ratio unter CpdA- bzw. Fructose-Umgebung eine Tendenz zur
Translokation ins Zytoplasma auf (4bbildung 18), jedoch sind die Ergebnisse einzig flr 25
mmol/l Glucose signifikant (K/P-Ratio: 5,5 mmol/l Glucose 3,2 £+ 0,2 versus 25 mmol/l Glucose
2,2+0,2).

Ahnliches gilt auch fiir die hiiufige GKRP-Variante P446L. Jedoch war hier nicht die hohe

Glucose-Konzentration wirksam, sondern CpdA (
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Abbildung 19).
Diese Wirkung zeigte sich sowohl im Vergleich zu 5,5 mmol/l, als auch zu 25 mmol/l Glucose

(K/P-Ratio: 5,5 mmol/l Glucose 2,5 + 0,2 versus 5,5 mmol/l Glucose + CpdA 1,7 = 0,1).
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Abbildung 17 Quantifizierung der ECFP-GK Kern/Plasma-Ratio in primaren Hepatozyten bei
Anwesenheit von GKRP Wildtyp. Die Ergebnisse (fir jeweils zwischen 8-32 analysierte Zellen)
sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Der schwarze Balken
steht fur 5,5 mmol/I Glucose, der weiRe fir 25 mmol/l Glucose, der graue fir 5,5 mmol/I
Glucose + 0,2 mmol/I Fructose und der weils schraffierte fir 5,5 mmol/l Glucose + 30 umol/I
CpdA. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur Kontrolle (5,5 mmol/l Glc) mit *** fur
p<0,001, sowie mit # flr p<0,05 angegeben (One-way ANOVA und Bonferroni Test).
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Abbildung 18 Quantifizierung der ECFP-GK Kern/Plasma-Ratio in primaren Hepatozyten bei
Anwesenheit von GKRP H438Y. Die Ergebnisse (fur jeweils zwischen 5-33 analysierte Zellen)
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sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Der schwarze Balken
steht fur 5,5 mmol/| Glucose, der weiRe fiir 25 mmol/l Glucose, der graue fur 5,5 mmol/I
Glucose + 0,2 mmol/I Fructose und der weifs schraffierte fir 5,5 mmol/l Glucose + 30 umol/I
CpdA. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur Kontrolle (5,5 mmol/I Glc) mit * fir p<0,05
angegeben (One-way ANOVA und Bonferroni Test).
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Abbildung 19 Quantifizierung der ECFP-GK Kern/Plasma-Ratio in primaren Hepatozyten bei
Anwesenheit von GKRP P446L. Die Ergebnisse (fir jeweils zwischen 8-32 analysierte Zellen)
sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Der schwarze Balken
steht fur 5,5 mmol/I Glucose, der weiRe fir 25 mmol/l Glucose, der graue fir 5,5 mmol/I
Glucose + 0,2 mmol/I Fructose und der weiR schraffierte fir 5,5 mmol/l Glucose + 30 umol/I
CpdA. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur Kontrolle (5,5 mmol/I Glc) mit * fir p<0,05,
sowie mit # flr p<0,05 angegeben (One-way ANOVA und Bonferroni Test).

3.6. Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Effizienz (FRETN)

Um die direkte Interaktion zwischen der Glucokinase und dem GKRP zu bestimmen, eignet

sich die Analyse der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Effizienz in priméren

Hepatozyten. Dabei wird die Ubertragung von Energie vom ECFP auf das EYFP, also von dem

GK- auf das GKRP-Fusionsprotein genutzt, welche bei unmittelbarer Ndhe (<10 nm) der beiden

Proteine moglich ist. So wird ECFP angeregt und tbertrdgt die Energie durch eine

strahlungslose Dipol-Dipol Wechselwirkung auf EYFP (was zu einer geringeren direkt
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messbaren Signalstidrke von ECFP fiihrt), dessen Emissionen abschlieBend quantifiziert werden
konnen (Rees et al. 2012a; Vanderklish et al. 2000).

In der Untersuchung zeigte sich filir alle untersuchten Varianten eine deutlich verringerte
Interaktion von GK und GKRP-Mutante im Vergleich zum Wildtyp (4bbildung 20), wobei ein
Signifikanzniveau nur fiir 5,5 mmol/l Glucose erreicht wurde. Besonders fiir GKRP-M344I
erwies sich die Wechselwirkung bei niedrigen Glucosespiegeln als besonders geschwécht
(FRET-Eftizienz bei 5,5 mmol/l Glucose: 0,3178 + 0,0059 fir WT versus 0,2407 £+ 0,0058 fiir
M344I1). Zudem wies GKRP-H438Y bei hohen Glucosespiegeln einen signifikanten
Unterschied zum Wildtyp auf (p<0,05). Innerhalb der Mutation bzw. des WT, lieBen sich
jedoch keine signifikanten Unterschiede bei entsprechender Glucosestimulation nachweisen.
Fir den Wildtyp sowie die Varianten M3441-P446L und H438Y lie sich weiter, in
abnehmender Tendenz, eine Steigerung der Signalstirke im Vergleich zur alleinigen

Expression von EYFP und ECFP-GK feststellen.
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Abbildung 20 Die Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Effizienz zeigt die Interaktion
zwischen der Glucokinase (ECFP-Fusionsprotein) und dem GKRP (EYFP-Fusionsprotein) in
Maus Hepatozyten. Die Ergebnisse aus drei unabhdngigen Versuchen (mit jeweils zwischen 9-
60 analysierten Zellen) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt.
Die weilden Balken stehen fur 5,5 mmol/l Glucose, die schwarzen fir 25 mmol/I. Das
Signifikanzniveau ist im Vergleich zum Wildtyp, bei 5,5 mmol/| Glucose, mit ** fiir p<0,01 und
mit *** fir p<0,001; vergleichend zur Kontrolle EYFP mit # flir p<0,05, ## fir p<0,01 und mit
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##t fr p<0,001, sowie bei 25 mmol/ Glucose mit § fur p<0,05 angegeben (One-way ANOVA
und Bonferroni Test).

3.7. Proteinexpressionsanalyse der GKRP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp

Die Proteinexpression der humanen EYFP-GKRP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp wurde
mit dem Referenzprotein Actin, unter gleichzeitiger Expression der WT-GK, im Western Blot
ermittelt. Actin ist ein Strukturprotein des Zytoskeletts eukaryonter Zellen (Johnson 2012) und
wird daher auch in Leberzellen bzw. in Hepa 1-6 exprimiert.

Bei dieser Untersuchung zeigte sich kein signifikanter Unterschied (4bbildung 21) in der
Proteinexpression der Varianten - sowohl untereinander als auch im Vergleich zum Wildtyp

(0,002208 £+ 0,001334 fiir WT versus 0,002448 + 0,001565 fiir P446L).
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WT-hGKRP P446L-hGKRP H438Y-hGKRP

Abbildung 21 Proteinexpression von humanen EYFP-GKRP-Varianten und Wildtyp in Hepa 1-6
Zellen in Anwesenheit von Wildtyp GK. Die Protein-Ratios (im Bezug zu Actin) sind als
prozentualer Anteil des WT-GKRP als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler
dargestellt (One-way ANOVA).

3.8. Stoffwechsel-Analyse in GKRP-Varianten im Vergleich zum WT

Um die kurzfristigen metabolischen Konsequenzen der GKRP-Varianten auf den
Zellstoffwechsel zu analysieren, wurden die Mutanten in Hepa 1-6 Zellen transient transfiziert

und mittels kolorimetrischen Assays mit dem Wildtyp verglichen. Da aber die Transfektions-
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Effizienz bei durchschnittlich 50 % lag, ist zu beachten, dass der metabolische Einfluss der
Mutationen durch nicht transfizierte Zellen gedampft wurde. Um eine Vergleichbarkeit zu

gewihrleisten, wurden die Metabolite in das Verhéltnis zum Proteingehalt gesetzt.

3.8.1. Glucose-Verbrauch im Vergleich zum Wildtyp

Da der Glucoseverbrauch der zentrale Indikator fiir die Funktion der Glucokinase und damit
auch des GKRP ist (4bbildung 1), liegt es nahe, diesen im ,,Fastenzustand*“ (5,5 mmol/l
Glucose), als auch unter hoher Glucosekonzentration (25 mmol/l) zu ermitteln.

Dabei zeigte sich, dass sowohl bei geringer als auch bei hoher Glucoselast P446L und H438Y

einen erheblich hoheren Glucoseumsatz aufweisen als das Wildtyp-GKRP und vergleichbare

Werte mit der Singletransfektion der Glucokinase zeigen (
A B
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w® w®

i‘ E‘ *k%k

S 121 S 12-

2 2 T

£ £ -1

= 104 = 10+ *kk

5 5

o o

& 8 2 8-

S~ S~

g 4 g 5. HiHt

= <

S g

5 44 Hokk S 44

© __ —— *k 3

8 2— # % 8 2_

5 g

g o | g,
EYFP- EYFP- EYFP- EYFP- EYFP- EYFP-
WT- P446L-  H438Y- WT- P446L-  HA38Y-
hGKRP  hGKRP  hGKRP hGKRP ~ hGKRP  hGKRP

Abbildung 22). Besonders das GKRP-P446L sorgte fiir einen hoch signifikanten Mehrverbrauch
an Glucose (Glucoseumsatz bei 25 mmol/l Glucose: 5,3 + 0,4 nmol/pg fiir WT versus 11,3 +
0,6 nmol/pg fiir P446L). Auch lieB3 sich ein deutlicher Unterschied zwischen der Expression der
GK mit und ohne WT-GKRP feststellen (Glucose-Umsatz bei 25 mmol/l Glucose: 10,1 + 0,4
nmol/pg fiir GK versus 5,3 £+ 0,4 nmol/pg fiir GK+GKRP-WT).
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Abbildung 22 Quantifizierung des Glucose-Verbrauchs in nmol je pg Protein in Hepa 1-6 Zellen
bei 5,5 (A) bzw. 25 mmol/I Glucose (B). Die Zellen welche nur ECFP-GK exprimieren sind mit
weilRen Balken dargestellt; die Gbrigen Balken stehen fiir die Expression der EYFP-GKRP-
Variante bzw. des WT. Die Ergebnisse aus unabhdngigen Versuchen (mit jeweils zwischen 11-
14 analysierten Proben) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt.
Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur GK mit ## fir p<0,01 und ### fir p<0,001; im
Vergleich zum WT-GKRP mit ** flir p<0,01 und mit *** fiir p<0,001 angegeben (One-way
ANOVA und Bonferroni Test).

