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ABKÜRZUNGEN 1 

ABKÜRZUNGEN 

4E-BP1   eukaryotic initiation factor 4E (eIF-4E) binding protein 1 

AGS   activator of G-protein signaling  

AK   Antikörper 

ALT   Alanin-Aminotransferase; EC 2.6.1.2 

AST   Aspartat-Aminotransferase; EC 2.6.1.1 

AP   Alkalische Phosphatase; EC 3.1.3.1 

AC   Adenylylzyklase; EC 4.6.1.1 

APS   Ammoniumperoxodisulfat 

Atg   autophagy-related gene 

ADP   Adenosindiphosphat 

ATP   Adenosintriphosphat 

Akt/PKB  Proteinkinase B; EC 2.7.11.1 

BES   N,N-Bis-[-2-hydroxyethyl]-2-amino-ethansulfonsäure 

BSA   bovines Serumalbumin 

cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat 

C-Terminus  Carboxyl-Terminus 

Cvt   cytoplasm to vacuole targeting 

CTX   Choleratoxin, das Enterotoxin des Bakteriums Vibrio 

   cholerae 

d   Tage 

DAG   Diazylglyzerol 

DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DTT   Dithiothreitol 

E1-Enzym  Ubiquitin-aktivierendes Enzym; EC 6.3.2.19 

E2-Enzym  Ubiquitin-konjugierendes Enzym; EC 6.3.2.19 

E64-d   (2S,3S)-trans-Epoxysuccinyl-L-leucylamido-3-methylbutan 

   ethylester 

EC number  Enzyme Commission number 

EDTA   Ethylendiamin-N,N,N,N’-tetraessigsäure 

EGF   epidermal growth factor 

E. coli   Escherichia coli, Bakterienzellen 
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ERK   extracellular signal regulated kinase; EC 2.7.11.24 

FCS   fötales Kälberserum 

FKBP12   FK506 binding protein of 12 kDa 

g   Erdbeschleunigung (9,81 m/s2) 

GAIP   G-interacting protein 1 

GAP   GTPase-activating protein; EC 3.6.5.1 

GDI   guanine nucleotide dissociation inhibitor 

GEF   guanine nucleotide exchange factor 

GIV   Gα-Interacting vesicle-associated protein 

GIRK   G-protein activated inwardly rectifying K+ channel 

GPA1   G-protein  subunit 1 

GL   G-protein  subunit like protein 

G   -Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins 

G   -Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins 

G   -Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins 

G   Dimer aus Gβ und Gγ 

GDP   Guanosindiphosphat 

GFP    green fluorescent protein; grün fluoreszierendes Protein der  

   Qualle Aequoria victoria 

GPCR   G protein-coupled receptor; G-Protein-gekoppelter Rezeptor 

GPN    Glycin-Phenyl--Naphtylamid  

G-Protein  heterotrimeres Guaninnukleotid-bindendes Protein 

GTP   Guanosintriphosphat 

h   Stunde 

HBSS   Hanks buffered salt solution 

HEPES   N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonsäure 

IB   Immunoblot 

Ig   Immunglobulin 

Ins   Inositol 

InsP3   Inositol-1,4,5-trisphosphat 

IRS   Insulin-Rezeptor-Substrat 

kb   Kilobase 

kLSM   konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 

kDa   Kilodalton  
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MAP   mitogen-activated protein kinase; EC 2.7.11.24  

(MAP) LC3  (microtubule-associated protein) light chain 3 

MEF Mausembryonalfibroblasten 

MEK Mitogen-activated protein kinase kinase (MAPKK);             

EC 2.7.12.2 

min Minute 

mSIN1  mammalian stress-activated protein kinase interacting 

protein 1 

mTOR   mammalian target of rapamycin; EC 2.7.11.1 

N-Terminal  Amino-Terminus 

n   Anzahl unabhängiger Experimente 

p.c.   post coital 

PCD   programmierter Zelltod 

PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS   phosphate buffered saline 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

PDGF   platelet-derived growth factor 

PDK-1   phosphoinositide-dependent protein kinase 1; EC 2.7.11.1 

pH   negativer dekadischer Logarithmus der H3O
+-Konzentration  

   in wässriger Lösung 

PH-Domäne  pleckstrin homolgy domain 

PI3K   Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K Klasse I; EC 2.7.1.153,  

   PI3K Klasse III; EC 2.7.1.137 

PKA   Proteinkinase A; EC 2.7.11.11 

PKB   Proteinkinase B; EC 2.7.11.1 

PKC   Proteinkinase C; EC 2.7.11.13 

PLC   Phospholipase C; EC 3.1.4.11 

PtdIns   Phosphatidylinositol 

PtdIns-3,4-P2  Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat 

PtdIns-3,4,5-P3  Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat 

PtdIns-4,5-P2  Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PTEN   Phosphatase and tensin homolog; EC 3.1.3.16; EC 3.1.3.48; 

   EC 3.1.3.67 

PTX   Pertussistoxin, Exotoxin von Bordetella pertussis 

Q.5   Quantil (0,5-Quantil) 
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RGS   regulators of G-protein signaling; EC 3.6.5.1 

Rheb   Ras homolog enriched in brain; EC 3.6.5.2 

Raptor   regulatory associated protein of mTOR 

Rictor   rapamycin-insensitive companion of mTOR 

rpm   rounds per minute 

RTK   Rezeptor-Tyrosin-Kinase; EC 2.7.10.1 

p70S6K1  p70 ribosomal protein S6 kinase 1; EC 2.7.11.1 

SD   Standardabweichung 

SDS   sodium dodecyl sulfate 

TSC   tuberous sclerosis complex 

TEMED   N,N,N,N’-Tetramethylethylendiamin 

Tris   2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol 

Tween 20  Polyoxyethylen-(20)-monolaurat 

u.a.   unter anderem 

ULK1   Serin/Threoni-Proteinkinase; humanes Homolog von Atg1 

vgl.   vergleichend 

Vps34   vacuolar protein sorting 34 (Klasse III PI3-Kinase);  

   EC 2.7.1.137 

WD40   Tryptophan(W)-Asparaginsäure(D)40-Domäne 

Wt   Wildtyp 

z. B.   zum Beispiel 

z. T.   zum Teil 

%   Prozent 

 

Einbuchstaben-Code der proteinogenen Aminosäuren: 

A  Alanin G  Glycin M  Methionin S  Serin 

C  Cystein H  Histidin N  Asparagin T  Threonin 

D  Aspartat I  Isoleucin P  Prolin V  Valin 

E  Glutamat K  Lysin Q  Glutamin W  Tryptophan 

F  Phenylalanin L  Leucin R  Arginin Y  Tyrosin 



EINLEITUNG 1 

1 EINLEITUNG 

1.1 Allgemeine Prinzipien der zellulären Signalweiterleitung 

 Die Wahrnehmung, Verarbeitung und Weiterleitung von Signalen ist eine 

Voraussetzung für die Funktionalität und die Aufrechterhaltung der Homöostase 

vielzelliger Organismen. Zellen sind in der Lage, die verschiedensten chemischen oder 

physikalischen Reize über spezifische Rezeptoren zu detektieren, welche diese Signale 

über unterschiedliche Mechanismen in das Zellinnere weiterleiten. Für die koordinierte 

Regulation eines mehrzelligen Organismus müssen die verschiedenen Gewebe, aber 

auch einzelne Zellen darüber hinaus in der Lage sein, miteinander zu kommunizieren. 

Dieser Informationsaustausch kann entweder über einen direkten Kontakt z. B. mittels 

spezieller Adhäsionsmoleküle, durch elektrische Signale oder mit Hilfe löslicher 

Signalmoleküle hergestellt werden (Ji et al., 1998; Aplin et al., 1998; Lee & Juliano, 

2004).  

Lösliche Signalmoleküle wirken entweder durch Freisetzung in den intersti-

tiellen Raum auf die sezernierende Zelle selbst (autokrin), auf Nachbarzellen (parakrin), 

oder nach Freisetzung in die Blutbahn auf entfernte Gewebe (endokrin). Sie umfassen 

Moleküle unterschiedlicher chemischer Struktur, wie Proteine (z. B. das Follikel-

stimulierende Hormon, FSH), Peptide (z. B. Vasopressin), Aminosäuren (z. B. 

Glutamat), biogene Amine (z. B. Adrenalin), Fettsäurederivate (z. B. Prostaglandine), 

Steroide (z. B. Progesteron) oder auch Gase (z. B. Stickstoffmonoxid, NO). Zusätzlich 

können Zellen externe sensorische Reize, wie Licht, Temperatur oder Druck 

wahrnehmen oder Geruchs-, Geschmacks- (z. B. Glukose) und Schmerzreize in 

chemische bzw. elektrische Signale umwandeln (Kroeze et al., 2003). 

Lipophile Botenstoffe, wie die Steroid-, Retinoid- oder Thyroidhormone sind dabei in 

der Lage, durch die Plasmamembran zu diffundieren und an intrazelluläre Rezeptoren 

zu binden, wodurch sie die Regulation spezifischer Gene beeinflussen (Evans, 1988; 

Parker, 1993; McKenna & O'Malley, 2001). Im Gegensatz dazu sind hydrophile Sig-

nalmoleküle wie z. B. Ionen, Neurotransmitter, Peptidhormone oder Wachstums-

faktoren nicht ohne weiteres in der Lage, ungehindert durch die Plasmamembran zu 

diffundieren. Derartige Signale können jedoch von an der Plasmamembran lokalisierten 

Rezeptoren detektiert werden. Die Bindung des Liganden an den Rezeptor kann dann 

z. B. durch die Bildung eines sekundären Botenstoffs (second messenger) ein intrazel-

luläres Signal hervorrufen.  

http://de.wikipedia.org/wiki/Ion
http://de.wikipedia.org/wiki/Peptidhormon
http://de.wikipedia.org/wiki/Wachstumsfaktor
http://de.wikipedia.org/wiki/Wachstumsfaktor
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Bei dem Großteil der bekannten plasmamembranständigen Rezeptoren handelt 

es sich um transmembranäre Proteine, welche sowohl eine extrazelluläre Domäne als 

auch eine intrazelluläre Domäne besitzen und durch Bindung des Liganden an die extra-

zelluläre Seite des Rezeptors aktiviert werden. Die meisten Zelloberflächen-Rezeptor-

proteine gehören zu einer von drei Klassen, die durch den Umwandlungsmechanismus 

definiert werden, den sie nutzen. 

 

Ionenkanal-gekoppelte Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle für die 

schnelle synaptische Signalübertragung zwischen elektrisch erregbaren Zellen. Diese 

Rezeptoren sind gleichzeitig Ionenkanäle, deren Permeabilität für bestimmte Ionen 

durch die Bindung des Liganden moduliert wird (Unwin, 1993). So ist beispielsweise 

der nikotinische Acetylcholinrezeptor ein Kationenkanal, der durch die Bindung des 

Neurotransmitters Acetylcholin geöffnet wird (Krauss et al., 2000). Die zelluläre Ant-

wort wird durch das durch den Ionenfluß veränderte Membranpotential ausgelöst (siehe 

Abbildung 1A). 

 

Enzym-gekoppelte Rezeptoren sind Transmembranproteine, welche die 

Zellmembran nur einmal durchspannen und im intrazellulären Bereich eine Domäne 

aufweisen, die selbst eine Enzymaktivität besitzt oder lösliche Enzyme rekrutieren kann 

(siehe Abbildung 1B). So besitzen Wachstumsfaktor-Rezeptoren eine intrazelluläre 

Tyrosin-Kinase-Domäne (Schlessinger, 2000). Neben diesen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 

(RTK) umfasst die Familie der Enzym-gekoppelten Rezeptoren weitere 

Zelloberflächen-Rezeptoren wie z. B. Rezeptor-Tyrosin-Phosphatasen (Streuli, 1996), 

Rezeptor-Guanylylzyklasen (Garbers et al., 1994) oder Rezeptor-Serin/Threonin-

Kinasen (ten Dijke et al., 1996). Die RTK bilden die größte Gruppe an 

Wachstumsfaktor-Rezeptoren, zu denen der Insulin-, der epidermal growth factor 

(EGF)- oder der platelet-derived growth factor (PDGF)-Rezeptor zu rechnen sind 

(Songyang & Cantley, 1995). Andere Zelloberflächen-Rezeptoren sind intermolekular 

mit einem intrazellulären Enzym assoziiert, hierzu sind viele Zytokin-Rezeptoren zu 

rechnen, die JAK-STAT-Signalwege aktivieren (Taniguchi, 1995). 
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Abbildung 1. Ausgewählte Prinzipien der Signalweiterleitung durch Zelloberflächen-
Rezeptoren 
Extrazelluläre Signale können auf verschiedene Weise in ein intrazelluläres Ereignis umgewandelt wer-
den. (A) Bei Liganden-gesteuerten Ionenkanälen bilden die extrazelluläre Rezeptordomäne und die Ka-
nalpore, die durch den Liganden gesteuert wird, eine molekulare Einheit. (B) Enzym-gekoppelte Rezepto-
ren besitzen entweder eine eigene intrazellulär lokalisierte katalytische Domäne oder liegen mit einem 
Enzym assoziiert vor. (C) G-Protein-gekoppelte Rezeptoren benötigen zur Weiterleitung des Signals an 
Effektoren ein zusätzliches Schaltermolekül, das sog. G-Protein. Die modulierten Effektoren können 
ihrerseits membranständig oder zytosolisch lokalisiert sein. Modifiziert nach Udo Maier, Dissertation FU 
Berlin, Jahr 2000. 

 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stellen eine dritte wichtige 

Gruppe an Zelloberflächen-Rezeptoren dar (Pfeuffer & Helmreich, 1988). Während die 

Ionenkanal- und Enzymgekoppelten Rezeptoren zur Klasse der intramolekularen 

Rezeptor-Effektor Systeme zugeteilt werden, bei denen eine extrazelluläre Liganden-

Bindungsdomäne und eine intrazelluläre Effektordomäne auf einem Molekül vereint 

sind, werden die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zur Klasse der intermolekular 

gekoppelten Rezeptor-Effektor-Systeme gezählt (Birnbaumer et al., 1990, Kaplan, 

1981). Hier werden extrazelluläre Signale über ein G-Protein-gekoppeltes, 

transmembranäres Dreikomponenten-System ins Zellinnere übetragen. Zu den drei 

Systemkomponenten zählt der Rezeptor, der die Zytoplasmamembran siebenfach durch 

-helikale Transmembrandomänen durchspannt und der Signalerkennung dient, ein G-
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Protein, welches die Amplifikation und die Weiterleitung des Signals ins Zellinnere 

übernimmt (Transduktion) und schließlich ein Effektor (Abbildung 1C). Die 

Informationsübermittlung der Komponenten erfolgt dabei nacheinander und reversibel. 

Bei sämtlichen der über 1000 bekannten Vertreter der GPCRs, ist die Struktur 

der heptahelikalen Transmembran-Region ähnlich. Strukturell unterschiedliche 

Liganden binden an verschiedenen Stellen des jeweiligen GPCRs. Entweder direkt in 

der Transmembran-Region, an die Transmembran-Helices verbindenden extrazellulären 

Schleifen oder an die strukturell variablen extrazellulären N-terminalen Bereiche 

(Bockaert & Pin, 1999). Allein beim Menschen konnten bereits etwa 950 G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren identifiziert werden (Takeda et al., 2002). 3 - 4 % des humanen 

Genoms kodieren für GPCRs, doch trotz der physiologischen Bedeutung dieser 

Proteinfamilie sind die fundamentalen Mechanismen, mit denen diese Rezeptoren 

extrazelluläre Signale in das Zellinnere weiterleiten noch nicht vollständig verstanden. 

Die Mehrheit der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren des Menschen wird den 

olfaktorischen Rezeptoren zugeordnet. Bei etwa 15 % der humanen G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren ist der endogene Ligand nicht bekannt, diese G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren werden als verwaiste oder Orphan-GPCRs bezeichnet (Chung 

et al., 2008, Vassilatis et al., 2003).  

Der bekannteste und bestuntersuchte Vertreter der G-Protein-gekoppelten Re-

zeptoren ist das für die Wahrnehmung von Licht verantwortliche Rhodopsin. Bovines 

Rhodopsin war der erste GPCR, von dem eine durch Röntgenstrukturanalyse gewon-

nene Struktur vorlag (Palczewski et al., 2000). Aber erst sieben bzw. acht Jahre später 

erfolgte die Strukturaufklärung der 2- bzw. 1-Adrenorezeptoren der Arbeitsgruppe um 

Prof. Brian Kobilka (Rasmussen et al., 2007, Richter et al., 2008, Warne et al., 2008). 

Dieser Arbeitsgruppe gelang es auch kürzlich erstmals die dreidimensionale Struktur 

eines GPCRs während der Aktivierung eines G-Proteins zu zeigen (Rasmussen et al., 

2011). Im Gegensatz zu Vertretern anderer Rezeptorklassen besitzen G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren keine Effektordomäne. Sie aktivieren stattdessen ein trimeres 

Guaninnukleotid-bindendes Regulatorprotein (G-Protein), das im Sinne eines 

Signaltransduktors in der Lage ist, die Aktivität von Effektoren zu modulieren 

(Gudermann et al., 1995, Nürnberg et al., 1995, Wess, 1997). Diese können sowohl 

membranständig, wie z. B. Ionenkanäle und Adenylylzyklasen (Sunahara et al., 1996), 

als auch zytosolisch lokalisiert sein, wie z. B. Phospholipase C (PLC) oder 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Isoformen (Hamm, 1998). Die Modulation dieser 

Effektorproteine bewirkt eine Konzentrationsänderung der von ihnen gebildeten intra-

zellulären Botenstoffe, die, wie z. B. Ca2+, zyklisches AMP (cAMP) oder Inosi-

http://de.wikipedia.org/wiki/Mensch
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toltrisphosphat (IP3), ins Zytoplasma diffundieren oder, wie z. B. Diacylglycerol (DAG) 

oder Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PI-3,4,5-P3), in der Membran verbleiben. 

 

1.2 G-Protein vermittelte Signaltransduktion 

1.2.1 Aufbau und Funktion von G-Proteinen 

 Zu den am meisten untersuchten Signaltransduktionswegen zählen die 

Signalwege über Guaninnukleotid-bindende Proteine, den sogenannten G-Proteinen. G-

Proteine leiten die Signale von heptahelikalen Rezeptoren an Effektoren im Zellinneren 

weiter und sind u. a. an der Innenseite der Zytoplasmamembran lokalisiert. An der 

durch G-Proteine vermittelten Signaltransduktion sind die Grundkomponenten 

Rezeptor, heterotrimeres G-Protein und Effektor beteiligt. 

 Heterotrimere G-Proteine bestehen aus einer α-Untereinheit, die GTP bindet 

und hydrolysiert, sowie je einer - und -Untereinheit (Gudermann et al., 1996, Hepler 

& Gilman, 1992, Neer, 1995). Während die G-Untereinheit als Monomer isoliert wer-

den kann und als solches auch eine funktionelle Aktivität zeigt, wurde der G-Kom-

plex unter nicht-denaturierenden Bedingungen bisher als nicht dissoziierbar beschrieben 

(Clapham & Neer, 1997). Der G-Komplex scheint in der Regel als „funktionelles 

Monomer“ zu signalisieren. 

Die G-Untereinheit besteht aus zwei Domänen, die als GTPase- und als 

individuelle, helikale Domäne bezeichnet werden. Die GTPase-Domäne besteht aus drei 

Switch-Regionen, die als Schlaufen ausgebildet sind und eine Nukleotid-Bindetasche 

formen. Sie vermittelt darüber hinaus die intrinsische GTPase-Aktivität um GTP zu 

GDP zu spalten, wodurch G sich selbst und den Signalweg inaktiviert. Bindungen mit 

dem GPCR, dem G-Dimer sowie mit Effektoren werden ebenfalls in dieser Domäne 

strukturell determiniert. Die individuelle Struktur der G-Untereinheit legt hingegen die 

helikale Domäne fest, die aus einem Bündel von sechs -Helices aufgebaut ist. Anhand 

ihrer Struktur ermöglicht sie den Verschluss der Nukleotid-Bindetasche, wodurch ein 

gebundenes Nukleotid festgehalten werden kann (Oldham & Hamm, 2008). 

Basierend auf der intrinsischen GTPase-Aktivität der Gα-Untereinheit zählen 

die heterotrimeren G-Proteine zu der Superfamilie der GTPasen. Auf dieser Aktivität 

beruht auch das regulatorische Prinzip der Signalweiterleitung. In seinem inaktiven, 

GDP-gebundenen Zustand liegt das G-Protein heterotrimer vor und ist mit dem Rezep-

tor (GPCR) assoziiert. Bindet nun ein Ligand an den Rezeptor, kommt es zu einer 

Konformationsänderung der intrazellulären Domänen. Diese Konformationsänderung 
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überträgt sich wiederum auf das an ihn gebundene G-Protein (Gα*GDP G) und 

versetzt es in einen aktivierten Zustand, welcher an der Gα-Untereinheit die Öffnung 

der Bindungstasche für Guaninnukleotide und damit die Dissoziation des GDP bewirkt. 

Die nukleotidfreie Gα-Untereinheit kann anschließend GTP binden, das intrazellulär in 

wesentlich höheren Konzentrationen als GDP vorliegt. Hierdurch ausgelöst durchläuft 

die Gα-Untereinheiten eine erneute Konformationsänderung in den drei als Schalter 

(switch) I, II und III bezeichneten Regionen. Anschließend dissoziiert das Trimer in 

seine zwei funktionellen Einheiten, das GTP-gebundene G-Monomer und ein G-

Dimer. Diese können nun unabhängig voneinander mit Effektoren wechselwirken und 

diese modulieren (wie z. B. Adenylylcyclasen, G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Kinasen 

(GRKs) und Phospholipasen). Der GPCR wirkt also für ein heterotrimeres G-Protein als 

Guaninnukleotid-Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor, GEF) indem er 

die Freisetzung des GDP fördert und den nukleotidfreien Übergangszustand stabilisiert 

(Oldham & Hamm, 2008). 

Die Terminierung der Signalweitergabe erfolgt durch die Hydrolyse des GTP 

zu GDP durch die GTPase-Aktivität der G-Untereinheit. Dadurch schwingt G in 

seine ursprüngliche, inaktive Konformation zurück, wodurch die Affinität zu den Ef-

fektoren sinkt und die zu G wieder zunimmt. G und G re-assoziieren und 

gelangen so erneut in den heterotrimeren Zustand. Nach Bindung an den Rezeptor 

können nun weitere Zyklen durchlaufen werden (siehe Abbildung 2). Dabei kann ein 

Agonist besetzter Rezeptor mehrere G-Proteine aktivieren, wodurch es zu einer 

Signalverstärkung kommt (Nürnberg et al., 1995). 

Grundsätzlich kann der GTPase-Zyklus der heterotrimeren G-Proteine durch 

zwei Familien von Regulatoren moduliert werden: eine Familie stellen die regulators of 

G-protein signaling-Proteine (RGS-Proteine) dar und die andere Familie bilden die ac-

tivators of G-Protein-mediated signaling-Proteine (AGS-Proteine). 
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Abbildung 2. Struktur und Aktivierung der heterotrimeren G-Proteine 
Agonist-Bindung an einen GPCR-Rezeptor löst die G-Protein Aktivierung aus, wobei die G-Untereinheit 

GDP gegen GTP austauscht und es zur Abdissoziation des -Komplexes kommt. Die intrazelluläre Wei-

terleitung des Signals erfolgt sowohl durch G-GTP als auch durch den -Komplex, welche beide mit 
Effektormolekülen interagieren können. Weitere Details sind in Abschnitt 1.2.1 erläutert. 

 

RGS-Proteine interagieren mit der GTP-gebundenen -Untereinheit und erhöhen die 

intrinsische GTPase-Aktivität 100-fach, wodurch die Signalweiterleitung zu Effektoren 

beendet wird. Aufgrund dessen werden sie als Regulatoren der G-Proteine bezeichnet 

und ihre Existenz konnte die Diskrepanz zwischen niedrigen GTPase-Aktivitäten, die 

bei in vitro aufgereinigten G-Untereinheiten ermittelt werden, und den Messungen 

einer schnellen Inaktivierung der GPCR-vermittelten Signaltransduktionen in vivo 

aufklären wie z. B. die durch Gt-vermittelte Phototransduktion in den Außensegmenten 

der Photorezeptorzellen (Arshavsky & Pugh, Jr., 1998, Berman et al., 1996, Siderovski 

& Willard, 2005, Zerangue & Jan, 1998). RGS-Proteine wirken als GTPase-

aktivierende Proteine (GAP) für -Untereinheiten der heterotrimeren G-Proteine der 

Klassen Gi, Gq und G12/13. Beim Menschen identifizierten de Vries et al. 1995 G alpha-

interacting protein (GAIP) als erstes RGS-Protein (De Vries L. et al., 1995). Sie zeigten 

auch als erste eine direkte Interaktion zwischen dem RGS-Protein GAIP und der G-

Untereinheit Gi3. 

 

AGS-Proteine wirken wie GPCR, aber unabhängig vom Rezeptor, auf inaktive hete-

rotrimere G-Proteine, indem sie den Nukleotidaustausch der -Untereinheit beeinflus-
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sen (Cismowski et al., 2001). AGS-Proteine werden anhand ihres Wirkmechanismus in 

drei Gruppen eingeteilt, Gruppe I (AGS1), Gruppe II (AGS3 - 6) und Gruppe III 

(AGS2, AGS7 und 8). Während der Wirkmechanismus der AGS-Proteine aus der 

Gruppe I dem Mechanismus eines GPCRs ähnelt in Bezug auf die Fähigkeit als GEF für 

Gi/Go zu wirken, scheinen die AGS-Proteine der Gruppe II und III die 

Abdissoziation von GDP zu inhibieren und wirken als Guaninnukleotid-Dissoziations-

Inhibitor (GDI). Diese AGS-Proteine (AGS2 bis 8) werden anhand ihrer Bindung an die 

-Untereinheit (AGS3 - 6) bzw. -Untereinheit (AGS2, 7 und 8) gruppiert (Blumer et 

al., 2005, Blumer et al., 2007).  

 Das am besten untersuchte Protein aus der AGS-Familie stellt AGS3 dar. In 

der helikalen Domäne von Gi wurde eine Bindungsregion für AGS3 gefunden 

(Natochin et al., 2002). AGS3 weist eine starke Bindung zu GDP-Gi1 und GDP-Gi3, 

und eine weniger starke Bindung zu Gi2, Gt und Go auf (Bernard et al., 2001, De 

Vries L. et al., 2000). AGS3 gehört zu einer neuen Familie von G-Protein-Modulatoren, 

die im C-Terminus das sogenannte GoLoco-Motiv enthalten. Das GoLoco-Motiv von 

AGS3 ist ein GDI für Gi1 und Gi3 (De Vries L. et al., 2000, Kimple et al., 2002, 

Pattingre et al., 2003). Die Bindung von AGS3 an GDP-G verhindert dabei die Re-

Assoziation von G an die G-Untereinheit und „hält“ damit GDP-G im inaktiven 

Zustand. Es ist damit der erste beschriebene GDI für ein heterotrimeres G-Protein. 

AGS-Proteine scheinen die Zellteilung, den Transport von Membranproteinen, die 

neuronale Entwicklung und die synaptische Plastizität sowie kardiovaskuläre und 

metabolische Prozesse zu regulieren (Blumer et al., 2007, Blumer et al., 2008, Regner 

et al., 2011).  

 

Gα-Untereinheiten und ihre Effektoren 

 Die α-Untereinheiten der heterotrimeren G-Proteine haben ein 

Molekulargewicht von 39 - 45 kDa (Nürnberg et al., 1995). Im humanen Genom sind 

bislang 16 Gene bekannt, die für 23 G-Proteine kodieren (Vanderbeld & Kelly, 2000). 

G-Proteine lassen sich auf der Basis struktureller und funktioneller Homologien in vier 

Subfamilien einteilen (Neer, 1995, Simon et al., 1991): Gs, Gi, Gq und G12. Einen 

Überblick über die G-Proteine zeigt Tabelle 1. Des Weiteren wurde 2009 mit Gv eine 

fünfte Klasse postuliert, die aber offensichtlich nicht bei Säugern vorkommt (Oka et al., 

2009).  

 Zwei bakterielle Exotoxine, Choleratoxin und Pertussistoxin, wechselwirken 

spezifisch mit dem G-Protein Aktivierungs-/Inaktivierungs-Zyklus und werden daher 

als nützliche Hilfsmittel für die Aufschlüsselung G-Protein-mediierter Signalkaskaden 
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angewendet. Choleratoxin (CTX), das Enterotoxin des Bakteriums Vibrio cholera, ka-

talysiert die Übertragung eines ADP-Ribose-Restes auf ein Arginin einer Gs- oder 

Gt-Untereinheit, welches zu einer Inaktivierung der intrinsischen GTPase-Aktivität 

des G-Proteins führt und eine Daueraktivierung des Proteins zur Folge hat. 

Pertussistoxin (PTX), das Toxin des Keuchhustenerregers Bordetella pertussis, 

katalysiert die Adenosindiphosphat (ADP)-Ribosylierung der zur Gi-Familie gehörigen 

G-Untereinheiten mit Ausnahme von Gz und der postulierten langen Spleißvariante 

von Gi2 (Wettschureck & Offermanns, 2005). Durch die irreversible ADP-

Ribosylierung eines nur in Mitgliedern der Gi-Proteinfamilie vorkommenden, 

cysteinhaltigen Peptidmotivs in viertletzter Position des C-Terminus der Gα-

Untereinheit. Dadurch kommt es aus sterischen Gründen zu einer funktionellen 

Entkopplung der Gi-Protein α-Untereinheit/Rezeptor-Interaktion, so dass das G-Protein 

nicht mehr durch den Rezeptor aktivierbar ist. PTX führt zu einer Art funktionellem 

knockout, der bei Ausschaltung aller PTX-Substrate letal ist. PTX war daher lange Zeit 

das wichtigste Werkzeug, um die Struktur, Funktion und physiologische Bedeutung von 

Signalketten der Gi-Familie aufzuklären. Allerdings werden durch PTX-Behandlung 

unselektiv alle PTX-sensititven G-Proteine inaktiviert. Eine funktionelle Zuordnung zu 

einzelnen Gi-Isoformen ist deshalb praktisch unmögliche. Auch weisen nicht alle Zellen 

eines Organismus eine vergleichbare Empfindlichkeit gegenüber PTX auf. So sind z. B. 

Thrombozyten oder Spermien weitgehend resistent gegenüber einer PTX-Behandlung.  

 

Posttranslationale Modifikation 

 Die Lokalisierung von G-Proteinen an der Innenseite der Plasmamembran und 

an intrazellulären Membranen, v. a. an Membranen des endoplasmatischen Retikulums 

(ER) und Golgi, ist eine weitere Voraussetzung für eine effiziente Funktion bei der 

Signaltransduktion. Gα-Untereinheiten werden posttranslational durch die kovalente 

Bindung der Fettsäuren Myristinsäure und/oder Palmitinsäure N-terminal modifiziert. 

Dadurch wird einerseits die Assoziation dieser Untereinheit mit der Plasmamembran 

ermöglicht. Andererseits sind diese Modifikationen wichtig für Interaktionen mit 

anderen Proteinen wie der Adenylylzyklase, G oder auch den GPCRs (Moffett et al., 

2000, Peitzsch & McLaughlin, 1993). G-Untereinheiten, die einen Defekt in der 

Membranbindung haben, sind nicht in der Lage, an Rezeptoren zu koppeln und die 

Aktivierung von Effektormolekülen zu veranlassen (Morales et al., 1998). 

 G-Proteine werden nach ihrer Bildung im Zytoplasma nicht direkt an die Plas-

mamembran transferiert, sondern lokalisieren an die Membranen von intrazellulären 

Organellen wie z. B. dem Golgi und/oder ER. Bereits hier findet eine Lipidmodifikation 
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der βγ-Untereinheit und vermutlich auch der α-Unterheinheit statt, bevor es als hete-

rotrimeres G-Protein zur weiteren Signaltransduktion an die Plasmamembran wandert 

(Marrari et al., 2007). Intrazelluläre Organellen stellen für die G-Proteine aber nicht nur 

einen Zwischenstopp auf dem Weg zur Plasmamembran dar, sondern sind auch Orte 

von G-Protein-vermittelten, plasmamembranunabhängigen Signalkaskaden wie z. B. die 

Aktivierung einer PI3-Kinase über das G-Protein G-protein alpha subunit 1 (GPA1), 

das an den Endosomen in der Hefe Saccharomyces cerevisiae stattfindet (Slessareva et 

al., 2006). Weiterhin ist bekannt, dass Gβγ am Golgi-Apparat die Bildung von Golgi-

Vesikeln über Proteinkinase D- und Proteinkinase C-abhängige Signalkaskaden fördert 

(Bard & Malhotra, 2006, Diaz Anel & Malhotra, 2005). 

 

Gs -Subfamilie 

 Für das zuerst entdeckte G-Protein, Gs (Pfeuffer, 1977) war die stimulierende 

Wirkung auf die Adenylylzyklase namensgebend. Es existiert in vier Spleißvarianten, 

die ubiquitär bzw. neuronal exprimiert werden und alle die für diese Familie typische 

CTX-Sensitivität zeigen (Bastepe et al., 2002, Novotny & Svoboda, 1998). Zudem ge-

hört das im Riechepithel und zentralen Nervensystem exprimierte G-Protein Golf zur Gs-

Familie. Beide G-Proteine besitzen die Eigenschaft die Adenylylzyklase zu stimulieren 

(Belluscio et al., 1998, Jones & Reed, 1989, Luo et al., 2002, Seifert & Wenzel-Seifert, 

2002, Wadhawan et al., 2008). Die Adenylylzyklase, die ATP in den sekundären 

Botenstoff cAMP umwandelt, kann als „klassischer Effektor“ von G-Untereinheiten 

gesehen werden. Diese membranständigen Enzyme katalysieren die Umsetzung von 

ATP zu cAMP, welches als second messenger cAMP-abhängige Serin/Threonin-

Kinasen, auch als Proteinkinasen A (PKA) bezeichnet, bindet und aktiviert (Meinkoth et 

al., 1993). Eine Vielzahl verschiedener Proteine wird von PKAs phosphoryliert und in 

ihrer Aktivität moduliert, z. B. Rezeptoren, Ionenkanäle, der Transkriptionsfaktor 

CREB (cAMP-response element-binding protein) sowie Phosphodiesterasen. Letztere 

hydrolysieren cAMP und sorgen so für eine negative Rückkopplung cAMP-abhängiger 

Signalwege. Eine wichtige Rolle spielen die Gα-Untereinheiten von Gs in 

Kohlenhydrat- und Fettstoffwechselvorgängen.  

 Das Gαs-Gen ist ein komplexes Gen, das genomische Prägung erfährt (genomic 

imprinting). Das Gen hat eine Größe von etwa 74kb, teilt sich auf 13 Exons und liegt 

auf dem Chromosom 10 (20q13.2) (Weinstein et al., 2007). Es sind bisher 4 

Spleißvarianten bekannt. Durch Imprinting wird beeinflusst welche Spleißvariante 

welchen Allels in der Zelle vorliegt. Während eine homozygote Inaktivierung des Gαs-

Gens in Mäusen zur embryonalen Letalität bereits während der frühen Einnistungsphase 
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des Embryos führt (Yu et al., 1998), zeigen heterozygote Mäuse, die entweder ein 

intaktes Allel vom Vater (Gαs (m- / p +)) oder der Mutter (Gαs (m + / p-)) geerbt haben, 

unterschiedliche phänotypische Erscheinungsformen, die nicht selten zum frühen 

postnatalen Tod der Tiere führen (Yu et al., 1998). Eine heterozygote Mutation des 

mütterlichen Gens äußert sich u. a. in einer Albright-Osteodystrophie (Albright hereditary 

osteodystrophy; AHO). Bei der AHO kommt es aufgrund einer Resistenz gegenüber 

Parathyrin (PTH) zu einem Erscheinungsbild eines Hypoparathyroidismus mit 

Störungen der Skelettentwicklung wie z. B. Kleinwuchs, Übergewicht, Brachydaktylie 

und neurobiologischen Auffälligkeiten. Weiterhin zeigen diese Gαs (m - / p+)-Tiere eine 

schwere Adipositas, welche mit einem reduzierten Energieverbrauch und einer 

reduzierten Aktivität des sympathischen Nervensystems assoziiert ist, wohingegen eine 

väterlich vererbte Mutation des Gens zu einer starken Magerkeit mit vermindertem 

Serum-, Leber und Muskeltriglyzeriden und einer erhöhten Lipolyse in Adipozyten 

führt. Gαs (m- / p +)- und Gαs (m + / p-)-Mäuse, die nicht bereits postnatal versterben, 

zeigen eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber Insulin und eine erhöhte 

insulinabhängige Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur (Chen et al., 2011). 

 Gαolf-defiziente Mäuse zeigen eine starke verminderte Reaktion auf viele 

Gerüche (Belluscio et al., 1998). Da das olfaktorische System große Auswirkungen auf 

die Pflege und das mütterliche Verhalten bei neugeborenen Nagern ausübt, sterben die 

meisten Gαolf-defizienten Neugeborenen wenige Tage nach der Geburt aufgrund 

unzureichender Nahrungsaufnahme, und die wenigen überlebenden, weiblichen Tiere 

zeigen ein inadequates mütterliches Verhalten, das zum Tod aller Neugeborenen dieser 

Gαolf-defizienten Mütter führt. Abgesehen von den Defekten im olfaktorischen System 

weisen überlebende Gαolf-defiziente Mäuse deutliche motorische Störungen wie 

Hyperaktivität auf (Belluscio et al., 1998). Mutationen des Gαolf-Gens (Gnal) 

verursachen eine primäre Torsionsdystonie (Fuchs et al., 2013). 

 

Gq-Subfamilie 

 Die Gq-Familie besteht aus den PTX-insensitiven G-Proteinen Gq, G11, G14, G15 

und G16. Während G14, das murine G15 und sein humanes Homolog G16 ein restriktives 

Expressionsmuster zeigen, kommen Gq und G11, welches Gq in vielen Geweben bis auf 

Thrombozyten und dem Nervensystem kompensieren kann (Offermanns, 2006, 

Offermanns et al., 1997b), nahezu ubiquitär vor (siehe auch Tabelle 1). Die Mitglieder 

dieser Famile stimulieren Phospholipasen vom C--Typ. Diese G-Protein-Familie ist 

für die IP3-vermittelte Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären Speichern verantwortlich 

(Blank et al., 1991, Kozasa et al., 1993, Rhee, 2001, Smrcka et al., 1991). 
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 Die Funktionen einzelner Mitglieder der Gαq-Familie im Rahmen der 

Entwicklung und Funktion des Gesamtorganismus sind an Mauslinien studiert worden, 

die inaktivierende Mutationen der jeweiligen Gene tragen. Während Gαq-defiziente 

Tiere durch zerebelläre Ataxie, Störungen der primären Hämostase und einer 

beeinträchtigten Atemwegs-Hyperreaktionsfähigkeit (AHR) charakterisiert sind 

(Borchers et al., 2003, Offermanns et al., 1998), zeigen Gα11-defiziente Mäuse nur 

leichte phänotypische Auffälligkeiten z. B. in Bezug auf die motorische Koordination 

(Hartmann et al., 2004, Wettschureck & Offermanns, 2005). Darüberhinaus bedingen 

Mutationen des Gα11-Gens wahrscheinlich die familiäre hypokalzurische 

Hyperkalzämie (Nesbit et al., 2013). In Gα11- sowie Gαq-defizienten Mäusen ist die 

Langzeit-Potenzierung, also die langandauernde Verstärkung der synaptischen 

Übertragung, im Hippocampus beeinträchtigt (Miura et al., 2002). Mäuse, die lediglich 

ein intaktes Gαq- oder Gα11-Allel tragen, sterben kurz nach der Geburt infolge kardialer 

Fehlbildungen; wohingegen Gαq/Gα11-doppeldefiziente Embryonen kraniofaziale 

Defekte zeigen und offenbar aufgrund einer Kardiomyozyten-Hypoplasie schon in utero 

sterben (Offermanns et al., 1998). Weiterhin zeigt die spezifische Deletion von Gαq und 

Gα11 in den Nebenschilddrüsen, dass diese Gα-Proteine eine Rolle in der Hemmung der 

Parathyrin-Sekretion durch Kalzium spielen, was sich u. a. in Hyperparathyreoidismus 

zeigt (Wettschureck et al., 2007). 

 

G12-Subfamilie 

 Beide Mitglieder der G12-Familie, G12 und G13, sind ebenfalls PTX-insensitiv 

und werden zwar ubiquitär, aber nur in geringen Mengen exprimiert (Simon et al., 

1991, Spicher et al., 1994). Sie besitzen 67 % Sequenzidentität und sind weniger als 

45 % homolog zu anderen G-Protein-α-Untereinheiten (Strathmann & Simon, 1991). 

Funktionell bedeutend für diese G-Protein-Familie sind u. a. die Stimulation des 

Na+/H+-Austausches (Dhanasekaran et al., 1994), die Regulation von c-Jun-N-

terminalen Kinasen (Prasad et al., 1995) und die Aktivierung von Rho-Proteinen (Buhl 

et al., 1995). Direkte Effektoren sind Guaninnukleotid-Austauschfaktoren des Rho, 

z. B. p115RhoGEF, PDZ-RhoGEF und LARG (Chen & Manning, 2001, Suzuki et al., 

2003, Wells et al., 2002).  

 Funktionelle Unterschiede zwischen Gα12 und Gα13 sind aus Studien an Gα13-

defizienten Mäuseembryonen, welche in der Mitte der Schwangerschaft etwa Tag 

E10.0, aufgrund eines angiogenetischen Defekts sterben, abzuleiten. Gα13-defiziente 

Embryonen zeigen einen fehlerhaften Aufbau des Gefäßsystems, was sich am stärksten 

im Dottersack und des Kopfmesenchyms des Embryos auswirkt (Offermanns et al., 
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1997a, Sivaraj et al., 2013). Gα12-defiziente Mäuse zeigen keine Auffälligkeiten in 

Bezug auf Wachstum, Verhalten, Immunsystem oder Fruchtbarkeit. Die Defekte in 

Gα13-defizienten Embryonen und Zellen zeigten sich auch in Gegenwart von Gα12. 

Gα12-defiziente Mäuse mit nur einem intakten Gα13-Allel sterben in utero. Dies zeigt, 

dass Gα12 und Gα13 überlappende als auch unterschiedliche zelluläre und biologische 

Funktionen in der frühen Embryogenese erfüllen (Gu et al., 2002, Kozasa et al., 2011, 

Wettschureck & Offermanns, 2005). 

 

Gi-Subfamilie 

 Das Anfang der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts gefundene Gi-Protein 

mediiert die Rezeptor-abhängige Inhibierung verschiedener Adenylylzyklase-Isoformen 

(Bokoch et al., 1984, Codina et al., 1983, Codina et al., 1984, Katada & Ui, 1982, 

Kaziro et al., 1991). Die zur Gi-Familie gehörenden G-Untereinheiten können – mit 

Ausnahme von Gz – durch Pertussistoxin, das Toxin des Keuchhustenerregers 

Bordetella pertussis, ADP-ribosyliert werden, wodurch das G-Protein vom Rezeptor 

entkoppelt und somit inaktiviert wird. Sie werden aus diesem Grunde „Pertussistoxin- 

(PTX-) sensitive G-Untereinheiten“ genannt. Zur Gi-Familie, die mittlerweile elf Mit-

glieder umfasst, gehören die drei Gi-Isoformen, Gαi1-3 und möglicherweise eine Gi2-

Spleißvariante Gi2(s), Näheres siehe Einleitung, Kapitel 1.2.3 sowie die drei Go-

Isoformen, Gz, zwei Transduzine (Gt(r) und Gt(c)) und Gustduzin (Gαgust).  

 Das vorwiegend im Gehirn und in Blutplättchen exprimierte Gz, dessen α-

Untereinheit die Adenylylzyklasen I und V inhibiert, unterscheidet sich nicht nur durch 

seine PTX-Insensitivität, sondern auch biochemisch deutlich von Gαi und anderen Gα-

Untereinheiten. So wird GTP durch die Gαz-Untereinheit viel langsamer hydrolysiert als 

bei den anderen Gαi-Untereinheiten (Casey et al., 1990, Ho & Wong, 2001). Im 

Gegensatz zu anderen Aktivatoren der Thrombozyten wie z. B. Thrombin oder ADP ist 

die durch Adrenalin verstärkte und über Gαz vermittelte Thrombozytenaktivierung in 

Gαz-defizienten Mäusen stark vermindert (Wettschureck & Offermanns, 2005, Yang et 

al., 2000). Gαz-defiziente Mäuse sind lebensfähig und zeigen keine großen 

phänotypischen Auffälligkeiten. Jedoch sprechen diese Tiere verändert auf 

psychoaktive Substanzen an. So sind in den mutanten Mäusen im Gegensatz zu den 

wildtypischen Mäusen die Kokain-induzierten Bewegungsabläufe erhöht sowie der 

antinozizeptive Effekt von Morphin reduziert (Yang et al., 2000), was auf eine 

biologische Funktion von Gαz in neuronalen Signalprozessen weist. Weiterhin wurde in 

Gαz -defizienten Mäusen eine erhöhte Glukose-stimulierte Insulinsekretion (GSIS) der 

β-Zellen nachgewiesen, die über die nicht mehr durch Gαz -vorhandene Inhibierung der 
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Adenylylzyklase und einer dadurch erhöhten cAMP-Konzentration ausgeht (Kimple et 

al., 2012, Kimple et al., 2008). 

 Das G-Protein Go (other) wird vorwiegend in Neuronen und neuroendokrinen 

Zellen exprimiert und stellt 0,5 % der Gesamtmenge der Membranproteine in Neuronen 

dar. Go scheint, neben Gαi2, eine Rolle in der Regulation der spannungsabhängigen L-

Typ-Kalziumkanäle im Herzen einzunehmen (Chen et al., 2001). Eine Inaktivierung des 

Gens Gnao führt zu kleineren und schwächeren Mäusen und zu einer geringeren 

Lebenserwartung. Weiterhin sind diese Tiere mit Zuckungen, gelegentlichen 

Krampfanfällen, einer erhöhten Motorik, einem extremen Rotationsverhalten und einer 

Hyperalgesie charakterisiert (Jiang et al., 1998). Darüberhinaus zeigen 

elektrophysiologische Untersuchungen an den Neuronen dieser Gαo-defizienten Tiere, 

dass die Regulierung des Kaliumskanals GIRK und der spannungsabhängigen 

Kalziumkanäle über GPCRs auch ohne Gαo geschieht und weisen auf die 

kompensatorische Wirkung anderer Gi-Proteine, wahrscheinlich Gαi3 und dessen -

Untereinheit, hin (Berlin et al., 2010, Dizayee et al., 2011, Greif et al., 2000, Jiang et 

al., 1998). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Spleißvariante von Gαo, Gαo2, nicht aber 

andere Mitglieder der Gαi/o-Familie, vermutlich eine wichtige Rolle in der Regulierung 

der Glukose-induzierten Insulinsekretion durch β-Zellen darstellt. So scheint die durch 

Galanin-vermittelte Inhibierung der Insulinsekretion über den ATP-sensitiven 

Kaliumkanal sowie Kalziumkanal von Gαo2 gesteuert zu sein (Tang et al., 2012, Wang 

et al., 2011). 

 Transduzin, das von lichtaktiviertem Rhodopsin stimuliert wird, aktiviert 

seinerseits eine cGMP-abhängige Phosphodiesterase (Kaupp & Koch, 1992). Studien, in 

denen Gαt(r)-defiziente Mäuse untersucht wurden, zeigen, dass ein Großteil der 

Fotorezeptoren in der Netzhaut dieser Tiere nicht mehr auf Lichtreize reagiert und mit 

zunehmendem Alter eine Netzhautdegeneration eintritt (Calvert et al., 2000, 

Wettschureck & Offermanns, 2005). Das strukturell mit dem Transduzin aus den 

Stäbchen der Netzhaut eng verwandte Gustduzin vermittelt in olfaktorischen Sinneszel-

len die Geschmacksqualitäten bitter, süß und zudem auch die erstmals in Japan 

beschriebene Geschmacksqualität umami (He et al., 2004, Li et al., 2002). Die Mäuse, 

denen die α-Untereinheit von Gustduzin fehlt zeigen eine eingeschränkte 

Sinnesempfindung von bitter, süß und umami (Wettschureck & Offermanns, 2005). 

Eine Ablation von Gαgust äußert sich in einer beeinträchtigten trigeminalen 

Wahrnehmung (Tizzano et al., 2010).  
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Tabelle 1: Klassifizierung der heterotrimeren G-Proteine nach ihren G-Untereinheiten 

Familie Subtyp; Vorkommen Effektoren In vivo knockout Phänotyp (Auswahl) Literatur 

Gs Gs
1 ubiquitär AC (-/-): frühe embryonale Lethalität; 

(-/+): erhöhte insulinabhängige 

Glukoseaufnahme in Muskeln; Albright-

Osteodystrophie 

(Chen et al., 2011, 

Simon et al., 1991, Yu 

et al., 1998) 

 Golf olfaktorisches Epithel, 

Gehirn 

AC 
Anosmie, beeinträchtigtes Wachstum und 

Entwicklung bei Neugeborenen; 

beeinträchtigtes Pflegeverhalten von 

Weibchen gegenüber dem Nachwuchs; 

Hyperaktivität; Mutationen im Gnal Gen 

verursachen eine Torsionsdystonie 

(Belluscio et al., 1998, 

Fuchs et al., 2013, 

Simon et al., 1991) 

Gi/o Gt(r,c)2 Retina, 

Geschmackszellen 
cGMP-PDE Milde Netzhautablösung; Gt(c) keine 

Mausmutante verfügbar 

(Calvert et al., 2000, 

Wettschureck & 

Offermanns, 2005) 

 Ggust Geschmacksknospen, 

Bürstenzellen 
PDE 

Eingeschränkte Sinnesempfindung von 

bitter, süß und umami; Beeinträchtigung 

der trigeminalen Wahrnehmung 

(He et al., 2004, Ruiz 

et al., 2003, Tizzano et 

al., 2010, 

Wettschureck & 

Offermanns, 2005) 

 Gi1 überwiegend neuronal AC I, V, VI, (G: 

GIRK, PLC) 
Bisher kein auffälliger Phänotyp 

beschrieben 
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Familie Subtyp; Vorkommen Effektoren In vivo knockout Phänotyp (Auswahl) Literatur 

 Gi2
3 ubiquitär AC I,V, VI, (G: 

GIRK, PLC, 

PI3K) 

Entzündliche Darmerkrankungen mit einer 

höheren Anzahl an proinflammatorischen 

Zytokinen des Typs TH1 und einer 

erhöhten basalen Produktion von IL-12 in 

bestimmten APZ-Subpopulationen; 

Anomalien im Immunsystem führen zu 

einer Kolitis, häufiges Auftreten von 

Kolon-Adenokarzinomen aufgrund von 

chronischen Entzündungen; 

Beeinträchtigte Chemotaxis bei 

Makrophagen; Beeinträchtigte 

Zellmigration von Prostatakrebs 

(He et al., 2000, 

Ohman et al., 2000, 

Rudolph et al., 1995, 

Wiege et al., 2012, 

Zhong et al., 2012) 

 Gi3 überwiegend nicht-

neuronal 
AC I, V, VI , (G: 

GIRK, PLC, 

PI3K) 

Biologische Funktion in der Biogenese 

von Melanosomen im retinalen 

Pigmentepithel vermutet; 

Stammabhängige Skelettmissbildungen; 

Beeinträchtigung der Kinozilien und somit 

der Bewegungsrichtung der Haarbüschel 

an den Haarzellen der Hörschnecke 

(Ezan et al., 2013, 

Plummer et al., 2012, 

Young et al., 2011) 

 Gi2/Gi3   
Embryonale Lethalität Tag E 8.0 – E 8.5. (Gohla et al., 2007b, 

Wettschureck & 

Offermanns, 2005) 

 Gi1/Gi3   
Bisher kein auffälliger Phänotyp 

beschrieben 
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Familie Subtyp; Vorkommen Effektoren In vivo knockout Phänotyp (Auswahl) Literatur 

 Go1, o2, o3 neuronal, endokrin AC, VDCC, (G: 

GIRK, PLC) 
Wachstumsstörungen, beeinträchtigtes 

postnatales Überleben, Zuckungen, 

gelegentliche Krampfanfälle, extremes 

Rotationsverhalten; Hyperalgesie; Verlust 

der Lichteempfindlichkeit der bipolaren 

ON-Zellen in der Netzhaut; 

Beeinträchtigte Glukose-induzierte 

Insulinsekretion  

(Dhingra et al., 2000, 

Jiang et al., 1998, Tang 

et al., 2012, Wang et 

al., 2011, 

Wettschureck & 

Offermanns, 2005) 

 Gz neuronal, endokrin, 

Thrombozyten 
AC I, V, (G: 

GIRK) 
Mild ausgeprägte Defekte der 

Thrombozyten und des ZNS; Erhöhte 

Glukose-stimulierte Insulinsekretion 

(GSIS) der β-Zellen 

(Hendry et al., 2000, 

Kimple et al., 2012, 

Kimple et al., 2008, 

Yang et al., 2002) 

Gq Gq ubiquitär PLC, Rho-GEF Kleinhirn-Ataxie aufgrund einer 

mangelhaften Rückbildung von LTP, 

erhöhte Blutungszeit und Schutz vor 

Thromboembolien aufgrund 

eingeschränkter Blutplättchenaktivierung 

als Reaktion auf TXA2, ADP und 

Thrombin; Hyperparathyreoidismus 

(Borchers et al., 2003, 

Miura et al., 2002, 

Offermanns et al., 

1998, Simon et al., 

1991, Wettschureck et 

al., 2007) 

 G11 nicht-hämatopoetische 

Zellen 
PLC, Rho-GEF 

Die synaptische Übertragung im 

Hippocampus ist beeinträchtigt; 

Hypokalzurische Hyperkalzämie 

(Hartmann et al., 2004, 

Nesbit et al., 2013, 

Wettschureck & 

Offermanns, 2005) 

 G14 Hoden, Milz, Nieren, 

hämatopoetische Zellen  
PLC 

Bisher kein auffälliger Phänotyp 

beschrieben 

(Wettschureck & 

Offermanns, 2005) 
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Familie Subtyp; Vorkommen Effektoren In vivo knockout Phänotyp (Auswahl) Literatur 

 G15; G16
4 hämatopoetische Zellen PLC 

Bisher kein auffälliger Phänotyp 

beschrieben  

(Davignon et al., 2000) 

 Gq/G11   
Embryonale Lethalität in utero aufgrund 

einer Kardiomyozyten-Hypoplasie; 

Hyperparathyreoidismus 

(Offermanns et al., 

1997b, Wettschureck 

et al., 2007) 

 Gq/G15   
Phänotyp siehe Gq (-/-) (Davignon et al., 2000) 

G12 G12 ubiquitär Rho-GEF  Bisher kein auffälliger Phänotyp 

beschrieben 

(Gu et al., 2002) 

 G13 ubiquitär Rho-GEF  
Defekte Angiogenese (lethal Tag E 9.5); 

eingeschränkte Blutplättchenfunktion: 

defekte Aktivierung der Blutplättchen 

(Offermanns et al., 

1997a, Sivaraj et al., 

2013) 

 G12/G13   
G12/G13: embryonale Lethalität Tag 

E 8.5; eingeschränkte 

Blutplättchenfunktion wie bei G13-

Defizienz 

(Gu et al., 2002, 

Kozasa et al., 2011, 

Wettschureck & 

Offermanns, 2005) 

1Diverse Spleißvarianten von Gs. 2Gt(r) und Gt(c) bezeichnen Transduzine in Stäbchen- (rod) und Zapfenzellen (cone) der Retina. 3Gi2(l) zeigt keine Pertussistoxin-

Sensitivität. 4G15/16 sind Speziesvarianten von Maus bzw. Mensch. AC: Adenylylzyklase; APZ: Antigen präsentierende Zelle;  cGMP-PDE: cGMP-spaltende 
Phosphodiesterase; GIRK: Einwärts gleichrichtender Kaliumkanal, IL-12: Interleukin 12; PLC-ß: Phospholipase C-ß; PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase; Rho-GEF: Guanin-
nukleotid-Austausch-Faktor der monomeren GTPase Rho; TH1: Typ-1-T-Helferzellen bzw. -Zytokine; IL: Interleukin; APZ: antigenpräsentierende Zellen; LTP: Langzeit-
Potenzierung; TXA2: Thromboxan-A2; VDCC: Spannungsabhängiger Kalziumkanal;  = Stimulation;  = Hemmung. Tabelle modifiziert nach Nürnberg, 2004 und 
Wettschureck et al., 2004. 
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G- und -Untereinheit 

 Die - und -Untereinheiten der G-Proteine lassen sich in der Regel nur unter 

denaturierenden Bedingungen voneinander trennen. Heterodimere Gγ-Komplexe 

werden deshalb als „funktionelle Monomere“ angesehen (Hamm, 1998). Im Gegensatz 

zu G-Untereinheiten besitzen G-Komplexe keine intrinsische Enzymaktivität und 

sind wesentlich lipophiler.  

G-Untereinheiten haben ein Molekulargewicht von 35 - 39 kDa. Der N-Ter-

minus der G-Untereinheit ist mit einer Länge von ungefähr 20 Aminosäuren α-helikal 

strukturiert. Ihm schließt sich ein Sequenz-Motiv an, das sich insgesamt sieben Mal 

wiederholt: das sogenannte WD40-repeat-Motiv (Neer et al., 1994). Das WD40-repeat-

Motiv besteht aus etwa 40 Aminosäuren, von denen nur wenige konserviert sind. An 

seinem Aminoterminus befinden sich die beiden Aminosäuren Glycin-Histidin (GH), 

am Carboxylende die Aminosäuren Tryptophan-Aspartat (WD), die dazwischenlie-

gende Sequenz ist größtenteils variabel. Die sieben WD40-repeat-Motive von Gβ bilden 

eine propellerartige Tertiärstruktur (Sondek et al., 1996) mit einer zentralen Kernpore. 

Jedes „Propellerblatt“ besteht aus vier kurzen, um sich gedrehten -Blättern, wobei jede 

WD-Wiederholung in der G-Aminosäuresequenz vier -Faltblättern entspricht. Es sind 

mittlerweile fünf (einschließlich Spleißvarianten sieben) verschiedene G-Isoformen 

bekannt. Die G-Isoformen 1-4 sind sich strukturell sehr ähnlich (78 – 88 % 

Aminosäure-Identität) (Schwindinger & Robishaw, 2001). G5 unterscheidet sich (mit 

nur ca. 50 % Aminosäure-Identität) strukturell und funktionell deutlich von G1-4 

(Maier et al., 2000, Snow et al., 1998).  

Die -Untereinheiten der heterotrimeren G-Proteine sind mit 6 - 8 kDa deutlich 

kleiner als G und G. Man kennt bisher zwölf G-Isoformen (G1-5 und G7-13) die in 

drei Gruppen unterteilt werden. Sie zeigen untereinander eine höhere Diversität als die 

Gβ- und Gα-Untereinheiten (nur 27 – 76 % Aminosäure-Sequenzhomologie) 

(Schwindinger & Robishaw, 2001). G-Untereinheiten werden durch Isoprenylierung 

eines Cystein-Restes innerhalb des sog. CAAX-Motivs im C-Terminus des Proteins 

posttranslational modifiziert (Casey & Seabra, 1996, Fukada et al., 1990). Die meisten 

G-Untereinheiten besitzen ein Leucin als C-terminale Aminosäure des CAAX-Motivs, 

daher wird das innerhalb des Motivs liegende Cystein mit einem C20-Geranylgeranyl-

Rest modifiziert. Ist die letzte Aminosäure ein Serin, wie es bei den G1-, G9- und 

G11-Isoformen der Fall ist, wird die G-Untereinheit C15-farnesyliert (Ray et al., 1995). 

Nach der Isoprenylierung der G-Untereinheit erfolgen die proteolytische Abspaltung 

des AAX-Restes und die Methylierung des nun C-terminalen Cysteins (Cook et al., 

1998). Der Isoprenyl-Rest ist für die Verankerung des G-Dimers in der 
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Zytoplasmamembran verantwortlich. Der N-Terminus der G-Untereinheiten ist ebenso 

wie der N-Terminus der G-Untereinheit α-helikal strukturiert. Die beiden Helices von 

G und G sind umeinander superspiralisiert (coiled coil). Der restliche Teil der G-

Untereinheit geht in einer ausgestreckten Konformation entlang den äußeren Bereichen 

von drei „Propellerblättern“ der G-Untereinheit hauptsächlich hydrophobe 

Wechselwirkungen mit dieser ein (Sprang, 1997). Die Selektivität der Komplexbildung 

von G- und G-Isoformen ist gering ausgeprägt (Clapham & Neer, 1997). Daher 

werden die heterotrimeren G-Proteine auch nach der Entdeckung der eigenen 

Signalwirkung der G-Komplexe immer noch nach ihren α-Untereinheiten 

klassifiziert.  

Die aktive Rolle von G-Komplexen in der Signaltransduktion von Säugerzel-

len wurde erst viel später entdeckt als die der G-Untereinheiten (Clapham & Neer, 

1997, Jones et al., 2004). G-Protein-regulierte, einwärts gleichrichtende K+-Kanäle 

(GIRK oder Kir3 Kanäle), waren die zuerst entdeckten Effektoren der Gβ-Unterein-

heiten (Logothetis et al., 1987).  

 

1.2.2 G-Proteine und ihre Rolle im Energiestoffwechsel 

 G-Proteine spielen eine wichtige Rolle sowohl in endokrinen als auch 

metabolischen Vorgängen. So wird der Energiestoffwechsel von Glukose, Proteinen 

und Fetten, der durch das Verhältnis der Hormone Insulin und Glukagon bestimmt wird, 

antagonistisch durch die Gs- und Gi-vermittelte Signaltransduktion beeinflusst. Insulin 

erhöht die Glukoseaufnahme in Muskel- und Fettgewebe und hemmt die hepatische 

Glykogenolyse und Glukoneogenese weshalb Insulin als primärer Regulator der 

Blutglukosekonzentration wirkt. Glukagon ist ein Peptidhormon, dessen Hauptaufgabe 

die Erhöhung des Glukosespiegels im Blut ist. Es wird in den α-Inselzellen der 

Bauchspeicheldrüse gebildet. Bei niedrigem Glukosespiegel wird Glukagon in die 

Blutbahn sezerniert und dort transportiert. Dieses katabole Hormon wie auch z. B. 

Adrenalin, Noradrenalin, Cortisol und das Wachstumshormon Somatotropin, ist in 

seiner Wirkung auf den Glukose-, Protein- und Fettsäurestoffwechsel ein Gegenspieler 

des Insulins. Diese wirken primär durch cAMP und und die Proteinkinase A (PKA) 

bzw. werden durch das hypothalamisch-hypophysäre System gesteuert (Cortisol, 

Somatotropin). Glukagonrezeptoren werden hauptsächlich im Fettgewebe, wo es die 

Lipolyse und damit die Freisetzung von Fettsäuren initiiert, und in der Leber exprimiert, 

wo es die Glukosefreisetzung durch Aktivierung der Glykogenolyse und 

Gluconeogenese fördert. Glukagon in der Leber aber auch Adrenalin im Muskel und der 
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Leber aktivieren einen Gs-Protein gekoppelten Rezeptor durch den die Adenylylzyklase 

aktiviert und das sekundäre Effektormolekül cAMP gebildet wird. Das gebildete cAMP 

stimuliert über die PKA-Kaskade die Glykogenolyse und die Gluconeogenese, 

gleichzeitig sind der Glykogenaufbau (Glykogenese) und die Glykolyse gehemmt 

(Abbildung 3) (Authier & Desbuquois, 2008, Jiang & Zhang, 2003). Neben diesen 

schnellen, kurzfristigen Reaktionen am Hepatozyten reguliert cAMP langfristig die 

Biosynthese von Schlüsselenzymen der Gluconeogenese auf der Ebene der 

Transkription. Die Veränderung des Leberstoffwechsels als Antwort auf einen 

Glukagonstimulus ist somit auf erhöhte intrazelluläre cAMP-Konzentrationen 

zurückzuführen. Die aktivierte Gαi-Untereinheit erzielt den gegenteiligen Effekt, indem 

die Adenylylzyklase inhibiert wird und damit die intrazelluläre cAMP-Konzentration 

verringert und in Folge dessen die Aktivität der PKA herabsetzt. Zudem scheint in 

Hepatozyten ein durch Gαq-gekoppelter Signalweg ausgelöster Anstieg der 

intrazellulären Kalzium-Konzentration die Glykogenolyse und Gluconeogenese zu 

stimulieren. Die Gαq-Untereinheit aktiviert die Phospholipase Cβ (PLCβ), die 

anschließend die Effektormoleküle Diacyglycerol (DAG) und Inositol-1-4-5-triphospat 

(Ins(1,4,5)P3) generiert. DAG beeinflusst seinerseits die Proteinkinase C (PKC) und 

Ins(1,4,5)P3 bewirkt die Freisetzung von Kalzium aus zellulären Speichern. Diese 

kurzfristige Erhöhung der intrazellulären Kalzium-Konzentration löst ebenfalls eine 

Aktivierung der PKC aus. PKC phosporyliert und inaktiviert damit die 

Glykogensynthase, die das wichtigste Enzym für die Glykogenbiosynthese darstellt 

(siehe Abbildung 3) (Jiang & Zhang, 2003). Welche GPCRs hierbei involviert sind, ist 

jedoch nicht bekannt (Hua et al., 2013, Jiang & Zhang, 2003). Jedoch scheint auch 

Glukagon den Phospholipase Cβ-Signalweg zu aktivieren (Authier & Desbuquois, 

2008, Cho et al., 2012). Desweiteren sind die durch die verschiedenen G-Protein-

Untereinheiten aktivierten Kinasen PKA und PKC zusätzlich für die Phosphorylierung 

verschiedener mitogen-activated protein kinases (MAPK), z. B. der extracellular 

signal-regulated kinase (ERK), verantwortlich (Tsou & Bence, 2012). Die 

phosphorylierte ERK kann daraufhin vom Zytoplasma in den Nukleus translozieren und 

so z. B. die Transkription von Zielgenen beeinflussen.  

 Insulin stimuliert über die Bindung an den in der Plasmamembran verankerten 

Insulinrezeptor die Expression der Gene von Schlüsselenzymen der Glykolyse und der 

Glykogenese. Da Insulin die Phosphodiesterase aktiviert, trägt es zur Erniedrigung der 

intrazellulären cAMP-Spiegel und zur Antagonisierung der Glukagonwirkung bei. Dazu 

gehört auch die Hemmung der Expression gluconeogener Schlüsselenzyme durch 

Insulin (Saltiel & Kahn, 2001). Gi-Proteine sind in der Signalweiterleitung nach 
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Aktivierung des Insulinrezeptors beteiligt. Ende der 80er-Jahre ist gezeigt worden, dass 

ein experimentell induzierter Diabetes zum Verlust der Gi-Expression in der Mausleber 

führt (Gawler et al., 1987). Die gezielte Inaktivierung von Gαi2 in Mäusen blockiert 

charakteristische Insulinwirkungen und bewirkt dadurch Hyperinsulinämie, 

Insulinresistenz und verminderte Glukosetoleranz (Moxham & Malbon, 1996). 

Umgekehrt induziert die transgene Expression von konstitutiv aktivem Gαi2 in Mäusen 

die Translokation des insulinsensitiven Glukosetransporters GLUT4 an die 

Plasmamembran und verbessert so die Glukosetoleranz (Song et al., 2001).  

 Zusammen mit Glukose regulieren freie Fettsäuren die Insulinausschüttung und 

kürzlich wurde gezeigt, dass verschiedene GPCRs involviert sind. Diese GPCRs, 

GPR40 (Gq-gekoppelt), GPR41 (Gi-gekoppelt), GPR43 (Gi- und Gq-gekoppelt), GPR84 

(G-Proteinfamilie bisher unbekannt), GPR119 (Gs-gekoppelt) und GPR120 (Gq/11-

gekoppelt) spielen eine entscheidende Rolle bei der metabolischen Regulation der 

Freisetzung von Insulin und der Glukosehomöostase (Kebede et al., 2009, Talukdar et 

al., 2011). 

 
Abbildung 3. Glukagon- und Insulin-aktivierte Signalkaskaden  
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Nach der Aktivierung des Glukagonrezeptors kommt es zur Aktivierung des G-Proteins, welches aus der 
Gα- und der Gβγ-Untereinheit besteht. Nach deren Dissoziation aktivieren die GαS-Untereinheiten die 
Adenylylzyklase, die für einen intrazellulären cAMP-Anstieg und damit für die Aktivierung der 
Proteinkinase A (PKA) sorgt. Gαi- Untereinheiten inhibieren diesen Prozess. Gq-Proteine scheinen 
ebenfalls an der intrazellulären Glukosefreisetzung und -bildung beteiligt zu sein. Unbekannt ist jedoch, 
welcher GPCR hier involiviert ist. Gαq-Untereinheiten aktivieren die Phospholipase β, durch die DAG und 
Ins(1,4,5)P3 gebildet werden. Dadurch wird die Proteinkinase C aktiviert und die intrazelluläre Ca2+-
Konzentration erhöht. Insulin wirkt der Glukagonwirkung entgegen indem es u.a. über die 
Phosphodieesterase (PDE) die Level an cAMP erniedrigt und zur Hemmung von gluconeogenen 
Schlüsselenzymen wie Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) und Glukose-6-Phosphatase (G-6-
Pase) beiträgt. Abbildung modifiziert nach (Jiang & Zhang, 2003). 

 

1.2.3 Gαi-Proteine und ihre biologischen Funktionen  

 Die drei eng verwandten Isoformen Gαi1-3 wurden ursprünglich nach ihrer 

Fähigkeit benannt, die Aktivität der Adenylylzyklase zu inhibieren (siehe Einleitung, 

Kapitel 1.2.1). Gi1 wird primär im Nervensystem gefunden, Gi2 wird ubiquitär 

exprimiert und repräsentiert die quantitativ vorherrschende Gi-Isoform, und Gi3, das 

engste Homolog von Gi1, wird im Nervensystem kaum, aber in peripheren Geweben 

breit exprimiert. Die Gi1-3-Isoformen besitzen 85 – 95 % Identität auf der 

Aminosäuresequenz-Ebene (siehe Abbildung 4), und zeigen partiell überlappende 

Expressionsmuster.  
 

 

Abbildung 4. Aminosäuresequenz-Identität der vier heterotrimeren G-Protein Familien  
Abbildung nach (Simon et al., 1991). 
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Während aus dem singulären Gen, das für Gs kodiert vier, und von dem für Go 

kodierenden Gen drei mRNA-Spleißvarianten gebildet werden, sind die drei Gi-

Isoformen über eine Tandem-Genduplizierung aus dem für G-Proteine kodierenden 

Stammgen entstanden (Wilkie et al., 1992).  

Die Mitglieder der Gi-Familie sind bereits seit fast 30 Jahren bekannt, und 

obwohl zahlreiche biochemische und zellbiologische Arbeiten über die Rezeptorkopp-

lung und über Gαi-Effektoren existieren, liegen erst vergleichsweise wenige Untersu-

chungen vor, die die biologische Funktion der Gi-Isoformen im Organismus analysiert 

haben. Während die unselektive Inaktivierung der Gi-Proteine durch Pertussistoxin 

bereits Aufschluss über die fundamentale Rolle der Gi-Proteine z. B. bei Ent-

zündungsprozessen geben konnte, ermöglichte erst die Inaktivierung der für die einzel-

nen Gαi-Isoformen kodierenden Gene im Mausmodell (Jiang et al., 2002, Rudolph et 

al., 1993) die Erforschung ihrer jeweiligen Funktionen. So zeigte der von Prof. Uwe 

Rudolph generierte Gαi2-knockout-Mausstamm in der Erstbeschreibung er-

staunlicherweise einen relativ milden Phänotyp. Konstitutiv Gαi2-defiziente Mäuse 

zeigen eine Wachstumsretardierung und entwickeln eine diffuse, entzündliche 

Darmerkrankung (inflammatory bowel disease, IBD), welche in ihren klinischen und 

histopathologischen Merkmalen einer ulzerativen Kolitis ähnelt. IBDs sind durch eine 

dysregulierte mukosale T-Zellaktivität, aberrante Zytokin-Produktion, zelluläre 

Entzündung und eine daraus resultierende intestinale Gewebszerstörung 

gekennzeichnet. Obwohl die Phänotypen und die Pathogenese der IBDs heterogen sind, 

ist all diesen Erkrankungen eine gestörte Antwort CD4-positiver T-Zellen auf 

kommensale enterische Bakterien gemeinsam. Interessanterweise sind Gαi2-defiziente 

Mäuse durch derartige Defekte der Thymozytenreifung und -funktion charakterisiert 

(Zhang et al., 2005). Auch Störungen der B-Zell-Entwicklung (Dalwadi et al., 2003), 

sowie eine verminderte TGFβ-Antwort peripherer T-Zellen sind in Gαi2-defizienten 

Mausstämmen beschrieben worden (Wu et al., 2005).  

Die relativ moderaten Auswirkungen der Gendeletion für Gαi2 beruhen 

wahrscheinlich in der funktionellen Kompensation durch die in den jeweiligen 

Zelltypen noch exprimierte Gαi3-Isoform (Gohla et al., 2007b). So führt der Verlust 

einer Gαi-Isoform zur kompensatorischen Hochregulation einer anderen Gαi-Isoform 

(Rudolph et al., 1996, Wiege et al., 2013). Eine Kompensation einer Doppeldefizienz 

von Gi3 und Gi1 kann nicht durch Gi2 kompensiert werden wie z. B. der Aktivierung 

von Akt über den EGF-Rezeptor (Cao et al., 2009). Gαi2 und Gαi3 weisen etwa 90 % 

Aminosäureidentität zueinander auf (Simon et al., 1991), und können in 

Rekonstitutionsexperimenten mit gereinigten Proteinen weitestgehend füreinander 
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substituieren. So ist Gαi2, nicht aber Gαi3 notwendig für die C5a-induzierte Chemotaxis 

von Makrophagen (Wiege et al., 2012). Hingegen können Gi2 und Gi3 bei der C5a-

abhängigen Chemotaxis neutrophiler Granulozyten füreinander substituieren, und erst 

die funktionelle Entkopplung beider Gi-Proteine vom C5a-Rezeptor durch 

Pertussistoxin ist in der Lage, die gerichtete Migration von Granulozyten vollständig zu 

inhibieren (Wiege et al., 2012). Weiterhin scheint, dass Gαi2 (nicht aber Gαi3) im 

Rahmen einer experimentellen pulmonalen Arthus-Reaktion der Maus essentiell für die 

Aktivierung alveolärer Makrophagen und die nachfolgende Induktion der 

Entzündungsantwort durch Rekrutierung von PMNs ist (Skokowa et al., 2005).  

In Übereinstimmung mit der Hypothese, dass der Verlust singulärer Gαi-

Isoformen in vivo funktionell durch andere Gαi-Isoformen zumindest partiell 

kompensiert werden kann, führt der vollständige Verlust der peripheren Gi-Proteine in 

Gαi2/Gαi3-doppeldefizienten Mäusen schon in utero zu einer frühembryonalen Letalität 

derzeit noch unbekannter Ursache. Eine Gαi2-/Gαi3-Doppeldefizienz führt zu keinen 

lebensfähigen Nachkommen, das auf die funktionelle Redundanz dieser Gαi-Isoformen 

hinweisen könnte. Stattdessen sind stark wachstumsretardierte Nachkommen 

auffindbar, die meistens schon vor dem embryonalen Tag 10 intrauterin versterben. 

Auch Gαi2
(-/-)/Gαi3

(+/-)-Mäuse sind extrauterin nicht lebensfähig (Gohla et al., 2007b). 

Interessanterweise werden jedoch Gαi2
(+/-)/Gαi3

(-/-)-Mäuse lebend geboren. Auffällig ist, 

dass diese Tiere bislang keine ulzerative Kolitis entwickeln, wie für Gαi2
(-/-)-defiziente 

Mäuse beschrieben wurde (Rudolph et al., 1995). Gαi2- und Gαi3-Proteine scheinen trotz 

ihrer hohen Aminosäuresequenzähnlichkeit aber auch unterschiedliche und damit nicht 

redundante Funktionen zu besitzen. Beispielsweise zeigen Untersuchungen zur Immun-

antwort im Rahmen einer experimentell ausgelösten Arthus-Reaktion in der Lunge, dass 

Gi2 in Alveolarmakrophagen eine spezifische Rolle erfüllt, welche nicht durch Gi3 

kompensiert werden kann (Skokowa et al., 2005). Auch gibt es Untersuchungen die 

zeigen, dass Gi2 spezifisch mit dem Insulinrezeptor assoziiert und möglicherweise eine 

Funktion bei der Autophosphorylierung des Rezeptors besitzt (Kreuzer et al., 2004).  

 Es ist derzeit ungeklärt, ob die beobachteten Phänotypen vor allem auf 

Gendosis-Effekte zurückzuführen sind und Gαi-Isoformen redundante Rollen haben, 

oder ob die einzelnen Gαi-Isoformen auch in vivo spezifische Funktionen ausüben. 

Die von Dr. Karsten Spicher, im Labor von Prof. Lutz Birnbaumer erzeugten, 

konstitutiven Gαi3-knockout-Mäuse sind lebensfähig und fertil, weisen jedoch 

stammabhängig kraniofaziale Verwachsungen und Skelettmissbildungen auf (Plummer 

et al., 2012). Weiterhin konnte in Studien über den okulären Albinismus Typ 1 (OA1) 

gezeigt werden, dass OA1, ein GPCR welcher auf Melanosomen lokalisiert ist, mit Gi3 
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in der Regulierung der Melanosomenbiogenese involviert ist (Young et al., 2011, 

Young et al., 2008).  