3.8.2. Triglycerid-Synthese im Vergleich zum Wildtyp

Da fiir viele GKRP-Varianten, insbesondere P446L, ecine Korrelation zu erhohten
Triglyceridwerten beschrieben wurde, liegt die Untersuchung der verdnderten Syntheseleistung
in Hepa 1-6 Zellen nahe. Zudem ergeben sich aus den transfizierten Zellmodellen ggf. auch
Ableitungen tiber den klinisch pradikativen Wert von GKRP-Mutanten.

Entsprechend lie} sich auch fiir die hdufige GKRP-Variante P446L eine deutlich erhdhte
Triglycerid-Synthese, sowohl im Fastenzustand als auch unter 25 mmol/l Glucose, ermitteln
(4bbildung 23) (Triglycerid-Synthese bei 5,5 mmol/l Glucose: 0,053 + 0,011 nmol/pg fiir WT
versus 0,1267 £ 0,016 nmol/pg fir P446L). Fiir EYFP-GKRP-H438Y zeigte sich die sichtbare
Tendenz unter Fasten-Bedingungen nur bei 25 mmol/l Glucose auf einem signifikanten Niveau
(Triglycerid-Synthese bei 25 mmol/l Glucose: 0,133 + 0,021 nmol/pg fiir WT versus 0,306 +
0,024 nmol/pg fiir H438Y). Dem gegeniiber war die Syntheseleistung bei der
Doppeltransfektion von WT-GKRP und der Glucokinase bei beiden Glucosekonzentrationen
signifikant verringert im Vergleich zur Einzeltransfektion der GK (Triglycerid-Synthese bei 25

mmol/l Glucose: 0,241 + 0,018 nmol/pg fiir GK versus 0,133 £ 0,021 nmol/ug fiir GK+GKRP-
$.52
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Abbildung 23 Quantifizierung der Triglycerid-Synthese in nmol je ug Protein in Hepa 1-6 Zellen
bei 5,5 (A) bzw. 25 mmol/I Glucose (B). Die Zellen welche nur ECFP-GK exprimieren sind mit
weilRen Balken dargestellt; die Gbrigen Balken stehen fir die Expression der EYFP-GKRP-
Variante bzw. des WT. Die Ergebnisse aus unabhangigen Versuchen (mit jeweils 9-18
analysierten Proben) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Das
Signifikanzniveau ist im Vergleich zur GK mit ## fir p<0,01; im Vergleich zum WT-GKRP mit *
fir p<0,05, ** fir p<0,01 und *** fir p<0,001 angegeben (One-way ANOVA und Bonferroni
Test).

3.9. PyMOL-Darstellung der GKRP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp

Mit Hilfe des Open Source Molekiil-Grafikprogramms PyMOL der Firma Schrodinger wurden
3D Simulationen des GKRP erstellt und die einzelnen Mutationen simuliert. Dabei wurden die
Kalkulationen der Software zu den Mutationen auf Basis der Van-der-Waals-Radien
durchgefiihrt. Als strukturelle Grundlagen dienten die Daten der Protein-Datenbank RCSB
PDB des Brookhaven National Laboratory, im Speziellen die kristallografischen Daten des
humanen GKRP (PDB ID: 4bb9) (Pautsch et al. 2013).

3.9.1. Mutationslokalisation im GKRP

Zur Betrachtung der Lokalisation der Mutation und moglichen Exposition der Mutationen an
der Oberfliche bzw. der Fructosephosphat-Bindungstasche ist eine Ubersicht hilfreich
(Abbildung 24). Da die Kristallstruktur des humanen GKRP nur im Komplex mit F1P zur
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Verfiigung steht, bezieht sich die Beschreibung der Bindungstasche fiir die Fructosephosphate
auch auf F6P, basierend auf der Annahme, dass sowohl F1P als auch F6P im selben Bereich
binden (Pautsch et al. 2013; Veiga-da-Cunha und van Schaftingen 2002; Beck und Miller
2013).

Die Mutation M3441 liegt im Zentrum einer a-Helix, welche maB3geblich an der Bildung der
Bindungstasche von F1P beteiligt ist und im Kern des GKRP liegt.

Die Aminosdure H438 hingegen liegt im C-terminalen Bereich eines B-Faltblattes, deutlich
aullerhalb des Proteinzentrums und ist an der Oberflachenbildung im Bereich einer kleinen
Tasche beteiligt.

P446 liegt am N-terminalen Ende in Position 1 einer a-Helix und ist deutlich

oberflachenbildend.

Abbildung 24 Lokalisation der GKRP-Varianten im Molekll komplexiert mit Fructose-1-
Phosphat. Orange: F1P, Griin: M344, Blau: P446, Rot: H438 (links); Lokalisation der GKRP-
Varianten im MolekUl komplexiert mit Fructose-1-Phosphat bei Betrachtung der Oberflache.
Flachige Farbung demonstriert Oberflachenkontakt. Orange: F1P, Griin: M344, Blau: P446,
Rot: H438 (rechts) PyMOL 1.7.4.

3.9.2. Kollisionssimulation der GKRP Varianten

Mit Hilfe der ,,Mutagenesis Wizard* konnten die Variationen des GKRP simuliert werden und
mogliche Konflikte der Sekundir- und Tertidrstruktur betrachtet werden. Dabei ist zu beachten,

dass PyMOL (in der Version 1.7.4) nur die Primérstruktur dndert und Analysen auf Basis der
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Van-der-Waals-Radien (Darstellung tiber Kollisionsscheiben) durchfiihrt, wobei der Anwender
die Auswahl aus Rotameren verschiedener Prévalenz hat. Im Folgenden ist immer die
wahrscheinlichste gezeigt. Aussagen iiber polare Bindungen und elektrostatische
Wechselwirkungen sind dabei nur eingeschrinkt moglich und bediirfen zumindest einer
Augenschein-Validierung.

Zum besseren Verstindnis sind die Nachbar-Aminosduren der mutierten Variante, sowie die

Aminosduren gesondert dargestellt, welche mit jener ggf. interagieren.

3.9.2.1. Mutationsdarstellung von GKRP-P446L

Die Abbildungen zeigen eine mutmaBliche Kollision (4bbildung 26) des Leucins an Position

446 der hdufigen Mutante GKRP-P446L mit Aminosiduren am N-Terminus einer benachbarten

a-Helix (4bbildung 25)(Pos. 415-428). Diese Struktur ist maf3geblich oberflichenbildend.

gy -~ N

Abbildung 25 Ausschnitt aus dem humanen WT GKRP. Die Aminosaure Prolin an Position 446
ist blau, die Nachbarn sind orange und die fir eine Kollisionsanalyse relevanten Aminosauren
in Position 416 und 417 gelb abgebildet. PyMOL 1.7.4.
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Abbildung 26 Ausschnitt aus der GKRP-Variante P446L. Die Aminosaure Leucin an Position 446
ist blau, die Nachbarn sind orange und die fur eine Kollisionsanalyse relevanten Aminosauren
in Position 416 und 417 gelb (mit Punktspharen fur die Atomradien) abgebildet. Die roten
Scheiben zeigen signifikante Uberlappungen der Atomradien an. PyMOL 1.7.4.

3.9.2.2. Mutationsdarstellung von GKRP-H438Y

Anhand der PyMOL-Darstellung lésst sich eine Kollision (4bbildung 28) von Tyrosin mit
Strukturen in zwei Bereichen von GKRP-H438Y vermuten. Zum einen mit Ser481 und Thr482
(Abbildung 27) im Zentrum einer a-Helix (Pos. 469-496), zum anderen Trp461 am C-Terminal
eines oberflachlichen B-Faltblattes (Pos. 457-461).
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Abbildung 27 Ausschnitt aus dem humanen WT GKRP. Die Aminosaure Histidin an Position 438
ist rot, die Nachbarn sind orange und die flr eine Kollisionsanalyse relevanten Aminosaduren in
Position 461, sowie 481 und 482 gelb abgebildet. PyMOL 1.7.4.

Abbildung 28 Ausschnitt aus der GKRP Variante H438Y. Die Aminosaure Tyrosin an Position
438 ist rot, die Nachbarn sind orange und die fiir eine Kollisionsanalyse relevanten
Aminosauren in Position 461, sowie 481 und 482 gelb (mit Punktspharen fir die Atomradien)
abgebildet. Die roten Scheiben zeigen signifikante, die grinen maRige Uberlappungen der
Atomradien an. PyMOL 1.7.4.
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3.9.2.3. Mutationsdarstellung von GKRP-M344]

Die PyMOL-Simulation zeigt, dass Isoleucin potenziell mit zwei Aminosduren in einer
zentralen Struktur von GKRP-M344I interagiert (4bbildung 30). Besagte Aminosduren Thr109
und Argl12 sind dabei Teil einer a-Helix (Pos. 107-128) und grenzen, insbesondere Thr109,
unmittelbar an F1P (4bbildung 29). Dahingegen ist Lys483 auch Teil einer a-Helix (Pos.469-
496), jedoch mit groBerem Abstand zum Fructosephosphat. Dessen ungeachtet ist die
Kollisionsstérke fiir beide Helices eher schwach.

Zudem ist auffillig, dass die a-Helix (4bbildung 31) (Pos. 336-354) von 1344 entscheidend die

Bindungsstelle der Fructosephosphate mit formt.

Abbildung 29 Ausschnitt aus dem humanen WT GKRP. Die Aminosaure Methionin an Position
344 ist grin, die Nachbarn sind orange und die flr eine Kollisionsanalyse relevanten
Aminosauren in Position 483, sowie 109 und 112 gelb abgebildet. PyMOL 1.7.4.
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Abbildung 30 Ausschnitt aus der GKRP Variante M344I. Die Aminosaure Isoleucin an Position
344 ist grin, die Nachbarn sind orange und die fir eine Kollisionsanalyse relevanten
Aminosauren in Position 483, sowie 109 und 112 gelb (mit Punktspharen fir die Atomradien)
abgebildet. Die roten Scheiben zeigen signifikante, die griinen leichte Uberlappungen der
Atomradien an. PyMOL 1.7.4.
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Abbildung 31 Ausschnitt aus der GKRP Variante M3441. Die Aminosaure Isoleucin an Position
344 ist grin, die Nachbarn sind orange und die fir eine Kollisionsanalyse relevanten
Aminosauren in Position 483, sowie 109 und 112 gelb (mit Punktsphdren fir die Atomradien)
abgebildet. Die Simulation zeigt zudem die mit einem grauen Netz verdeutlichte
Bindungstasche, in deren Zentrum F1P (violett) liegt. PyMOL 1.7.4.

Weiterhin zeigt sich ein moglicher Einfluss von M3441 auf eine fiir die Sirt2-GKRP-
Interaktion relevante a-Helix, innerhalb welcher sich die regulatorisch entscheidende

Aminosdure Lysin an Position 126 befindet (4bbildung 32).

——

Abbildung 32 Ausschnitt aus der GKRP Variante M3441. Die Aminosaure Isoleucin an Position
344 ist grin und die fur eine Kollisionsanalyse relevanten Aminosauren in 109 und 112 sind
gelb abgebildet. Das auf der gleichen a-Helix liegende Lys126 wird violett dargestellt. PyMOL
1.7.4.

3.9.3. Mutationen im GKRP-GK-Komplex
Beck und Miller haben mit ihrer Kristallstrukturanalyse von GK und GKRP im Komplex (PDB

ID: 4LC9) wertvolle Hinweise auf mogliche Verdnderungen in der Funktion dieses Systems
durch Mutationen im GKRP gegeben (Seite 17). Mit PyMOL ldsst sich dies auch fiir H438Y
anschaulich darstellen. Dabei wird deutlich, dass nicht nur P446, sondern auch H438 in

unmittelbarer Nihe, der fiir die Bindung zur Glucokinase mutmaBlich bedeutenden Schleife

liegt (Abbildung 33).
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Abbildung 33 Ausschnitt aus dem GKRP-GK Komplex. Prolin an Position 446 ist blau; Histidin
an Position 438 ist rot; Val441, Gly442, GIn443 in GKRP gelb; Arg186, Val199, Val200 in GK
grin; GKRP blass-grau und GK blass-orange dargestellt. PyMOL 1.7.4.

3.10. Analyse der GKRP Proteinstruktur und —funktion via I-TASSER-
Simulation

Der I-TASSER Server ist ein Online-Medium der Yang Zhang Forschungs-Gruppe der
Universitiat Michigan. Er ermdglicht automatische Proteinstruktur-Vorhersagen auf Basis von
Multiple Alignment mit bekannten Strukturen der PDB. Des Weiteren berechnet er Aussagen
iiber mogliche Funktionen des Molekiils, wie beispielsweise iliber Liganden-Bindungsstellen,
enzymatisch relevante Strukturbereiche oder {iber die Stabilitit innerhalb des Proteins (Yang

und Zhang 2015; Yang et al. 2015b).

3.10.1. Die Stabilitit des GKRP

Bei der Analyse der normalisierten thermischen Stabilitdt (B-factor) des GKRP zeigte sich fiir
die unterschiedlichen Bereiche, in denen die jeweiligen Mutationen auftreten, verschiedene
Werte. So befinden sich P446 (BFP: 0,17) und H438 in einem méBig stabilen Bereich, wihrend
M344 (BFP: -0,17) in einer stabileren Region liegt (4bbildung 34).
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Abbildung 34 zeigt die |-TASSER-Vorhersage Uber die thermische Stabilitat (B-factor) der
einzelnen Bereiche im GKRP-WT. Die vertikalen Striche stellen den Bereich der Varianten dar.
Griun steht fir M344, Rot fir H438 und Blau fir P446. Negative Werte weisen Gebiete hoher
Stabilitdt aus (Yang et al. 2015a).

3.10.2. Vorhersage der katalytischen Aktivitét des GKRP

Da fiir das GKRP bisher keine eigene enzymatische Aktivitdt beschrieben wurde, kann es von
Interesse sein (auch unter Beachtung des, wenn auch geringen, extrahepatischen Vorkommens)

nach Analogien zu anderen Enzymen zu suchen.

Mit Hilfe der Programmfunktion COACH, welche mehrere Algorithmen zur Vorhersage der
Enzymaktivitidt verbindet, konnte liber Vergleich mit bekannten Strukturen in der PDB die
Enzyme Commission Number (EC) des GKRP mutmallich vorhergesagt und somit
entsprechende Funktionen vermutet werden.

Im Fall vom Wildtyp GKRP handelt es sich bei den PDB Strukturen um die Glucose-6-
Phosphat-Isomerase (GPI) von Trypanosoma brucei (PDB ID: 202D), Mycobakterium
tubercolosis (PDB ID: 2WUS) und Vibrio cholerae (PDB ID: 3HJB), sodass die zugehorige
EC-Nummer 5.3.1.9 entspricht. Jedoch sei auf den niedrigen Konfidenzwert (0,23) und auf den
Aufbau des GKRP aus zwei SIS, welche bei der Interpretation des Alignments bedacht werden
sollten, verwiesen (Pautsch et al. 2013; Bateman 1999; Veiga-da-Cunha et al. 2009).

3.10.3. Strukturvorhersage ftr EYFP-GKRP

Zum besseren Verstidndnis des Fusionsproteins EYFP-GKRP wurde mit Hilfe von I-TASSER
und PyMOL eine Strukturvorhersage erstellt. Dabei stammen die FASTA Daten fiir das GKRP
vom UniProt-Server (Q14397) und die des GFP von der PDB-Datenbank (ID: 1GFL) (Yang et
al. 1996) (Abbildung 35). Die Aminosaduresequenz des GFP wurde mit den fiinf Mutationen
S65G, V68L, Q69K, S72A, und T203Y versehen, sodass sie dem EYFP entspricht (Perez-
Jimenez et al. 2006). Der Linker (Aminosduren Sequenz: RILQSTVPRARDPPVAT) stammt
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aus vorhergehenden Studien (Baltrusch et al. 2005). Bei der Auswahl der errechneten Modelle
wurde der hochste C-score (-2.22) beriicksichtigt, welcher ebenso eine fiir die Fluoreszenz des
EYFP notwendige Struktur wiedergibt. Auerdem wurden mit PyMOL die Bereiche im GKRP
griin markiert, welche fiir die Bindung zur Glucokinase als mdglicherweise entscheidend
beschrieben wurden (siehe Kapitel 1.4.7. ).

Dabei zeigte sich, dass das EYFP-Konstrukt deutlich abseits der Glucokinase-Bindungsstelle
liegt und auch kein Kontakt zum Interaktionsbereich der Fructosephosphate besteht (im
Zentrum des GKRP). AuBBerdem wurde der grole Abstand, mittels des Linkers, zwischen EYFP
und GKRP ersichtlich, welcher eine direkte Beeinflussung dieser beiden Proteinbereiche

weniger wahrscheinlich macht.

Abbildung 35 zeigt die Struktur des humanen Wildtyp EYFP-GKRP. Grau wird das GKRP und darin
in Grin die Bindungsbereiche zur Glucokinase gezeigt; der Linker ist rot und das EYFP orange
abgebildet. PyMOI 1.7.4.

Diskussion

Die iiberragende medizinische und 6konomische Bedeutung von Stoffwechselerkrankungen,
hat in den vergangenen Jahren zu enormen Anstrengungen sowohl in der Grundlagenforschung
als auch in der Entwicklung von Arzneimitteln und neuen Therapiekonzepten gefiihrt. Dabei

stehen komplexe Krankheiten wie Diabetes mellitus Typ 11 und das Metabolische Syndrom, mit
S. 63



Diskussion

ihren vielféltigen Folgeerkrankungen, vom diabetischen FuBlsyndrom bis zum Obstruktiven
Schlafapnoe-Syndrom, im Zentrum der Betrachtung (Heidemann et al. 2013; Kaur 2014).

So ist die Bedeutung von Diabetes Mellitus kaum zu tiberschitzen. Denn es wird vermutet, dass
im Jahr 2040 ca. 642 Millionen Menschen und damit jeder 10. an Diabetes mellitus leiden.
Bereits heute sterben mehr Menschen an den Folgen von Diabetes mellitus als an Tuberkulose,
AIDS/HIV sowie Malaria zusammen und jedes 7. Neugeborene ist vom Gestationsdiabetes der
Mutter betroffen (International Diabetes Federation 2015).

Deshalb liegt es nahe, dass auch erhebliche Ressourcen in die Untersuchung der am
Stoffwechsel maligeblich beteiligten Regulatoren investiert wurden. Die Glucokinase und
deren Regulatorprotein stellen dabei ein mdgliches Ziel, auch fiir etwaige medikamentdse
Therapien dar. So wurden in den vergangenen Jahren zahlreiche Wirkstoffe, mit der Hoffnung
auf eine therapeutische Anwendung beschrieben (4bbildung 3). Jene aktivieren entweder die
Glucokinase direkt, oder interferieren mafigeblich mit der Bindung zwischen GK und GKRP
(Grimsby et al. 2003; Brocklehurst et al. 2004b; Matschinsky 2009; Anderka et al. 2008; Ashton
et al. 2014; Lloyd et al. 2013).