Dass Gα-Proteine nicht ausschließlich an der Plasmamembran zu finden sind 

und nicht ausschließlich über GPCRs reguliert werden, zeigte sich bereits ein paar Jahre 

nach der Entdeckung der Gαi-Proteine durch den Fund von Gαi2 im Zytosol von 

neutrophilen Granulozyten (Rudolph et al., 1989). Auch neuere Befunde weisen auf 

eine intrazelluläre Signalkaskade durch endomembranständige G-Proteine hin, wie 

schon erwähnt die Aktivierung von Gαi3 über OA1 an Melanosomen oder die 

Aktivierung einer PI3-Kinase über GPA1, dem Hefe-Homolog vom mammalen Gαi3, an 

den Endosomen in der Hefe Saccharomyces cerevisiae (Calebiro et al., 2009, 

Slessareva et al., 2006, Young et al., 2008, Young et al., 2011). Mittlerweile konnte 

durch die Entdeckung der AGS-Proteine (siehe auch AGS-Proteine, Kapitel 1.2.1) die 

Hypothese unterstützt werden, dass heterotrimere G-Proteine auch unabhängig von 

heptahelikalen Rezeptoren signalisieren können (De Vries L. et al., 2000, Pattingre et 

al., 2003). Überdies scheinen Gi-Proteine auf intrazellulären Membranen zu 

lokalisieren und an Prozessen der Endo- und Exozytose beteiligt zu sein (Ahnert-Hilger 

et al., 1998, Le-Niculescu et al., 2005, Nürnberg & Ahnert-Hilger, 1996, Van Dyke, 

2004, Wullschleger et al., 2006). In Nieren- und Pankreaszellen konnte gezeigt werden, 

dass insbesondere Gi3 an Golgimembranen lokalisiert (Hermouet et al., 1992, Stow & 

de Almeida, 1993, Valenti et al., 1998). Weiterhin wird Gi3 in endozytotischen Kom-

partimenten in proximalen Tubulusepithelzellen der Niere (Denker et al., 1996) sowie 

in Rattenhepatozyten gefunden (Lou et al., 2002).  

Anfang der 1990er Jahre zeigten Studien eine Rolle der GTP-bindenden 

Proteine in der autophagischen Sequestrierung, einem Prozess der u. a. von 

fundamentaler Bedeutung für die Aufrechterhaltung der Gewebshomöostase ist (siehe 

Kapitel 1.2). Hierbei wird die autophagische Sequestrierung durch GTPS, einem nicht 

hydrolisierbaren GTP-Analogon, gehemmt (Kadowaki et al., 1994). Die Arbeitsgruppe 

von Prof. Patrice Codogno zeigte mit Untersuchungen an der Kolonkarzinomzelllinie 

HT-29, dass heterotrimere G-Proteine der Pertussistoxin (PTX)-sensitiven Gi-Familie, 

insbesondere Gi3, eine Rolle während der autophagischen Sequestrierung zu haben 

scheint (Ogier-Denis et al., 1996, Ogier-Denis et al., 2000, Ogier-Denis et al., 1995, 

Pattingre et al., 2003, Petiot et al., 1999, Van Dyke, 2004).  
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1.3 Autophagie 

1.3.1 Prinzip und Mechanismus der Autophagie 

 Die autophagische Proteolyse stellt einen ubiquitären und hormonell strikt 

regulierten degradierenden Prozess dar, über den intrazelluläre Proteine unter Bildung 

von Autophagosomen bis zu einzelnen Aminsoäuren abgebaut werden können (Petiot et 

al., 2002, Xie & Klionsky, 2007, Yorimitsu & Klionsky, 2005). Autophagie bedeutet 

wörtlich aus dem Griechischen übersetzt: ein Selbstessen bzw. Selbstverdau (griech. 

auto = selbst; phagos = essen). Die Autophagie nimmt durch den Abbau langlebiger 

Proteine eine wichtige Funktion in der Entwicklung und Differenzierung, sowie im 

Metabolismus ein.  

In diesem Prozess wird zytoplasmatisches Zellmaterial in eine expandierende 

Membran, einem sogenannten Phagophor sequestriert, welches sodann zu einem dop-

pel- bzw. mulitmembranärem Vesikel, dem Autophagosom, heranreift (Eskelinen, 

2005). Aus welchen Membranen das Phagophor ursprünglich gebildet wird, war lange 

Zeit nicht geklärt. Bereits vor Jahrzehnten schlugen Prof. Christian de Duve und 

Kollegen vor, dass das Phagophor von bereits existierenden Membranen wie dem 

glatten endoplasmatischem Retikulum (ER) oder dem Golgi abgeleitet sei (De Duve et 

al., 1955, De Duve & Wattiaux, 1966). Aufgrund des geringen Auftretens von 

transmembranären Proteinen in den autophagosomalen Membranen wurde lange Zeit 

über eine de novo-Prozessierung des Phagophors aus einer core-Membran, also einer 

Membran, die den Prozess initialisiert und die durch Anlagerung verschiedener Vesikel 

expandiert diskutiert (Kirisako et al., 1999, Mizushima et al., 2003, Mizushima et al., 

2001, Xie & Klionsky, 2007, Yorimitsu & Klionsky, 2005). Neuere Untersuchungen 

lassen auf einen Ursprung der autophagosomalen Membran aus ER und Mitochondrien 

vermuten (Hailey et al., 2010, Kornmann et al., 2009, Tooze & Yoshimori, 2010, Yla-

Anttila et al., 2009, Young et al., 2008) und bestätigen die Vermutung von De Duve, 

der das ER als Ursprung für das Phagophor sah (siehe oben). Auch eine Beteiligung der 

Plasmamembran an der Bildung der prä-autophagosomalen Strukturen über die 

Clathrin-vermittelte Endozytose wird diskutiert (Ravikumar et al., 2010).  

Das gebildete Autophagosom kann zwar z. B. zytoplasmatisches Material um-

schließen, ist per se aber nicht proteolytisch aktiv. Erst wenn das Autophagosom mit 

frühen oder späten Endosomen zu einem sogenannten Amphisom fusioniert, um an-

schließend mit einem Lysosom zu fusionieren bzw. direkt mit einem Lysosom zu einem 

sogenannten Autolysosom fusioniert, kann das sequestrierte Material (sowie die innere 
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Membran des autophagischen Vesikels) enzymatisch abgebaut werden (De Duve & 

Wattiaux, 1966, Ericsson, 1969). Die so entstandenen Makromoleküle werden durch die 

lysosomalen Membranpermeasen für die weitere zelluläre Nutzung, z. B. für die 

Proteinsynthese, Glukoneogenese, Enzymsynthese etc., ins Zytosol abgegeben 

(Klionsky, 2007, Xie & Klionsky, 2007, Yorimitsu & Klionsky, 2005). Weitere Details 

werden ausführlich in Kapitel 1.3.3 beschrieben. Das Prinzip der autophagischen 

Proteolyse ist schematisch in Abbildung 5 dargestellt. 

 
Abbildung 5. Prinzip des autophagischen Prozesses in Säugerzellen 
Durch unterschiedlichste Stress-Signale wird in Zellen die autophagische Proteolyse ausgelöst. Hierzu 
bildet sich eine doppelmembranäre „Isolationsmembran“, welche zytoplasmatisches Material oder auch 
Organellen wie Mitochondrien oder endoplasmatisches Retikulum umschließt. Durch Elongation und 
Schließen der Membranen bildet sich das sog. Autophagosom. Nach Fusion des Autophagosomes mit 
Endosomen und Lysosomen kann das eingeschlossene Material degradiert werden. Weitere Erklärungen 
im Text. Schema modifiziert und abgeleitet nach (Eskelinen, 2005). 

 

Die Erforschung der autophagischen Proteolyse als einen lysosomalen Abbau-

weg begann bereits im Jahre 1955 mit der Entdeckung des Lysosoms durch Christian de 

Duve (De Duve et al., 1955), der Lysosomen erstmals in der Rattenleber entdeckte und 

dafür 20 Jahre später den Nobelpreis erhielt. Clark und seine Kollegen erkannten 1957 

(Clark, 1957) mit Hilfe der Elektronenmikroskopie eine degradative Eigenschaft dieser 

Vakuolen. De Duve war es schließlich, der auf einem Symposium in 1963 erstmals den 

Begriff Autophagie prägte. Es folgten darauf weitere Forschungsarbeiten, welche die 

Sequestrierung von Zytoplasma und Organellen in geschlossene, membranäre Vesikel, 

sogenannte autophagische Vakuolen, ultrastrukturell zeigten (De Duve & Wattiaux, 

1966, Ericsson, 1969). Obwohl der autophagische Prozess erstmals vor etwa 40 Jahren 

beschrieben wurde, beginnen wir erst seit einer Dekade, die molekularen Zusam-

menhänge in diesem Prozess zu verstehen. Hierbei ist der lysosomale-autophagische 

Prozess von einer nicht-lysosomalen Degradation klar zu trennen. Der nicht-lysosomale 
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Abbau wird durch die Ubiquitin-Proteasom-vermittelte Proteolyse realisiert. Das Pro-

teasom baut solche Proteine ab, die vorher mit Ubiquitin „markiert“ wurden (Hershko & 

Ciechanover, 1998). 

Es sind verschiedene extra- und intrazelluläre Signale bekannt, durch die Au-

tophagie stimuliert wird. So kann die autophagische Proteolyse sehr effizient durch 

Nährstoffentzug oder durch ATP-Mangel ausgelöst werden (Edinger & Thompson, 

2004, Klionsky, 2004, Meijer & Codogno, 2006). Die zugrunde liegenden Signaltrans-

duktionskaskaden, die nach „Hungerung“ zur Induktion der Autophagie führen sind 

jedoch noch zum großen Teil unerforscht.  

Insbesondere die Leber verfügt über außerordentlich effektive Mechanismen 

um die Aktivität der autophagischen Proteolyse zu kontrollieren. Unter basalen Bedin-

gungen stellen Autophagosomen in Leberzellen 0,5 % des Zellvolumens dar (Tanaka et 

al., 2000). Werden isolierte, kultivierte Hepatozyten gehungert, so können pro Stunde 

bis zu 5 % des gesamten intrazellulären Materials durch autophagische Proteolyse ver-

daut werden (Seglen & Bohley, 1992).  

 

1.3.2 Physiologische und pathologische Bedeutung der Autophagie 

 Im Gegensatz zur selektiven Degradation von (generell kurzlebigen) Proteinen 

über den proteasomalen, Ubiquitin-vermittelten Degradationsweg trägt die Autophagie 

maßgeblich zur „Massen“-Degradation (bulk degradation) von (typischerweise 

langlebigen) Proteinen sowie zum Umsatz von Organellen bei. So ermöglicht die au-

tophagische Proteolyse, dass sich die Zelle an veränderte Bedingungen wie z. B. an oxi-

dativen Stress oder an Stress durch Nährstoffmangel anpassen kann. Die Autophagie 

stellt daher eine physiologische, adaptive Antwort auf den Hungerzustand dar (Reggiori 

& Klionsky, 2005). In multizellulären Organismen besitzt die Autophagie wichtige 

Funktionen im Rahmen von Entwicklung, Immunantwort und programmiertem Zelltod 

(programmed cell death, PCD), sowie z. B. auch als Mechanismus der Tumorsuppres-

sion und in der Neuroprotektion (Boland & Nixon, 2006, Levine & Klionsky, 2004, 

Schmid & Munz, 2007). Die Stimulation der Autophagie als Reaktion auf einen Nähr-

stoff- bzw. Energiemangel ermöglicht der Zelle ein Überleben, da die Autophagie in 

einem solchen Fall eine alternative Energiequelle für den Organismus bereitstellt. In 

Extremsituationen, z. B. bei andauerndem Energiemangel oder bei schwerwiegenden 

Zellschädigungen, wird jedoch der so genannte autophagosomale Zelltod (Program-

mierter Zelltod Typ II, PCD II) – ein nicht-apoptotischer, programmierter Zelltod – 

eingeleitet (Levine & Yuan, 2005).  
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 Während Autophagie also essentiell für die Aufrechterhaltung der zellulären 

Homöostase im adulten Säuger-Organismus ist, ist sie in solchen Geweben erhöht, die 

während der Differenzierung und Entwicklung remodelliert werden. Darüberhinaus 

scheint Autophagie auch durch Elimination ROS-geschädigter Mitochondrien in 

Alterungsprozessen eine Rolle zu spielen (Bergamini et al., 2007, Rubinsztein et al., 

2011, Scherz-Shouval & Elazar, 2007). Zusätzlich zu diesen physiologischen 

Funktionen ist die Autophagie auch in der Kanzerogenese, bei neurodegenerativen 

Erkrankungen wie bei Morbus Parkinson, Morbus Huntington und Morbus Alzheimer, 

bei Kardiomyopathien sowie bei Erkrankungen der Skelettmuskulatur impliziert worden 

(Cuervo, 2004, Shintani & Klionsky, 2004).  

Weiterhin kann die Induktion der Autophagie zur Elimination von Mikroorga-

nismen beitragen und somit antiinfektiöse Funktionen haben, obwohl einige Mikroor-

ganismen auch Strategien entwickelt haben, um die autophagische Maschinerie zu sub-

vertieren. So können einige Bakterien die Fusion autophagosomaler Vesikel mit dem 

lysosomalen Kompartiment verhindern und so in die Autophagosomen eindringen 

(Nakagawa et al., 2004, Schmid et al., 2006, Schmid & Munz, 2007).  

 

1.3.3 Verschiedene Arten der Autophagie 

 Proteine können das Lysosom über dreierlei Wege erreichen: Mikro- oder 

Makroautophagie sowie über die Chaperon-vermittelte Autophagie (chaperone 

mediated autophagy, CMA). Abbildung 6 gibt einen Überblick über die diversen, 

bekannten Mechanismen der Autophagie-Induktion. 

Sowohl Mikro- als auch Makroautophagie sind Prozesse, bei denen Teile des 

Zytoplasmas unspezifisch sequestriert, und anschließend lysosomal degradiert werden. 

Während bei der Makroautophagie autophagosomale Vesikel gebildet werden, die dann 

mit Lysosomen fusionieren, erfolgt die Degradation des Zytoplasmas im Rahmen der 

Mikroautophagie direkt durch eine Einstülpung der Lysosomenmembran – es gibt also 

kein zwischengeschaltetes Transportvesikel. In der Literatur wird unter Autophagie all-

gemein die Makroautophagie verstanden. Spezialfälle der Mikroautophagie stellen die 

piecemeal Mikroautophagie des Nukleus (PMN) sowie die Pexophagie dar. Während 

des PMN-Prozesses erfolgt eine Einstülpung des Nukleus in die Vakuole in der das 

nukleäre Material von Hydrolasen abgebaut wird. Die selektive Degradation von 

Peroxisomen in Hefe sowie Säugerzellen findet mit der Pexophagie statt. Peroxisomen 

können über Mikropexophagie (direkt) und Makropexophagie (über Autophagosomen) 

in die Vakuole gelangen. Obwohl Pexophagie sich von der durch Hungerung induzier-
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ten Autophagie unterscheidet, beruhen beide Prozesse auf der Verwendung desselben 

Satzes an Proteinen (Ezaki et al., 2011, Hutchins et al., 1999, Monastyrska & Klionsky, 

2006, Yuan et al., 1999). 
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Abbildung 6. Molekulare Mechanismen der Autophagie in Säugerzellen 

CMA = chaperone mediated autophagy; hsc73 = heat shock cognate protein, 73 kDa; LAMP-2a = 
lysosomal associated membrane protein type 2a. PE = Phosphatidylethanolamin; Atg = autophagy related 
gene; KFERQ = steht für das Pentapeptidmotiv Lys-Phe-Glu-Arg-Gln. MAP-LC3 (kurz: LC3) = 
microtubule-associated protein light chain 3. Nach Initiation der Makroautophagie sind die beiden 
Ubiquitin-ähnlichen Konjugationssysteme Atg12-Atg5·Atg16L und LC3 verantwortlich für die Bildung und 
Elongation sowie die Reifung des Autophagosoms. Während der Atg12-Atg5·Atg16L-Komplex vor der 
Reifung der autophagosomalen Membran wieder ins Zytoplasma abdissoziiert, verbleibt das lipid-
modifizierte LC3-II auf dem Autophagosom und wird im Lysosom degradiert. Abbildung modifiziert nach 
(Vicencio et al., 2008). Weitere Einzelheiten siehe Text (siehe Kapitel 1.3.3 und 1.3.4).  

 

Bei der Chaperon-vermittelten Autophagie (CMA) werden Proteine mit einem 

KFERQ-ähnlichen Motiv von heat shock cognate protein of 73 kDa (hsc73) Chaperon 

(mit Hilfe von Ko-Chaperonen) erkannt und zum Lysosom geführt, wo sie mit Hilfe des 

lysosomal membrane-associated protein 2a (LAMP-2A) in das Lumen des Lysosoms 

gelangen und dort abgebaut werden. Eine konstitutive, selektive Art der Autophagie 

stellt der cytoplasm-to-vacuole-targeting (Cvt)-Weg dar, der ausschließlich in S. 

cerevisiae vorkommt. Anders als die „klassische“, katabole Autophagie stellt der Cvt-
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Weg in erster Linie einen biosynthetischen Prozess dar (Hutchins et al., 1999, Kim & 

Klionsky, 2000, Lynch-Day & Klionsky, 2010, Scott et al., 2001).  

 

1.3.4 Molekulare Regulation der Autophagie 

1992 gelang erstmals die Anreicherung autophagischer Vesikel aus den Vakuolen Pro-

teinase-defizienter Saccharomyces cerevisiae-Stämme (Baba et al., 1994, Takeshige et 

al., 1992). Dies war ein Meilenstein für die molekulare Analyse autophagischer Pro-

zesse. Auf der Suche nach Hefe-Mutanten, in der keine Anreicherung dieser Vesikel 

erfolgte, wurden genetische Screens verschiedener Arbeitsgruppen im Hefe-System 

durchgeführt (Noda et al., 1995, Tian et al., 2010, Tsukada & Ohsumi, 1993). Dies 

brachte den Durchbruch im Feld der Autophagie-Forschung, da nun die Funktionen der 

involvierten „Autophagie-Gene“ und die molekularen Zusammenhänge dieses lange 

bekannten Degradationsprozesses aufgeschlüsselt werden konnten. Ursprünglich Apg-

Proteine (Autophagy) und Aut-Proteine (Autophagy) genannt, fand man im Jahr 2003 

eine einheitliche, gemeinsame Nomenklatur: Atg-Proteine (Autophagy-related gene) 

(Klionsky et al., 2003). Mittlerweile konnte das 36. Atg-Protein (Atg36) in der Hefe 

identifiziert werden (Motley et al., 2012). Viele dieser Atg-Gene sind evolutionär 

konserviert (Levine & Klionsky, 2004, Meijer et al., 2007, Mizushima et al., 2011). Mit 

Hilfe weiterer Forschungsarbeiten in komplexeren Systemen wie Caenorhabditis 

elegans, Dictyostelium discoideum, Drosophila melanogaster, Mus musculus sowie in 

Säugetier-Zelllinien wurden die Zusammenhänge der molekularen Vorgänge der Au-

tophagie klarer. Vor allem durch Gen-Deletionen von Atg-Proteinen in der Maus, wurde 

zudem die Relevanz der Autophagie für verschiedene patho- und physiologische 

Prozesse deutlich (siehe Kapitel 1.3.2). 

1.3.4.1 Molekulare Komponenten in der Autophagosomenbildung 

 Das Prinzip des autophagischen Prozesses ist bereits in Kapitel 1.3.1 und 

Abbildung 5 erläutert worden. So sind mindestens 20 Atg-Gene für die Bildung von 

Autophagosomen notwendig (Klionsky et al., 2003). Darunter sind zwei Ubiquitin-

ähnliche Konjugationssysteme in Hefe sowie in Säugerzellen identifiziert worden 

(Ohsumi, 2001): das Atg12-Atg5-Konjugationssystem sowie das LC3 (Atg8)-

Konjugationssystem. Das Atg12-Atg5-Konjugationssystem initiiert die Elongation des 

Präautophagosoms, wohingegen das LC3-Konjugationssystem für die Bildung und Rei-

fung des Autophagosoms verantwortlich ist (Chen & Zhong, 2012, Kabeya et al., 2000, 

Mizushima et al., 2001). 
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1.3.4.2 Das Atg12-Atg5-Konjugationssystem 

 Das C-terminale Glycin von Atg12 wird durch Atg7 unter ATP-Verbrauch 

konjugiert und auf das Protein Atg10 übertragen. Interessanterweise ist Atg7 homolog 

zu E1-Ubiquitin-aktivierenden Enzymen. Das Atg10, welches einem E2-Ubiquitin-

konjugierenden Enzym entspricht, katalysiert die kovalente Bindung einer Carboxy-

Gruppe des Atg12 mit der -Aminogruppe eines Lysins von Atg5. Dieser Komplex geht 

dann eine nicht-kovalente Bindung mit Atg16L (Autophagy-related gene 16-like 

protein) ein. Das C-terminale Ende von Atg16L, welches eine WD40-Propeller Domäne 

aufweist, führt zur Ausbildung eines multimeren 800 kDa großen Multiprotein-

Komplexes (Ishibashi et al., 2011, Mizushima et al., 2003). Der Atg12-Atg5·Atg16L-

Komplex lokalisiert an die Vorstufe des Autophagosoms und verbleibt dort bis zu 

dessen Reifung, also der Schließung des Vesikels, um anschließend davon zu 

dissoziieren (siehe hierzu auch Abbildung 5). 

1.3.4.3 Das LC3-Konjugationssystem 

 Microtubule-associated protein light chain 3 (MAP-LC3, kurz: LC3) ist das 

Mammalia-Ortholog des Hefe-Proteins Atg8. Die Bildung des Atg12-Atg5-Komplexes 

ist die Voraussetzung für die Rekrutierung von LC3 an präautophagosomale 

Membranen (Mizushima et al., 2001, Radoshevich et al., 2010). Das C-terminale 

Arginin des Vorläufers Prä-LC3 wird durch Atg4, eine Cystein-Aspartase, abgespalten; 

dadurch entsteht das sog. aktivierte zytosolische LC3-I mit einem terminalen 

Glycinrest. Anschließend kann, katalysiert durch Atg7 und Atg3, 

Phosphatidylethanolamin (PE) auf den terminalen Glycinrest von LC3-I übertragen 

werden. Dieses lipidmodifizierte sogenannte LC3-II besitzt eine hohe Affinität für 

Membranen und assoziiert selektiv mit autophagosomalen Membranen. Während 

LC3-II sowohl mit der inneren als auch mit der äußeren Membran der 

Präautophagosomen und mit ausgereiften Autophagosomen assoziiert und dort bis zur 

Fusion mit Lysosomen verbleibt (das intra-autophagosomale LC3-II wird anschließend 

durch die lysosomalen Hydrolasen degradiert), löst sich der Atg12-Atg5-Komplex 

bereits vor der terminalen Fusion mit Lysosomen von den Autophagosomen ab. 

 Zur intrazellulären Markierung autophagischer Vesikel wurde in der 

Vergangenheit oft Monodansylcadaverin (MDC) genutzt. Dies ist eine fluoreszierende 

Substanz, welche saure Kompartimente, wie die mit Lyososomen fusionierten Autoly-

sosomen, anfärbt. MDC kann allerdings nur für die Visualisierung der späten Schritte 

des autophagosomalen Prozesses, die Fusion der Autophagosomen mit den Lysosomen, 

genutzt werden und nicht für den gesamten Ablauf der Autophagie. Schon länger ist der 

molekulare Mechanismus des LC3-Konjugationssystems bekannt, jedoch ist bisher die 
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genaue Funktion von LC3 unklar gewesen. Vor kurzem zeigten Nakatogawa et al. in 

Hefe, dass Atg8-PE (LC3-II) für die Membranbindung zwischen Liposomen wichtig ist 

und zur Hemifusion von Lipidmembranen führt, was letztlich die Expansion und Kom-

plettierung der autophagosomalen Membran ermöglicht (Nakatogawa et al., 2007). Da-

her wird LC3 als einziger spezifischer Marker für Autophagosomen betrachtet (Kimura 

et al., 2009, Klionsky et al., 2008), da LC3 vom Zeitpunkt der Bildung bis hin zur 

autophagolysosomalen Degradation des Autophagsosoms auf diesen Membranen 

verbleibt (Mizushima, 2004).  

1.3.4.4 Die Insulin- und Aminosäurevermittelte Regulation der Autophagie 

 Eine Vielzahl von Stressbedingungen kann autophagische Prozesse induzieren; 

daher ist auch eine Reihe von Signalwegen an der Regulation der Autophagie beteiligt. 

Obwohl die molekularen Mechanismen, die zur Aktivierung und Inhibition der Au-

tophagie führen, erst ansatzweise bekannt sind, ist klar, dass Phosphatidylinositid-3-

Kinasen (PI3K) eine zentrale Rolle spielen. Während Klasse I PI3-Kinasen die 

Autophagie inhibieren, stimulieren Klasse III PI3-Kinasen die autophagische Proteolyse 

indem sie wahrscheinlich an der Biogenese der Autophagosomenmembran beteiligt sind 

(Dennis et al., 2001, Lavallard et al., 2012, Meijer & Codogno, 2004, Sarbassov et al., 

2005, Wullschleger et al., 2006). Insulin bewirkt die Rekrutierung und die nachfolgende 

Aktivierung von Klasse IA Phosphatidylinositid 3-Kinasen an plasmamembranständige 

Insulinrezeptorkomplexe (Meijer & Codogno, 2006). PI3-Kinasen katalysieren als 

heterodimere Funktionseinheiten, bestehend aus einer katalytischen (p110 , oder δ) 

und einer regulatorischen Untereinheit (p85), die Bildung des intrazellularen 

Botenstoffes Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) durch Phosphorylierung von 

Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) in 3’-Stellung des Inositolringes. Dadurch 

kommt es zur Aktivierung weitere Enzyme wie phosphoinositide-dependent protein 

kinase 1 (PDK-1) und Proteinkinase B (PKB/Akt) (Hawkins et al., 2006). Akt 

phosphoryliert das tuberous sclerosis (TSC2)-Protein und verhindert so die Bildung des 

TSC1/2-Komplexes (Hamartin-Tuberin-Komplexes). Dies führt zu einer Erniedrigung 

der GAP-Funktion des Komplexes und resultiert in einer erhöhten Anzahl von Ras 

homolog enriched in brain (Rheb) in der GTP-Modifikation. Rheb-GTP wiederum 

bewirkt eine Aktivierung von mammalian target of rapamycin (mTOR), einer für die 

Regulation von Zellwachstum und Metabolismus essentiellen, konservierten 

Serin/Threonin-Kinase (Wullschleger et al., 2006), siehe Abbildung 7. Der 

inhibitorische Effekt von Aminosäuren auf die Autophagie scheint auf die Hemmung 

von Klasse III PI3-Kinasen zu beruhen (Wurmser & Emr, 2002) sowie über die Rag 

GTPasen zu verlaufen. Klasse III PI3-Kinasen setzen Phosphatidylinositol (PIP) zu 
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Phosphatidylinositol-3-phosphat (PIP3) um. Sowohl die Generierung von PIP3 (Petiot et 

al., 2000), als auch die Assoziation der Kinasen mit dem Tumorsuppressorprotein 

Beclin 1 (Liang et al., 1999), wirken Proteolyse-fördernd.  

 Bei der Regulation der Autophagie fungiert mTOR als zentrale Schaltstelle da 

sowohl PI3-Kinase-abhängige als auch –unabhängige Signale in der Aktivierung von 

mTOR münden. mTOR kommt in Säugerzellen in zwei verschiedenen Komplexen vor: 

mTOR Komplex 1 (mTORC1) besteht aus mTOR, G-protein β subunit like protein 

(GβL) und regulatory associated protein of mTOR (Raptor). Eine Aktivierung von 

mTORC1 führt zur Phosphorylierung von zwei Schlüsselproteinen, welche die 

Translation von Proteinen regulieren: eukaryotic initiation factor 4E (eIF-4E) binding 

protein-1 (4EB-P1) und p70 ribosomal protein S6 kinase 1 (S6K1). mTORC1 hemmt 

die Autophagie unter basalen Nährstoffbedingungen, indem es Atg13 phosphoryliert. 

Die Phosphorylierung von Atg13 beeinträchtigt eine Komplexbildung mit ULK1, und 

hemmt so die von Atg13-ULK1 ausgehende Regulierung der Autophagosomengröße 

(Cheong et al., 2005, Stephan et al., 2009). mTORC1 ist Rapamycin-empfindlich. 

Rapamycin (Sirolismus), ist ein makrozyklisches Immunsuppressivum (Vezina et al., 

1975), das die Kinaseaktivität von mTOR inhibiert, und dadurch die Autophagie 

induziert (Blommaart et al., 1997). Auch in der über Aminosäure-vermittelten 

Inhibierung der Autophagie über das Protein Rag spielt mTORC1 eine wichtige Rolle. 

So scheint die V-Typ-ATPase in der Lysosomenmembran als Sensor für 

intralysosomale Aminosäuren zu fungieren. Bei einer erhöhten Konzentration an 

intralysosomalen Aminosäuren kommt es zu einer Konformationsänderung dieser 

ATPase, welche in einer erhöhten Bindung des Proteins Ragulator an die 

Lysosomenmembran resuliert. Ragulator wiederum bindet Rag an die 

Lysosomenoberfläche, das die Translokation von mTORC1 an die Lysosomen fördert 

und dadurch aktiviert wird (Kim et al., 2008). 

Der zweite Komplex, mTORC2, besteht aus mTOR, GβL und rapamycin-in-

sensitive companion of mTOR (Rictor), einem Rapamycin-unempfindlichen Protein und 

mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1 (mSIN1). mTORC2 

wird durch Rapamycin also nicht gehemmt. mTORC2 aktiviert PKB/Akt durch 

Phosphorylierung an der Ser473–Position und reguliert das Zellwachstum. mTOR ist ein 

negativer Regulator der Autophagie, obgleich die mTOR-Effektoren, welche in der 

Regulierung des autophagischen Prozesses in Säugern involviert sind, noch nicht aus-

reichend bekannt sind (Rubinsztein et al., 2007).  

Unabhängig von mTOR erfolgt die Aminosäure-vermittelte Inhibierung von 

Autophagie über die Ras/Raf/MEK/ERK1/2-Signalkaskade. G alpha interacting protein 
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(GAIP) aktiviert die autophagische Sequestrierung durch Stimulation der Gαi3-GTPase-

Aktivität. GAIP ist ein ERK1/2-MAP-Kinase-Substrat, dessen Phosphorylierung und 

damit Aktivierung durch Aminosäuren Raf-1-abhängig inhibiert wird (Lavallard et al., 

2012). Wenn genügend Nährstoffe wie Wachstumsfaktoren, Insulin oder Aminosäuren 

vorhanden sind, erfolgt eine Phosphorylierung von mTOR an Serin2448 über den PI3-

Kinase/Akt-Signalweg. Abbildung 7 zeigt ein schematisches Modell der autophagischen 

Regulation via mTOR. 

 

 
Abbildung 7. Rolle von PI3 Kinase und mTOR für die Regulation der Autophagie 
4E-BP = eukaryotic initiation factor 4E (eIF-4E) binding protein 1, p70S6K = p70 ribosomal protein S6 
kinase 1, S6 = ribosomal protein S6 , PTEN = phosphatase and tensin homolog, TSC1/2 = tuberous 
sclerosis complex 1/2, Rheb = Ras homolog enriched in brain, Raptor = regulatory associated protein of 
mTOR, FKBP12 = FK506 binding protein of 12 kDa , AKT/PKB = Proteinkinase B, PDK-1 = phosphoino-
sitide-dependent protein kinase 1, PI3K-I = Phosphoinositid-3-Kinase Klasse I, PI3K-III = Phosphoinositid-
3-Kinase Klasse III, (MAP)LC3-II = (microtubule-associated protein) light chain 3-II, Atg13 = Autophagy-
related gene 13, ULK1 = Serin/Threonin-Proteinkinase, mTOR = mammalian target of rapamycin, IRS = 
Insulin-Rezeptor-Substrat; Raf-1 = RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase; MEK = Mitogen-
activated protein kinase kinase; ERK1/2 = Extracellular-signal Regulated Kinases. Die Aktivierung des 
Insulinrezeptors durch Wachstumsfaktoren wie Insulin, führt zur Autophosphorylierung des 
Insulinrezeptors sowie von den Insulinrezeptor-assoziierten Insulin-Rezeptor-Substratproteinen (IRS). IRS-
Proteine fungieren als Adapterproteine, an denen Liganden wie Mitglieder der Klasse I PI3-Kinasen binden 
und somit an der Membran aktiviert werden können. PI3-Kinasen phosphorylieren dann PIP2 an der 3’-
Position. Das daraus resultierende PIP3 fördert als second messenger die Bindung von Akt und seinem 
Aktivator Phosphoinosit-abhängige-Kinase I (PDK-1). Akt phosphoryliert schließlich weitere Effektoren, 
was zu einer Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase mTOR und darüber zu einer Inhibition der Autophagie 
führt. Aminosäuren inhibieren die proteolytische Autophagie einerseits durch die Aktivierung von Rheb und 
somit mTOR, andererseits unabhängig von mTOR über die Inhibierung des Klasse III PI3-Kinase/Beclin 1-
Komplexes. Grüne Linien signalisieren eine Aktivierung, rote Linien eine Inhibierung. Einzelheiten zu den 
jeweiligen Signalwegen sind im Text wiedergegeben, siehe Kapitel 1.3.4.4. Abbildung modifiziert nach 
(Lavallard et al., 2012, Meijer & Codogno, 2004). 
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2 FRAGESTELLUNG 

 G-Proteine sind wesentliche Komponenten der transmembranären 

Signalweiterleitung durch G-Protein-gekoppelte Zelloberflächenrezeptoren. Durch die 

Analyse gendefizienter Mausstämme ist es in den letzten Jahren gelungen, die 

Mitglieder der Gs-, Gq- und G12-Familien in ihren biologischen Funktionen gut zu 

charakterisieren, wohingegen dies bei den Mitgliedern der Gi-Familie nur teilweise 

gelang. Insbesondere ist unklar, welche spezifischen Funktionen die drei Gi-Isoformen 

im Organismus spielen. Aufgrund der hohen Aminosäureidentität von Gαi1, Gαi2 und 

Gαi3 geht man in der Literatur von redundanten Funktionen aus. Da jedoch jede Isoform 

durch ein eigenes Gen kodiert wird, postulieren wir unabhängige Funktionen der drei 

Gαi-Proteine. Zur Überprüfung dieser Annahme erschien uns Gi3 am interessantesten, 

da es in allen bekannten Geweben wesentlich geringer als Gi2 exprimiert wird. Zudem 

ist es vorwiegend nicht-neuronal zu finden und stellt dort deshalb zusammen mit Gi2 

die einzigen Gαi-Proteine dar. Folglich sollte eine phänotypische Auffälligkeit in Gαi3-

defizienten Mäusen auf eine spezifische Funktion des Proteins hindeuten, die durch Gαi2 

nicht kompensiert werden kann. Auf der Suche nach Gαi3-spezifischen Funktionen 

stießen wir auf Befunde an Kolonkarzinom-Zelllinien, die die Beteiligung von Gi-

Proteinen, insbesondere Gi3, an der autophagischen Sequestrierung vermuten ließen. 

Allerdings war nichts über die Rolle individueller Gi-Proteine bei der Regulation der 

Autophagie in der Leber bekannt. Primäres Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, 

die Bedeutung von Gi2 und Gi3 bei der hepatischen Autophagie zu charakterisieren. 

Hierzu sollten tierexperimentelle Untersuchungen mit konstitutiv Gi-defizienten Mäusen 

durchgeführt, sowie Hepatozyten und embryonale Fibroblasten dieser Tiere 

charakterisiert werden. Im Einzelnen sollten folgende Fragen bearbeitet werden: 

 Charakterisierung der subzellulären Lokalisation der Gi3-Isoform und einer 

möglichen Assoziation mit autophagosomalen Endomembranen 

 Analyse Autophagie-assoziierter Proteine in Gi3-defizienten Zellen 

 Charakterisierung des Phänotypes von Gi3-defizienten Mäusen 

Zur Beantwortung dieser Fragen sollte zunächst die Isolierung und Kultivierung von 

murinen Hepatozyten etabliert und biochemische und zellbiologische Methoden zur 

Analyse der autophagischen Aktivität entwickelt werden. In Langzeitstudien sollten 

außerdem basale physiologische Parameter von Gi3–defizienten Mäusen 

charakterisiert werden. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Material 

3.1.1 Geräte 

Allgemein: 

Pipetten Reference® (variabel) Eppendorf, Hamburg 

Feinwaage Precisa 100M-300C   Precisa Gravimetrics, Dietikon, Schweiz   

pH-Meter 525 WTW, Weilheim i. Obb. 

Laser-Scan-Mikroskop LSM 510  Carl Zeiss, Jena 

Mikrotiterplatten-Spektrophotometer Fluostar Optima  BMB Labtech, Offenburg 

Thermocycler Mastercycler Eppendorf, Hamburg 

Ultrathurrax EuroThurrax T20b IKA Labortechnik, Staufen 

Ultraschall-Homogenisator Sonopuls 70  Bandelin, Berlin 

Fotoentwicklermaschine Curix 60  Agfa, Köln  

 

Maushaltung im Rahmen der Langzeitstudie: 

Isolator Isotec Systems, Bicester, UK 

 

Hepatozyten-Isolierung: 

Wasserbad/Thermostat HK-P2  Haake, Vreden 

peristaltische Pumpe Minipuls 2 Gilson, Villiers Le Bel, Frankreich 

Oxigenator  Laborwerkstatt, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

 

Elektrophorese: 

Mini-Elektrophorese-System Protean II  BioRad, Müchen 

Elektrophoresis Power Supply EPS 600  Pharmacia Biotech, Hamburg 

Semidry SD Kammer Trans Blot® BioRad, München  

 

Mikroskopie: 

Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510  Carl Zeiss, Jena 

Inverses Lichtmikroskop Axiovert 25  Carl Zeiss, Jena 

Inverses Epifluoreszenz Mikroskop TE2000-E  Nikon, Düsseldorf 

Kaltlichtlampe KL2500 LCD   Carl Zeiss, Jena  
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Zentrifugation: 

Eppendorf Tischzentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg 

Sigma 3K30  Sigma, Osterode am Harz 

Avanti J-20XP Beckman Coulter, Krefeld 

Ultrazentrifuge Sorvall OTD55B Sorvall, Asheville, USA 

Ultrazentrifuge Optima LE-80K  Beckman Coulter, Krefeld 

Rotor Typ 70 Ti  Beckman Coulter, Krefeld 

Rotor Typ 75 Ti  Beckman Coulter, Krefeld 

Rotor TH-641  Sorvall, Asheville, USA 

 

3.1.2 Hersteller und Lieferanten 

(1) Amersham Biosciences, Freiburg 

(2) Abgent, San Diego, USA 

(3) Abcam, Cambridge, United Kingdom 

(4) Axis-Shield PoC, Dundee, Schottland 

(5) ATCC/LGC Standards GmbH, Wesel 

(6) Applichem, Darmstadt 

(7) Biomol, Hamburg 

(8) Biochrom AG, Berlin 

(9) BD/Falcon, Bedford, USA 

(10) Bio-Rad, München 

(11) BD Biosciences Clontech, Heidelberg 

(12) BD Biosciences Pharmingen, Heideldberg 

(13) B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

(14) Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

(15) Calbiochem via Merck, Darmstadt 

(16) DAKO, Glostrup, Dänemark 

(17) DETAKTA Isolier- und Meßtechnik GmbH & Co. 