Untersuchungen zur Sicherheit einiger dieser Priparate aber zeigten, dass ein besseres
Verstindnis der komplexen Steuerung und Funktionsweise der Interaktion zwischen
Glucokinase und dessen Regulatorprotein notwendig ist (Ceuninck et al. 2013). So konnte
beispielsweise am Glucokinase-Aktivator MK-0941 in einer randomisierten, doppelt
verblindeten Studie an 587 Pateinten mit Typ 2 Diabetes mellitus gezeigt werden, dass es durch
die Einnahme des Aktivators zu einer signifikanten Haufung von Hypoglykdmien kam.
Weiterhin stellte sich bei vielen Probanden eine Erhéhung des arteriellen Blutdrucks und der
Serum-Triglycerid-Spiegel ein (Meininger et al. 2011).

Um diesen Umstand zu adressieren sind in der Vergangenheit unterschiedliche Strategien zum
Einsatz gekommen. So wurde die Kristallstruktur von humanem GKRP beschrieben (Pautsch
et al. 2013), GCKR-Knock-Out-Méuse geziichtet (Farrelly et al. 1999; Grimsby 2000) oder die
Bindungsmotive der regulatorischen Fructosephosphate dargestellt (Veiga-da-Cunha und van
Schaftingen 2002).

Eine weitere Moglichkeit zur Entwicklung eines besseren Verstindnisses der Interaktion von
GK und GKRP und der damit verbundenen komplexen Anderungen im Stoffwechsel, stellt die
Analyse des Genproduktes von humanen Variationen im GCKR dar (van de Bunt, Martijn und
Gloyn 2010). Als Prototyp kann hier die haufige Mutation P446L gelten. Bei dieser konnte eine

Vielzahl von Studien zeigen, dass sie mit einer signifikant verringerten Niichtern-Glucose
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einhergeht (Alfred et al. 2013; Orho-Melander et al. 2008; Perez-Martinez et al. 2011; Rees et
al. 2012a; Shen et al. 2009; Vaxillaire et al. 2008) und dabei zu einer deutlichen Erh6hung der
Triglyceridspiegel im Blut der Probanden fiihrt (Alfred et al. 2013; Orho-Melander et al. 2008;
Shen et al. 2009; Sotos-Prieto et al. 2013; Vaxillaire et al. 2008) und auf diese Weise auch das
Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse erhoht (Johansen et al. 2010; Saxena et al. 2007).

Daher war es Ziel dieser Arbeit, aufbauend auf den Erfahrungen mit der hdufigen GKRP-
Variante P446L, Aussagen liber Funktionsverdnderungen von M3441 und H438Y in HeLa bzw.
Hepa 1-6 Zellen sowie primiren Hepatozyten zu treffen und diese im Zusammenhang mit

moglichen Strukturverdnderungen zu betrachten.

4.1. Kern/Plasma-Ratio von GKRP M3441, H438Y, P446L und der GK

Aufgrund von Voruntersuchungen der Variante P446L und der hohen Datendichte beziiglich
der Stoffwechselverdnderungen in Probanden, lassen sich die Ergebnisse in dieser Arbeit
besonders gut vergleichend einordnen und zudem zusétzliche Sicherheit bei der Interpretation
der weniger untersuchten Mutation gewinnen.

So zeigte die Kern-Plasma-Ratio von P446L bei niedriger Glucosekonzentration in Hepa 1-6
Zellen eine signifikant hohere Lokalisation des GKRP im Zytoplasma. Gleichzeitig ist die
Glucose-Abhingigkeit der Mutante aufgehoben. Beides galt auch in Anwesenheit der GK,
welche im Gegensatz dazu bei H438Y fiir eine deutliche Verschiebung des Verhaltens hin zum
WT sorgte. Fiir die ECFP-GK Ratio bei P446L ergaben sich in Hepa 1-6 noch ausgeprigtere
Effekte. Dabei befinden sich die Befunde fiir P446L in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
von Rees et al. 2012a in HeLa Zellen. DemgemiB war die Glucokinase im Vergleich zum
Wildtyp deutlich signifikant zytoplasmatischer lokalisiert und zeigte auch keine Reaktion auf
eine verdnderte Glucose-Umgebung.

Demgegeniiber schwichte sich der bei der Singletransfektion fiir H438Y beobachtete Effekt
auf die reduzierte Kernlokalisation des Varianten-GKRP im Vergleich zum Wildtyp durch die
zusétzliche Expression der Glucokinase deutlich ab. Dabei zeigte Kern/Plasma-Ratio der GK
sogar ein nahezu WT-gleiches Verhalten.

Die Ergebnisse fiir die GK-Lokalisation von humanen P446L finden sich auch in vorherigen
Arbeiten wieder und lassen sich gut in Einklang mit der bereits beschriebenen deutlich
geringeren GK-GKRP-Interaktion in der FRETN-Analyse bringen (Rees et al. 2012a; Rees et
al. 2014; Rees et al. 2012b). Interessanterweise lieBen sich die Unterschiede fiir die GK-
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Lokalisation unter Expression von Ratten-GKRP nicht zeigen (Rees et al. 2012b). Zudem sei
auf die bei hohen Proteinkonzentrationen von P446L-GKRP (bei 25 mmol/l Glucose), im
Vergleich zum Wildtyp, verstarkte GK-Aktivitdt hingewiesen (Beer et al. 2009). Daher liegt
die Vermutung nahe, dass die hohere Verfligbarkeit der katalytischen Aktivitéit der Glucokinase
zu einem gesteigerten glykolytischen Fluss fiihrt und damit den Blutglucosespiegel im hyper-
und normoglykdmen Zustand senkt, sowie die Lipogenese in der Leber fordert (Raimondo et
al. 2015; Santoro et al. 2015).

Auch die Ergebnisse flir P446L in primdren Hepatozyten, welche durch ihre physiologische
Enzymausstattung als besonders aussagekréftiges Modell gelten konnen, spiegeln den Befund
der erhohten Verfiligbarkeit von GK im Zytoplasma im Vergleich zum Wildtyp (bei 5,5 mmol/l
Glucose p<0,01 [t-Test]) wider und lassen sich so auch in Einklang mit beschriebenen
Untersuchungen bringen (Rees et al. 2012a).

Bei der Interpretation der Untersuchungen muss jedoch der Mischeffekt aus endogener
Expression von GK und GKRP in den primiren Hepatozyten und der zusitzlich transfizierten
Proteine bedacht werden (Publikation in Vorbereitung).

Trotzdem lésst sich in der Lokalisation von ECFP-GK in Anwesenheit von GKRP-P446L keine
signifikante Abhidngigkeit von der Glucosekonzentration erkennen. Dies konnte durch die
verstérkte zytoplasmatische Lokalisation der GK bei bereits geringen Glucosespiegeln erklart
werden. Da sich in Hepa 1-6 Zellen ein verstdrkter Glucoseumsatz fiir P446L und zudem
ebenfalls eine verstirkte Lokalisation der GK im Zytoplasma zeigen lieB3, 1dsst sich vermuten,
dass sich die Ergebnisse der Stoffwechselanalysen auch auf das physiologischere Modell der
Hepatozyten {ibertragen lassen.

Betrachtet man die Uberstimulation mit dem Aktivator Compound A wird deutlich, dass unter
Anwesenheit von EYFP-P446L-hGKRP eine noch stirkere Verschiebung der GK - als unter
der hohen Glucosekonzentration - zum Zytoplasma hin erfolgt, dieser Effekt lasst sich jedoch
nur in der Tendenz fiir Fructose zeigen.

Dabei ist es schwierig zu ermitteln, ob es sich bei der Wirkung von CpdA auf die K/P-Ratio der
GK um einen durch endogenes GKRP vermittelten Effekt handelt, oder ob auch die Variante
einen Einfluss ausiibt. Fiir eine verstirkte GK-GKRP Interaktion der Varianten H438Y und
P446L in Anwesenheit von CpdA spricht jedoch der deutlich reduzierte Effekt des Aktivators
auf die zytoplasmatische Lokalisation der GK im Vergleich zum WT. Bedenkt man, dass CpdA

die Glucokinase in die ,,closed“ Konfiguration zwingt und so fiir eine Unterbrechung der
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Interaktion von GK und GKRP sorgt (Futamura et al. 2006; Kaminski et al. 2014), liegt es nahe,
dass dieser Effekt fiir P446L und insbesondere H438Y reduziert ist.

Unter Einbeziehung dieser Uberlegungen, wiirde die Mutation P446L die Bindung zur
Glucokinase abhéngig von der GK-Konfiguration modulieren. Demgemaf3 wiirde die von der
Glucosekonzentration abhdngige Konformationsdnderung der GK an Bedeutung verlieren, da
bereits im Zustand niedriger Glucose und damit eigentlich hoher Affinitit der GK zum GKRP
die Interaktion nachhaltig geschwécht wire. Dazu passen Untersuchungen an priméren
Maushepatozyten, welche unter anderem in der FRETN-Analyse eine deutlich geringere GK-
GKRP Interaktion fiir P446L zeigen konnten (Rees et al. 2012a).

Fiir Fructose-1-Phosphat konnte im Gegensatz zu vorherigen Untersuchungen (Beer et al. 2009)
fiir P446L zwar kein signifikanter Effekt herausgearbeitet werden, jedoch wiirde ggf. eine
hohere Anzahl an untersuchten Zellen die sichtbare Tendenz untermauern und die Befunde von
Beck und Miller 2013 insoweit stiitzen, dass die Storung der GKRP/GK-Interaktion direkt im
GK-GKRP-Interface stattfindet. Was eine mogliche Regulation durch Fructosephosphate offen
lassen konnte. Dem gegeniiber steht jedoch die geringere Aktivierung der GK-GKRP-P446L-
Interaktion durch F6P (Beer et al. 2009), bei unverinderter Affinitat fiir Fructosephosphat (Rees
et al. 2014).