(18) Fuji Photo Film GmbH, Düsseldorf 

(19) Fluka via Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

(20) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

(21) Missouri S&T cDNA Resource Center, Rolla, USA 

(22) MBL via MoBiTec GmbH, Göttingen 

(23) MP Biomedicals, Aurora, USA 
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(24) Neolab, Heidelberg 

(25) Nano tools, Teningen 

(26) Novus Biologicals Inc, Littleton, USA 

(27) Gibco BRL, Eggenstein 

(28) GE Healthcare Europe GmbH, München 

(29) Genaxxon Bioscience GmbH, Biberach 

(30) Invitrogen, Karlsruhe 

(31) MitoSciences Inc, Eugene, USA 

(32) Merck, Darmstadt 

(33) Marienfeld, Lauda-Königshofen 

(34) Millipore, Eschborn 

(35) Missouri S&T cDNA Resource Center, Missouri, USA 

(36) Operon Biotechnologies GmbH, Köln 

(37) PAA Laboratories GmbH, Österreich 

(38) Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA 

(39) Promega via Serva, Heidelberg 

(40) Qiagen, Hilden 

(41) Roche Diagnostics, Mannheim 

(42) Roth, Karlsruhe 

(43) Saliter, Obergünzburg 

(44) Stratagene, Heidelberg 

(45) Santa Cruz, Heidelberg 

(46) Squarix GmbH, Marl 

(47) Schering, Berlin 

(48) Schleicher & Schuell, Dassel 

(49) Sorvall, Asheville, USA   

(50) Serva, Heidelberg 

(51) Sigma, Deisenhofen 

(52) TPP, Trasadingen, Schweiz 

(53) Whatman, Maidstone, UK 

 

3.1.3 Chemikalien 

Aceton  (32) 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) (10) 
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Agarose  (29) 

Ammoniumhydrogencarbonat  (51) 

Bromphenolblau (49) 

Calyculin A  (15) 

Kalziumchlorid  (32) 

Coomassie Brilliant Blue G-250 (39) 

Kollagen R (Typ I) Lösung 0,2% (50) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) (32) 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat  (32) 

Dithiothreitol (DTT) (51) 

4', 6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)  (51) 

Ethylendiamin-N,N,N,N’-tetraessigsäure (EDTA) (49) 

Essigsäure (32) 

Ethanol  (32) 

Ethidiumbromid  (32) 

Formaldehyd (40%) (51) 

Magermilchpulver  (43) 

D(+)-Glukose  (32) 

Glycerin (32) 

-Glycerophosphat (51) 

Glycin-Phenyl--Naphtylamid (GPN)  (51) 

Glycin (49) 

HEPES  (42) 

Imidazol (51) 

Kaliumdihydrogensulfat (32) 

Kaliumchlorid  (32) 

Magnesiumchlorid (32) 

Manganchlorid (51) 

Methanol  (32) 

-Mercaptoethanol (6) 

N, N’- Methylenbisacrylamid (Bisacrylamid) (42), (49) 

Natriumchlorid  (32) 

Natriumacetat  (32) 

Natriumhydrogencarbonat  (32) 

Natriumsulfat  (32) 
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Natriumlaurylsulfat (SDS) (51) 

Natriumorthovanadat  (32) 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat  (32) 

Nonidet P40 (NP-40) (41) 

Okadaische Säure  (15) 

Paraformaldehyd  (51) 

PMSF  (49) 

Ponceau S (49) 

Isopropanol (42) 

Rapamycin  (51) 

Rinderserumalbumin (BSA, Fraktion V) (49) 

Salzsäure  (32) 

Saccharose  (32) 

N,N,N’,N’- Tetramethylethylenediamine (TEMED) (42)  

Trichloressigsäure  (32) 

Trypanblau  (8) 

Tris (32), (49) 

Triton X-100 (51) 

Triton X-114 (51) 

Tween 20 (6) 

Vinblastin  (51) 

Urea >98% (51) 

Alle hier nicht aufgeführten Substanzen wurden von den Firmen Merck (Darmstadt) 

bzw. Sigma (Deisenhofen) mit dem Reinheitsgrad pro analysi bezogen. 

  

3.1.4 Enzyme, Proteine, Peptide und andere biologisch aktive 

Substanzen 

E-64-d  (7) 

Kollagenase Typ CLS-II-22 (Trockensubstanz), spez. Aktivität: 

125-250 Mandl-Einheiten/mg, aus Clostridium histolyticum (8) 

Protease Inhibitor Cocktail  (41) 

Glucagon, human  (15) 

Insulin, Rind  (51) 

Aprotinin  (6) 
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Leupeptin Hemisulfat (6) 

Pepstatin A  (15) 

Pertussistoxin (aus Bordetella pertussis)  (15) 

 

3.1.5 Antikörper 

Tabelle 2: Primärantikörper 

Spezifität Spezies Bezeichnung 

(Klon) 

Her-

steller 

Verdünnung 

Gi3 Kaninchen Eluat „C“, siehe 

3.2.3.3 

(46) IB, 1:5000; IF, 1:1000  

Gi2 Kaninchen Eluat „C“, siehe 

3.2.3.3 

(46) IB, 1:1000; IF, 1:400  

LC3B Kaninchen NB600-1384 (26) IB, 1:4000  

LC3 Ziege sc-16756 (45) IF, 1:200 

LC3 Kaninchen -- (*) IF, 1:300 

-Tubulin  

-Aktin

Maus 

Maus 

T9026 (DM1A)  

08691002 (C4) 

(51) 

(23) 

IB, 1:4000; IF, 1:2000 

IB, 1:20000 

mTOR 

phospho-

mTOR 

(Ser2448) 

Kaninchen 

Kaninchen 

2972 

2971 

(14) 

(14) 

IB, 1:1000 

IB, 1:1000 

Insulin Rß  Kaninchen sc-711 (C-19) (45) IB, 1:1000 

PDI 

Cytochrom c 

GM130

Maus 

Maus 

Maus 

610946 (34) 

MSA06 (37BA11) 

610822 

(35/GM130) 

(12) 

(31) 

(12) 

IB, 1:300; IF, 1:1000 

IB, 1:4000; IF, 1:2000 

IB, 1:250; IF, 1:300 

EEA1 Maus 610456 (14/EEA1) (12) IB, 1:2500; IF, 1:400 

pan Cadherin Maus Ab6528 (CH-19) (3) IB, 1:1000; IF, 1:300 

IB, Immunoblot; IF, Immunfluoreszenz 
(*) freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. Yasuo Uchiyama (Osaka Universität Medizinische 
Fakultät, Osaka, Japan). 
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Tabelle 3: Sekundärantikörper und Immunfärbereagenzien 

Spezifität/Name Spezies Bezeichnung Hersteller Verdünnung 

-Maus IgG  

HRP-Konjugat 

Kaninchen P0161 (16) IB, 1:3000 

-Kaninchen IgG  

HRP-Konjugat 

Ziege 31210 (38),(51) IB, 1:10000 

-Maus IgG   

AlexaFluor® 

488, 546, 633

Ziege A11029,  

A11030, 

A21052 

(30) IF, 1:400 

-Kaninchen IgG  

AlexaFluor®  

488, 546, 633 

Ziege A11034,  

A11035,  

A21071 

(30) IF, 1:400 

LysoTracker®   

Red DND-99 

 L7528 (30) 75 nM 

Phalloidin  

AlexaFluor® 

488, 568, 633  

 A12379, 

A12380, 

A22284 

(30) IF, 1:400 

  

3.1.6 Bakterien und Zellen 

Kompetente Bakterien (E.coli, DH5, TOP 10)  (30) 

Embryonale Fibroblasten aus gendefizienten Mäusen: 

A) Wildtyp, Klon 3D9 

B) Gi2
-/-, Klon 2G2 

C) Gi3
-/-, Klon 2F10 

D) Gi2
-/-; Gαi3

-/-, Klon 2D7 

E) Gi3
-/-, Klon 3 

F) Wildtyp, Klon 3 

G) Gi1
-/-; Gi3

-/-, Klon 1 

 

Die Mausembryonalfibroblasten A) – D) wurden von Dr. K. Spicher hergestellt. 

Die Mausembryonalfibroblasten G) wurden von Anja Kletke hergestellt. 

Die Isolierung der Mausembryonalfibroblasten E) und F) ist in Methoden, Kapitel 

3.2.2.3 dargestellt. 
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3.1.7 Zellkulturmedien und Zusätze 

Williams E Medium  (27) 

Hank Balance Salt Solution  (27)  

Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline (D-PBS) (29)  

Fötales Kälberserum (FCS), Charge: 41F1361K  (27)  

Penicillin/Streptomycin (Penicillin 10 000 U/ml; Streptomycin 10 mg/ml)  (29)  

Glutamin (100 x) (29) 

Fungizon (Amphotericin B; 250 µg/ml)  (27) 

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)  (27)  

LB-Pulvermedium  (6) 

Trypsin/EDTA (0,5 % / 0,2 %)  (29) 

Lipofectamin 2000  (30) 

LB-Pulvermedium  (6) 

LB-Agar-Pulver  (6) 

 

3.1.8 Expressionsvektoren und Plasmide 

pEGFP-LC3 von Prof. Tamotsu Yoshimori, Okazaki, Japan 

 

3.1.9 Reagenzien für die Molekularbiologie 

QIAquick Gel Extraction Kit  (40) 

DNA-Standard 1kb (# SM0311)  (20) 

Loading buffer orange (6 x)  (20) 

 

3.1.10 Sonstige Gebrauchsartikel 

Micro BCA™ Protein Assay Kit  (38) 

Zellkulturmaterial  (52) 

Bottle-Top-Filter, 0,2 µm (52) 

Vorgefärbter Protein-Molekulargewichtsstandard (# SM0671)  (20) 

Ungefärbter Protein-Molekulargewichtsstandard (# SM0441)  (20) 

Hybond C Nitrozellulose Membran  (1) 

Whatman GF/B Papier (53) 
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ECL Western Blotting Detection System  (38) 

Röntgenfilme (18) 

Wägepapier  (24) 

Ultrazentrifugationsröhrchen, 12 ml (49) 

Zellsieb, 70 µm  (9) 

Filter für Viruspartikel, 45 µm (9) 

Kanüle, 20G 11/4 (1,1 x 33 mm) (13) 

96-well-Mikrotiterplatten  (52) 

Perfusionsschläuche (Heidelberger Verlängerung, Perfusor-Leitung)  (13) 

Silikonschläuche für Oxigenator, Ø 3 mm Typ: 02002  (17)  

22 x 22 mm Ø Glasplättchen  (33)  

Objektträger  (33)  

ProLong-Gold antifade  (30)  

 

3.2 Methoden  

3.2.1 Molekularbiologische Methoden 

3.2.1.1 Transformation von Escherichia coli mit DNA 

 50 µl chemisch kompetenter E. coli-TOP 10 Zellen (Lagerung bei -80 °C) 

wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 µl pEGFP-LC3 gemischt und für 40 Minuten auf 

Eis inkubiert. Zum Einschleusen der DNA in die Bakterien wurde ein Hitzeschock (20 

Sekunden, 42 ºC) in einem Wasserbad durchgeführt. Danach wurde der Ansatz sofort 

für 2 min auf Eis gekühlt. Anschließend wurden die Zellen in 1 ml LB-Medium 

aufgenommen und für 1 Stunde bei 37 °C auf einem Schüttler inkubiert. Daraufhin 

wurde die Kultur mittels einer kurzen Zentrifugation (2000 rpm, 10 Sekunden) 

ankonzentriert, der Überstand abgenommen und das Pellet und in 200 µl LB-Medium 

resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf einer LB-Agarplatte mit Zusatz geeigneter 

Antibiotika ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

 

3.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese und Elution von DNA  

 Zur Auftrennung von DNA nach ihrer Größe wurden 1 – 2%ige Agarosegele 

mit TAE als Laufpuffer benutzt. Die entsprechende Menge an Agarose wurde mit TAE 

erhitzt und nach dem Abkühlen mit 1 % (v/v) Ethidiumbromidlösung versetzt. Die Gel-
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elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 130 V für ca. eine Stunde. Als DNA-

Größenmarker wurde ein 1-kb-Marker verwendet. Nach der Auftrennung der DNA-

Fragmente wurden diese mittels UV-Licht sichtbar gemacht. Die gewünschten Banden 

wurden mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und die enthaltene DNA mittels 

dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) entsprechend den Herstellerangaben aus der 

Agarose eluiert. 

 

3.2.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.2.1 Transiente Transfektion  

 Zur Transfektion von Hepatozyten wurde das Transfektionsreagenz 

Lipofectamin 2000 verwendet. Die DNA komplexiert mit den in Lipofectamin 2000 

enthaltenen polykationischen Lipiden und kann aufgrund der lipophilen Eigenschaften 

des Reagenz in die Zelle aufgenommen werden. Am Tag der Transfektion wurden die 

Zellen in einer Zellzahl von ca. 4 x 105 Zellen/well in 6-well-Platten (ca. 35 mm Ø) in 

Medium ohne FCS und Penicillin-Zusätze ausgebracht. Dies entsprach einer Platten-

konfluenz von ca. 70 – 80 %. Für jede Multititerplatte (MTP)-Kavität wurde ein 

Reagenzansatz von 3 µl Lipofectamin 2000 und 250 µl Williams E Medium sowie 1 µg 

DNA pro 250 µl Williams E angesetzt. Beide Lösungen wurden vermischt und für 20 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Mischung wurde mit 2 ml Williams-E 

auf die Zellen gegeben. Nach vier Stunden Inkubation, wurde das Medium mit frischem 

Williams E (1 % Penicillin/Streptomycin (P/S)) versetzt.  

3.2.2.2 Allgemeine Zellkultur  

 Mausembryonalfibroblasten (MEF) wurden in DMEM-Medium mit 10 % FCS, 

100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin bei 7 % CO2 und 37 °C kultiviert und 

etwa alle 3 - 4 Tage ein Mediumwechsel durchgeführt. Die Kultivierung der 

Hepatozyten erfolgte in Williams E Medium, siehe 3.2.2.6. Um die Fibroblasten zu 

„hungern“, wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und anschließend fünf 

Stunden lang mit DMEM (ohne FCS, und 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml 

Streptomycin, 10 µg/ml Leupeptin und 10 µg/ml E64-d) inkubiert. Um Hepatozyten zu 

„hungern“, wurden diese ebenso dreimal mit PBS gewaschen und zwei Stunden in 

Hanks Buffered Salt Solution (HBSS) (mit 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Strepto-

mycin, 10 µg/ml Leupeptin und 10 µg/ml E64-d) inkubiert. Je nach Versuch wurden 

Insulin oder Glukagon (beide 100 nM) oder Phenylalanin (0,2 mM) für 60 Minuten in 
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das Medium hinzugefügt. Für Transfektionen wurden die Zellen einen Tag vorher in 

Petri-Schalen mit 3 oder 6 cm Durchmesser oder 6-well-Mikrotiterplatten mit 3 cm 

Durchmesser gegeben, so dass sie am Tag der Transfektion eine Zellkonfluenz von etwa 

80 % besaßen (siehe Methoden, Kapitel 3.2.2.1). Für Immunofluoreszenz Versuche 

wurden 22 mm Ø Glasplättchen in 6-well-Mikrotiterplatten gelegt (siehe Kapitel 

3.2.2.8).  

3.2.2.3 Isolierung von embryonalen Mausfibroblasten 

 Zur Isolierung embryonaler Wildtyp- und Gαi3-defizienter Fibroblasten wurden 

Gi3
+/+ mit Gi3

-/- Mäusen verpaart. Am Tag 14 post coital (p.c.) wurden die Weibchen 

getötet und die Uteri entnommen. Die Embryonen wurden aus dem Uterus entnommen 

und in eine mit PBS gefüllte Kulturschale gelegt. Um ein Überwachsen der 

Fibroblasten-Primärkulturen mit neuronalen Zellen, Kardiomyozyten oder Leberzellen 

zu vermeiden, wurden den Embryonen der Kopf, Leber, Herz und wenn sichtbar die 

Milz entfernt. Das verbleibende Gewebe wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 

1 ml 0,25 % Trypsin vier bis fünf Stunden auf Eis und im Anschluss darauf 30 Minuten 

bei 37 °C inkubiert. Nachfolgend wurde das verdaute Gewebe mittels einer 1000 µl-

Pipettenspitze durch mehrmaliges Auf- und Abziehen in die Pipettenspitze weiter 

aufgeschlossen. Die Suspension wurde in eine mit DMEM (mit 10 % FCS, 1 % 

Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % Fungizon) gefüllte 15 cm Ø Kulturschale 

überführt. Alle 3 - 4 Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Die Fibroblasten 

immortalisierten in der Regel nach ca. zwei Monaten durch spontane Transformation. 

3.2.2.4 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen 

 Die Zellen wurden in der logarithmischen Phase (80 - 90 % Konfluenz) 

eingefroren. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und von der 

Zellkulturschale durch Trypsinierung mit Trypsin-EDTA-Lösung abgelöst und in 

Falcon-Röhrchen überführt. Nach anschließender Zentrifugation (4 min bei 100 x g, 

RT) wurde das Zellsediment vorsichtig in 1 - 2 ml Einfriermedium (FCS mit 10 % 

DMSO) resuspendiert und in ein Kryo-Schraubkappengefäß (2 ml) gefüllt. Die 

Zellsuspension wurde in einer Isopropanol-Einfrierbox 18 bis 24 h bei -80 oC gelagert. 

In dieser Einfrierbox wird durch den Isopropanol-Mantel eine langsame 

Herunterkühlung der Zellsuspension erreicht. Am nächsten Tag wurden die 

Kryoröhrchen in flüssigem Stickstoff (-196 oC) überführt und dort gelagert.  
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3.2.2.5 Auftauen kryokonservierter eukaryotischer Zellen 

 Die eingefrorenen Zellen im Kryo-Schraubkappengefäß wurden direkt vom 

flüssigen Stickstoff in ein 37 oC-Wasserbad überführt, aufgetaut und in 

Kultivierungsmedium aufgenommen und auf eine Zellkulturschale verteilt. Am näch-

sten Tag erfolgte ein Mediumwechsel mit dem entsprechenden Kultivierungsmedium. 

3.2.2.6 Isolierung und Kultivierung von Maushepatozyten 

 Alle Versuche der Maushepatozytenisolierung wurden im Institut für 

Biochemie und Molekularbiologie II am Universitätsklinikum Düsseldorf durchgeführt 

und durch das Regierungspräsidium Düsseldorf genehmigt. Für die Versuche wurden 

männliche und weibliche Mäuse der Stämme Sv129 als auch C57BL/6 aus der Tier-

versuchsanlage Düsseldorf gezüchtet. Die Mäuse wurden in der Tierversuchsanlage der 

Universität Düsseldorf bei freiem Futter- und Wasserzugang gehalten (22 ± 2 °C; rela-

tive Luftfeuchtigkeit 55 ± 5 %; mit 12-Stunden-Lichtrhythmus). Das Alter der unter-

suchten Mäuse lag zwischen 8 und 12 Wochen, das Gewicht der Mäuse lag zwischen 18 

und 26 Gramm. Das Protokoll für die Isolierung primärer muriner Hepatozyten erfolgte 

nach einem Protokoll von Markus Mroz (mündliche Kommunikation; Klinik für 

Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Universitätsklinikum Düsseldorf) und 

Seglen (Seglen, 1976), das modifiziert wurde (siehe Methoden, Kapitel 3.2.2.6.4 und 

Ergebnisse, Kapitel 4.1.1). 

3.2.2.6.1  Versuchsaufbau für die Hepatozytenisolierung 

 Das System besteht aus einem Wasserbad mit einem regelbaren Thermostaten, 

einer peristaltischen Pumpe, einem Oxigenator (Plexiglas® Zylinder: 90 mm x 120 mm 

mit 14 Windungen Ø 80 mm; Silikonschläuche Ø 3 mm) und einem Blasenfänger 

(eigene Konstruktion). Für die Ausleuchtung des Arbeitsbereiches wurde eine 

Kaltlichtlampe verwendet. 

3.2.2.6.2  Herstellung des Perfusates 

 Die Lösungen wurden unmittelbar vor der Versuchsdurchführung frisch 

angesetzt und mittels eines Flaschenaufsatzfilters (0,2 µm Porengröße) in autoklavierte 

Laborglasflaschen sterilfiltriert. 

Krebs-Henseleit-Puffer (KHP): 0,01 M HEPES; 25 mM NaHCO3; 115 mM NaCl; 

5,9 mM KCl; 1,2 mM MgCl2 x 6 H2O; 1,2 mM NaH2PO4 x 1 H2O; 1,2 mM Na2SO4; 

1,25 mM CaCl2 x 2 H2O; 6 mM Glukose; pH 7,5. 
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Ca2+/SO4
2--freier Perfusionspuffer: 0,01 M HEPES; 25 mM NaHCO3; 115 mM NaCl; 

5,9 mM KCl; 1,2 mM MgCl2 x 6 H2O; 1,2 mM NaH2PO4 x H2O; 6 mM Glukose; pH 

7,6. 

Kollagenase-Lösung: 100 ml Ca2+/SO4
2--freier Perfusionspuffer; 6 mM CaCl2 x 2 H2O; 

2 g Rinderserumalbumin; 33 mg Kollagenase; pH 7,6. 

3.2.2.6.3  Beschichtung von Kulturschalen mit Kollagen 

 Rattenschwanz-Kollagen, Kollagen R (Typ I), wurde mit sterilem PBS auf die 

finale Konzentration von 10 µg/ml verdünnt. Zum Beschichten einer 10 cm Ø 

Petrischale (Material: Polystyrol) wurden jeweils 5 ml dieser Lösung verwendet, und 

die Petrischalen wurden zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Kollagen-

Lösung abgenommen und die Schalen in der Laminar-Flow Arbeitsbank mit offenen 

Deckeln getrocknet. 

3.2.2.6.4  Isolierung der murinen Hepatozyten 

 Die Mäuse wurden mit einem Gemisch aus 5 mg/kg Körpergewicht Xylazin 

(Rompun, Bayer Vital, Deutschland) und 20 mg/kg Körpergewicht 

Ketaminhydrochlorid (Ketavet, Pfizer, USA) tief betäubt. Das Betäubungsgemisch 

wurde intraperitoneal (linker abdominaler Quadrant) injiziert. Nach eingetretener 

Anästhesie (kein Zehenreflex) wurde die Maus auf der Präparationsplattform fixiert. 

Der Perfusionsfluss wurde auf 1,5 bis 2,0 ml/min eingestellt. Anschließend wurde nahe 

der Genitalöffnung ein abdominaler Schnitt durchgeführt. Die entstandene Öffnung 

wurde durch weitere Schnitte entlang der Rippenbögen und im abdominalen Bereich 

erweitert. Die Bauchdecke konnte danach seitlich umgeklappt werden. Die nun 

freiliegenden Eingeweide wurden rechts zur Seite gelegt, ohne sie dabei zu verletzen. 

Durch das Beiseiteschieben der Eingeweide mit den Darmschlingen wurde die vena 

cava caudalis (hintere untere Hohlvene), an der rechten Niere, sowie die vena portae 

(Pfortader) freigelegt. Kaudal vom Zwerchfell liegt die braunrote Leber. Um die vena 

cava caudalis wurde unterhalb der Leber, aber oberhalb der rechten Niere mit festem 

Operationsgarn (Stärke 10) ein loser Knoten (Ligatur) gelegt (siehe Abbildung 8). 

Danach wurde eine weitere Ligatur locker um die Pfortader gelegt. Mit einer 

Augenschere wurde distal zur gelegten Ligatur eine kleine Öffnung in die Pfortader 

geschnitten, durch die eine Kanüle (20G 11/4) gesetzt und sofort fixiert wurde. Über die 

Perfusionsschläuche wurde das Perfusat (Ca2+/SO4
2--freier Perfusionspuffer) in die 

Leber geleitet.  
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Abbildung 8. Darstellung der Operationstechnik 

Die narkotisierte Maus wurde mit einem median verlaufenden Schnitt geöffnet und die vena portae 
(Pfortader) freigelegt. Durch das Legen einer Kanüle in die Pfortader wird die Leber perfundiert. Siehe 
Text für eine ausführliche Beschreibung. 

 

Unmittelbar nach dem Fixieren der Kanüle und dem Beginn der Perfusion wurde der 

Brustkorb aufgeschnitten und der rechte Herzvorhof angeschnitten, um das Abfließen 

des Perfusates zu gewähren. Dies war nötig, um den unter den Perfusionsbedingungen 

rasch aufbauenden Druck in der Leber zu erniedrigen und eine Schädigung der Leber-

zellen zu verhindern. Erst dieser letzte Arbeitsschritt verursachte den Tod der Maus. 

Unmittelbar nach diesem Schritt wurde die Flussrate auf 6 - 7 ml/Minute erhöht. Das 

Perfusat durchströmte die Leber, die sich mit zunehmender Perfusionsdauer und dem 

damit verbundenen Austausch des Blutes gegen das Perfusat farblich aufhellte (gelb-

braun). Die Leber wurde zuerst sieben bis acht Minuten mit Ca2+/SO4
2--freiem 

Perfusionspuffer perfundiert, um das Blut aus der Leber zu entfernen, und anschließend 

sieben bis neun Minuten mit der Kollagenaselösung perfundiert, um die extrazelluläre 

Matrix der Leber zu verdauen und somit die Hepatozyten aus dem Zellverband zu lösen.  

3.2.2.6.5  Freisetzung der Leberzellen und Reinigung der Hepatozyten 

 Nach Beendigung des Perfusionzuflusses wurde die Kanüle entfernt. 

Anschließend wurde die Leber vorsichtig aus dem Körper präpariert und in eine mit 

Krebs-Henseleit-Puffer gefüllte Petrischale überführt. Die Gallenblase sowie restliches, 

leberfremdes Gewebe wurden entfernt. Mit stumpfen Pinzetten wurden die Le-
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berkapseln geöffnet. Dabei werden die Hepatozyten und ein Großteil der 

Nichtparenchymzellen freigesetzt. Das restliche, fibröse Lebergewebe wurde mittels 

Filtration der Zellsuspension durch Gaze-Kompressen entfernt. Aus einem ca. 2 g 

schweren Organ können ca. 1 bis 1,5 x 106 Zellen gewonnen werden. Zur Bestimmung 

der Zellvitalität wird aus der Zellsuspension eine Probe in eine 0,5%ige 

Trypanblaulösung gegeben. Nach etwa drei Minuten Inkubation kann die 

Gesamtzellzahl und die Vitalitätsrate mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer ermittelt 

werden (dunkelblau gefärbte Zellen sind geschädigt). Mit dem beschriebenen 

Isolationsprotokoll erreicht man reproduzierbar eine Vitalität von 80 - 90 %. Die 

Leberzellen wurden durch zweimaliges Zentrifugieren (19 x g, 2 min, mit maximaler 

Beschleunigung und ohne Bremse bei 4 °C) aufgereinigt. Die intakten Hepatozyten 

setzten sich aufgrund ihrer höheren Dichte als lockeren Bodensatz ab. Der Überstand 

beinhaltete Endothelzellen sowie geschädigte Hepatozyten. Als letzter Auf-

reinigungsschritt erfolgte eine Filtrierung der Zellsuspension durch ein 70 µm-Nylon-

Maschensieb und eine erneute Zentrifugation (19 x g, 2 min, mit maximaler 

Beschleunigung und ohne Bremse bei 4 °C). 

3.2.2.6.6  Monolayerkultivierung von Hepatozyten 

 Hepatozyten adhärieren nur sehr schlecht an die gängigen 

Zellkulturschalenoberflächen, die meist aus Polystyrol bestehen. Doch das Anheften an 

ein Substrat und die damit verbundenen Änderungen in der Zellform und der 

Organisation des Zytoskeletts besitzen einen großen Einfluß auf die Proteinsynthese 

und den Erhalt leberspezifischer Funktionen. Die effektive Adhäsion von isolierten 

Leberzellen an festen Matrizes hängt nicht nur von der Oberflächencharakteristik der 

Kulturschalen ab, sondern auch vom Kulturmedium und von Kultivie-

rungsbedingungen, wie z. B. der Begasung, ab. Für die Aufrechterhaltung diffe-

renzierter Funktionen von kultivierten Hepatozyten hat sich Williams E Medium be-

währt, welches von Williams und Gunn insbesondere für die Bedürfnisse von adulten 

Hepatozyten in Langzeitkultivierung angepasst worden ist (van 't Klooster et al., 1994, 

Williams & Gunn, 1974). 

Die Hepatozyten-angereicherte Suspension wurde in die mit Kollagen beschichteten 

Kulturschalen (2 x 105 Zellen/10 cm-Schale) verteilt. Zur Equilibration der Hepatozyten 

wurden diese drei Stunden im Krebs-Henseleit-Puffer inkubiert. Nach drei Stunden 

wurden die nicht-adhärierten Zellen mittels eines Medienwechsels mit Williams E 

(1 % Penicillin/Streptomycin) entfernt. Die Kultivierung der Hepatozyten erfolgte in 



MATERIAL UND METHODEN 53 

Williams E Medium (1 % Penicillin/Streptomycin) bei 37 °C unter 

Carbogenatmosphäre (95 % O2/5 % CO2). Das Medium enthielt keine weiteren Zusätze. 

Auf den Zusatz von Serum wurde verzichtet, um eine Überwucherung der Hepatozyten 

von eventuell noch in der Kultur befindlichen Fibroblasten zu vermeiden.  

Hepatozyten heften sich gut an alle Sorten von Kollagen. Es bildet einen 

gelartigen Film, auf denen sich Hepatozyten schnell und am Anfang mit wenig 

abgeflachter Form anheften (Abbildung 9A). Nach etwa 6 - 24 Stunden begannen die 

Hepatozyten abzuflachen und nahmen eine kubische Form an (Abbildung 9B und C) die 

nach 48 h und 72 h in eine eher hexagonale Form überging (Abbildung 9D und E). 

Abgestorbene Zellen sedimentierten auf den unbeschädigten Hepatozyten (siehe 

Abbildung 9B, siehe Pfeile) und wurden nach einem Medienwechsel entfernt. Alle 2 – 3 

Tage erfolgte ein Medienwechsel. Zur Bestimmung der subzellulären Lokalisation 

endogener Proteine bzw. zur Induktion der Autophagie wurden in der vorliegenden 

Arbeit Hepatozyten in HBSS unter Nährstoff-armen Bedingungen (Hungerung) 

kultiviert (siehe Kapitel 3.2.2.2). Die Kultivierungszeit im Vorfeld zu den 

entsprechenden Versuchen betrug 48 - 72 Stunden. 

 
Abbildung 9. Monolayerkultur von Hepatozyten 
Gezeigt sind isolierte Hepatozyten in Kultur. Hepatozyten in Krebs-Henseleit-Puffer wenige Minuten nach 
der Isolierung (A). Hepatozyten in Williams E Medium nach sechs Stunden (B), nach 24 Stunden (C), nach 
48 Stunden (D) und nach 72 Stunden (E) in Kultur. Dargestellt sind repräsentative Phasenkontrast-
Aufnahmen (40-fache Vergrößerung). 

 

3.2.2.7 Immunofluoreszenz 

 Zur Bestimmung der subzellulären Lokalisation endogener Proteine wurden in 

der vorliegenden Arbeit MEFs und Hepatozyten auf Glasplättchen (5 x104-Zellen/0,22 
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cm-Plättchen) ausplattiert und entweder in DMEM ohne FCS (MEFs) oder in HBSS 

(Hepatozyten) gehungert oder unter Nährstoff-reichen Bedingungen kultiviert (siehe 

3.2.2.2). Um Lyososomen bzw. Autolysosomen sichtbar zu machen, wurde in den 

letzten 30 Minuten vor der Fixierung der Zellen 75 nM LysoTracker Red in das 

Inkubationsmedium hinzugegeben. Die Zellen wurden, je nach dem welche Antikörper 

verwendet wurden, entweder für 20 Minuten bei Raumtemperatur (RT) mit 4 % 

Paraformaldehyd oder mit Aceton für zehn Minuten bei -20 °C fixiert und anschließend 

zehn Minuten bei 4 °C mit dem Detergenz Triton X-100 (0,5 % Triton X-100 in PBS) 

permeabilisiert. Die fixierten Zellen wurden 2 x mit kaltem PBS gewaschen und freie, 

unspezifische Bindungsstellen in den Zellen wurden für eine Stunde bei RT (oder über 

Nacht bei 4 °C) mit 3 % BSA blockiert. Die Zellen wurden eine Stunde bei RT mit 

verdünntem Primärantikörper in 1% BSA (siehe Tabelle 2) inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen und für eine Stunde bei RT mit verdünntem 

Sekundärantikörper in 1 % BSA (siehe Tabelle 3) inkubiert. Nach einem erneuten 

Waschvorgang wurden die Zellen zehn Minuten lang mit DAPI (1:3000 Verdünnung in 

1 % BSA einer 5 mg/ml Stammlösung) inkubiert. Abschließend wurden die 

Glasplättchen auf Objektträger in ProLong antifade Gold Eindecksubstanz eingebettet 

und am Konfokalmikroskop ausgewertet. 

3.2.2.8 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 

 Die subzelluläre Lokalisation der fluoreszenz-markierten endogenen Proteine 

wurde mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop untersucht. Für die kLSM 

wird ein Laserstrahl auf einen kleinen Objektbereich fokussiert, das zurückkommende 

Streulicht separiert und nach Durchquerung einer Lochblende (pinhole) detektiert. Das 

Pinhole verhindert die Detektion von Photonen die nicht aus der Fokusebene stammen, 

weshalb die Fläche des beleuchteten Bereiches der Fläche des detektierten Lichtfleckes 

entspricht („konfokales“ Prinzip). Die Punkt-zu-Punkt-Abbildung ermöglicht, dass 

Probenbereiche auf der optischen Achse, vor und hinter dem Fokus nicht zum Signal 

beitragen und liefert somit optische Schnitte einer Ebene. Die Aneinanderreihung 

solcher Bilder (z. B. aus sukzessiver Verschiebung der Tiefenrichtung) liefert ein 

tiefenscharfes Bild (Pawley, 2006). Die fixierten und fluoreszenz-markierten Zellen 

wurden mittels eines Argon-Lasers und des HeliumNeon2(HeNe2)-Lasers mit den 

Wellenlängen 488 nm und 633 nm nacheinander getrennt angeregt. Das Fluores-

zenzlicht wurde mit Hilfe des UV/488/543/633 nm Hauptfarbteilers, sowie dem 505-
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530 nm Bandpassfilter bzw. 650 nm Langpassfilter detektiert. Die konfokalen Blenden 

wurden so eingestellt, dass die optischen Schichtdicken zwischen 0,5 und 1,0 µm lagen. 

 

3.2.3 Biochemische Methoden 

3.2.3.1 Herstellung von Zell-Lysaten  

 Zur Gewinnung von Gesamtzell-Lysaten z. B. aus Hepatozyten oder murinen 

embryonalen Fibroblasten (MEF) wurden die adhärenten Zellen zweimal mit eiskaltem 

PBS gewaschen und in eiskaltem Lysepuffer aus 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 % 

NP-40, 1 % SDS, 1 % Triton X-100, 10 µg/ml Leupeptin, 10 µg/ml Pepstatin A, 0,1 µM 

Calyculin, 200 µM Vanadat, 10 µg/ml E64-d und einer Protease-Inhibitor-Cocktail-

Tablette pro 50 ml Flüssigkeit gelöst. Nach mechanischer Ablösung der Zellen wurden 

diese in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Der Zellaufschluß erfolgte bei 4 °C 

durch 10-maliges Aufziehen durch eine 26-gauge-Kanüle. Die Lysate wurden im Kühl-

raum bei 4 °C 30 Minuten auf einem Taumelschüttler inkubiert. Der partikuläre Anteil 

wurde bei 13000 rpm von der Suspension abgetrennt. Aliquots dieser Zelllysate wurden 

für die Proteinbestimmung entnommen (siehe 3.2.3.2). 

3.2.3.2 Proteinbestimmung 

 Die Protein-Konzentration von Zell- oder Gewebslysaten wurde mittels der 

BCA-Methode (BCA Protein Assay, Thermo Fisher Scientific) im 96-well 

Mikrotiterplatten-Format ermittelt. Bicinchoninsäure (BCA) ist ein für Kupferionen 

hochspezifisches Reagenz (Smith et al., 1985; Wiechelman et al. 1988). In einer der 

Biuret-Reaktion ähnlichen Reaktion (Lowry, 1951) reduzieren Proteine im alkalischen 

Medium zweiwertige Kupferionen (Cu2+) zu einwertigen Kupferionen (Cu+), die 

zusammen mit Bicinchoninsäure einen farbigen Kupfer-Bicinchoninsäurekomplex 

bilden (Abbildung 10). Die Konzentration dieses Komplexes ist proportional zum 

Proteingehalt der Probe, und kann bei einer Wellenlänge von 562 nm 

spektrophotometrisch vermessen werden. Die Quantifizierung des Protein-Gehalts in 

den Lysaten erfolgte über die Erstellung einer Kalibriergeraden mit bekannten 

Albumin-Konzentrationen, welche in jedem Versuch parallel zu den Testproben 

analysiert wurde. 
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Abbildung 10. Reaktionsprinzip der Proteinbestimmung nach der BCA-Methode 

 

3.2.3.3 Generierung Gi2- und Gi3-spezifischer Antikörper 

 Gi2- und Gi3-gerichtete, polyklonale Antikörper wurden durch 

Immunisierung von Kaninchen mit Peptiden generiert, die dem extremen C-Terminus 

dieser beiden Gi-Proteine entsprechen (siehe Tabelle 4).  

 Die Auswahl basierte auf den Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe mit früher 

erzeugten Antikörpern (Nürnberg et al., 1994, Valenti et al., 1998). Hierzu wurden die 

14 C-terminalen Aminosäuren des Gi2- bzw. Gi3–Proteins als Peptide synthetisiert. 

Dies erfolgte bei der Firma Squarix GmbH in Marl. Diese Sequenzen sind in den 

jeweiligen humanen und murinen Gi2- bzw. Gi3-Proteinen identisch. Die C-terminale 

Sequenz des humanen/murinen Gi2 (…341DVIIKNNLKDCGLF354) unterscheidet sich 

nur durch zwei Aminosäuren (unterstrichen) von der korrespondierenden C-terminalen 

Sequenz des humanen/murinen Gi3 (…341DVIIKNNLKECGLY354) (siehe auch 

Abbildung 33). 

 Um eine Kopplung an das keyhole limpet hemocyanin (KLH)-Protein zu 

ermöglichen, wurde bei beiden Peptiden zusätzlich ein N-terminales Cystein eingefügt. 