So wird ersichtlich, dass anscheinend ein komplexer Mechanismus in der Funktionsregulierung
von GKRP bestehen konnte, fiir den die ausschlieBliche Betrachtung der Interaktionsstrukturen
nicht ausreichen konnte. Unter diesen Umstdnden wiirde sich ggf. ein Ansatz ergeben,
Korrelation von anderen Varianten mit erhdhten Triglyceridwerten zu erkldaren (Beck und
Miller 2013). Obwohl diese weder im Fructosephosphat-, noch im GK-Bindungsbereich liegen
und normale Proteinkonzentrationen aufweisen. Dabei sollten ein nicht identifizierter
Mechanismus fiir den Kern-Import (Rees et al. 2012b), komplexe Strukturdnderungen im
GKRP und die Phosphorylierung durch die AMP-abhingige Proteinkinase in die Uberlegungen
mit einbezogen werden (Beck und Miller 2013; Mukhtar et al. 2008). Auch gibt es Befunde
beziiglich der Evolution des GKRP, welche Fragen zu mdglichen zuséatzlichen regulatorischen
Funktionen auf andere Enzyme aufwerfen (Veiga-da-Cunha et al. 2009).

Betrachtet man die Position 438Y im GKRP, wird deutlich, dass bei dieser Mutation der
Vergleich mit Funktionsverdnderungen in P446L aufgrund der benachbarten Lage nahe liegt
(Abbildung 33). Jedoch ist auffillig, dass sowohl ECFP-GK als auch EYFP-H438Y-GKRP im
Rahmen der Doppelexpression verstirkt im Kern lokalisieren. Dies entspricht eher einem

Wildtyp dhnlichen Verhalten (4bbildung 15). Und dies, obwohl fiir H438Y eine deutlich
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geringere direkte Interaktion von GK und GKRP im Vergleich zum Wildtyp gefunden wurde
(Rees et al. 2014 Suppl.). AuBerdem ldsst sich in Hepa 1-6 Zellen, verglichen mit der Wirkung
von 25 mmol/l Glucose, keine signifikante zusétzliche Freisetzung der GK durch Fructose
zeigen. Dies steht mit Befunden einer leicht geringeren Affinitdt zu FIP im Einklang (Rees et
al. 2014). Besonders deutlich wird weiterhin der Wirkungsverlust von CpdA, welcher sich auch
in primaren Hepatozyten klar zeigt.

So lasst sich konkludieren, dass trotz der dhnlichen Lage von H438Y und P446L, es bei ersterer
nicht allgemein zur geringeren Interaktion von GK und GKRP kommt, sondern vielmehr die
Regulation iiber F1P gestort ist. Auch verliert die von Fructose-Phosphaten unabhéngige
Stimulation zur ,,closed* Konformation der GK durch CpdA ihre Wirkung. So lassen sich
Vermutungen {iber die Strukturverdnderung der Mutation stellen. Verursacht das Tyrosin in
Position 438 moglicherweise eine gesteigerte Bindungsfahigkeit des GKRP zur GK auch in der
,closed” Konformation oder erschwert H438Y die Bindung von CpdA an bereits komplexierte
Glucokinase? Gegen die erste These spricht, dass eine Hemmung der GK-GKRP-Interaktion,
wenn auch im abgeschwichten Maf3e, durch hohe Konzentrationen an Glucose moglich ist.
Dennoch fehlt dieser Effekt fiir CpdA und die gezeigte Verschiebung der GK in priméiren
Hepatozyten in Richtung Zytoplasma mag von dem nivellierenden Effekt des endogen GKRP
stammen. Gegen die Moglichkeit einer fiir die beiden Thesen notwendigen
Strukturverdnderung spricht ein Alignment aus Wildtyp und der I-TASSER Strukturvorhersage
fir H438Y (Daten nicht gezeigt). Hier lassen sich keine wesentlichen Verdnderungen der
Konformation finden (bis auf ein etwas kiirzeres B-Faltblatt im Bereich Y438). Bedenkt man
aber, dass der Vorhersagealgorithmus von I-TASSER auf dhnlichen in der PDB hinterlegten
Daten beruht, ist dies nicht weiter verwunderlich. So sollte die erste These, gerade bei
Betrachtung der Sekundérstruktur (4bbildung 28), nicht ausgeschlossen werden.

Daraus ergeben sich interessante Fragen fiir die medikamentdse Beeinflussung des GK-GKRP-
Interface. Denn obwohl Y438 nicht in einem bekannten Bereich fiir die Bindung von Fructose-
Phosphaten liegt (Seite 9), ergeben sich doch Verdnderungen in deren Steuerungswirkung. Dies
wiirde bedeuten, dass die Wirkung von Molekiilen, welche die GK-GKRP-Interaktion storen,
putativ iiber eine simple Erh6hung der GK-Konzentration im Zytoplasma hinausgehen konnte
und ggf. die physiologische Regulation, auf noch nicht ausreichend geklérte, tiefgreifende Art
beeinflussen. Hier ist auch der von Casey und Miller 2016 beschriebene zweistufige
Mechanismus interessant: Wie und in welcher Konstellation beeinflusst ein Wirkstoff, bzw.

eine Mutation die GK-GKRP Interaktion?
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Dies bekdme gerade dadurch zusétzliche Bedeutung, da der erhohte Glucose-Flux, welcher zur
Senkung des Blutglucosespiegels in der Therapie des Typ 2 Diabetes gewiinscht ist (Lloyd et
al. 2013), iiber die Synthese von Glucose-6-phosphat auch die Lipogenese steigern konnte. Ist
nun die regulatorische Funktion der Fructosephosphate veridndert, konnte sich eine Aggravation
der Hypertriglyceriddmie einstellen.

Dennoch weisen erste Untersuchungen an dem GKRP-modulierenden Wirkstoff AMG-1694
(Seite 14), anders als erwartet, bei ZDF-Ratten keine Erhohung der Triglyceridwerte auf (Lloyd
et al. 2013). Da aber auch hier noch der genaue Wirkmechanismus offenbleibt, scheint es
lohnend, sich auch in Bezug auf die Vielzahl neuer GKRP-Modulatoren, mit der Wirkung von
GKRP-Varianten auseinanderzusetzen. Dabei kann man jene mit bekannten Strukturmodellen
von Pautsch et al. 2013 bzw. Beck und Miller 2013, dhnlich wie es fiir die Entwicklung neuer
GKRP-Wirkstoffe als ratsam beschrieben wurde (Raimondo et al. 2015), vergleichen.
Besonders niitzlich wire hierbei die kristallografische Darstellung von gut beschriebenen
Varianten wie P446L. Dies wire auch hilfreich fiir eine Vorhersage moglicher Interaktionen
von neuen Wirkstoffkandidaten mit hdufigen Mutationen des GKRP, welche die Sicherheit des
Modulators in groBen Stichproben beeinflussen konnten. Wie verhalten sich also GKRP
Mutationen wie P446L unter einer Therapie mit GK-Aktivatoren (Santoro et al. 2015) und
konnte eine Genotyp-abhéngige Therapie niitzlich sein (Raimondo et al. 2015)?

Um fiir die Vielzahl an neu beschriebenen Mutationen valide Aussagen beziiglich Risiko und
Therapieanpassung zu treffen, sind folglich noch viele Fragen offen und es wird nicht einfach
werden, eine Briicke von der Genom-Sequenzierung zur Funktion, sowie medizinischen
Relevanz zu schlagen (Rees et al. 2012b). Jedoch zeigt sich fiir das Leitmodell P446L bereits
heute, dass beispielsweise eine Risikostratifizierung fiir die Entwicklung einer nicht
alkoholischen Fettleber-Erkrankung (NAFLD) bei Typ 2 Diabetes Patienten, mittels
Genotypisierung, durchaus sinnvoll sein konnte (Petit et al. 2015).

Fiir die Variante M3441 lassen sich weniger schliissige Erkenntnisse aus den gewonnenen Daten
ziehen. Jedoch konnte diese Mutation auch auf die NAD" abhingige Regulation der GKRP
Bindungseigenschaften tiber Sirt2 indirekt Einfluss nehmen (A4bbildung 32). Eine gestorte
Acetylierung oder eine Forderung der Deacetylierung an Position K126 konnte die bei 5,5
mmol/l Glucose reduzierte GK-GKRP-Interaktion in der FRETN-Analyse erkléren. Dies wiirde

wiederum eine gesteigerte hepatische Glucoseaufnahme begriinden (Watanabe et al. 2018).
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4.2. Proteinexpression von GKRP P446L und H438Y im Vergleich zum Wildtyp

Um die Bedeutung der oben genannten Verdanderung der Kern/Plasma-Ratio und des Glucose-
bzw. Triglyceridstoffwechsels richtig einordnen zu konnen, ist eine Untersuchung der
Proteinexpression der humanen GKRP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp notwendig.

Eine durch die SNPs gesteigerte oder gehemmte Transkription des GCKR-Gens konnte schon
allein fiir die Stoffwechselauffilligkeiten in den betroffenen Patienten verantwortlich sein.
Wird eine Mutante weniger transkribiert, wiirde wahrscheinlich auch die Proteinkonzentration
des GKRP niedriger ausfallen. Folglich ist die Glucokinase verstarkt im Zytoplasma vorhanden
und kann aufgrund der verringerten physiologischen Inhibierung fiir einen gesteigerten
Glucoseflux sorgen. Demnach sind die K/P-Ratios, ebenso wie die Metabolite betroffen.
Ebensolches gilt auch fiir einen gesteigerten oder verlangsamten Proteinumsatz, welcher unter
anderem durch eine verdnderte Acetylierung, Ubiquitinierung oder subzelluldre Lokalisation
des GKRP erklirt werden konnte (Park et al. 2015). Dabei muss zusitzlich bedacht werden,
dass eine wechselseitige Interaktion bzw. Stabilisierung von GK und GKRP auch auf die
Glucokinase wirken kdnnte.

Die funktionellen Thesen stiitzend, zeigten sich im Western Blot mit dem Strukturprotein Actin
im Vergleich keine signifikanten Unterschiede in der Proteinexpression von EYFP-WT-
hGKRP, EYFP-P446L-hGKRP und EYFP-H438Y-hGKRP. Dies steht im Kontrast zu
vorherigen Befunden (Rees et al. 2014). So ist fiir H438Y und P466L, jedoch in COS-7-Zellen,
eine geringere Proteinexpression beschrieben. Dies ist auch dadurch nicht unrelevant, da sich
auch die Vergleichsproteine zur Normalisierung durchaus &hnlich sind. Alpha-Tubulin und
Actin sind beides Strukturproteine der eukaryontischen Zelle und in ihrer Expression weniger

abhéngig von kurzfristigen Stoffwechseldnderungen (Johnson 2013).

4.3. Kurzfristige Anderung des Zellstoffwechsels durch GKRP P446L und
H438Y

Um eine Verbindung zwischen den Lokalisationen von GKRP-Varianten und deren
metabolischen Verdnderungen zu untersuchen, bietet es sich an, die kurzfristigen
Verdnderungen im Zellstoffwechsel von mit entsprechenden GKRP-Mutanten transfizierten
Hepa 1-6 Zellen ndher zu beschreiben. So ldsst sich das gemeinsame Auftreten von

verschiedenen Krankheitsentititen und den entsprechenden metabolischen Verdnderungen
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mithilfe der GKRP-Mutationen besser einordnen und ein Bild von der Interaktion zwischen
Struktur und Funktion des GKRP zeichnen.

Der Einfluss von GCKR P446L auf die Niichternglucose und den Triglyceridspiegel ist
vielfiltig belegt (Seite 64), die Steigerung der de novo Lipogenese nachgewiesen (Santoro et
al. 2015) (Abbildung 36) und sollte als unabhingiger Risikofaktor fiir Hypertriglyceriddmie bei
homozygoten Gentragern beachtet werden (Castro-Oros et al. 2014). Entsprechend konnte auch
im Hepa 1-6 Zellmodel eine gesteigerte Trigylceridsynthese fiir mit EYFP-P446L-hGKRP
transfizierten Zellen nachgewiesen werden (4bbildung 23).

Weiter lief3 sich bei Typ 2 Diabetes Patienten zeigen, dass ein von BMI, Triglyceridwerten und
Alter unabhédngiger Zusammenhang zwischen der GCKR Variante P446L und dem Fettgehalt
der Leber besteht (Petit et al. 2015). Dies lieBe sich gut mit dem im Zellmodel gesteigerten
Glucoseumsatz in Einklang bringen (4bbildung 22).

w
?

304

= (2]
= ®
= l a2 P=0.017
g I £
— [}]
- (=2}
o L .~
@ 20 I,' ~l .g'E 20+
@ P=0.032 g5
& P=0.03’4‘__l,/ Y 23
5‘ . ° é 10- —_—
(72}
P 104 o
2 S
2 2 o
< cc

T T T T T T T T
7.45 AM 8.00 AM 9.00 AM 10.00 AM11.00 AM12.00 PM 1.00 PM 2.00 PM

=+ TT © CC

Abbildung 36 Absolute Lipogenese in homozygoten Tragern der Mutation P446L (TT) und in der
Vergleichsgruppe (CC) im Verlauf des Tages bzw. als area under the curve (AUC), nachgewiesen
in vivo mittels stabiler Isotope. Die gestrichelte Linie stellt P446l, die durchgezogene die
Kontrollgruppe dar (Santoro et al. 2015).

Aber auch weniger naheliegende Metabolite sind in Patienten mit dieser Mutation signifikant
verdndert. Beispielsweise wurde beschrieben, dass die GCKR-Variante P446L auch mit einer
Erhohung der Serumurat-Werte (teils widerspriichliche Bewertung - Chambers et al. 2011;
Brouwers et al. 2015), sowie mit einem gesteigerten Risiko Gicht zu entwickeln, einhergeht
(Kottgen et al. 2013; Matsuo et al. 2015). Auch lie sich eine Korrelation zu erhohten y-GT
Plasmawerten und gesteigerten Pyruvatkonzentrationen ermitteln (Chambers et al. 2011).
Pyruvat wird dadurch besonders interessant, da es am Ende der Glykolyse steht bzw. Substrat
fiir den Citrat-Zyklus ist und so auch als Zwischenschritt zur Lipogenese betrachtet werden

kann. AuBerdem kann es unter Sauerstoffmangel zu Laktat reduziert werden, welches
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wiederum bei der leitliniengerechten und noch weit verbreiteten Therapie des Typ 2 Diabetes
mit Metformin, auf Grund der Gefahr von Laktatazidosen, von Bedeutung fiir die
Patientensicherheit ist (Brouwers et al. 2015; Arzneimittelkommission der deutschen

Arzteschaft et al. 2013).

4.4. Ausblick

Struktur- und Stoffwechselanalysen von GKRP-Mutationen kénnen wertvolle Einblicke in die
komplexe Interaktion der Glucokinase mit dem GKRP und damit in einen wichtigen Teil des
Stoffwechsels der Leber liefern. So verdeutlichen Erkenntnisse zur komplexen Regulierung
dieser Interaktion, beispielsweise NAD"-abhingig mittels Sirtuin 2 (Watanabe et al. 2018; Park
et al. 2015), dass noch Forschungsbedarf zum besseren Verstindnis des hepatischen Glucose-
Metabolismus besteht. Hier kdnnten auch in Zukunft, neben kristallografischen Analysen
entsprechender Proteininteraktionen oder gezielten Modulationen mittels GKRP/GK-
Aktivatoren, Funktionsanalysen neuer GKRP-Varianten von Nutzen sein. So konnten
insbesondere Mutationen im Bereich der a-Helix um die Position K126 niitzliche Erkenntnisse
zur endogenen Regulation liefern, welche schlieBlich auch in die Entwicklung neuer

therapeutischer Ansétze des Diabetes mellitus miinden konnten.
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Zusammenfassung

Die Inzidenz von Stoffwechselerkrankungen und insbesondere des Diabetes mellitus Typ 2
steigt seit Jahren kontinuierlich. Neue medikamentdse Therapieansétze stehen daher im Fokus
de Forschung. Die Modulation der Aktivitit der Glucokinase (GK), des Glucokinase-
Regulatorproteins (GKRP) oder deren Interaktion konnte ein moglicher Weg sein. Das
hauptséchlich in den Beta-Zellen des Pankreas und in der Leber exprimierte Enzym GK ist fiir
die Glucose Homdoostase im menschlichen Organismus essenziell. Neben genregulatorischen
Effekten erfolgt die Modulation der GK-Aktivitidt maligeblich auf Proteinebene. Dabei ist das
GKRP, welches in Hepatozyten bei niedriger Glucosekonzentration die GK hemmt und in den
Zellkern importiert, von entscheidender Bedeutung. Die Eigenschaften des GKRP zu verdndern
konnte aber auch Risiken bergen, da Mutationen des Proteins beim Menschen nicht nur zu
Anderungen der Niichtern-Glucose, sondern auch der Triglycerid-Spiegel im Serum fiihren.
Ziel dieser Arbeit war es daher, die ausgewidhlten GKRP-Varianten H438Y, M3441, P446L und
M3441-P446L ndher zu beschreiben. Dabei wurde die zelluldre Lokalisation von GKRP-
Fluoreszenzfusionsproteinen in HeLa bzw. Hepa 1-6 Zellen vergleichend zum WT betrachtet
und die Interaktionsstirke zur GK in primdren Hepatozyten untersucht. In Hepa 1-6 Zellen
wurde weiterhin die verdnderte Glucoseaufnahme und Triglycerid-Synthese von P446L und
H438Y analysiert und der Einfluss auf die zelluldre Lokalisation der GK beschrieben.
AbschlieBend erfolgte mittels der Software PyMOL die Simulation von Strukturdnderungen der
Varianten. Es zeigte sich, dass im Vergleich zum WT die Mutationen H438Y, M3441 und
M3441-P446L zu einer geringeren Interaktion mit der GK fiihren. Die GKRP-Lokalisation war
nicht nur vom untersuchten Zelltyp, sondern auch von der Co-Expression der GK abhéngig.
Fiir P446L und H438Y lieB sich eine gesteigerte Glucoseaufnahme und Triglycerid-Synthese
ermitteln. Damit korrelierte das in vitro Verhalten mit den klinischen Befunden der Patienten
mit der GKRP-Mutation P446L. Fructose oder ein synthetischer GK-Aktivator wirkten auf die
GK Lokalisation in Hepatozyten je nach exprimierter GKRP Variante unterschiedlich. In
Gegenwart von P446L und insbesondere H438Y wurde hierbei deutlich weniger GK ins
Zytoplasma transloziert als mit WT-GKRP.

Bei der Entwicklung von neuen Antidiabetika hilft das Wissen um den Einfluss von Varianten
auf das Verhalten des GKRP Proteins. Hierdurch kdnnen Molekiildatenbanken zweistufig nach
der gewlinschten Modulation auf die Glucose Homdoostase unter Ausschluss von Kandidaten

mit negativem Verhalten auf den Triglyceridhaushalt durchsucht werden.
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Das Glucokinase-Regulatorprotein (GKRP) moduliert durch Interaktion mit dem Enzym
Glucokinase (GK) nicht nur den Glucose-Stoffwechsel in der Leber, sondern ebenfalls die

Triglycerid Homoostase.

Die beim Menschen identifizierten GKRP Mutationen H438Y, M3441 und M3441-P446L
weisen in Hepatozyten insbesondere bei niedriger Glucosekonzentration eine im Vergleich zum

WT geringere Interaktion zur GK auf.

Die Verteilung des GKRP Proteins zwischen Kern und Zytoplasma ist bei den Mutationen vom

Zelltyp und der gleichzeitigen Expression der GK abhéangig.