KLH ist ein hochmolekulares Protein, das in Kaninchen eine starke Immunantwort her-

vorruft, und welches daher häufig als Adjuvans bei der Generierung von Peptidantikör-

pern verwendet wird. Das interne Cystein der Gi2- bzw. Gi3-Peptide (entsprechend 

der Aminosäure 351 in Gi2 bzw. Gi3) wurde jeweils durch die isosterische α-Amino-

buttersäure ersetzt, um eine intramolekulare Disulfidbrücken-Bildung mit dem N-termi-

nal eingefügten Cystein (Cystin-Bildung) zu verhindern. Die Peptidsynthese erfolgte 

ebenfalls durch die Firma Squarix, Marl. 

 Die Immunisierung von jeweils zwei weiblichen specific pathogen-free (SPF)-

Kaninchen (New Zealand White rabbits) mit den Gi2- bzw. Gi3-Peptiden wurde von 

der Firma Charles River, Kisslegg, durchgeführt. Hierbei wurde in einem 70-Tage Pro-

tokoll jedes Kaninchen viermal immunisiert. Der Serumtiter im Prä-Immunserum sowie 
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in der ersten und zweiten Testblutung wurde mittels enzyme-linked immunosorbent as-

says (ELISAs) bestimmt. 

 Gi2- und Gi3-monospezifische Antikörper wurden durch die Firma Squarix 

mittels Immunaffinitätsisolierung aufgereinigt. Hierzu wurden zunächst die Immu-

noglobuline der IgG-Fraktion mittels Ammoniumsulfat gefällt. Gi2- bzw. Gi3-gerich-

tete IgGs wurden dann an den jeweiligen immobilisierten Peptiden mittels fast protein 

liquid chromatography (FPLC) affinitätschromatographisch aufgereinigt, und es wur-

den drei sequentielle Eluate mit unterschiedlich hoher Affinität zu den immobilisierten 

Peptiden gewonnen (Eluat A, B, C), wobei die am spätesten eluierte Fraktion (Eluat C) 

die höchste Affinität zu dem immobilisierten Peptid aufwies. In einem letzten Schritt 

wurden Antikörper-Aggregate durch Gelausschluß-Chromatographie an einer Superdex 

200 HR 10/30 Säule entfernt. 

 

Tabelle 4: Vergleich der C-terminalen Aminosäuresequenzen der Gi-Familienmitglieder 

Gi-Protein C-terminale Aminosäuresequenz  

Gt(r,c) 341DIIIKENLKDCGLF354 

Ggust 341DIIIKENLKDCGLF354 

Gi1; Gi2 341DVIIKNNLKDCGLF354 

Gi3 341DVIIKNNLKECGLY354 

Go1,o2,o3 341DVIIAKNLRGCGLY354 

Gz 341DVIIQNNLKYIGLC354 

Abkürzungen: Gt(r) und Gt(c), Transduzine in Stäbchen- (rods) und Zapfenzellen (cones) der Retina; 

Ggust, Gustduzin; Gi1-3, inhibitorische G-Protein -Untereinheiten, Isoformen 1-3; Go, G-Protein -

Untereinheiten, Isoformen 1-3; Gz, Pertussis Toxin-insensitives G-Protein, das durch das GNAZ-Gen 
kodiert wird. 

 

Präadsorption von Antikörpern  

 Um mögliche unspezifische Interaktionen der Gi2- und Gi3-gerichteten, 

affinitätsgereinigten Antikörper (Eluat C) weiter zu reduzieren, wurde ein zusätzlicher 

Präadsorptionsschritt eingefügt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Gi3-Antikörper 

hauptsächlich für die subzelluläre Analyse der Gi3-Lokalisation in Hepatozyten 

verwendet. Daher wurde der Antikörper an Gi3-defizientem Leber-Acetonpuder 

präadsorbiert. Der Gi2-Antikörper wurde vorwiegend für die subzelluläre Analyse der 
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Gi2-Lokalisation in Mausembryonalfibroblasten eingesetzt, und daher an Acetonpuder 

aus Gi2-defizienten Mausembryonen präadsorbiert. 

 Die Herstellung des jeweiligen Acetonpuders erfolgte in Anlehnung an das 

Protokoll von Harlow und Lane (Harlow & Lane, 1999). Die Lebern von zwei Gi3-

defizienten Mäusen bzw. Gi2-defizienten Mäuseembryonen wurden in 

Flüssigstickstoff schockgefroren und in einem Mörser unter ständiger Kühlung fein 

homogenisiert, um eine Zellsuspension herstellen zu können (1 g Lebergewicht/ml 

0,9 % NaCl-Lösung). Das erhaltene Homogenat wurde ohne Agitation für weitere fünf 

Minuten in einem Eiswasserbad gekühlt, und dann mit 8 ml vorgekühltem Aceton  

(-20 °C) pro 2 ml Homogenat versetzt. Diese Mischung wurde für 30 Minuten im 

Kühlraum (4 °C) unter gelegentlichem Vortexen inkubiert. Durch Aceton wurden 

Lipide entfernt und die Zellen dehydratisiert, so dass die Proteine präzipitieren. Die 

präzipitierten Proteine wurden durch Zentrifugation (10000 x g, 4 °C, zehn Minuten) 

pelletiert, und der Überstand wurde verworfen. Dieser Entwässerungs- und 

Entfettungsschritt wurde noch 2 x wiederholt. Anschließend wurde das Pellet auf 

trockenes Filterpapier ausgebracht und zum Trocknen mit einem Spatel dünn auf dem 

Papier verteilt. Der Acetonpuder wurde bei -20 °C gelagert. Zur Präadsorption der 

Antikörperlösungen wurden diese 30 Minuten bei 4 °C mit 1 % (w/v) des jeweiligen 

Acetonpuders in einem Überkopfschüttler inkubiert. Unlösliche Bestandteile wurden 

durch Zentrifugation (10000 x g, 4 °C, 10 Minuten) pelletiert, und die präadsorbierten 

Antikörper im Überstand wurden in den in Tabelle 2 angegebenen Verdünnungen für 

Versuche eingesetzt. 

 

Peptidneutralisation des Gi3-Antikörpers 

 Zur Charakterisierung der Spezifität des Gi3-Antikörpers wurde ein 

Peptidneutralisationsversuch durchgeführt (siehe Kapitel 4.1.2). Dazu wurde 1 µg des 

Gi3-Antikörpers mit 5 µg des Gi3-Peptides in 500 µl PBS aufgenommen und fünf 

Stunden lang bei 4 °C in einem Überkopfschüttler inkubiert. Nach der Zentrifugation 

(10000 x g, 4 °C, zwei Minuten) wurde der Überstand in der gleichen Verdünnung wie 

der Gi3-Antikörper eingesetzt (Tabelle 2).  

3.2.3.4 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 Zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer relativen molekularen Mas-

se wurde ein denaturierendes, diskontinuierliches SDS-Polyacrylamid Gelelektrophore-

se (PAGE)-System verwendet (nach Laemmli, 1970). Je Probe wurden 30 – 40 µg der 
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lysierten Zellen- oder Gewebsproben (siehe Kapitel 3.2.3.1) mit dem vierfach-

konzentrierten SDS-Laemmli-Puffer versetzt (250 mM Tris-HCl, pH 6,8; 40 % 

Glycerol, 20 % -Mercaptoethanol, 4 % SDS, 0,08 % Bromphenolblau), so dass eine 

einfache Konzentration entstand. Die Proben wurden durch Erhitzen (95 oC, 5 min) 

weiter denaturiert und anschließend auf geeignete Gele aufgetragen. Für die 

diskontinuierliche SDS-PAGE wurden zur Konzentrierung der Proteine in der Regel 

3%ige Sammelgele und zur Auftrennung der Proteine abhängig von deren molekularer 

Masse 7,5-, 10- oder 15-prozentige Trenngele verwendet (7,5 × 10 × 0,1 cm, Tabelle 6). 

Zur Auftrennung der Gαi-Isoformen Gi1, Gi2 und Gi3 wurden Polyacrylamid-SDS-

Harnstoffgele (16 x 18 cm, Tabelle 7) benutzt (Codina et al., 1991, Ribeiro-Neto & 

Rodbell, 1989, Towbin et al., 1979). Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine 

wurde in Laufpuffer (Tabelle 5) bei 80 - 150 V konstanter Spannung mit Hilfe des Mini-

PROTEAN Tetra Electrophoresis Systems durchgeführt (BioRad Laboratories GmbH, 

München). 
 

Tabelle 5: Puffer für die SDS-PAGE 

Puffer Zusammensetzung 

Sammelgelpuffer für SDS-Gele 250 mM Tris/HCl, pH 6,8 + 0,2 % SDS 

Trenngelpuffer für SDS-Gele 750 mM Tris/HCl, pH 8,8 + 0,2 % SDS 

Sammelgelpuffer für SDS-Urea-Gele 125 mM Tris/HCl, pH 6,8 + 0,1 % SDS 

Trenngelpuffer für SDS-Urea-Gele 3 M Tris/HCl, pH 8,8 + 0,8 % SDS 

Laufpuffer  25 mM Tris-Base, pH 8,3 + 192 mM Glycin, 

1,0 % (w/v) SDS 

 

Tabelle 6: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele 

Angaben für ein 

7,5 x 10 cm Gel 

SAMMELGEL TRENNGEL 

7,5 % 

TRENNGEL 

10 % 

TRENNGEL 

15 % 

Acrylamid/Bis-

acrylamid (30 %) 

0,5 ml 1,5 ml 2 ml 3 ml 

Sammelgelpuffer 1,5 ml --- --- --- 

Trenngelpuffer --- 3 ml 3 ml 3 ml 

H2O 1,0 ml 1,5 ml 1 ml --- 

12,5 % APS 20 µl 45 µl 45 µl 45 µl 

TEMED 10 µl 15 µl 15 µl 15 µl 
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Tabelle 7: Zusammensetzung der Harnstoffgele 

Angaben für ein  

16 x 18 cm Gel 

SAMMELGEL HARNSTOFF-TRENNGEL 

(6 M Urea, 9 % Acrylamid) 

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %)    1,0 ml --- 

Acrylamid/Bisacrylamid (40 %)     --- 9 ml 

Sammelgelpuffer 3,0 ml --- 

Trenngelpuffer 

H2O 

12,5 % APS 

TEMED 

Harnstoff 

--- 

2,0 ml 

40 µl 

20 µl 

--- 

5 ml 

25,7 ml 

100 µl 

10 µl 

14,4 g 

 

Immunoblot-Analyse  

Der Transfer (Blotten) der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf Nitrozellu-

lose-Membranen (Hybond C extra) (Towbin et al., 1979) erfolgte mittels des Trans-Blot 

SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell Systems (Bio-Rad Laboratories GmbH; 

Towbin et al., 1992).  

 Die Nitrozellulose-Membran, sowie sechs Lagen Whatman-Filterpapier 

wurden exakt auf die Größe des Gels zurechtgeschnitten. Das Gel wurde in einem 

sandwich aus Filterpapieren luftblasenfrei mit der Nitrozellulose-Membran in Kontakt 

gebracht. Dazu wurden zwei Lagen Transferpapier in Anodenpuffer I (für die 

unterschiedlichen Pufferzusammensetzungen in Abhängigkeit vom Molekulargewicht 

der zu transferierenden Proteine siehe Tabelle 8) getränkt und auf der Anode plaziert, 

ein drittes mit Anodenpuffer II getränktes Filterpapier wurde darüber gelegt. Die 

Nitrozellulose-Membran wurde mit Anodenpuffer II benetzt, bevor sie auf die 

Filterpapiere aufgelegt wurde. Das Gel wurde fünf Minuten in Kathodenpuffer 

äquilibriert und dann auf die Nitrozellulose-Membran positioniert. Der Kontakt zur 

Kathode wurde durch drei Lagen in Kathodenpuffer äquilibriertem Filterpapier 

hergestellt. Der Transfer dauerte je nach Molekulargewicht der zu transferierenden 

Proteine 30 – 90 Minuten bei einer verwendeten Stromstärke von 1,45 mA x 

Gelgröße (cm2).  

 Nach Beendigung des Blottens wurden die transferierten Proteine auf der 

Nitrozellulose-Membran mit Ponceau S-Lösung reversibel angefärbt und der ungebun-

dene Farbstoff durch Spülen mit demineralisiertem H2O entfernt. Die gefärbten 
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Membranen wurden zu Dokumentationszwecken kopiert oder eingescannt. Zur Absätti-

gung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran für 1 h bei RT in Blockie-

rungspuffer inkubiert. Die Immunodetektion erfolgte durch Übernacht-Inkubation bei 

4 °C mit den jeweiligen primären Antikörpern, die in Antikörper-Verdünnungslösung 

(siehe Tabelle 8) angesetzt wurden. Die verwendeten Antikörper sind in Tabelle 2 

zusammengefasst.  

 Die Nitrozellulose-Membran wurde dann 2 x für zehn Minuten in TBS-T 

gewaschen, und für eine Stunde bei RT mit einem Meerrettich-Peroxidase gekoppelten 

sekundären Antikörper (anti-Maus- bzw. anti-Kaninchen-IgG, 1:3000 bzw. 1:10000 

verdünnt in Blockierungspuffer) inkubiert. Alle Inkubations- und Wasch-Schritte wur-

den auf einem Schüttler durchgeführt. Die Nitrozellulose-Membran wurde dann erneut 

2 x für zehn Minuten in TBS-T gewaschen. Zur Detektion der Antigen-Antikörper-

Komplexe wurde die Peroxidase-Aktivität durch verstärkte Chemilumineszenz 

(enhanced chemiluminescence, ECL) nachgewiesen. Dazu wurde die Membran für 

zwei Minuten mit dem ECL-Reagenz (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo 

Fisher Scientific) benetzt und zur Belichtung auf Photofilme aufgelegt. Die Detektion 

der primären Antikörper mit Hilfe von Peroxidase-gekoppelten sekundären Antikörpern 

mittels Chemolumineszenz kann mehrfach durchgeführt werden, d.h. man kann die an 

der Membran gebundenen Antikörper wieder entfernen (strippen; (Exner & Nürnberg, 

1998) und die auf der Membran immobilisierten Proteine erneut mit anderen 

Antikörpern analysieren. Hierzu wurde die Membran für 30 Minuten in stripping-Puffer 

bei 57 °C inkubiert und anschließend mehrmals mit einem großen Volumen TBS-T 

gewaschen. Danach wurde die Membran wie oben beschrieben erneut in 

Blockierungslösung abgesättigt, über Nacht mit primärem Antikörper inkubiert und 

über Bindung des sekundären Antikörpers wie beschrieben analysiert.  

 

Tabelle 8: Puffer für die Immunoblot-Analyse 

Name Zusammensetzung 

Transferpuffer (Proteine ≤ 40 kDa) 

Kathodenpuffer  

 

Anodenpuffer I 

Anodenpuffer II  

 

25 mM Tris, pH 9,4; 40 mM Glycin, 10 % 

Methanol 

0,3 M Tris, pH 10,4; 40 % Methanol 

25 mM Tris, pH 10,4; 40 % Methanol 
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Name Zusammensetzung 

Transferpuffer (Proteine ≥ 40 kDa) 

Kathodenpuffer  

 

Anodenpuffer I 

Anodenpuffer II 

 

25 mM Tris, pH 9,4; 40 mM Glycin, 10 % 

Methanol, 0,005 % SDS 

0,3 M Tris, pH 10,4; 20 % Methanol 

25 mM Tris, pH 10,4; 20 % Methanol 

Ponceau S-Lösung 0,2 % Ponceau S in 3 % Trichloressigsäure 

Blockierungspuffer (“BLOTTO”) 0,05 M Tris, pH 8, 2 mM CaCl2, 0,08 M NaCl, 

5 % Magermilchpulver, 0,2 % NP-40 

Antikörper-Verdünnungslösung 10 mM Hepes pH 7,4, 0,5 M NaCl, 1 % BSA, 

0,2 % Tween 20, 0,02 % NaN3 

TBST-Puffer  

 

10 mM Tris/HCl, pH 8,0, 150 mM NaCl, 

0,05 % (v/v) Tween 20 

stripping-Puffer 62,5 mM Tris/HCl, pH 6,8; 2 % (w/v) SDS; 

0,7 % (v/v) -Mercaptoethanol 

 

3.2.3.5 Isolierung von Autophagosomen 

 Die Isolierung der Autophagosomen aus Maushepatozyten oder aus 

Mausembryonalfibroblasten (MEF) erfolgte in modifizierter Form nach der Methode 

von Stromhaug und Seglen (Stromhaug et al., 1998). Sämtliche Isolierungs-Schritte 

wurden bei 4 °C im Kühlraum bzw. wenn angegeben in einem Eisbad durchgeführt. 

Alle Puffer enthielten Protease-Inhibitoren (Protease Inhibitor Cocktail, Roche 

Diagnostics), und wurden eiskalt verwendet. In zehn 15 cm Ø Kulturschalen wurden 

Mausembryonalfibroblasten bis zur Konfluenz im Brutschrank kultiviert bzw. die 

Hepatozyten mit einer Zelldichte von ca. 2 x 106 Zellen pro 15 cm Ø Kulturschale 

ausgesät. Um die Autophagosomen zu akkumulieren wurden die Zellen (MEFs in 

DMEM ohne FCS; Hepatozyten in HBSS) mit 50 µM Vinblastin für zwei Stunden bei 

37 °C und 20 µM Leupeptin inkubiert. Hierbei verhindert Leupeptin den letzten Schritt 

in der Autophagie – den Abbau des Autolysosoms, das ein fusioniertes Autophagosom 

mit einem Lysosom darstellt, indem es die lysosomalen Membranpermeasen inhibiert. 

Vinblastin, ein Vincaalkaloid bindet an das Protein Tubulin und hemmt so die 

Ausbildung von Mikrotubuli, was die Fusion von Autophagosomen mit endosomalen 

und lysosomalen Kompartimenten verhindert (Fengsrud et al., 1995, Kovacs et al., 

1982, Seglen & Brinchmann, 2010). Anschließend wurden die Zellen zweimal mit dem 



MATERIAL UND METHODEN 63 

Homogenisationspuffer HB (0,25 M Saccharose, 10 mM HEPES, 1 mM EDTA, pH 7,3) 

gewaschen und von den Kulturschalen abgeschabt. Die Zellsuspensionen (ca. 30 ml) 

aller zehn Platten wurden fünf Sekunden mit dem Ultrathurrax aufgeschlossen und 

anschließend mit dem Dounce-Homogenisator weiterhin schonend homogenisiert (15 

Schläge).  

 Um Autophagosomen gezielt von den vergleichbar dichten Lysosomen trennen 

zu können, wurde das Homogenat mit Glycin-Phenyl--Naphtylamid (GPN), einem 

Cathepsin C-Substrat behandelt, um ein osmotisches Aufquellen und Zerreissen der 

Lysosomen zu erreichen (Jadot et al., 1984, Seglen & Brinchmann, 2010, Stromhaug et 

al., 1998). Hierbei wurde das Zellhomogenat genau sechs Minuten bei 37 °C mit 

0,5 mM Glycin-Phenyl--naphtylamid (GPN) inkubiert und anschließend sofort im 

Eisbad abgekühlt. Zelluläre Membrantrümmer und Zellkerne wurden in einem Typ 70 

Ti Rotor für 20 Minuten bei 2000 x g und 4 °C pelletiert und entfernt. Um bestimmte, 

im Zytosol befindliche zelluläre Komponenten wie z. B. Golgi-Vesikel, 

endoplasmatisches Retikulum (ER) und Endosomen von den Autophagsosomen zu 

trennen, wurde mit Hilfe eines weiteren Zentrifugationsschrittes der postnukleäre 

Überstand für 25 Minuten bei 12000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 

und ein u. a. an Autophagosomen angereichertes (Ueno et al., 1991), verbleibendes 

Pellet wurde in ca. 5 ml HB Puffer aufgenommen. Diese Suspension wurde auf einen 

diskontinuierlichen Nycodenz (NDZ)-Gradienten, mit von oben nach unten 

zunehmender Dichte (3 ml 9,5 % w/v; 1,072 g/ml Nycodenz und 2 ml 30 % w/v; 1,16 

g/ml Nycodenz in HB-Puffer) geschichtet.  Die Zentrifugation erfolgte im TH-641 

Rotor (Sorvall, 120 Minuten bei 150000 x g und 4 °C). Nach der Zentrifugation 

befanden sich zwei opalisierende Banden im Zentrifugenröhrchen. Eine „leichte“ 

Fraktion in der Phase mit 9,5 % NDZ (als Fraktion „F1“ bezeichnet) und eine mit 

Autophagosomen angereicherte „schwere“ Fraktion zwischen den Phasen 9,5 %/30 % 

NDZ (als Fraktion „F2“ bezeichnet). Die beiden Fraktionen wurden in HB-Puffer 

aufgenommen und bei -80 °C gelagert. Teilmengen aus diesen Fraktionen wurden für 

eine Proteinbestimmung verwendet (siehe Kapitel 3.2.3.2).  

 

3.2.4 Tierexperimentelle Methoden 

3.2.4.1 Konditionstest 

 Der Forced Swim Test (Porsolt Test) stellt ein Tierexperiment dar, in dem mit 

Hilfe des Stressfaktors Schwimmen bei Ratten oder Mäusen ein depressionsähnlicher 
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Zustand induziert werden kann (Porsolt et al., 1977b, Porsolt et al., 1977a). Die Tiere 

werden in ein mit Wasser gefülltes Glas gesetzt, in dem sie mit Schwimmen und 

Kletterbewegungen versuchen einen Ausweg aus ihrer Lage zu finden. Nach einer 

gewissen Zeit geben die Tiere auf (behavioural despair) und lassen sich passiv treiben 

(floating). Diese Phasen der Immobilität bzw. des Schwimmens können gemessen 

werden und stellen ein Maß für Depression bzw. Stress dar. 

 Im vorliegenden Fall wurde der Porsolt Test etwas modifiziert und als Maß für 

die Kondition der Mäuse herangezogen.  

Parameter bei der Versuchsdurchführung: 

 Becherglas: Höhe: 25 cm, Durchmesser: 20 cm 

 Befüllung mit Wasser: bis zu einer Höhe von 15 cm des Glases 

 Wassertemperatur: konstant zwischen 27 °C und 29 °C 

 Messzeit: 4 min mit einer Vorschwimmzeit von 2 min 

 Immobilitätszeit notiert in Sekunden 

Die immobilen und mobilen Phasen wurden manuell mit einer Stoppuhr aufgezeichnet, 

wobei eine Schwimm- bzw. Kletterbewegung der Tiere als mobil ausgewertet wurde 

und ein floating (kleine, langsame Bewegungen um den Kopf über Wasser halten zu 

können bzw. leichtes Schwanken des Gesamtkörpers) als immobil ausgewertet wurde. 

Der Versuch wurde dreimal mit Tiergruppen (n = 4 - 6) unterschiedlichen Genotyps 

(Wildtyp und Gi3-defiziente Tiere; Sv129/C57BL/6 gemischter Hintergrund) und Ge-

schlechts pro Versuchseinheit durchgeführt. Die Versuche wurden in der nachtaktiven 

Phase der Mäuse (Beginn ca. 17 Uhr, Ende ca. bis 20 Uhr) durchgeführt, um den 

zirkadianen Rhythmus der Tiere zu berücksichtigen. 

3.2.4.2 Langzeitbeobachtung von Wildtyp-Mäusen vs. Gαi3-defizienten Mäusen 

 Die Durchführung der Langzeitstudie erfolgte in der Tierversuchsanlage 

(TVA) der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf. Für diese Studie wurden Zuchtpaare 

mit Wildtyp-Mäusen und Gi3-homozygoten-Mäusen angesetzt (Verpaarung Wildtyp- 

mit Wildtyp- und knockout- mit knockout-Maus). Die Mäuse wurden über mindestens 

fünf Generationen in einen C57BL/6-Hintergrund zurückgekreuzt. Aus dieser Zucht 

(Stamm 1004) wurden insgesamt 80 Mäuse (40 Wildtyp-Mäuse / 40 konstitutiv Gi3-

defiziente Mäuse; jeweils 20 männliche und 20 weibliche Mäuse) unter SPF (specific 

pathogen free)-Bedingungen über einen Zeitraum von 05/2007 bis 10/2009 in einem 

Überdruckisolator beobachtet. Die hygienische Sanierung erfolgte mittels eines 
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Embryonentransfers, die Tiere gelten daher als frei von Krankheitserregern wie 

Bakterien, Pilze und Viren. Alle 80 Tiere wurden im Mai 2007 zeitgleich in die 

Langzeitstudie aufgenommen, mit einer Altersspanne von 78 bis 152 Tagen. Die 

Wildtyp- sowie die Gi3-defizienten Mäuse stammen jeweils aus unterschiedlich großen 

Würfen. Täglich wurden die Tiere beobachtet und auftretende Unregelmäßigkeiten im 

Verhalten und im Erscheinungsbild der Tiere sowie etwaige Veränderungen in den 

Haltungsbedingungen protokolliert. Im Zeitraum von 05/2007 bis 05/2009 wurde 

einmal monatlich das Gewicht aller Tiere erfasst. Da die insgesamt 80 Tiere zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten geboren wurden, resultierten aus der 1-monatlichen Wä-

gung unterschiedliche Körpergewichte zu unterschiedlichen Lebenstagen Daher wurde 

für die Darstellung der Gewichtskurven (siehe Ergebnisse, Kapitel 4.2.3.1, Abbildung 

28) eine Anzahl n von Tieren zusammengefasst die ein Altersband von bis zu sieben 

Tagen umfasst. Die Angabe des Alters in Tagen auf der Abzisse sowie das Gewicht der 

Tiere auf der Ordinate stellen daher jeweils Mittelwerte dar. Zwischen 05/2009 und 

10/2009 wurden die Tiere nicht gewogen sondern nur beobachtet und der Zeitpunkt des 

Todes notiert (für die Kaplan-Maier-Studie), sowie bei ausgeschleusten Tieren das Blut 

für die Serumanalytik entnommen. 

Um eine eingehende Charakterisierung aller 80 Mäuse vornehmen zu können und 

eventuelle phänotypische Unterschiede der Genotypen und Geschlechter feststellen zu 

können, wurden bei den verstorbenen Tieren einige relevante Parameter wie Körper- 

und Organgewicht, klinische biochemische Serumwerte und histologische Untersu-

chungen der Organe dokumentiert. Die Blutentnahme der Mäuse erfolgte über eine 

Herzpunktur. Die Seren wurden bis zur analytischen Untersuchung bei -80 °C gelagert. 

Die Analyse der Seren erfolgte bei der Firma Charles River Laboratories, Research Mo-

dels and Services, Germany GmbH, Sulzfeld. Tabelle 9 zeigt eine Auflistung der unter-

suchten klinischen Parameter und deren Analysenmethode. Darüberhinaus wurden die 

Mäuse seziert und Gewebe und Organe in 4 % Formalin/PBS konserviert, um diese für 

spätere histologische Untersuchungen verwenden zu können. Kranke, auffällige Tiere, 

bei denen von einem nahen Tod ausgegangen werden konnte, wurden aus der Studie 

genommen. Dies war notwendig, um eine autolytische Zersetzung von Blut und 

Organen eines verstorbenen Tieres zu vermeiden. Nicht bei allen gelang diese 

Vorgehensweise. Zum Teil verstarben die Tiere über Nacht und lagen bereits tot im 

Käfig, so dass eine Blut- und Organentnahme, und daher die Untersuchung der klinisch-

chemischen Parameter, nicht bei allen 80 Tieren möglich war (siehe Anhang, Kapitel 

9.5).  
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Tabelle 9 Übersicht der verwendeten Methoden in der Serumanalytik 

Klinischer Parameter Analysenmethode (Charles River Lab.) 

ALT - IFCC-Methode* 

AP  - IFCC-Methode 

AST - IFCC-Methode  

Bilirubin  

 

- 2,5-Dichlorphenyldiazoniumtetrafluobo- 

   rat (DPD) 

Albumin - Immunologischer Trübungstest 

Gesamteiweiß  - Biuret-Methode 

Harnstoff - Kinetischer UV-Test 

Kreatinin - Jaffé-Methode 

Kreatininkinase  - UV-Test, gemäß IFCC 

Cholesterin - Enzymatischer Farbtest 

Triglyceride   - Enzymatischer Farbtest 

Glukose - Hexokinase UV-Test 

Natrium - ISE (Ionenselektive Elektrode) 

Kalium  - ISE (Ionenselektive Elektrode) 

Kalzium 

 

- Kresolphthalein-Methode (Komplexbil- 

  dung) 

Phosphat-anorg.   

 

- Ammoniumphosphomolybdat (Kom- 

   plexbildung) 

Chlorid - ISE (Ionenselektive Elektrode) 

*IFCC = International Federation of Clinical Chemistry 

 

Der Keimstatus wurde durch regelmäßige Untersuchungen des Einstreus über-

prüft. Die Tiere wurden bei freiem Futter- und Wasserzugang (22 ± 2 °C; relative Luft-

feuchtigkeit 55 ± 5 %; mit 12 Stunden-Lichtrhythmus) und gefilterter Luft gehalten. Die 

Haltung der Tiere entsprach einer standardisierten Nagetierhaltung. Die Mäuse beka-

men über den gesamten Zeitraum bestrahltes Futter und angesäuertes (pH 2,8 – 3,3), 

sterilisiertes Wasser. Die Analyse der Überlebenszeit erfolgt mittels des Kaplan-Meier-

Schätzers. Hierbei wurde als Todesfall der natürliche Tod, sowie im Fall von z. B. 

nicht-heilenden, offenen Wunden, das vorzeitige Töten eines Tieres definiert.  
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Funktion von Gi-Proteinen in der Autophagie 

 Studien an der Kolonkarzinomzelllinie HT-29 lassen eine Involvierung der 

heterotrimeren G-Proteine der Pertussistoxin (PTX)-sensitiven Gi-Familie, insbesondere 

Gi3, in der autophagischen Sequestrierung vermuten (Ogier-Denis et al., 1995, Petiot 

et al., 1999), jedoch fehlten bislang Untersuchungen an nativen Geweben, welche die 

Zellkultur-Daten belegen. Daher wurden biochemische und zellbiologische Methoden 

u. a. In-situ-Leberperfusionsuntersuchungen in Gi2- und Gi3-defizienten Mäusen 

angewendet, um die biologischen Funktionen der Gi-Proteine zu untersuchen.  

 Um die Rolle von Gi2 und Gi3 für die Regulation der autophagischen Proteo-

lyse in der Leber zu untersuchen, wurde die autophagische Aktivität mit In-situ-Leber-

perfusionsexperimenten in Ab- und Anwesenheit von PTX sowie in Gi2- und Gi3-de-

fizienten Lebern gemessen. Diese Untersuchungen wurden von unserer Arbeitsgruppe 

in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Häussinger (Klinik für 

Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Universitätsklinikum Düsseldorf) 

durchgeführt (Gohla et al., 2007b). Die Methode der In-situ-Leberperfusion zur Analyse 

der autophagischen Aktivität beruht auf einer pulse-chase Markierung langlebiger 

Proteine und der anschließenden Detektion ihrer peptidischen Degradationsprodukte. 

Insulin und Aminosäuren sind etablierte, physiologische Inhibitoren der autophagischen 

Proteolyse (siehe Einleitung, Kapitel 1.3.4.4). Die Daten zeigen, dass die durch 

Aminosäureentzug induzierte hepatische Autophagie durch Insulin sowie durch 

Phenylalanin in Mäusen, vergleichbar mit der Wirkung des Hormons in Rattenlebern 

(Häussinger et al., 1999, Mortimore & Schworer, 1977), reversibel um etwa 25 % 

inhibiert werden konnte. Weiterhin wurde gezeigt, dass Gi3, nicht aber das in der 

Leber vorherrschende Gi2, in der Insulin- und Aminosäure-vermittelten Inhibierung 

der hepatischen autophagischen Proteolyse involviert zu sein scheint.  

 

4.1.1 Die murine Hepatozytenkultur 

 Eine potentielle Rolle der in Lebergewebe exprimierten Gi-Isoform Gi3 in der 

autophagischen Proteolyse wurde in In-situ-Leberperfusionsversuchen mit Gi2- und 

Gi3-defizienten Mäusen gezeigt (siehe Anhang, Kapitel 9.1). Die spezifischen 

Funktionen von Gi3 in der Gi3-vermittelten anti-autophagischen Wirkung von Insulin 
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bzw. Phenylalanin sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf zellulärer Ebene 

untersucht werden. Diese Fragestellung erforderte die Isolierung, Kultivierung und 

Handhabung primärer muriner Hepatozyten aus Gi3- im Vergleich zu Gi2-defizienten 

und wildtypischen Mäusen. Hierzu musste eine robuste Methode für die Isolierung und 

Kultivierung muriner Hepatozyten etabliert werden (siehe Methoden, Kapitel 3.2.2.6).  

4.1.1.1 Auswirkung von Perfusionsparametern auf die Viabilität der Hepatozyten  

 Hepatozyten sind in der Leber über Zellkanäle (tight, intermediate und gap 

junctions) sowie über Desmosomen mit anderen Zellen eng verbunden. Darüber hinaus 

werden zwischen den Hepatozyten Gallenkanäle mit Mikrovilli ausgebildet. Diese 

Zellkontaktstrukturen werden im Rahmen der Hepatozytenisolierung durch Kollagenase 

enzymatisch abgebaut, und können sich dann bei der Kultivierung der Zellen erneut 

ausbilden, wenn eine genügende Adhäsion der Zellen an die Zellkulturschalen gegeben 

ist (siehe Methoden, Kapitel 3.2.2.6.6). Die Isolation der Hepatozyten aus der 

Mäuseleber erfolgte nach einem Protokoll von Markus Mroz (Klinik für 

Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Universitätsklinikum Düsseldorf), 

anhand der Zwei-Schritt-Kollagenase-Perfusionstechnik nach Seglen (Seglen, 1976), 

das wie unter Methoden, Kapitel 3.2.2.6.4 beschrieben, modifiziert wurde. Hierbei 

wurde die Leber zuerst mit einem größeren Volumen Kalzium-freien Mediums entblutet 

(Perfusionsfluss 6 - 7 ml/min). Anschließend erfolgte der enzymatische Gewe-

beaufschluß mit Kollagenase. Durch die Perfusion mit Kalzium-freien Medium werden 

Kalzium-Ionen aus den Desmosomen eluiert, was zu einer großen Zellausbeute mit ge-

ringer Zellschädigung führt (Berry et al., 1991, Berry & Edwards, 2000, Seglen, 1976). 

Dem Kollagenase-haltigen Perfusionsmedium wurden dann wieder Ca2+-Ionen (etwa 

4,5 mM) zugeführt (Perfusionsfluss 7 – 8 ml/min), da dies für die optimale 

Kollagenaseaktivität wichtig ist (Seglen, 1976). Ein Zusatz von Heparin zum 

Kulturmedium zur Hemmung der Blutgerinnung ist hingegen nicht notwendig, da die 

Leber schnell entblutet wurde und dadurch eine relativ geringe Gefahr der 

Thrombenbildung bestand. Die Puffer wurden konstant bei 37 °C gehalten und mit 

Carbogen (95 % O2; 5 % CO2) mit Hilfe eines Oxigenators belüftet. Das 

Perfusionsmedium wurde mit HEPES gepuffert. Ein wichtiger Parameter der 

Auswirkungen auf die Viabilität der Hepatozyten hat, stellt der Perfusionsdruck unter 

Isolierungsbedingungen dar. Druckschwankungen im Perfusionssystem können zu 

einem Barotrauma der Leber führen und Schädigungen der sinusoidalen 

Leberendothelzellen mit sich bringen (Bessems et al., 2006). Weiterhin können bei der 

Belüftung der Puffer Luftblasen entstehen, die zu einer Luftembolie der Lebervenolen 
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und zu einer starken Schwellung des Lebergewebes führen können (Seglen, 1976). 

Beides kann irreparable Schädigungen der Hepatozyten mit sich bringen (Pagliara et al., 

2003). In Abbildung 11A ist eine beispielhafte Schädigung des Lebergewebes 

dargestellt, die durch starke Druckschwankungen und Luftblasen während der Perfusion 

hervorgerufen wurde. Diese pathologische Veränderung des Lebergewebes resultierte in 

beschädigten apoptotischen Hepatozyten (Abbildung 12A), die durch ein vermindertes 

Zellvolumen, das Auftreten von Membranbläschen und einer deutlichen Granulierung 

gekennzeichnet waren. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde das Perfusionssystem 

bzgl. der Verminderung von Druckschwankungen, Luftblasen und Volumenänderungen 

des Perfusates optimiert. Abbildung 11B zeigt eine Leber, bei der es während der 

Perfusion zu keinen negativen Einflüssen kam und bei der keine äußerlichen 

Schädigungen der Leber erkennbar sind. Aus dieser Leber konnten viable Leberzellen 

isoliert werden (Abbildung 12B).  

 
Abbildung 11. Auswirkung von Druckschwankungen auf das Lebergewebe 
Dargestellt sind Lebern während der Perfusion. (A) Leber zeigt Areale mit zerfallenem Gewebe, die durch 
Luftblasen und Druckschwankungen während der Perfusion ausgelöst wurden (Pfeile). (B) Gleichförmig 
perfundierte Leber ohne erkennbare äußerliche Schädigungen des Gewebes.  

 

Abbildung 12 zeigt in Kulturschalen gegebene Hepatozyten, die aus den jeweiligen 

Lebern aus Abbildung 11 isoliert wurden. 
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Abbildung 12. Isolierte apoptotische und viable Hepatozyten  
Lichtmikroskopische Aufnahmen von Leberzellen wenige Minuten nach dem Ausbringen auf 
Kulturschalen. (A) zeigt apoptotische Hepatozyten, welche aus einer beschädigten Leber (Abbildung 11A) 
isoliert wurden. (B) Viable Hepatozyten, die aus einer unbeschädigten Leber (Abbildung 11B) stammen.  

 

4.1.2 Etablierung Isoform-spezifischer Antikörper gegen Gi2 und Gi3 

 Um die Funktion von Gi3 bei der autophagischen Proteolyse analysieren zu 

können, mussten zunächst polyklonale Gi2- und Gi3-Isoform-spezifische Antikörper 

generiert werden. Die Antikörper sollten für Immunoblot- sowie in Immunofluoreszenz-

Analysen geeignet sein. Die Antiseren wurden nicht von uns erzeugt. Jedoch wurden 

die immunogenen Sequenzen mit uns besprochen (siehe Methoden, Kapitel 3.2.3.3). 

Mögliche unspezifische Interaktionen der Antikörper wurden reduziert, indem die 

Antikörper an Acetonpuder präadsorbiert wurden. Die Auswahl der Peptidsequenzen, 

die Präadsorption an Acetonpuder und die Aufreinigung der Antiseren ist unter 

Methoden, Kapitel 3.2.3.3 beschrieben. Im Falle des Gi3-spezifischen Antikörpers 

wurde dieser an Gi3-defizientem Mausleber-Acetonpuder sowie an Gi3-defizientem 

MEF-Acetonpuder präabsorbiert, um mögliche unspezifische Bindungen in 

immunzytochemischen Färbungen von Hepatozyten und MEFs zu minimieren. Mit den 

gewählten Bedingungen gelang es, einen polyklonalen Antikörper gegen Gi3 zu 

generieren, der in affinitätsgereinigter Form spezifisch Gi3 in Ganzzell-Lysaten von 

wildtypischen und Gi2-defizienten primären Hepatozyten und Maus-

embryonalfibroblasten erkennt (siehe Abbildung 13A links, rechts: Peptid-blockiert). 

Darüberhinaus kann der Gi3-Antikörper für die Detektion von Gi3 in der 

Immunfluoreszenz-Analytik verwendet werden (Abbildung 13B). Diese Ergebnisse sind 

bemerkenswert, da sich die verwendete C-terminale Peptidsequenz zur Herstellung des 
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Gi3-spezifischen Antikörpers in nur zwei Aminosäuren von der korrespondierenden 

Gi2- bzw. der Gi1-Peptidsequenz unterscheidet (siehe Tabelle 4, Methoden, Kapitel 

3.2.3.3). Auch in nachfolgenden Ansätzen konnten mit Hilfe der immunogenen Sequenz 

polyklonale Antikörper erzeugt werden, die die gleiche Spezifität und Selektivität im 

Immunoblot und Immunozytochemie zeigten (Ezan et al., 2013, Wiege et al., 2012, 

Wiege et al., 2013). Allerdings könnte es in neuronalen Geweben zu einer 

Kreuzreaktivität mit Gi1/i2 kommen. Gi3 wird im Gegensatz zu Gi1/i2 allerdings 

hauptsächlich in nicht-neuronalen Geweben exprimiert (Gohla et al., 2007b), weshalb 

die Kreuzreaktivität des Antikörpers bei einer Anwendung in nicht-neuronalen 

Geweben und Zellen vernachlässigbar ist. Aufgrund dieser Kreuzreaktivität wird im 

Gehirn im Immunoblot eine schwache Bande (vermutlich entsprechend der Gi-Isoform 

Gi2) sichtbar (Abbildung 14A; 5. Spur). 

Maushepatozyten

(kDa)

Hepatozyten MEFs

anti-Gαi3

anti-Gαi3

Peptid- geblockt

86

47

34

20

120

Hepatozyten MEFs

A B

Gi2
-/-

DAPI anti-Gi3

Wt

Gi2
-/-

Gi3
-/-

20 µm

 
Abbildung 13. Der Gαi3-Antikörper erkennt spezifisch das Gαi3-Protein 
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(A) Ganzzell-Lysate (30 µg) von Wildtyp (Wt)-, Gi2- oder Gi3-defizienten Hepatozyten und Mausembryo-

nal-Fibroblasten (MEFs) wurden auf einem 6 M Harnstoff SDS-PAGE Gel aufgetrennt, auf Nitrozellulose-

Membranen geblottet und mit dem affinitätsgereinigten, polyklonalen Gi3-Antikörper (Verdünnung 1:5000) 

bzw. dem Peptid-geblockten Gi3-Antikörper (Verdünnung 1:5000) inkubiert. Der Antikörper erkennt spezi-

fisch Gi3, nicht aber die nahe verwandte Gi2-Isoform (links). Das Fehlen von Gi2 induziert eine 

Hochregulation Gi3-Proteins, wohingegen der Proteinspiegel des Gi2 bei Fehlen von Gi3 nahezu 

unverändert bleibt. Der rechte Teil des Immunoblots zeigt, dass die Vorinkubation des Gi3-Antikörpers mit 

dem Gi3-Peptid die Immunodetektion von Gi3 effektiv blockiert. Als Beladungskontrolle ist ein Ausschnitt 

der Ponceau S-gefärbten Nitrozellulose-Membran im Bereich zwischen 34 kDa und 47 kDa dargestellt. (B) 

Primäre Maushepatozyten von Wt-, Gi2-defizienten sowie Gi3-defizienten Mäusen wurden mit 

Paraformaldehyd fixiert, mit Triton X-100 permeabilisiert und mit dem affinitätsgereinigten, polyklonalen 

Gi3-Antikörper (Verdünnung 1:1000) und anschließender Inkubation mit Alexa 488-konjugiertem Ziege-

anti-Kaninchen-Antikörper gefärbt. Der Antikörper erkennt spezifisch Gi3 nicht aber Gi2. Dargestellt sind 

konfokale Lasermikroskopiebilder (optische Schichtdicke 0,5 µm; n = 3). Diese Abbildung stammt aus der 

Publikation (Gohla et al., 2007b).  

 

Parallel zum Gi3-spezifischen Antikörper wurde ein Antikörper gegen Gi2 entwickelt 

und durch Affinitätschromatographie und Präadsorption an Acetonpuder aus Gi2-de-

fizienten MEFs aufgereinigt. Abbildung 14 zeigt, dass der aufgereinigte Gi2-

Antikörper nicht nur das in peripheren Geweben exprimierte Gi2, sondern aufgrund der 

identischen C-terminalen Peptidsequenz von Gi2 und Gi1 (siehe Tabelle 4, Methoden, 

Kapitel 3.2.3.3) auch das hauptsächlich neuronal exprimierte Gi1 detektiert. Aufgrund 

dieser Kreuzreaktivität werden Proteine aus dem Gehirn im Immunoblot mit zwei 

Banden (entsprechend den Gi-Isoformen Gi2 und Gi1) sichtbar (Abbildung 14A; 5. 

Spur). Analog zu dem Gi3-Isoform-spezifischen Antikörper (Abbildung 13) erkennt 

der gegen die Gi2-Isoform gerichtete Antikörper jedoch nicht unter den gewählten 

Versuchsbedingungen das nahe verwandte und ebenfalls in peripheren Geweben 

exprimierte Gi3 (Abbildung 14).  
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Abbildung 14. Der Gαi2-Antikörper erkennt spezifisch das Gαi2-Protein 
(A) Membranproteine (10 µg) von Wildtyp (Wt)-, Gi2-, Gi3- oder Gi2/i3-doppeldefizienten (DKO) 

Mausembryonalfibroblasten (MEFs) bzw. Membranproteine aus Gehirn (10 µg) von Wildtyp (Wt) und Gi1-

defizienten Mäusen wurden auf einem 6 M Harnstoff SDS-PAGE Gel aufgetrennt, auf Nitrozellulose-Mem-

bran geblottet und mit dem affinitätsgereinigten, polyklonalen Gi3-Antikörper (1:5000) bzw. Gi2-

gerichteten Antikörper (1:1000) inkubiert. In nicht-neuronalen Zellen wie MEFs erkennt der gegen Gi3-

gerichtete Antikörper spezifisch Gi3, nicht aber die nahe verwandte Gi2-Isoform. In Lysaten aus Mäuse-

gehirn ist eine schwache Kreuzreaktivität des Antikörpers mit der v. a. in neuronalen Geweben 

exprimierten Gi1-Isoform zu erkennen. Der Immunoblot wurde freundlicherweise von Herrn Dipl.-Biol. 

Fabian Kuck, Institut für Biochemie und Molekularbiologie II, Universitätsklinikum Düsseldorf zur Verfü-

gung gestellt. (B) Mausembryonalfibroblasten von Wildtyp (Wt), Gi2-defizienten, Gi3-defizienten oder 

Gi3/i2-doppeldefizienten (DKO) Mäusen wurden mit Paraformaldehyd fixiert, mit Triton X-100 permeabili-

siert und mit dem affinitätsgereinigten, polyklonalen Gi2-Antikörper (1:150) und anschließender Inkubation 

mit fluoreszenz-konjugiertem Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper gefärbt. Der Gi2-Antikörper erkennt 

spezifisch Gi2. Das Signal in den Gαi3/i2-doppeldefizienten MEFs (DKO) beruht wahrscheinlich auf einer 

kompensatorischen Hochregulation von Gi1. Dargestellt sind konfokale Lasermikroskopieaufnahmen 

(optische Schichtdicke 0,5 µm; n = 3, Balken entspricht 20 µm).  

 

Abbildung 14B zeigt, dass der Gi2-Antikörper Wt- und Gαi3-defiziente MEFs 

spezifisch färbt, jedoch kein Signal in Gi2-defizienten MEFs zu beobachten war. 

Interessanterweise war jedoch in Gi2/i3-doppeldefiziente Zellen (DKO) ein 

Immunfluoreszenz-Signal mit dem Gi2-gerichteten Antikörper detektierbar (Abbildung 

14B). Es ist zu vermuten, dass dieses Signal durch eine kompensatorische 

Hochregulation von Gi1 in Abwesenheit von Gi2/i3 bedingt ist. Diese Resultate legen 

nahe, dass der Gi2-Antikörper vornehmlich zur Detektierung des Gi2-Proteins in 

peripheren Geweben geeignet ist, in denen Gi1 nicht bzw. nur gering exprimiert wird. 

In beiden Abbildungen (Abbildung 13A und Abbildung 14A) ist gut zu erkennen, dass 

bei einem Fehlen von Gi2 die Expression von Gi3 merklich erhöht war im Vergleich 
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zu den wildtypischen Zellen. Im Gegensatz dazu, führt das Fehlen von Gi3 nicht zu 

einer deutlichen Detektierbarkeit von Gi2. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine 

Hochregulation des Gi3-Proteins möglicherweise die Funktionen von Gi2 in Gi2-

defizienten Zellen kompensieren kann, wohingegen die Proteingehalte von Gi2 in 

wildtypischen Zellen ausreichend sind, um die Funktionen von Gi3 in Gi3-defizienten 

Zellen substituieren zu können (Abbildung 14A).  

 

4.1.3 Validierung eines LC3-Antikörpers für Immunzytochemie 

 Verschiedene Publikationen beschreiben eine Assoziation von Gi3 mit 

Membranen des Golgi-Apparates und der Endosomen (Lou et al., 2002, Meijer & 

Codogno, 2006, Ogier-Denis et al., 1995). Darüberhinaus konnte gezeigt werden, dass 

Gi3 in der Kolonkarzinomzelllinie HT-29 eine Rolle bei der Regulierung der 

autophagischen Sequestrierung und des Vesikeltransports spielt (Petiot et al., 1999). 

Neben Mitochondrien werden auch Endomembranen, die sich vom Golgi-Apparat und 

dem endoplasmatischen Retikulum ableiten, als biologische Ausgangsmembranen für 

die Bildung von autophagischen Vesikeln angesehen (Hailey et al., 2010, Reggiori et 

al., 2004). Daher sollte mit Hilfe des affinitätsgereinigten, Gi3-spezifischen 

Antikörpers der Frage nachgegangen werden, ob Gi3 auch im Rahmen der 

hepatozytären Autophagie auf Endomembranen lokalisiert. 

Die hepatozytäre autophagische Aktivität wurde durch einen kurzen Amino-

säure- und Wachstumsfaktorentzug stimuliert. Das light-chain protein 3 (LC3) wurde 

als etablierter, spezifischer Marker für die Membranen autophagischer Vesikel verwen-

det (Tanida et al., 2004). Da der polyklonale anti-Gi3 Antikörper aus Kaninchen auf-

grund von Spezies-Kreuzreaktivität jedoch nicht zusammen mit dem routinemäßig zur 

Detektion autophagischer Vesikel verwendeten polyklonalen Kaninchen anti-LC3 Anti-

körper (Antikörper von Dr. Yasuo Uchiyama, siehe Material, Kapitel 3.1.5) (Kabeya et 

al., 2000) eingesetzt werden konnte, musste zunächst ein anderer geeigneter anti-LC3 

Antikörper validiert werden. Hierzu wurde ein polyklonaler Ziege anti-LC3 Antikörper 

(Antikörper sc-16756, siehe Material, Kapitel 3.1.5) für immunozytochemische 

Anwendungen in Hepatozyten getestet. Da dieser Antikörper jedoch weder endogenes 

noch überexprimiertes LC3 in Immunoblot-Experimenten detektieren konnte, wurden 

primäre Maushepatozyten mit GFP-LC3 transfiziert (siehe Methoden, Kapitel 3.2.2.1), 

nach Induktion der Autophagie fixiert, und parallel mit dem polyklonalen anti-LC3 

Antikörpern aus Kaninchen oder Ziege gefärbt. Hepatozyten, die unter Nährstoff-
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reichen Bedingungen kultiviert werden, zeigen eine basale autophagische Aktivität mit 

einer Kolokalisation des exprimierten GFP-LC3 mit dem Ziege anti-LC3 Antikörper an 

typische becherförmige (cup-shaped) Kompartimente (Abbildung 15 und Abbildung 16, 

siehe Pfeile). Um Lyososomen bzw. Autolysosomen sichtbar zu machen, wurde in den 

letzten 30 Minuten vor der Fixierung der Zellen LysoTracker Red in das 

Inkubationsmedium hinzugegeben. Unter Nährstoff-reichen Bedingungen bilden sich 

jedoch kaum Autolysosomen aus, was sich in einer geringen Überlappung von im 

Zytosol verstreuten LysoTracker markierten Lysosomen mit LC3-positiven 

Autophagosomen zeigt (Abbildung 16). 

 

Abbildung 15. Lokalisation von GFP-LC3 an Präautophagosomen  

Primäre Maushepatozyten wurden mit GFP-LC3 transient transfiziert und fixiert. GFP-LC3 könnte an 

ringartige Präautophagosomen (Pfeile) lokalisieren. Dargestellt sind konfokale Lasermikroskopiebilder. 
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Abbildung 16. Validierung des polyklonalen anti-LC3 Ziegen-Antikörpers mit Hilfe von 
Hepatozyten  

Primäre Maushepatozyten wurden mit GFP-LC3 transient transfiziert und zur Darstellung lysosomaler 

bzw. saurer Kompartimente mit LysoTracker (75 nM, 30 Minuten) inkubiert. Die Zellen wurden mit Para-

formaldehyd fixiert, mit Triton X-100 permeabilisiert und mit einem polyklonalen anti-LC3 Ziege-Antikörper 

(LC3 Ziege AK) und einem fluoreszenz-markierten anti-Ziege IgG Sekundärantikörper gefärbt. GFP-LC3 

lokalisiert an ringartige Präautophagosomen (Pfeile), welche auch mit dem Ziege anti-LC3 Antikörper 

detektiert werden. Da die Hepatozyten in einem Standardmedium kultiviert und die basale Autophagie 

nicht durch Nährstoffentzug stimuliert wurde, zeigen die mit LysoTracker markierten sauren 

Kompartimente unter diesen Bedingungen kaum eine Überlappung mit LC3-positiven Autophagosomen. 

Die unterste Reihe zeigt eine vierfache Vergrößerung der gestrichelten Kästen. Die weiße Farbe im 

Überlagerungsbild (merge) zeigt die Kolokalisation der fluoreszenz-markierten Proteine. Dargestellt sind 

konfokale Lasermikroskopiebilder (n = 2, Balken entspricht 50 µm). Diese Abbildung stammt aus der 

Publikation (Gohla et al., 2007b) und wurde als Titelbild der Februar-Ausgabe von Proc Natl Acad Sci 

USA, Vol. 104, Februar 20 (2007) verwendet. 

 

Darüberhinaus zeigte sich, dass der anti-LC3 Ziegen-Antikörper die gleichen 

intrazellulären autophagosomalen Strukturen in Autophagie-induzierten Hepatozyten 

färbte wie der anti-LC3 Kaninchen-Antikörper (Abbildung 17). Zusammen zeigen diese 
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Ergebnisse, dass der polyklonale anti-LC3 Ziegen-Antikörper zuverlässig für die 

immunzytochemische Detektion autophagischer Vesikel in Maushepatozyten eingesetzt 

werden kann.  

 

Abbildung 17. Validierung des polyklonalen anti-LC3 Ziegen-Antikörpers in Hepatozyten 
nach Stimulation der autophagischen Aktivität 

Primäre Hepatozyten wurden mit Rapamycin (200 nM, 24 h) behandelt, um Autophagie und dadurch eine 

Rekrutierung des endogenen LC3 an die Autophagosomen zu induzieren. Die Zellen wurden mit 

LysoTracker inkubiert um lysosomale Kompartimente anzufärben und anschließend fixiert. Autophagoso-

men bzw. Autolysosomen wurden parallel mit einem polyklonalen anti-LC3 Ziegen-Antikörper (1: 200) 

sowie einem polyklonalen anti-LC3 Kaninchen-Antikörper (LC3 K-AK; 1:300) angefärbt. Beide Antikörper 

detektieren die gleichen Strukturen. Unter diesen Bedingungen akkumulieren die Lysosomen perinukleär, 

zudem ist eine Überlappung der LysoTracker-markierten Kompartimente mit den LC3-positiven Autopha-

gosomen/Autolysosomen zu sehen (vgl. mit Abbildung 16). Der untere Abbildungsteil zeigt eine vierfache 

Vergrößerung der gestrichelten Kästen. Die weiße Farbe im Überlagerungsbild zeigt die Kolokalisation der 

fluoreszenz-markierten Proteine an. Dargestellt sind konfokale Lasermikroskopiebilder (n = 2, Balken ent-

spricht 50 µm). Diese Abbildung stammt aus der Publikation (Gohla et al., 2007b). 
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4.1.4 Charakterisierung der subzellulären Lokalisation von Gi3  

Nach Validierung des Ziegenantikörpers zum Nachweis des 

Autophagosomenmarkers LC3 für die immunzytochemische Analyse autophagosomaler 

Strukturen in Maushepatozyten sollte im Folgenden die subzelluläre Lokalisation von 

Gi3 in diesem System untersucht werden. Abbildung 18 zeigt, dass die durch 

Nährstoffentzug induzierte Autophagie eine deutliche Umverteilung von Gi3 auslöste. 

Während Gi3 unter Nährstoff-reichen Kulturbedingungen (d. h. ohne Stimulation der 

basalen zellulären Autophagie) diffus im Zytosol verteilt war, akkumulierte Gi3 nach 

Induktion der Autophagie z. T. an die Plasmamembran sowie hauptsächlich an LC3-

positive Autophagosomen (Abbildung 18 sowie Abbildung 20A). Gi3 scheint also mit 

subzellulären Kompartimenten assoziiert zu sein, die an den initialen Schritten der 

autophagischen Proteolyse involviert sind. 

Der durch Hungerung induzierten Autophagie wirken Hormone wie z. B. 

Insulin und Nährstoffe wie z. B. Aminosäuren entgegen (Kadowaki et al., 2006, 

Lavallard et al., 2012). Daher wurde überprüft, ob Inhibitoren des autophagischen 

Prozesses einen Einfluss auf die subzelluläre Lokalisation von Gi3 haben. In 

Abbildung 18 ist gezeigt, dass Hepatozyten, in denen die Autophagie zunächst durch 

Nährstoffentzug stimuliert und anschließend durch Inkubation mit Insulin oder 

Phenylalanin inhibiert wurde, eine im Vergleich zu unbehandelten Zellen deutlich 

reduzierte LC3-Färbung aufwiesen. Daraus kann geschlossen werden, dass die 

Inkubation der Hepatozyten mit Insulin/Phenylalanin zu einer effizienten Inhibierung 

der Autophagie führt. Interessanterweise wurde nach Inkubation der Zellen mit Insulin 

oder Phenylalanin nicht nur eine Reduktion von LC3-positiven Strukturen, sondern 

auch eine verminderte vesikuläre Lokalisation von Gi3 beobachtet (Abbildung 18). 

Während die Inkubation der Zellen mit Insulin zu einer verstärkten plasmamembranären 

Lokalisation von Gi3 führte, verursachte Phenylalanin eine merkliche Abflachung der 

Zellen und eine diffuse zytosolische Verteilung von Gi3, ähnlich wie in „ruhenden“, 

nicht gehungerten Zellen.  

Durch die Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen entstehen die katabo-

lisch aktiven Autolysosomen (Meijer & Codogno, 2006). Die Zugabe von zellpermeab-

len Proteaseinhibitoren ermöglicht es, unter experimentellen Bedingungen die lysoso-

malen Proteasen auch in Autolysosomen zu inhibieren. Somit können mit den (lytisch 

inaktivierten) Autolysosomen assoziierte, autophagosomale und lysosomale Mar-

kerproteine detektiert werden. Hepatozyten, in denen der autophagische Prozess stimu-
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liert worden war, zeigten nach Behandlung mit Proteaseinhibitoren eine weitgehend 

überlappende Färbung von LC3 und Gi3 im (auto)lysosomalen Kompartiment 

(Abbildung 18, gehungerte Zellen). Diese Daten zeigen, dass unter den gewählten Ver-

suchsbedingungen viele Autophagosomen bereits mit Lysosomen fusioniert sind und 

demonstrieren eine Kolokalisierung von Gi3 mit LC3 auf Autophagosomen und Auto-

lysosomen. Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass die subzelluläre Loka-

lisation von Gi3 vom metabolischen Status der Zelle abhängt und wichtige Funktionen 

auf autophagosomalen Membranen ausübt. 

 
Abbildung 18. Die subzelluläre Lokalisation von Gi3 hängt vom zellulären metabolischen 
Status ab 
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Primäre Maushepatozyten wurden entweder in Kulturmedium („basal“) oder in einem Nährstoff-armem 

Medium (ohne Zusatz von Aminosäuren und Wachstumsfaktoren; „gehungert“) kultiviert. Die Induktion der 

Autophagie führte zu einer weitgehenden Kolokalisation von Gi3, dem Autophagosomenmarker LC3 und 

dem Lysosomenmarker LysoTracker. Um die autophagische Aktivität zu inhibieren, wurden die Zellen mit 

Insulin (10 nM für 60 Minuten) oder Phenylalanin (0,2 mM für 60 Minuten) behandelt. Dies führte zu einer 

Verminderung der LC3-positiven Autophagosomen und parallel zu einem Verlust von Gi3 im vesikulären 

Kompartiment, sowie in einer diffusen zytosolischen Verteilung der Lysosomen. Insulin induzierte eine 

Akkumulation von Gi3 in der Plasmamembran, wohingegen Phenylalanin zu einer diffusen zytosolischen 

Verteilung von Gi3 führte. Außerdem ist das charakteristische ruffling der Plasmamembran als Reaktion 

auf Insulin und eine Abflachung der Zellen als Reaktion auf Phenylalanin zu erkennen. Dargestellt sind 

konfokale Lasermikroskopiebilder (n = 3). Diese Abbildung stammt aus der Publikation (Gohla et al., 

2007b). 

 

Nach Induktion der Autophagie akkumuliert Gi3 nicht nur teilweise an die 

Plasmamembran und den intrazellulären Vesikeln wie den LC3-positiven 

Autophagosomen, sondern teilweise auch mit spezifischen Markern des 

endoplasmatischen Retikulums und der frühen Endosomen (Abbildung 19).  
 

 
Abbildung 19. Gi3 lokalisiert an intrazelluläre Organellen nach Stimulation der 
Autophagie 
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Primäre Maushepatozyten wurden in einem Aminosäure- und Wachstumsfaktor-freien Medium kultiviert. 

Nach Induktion der Autophagie akkumuliert Gi3 sowohl z. T. an der Plasmamembran, als auch verstärkt 

an intrazellulären Vesikeln. Darüberhinaus kolokalisiert Gi3 nicht nur mit LC3-positiven Autophagosomen, 

sondern auch mit den Markern von intrazellulären Organellen, wie dem early endosomal antigen-1 (EEA-

1) und der Proteindisulfidisomerase (PDI). Die Zellen wurden vor der Fixierung und Färbung 30 Minuten 

mit LysoTracker behandelt um die Lysosomen anzufärben. Folgende Antikörper wurden für die Detektion 

der verschiedenen Organellen verwendet: anti-LC3 Ziegen-Antikörper (für Autophagosomen), LysoTracker 

(für Lysosomen und andere saure Organellen), early endosomal antigen-1 (EEA-1; für frühe Endosomen) 

und Proteindisulfidisomerase (PDI; für das rauhe endoplasmatische Retikulum). Dargestellt sind konfokale 

Lasermikroskopiebilder (n = 3, Balken entpricht 20 µm). Diese Abbildung stammt aus der Publikation 

.(Gohla et al., 2007b) 

 

 

4.1.5 Die Bildung von LC3-positiven Vesikeln ist Gi3-abhängig 

 In den vorhergehenden Abschnitten wurde die Kolokalisation von Gi3 an 

intrazelluläre Organellen gezeigt. Darüberhinaus zeigte sich eine vom metabolischen 

Zustand der Zelle abhängige, dynamische Lokalisation von Gi3 an das 

autophagosomale Kompartiment. Codogno und Mitarbeiter konnten in ihren Arbeiten 

an der Kolonkarzinomzelllinie HT-29 zeigen, dass ein Gi3-abhängiger Mechanismus 

den Membranflux aus Kompartimenten wie dem endoplasmatischen Retikulum zur 

Bildung von sequestrierenden Membranen reguliert (Ogier-Denis et al., 1995). In 

Abbildung 20A ist zu sehen, dass der Nachweis von LC3 auf LysoTracker-positiven 

endosomalen Strukturen in Gi3-defizienten Hepatozyten im Vergleich zu den 

wildtypischen Hepatozyten drastisch reduziert ist. Interessanterweise war eine 

vesikuläre Akkumulation von LC3 nach Induktion der zellulären Autophagie in Gi3-

defizienten Hepatoyzten immunozytochemisch nicht mehr detektierbar. Auf 

Proteinebene zeigt der Western-Blot von Hepatozytenlysaten, dass die Prozessierung 

des LC3 von der zytosolisch lokalisierten LC3-I-Form, welche unter Nährstoff-reichen 

Bedingungen (Standardmedium „Ktrl“) vorkommt in die LC3-II-Form, welche bei 

Induktion der Autophagie in Nährstoff-armen Bedingungen („HBSS“) mit der 

Autophagosomen-Membran verankert ist, in Abwesenheit von Gi3 beeinträchtigt zu 

sein (Abbildung 20B).  
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Abbildung 20. Gi3 beeinflusst die Bildung von LC3-II-positiven Vesikeln 

(A) Wildtyp und Gi3-defiziente Hepatozyten wurden für zwei Stunden in HBSS in Gegenwart von 

Protease-Inhibitoren gehungert. Die kumulative Autophagie wurde durch das Anfärben von 

Autophagosomen mit dem anti-LC3 Ziegen-Antikörper (1:200) und dem Anfärben von Lysosomen mit 

LysoTracker visualisiert. In gehungerten Zellen lokalisiert Gi3 sowohl an die Plasmamembran als auch 

auf LC3-positive Autophagosomen, die z. T. mit Lysosomen überlappen. Die Akkumulierung von LC3-

positiven Autophagosomen ist in Gi3-defizienten Zellen stark reduziert. Dargestellt sind konfokale 

Lasermikroskopiebilder (n = 3, Balken entsprechen jeweils 20 µm). Diese Abbildung stammt aus der 

Publikation (Gohla et al., 2007b). (B) Kumulative Autophagie wurde mittels Immunoblotting analysiert. 

Hierzu wurden Ganzzell-Lysate über SDS-PAGE unter Verwendung eines 12%igen Acrylamidgels aufge-

trennt. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen und mit den spezifischen 

Antikörpern gegen Gi3 (1:5000) bzw. LC3 (1:4000) detektiert. Wildtyp (Wt) bzw. Gi3-defiziente Hepato-

zyten wurden in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren in HBSS gehungert (HBSS) oder in Nährstoff-

reichem Kulturmedium (Ktrl) gehalten. Eine Ladungskontrolle des Gels wurde mit einem Antikörper gegen 

Tubulin durchgeführt (n = 5). (C) Densitometrische Auswertung des Quotienten von LC3-II zu LC3-I in 

Hepatozyten. Die dargestellten Werte repräsentieren Mittelwerte ± SD (Wildtyp Kontrolle: 0,63 ± 0,45; 

Wildtyp „HBSS“: 1,21 ± 0,41; Gi3
-/- Kontrolle: 0,46 ± 0,32; Gi3

-/- „HBSS“: 0,44 ± 0,15) von sieben bzw. 

fünf unabhängigen Versuchen. Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student t-Test ermittelt. *, p < 

0,05; **, p < 0,005. A.U. arbitrary units. Diese Daten zeigen eine beeinträchtigte Prozessierung der 

zytosolischen Form (LC3-I) in die Autophagosomenmembran-assoziierte Form (LC3-II) in Abwesenheit 

von Gi3 und deuten auf eine Rolle von Gi3 bei der Bildung von Autophagosomen hin.  

 

Diese beeinträchtigte Prozessierung der zytosolischen Form (LC3-I) in die 

Autophagosomenmembran-assoziierte Form (LC3-II) in Abwesenheit von Gi3 wurde 

densitometrisch ausgewertet und zeigt eine statistische Signifikanz (Abbildung 20C). 

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass Gi3 im Rahmen der 

Autophagosomen-Bildung eine wesentliche Rolle einnimmt. 
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4.1.6 Biochemischer Nachweis von Gi3 in autophagosomalen 

Membranen 

 In Abschnitt 4.1.4 wurde die Kolokalisation von Gi3 mit hepatozytären Auto-

phagosomen in Immunofluoreszenzfärbungen dargestellt. Um zu überprüfen, ob diese 

Kolokalisation auf einer Assoziation von Gi3 mit autophagischen Vesikeln beruht, 

wurden biochemische Fraktionierungsexperimente mit Mausembryonalfibroblasten 

bzw. isolierten Maushepatozyten zur Analyse verschiedener subzellulärer Komparti-

mente durchgeführt. Hierzu wurden die MEFs bzw. isolierten Maushepatozyten lysiert 

und die Organellen mittels eines diskontinuierlichen Dichtegradienten aufgetrennt 

(modifiziert in Anlehnung an die Methode von Seglen und Mitarbeitern; siehe auch 

Methoden, Kapitel 3.2.3.5). Um Autophagosmen in den Zellen anzureichern, wurden 

die Maushepatozyten bzw. MEFs zwei Stunden lang in Nährstoff-armen Medium mit 

den Zusätzen Leupeptin und Vinblastin inkubiert. Hierbei verhindert Leupeptin den 

letzten Schritt in der Autophagie – den Abbau des Autolysosoms, während Vinblastin 

an das Protein Tubulin bindet und die Fusion von Autophagosomen mit endosomalen 

und lysosomalen Kompartimenten verhindert (siehe Methoden, Kapitel 3.2.3.5).  

 Anschließend werden die Zellen in einem Sucrose-Puffer aufgenommen und 

homogenisiert. Nach der selektiven Entfernung der Lysosomen wurden die 

Autophagosomen nach mehreren Zentrifugationsschritten in der Fraktion „F2“ ange-

reichert. Diese Fraktion sowie die leichtere, Plasmamembran-angereicherte „F1“ 

Fraktion wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose-Membran geblottet 

und die Fraktionen mit Organell-spezifischen Antikörpern charakterisiert (Stromhaug et 

al., 1998). Eine schematische Übersicht über die subzelluläre Fraktionierung von 

Autophagosomen gibt Abbildung 21 wieder.  

 Die Immunoblot-Analyse der MEFs-Fraktionierung zeigt (Abbildung 22), dass 

erwartungsgemäß sowohl Gi3 als auch Gi2 in der Plasmamembran-angereicherten 

Fraktion (Plasmamembran Marker: E-Cadherin) zu finden waren. In Übereinstimmung 

mit den Ergebnissen der Immunfluoreszenz-Analyse wurde darüber hinaus Gi3, nicht 

aber Gi2 in der LC3-positiven, mit autophagischen Vesikeln angereicherten Fraktion 

F2 detektiert (Abbildung 22). Die Anwesenheit von Golgi- (GM130), en-

doplasmatisches Retikulum (PDI)- sowie Mitochondrien-spezifischen (Cytochrom C) 

Markerproteinen in der autophagosomalen Fraktion spiegelt wahrscheinlich von Au-

tophagosomen sequestriertes zelluläres Material wider. Die Ergebnisse zeigen, dass 
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Gi3 sowohl auf der Plasmamembran als auch zusammen mit LC3 in der autophagoso-

malen Fraktion angereichert ist. 

 
Abbildung 21. Schema der Autophagosomenisolierung 

HBSS, Hanks buffered saline solution; VBL, Vinblastin; GPN, Glycin-Phenyl--Naphtylamid; Lys, 

Lysosomen; Ü, postnukleärer Überstand; ZK, Zellkerne; ER, endoplasmatisches Retikulum-angereicherte 

Fraktion; Mito, Mitochondrien; AP, Autophagosomen; PM, Plasmamembran; NDZ, Nycodenz; F1, 

Plasmamembran-angereicherte Fraktion; F2, Autophagosomen-angereicherte Fraktion. Experimentelle 

Details sind im Methodenteil (siehe Methoden, Kapitel 3.2.3.5) zu finden. 
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Abbildung 22. Gi3 kofraktioniert mit Autophagosomen aus Mausembryonalfibroblasten 

Um Autophagie zu induzieren, wurden die MEFs zwei Stunden „gehungert“. Links: Mit einer subzellulären 

Fraktionierung wurden die verschiedenen Organellen isoliert (siehe Methoden, Kapitel 3.2.3.5 sowie das 

Übersichtsschema in Abbildung 21). Rechts: Die Membranfraktionen wurden in Lämmlipuffer solubilisiert, 

über SDS/PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose-Membran geblottet und mit organellspezifischen 

Antikörpern (Cytochrom c 1:4000; PDI 1:1000; GM130 1:250; LC3 1:4000; Cadherin 1:1000; Gi3 1:5000, 

Gi2 1:1000) inkubiert. Gi3, nicht aber Gi2, ist sowohl in der Plasmamembranfraktion (F1), als auch in 

der Autophagosomen-angereicherten Fraktion F2 nachweisbar. 

 

4.1.7 Funktion von Gi3 in mTOR-mediierten Signalwegen 

 Die Insulin- und Aminosäure-abhängige Regulation der Autophagie wird durch 

Signaltransduktionswege mediiert, welche über die Serin/Threonin-Kinase mammalian 

target of rapamycin (mTOR) gesteuert werden (siehe Einleitung, Kapitel 1.3.4.4). Bei 

ausreichender Menge an Nährstoffen erfolgt eine Phosphorylierung von mTOR an 

Ser2448 über den PI3-Kinase/Akt-Signalweg. Diese Aktivierung von mTOR führt zur 

Inhibierung der autophagischen Proteolyse. Andererseits kann die Aktivität von mTOR 

durch Rapamycin gehemmt werden, daher führt die Inhibierung mit Rapamycin zu einer 

Induktion der Autophagie. In den vorherigen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass 

Gi3 in Abhängigkeit vom metabolischen Status der Zellen auf autophagosomalen 

Endomembranen lokalisiert ist, und dass der Verlust von Gi3 zu einer starken 

Reduktion der LC3-Expression führt. In Abbildung 23 ist zu sehen, dass Gi3 nach 

Hungerung-induzierter Autophagie an die Plasmamembran und an autophagosomale 

Vesikel lokalisiert. Werden die Hepatozyten jedoch 18 Stunden lang mit dem mTOR-

Kinaseinhibitor Rapamycin behandelt, wurde die Autophagie zwar stimuliert (gezeigt 
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durch die Akkumulierung LC3-positiver Vesikel; Abbildung 23), jedoch konnte keine 

Assoziation von Gi3 mit autophagischen Vesikeln oder mit der Plasmamembran 

nachgewiesen werden. Zudem zeigt eine erste präliminäre Versuchsserie, dass die durch 

Rapamycin induzierte Autophagie und die damit verbundene Prozessierung der 

zytosolischen LC3-I-Form zur Membran-assoziierten LC3-II-Form in Gi3-defizienten 

Hepatozyten beeinträchtigt ist (Abbildung 24). Diese Daten zeigen eine mögliche Rolle 

von Gi3, die signalaufwärts oder auf der gleichen Ebene von mTOR zu liegen scheint.  

Rapamycin

Kontrolle

Hungerung

Gi3 LysoTracker LC3 merge

Gi3 LysoTracker LC3 merge

Gi3 LysoTracker LC3 merge
 

Abbildung 23. Die Aktivität von mTOR beeinflusst die subzelluläre Lokalisation von Gαi3 
Primäre Wildtyp-Maushepatozyten wurden entweder in Kulturmedium („Kontrolle“), 2 h in einem Amino-
säure- und Wachstumsfaktoren-entzogenem Medium („Hungerung“) oder in Kulturmedium mit Rapamycin 
(18 h, 200 nM) in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren kultiviert. Autophagische Aktivität wurde durch das 
Anfärben von Autophagosomen mit dem Ziege anti-LC3 Antikörper und von Lysosomen mit LysoTracker 

sichtbar gemacht. Im Gegensatz zur subzellulären Lokalisation von Gi3 unter „Hungerungsbedingungen“ 

transloziert Gi3 nach einer Behandlung der Hepatozyten mit Rapamycin nicht an die Plasmamembran 
oder an Autophagosomen. Dargestellt sind repräsentative konfokale Lasermikroskopiebilder (n = 3). 
 

Um den Effekt von Gi3 auf die Nährstoff- und Aminosäure-abhängige Regulierung der 

mTOR-Aktivität zu untersuchen, wurden Wildtyp und Gi3-defiziente Hepatozyten 

entweder zwei Stunden lang in Williams E Medium oder in dem Aminosäure- und 

Wachstumsfaktor-freien HBSS-Medium kultiviert. Durch Immunoblotting der ca. 290 

kDa-schweren mTOR-Kinase und der Verwendung eines phosphospezifischen po-

lyklonalen Kaninchen Antikörpers, der die Aktivierungs-spezifische mTOR Serin2448-

Phosphorylierung erkennt, konnte ein Unterschied in der Aktivierung von mTOR in 

Wildtyp- und Gi3
-/--Zellen detektiert werden (Abbildung 25 A). 
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Abbildung 24. Die Rapamycin-induzierte autophagische Proteolyse sowie die Prozessie-

rung von LC3-I zu LC3-II scheint abhängig von Gi3 zu sein 

(A) Wildtypische oder Gi3-defiziente Maushepatozyten wurden in Anwesenheit von Rapamycin (200 nM, 

21-stündige Inkubation; „+Rapa“) oder in Abwesenheit von Rapamycin (William E Kulturmedium; „–Rapa“) 

in Gegenwart von Proteaseinhibitoren kultiviert. Ganzzell-Lysate (18 µg Protein pro Spur) wurden über 

SDS-PAGE unter Verwendung eines 15%igen Acrylamidgels aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrozellu-

lose mit dem LC3-spezifischen Antikörper (1:4000) analysiert. (B) Densitometrische Auswertung des 

Quotienten von LC3-I zu LC3-II in Hepatozyten. Die dargestellten Werte repräsentieren Mittelwerte ± SD 

(Wildtyp Kontrolle: 1,04 ± 0,29; Wildtyp Rapamycin: 1,09 ± 0,49; Gi3
-/- Kontrolle: 1,29 ± 0,64; Gi3

-/- 

Rapamycin: 1,97 ± 1,21) von vier unabhängigen Versuchen. Mittelwerte:  A.U. arbitrary units. Diese 

präliminären Daten zeigen, dass die Prozessierung der zytosolischen Form (LC3-I) in die 

Autophagosomenmembran-assoziierte Form (LC3-II) in Abwesenheit von Gi3 beeinträchtigt zu sein 

scheint. 