Der Aminosdureaustausch zum Isoleucin an Position 344 konnte strukturell zu einem Verlust
der Fructosephosphat Regulation des GKRP fiihren. Hierdurch ldsst sich die invers zum WT
starkere Kernlokalisation bei hoher Glucosekonzentration bei sonst kaum verdandertem

Verhalten erkliren.

Die Doppelmutation M3441-P446L besitzt dahingehend ein dhnliches Verhalten wie die
hiufige GKRP P446L Mutation.

Die GKRP P446L Mutation zeigt eine geringere Kernlokalisation als der WT. Bedingt durch
die Leucin-induzierte Strukturverdnderung im GKRP, wird die GK nur noch abhingig von
Fructosephosphat und einem chemischen Aktivator in ihrem Translokationsverhalten zwischen

Kern und Zytoplasma beeinflusst, aber nicht mehr abhéngig von Glucose.

Die GKRP P446L Mutation fiihrt zu einer erhohten Glucoseaufnahme und Triglycerid-
Synthese in den Hepatom-Zellen. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Hypertriglyceridimie

und erniedrigter Niichtern-Blutglucose in GKRP P446L Mutationstragern.

Die GKRP H483Y Mutation zeigt eine der P446L Mutation &hnliche geringere
Kernlokalisation im Vergleich zum WT. Kollisionen durch die Aminosdure Tyrosin bedingen
hier aber einen Verlust der Fructosephosphat- und Aktivator-abhéngigen Translokation der GK

ins Zytoplasma. Die Abhédngigkeit von Glucose bleibt dagegen bestehen.

Die GKRP H438Y Mutation induziert insbesondere bei hoher Glucosekonzentration ebenfalls

eine erhohte Glucoseaufnahme und Triglycerid-Synthese in den Hepatom-Zellen.
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Das Wissen um die Auswirkung von GKRP Mutationen auf die GK-GKRP Interaktion ist
essentiell, um leberspezifische Therapeutika weiterzuentwickeln, die den Blutglucosespiegel

senken, ohne den Triglycerid-Stoffwechsel negativ zu beeinflussen.
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Abbildung 1 Wechselwirkung zwischen Glucokinase (GK) und Glucokinase-
Regulatorprotein (GKRP) in Hepatozyten. Glucose-6-phosphat (Glucose-6-P) kann sowohl in
Glycogen eingebaut, als auch in Fructose-6-phosphat (Fructose-6-P) umgewandelt werden.
Fructose-1-phosphat (Fructose-1-P) hemmt, Fructose-6-P stimuliert die Bildung des GKRP-
GK Komplexes. Nach Brouwers, Martijn C G J et al. 2015.

Abbildung 2 zeigt die Struktur des GKRP jeweils um 90° rotiert. Die SIS-1 ist orange, SIS-2
gelb , der ,,Linker* blau, die Lid (cap) Doméne tiirkis und Fructose-1-phosphat rot dargestellt
(nach Pautsch et al. 2013).

Abbildung 34 Struktur des Komplexes aus humanen GKRP, AMG-1694 und S6P (links) und
die Strukturformel von AMG-1694 (Lloyd et al. 2013, bearbeitet).

Abbildung 4 niichtern Triglycerid- und Blutglucosespiegel bei Probanden der MPP-Studie
bevor und nach einem mittleren Beobachtungszeit von 23,4 Jahren. Schwarz: homozygote
Triager von Pro446, blau: heterozygote SNP Leu446, rot: homozygote Variante Pro446Leu
(Orho-Melander et al. 2008, bearbeitet).

Abbildung 5 Alignment des UniProt Clustal Omega (McWilliam et al. 2013). Ersten vier
Zeilen nach Supplement von Choi et al. 2013; Zeile fiinf und sechs nach FASTA-Daten von
Beck und Miller 2013 und Pautsch et al. 2013 (zum Vergleich der Sequenzihnlichkeit und zur
Einordnung der Datengrundlage fiir die dargestellten Funktionsbereiche). Gelb hinterlegter
Abschnitt: GK-GKRP-Bindungsregion (hydrophobe Bindung); rot hinterlegter Abschnitt:
GK-GKRP-Bindungsregion (Ionen-Paarbindung); dunkelgriin hinterlegter Abschnitt:
Bindungsstelle F6P (nach Choi et al. 2013 und Beck und Miller 2013); hellgriin hinterlegter
Abschnitt: Regulationsbereich fiir die Bindung von Fructosephosphaten (nach Beck und
Miller 2013); orange hinterlegter Abschnitt: Bindungsstelle Fructosephosphat (am Komplex
mit F1P nach Pautsch et al.) - hell: Bereich Phosphatinteraktion, dunkel: Bereich
Fructoseinteraktion; rote Umrandung: Wasserstoffbriicken; rote Schrift: erweiterte
Bindungsstelle der Fructose Phosphate (H-D Mapping); violett hinterlegter Abschnitt:
Bindungsbereich Fructosephosphate via Dipol-Dipol-Wechselwirkung; blau hinterlegter
Abschnitt: Lage Doppelmutation K450T/K451T (Reduktion der Bindungsaffinitidt zwischen
GK und GKRP); doppelgestrichelte Box: Aminosduren P446, H438, M344 und Q234.

Abbildung 6 Maf3e der Zdhlkammer in mm (Zéhlkammer "Biirker" - http://lo-
laboroptik.de/deutsch/info/buerker.gif).

Abbildung 7 Extinktions- (gestrichelt) und Emissionsspektren (flachig) von CFP (cyan) und
EYFP (griin). Der linke Vertikalbalken stellt Anregungsfilter bei 500 nm (Bandbreite 20 nm)
und der rechte Vertikalbalken Detektionsfilter bei 535 nm (Bandbreite 30 nm) Wellenldange
dar (Thermo Fisher Scientific).

Abbildung 8 Schematischer Aufbau einer Western-Blot Kammer.
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Abbildung 9 Standardkurve zur Ermittlung der Glucosekonzentration entsprechend des Kit-
Protokolls (Glucose Colorimetric Assay Kit II, BioVision, Milpitas, CA, USA),
https://www.biovision.com/glucose-colorimetric-assay-kit-ii.html.

Abbildung 10 Standardkurve zur Ermittlung der Triglyceridkonzentration entsprechend des
Kit-Protokolls (Triglyceride Quantification Colorimetric/Fluorometric Kit, BioVison,
Milpitas, CA, USA), https://www.biovision.com/documentation/datasheets/K622.pdf.

Abbildung 11 Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen von HeLa-Zellen und primaren Maus
Hepatozyten mit Expression EYFP-GKRP und dessen unterschiedliche Lokalisation zwischen
Zellkern und Zytoplasma.

Abbildung 12 Quantifizierung der EYFP-GKRP Kern/Plasma-Ratio in HeLa Zellen. Die
Ergebnisse aus drei unabhédngigen Versuchen (mit jeweils zwischen 25-79 analysierten Zellen)
sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Die weilen Balken stehen
fiir 5,5 mmol/l Glucose, die schwarzen fiir 25 mmol/l. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich
zur Wildtyp-Kontrolle bei entsprechenden Glucose-Spiegeln mit *** fiir p<0,001 und mit #
fiir p<0,05 innerhalb des WT-GKRP angegeben.

Abbildung 13 Quantifizierung der EYFP-GKRP Kern/Plasma-Ratio in Hepa 1-6 Zellen. Die
Ergebnisse aus drei unabhidngigen Versuchen (mit jeweils zwischen 35-66 analysierten Zellen)
sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Die weillen Balken stehen
fiir 5,5 mmol/l Glucose, die schwarzen fiir 25 mmol/l. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich
zur Wildtyp-Kontrolle mit ** fiir p<0,01 und mit *** fiir p<0,001; mit # fiir p<0,05 innerhalb
des WT angegeben.

Abbildung 14 Quantifizierung der EYFP-GKRP Kern/Plasma-Ratio in Hepa 1-6 Zellen in
Anwesenheit der Glucokinase. Die Ergebnisse aus drei unabhingigen Versuchen (mit jeweils
zwischen 21-43 analysierten Zellen) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler
dargestellt. Die weiflen Balken stehen fiir 5,5 mmol/l Glucose, die schwarzen fiir 25 mmol/I.
Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle mit * fiir p<0,05 und mit ** fiir
p<0,01 angegeben.

Abbildung 15 Quantifizierung der ECFP-GK Kern/Plasma-Ratio in Hepa 1-6 Zellen in
Anwesenheit des Wildtyp bzw. mutierten GKRP. Die Ergebnisse aus drei unabhidngigen
Versuchen (mit jeweils zwischen 25-57 analysierten Zellen) sind als Mittelwerte mit
entsprechendem Standardfehler dargestellt. Die weillen Balken stehen fiir 5,5 mmol/I
Glucose, die schwarzen fiir 25 mmol/l. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zum Wildtyp
mit mit *** fiir p<0,001 angegeben und innerhalb des Typs bei unterschiedlichen Glucose-
Spiegeln mit ### fiir p<0,001.

Abbildung 16 Quantifizierung der ECFP-GK Kern/Plasma-Ratio in Hepa 1-6 Zellen in
Anwesenheit von GKRP H438Y. Die Ergebnisse (flir jeweils zwischen 18-24 analysierten
Zellen) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Der schwarze
Balken steht fiir 5,5 mmol/l Glucose, der weil3e fiir 25 mmol/l Glucose, der graue fiir 5,5
mmol/l Glucose + 0,2 mmol/l Fructose und der weil} schraffierte fiir 5,5 mmol/l Glucose + 30
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umol/l CpdA. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur Kontrolle (5,5 mmol/l Glc) mit **
fiir p<0,01 und mit *** fiir p<0,001 angegeben.

Abbildung 17 Quantifizierung der ECFP-GK Kern/Plasma-Ratio in primédren Hepatozyten
bei Anwesenheit von GKRP Wildtyp. Die Ergebnisse (fiir jeweils zwischen 8-32 analysierten
Zellen) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Der schwarze
Balken steht fiir 5,5 mmol/l Glucose, der weile fiir 25 mmol/l Glucose, der graue fiir 5,5
mmol/l Glucose + 0,2 mmol/l Fructose und der weil3 schraffierte fiir 5,5 mmol/l Glucose + 30
pmol/l CpdA. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur Kontrolle (5,5 mmol/l Glc) mit ***
fiir p<0,001, sowie mit # fiir p<0,05 angegeben (One-way ANOVA und Bonferroni Test).