 

Abbildung 25 B zeigt die densitometrische Auswertung des Verhältnisses von Serin2448-

phosphoryliertem mTOR (phospho-mTOR) zum mTOR Gesamtsignal in nicht 

gehungerten Kontroll-Hepatozyten und in gehungerten Hepatozyten. In Gi3-

defizienten Hepatozyten konnte unter Standard-Kulturbedingungen eine erhöhte 

Serin2448-Phosphorylierung von mTOR beobachtet werden.  

 

 
Abbildung 25. Die Aktivierung von mTOR ist bei Abwesenheit von Gi3 dysreguliert 
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 (A) Wildtyp- oder Gi3-defiziente Maushepatozyten wurden entweder in Nährstoff-reichem Kulturmedium 
(Kontrolle) oder für 2 h in HBSS kultiviert. Ganzzell-Lysate (10 µg) wurden über SDS-PAGE unter Verwen-
dung eines 7%igen Acrylamidgels aufgetrennt. Die Proteine wurden auf Nitrozellulose übertragen und mit 
dem spezifischen Antikörper gegen phosphoryliertes mTOR (P-Ser2448; 1:1000) bzw. gegen Gesamt-
mTOR (1:1000) analysiert. (B) Densitometrische Auswertung der P-Ser2448 und Gesamt-mTOR Western 
blots. Dargestellt ist der Quotient aus Ser2448-phosphoryliertem, aktiven mTOR (p-mTOR) zu Gesamt-
mTOR. Die dargestellten Werte repräsentieren Mittelwerte ± SD aus sechs unabhängigen Versuchen. 
Statistische Signifikanz wurde mit dem Student t-Test ermittelt. *, **, signifikant unterschiedlich zur jeweili-
gen Kontrolle; *, p < 0,05; **, p < 0,01. A.U. arbitrary units. (C) Schematische Darstellung der durch mTOR 
regulierten autophagischen Proteolyse. 

 

Da die Autophagie durch eine erhöhte Aktivierung (Serin2448-Phosphorylierung) des 

mTOR-Kinase-Komplexes negativ reguliert wird, deuten diese Experimente darauf hin, 

dass Gi3 auch eine Funktion in der durch mTOR-regulierten Autophagie besitzt. 

 Die in dieser Dissertationsarbeit bisher beschriebenen Ergebnisse deuten darauf 

hin, dass Gi3 eine Funktion in der Regulation der autophagischen Aktivität der Leber 

haben könnte. Da die Regulation der autophagischen Aktivität wichtig für die Selbstre-

gulation und das Gleichgewicht im Organismus ist, sollte im zweiten Teil dieser Arbeit 

eine Charakterisierung von Gi3-defizienten Mäusen hinsichtlich möglicher 

Unterschiede im Verhalten und der physiologischen Merkmale jeweils im Vergleich zu 

wildtypischen Tieren vorgenommen werden. 

 

4.2 Charakterisierung von Gi3
-/--Mäusen 

4.2.1 Genotypische Verteilung von Mäusen aus Gi2
(+/-)/Gi3

(+/-)-

Kreuzungen 

Die bisherigen Ergebnisse der vorhergehenden Kapitel lassen auf eine wichtige 

Rolle von Gi3 u. a. während der autophagischen Proteolyse schließen – zeigen sich 

hier Veränderungen im Phänotyp? Unsere Untersuchungen zeigen, dass Gi3-defiziente 

Tiere mit Mendel’scher Frequenz geboren werden und fertil und viabel sind (Gohla et 

al., 2007b). Konstitutiv Gi3-defiziente Mäuse fallen durch keinen offensichtlichen 

akuten Phänotyp auf. Es gibt jedoch Befunde die auf kraniofaziale und andere 

Skelettmissbildungen hin deuten, die mit einer Funktion für Gi3 in der Neuralleiste und 

in Somiten im Einklang stehen (Plummer et al., 2012).  

Während Tiere mit konstitutiven Einzeldeletionen der Gi-Isoformen 

lebensfähig sind, zeigt ein vollständiger Verlust der peripheren Gi-Proteine in 

Gi2/Gi3-doppeldefizienten Mäusen eine Letalität im frühen, embryonalen Stadium 

(siehe Abbildung 26). Hierbei scheint die Anwesenheit eines einzelnen aktiven Allels 
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von Gi3 für die embryonale Entwicklung ausreichend zu sein, während mindestens ein 

Allel des Gi2-Proteins für das extrauterine Überleben notwendig ist. Die Tatsache, dass 

der Verlust beider peripherer Gi-Proteine letal ist, unterstützt die Hypothese, dass Gi2 

und Gi3 unter bestimmten Umständen redundante Funktionen erfüllen können und der 

Verlust einer Isoform in vivo durch Hochregulation der anderen Isoform kompensiert 

werden kann.  

 
Abbildung 26. Morphologie von Gi2-/Gi3-deletierten Embryonen 

Die Abbildung gibt die Morphologie von Gi2-/Gi3-deletierten Embryonen an Tag 9 und 10 (E 9.0 und 

E 10.0) wieder. Gezeigt sind Seitenansichten von defizienten Embryonen mit einem aktiven Allel von Gi3 

(oben links) verglichen mit Embryonen die ein Allel von Gi3 (oben rechts) oder von Gi2 (unten links) 

aufweisen. Ein Allel von Gi3 oder Gi2 ist notwending für die Embryonalentwicklung bis E 9/E 10. Im 

Gegensatz dazu zeigen Gi2/Gi3-doppeldefiziente Embryonen eine massive Entwicklungsstörung am Tag 

E 10 (unten rechts). Diese Abbildung stammt aus der Publikation (Gohla et al., 2007b). 

 

Um die genspezifischen Merkmale zwischen den peripheren Gi-Isoformen Gi2 und 

Gi3 zu unterscheiden, wurden in unserem Labor homo- oder heterozygote Gi2- 
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und/oder Gi3-defiziente Mäuse gekreuzt und die Nachkommen untersucht. In Tabelle 

10 ist gezeigt, dass weniger Gi2-defiziente Mäuse geboren wurden als die erwartete 

Mendel’sche Frequenz (Gohla et al., 2007b) und 50 % der Tiere bis zum Zeitpunkt des 

Absetzens versterben (Gohla et al., 2007b, Rudolph et al., 1995). Im Gegensatz dazu 

werden Gi3-defiziente Mäuse in erwarteter Häufigkeit nach Mendel geboren (Tabelle 

13 bis 16 im Anhang). Eine Doppeldefizienz von Gi2 und Gi3 resultiert in einer 

massiven Wachstumshemmung und Letalität bis Tag 10 (E 10) der 

Embryonalentwicklung. Die Anwesenheit nur eines Allels von Gi3 in Gi2
(-/-)/Gi3

(+/-)-

Embryonen ist hingegen ausreichend für die Entwicklung und das Überleben bis zur 

Geburt, die Mäuse sterben jedoch perinatal. Die Anwesenheit von Gi2 in 

Gi2
(+/-)/Gi3

(-/-)-Mäusen ist notwendig für das Überleben bis zur neonatalen Periode. 

Abbildung 26 zeigt repräsentativ Gi2-/Gi3-defiziente Embryonen am Tag 9 bzw. Tag 

10 (E 9.0 und E 10.0) der Embryonalentwicklung. Diese Daten bestätigen die 

Hypothese, dass Gi2 und Gi3 eine überlappende Funktion ausüben, deuten aber auch 

auf die Existenz von Gi2- bzw. Gi3-spezifischen Funktionen hin.  

 

Tabelle 10: Genotypische Verteilung von Mäusen (C57BL/6) aus Gi2
(+/-)/Gi3

(+/-)-Kreuzun-
gen 

Genotyp *E 9.0 E 10.0† P 1-

P 2‡ 

P 21§ Erwartete 

Verteilung 

nach Mendel 

Gi2
(+/+)/Gi3

(+/+) 0 0 4 11,7 % 

(83) 

6,25 % 

Gi2
(+/-)/Gi3

(+/+) 0 3 11 19,2 % 

(137) 

12,5 % 

Gi2
(-/-)/Gi3

(+/+) 1 2 2 2,1 % (15)  6,25 % 

Gi2
(+/+)/Gi3

(+/-) 1 1 5 19,7 % 

(140)  

12,5 % 

Gi2
(+/+)/Gi3

(-/-) 0  2  4 8,4 % (60) 6,25 % 

Gi2
(+/-)/Gi3

(+/-) 1 3 10 34,7 % 

(247) 

25 % 

Gi2
(-/-)/Gi3

(+/-) 1 2 4 0 % (0) 12,5 % 
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Genotyp *E 9.0 E 10.0† P 1-

P 2‡ 

P 21§ Erwartete 

Verteilung 

nach Mendel 

Gi2
(+/-)/Gi3

(-/-) 1 3 11 4,2 % (30) 12,5 % 

Gi2
(-/-)/Gi3

(-/-) 1 1 0 0 % (0) 6,25 % 

Die Anzahl der Tiere ist in Klammern gesetzt. 
* Untersucht wurden insgesamt sechs Föten am Tag 9 der Embryonalentwicklung (E 9.0). 
† Untersucht wurden insgesamt 17 Föten am Tag E 10.0. 
‡ Untersucht wurden 51 tote neugeborene Mäuse, die innerhalb von zwei Tagen nach der Geburt (P 1–
P 2) gefunden wurden. 
§ Untersucht wurden insgesamt 712 (330 männliche und 382 weibliche) Mäuse aus 167 Würfen am 
postnatalen Tag 21 (P 21). Aus (Gohla et al., 2007b). 

 

4.2.2 Konditionstest 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Schwimmtest (Forced Swim Test) als 

Verhaltenstest eingesetzt, um die Kondition bzw. die physische Aktivität von weibli-

chen und männlichen Gi3
-/--Mäusen mit wildtypischen Kontrolltieren zu vergleichen 

(siehe Methoden, Kapitel 3.2.4.1). Dazu wurden die Mäuse (Stamm Sv129) in ein 

kleines Wasserbecken gesetzt und ihre physische Aktivität per Zeitmessung 

quantifiziert (aktives Schwimmen versus passives Treiben). Alle Messungen erfolgten 

an Tieren vergleichbaren Alters und Gewichts und in der nachtaktiven Phase der Tiere 

(17 – 20 Uhr). Die Ergebnisse der Schwimmversuche sind als Immobilitätszeit 

graphisch dargestellt (Abbildung 27). Die Immobilitätszeit ist bei Gi3-defizienten 

weiblichen Mäusen (Gi3
-/- ♀ n = 9; 142 Sekunden) im Vergleich zu weiblichen 

wildtypischen Mäusen (Wt ♀ n = 10; 108 Sekunden) signifikant verlängert. Auch bei 

den männlichen Mäusen zeigte sich eine längere Immobilität bei den Gi3
-/--Mäusen als 

bei den Wildtyp-Tieren. So lag die Immobilitätszeit bei den Gi3-defizienten Tieren mit 

178 Sekunden (Gi3
-/- ♂ n = 8) signifikant höher als bei den Wildtyp-Tieren mit 

114 Sekunden (Wt ♂ n = 10).  
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Abbildung 27. Gi3-defiziente Mäuse zeigen im Schwimmverhalten eine höhere 
Immobilität  

Die Immobilitätszeit von weiblichen bzw. männlichen Wildtyp-Mäusen (Wt ♀ n = 10 bzw. Wt ♂ n = 10) 

wurde mit der Immobilitätszeit von weiblichen bzw. männlichen Gi3-defizienten Mäusen (Gi3
-/- ♀ n = 9 

bzw. Gi3
-/- ♂ n = 8) verglichen. Die Versuchsdauer betrug insgesamt sechs Minuten, von denen die 

letzten vier Minuten aufgezeichnet und ausgewertet wurden. Die Messungen erfolgten während der 

nachtaktiven Phase der Tiere (17 – 20 Uhr). Die Werte sind als Kastengrafik (box plots) mit dem Median 

und der 25./75.-Perzentile dargestellt. Zusätzlich sind die Mittelwerte als rote Kreuze und die Minimal- und 

Maximalwerte als blaue Punkte der entsprechenden Datenreihe dargestellt. Statistische Signifikanz wurde 

mit dem Mann-Whitney U-Test ermittelt. *, **, signifikant unterschiedlich zur jeweiligen Wt-Kontrolle; 

* p< 0,05; ** p< 0,01. 

 

4.2.3 Langzeitbeobachtung von Gi3-defizienten versus Wildtyp-

Mäusen  

 Störungen der autophagischen Proteolyse haben schwerwiegende 

Entwicklungsdefekte zur Folge und scheinen eine Rolle bei Tumoren, 

neurodegenerativen Erkrankungen aber auch bei Alterungsprozessen zu haben (Madeo 

et al., 2010, Rubinsztein et al., 2011). Es gibt Untersuchungen die belegen, dass eine 

gestörte Autophagie mit einer verkürzten Lebensdauer einhergeht (Lapierre et al., 2011, 

Morselli et al., 2011, Morselli et al., 2009, Rubinsztein et al., 2011). Das Ziel dieser 

Studie war es deshalb, die Lebensdauer sowie weitere phänotypische Merkmale von 

C57BL/6-Wildtyp- und C57BL/6-Gi3-defizienten Mäusen unter kontrollierten, 
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keimarmen Bedingungen zu analysieren. Für diese Studie wurden 40 Wildtyp-Mäuse 

und 40 konstitutiv Gi3-defiziente Mäuse, davon jeweils 20 männliche und 20 weibliche 

Tiere, über einen Zeitraum von über zwei Jahren in einem Überdruckisolator 

beobachtet. Diese Mäuse (C57BL/6; Stamm 1004) besaßen eine definierte Keimflora, 

die über eine hygienische Sanierung mittels Embryonentransfer in eine SPF (specific-

pathogen-free)-Haltung erfolgte. Die Analyse der verstorbenen Tiere umfasste die 

Untersuchung der Blutwerte sowie eine allgemeine histologische Analyse von Organen 

und Geweben. Die Durchführung der Langzeitstudie ist im Methodenteil unter 3.2.4.2 

beschrieben. Tabelle 16 (siehe Anhang, Kapitel 9.3) zeigt die Quantile der Spannbreite 

des Alters der untersuchten Tiere aus der Langzeitbeobachtung. 

 

4.2.3.1 Übersicht über die Gewichtsentwicklung von Wildtyp- und Gi3
-/--Mäusen 

Innerhalb der fast 120-wöchigen Untersuchung konnte bei weiblichen sowie männli-

chen Gi3-defizienten Mäusen ein tendenziell geringeres Körpergewicht festgestellt 

werden als bei den wildtypischen Kontrolltieren.  

 Generell wiesen weibliche Mäuse ein geringeres Körpergewicht auf als 

gleichaltrige männliche Tiere. Während männliche Tiere ihr jeweiliges Maximalgewicht 

im Alter von etwa 400 bis 500 Tagen erreichten, war dies bei weiblichen Tieren erst ab 

einem Alter von 500 bis 600 Tagen zu sehen. In Abbildung 28 ist die Veränderung des 

Körpergewichtes in Abhängigkeit vom Alter der Tiere dargestellt. Zu beachten ist, dass 

eine bestimmte Anzahl (n) von Tieren zusammengefasst wurde, die ein Altersband von 

bis zu sieben Tagen umfasst. Die Angabe des Alters in Tagen auf der Abzisse sowie das 

Gewicht der Tiere auf der Ordinate stellen daher jeweils Mittelwerte dar. Die 

Gewichtsentwicklung eines jeden einzelnen Tieres zeigen Abbildung 39 und Abbildung 

40 im Anhang, Kapitel 9.3. Hierbei entsprechen die Nummern den in der Studie 

nummerierten Mäusen (Gi3
(-/-) männlich, Nr. 1 – 20; Gi3

(-/-) weiblich, Nr. 21 – 40; Wt 

männlich, Nr. 41 – 60 und Wt weiblich, Nr. 61 – 80). 
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Abbildung 28. Gi3
-/--Mäuse besitzen ein geringeres Körpergewicht als Wildtyp-Mäuse 

Darstellung des Körpergewichts von männlichen und weiblichen C57BL/6-Mäusen in Abhängigkeit vom 

Alter der Tiere. Die Gi3-deletierten Mäuse wiegen geschlechtsspezifisch weniger als die jeweiligen 

Wildtyp-Mäuse. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte der Körpergewichte (+/-STABW) von Wildtyp-Mäusen 

(■, n = 8 – 19; Alter in Tagen +/- 3,5) und Gi3-defizienten Mäusen (■, n = 6 - 13; Alter in Tagen +/- 3,5), 

*P<0,05, t-Test. Eine Korrelation der Daten wurde polynomisch mit drittem Grad vorgenommen (Mittelwert: 

Gi3
-/- ; Wildtyp ----). Die Gewichtskurven der Einzeltiere zeigen Abbildung 39 und Abbildung 40 im 

Anhang, Kapitel 9.3.  

 

4.2.3.2 Analyse des Fettgewebes bei Gi3
-/--Mäusen 

 Um die Ursache für das tendenziell verminderte Körpergewicht Gi3-

defizienter Mäuse zu analysieren, wurde zunächst das abdominale subkutane 

Fettgewebe der Mäuse betrachtet. Hierbei war auffällig, dass die Gi3-defizienten 

Mäuse neben einem geringeren Körpergewicht, eine geringere abdominale subkutane 

Fetteinlagerung aufwiesen. Keines der untersuchten Gi3-defizienten Mäuse wies eine 
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mit Wildtyp-Mäusen vergleichbare abdominale und subkutane Fetteinlagerung auf 

(siehe Abbildung 29). Im Vergleich zu den mutanten Mäusen wiesen fast die Hälfte 

aller verstorbenen Wildtyp-Mäuse vermehrt abdominale und subkutane 

Fetteinlagerungen auf. 

 

 

Abbildung 29. Gi3
-/--Mäuse weisen ein geringeres Fettgewebe auf als Wildtyp-Mäuse 

Gi3
-/--Mäuse wiesen anders als die Kontrolltiere, kaum abdominale und subkutane Fetteinlagerungen auf. 

Photografische Aufnahmen einer 27,8 Monate alten weiblichen Gi3
-/--Maus und einer 22,4 Monate alten 

weiblichen Wildtyp-Maus.  

 

4.2.3.3 Fellveränderungen der Gαi3
-/--Mäuse 

 Eine weitere Auffälligkeit zeigten Gi3
-/--Mäuse hinsichtlich ihres Fells (siehe 

Abbildung 30). Im Laufe des Beobachtungszeitraums zeigten Gi3-defiziente Tiere 

früher als die gleichaltrigen Wildtyp-Tiere grau und struppig werdendes Fell. Bereits im 
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Alter von etwa zwölf Monaten zeigten 32,5 % der in der Studie befindlichen 

Gi3
-/--Mäuse ein graues, struppiges Fell, wohingegen dies bei keinem der 40 Wildtyp-

Mäuse zu diesem Zeitpunkt beobachtet werden konnte. Mit etwa 22 Monaten wiesen 

bereits 70 % der Gi3
-/--Mäuse ein graues und struppiges Fell auf, wohingegen dies nur 

bei 27,5 % der verstorbenen Wildtyp-Mäuse beobachtet wurde (Tabelle 11). Insgesamt 

ergrauen die männlichen Tiere schneller als die weiblichen, siehe Tabelle 11.  

Wildtyp  - 16 Monate alt

Gi3
-/-  - 16 Monate alt

 

Abbildung 30. Das Fell von Gi3
-/--Mäusen ergraut vorzeitig 

Die Abbildung zeigt den Unterschied des Fellaussehens zwischen männlichen C57BL/6 Wildtyp- und 

männlichen C57BL/6 Gi3
-/--Tieren gleichen Alters.   

 
Tabelle 11: Auftreten von grauem, struppigem Fell bei Gαi3

-/-- und Wildtyp-Mäusen  

Struppiges, 

graues Feller-

scheinen 

Gi3
(-/-) Wildtyp 

♂ ♀ gesamt ♂ ♀ gesamt 

12 Monate 
50 % (10) 15 % (3) 32,5 % 0 % (0) 0 % (0) 0 % 

15 Monate 
55 % (11) 15 % (3) 35 % 20 % (4) 0 % (0) 10 % 
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Struppiges, 

graues Feller-

scheinen 

Gi3
(-/-) Wildtyp 

♂ ♀ gesamt ♂ ♀ gesamt 

22 Monate 85 % (17) 55 % (11) 70 % 30 % (6) 25 % (5) 27,5 % 

Dargestellt in Prozent ist das Auftreten von Fellveränderungen von männlichen und weiblichen Tieren zu 
bestimmten Alterszeitpunkten. Die Anzahl der Tiere mit Fellveränderung ist in Klammern gesetzt. 

 

4.2.3.4 Kaplan-Meier Überlebensanalyse 

 Innerhalb von etwa 28 Monaten verstarben alle 80 Tiere der Langzeitstudie. Im 

Sinne des Tierschutzes und um unnötiges Leiden der Tiere zu vermeiden, wurden die 

Mäuse möglichst nahe ihrem natürlichen Ableben aus der Haltung ausgeschleust und 

getötet. Dieser Zeitpunkt wurde definiert als der Moment, in dem die Tiere ein krankes 

Erscheinen (z. B. Apathie, massiv eingeschränkte körperliche Fitness) oder offensicht-

liche Beschwerden oder Leiden zeigten (z. B. starke Bewegungsstörungen, Auftreten 

äußerlich sichtbarer Schwellungen). Zudem konnte diesen Tieren Blut und Organe ent-

nommen werden, ohne dass es zu einer autolytischen Zersetzung von Blut und Organen 

kam. Nicht bei allen Mäusen war dies möglich, da die Tiere zum Teil über Nacht ver-

starben, und eine Blut- und Organentnahme nach Auffinden der Tiere nicht mehr mög-

lich war. Insgesamt verstarben acht Gi3
-/--Mäuse (vier männliche sowie vier weibliche 

Tiere) sowie neun Wildtyp-Mäuse (fünf männliche sowie vier weibliche Tiere) unkon-

trolliert. Zur Berechnung der Kaplan-Meier Überlebenskurve wurde nicht zwischen den 

17 tot aufgefundenen und den 63 ausgeschleusten Tieren unterschieden. Abbildung 31 

zeigt die Kaplan-Meier Überlebenskurve aller 40 Gi3
-/--Mäuse und 40 Wildtyp-Mäuse. 

Die mittlere Lebensdauer aller untersuchten Gi3
-/--Mäuse liegt bei 775 ± 32 Tagen 

(Median = 832 Tage) und aller untersuchten Wildtyp-Mäuse bei 750 ± 24 

Tage (Median = 767 Tage).  
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Abbildung 31. Wildtyp- und Gi3

-/--Tiere unterscheiden sich in ihrer Lebensdauer 

Die Grafik zeigt die Kaplan-Meier Überlebenskurven der Wildtyp- und Gi3
-/--Tiere, Mittelwerte ± SD. Die 

mittlere Überlebenszeit von Wildtyp-Tieren beträgt 750 ± 24 Tage (Median = 767 Tage) und unterscheidet 

sich signifikant von Gi3
-/--Tieren mit 775 ± 32 Tagen (Median = 832 Tage; Logrank: p = 0,03).  

 

Bei der Aufschlüsselung nach Geschlecht zeigen die Lebenskurven einen signifikanten 

Unterschied (Logrank p = 0,03) zwischen der Lebensdauer von Gi3
-/-- und Wildtyp-

Mäusen. Weibliche Gi3-defiziente Mäuse lebten signifikant länger als Gi3-defiziente 

männliche Mäuse (821 ± 45 Tage versus 728 ± 45 Tage; p = 0,047). Auch im Vergleich 

zu weiblichen Wildtyp-Mäusen lebten die weiblichen Gi3
-/--Mäuse signifikant länger 

(821 ± 45 Tage versus 725 ± 37 Tage; p = 0,015). 

 Die unterschiedlichen geschlechts- und genotypenspezifischen Lebenszeiten 

sind in Abbildung 32 gezeigt. Eine Übersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 12 

wiedergegeben. 
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Abbildung 32. Die Lebensdauer von Wildtyp und Gi3

-/--Mäusen ist geschlechtsspezifisch 

Oben: Die Grafik zeigt die geschlechtsspezifische Unterscheidung der Kaplan-Meier Überlebenskurven 

der Wildtyp- und Gi3
-/--Tiere, Mittelwerte ± SD. Linke Seite: Die mittlere Lebensdauer der männlichen 

Gi3
-/--Tiere (blaue Linie) unterscheidet sich mit 728 ± 45 Tagen (Median = 774 Tage) schwach signifikant 

von der Lebensdauer der weiblichen Gi3
-/--Tiere (grüne Linie; 821 ± 45 Tage; Median = 904 Tage; 

Logrank: p = 0,047). Rechte Seite: Die mittlere Lebensdauer der männlichen Wildtyp-Tiere (blaue Linie) 

unterscheidet sich mit 775 ± 31 Tagen (Median = 786 Tage) nicht signifikant von der Lebensdauer der 

weiblichen Tiere (grüne Linie; 725 ± 37 Tage; Median = 672 Tage; Logrank: p = 0,588). Unten: Die Grafik 

zeigt die genotypspezifische Unterscheidung der Kaplan-Meier Überlebenskurven der männlichen und 

weiblichen Tiere, Mittelwerte ± SD. Linke Seite: Die mittlere Lebensdauer der männlichen Wildtyp-Mäuse 

(blaue Linie) unterscheidet sich mit 775 ± 31 Tagen (Median = 786 Tage) nicht signifikant von der Lebens-

dauer der männlichen Gi3
-/--Mäuse (grüne Linie; 728 ± 45 Tage; Median = 774 Tage; Logrank: p = 0,854). 

Rechte Seite: Die mittlere Lebensdauer der weiblichen Wildtyp-Tiere (blaue Linie) unterscheidet sich mit 

725 ± 37 Tagen (Median = 672 Tage) signifikant von der Lebensdauer der weiblichen Gi3
-/--Tiere (grüne 

Linie; 821 ± 45 Tage; Median = 904 Tage; Logrank: p = 0,015). 
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Tabelle 12: Übersicht der Lebensdauer von Wildtyp- und Gi3
-/--Mäusen 

   Überlebenszeit (Tage)    

Geschlecht Genotyp Median Mittel- 

wert 

p Min-Max Älteste 

Q0.9  

Jüngste 

Q0.1 

n 

beide        

 Wildtyp 767 750 ± 24 0,030 348 - 940 931 574 40 

 Gi3
-/- 832 775 ± 32  303 - 1005 945 393 40 

Weibchen         

 Wildtyp 672 725 ± 37 0,015 348 - 940 921 581 20 

 Gi3
-/- 904 821 ± 45  349 - 1005 1005 468 20 

Männchen         

 Wildtyp 786 775 ± 31 0,854 475 - 937 932 574 20 

 Gi3
-/- 774 728 ± 45  303 - 955 944 392 20 

n = Anzahl der Mäuse 
p = logrank nach student’s t-test 

 

4.2.3.5 Auswertung von klinisch-chemischen Parametern der Serumanalyse  

 Durch die genaue Beschreibung des Mäusegenoms und die Fähigkeit, durch 

gezielte Genveränderung Mäuse mit Genüberexpression, -mutation und -deletion zu 

züchten, können die unmittelbaren Konsequenzen genetischer Veränderungen auf die 

Funktionsfähigkeit des Organismus untersucht werden. Bei Genmanipulationen ist es 

jedoch häufig nicht möglich Vorhersagen über eventuell auftretende Defekte zu ma-

chen. Da sich die Auswirkungen von Genmanipulationen oftmals in laborchemischen 

Parametern bemerkbar machen, wurden im Rahmen der Langzeitstudie die Seren von 

Gi3-defizienten sowie von wildtypischen Mäusen auf 17 klinisch-chemische Parameter 

untersucht (siehe Methoden, Kapitel 3.2.4.2 und Tabelle 9). Die über zwei Jahre 

andauernde Langzeitstudie sollte primär einen ersten Hinweis auf mögliche 

Unterschiede wie z. B. der Lebensdauer und des Körpergewichtes zwischen den 

mutanten Gi3-defizienten Mäusen und den wildtypischen Kontrolltieren geben. Die 

Untersuchung des Serums wurde mitaufgenommen, um zusätzliche Informationen über 

die Mäuse zu erlangen. Um eine definierte Keimflora beizubehalten, wurden die Mäuse 

während des gesamten Studienzeitraums im Überdrucksisolator belassen ohne dass 

zwischenzeitliche Ein- und Ausschleusungen der Tiere vorgenommen wurden. Die 

Untersuchung der klinisch-chemischen Parameter aus den Seren der Tiere wurde daher 

nicht zu definierten Zeitpunkten innerhalb der Studie sondern bei Tieren, die möglichst 
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nahe ihrem natürlichen Ablebens ausgeschleust wurden, entnommen (siehe hierzu auch 

Ergebnisse, Kapitel 4.2.3.4.). Bei bereits verstorbenen Tieren wurde kein Serum 

entnommen. Im Anhang, Kapitel 9.5 (Tabelle 17 bis Tabelle 20) sind die Ergebnisse der 

klinisch-chemischen Serumanalyse eines jedes Tieres aus den beiden genotypischen 

Tiergruppen dargestellt. Hierbei entsprechen die Tiernummern den in der Studie 

nummerierten Mäusen und können den einzelnen Gewichtsverläufen zugeordnet 

werden (siehe Ergenbisse, Kapitel 4.2.3.1 sowie Abbildung 39 und Abbildung 40 im 

Anhang, Kapitel 9.3). Aus jeder Tiergruppe konnten Daten mit je 11 – 15 Mäusen 

generiert werden. Die Ergebnisse zeigen starke Schwankungen der einzelnen klinisch-

chemischen Parameter innerhalb jeder Gruppe, so dass eine statistisch signifikante 

Aussage auf Unterschiede zwischen den Genotypen nicht getroffen werden kann. 
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5 DISKUSSION 

Die autophagische Proteolyse ist ein hormonell und metabolisch regulierter, 

lysosomaler Proteindegratationsweg, über den intrazelluläre Proteine unter Bildung von 

Autophagosomen bis zu einzelnen Aminosäuren abgebaut warden können. 

Erste Hinweise von Prof. Häussinger und Mitarbeitern aus Untersuchungen 

über den Effekt von PTX an Rattenlebern ließen vermuten, dass Gi-Proteine auch eine 

Rolle bei der autophagischen Proteolyse spielen könnten. Anfang der 90er Jahre wird 

eine Rolle der GTP-bindenden Proteine in autophagischen Prozessen angenommen, da 

gezeigt werden konnte, dass GTPS, ein nicht hydrolisierbares GTP-Analogon, die 

autophagische Sequestrierung hemmt (Kadowaki et al., 1994). Frühere Untersuchungen 

an der Kolonkarzinomzelllinie HT-29 haben heterotrimere G-Proteine der 

Pertussistoxin (PTX)-sensitiven Gi-Familie mit der autophagischen Sequestrierung in 

Zusammenhang gebracht. Es wurde gezeigt, dass Gi3, nicht aber Gi2, eine spezifische 

Funktion bei der Makroautophagie hat.  

 

5.1 Funktionelle Substitution der Gi-Proteine Gi2 und Gi3 

füreinander 

Um die Rolle von Gi-Proteinen bei hepatischen Funktionen zu untersuchen, 

wurde zunächst von Frau Katja Pexa aus unserem Labor, mittels Immunoblot-Analysen 

und ADP-Ribosylierungs-Assays die Expression der einzelnen Gi-Isoformen in 

Zellmembranpräparationen aus Lebergewebe analysiert. Die Untersuchungen zeigten, 

dass von den drei bekannten Gi-Isoformen in der Leber hauptsächlich Gi2, geringere 

Mengen von Gi3, aber kein Gi1 exprimiert werden (siehe Anhang, Kapitel 9.1 

Abbildung 38A). 

 Frühere Untersuchungen mit gereinigten Proteinen hatten gezeigt, dass Gi2 

und Gi3 in Rekonstitutionsexperimenten weitestgehend funktionell füreinander substi-

tuieren können (Degtiar et al., 1997). Außerdem ist bekannt, dass die konstitutive gene-

tische Ablation einer Gi-Isoform in Mäusen die Hochregulation einer anderen Gi-

Isoform induziert (Gohla et al., 2007a, Rudolph et al., 1996, Wiege et al., 2012). Dies 

hat zur Hypothese geführt, dass der Verlust einzelner Gi-Isoformen in vivo funktionell 

durch andere Gi-Isoformen kompensiert werden kann. In Übereinstimmung damit hat 

die konstitutive Gendeletion von Gi2 oder Gi3 in Mäusen relativ moderate Effekte 
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(Jain et al., 2001). Um genspezifische von redundanten biologischen Funktionen in vivo 

unterscheiden zu können, wurden homo- oder heterozygote Gi2- und/oder Gi3-

defiziente Mäuse gekreuzt und die Mendel-Verteilung der neun möglichen Genotypen 

analysiert (siehe Ergebnisse, Kapitel 4.2.1). Der vollständige Verlust der peripheren Gi-

Proteine in Gi2/Gi3-doppeldefizienten Mäusen führte schon in utero zu einer früh-

embryonalen Letalität derzeit noch unbekannter Ursache (siehe Tabelle 10). Während 

die Gegenwart eines einzigen Allels von Gi3 für die Embryonalentwicklung ausreicht, 

ist mindestens ein Allel Gi2 für die extrauterine Entwicklung notwendig (Abbildung 

26). Zusammen deutet dies auf die Existenz einer wichtigen, funktionellen und 

genspezifischen Rolle der beiden Gi-Proteine Gi3 und Gi2 während der embryonalen 

bzw. neonatalen Entwicklung hin.  

 

5.2 Die Beteiligung von Gi3 bei der Insulin- und Amino-

säure-vermittelten hepatischen autophagischen Proteolyse  

Um die genaue Funktion der Gi-Isoformen für die Regulation der 

autophagischen Proteolyse in der Leber zu untersuchen, wurde in Kollaboration mit 

Prof. Dieter Häussinger/Prof. Stephan vom Dahl, Klinik für Gastroenterologie, 

Hepatologie und Infektiologie der Heinrich-Heine-Universität-Düsseldorf die 

autophagische Aktivität mittels In-situ-Leberperfusionen in Mäuselebern gemessen 

(siehe Anhang, Kapitel 9.1). Durch eine kurzfristige Perfusion der Mausleber mit PTX 

wurden peripher exprimierten Gi-Familienmitglieder akut funktionell inaktiviert (siehe 

Anhang, Kapitel 9.1, Abbildung 37). Dies ist mit einem genetischen Ansatz aufgrund 

der frühembryonalen Letalität der konstitutiv Gi2/Gi3-doppeldefizienten Mäuse nicht 

möglich (siehe Ergebnisse, Kapitel 4.2.1). Darüberhinaus können durch die akute 

Inaktivierung der Gi-Proteine mit PTX potenzielle Kompensationseffekte durch Hoch-

regulation der jeweils anderen Isoform weitgehend ausgeschlossen werden (siehe 

Abschnitt 5.1). In diesem Ansatz konnte gezeigt werden, dass PTX die anti-

proteolytische Wirkung physiologisch wichtiger Inhibitoren der Autophagie, darunter 

Insulin und Aminosäuren, in Mäuselebern praktisch vollkommen blockierte (siehe 

Anhang, Kapitel 9.1, Abbildung 37). Diese Ereignisse waren ein erster substantieller 

Hinweis darauf, dass Gi-Proteine an der Signaltransduktion des Insulin-Rezeptors 

beteiligt sind, und dass Gi-Proteine offenbar eine essentielle Rolle in durch 

Aminosäuren initiierten Signalwegen spielen.  
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 Um die potentielle Rolle der beiden in Lebergewebe und Hepatozyten expri-

mierten PTX-Substrate, die Gi-Isoformen Gi2 und Gi3, in der autophagischen 

Proteolyse direkt zu prüfen, wurden Leberperfusionsversuche mit Gi2- bzw. Gi3-

defizienten Mäusen durchgeführt. Die Daten zeigten, dass die autophagische Proteolyse 

in Gi3-defizienten Mäuselebern durch Insulin- oder Phenylalanin kaum noch inhibiert 

werden konnte (siehe Anhang, Kapitel 9.1, Abbildung 38C). Im Gegensatz dazu war die 

antagonistische Wirkung von Insulin auf die autophagische Proteolyse in Abwesenheit 

von Gi2 intakt und vergleichbar mit Wildtyp-Mäusen. Diese Ergebnisse zeigen 

erstmals, dass die anti-autophagischen Effekte von Insulin und Aminosäuren obligat 

über Gi3 und nicht über das in der Leber quantitativ vorherrschende Gi2 verlaufen 

(Gohla et al., 2007b, Kreuzer et al., 2004). Welche molekularen Mechanismen liegen 

dieser Feststellung zugrunde? 

Um die Rolle von Gi3 in autophagischen Prozessen auf zellulärer Ebene mit 

biochemischen und zellbiologischen Methoden untersuchen zu können, wurde zunächst 

ein polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen die 14 C-terminalen Aminosäuren von 

Gi3 hergestellt und affinitätsgereinigt (siehe Methoden, Kapitel 3.2.3.3). Der generierte 

Gi3-Antikörper erkennt in Hepatozyten und allen anderen bisher getesteten Zelltypen 

und Geweben im Immunoblot und in der Immunozytochemie spezifisch Gi3, nicht aber 

das eng verwandte Gi2 (Abbildung 13 und Abbildung 14). Um die Funktion von Gi3 

in der Regulierung der Autophagie besser verstehen zu können, war es zunächst von 

Interesse, die subzelluläre Lokalisation von Gi3 im Vergleich zu Gi2 in primären 

Maus-Hepatozyten zu analysieren.  

 

5.2.1 Gi3kolokalisiert mit LC3 auf Autophagosomen und 

Endomembranen  

Durch die Kombination von Immunzytochemie mit konfokaler Laserscanning-

Mikroskopie gelang es, in isolierten Hepatozyten zu zeigen, dass Gi3 unter normalen 

Zellkulturbedingungen primär diffus im Zytosol verteilt ist (Abbildung 18), während die 

Induktion der Autophagie durch Hungerung der Zellen eine Relokalisation von Gi3 an 

die Plasmamembran und an LC3-positive Autophagosomen und Lysosomen bewirkte 

(Abbildung 18). Darüberhinaus führte die Behandlung der gehungerten Hepatozyten mit 

physiologischen Inhibitoren der Autophagie wie mit Insulin oder Phenylalanin zur 

Auflösung des vesikulären Verteilungsmusters von LC3; einem Indiz für die effiziente 

Suppression der zellulären Autophagie (Abbildung 18). Zeitgleich mit dem Verlust der 
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LC3-positiven Autophagosomen verschwand interessanterweise auch die vesikuläre 

Lokalisation von Gi3. Stattdessen induzierte Insulin eine Akkumulation von Gi3 an 

der Plasmamembran. Die Behandlung der Zellen mit Phenylalanin führte zu einer 

diffusen, zytosolischen Verteilung von Gi3, ähnlich wie bei ruhenden Zellen 

(Abbildung 18).  