Abbildung 18 Quantifizierung der ECFP-GK Kern/Plasma-Ratio in priméren Hepatozyten
bei Anwesenheit von GKRP H438Y. Die Ergebnisse (fiir jeweils zwischen 5-33 analysierten
Zellen) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Der schwarze
Balken steht fiir 5,5 mmol/l Glucose, der weil3e fiir 25 mmol/l Glucose, der graue fiir 5,5
mmol/l Glucose + 0,2 mmol/l Fructose und der weil} schraffierte fiir 5,5 mmol/l Glucose + 30
pumol/l CpdA. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur Kontrolle (5,5 mmol/l Glc) mit *
fiir P<0,05 angegeben (One-way ANOVA und Bonferroni Test).

Abbildung 19 Quantifizierung der ECFP-GK Kern/Plasma-Ratio in primdren Hepatozyten
bei Anwesenheit von GKRP P446L. Die Ergebnisse (fiir jeweils zwischen 8-32 analysierten
Zellen) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Der schwarze
Balken steht fiir 5,5 mmol/l Glucose, der weil3e fiir 25 mmol/l Glucose, der graue fiir 5,5
mmol/l Glucose + 0,2 mmol/l Fructose und der weil} schraffierte fiir 5,5 mmol/l Glucose + 30
pumol/l CpdA. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur Kontrolle (5,5 mmol/l Glc) mit *
fiir p<0,05, sowie mit # flir p<0,05 angegeben (One-way ANOVA und Bonferroni Test).

Abbildung 20 Die Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Effizienz zeigt die Interaktion
zwischen der Glucokinase (ECFP-Fusionsprotein) und dem GKRP (EYFP-Fusionsprotein) in
Maus Hepatozyten. Die Ergebnisse aus drei unabhéngigen Versuchen (mit jeweils zwischen 9-
60 analysierten Zellen) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt.
Die weillen Balken stehen fiir 5,5 mmol/l Glucose, die schwarzen fiir 25 mmol/l. Das
Signifikanzniveau ist im Vergleich zum Wildtyp, bei 5,5 mmol/l Glucose, mit ** fiir p<0,01
und mit *** fiir p<0,001; vergleichend zur Kontrolle EYFP mit # fiir p<0,05, ## fiir p<0,01
und mit ## fiir p<0,001, sowie bei 25 mmol/ Glucose mit § fiir p<0,05 angegeben (One -way
ANOVA und Bonferroni Test).

Abbildung 21 Proteinexpression von humanen EYFP-GKRP-Varianten und Wildtyp in Hepa
1-6 Zellen in Anwesenheit von Wildtyp GK. Die Protein-Ratios (im Bezug zu Actin) sind als
prozentualer Anteil des WT-GKRP als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler
dargestellt (One-way ANOVA).

Abbildung 22 Quantifizierung des Glucose-Verbrauchs in nmol je pg Protein in Hepa 1-6
Zellen bei 5,5 (A) bzw. 25 mmol/l Glucose (B). Die Zellen welche nur ECFP-GK exprimieren
sind mit weilen Balken dargestellt; die iibrigen Balken stehen fiir die Expression der EYFP-
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GKRP-Variante bzw. des WT. Die Ergebnisse aus unabhéngigen Versuchen (mit jeweils
zwischen 11-14 analysierten Proben) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler
dargestellt. Das Signifikanzniveau ist im Vergleich zur GK mit ## fiir p<0,01 und ### fiir
p<0,001; im Vergleich zum WT-GKRP mit ** fiir p<0,01 und mit *** fiir p<0,001 angegeben
(One-way ANOVA und Bonferroni Test).

Abbildung 23 Quantifizierung der Triglycerid-Synthese in nmol je pg Protein in Hepa 1-6
Zellen bei 5,5 (A) bzw. 25 mmol/l Glucose (B). Die Zellen welche nur ECFP-GK exprimieren
sind mit weilen Balken dargestellt; die tibrigen Balken stehen fiir die Expression der EYFP-
GKRP-Variante bzw. des WT. Die Ergebnisse aus unabhéngigen Versuchen (mit jeweils 9-18
analysierten Proben) sind als Mittelwerte mit entsprechendem Standardfehler dargestellt. Das
Signifikanzniveau ist im Vergleich zur GK mit ## fiir p<0,01; im Vergleich zum WT-GKRP
mit * fiir p<0,05, ** fiir p<0,01 und *** fiir p<0,001 angegeben (One-way ANOVA und
Bonferroni Test).

Abbildung 24 Lokalisation der GKRP-Varianten im Molekiil komplexiert mit Fructose-1-
Phosphat. Orange: F1P, Griin: M344, Blau: P446, Rot: H438 (links); Lokalisation der GKRP-
Varianten im Molekiil komplexiert mit Fructose-1-Phosphat bei Betrachtung der Oberfldche.
Flachige Farbung demonstriert Oberflichenkontakt. Orange: F1P, Griin: M344, Blau: P446,
Rot: H438 (rechts) PyMOL 1.7.4.

Abbildung 25 Ausschnitt aus dem humanen WT GKRP. Die Aminosédure Prolin an Position
446 ist blau, die Nachbarn sind orange und die fiir eine Kollisionsanalyse relevanten
Aminoséduren in Position 416 und 417 gelb abgebildet. PyMOL 1.7.4.

Abbildung 26 Ausschnitt aus der GKRP-Variante P446L. Die Aminosdure Leucin an Position
446 ist blau, die Nachbarn sind orange und die fiir eine Kollisionsanalyse relevanten
Aminoséduren in Position 416 und 417 gelb (mit Punktsphéren fiir die Atomradien) abgebildet.
Die roten Scheiben zeigen anniihernde Uberlappungen der Atomradien an. PyMOL 1.7.4.

Abbildung 27 Ausschnitt aus dem humanen WT GKRP. Die Aminosdure Histidin an Position
438 ist rot, die Nachbarn sind orange und die fiir eine Kollisionsanalyse relevanten
Aminosduren in Position 461, sowie 481 und 482 gelb abgebildet. PyMOL 1.7.4.

Abbildung 28 Ausschnitt aus der GKRP Variante H438Y. Die Aminosdure Tyrosin an
Position 438 ist rot, die Nachbarn sind orange und die fiir eine Kollisionsanalyse relevanten
Aminosduren in Position 461, sowie 481 und 482 gelb (mit Punktsphiren fiir die Atomradien)
abgebildet. Die roten Scheiben zeigen signifikante, die griinen méBige Uberlappungen der
Atomradien an. PyMOL 1.7.4.

Abbildung 29 Ausschnitt aus dem humanen WT GKRP. Die Aminosidure Methionin an
Position 344 ist griin, die Nachbarn sind orange und die fiir eine Kollisionsanalyse relevanten
Aminosduren in Position 483, sowie 109 und 112 gelb abgebildet. PyMOL 1.7 .4.

Abbildung 30 Ausschnitt aus der GKRP Variante M344I. Die Aminoséure Isoleucin an
Position 344 ist griin, die Nachbarn sind orange und die fiir eine Kollisionsanalyse relevanten
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Aminosduren in Position 483, sowie 109 und 112 gelb (mit Punktsphiren fiir die Atomradien)
abgebildet. Die roten Scheiben zeigen signifikante, die griinen leichte Uberlappungen der
Atomradien an. PyMOL 1.7.4.

Abbildung 31 Ausschnitt aus der GKRP Variante M3441. Die Aminoséure Isoleucin an
Position 344 ist griin, die Nachbarn sind orange und die fiir eine Kollisionsanalyse relevanten
Aminosduren in Position 483, sowie 109 und 112 gelb (mit Punktsphiren fiir die Atomradien)
abgebildet. Die Simulation zeigt zudem die mit einem grauen Netz verdeutlichte
Bindungstasche, in deren Zentrum F1P (violett) liegt. PyMOL 1.7.4.

Abbildung 32 Ausschnitt aus der GKRP Variante M3441. Die Aminoséure Isoleucin an
Position 344 ist griin und die fiir eine Kollisionsanalyse relevanten Aminosduren in 109 und
112 sind gelb abgebildet. Das auf der gleichen a-Helix liegende Lys126 wird violett
dargestellt. PyMOL 1.7.4.

Abbildung 33 Ausschnitt aus dem GKRP-GK Komplex. Prolin an Position 446 ist blau;
Histidin an Position 438 ist rot; Val441, Gly442, GIn443 in GKRP gelb; Arg186, Val199,
Val200 in GK griin; GKRP blass-grau und GK blass-orange dargestellt. PyMOL 1.7.4.

Abbildung 34 zeigt die [-TASSER-Vorhersage iiber die thermische Stabilitit (B-factor) der
einzelnen Bereiche im GKRP-WT. Die vertikalen Striche stellen den Bereich der Varianten
dar. Griin steht fiir M344, Rot fiir H438 und Blau fiir P446. Negative Werte weisen Gebiete
hoher Stabilitét aus (Yang et al. 2015a).

Abbildung 35 zeigt die Struktur des humanen Wildtyp EYFP-GKRP. Grau wird das GKRP
und darin in Griin die Bindungsbereiche zur Glucokinase gezeigt; der Linker ist rot und das
EYFP orange abgebildet. PyMOI 1.7.4.

Abbildung 36 Absolute Lipogenese in homozygoten Tragern der Mutation P446L (TT) und in
der Vergleichsgruppe (CC) im Verlauf des Tages bzw. als area under the curve (AUC),
nachgewiesen in vivo mittels stabiler Isotope. Die gestrichelte Linie stellt P4461, die
durchgezogene die Kontrollgruppe dar (Santoro et al. 2015).
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