Zudem war in Gi3-defizienten Hepatozyten die vesikuläre Akkumulation von 

LC3 nach Induktion der zellulären Autophagie immunzytochemisch praktisch nicht 

mehr detektierbar (Abbildung 20A). Weiterhin scheint die Prozessierung von LC3-I in 

Membran-gebundenes LC3-II abhängig von Gi3 zu sein wie dies in Gesamtzell-

Lysaten aus Hepatozyten gezeigt wurde (Abbildung 20B).  

 Die Befunde dieser Arbeit zeigen, dass Gi3 eine obligate Funktion bei der 

Weiterleitung anti-autophagischer Stimuli signalabwärts von Insulin- und Aminosäure-

induzierten Signalwegen hat. Die Daten legen nahe, dass ein Teil der anti-katabolen 

Effekte von Insulin auf die Umverteilung von Gi3 von Autophagosomen an 

intrazelluläre, zytosolische Kompartimente beruhen. Allerdings waren die molekularen 

Mechanismen der Kommunikation zwischen der Insulin-Rezeptor-Tyrosinkinase und 

den an heptahelikale Rezeptoren gekoppelten Gi-Proteinen weitgehend ungeklärt. 

Insofern war es bisher unklar, wie Gi3 in die Insulin- und Aminosäure-abhängige 

Regulation der Autophagie involviert ist.  

 Wie passen die Ergebnisse zusammen, dass in Gi3-defizienten Hepatozyten 

eine Akkumulation von LC3-positiven Vesikeln nicht mehr zu erkennen war und zudem 

die Prozessierung von LC3-I in LC3-II beeinträchtigt zu sein scheint mit den 

Ergebnissen aus unseren In-situ-Leberperfusionsexperimenten die gezeigt haben, dass 

bei Inaktivierung von Gi3 durch PTX bzw. bei Gi3-defizienten Lebern die Autophagie 

nicht inhibiert werden konnte (siehe Anhang, Kapitel 9.1). Wie bereits in vorherigen 

Kapiteln dieser Dissertation erläutert, ist der Status in dem Gi3 entweder mit GDP oder 

mit GTP vorliegen kann, ausschlaggebend für die Regulation der Autophagie. So 

induziert inaktives GDP-gebundenes Gi3 die autophagische Proteolyse, während Gi3 

im aktiven Zustand gebunden an GTP die Autophagie inhibiert (Garcia-Marcos et al., 

2011, Ogier-Denis et al., 1995, Ogier-Denis et al., 1996). Der Übergang vom inaktiven 

GDP- in den aktiven GTP-Zustand kann durch die Wirkung von Proteinen beschleunigt 

werden, die eine Abdissoziation des gebundenen GDP bewirken. Hierzu gehören 

Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF). Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe von 

Prof. Marilyn G. Farquhar zeigen, dass GIV (G-Interacting Vesicle-associated protein, 

auch Girdin genannt), ein Protein mit GEF-Funktion, sowie AGS3, das eine GDI-
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Funktion besitzt, die Autophagie indirekt über die Regulierung von Gi3 beeinflussen 

(Garcia-Marcos et al., 2009, Garcia-Marcos et al., 2011). Die Arbeitsgruppe um Prof. 

Marilyn G. Farquhar bestätigten die in dieser Dissertation vorgestellten Befunde, dass 

die zelluläre Lokalisation von Gi3 vom metabolischen Zustand der Zelle abhängt und 

nur unter Nährstoff-armen Bedingungen Gi3 mit LC3 an autophagosomale Membranen 

kolokalisiert und dadurch eine wichtige Rolle in der Bildung von autophagosomalen 

Membranen besitzt. Das könnte erklären, warum in unseren Experimenten bei Gi3-

Defizienz immunozytochemisch eine verringerte Anhäufung von LC3-positiven 

Vesikeln und im Western Blot eine beeinträchtigte Prozessierung von LC3-I in die 

Autophagosomenmembran-assoziierte LC3-II-Form zu sehen ist. Darüberhinaus zeigen 

sie, dass sowohl GIV als auch Gi3 für die anti-autophagischen Effekte von Insulin und 

Wachstumsfaktoren verantwortlich sind (Garcia-Marcos et al., 2011). Hierbei ist für die 

inhibierende Wirkung von Insulin und Wachstumsfaktoren auf die autophagische 

Proteolyse der Status in dem sich Gi3 befindet wichtig - Gi3 muss GTP gebunden 

sein. Die Autoren zeigten mit Hilfe der immunzytochemischen Detektion von LC3, dass 

in HeLa-Zellen, die eine GEF-defiziente Mutante von GIV exprimieren und außerstande 

sind Gi3 zu aktivieren (sog. GIV-FA-Zellen), die Autophagie unter Nährstoff-reichen 

Bedingungen (10 % FCS) erhöht ist und es selbst nach der Zugabe von Insulin in das 

„Hungerungsmedium“ (100 nM Insulin; 0,2 % FCS) zu keiner anti-autophagischen 

Wirkung des Insulins kommt. Wildtpypische HeLa-Zellen (GIV-WT) und GIV-FA-

Zellen unterscheiden sich durch eine einzige Punktmutation, bei dem die GEF-Funktion 

von GIV selektiv und spezifisch inaktiviert ist (Garcia-Marcos et al., 2009). Daraus 

folgern sie, dass für die Insulin- und Wachstumsfaktoren-vermittelte Inhibierung der 

Autophagie die GEF-Funktion von GIV, also die Fähigkeit von GIV Gi3 zu binden und 

zu aktivieren, essentiell ist. Diese Ansicht der Autoren stimmt mit den Ergebnissen 

überein, die unsere Arbeitsgruppe in Kollaboration mit Prof. Dieter Häussinger in den 

In-situ-Leberperfusionsexperimenten generierten die zeigen, dass PTX, welches eine 

Aktivierung von Gi3 verhindert und somit Gi3 im GDP-gebundenen Zustand vorliegt, 

sowie die Deletion von Gi3 die anti-autophagische Wirkung von Insulin und 

Phenylalanin in Mäuselebern vollkommen blockierte (siehe Anhang, Kapitel 9.1). Gi3 

muss also im aktiven GTP-gebundenen Zustand vorliegen, damit physiologische 

Inhibitoren der Autophagie wirken können. Jedoch ist unter „Hungerungsbedingungen“ 

Gi3 wichtig für die Induktion der Autophagie bzw. die ersten Schritte in der Biogenese 

der Autophagosomen. Hier spielt das AGS3 eine wichtige Rolle, das es Gi3 in der 

inaktiven GDP-Konformation hält (Pattingre et al., 2003). Die Untersuchungen von 
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Prof. Marilyn G. Farquhar und Mitarbeitern zeigen, dass GIV und AGS3 konzentra-

tionsäbhängig und reversibel die Aktivität von Gi3 beeinflussen können und, abhängig 

vom metabolischen Status der Zelle, um die gleiche Bindungstelle von Gi3 konkurrie-

ren (Garcia-Marcos et al., 2011). So zeigten sie, dass das GEF-Motiv von GIV und die 

GoLoco-Bindungsregion von AGS3, welches für die GDI-Wirkung von AGS3 

verantwortlich ist, zwischen der Switch-II- und der α3-Helix-Region von Gαi3 

überlappende Bindungsstellen aufweisen. Interessanterweise unterscheiden sich in 

dieser Region Gαi1/i3 und Gαi2 in nur einer Aminosäure voneinander (Alanin  

Aspartat; siehe Abbildung 33), was wahrscheinlich für die schwächere Bindung von 

AGS3 zu Gαi2 verantwortlich zu sein scheint.  

 Vornehmlich unter „Hungerungsbedingungen“ (0,2 % FCS) bindet die 

GoLoco-Region von AGS3 an Gi3-GDP, was nach Zugabe von Insulin um bis zu 80 % 

reduziert war. Denn unter diesen Nährstoff-reichen Bedingungen ensteht hauptsächlich 

der GIV-Gαi3-Komplex. In wildtypischen HeLA-Zellen erhöht Insulin die Bildung von 

GIV-Gi3-Komplexen und löst gleichzeitig die AGS3-Gi3-Komplexe auf. Dies ist 

nicht der Fall in HeLa-Zellen, in denen die GEF-Funktion beeinträchtigt ist. Diese 

Ergebnisse zeigen also eindrucksvoll, dass die GEF-Funktion von GIV, also die 

Aktivierung von Gi3, obligat ist für die Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen 

AGS3-Gαi3- und GIV-Gi3-Komplexen in die Richtung der Bildung von GIV-Gi3-

Komplexen und somit die anti-autophagische Wirkung des Insulins durch die 

Aktivierung von Gi3 hervorgerufen wird. Eine schematische Darstellung dieser 

Hypothese ist in Abbildung 34 dargestellt. 

 Unter Bezugnahme auf die Befunde dieser Dissertation, die in Gohla et al., 

2007b publiziert wurden, untersuchte die Arbeitsgruppe um Prof. Farquhar ob AGS3, 

welches Gi3 über das GoLoco-Motiv bindet und im inaktiven GDP-Status hält, auch an 

LC3-positive Autophagosomenmembranen lokalisiert. Mit Pulldown- und 

Immunopräzipitationsexperimenten fanden sie heraus, dass AGS3 eine durchgehende, 

vom metabolischen Status der Zelle unabhängige, direkte Bindung mit 

membrangebundenem LC3 eingeht (Garcia-Marcos et al., 2011). Weiterhin zeigten die 

Autoren, dass nur unter „Hungerungsbedingungen“ ein Komplex aus Gi3, AGS3 und 

LC3 in vivo gebildet wird und nur in Anwesenheit von AGS3 Gi3 über die Interaktion 

mit den GoLoco-Motiven von AGS3, an LC3-positive Membranen rekrutiert wird. 

AGS3 bildet also eine direkte Bindung mit membrangebundenem LC3 und stellt somit 

durch eine Art „molekulare Brücke“ die Verbindung zwischen Gi3 und LC3 her 

(Schema siehe Abbildung 34). Die konkurrierende und vom metabolischen Status der 
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Zelle abhängige Bindung von GIV bzw. AGS3 zu Gi3 und der damit verbundenen 

Aktivierung bzw. Deaktivierung des Gi3-Proteins erklärt den dynamischen Wechsel 

der intrazellulären (GIV-Gi3-Komplex) und vesikulären (AGS3-Gi3-Komplex) 

Verteilung von Gi3. Dies ist wahrscheinlich auch der Grund, weshalb unter Nährstoff-

reichen Bedingungen sowie nach der Behandlung der gehungerten Zellen mit Insulin 

und Phenylalanin keine Kolokalisation von Gi3 mit LC3-positiven Autophagosomen 

zu analysieren ist (siehe Abbildung 18, Ergebnisse, Kapitel 4.1.4). GIV und AGS3 üben 

entgegengesetzte Effekte auf die Bindung zwischen Gi3 und LC3 und somit zwischen 

Gi3 und den Autophagosomen aus. Vermutlich geschieht die Aktivierung von Gi3 

durch GIV während der Insulin-vermittelten Aufhebung der Autophagie an zwei 

verschiedenen Stellen: Einerseits an den autophagosomalen Membranen, wo Gi3 aus 

dem AGS3-LC3-Komplex “herausgelöst” wird und andererseits an der Plasmamembran 

wo es in der Signalweiterleitung der durch Wachstumsfaktoren-vermittelten 

Aktivierung der Klasse I PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalkaskade involviert ist, wie dies 

im Fall des EGF-Rezeptors gezeigt wurde (Ghosh et al., 2010). Unklar bleibt, ob diese 

beiden Vorgänge nacheinander oder simultan verlaufen und welche Rolle sie bei der 

Aufhebung des autophagischen Zellstatus besitzen.  

 Darüberhinaus konnte Gi3 nach Induktion der Autophagie nicht nur an Au-

tophagosomen und Autolysosomen bzw. lysosomalen Kompartimenten, sondern zudem 

am endoplasmatischen Retikulum und an Endosomen detektiert werden (Abbildung 19). 

Die Kolokalisation von Gi3 mit Markerproteinen für Membranen autophagischer 

Vesikel wurde durch die subzelluläre Fraktionierung von isolierten und unter 

„Hungerungsbedingungen“-kultivierten Hepatozyten mit anschließender Immunoblot-

Analyse der aufgereinigten Organellen-Fraktionen bestätigt (Abbildung 22). Diese 

Befunde sind interessant, da vermutlich diese Kompartimente an der autophagischen 

Proteolyse im Zusammenhang mit der Biogenese der Autophagosomen beteiligt sind 

und für deren Reifung zu lytischen Organellen verantwortlich sind (Meijer & Codogno, 

2004). Fungiert das Gi3-Protein auf Endomembranen als Signaltransduktor in 

autophagischen Prozessen? Spielt die Gi3-GIV- bzw. die AGS3-Gi3-Komplexbildung 

in diesem Zusammenhang eine Rolle? Die vorrangige Aufgabe der heterotrimeren G-

Proteine ist die Weiterleitung extrazellulärer Signale in die Zelle. Dies geschieht durch 

die Kopplung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren an eine Vielzahl von 

transmembranären (z. B. Ionenkanäle und Adenylylzyklasen), Membran-assoziierten 

(z. B. Phospholipasen C) und zytosolischen (z. B. Phosphoinositid (PI)-3-Kinase ) 

Effektorsystemen (Birnbaumer, 2007).  
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Maus Gi2 PEDLSGVIRRLWADHGVQACFGRSREYQLNDSAAYYLNDLERIAQSDYIPTQQDVLRTRV

Maus Gi3 SELA-GVIKRLWRDGGVQACFSRSREYQLNDSASYYLNDLDRISQTNYIPTQQDVLRTRV
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Maus Gi3 AAYIQCQFEDLNRRKDTKEVYTHFTCATDTKNVQFVFDAVTDVIIKNNLKECGLY 354
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Abbildung 33. Aminosäuresequenzvergleich der murinen Gαi-Isoformen 
Aminosäuren, die mit G bzw. mit Switch-Regionen eine Wechselwirkung eingehen, sind mit einer roten 

bzw. blauen Box markiert. Die unterschiedlichen Aminosäuren der einzelnen Gi-Isoformen sind in fett 
dargestellt. Abbildung modifiziert nach (Lambright et al., 1996). 
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Abbildung 34 Schmatische Darstellung des Zusammenspiels zwischen Gαi3, GIV, AGS3 
und LC3 bei An- und Abwesenheit von Wachstumsfaktoren 
In Abwesenheit von Wachstumsfaktoren wie z. B. Insulin (A und C, jeweils linke Seite) interagiert Gi3 

bevorzugt mit AGS3, seinem GDI, das es in einem inaktiven Zustand hält (Gi3-GDP). Der Gi3-AGS3-
Komplex lokalisiert an die Membranen von LC3-positiven Vesikeln über die direkte Bindung von LC3 mit 
AGS3 und fördert damit die Autophagie d. h. die Reifung der Präautophagosomen in reife 

Autophagosomen (B). In Gegenwart von Wachstumsfaktoren (A und C, jeweils rechte Seite) wird Gi3 

durch die GEF-Funktion von GIV aktiviert (Gi3-GTP), das einerseits zur Förderung des anti-
autophagischen Signalwegs von Klasse I PI3-Kinase-Akt-mTOR an der Plasmamembran führt und 

andererseits das aktive Gi3 aus dem LC3-AGS3-Gi3-Komplex an der Autophagosomenmembran 
herauslöst. Hierdurch wird der Bildung von Autophagosomen und deren Reifung entgegengesteuert. Das 
Schema ist abgeleitet von (Garcia-Marcos et al., 2011) und wurde modifziert. 
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Es ist jedoch auch bekannt, dass Gs, Gq, Gi2, Gi3 und Gz an Organellen-

assoziierten Membranen lokalisieren und zusätzlich zur ihrer klassischen Funktion als 

Signaltransduktoren an der Plasmamembran eine Rolle in intrazellulären GPCR-

induzierten Signaltransduktionswegen besitzen (Denker et al., 1996, Maier et al., 1995, 

Nürnberg & Ahnert-Hilger, 1996). So zeigen Koimmunopräzipationsdaten der 

Arbeitsgruppe von Prof. Debora Farber, dass der GPCR ocular albinism type 1 (OA1) 

auf Melanosomen lokalisiert ist und über Gi3, nicht aber Gi1 und Gi2, die 

Melanosomenbiogenese reguliert (Young et al., 2008, Young et al., 2011).  

Interessant sind in diesem Zusammenhang die Studien aus dem Labor von 

Prof. Henrik Dohlman über die Pheromon-vermittelte Signalkaskade in Saccharomyces 

cerevisiae. In ihren Arbeiten zeigen sie eine direkte Verbindung zwischen dem G-

Protein G-protein alpha subunit 1 (GPA1) und dem vacuolar protein sorting 34 Vps34-

Vps15-Komplex auf (Slessareva et al., 2006). Vps34, eine Klasse III PI3-Kinase, stellt 

die einzige PI3-Kinase in Saccharomyces cerevisiae dar, und setzt Phosphatidylinositol 

zu Phosphatidylinositol-3-phosphat um. Die Lipidkinaseaktivität von Vps34 wird durch 

die Proteinkinase vacuolar protein sorting 15 (Vps15) aktiviert und der Vps34-Vps15-

Komplex kann an Endosomen rekrutiert werden (Backer, 2008). Nach dem Modell von 

Slessareva verlaufen die initialen Signalschritte nach dem klassischen GPCR/G-

Protein/Effektor-Modell, jedoch nicht an Plasmamembranen, sondern an 

Endomembranen. Die Autoren vermuten, dass G-GTP in der Hefe an endosomale 

Membranen transloziert, wo es die endosomal lokalisierte Klasse III PI3-Kinase, Vps34, 

aktiviert, das wichtig für die Biogenese von Autophagosomenmembranen ist (Meijer & 

Codogno, 2004). In der Hefe besteht diese PI3-Kinase aus vier Untereinheiten, mit einer 

katalytischen Untereinheit Vps34, und einer regulatorischen Untereinheit Vps15. Nach 

der Aktiverung von GPA1 bindet G-GTP und aktiviert Vps34 zur Bildung von PIP3, 

wodurch weitere Proteine an das Endosom rekrutiert werden können. G-GDP bindet 

Vps15, das C-terminale WD40-Domänen aufweist und strukturelle Ähnlichkeit mit G 

aufzeigt, ohne jedoch die PI3-Kinaseaktivität zu stimulieren. Möglicherweise durchläuft 

G am Endosom Zyklen von GTP-Bindung und Hydrolyse, wodurch G alternierend 

an die katalytische bzw. an die regulatorische Untereinheit von PI3-Kinase binden 

würde. Die Identifizierung des Klasse III PI3-Kinasekomplexes als Effektor von 

intrazellulär lokalisierten G-Proteinen in Hefe könnte einen Hinweis auf die Rolle des 

Gi3 in intrazellulären Signalwegen in Hepatozyten liefern. 
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5.2.2 Funktion von Gαi3 in mTOR-mediierten Signalwegen 

 Eine mögliche Funktion von Gi3 ist die Beteiligung in der Regulierung der 

mTOR-Kinase. Es ist bekannt, dass die Insulin- und Aminosäure-abhängige Regulation 

der Autophagie über die Serin/Threonin-Kinase mTOR, z. B. distal zur Plasmamembran 

mediiert werden kann (Meijer & Codogno, 2004).  

 mTOR ist eine hochkonservierte Proteinkinase, welche eine zentrale Schalt-

stelle des Zellwachstums darstellt. Nährstoffe wie Wachstumsfaktoren, Insulin oder 

Aminosäuren führen zu einer Phosphorylierung von mTOR an Serin2448 und somit zu 

einer Aktivierung der mTOR-Kinase (Häussinger et al., 1999, Meijer & Codogno, 

2006, Wullschleger et al., 2006). Die Phosphorylierung weiterer Proteine durch die 

mTOR-Kinase führt zu einer Inhibierung der autophagischen Proteolyse (siehe 

Einleitung, Kapitel 1.3.4.4, Abbildung 7). Rapamycin inhibiert die Kinaseaktivität von 

mTOR, wodurch es zu einer Induktion der Autophagie kommt (Blommaart et al., 1997). 

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die mTOR-Aktivität in Gi3-

defizienten Hepatozyten dysreguliert zu sein scheint. So weisen Gi3-defiziente 

Hepatozyten unter normalen, Nährstoff-reichen Kulturbedingungen eine erhöhte 

mTOR-Aktivität auf (Abbildung 25). Diese Daten legen nahe, dass Gi3 in die 

Regulierung der Nährstoffe-mediierten oder durch Rapamycin-mediierten mTOR-

Kinaseaktivität eingebunden ist. Wie ist dies zu erklären?  

Die mTOR-Kinase bildet mit Raptor und GL einen Nährstoff- sowie Rapa-

mycin-sensitiven makromolekularen Komplex, der als mTORC1 = mammalian target of 

rapamycin complex 1 bezeichnet wird. In dieser Hinsicht sind Daten aus der 

Arbeitsgruppe von Sabatini interessant (Kim et al., 2003), die zeigen, dass GL ein 

wichtiger Regulator des Rapamycin-sensitiven mTORC1-Komplexes darstellt und eine 

Funktion in der Nährstoff-mediierten Assoziation von mTOR und Raptor besitzt.  

GL sowie Raptor besitzen eine G-Faltblatt-ähnliche Struktur mit sieben 

WD40-repeats (Rodgers et al., 2001). Proteine mit WD40-repeat-Motiven können Pro-

teine rekrutieren und oftmals multimere Komplexe bilden (Smith et al., 1999). GL 

bindet an die mTOR-Kinase-Domäne und stimuliert die Kinaseaktivität. Unter Nähr-

stoff-armen Bedingungen kommt es jedoch zu einer starken Bindung von Raptor an 

GL und an die mTOR-Kinasedomäne. Das führt zu einer Inhibierung der von GL 

ausgehenden Aktivierung der mTOR-Kinase. Im Gegensatz dazu erfolgt unter 

Nährstoff-reichen Bedingungen eine verminderte Bildung des Raptor-GL-mTOR 
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Komplexes. Daraus resultiert die stimulierende Wirkung von GL auf die mTOR-

Kinaseaktivität (siehe hierzu Abbildung 35A).  

Möglich ist eine Rekrutierung von bisher noch unbekannten zellulären Kom-

ponenten an den mTOR Kinase-Komplex. Diese Komponenten, zu denen möglicher-

weise Gi3 zählt, könnten in der Weiterleitung von Signalen zum TOR-Komplex invol-

viert sein, oder GL und/oder Raptor so modifizieren, dass dies eine Veränderung in der 

Affinität zwischen den Bindungen von Raptor/mTOR und GL und, falls Gi3 im Kom-

plex mit GL vorliegen könnte, eine Konformationsänderung des mTOR-Komplexes 

zur Folge haben könnte. Ein Schema über einen möglichen Einfluß von Gi3 auf die 

Raptor/GL-Funktion ist in Abbildung 35A dargestellt.  

Ist Gi3 in der Rapamycin-mediierten Inhibierung der mTOR-Kinase 

involviert? Gi3-defiziente und mit Rapamycin behandelte Hepatozyten weisen neben 

einer veränderten mTOR-Kinaseaktivität in präliminären Daten auch auf eine 

verringerte LC3-I- zu LC3-II-Prozessierung hin (Abbildung 24). Rapamycin bildet mit 

FK506 binding protein 12 kDa (FKBP12) einen FKBP12-Rapamycin-Komplex und 

destabilisiert unabhängig von Nährstoffbedingungen, die Raptor-mTOR-Bindung. 

FKBP12-Rapamycin bindet an die FKBP12-rapamycin binding (FRB)-Domäne, welche 

direkt N-terminal an die mTOR-Kinasedomäne grenzt, an die GL bindet. Die 

Kopplung FKBP12-Rapamycin an FRB imitiert die hemmende Wirkung von Raptor, 

wenn dieser unter Nährstoff-armen Bedingungen an GL bindet. Dies verhindert eine 

von GL ausgehende Aktivierung der mTOR-Kinase und erklärt so die inhibierende 

Wirkung von Rapamycin (Kim et al., 2003).  

Nährstoffe und Rapamycin können nur dann eine Wirkung auf den mTOR-

Komplex ausüben, wenn GL am mTOR-Komplex gebunden vorliegt (Kim et al., 

2003). Die Immunofluoreszenzfärbungen von wildtypischen Hepatozyten mit den gegen 

Gi3-gerichteten Antikörper im Ergebnisteil, Kapitel 4.1.7, Abbildung 23 zeigen die zy-

toplasmatische, endosomale Lokalisation von Gi3 unter verschiedenen Kulturbedin-

gungen. Anders als bei einer durch Hungerung-induzierten autophagischen Proteolyse, 

findet bei in Rapamycin behandelten Zellen keine Re-Lokalisation des zytoplasmatisch 

verteilten Gi3 an perinukleäre Vesikel statt (Abbildung 23; unterste Reihe). Diese 

Beobachtung lässt auf eine Funktion von Gi3 schließen, die signalaufwärts oder auf der 

gleichen Ebene von mTOR zu liegen scheint (schematisch dargestellt in Abbildung 

35B).  
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Abbildung 35. Modell einer möglichen von Gi3 ausgehenden regulierenden Funktion der 
mTOR-Kinase 
(A) Raptor = regulatory associated protein of mTOR; GL = G-protein subunit like protein; mTOR = 

mammalian target of rapamycin. Raptor bildet eine Nährstoff-empfindliche Interaktion mit GL, das an die 

mTOR-Kinase-Domäne knüpft (Kim et al., 2003). Die Bindung von Raptor an GL, die von Nährstoff-

armen Bedingungen induziert wird, könnte die positive Funktion von GL auf die mTOR-Kinaseaktivität 
hemmen. Nährstoff-reiche Bedingungen schwächen die Raptor Interaktion, mit der Folge, dass Raptor 

keine hemmende Funktion auf GL ausüben kann und es somit zu einer Aktivierung der mTOR-Kinase 

kommt. Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Regulation der mTOR-Aktivität in Gi3-
defizienten Hepatozyten verändert ist (siehe Kapitel 4.1.7.). Das dargestellte Modell zeigt eine mögliche 

Assoziation von Gi3 mit Raptor und/oder GL, welche für das Gleichgewicht des Nährstoff-empflindlichen 
mTOR-Komplexes wichtig sein könnte. 
(B) Raptor = regulatory associated protein of mTOR, HEAT = Huntington elongation factor 3 PR65/A 
subunit of protein phosphatase 2A and the TOR lipid kinase, FRB = FKBP12-rapamycin binding, FKBP12 

= FK506 binding protein of 12 kDa, Rap = Rapamycin, GL = G-protein subunit like protein, KD = 

Kinasedomäne, AS = Aminosäure. In der vorliegenden Arbeit ließ sich bei Abwesenheit des Proteins Gi3 

in Hepatozyten keine Rapamycin-vermittelte Autophagie induzieren. Besitzt Gi3 eine regulierende 
und/oder stabilisierende Funktion im mTOR-Komplex? Näheres siehe Text.  

 

Die Aktivierung von Gi3 über die GEF-Funktion von GIV, siehe vorheriges 

Kapitel 5.2.1, scheint eine Rolle in der anti-autophagischen Wirkung von Insulin und 

Wachstumsfaktoren wie epidermal growth factor (EGF), die über mTOR vermittelt 

werden, zu spielen. Hierbei scheint Gi3, wie auch Gi1, mit dem EGF-Rezeptor 

assoziiert zu sein (Cao et al., 2009, Ghosh et al., 2010). Eine defekte GEF-Funktion und 

somit eine beeinträchtigte Aktivierung bzw. Bindung von Gi3 an GIV führte zu 

Inhibierung der anti-autophagischen KlasseI PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalkaskade und 

zur Aktivierung der pro-autophagischen Ras/Raf/MEK/ERK1/2-Signalkaskade (Cao et 

al., 2009, Garcia-Marcos et al., 2011, Ghosh et al., 2010). Das Equilibrium zwischen 

Gi3-GTP und Gi3-GDP könnte also eine regulierende, in Balance haltende 

Wirkung/Inhibierung auf die mTOR Aktivität ausüben. 

Experimentelle Versuche wie z. B. Immunpräpizitationen mit dem spezifischen 

Gi3 Antikörper unter verschiedenen Bedingungen (z. B. +/- Rapamycin, siRNA gegen 
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GL, Raptor, mTOR) könnten weitere Aufschlüsse darüber geben, ob Gi3 an den 

mTOR-Komplex rekrutiert wird und ob und in welchem Umfang Gi3 in der 

Regulierung der mTOR-Kinase involviert ist. Abbildung 36 zeigt schematisch mögliche 

Interaktionen von Gi3 in der autophagischen Proteolyse.  

 

 
Abbildung 36. Modell möglicher Funktionen von Gi3 in autophagischen 
Signaltransduktionswegen 
GPCR = G-protein-coupled receptor; IRS = insulin receptor substrate; EGF = epidermal growth factor; 
AKT/PKB = protein kinase B; TSC1/2 = tuberous sclerosis protein 1/2; Rheb = Ras homolog enriched in 

brain; FKBP12 = FK506 binding protein of 12 kDa; GL = G-protein  subunit like protein; Raptor = 
regulatory associated protein of mTOR; PI3K-III = Phosphatidylinositol 3-kinase class III; MEK = Mitogen-
activated protein kinase kinase; ERK1/2 = Extracellular-signal Regulated Kinases. Die anti-autophagische 

Wirkung von Insulin wird über Akt, TSC1/2, Rheb und die mTOR-Kinase mediiert. Gi3 könnte mit mTOR-
Signalweg interagieren und ggfls. darüber in der anti-autophagischen Wirkung von Insulin und 
Aminosäuren involviert sein. Mögliche Verbindungen stellen die gestrichelten Linien dar.  

 

5.3 Phänotypische Merkmale von Gi3-defizienten Mäusen 

 In der vorliegenden Arbeit konnte auf zellulärer Ebene mit mehreren 

zellbiologischen und biochemischen Ansätzen gezeigt werden, dass Gi3 eine Funktion 

in der Regulierung und der Signalweiterleitung von autophagischen Prozessen besitzt. 

Um die Auswirkungen einer Gi3-Defizienz im lebenden Organismus unmittelbar und 

über die Lebensspanne der Mäuse beschreiben zu können, wurde ein Schwimmtest, um 

die Kondition bzw. die physische Aktivität der Tiere zu beurteilen und eine 

Langzeitstudie durchgeführt.  
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5.3.1 Verminderte Aktivität von G i3
-/--Mäusen 

 Eine verminderte Aktivität der Gi3
-/--Mäuse während der nachtaktiven Phase 

zeigen die Ergebnisse aus dem forcierten Schwimmtest (Kapitel 4.2.2). In diesem 

Experiment zeigten die Gi3-deletierten Mäuse im Wasser eine um fast 36 % größere 

Immobilität als die wildtypischen Kontrolltiere (Abbildung 27). Auch zeigen Daten, die 

zusammen mit der Arbeitsgruppe von Prof. Peter Ruth am Pharmazeutischens Institut 

der Universität Tübingen generiert wurden, dass Gi3-defiziente Mäuse während der 

nachtaktiven Phase einen gegenüber Wildtyp-Kontrolltieren fast um die Hälfte 

reduzierten Bewegungsindex hatten (siehe Anhang, Kapitel 9.4). Dagegen wiesen Gi3-

defiziente Mäuse tagsüber im Ruhezustand gegenüber Kontrolltieren signifikant höhere 

arterielle Blutdruckwerte (MAP) sowie eine auffallend erhöhte basale Herzrate auf.  

 Die verminderte physische Aktivität der Gi3
-/--Mäuse kann verschiedenste 

Ursachen haben u. a. vielleicht auch auf eine dysregulierte Autophagie in diesen Tieren 

hinweisen (siehe Ergebnisse, Kapitel 4.1.5) und ist somit auf eine durch die 

autophagische Proteolyse verminderte Energiebereitstellung zurück zu führen. Jedoch 

diese alleinige Beobachtung der verminderten physischen Aktivität lässt keinen 

Rückschluß über die Verwertung von Nährstoffen schließen – hierzu bedarf es weitere 

umfangreichere Untersuchungen. 

Bislang gibt es keine Studien, in denen die phänotypischen Veränderungen von 

Gi3-defizienten Mäusen im Vergleich zu den wildtypischen Kontrolltieren 

aufgezeichnet wurden. Eine Langzeitbeobachtung wurde erstmalig mit dieser Arbeit 

durchgeführt. 
 

5.3.2 Vermindertes Körpergewicht und verminderte Fetteinlagerung bei 

G i3
-/--Mäusen 

 In der Langzeitstudie besaßen die Gi3-defizienten Mäuse im Vergleich zu den 

wildtypischen Kontrolltieren ein tendenziell verringertes Körpergewicht (siehe 

Ergebnisse, Kapitel 4.2.3.1, Abbildung 28). Die Ursache für diese unterschiedliche 

Gewichtsentwicklung zwischen den Gi3-defizienten Mäusen und den wildtypischen 

Vergleichstieren kann mannigfaltig sein und lässt sich ohne grundlegendere 

Untersuchungen ungenügend erklären. Hierbei muss beachtet werden, dass die 

Langzeitstudie der Tiere v. a. angelegt wurde, um die Lebensdauer von Wildtyp- versus 

vs. Gi3-defizienten Mäusen zu dokumentieren. Die Untersuchungen zur 
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Gewichtsentwicklung sind als zusätzliche Erkenntnisse zu interpretieren und waren 

nicht im Fokus dieser Studie. Da die insgesamt 80 Tiere zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten geboren wurden, resultierten aus der monatlichen Wägung unterschiedliche 

Körpergewichte zu unterschiedlichen Lebenstagen. Die Angabe des Alters in Tagen auf 

der Abzisse sowie das Gewicht der Tiere auf der Ordinate in der dargestellten 

Abbildung 28 (siehe Ergebnisse, Kapitel 4.2.3.1) stellen daher jeweils Mittelwerte dar. 

Weiterhin kann es auch relevant sein, dass die 80 untersuchten Mäuse in einem relativ 

engen Zeitraum geboren wurden und nicht kontinuierlich über das ganze Jahr. Diese 

Punkte bringen eine gewisse Unschärfe mit sich und beeinträchtigen ggfls. die 

Aussagekraft der Ergebnisse. 

 Geringeres Körpergewicht scheint eine häufige Gemeinsamkeit von 

gendefizienten Mäusen zu sein. Basierend auf einem Datensatz von 1977 knockout-

Mausstämmen, zeigte eine Studie (Reed et al., 2008), dass etwa 31 % der generierten, 

lebensfähigen knockout-Mausstämme ein geringeres Körpergewicht aufwiesen als die 

Mäuse in den jeweiligen Kontrollgruppen. Nur 3 % der Mäuse dieser untersuchten 

gendefizienten Stämme wogen mehr als die Mäuse in der Vergleichsgruppe. Der Studie 

zufolge können schätzungsweise mehr als 6000 Gene das Körpergewicht beeinflussen. 

Aus diesem Grund wäre von besonderem Interesse, die Stoffwechselaktivität der Gi3-

defizienten Mäusen sytematisch in einer Studie zu erforschen. 

Neben einem geringeren Körpergewicht wiesen zum Zeitpunkt ihres Todes die 

Gi3-defizienten Mäuse auch kaum abdominale und subkutane Fetteinlagerungen im 

Vergleich zu den Kontrolltieren auf (siehe Ergebnisse, Kapitel 4.2.3.2). Um den 

Gewichtsunterschied als auch den Unterschied in der Körperfettmasse zwischen den 

beiden Tierkohorten ursächlich genauer zuordenen zu können, müsste generell die 

Nahrungsaufnahme und -verwertung der Mäuse, z. B. durch eine kontrollierte Haltung 

in einem metabolischen Käfig, untersucht werden. Hier wäre auch eine Fütterung der 

Mäuse mit einer hochkalorischen Kost interessant, um zu erkennen ob diese Mäuse 

z. B. resistent gegen ernährungsbedingte Fettleibigkeit wären. Auch der Energieumsatz 

der Tiere müsste betrachtet werden. Denn allein die Beobachtungen aus den 

Untersuchungen der kardiovaskulären Parameter (siehe Anhang, Kapitel 9.4, Abbildung 

41) und des Kondititonstests (forcierter Schwimmtest, siehe Ergebnisse, Kapitel 4.2.2, 

Abbildung 27), die zeigen, dass Gi3-defiziente Tiere während der nachtaktiven Phase 

eine verminderte physische Aktiviät aufweisen, lässt noch keinen Rückschluss auf den 

Energieumsatz und die Verwertung von Nährstoffen dieser Tiere zu. Die geringere 

Körperfettmasse in den Gi3
-/--Tieren könnte zum einen an einer erniedrigten 
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Nahrungsaufnahme, zum anderen an einem erhöhten Energieumsatz liegen. Hier müsste 

bei zukünftigen Untersuchungen also durch die indirekte Kalorimetrie über die 

Bestimmung der Atemgase (Sauerstoffaufnahme und Kohlenstoffdioxidabgabe) der 

Energieumsatz berechnet werden.  

Ohne genauere Aussagen über den Energieumsatz und die Art der Fettmasse 

(braunes/weißes Fettgewebe) der Gi3
-/--Mäuse machen zu können, lassen sich dennoch 

Überlegungen aufstellen inwieweit die Abwesenheit von Gi3 mit einem erniedrigten 

Körpergewicht und –fettmasse zusammenhängen könnte. Ein wichtiger Punkt scheint 

hier die Bildung der Autophagosomenmembran zu sein. So wurde gezeigt, dass eine 

Verbindung zwischen dem Fehlen des Proteins Atg5, das mit Atg12 einen Komplex 

bildet (siehe Einleitung, Kapitel 1.3.4.2) und essentiell für die Bildung der 

Autophagosomenmembran ist, und einer erniedrigten Adipogenese (Baerga et al., 2009) 

besteht. Hierbei scheint vor allem die Expansion des weißen Fettgewebes, das v. a. für 

die Speicherung von Fett und als Energielieferant dient, Atg5-abhängig zu sein. Atg5-

defiziente Embryonen zeigten in dieser Studie bereits im embryonalen Endstadium eine 

verringerte Anzahl subkutaner Fettzellen. In Hepatozyten lokalisiert LC3-II an 

Lipidtröpfchen und fördert deren Fusion. Das LC3-Konjugationssystem, also die 

Prozessierung von zytosolischem LC3-I in die Autophagosomenmembran-assoziierte 

LC3-II-Form, scheint für die Bildung von Lipidtröpfchen essentiell zu sein (Shibata et 

al., 2009, Singh et al., 2009). In Abwesenheit von Atg5 unterbleibt die LC3-

Prozessierung, sodass LC3 nicht an die Lipidtröpfchen der Adipozyten translozieren 

kann und somit die Fusion der Lipidtropfen beeinträchtigt ist. Die Ursache für die 

beeinträchtigte Adipogenese in Atg5-defizienten Mäusen scheint also die Atg5-

abhängige Lipidmodifikation von LC3 sein. Wie bereits diskutiert wurde (siehe Kapitel, 

Diskussion 5.2.1), ist für die Ausbildung von Präautophagosomen und deren Reifung in 

Autophagosomen die Lokalisation des Gi3-AGS3-Komplexs an die Membranen von 

LC3-positiven Vesikeln wichtig (Garcia-Marcos et al., 2011, Meijer & Codogno, 2004). 

Darüberhinaus scheint bei Abwesenheit von Gi3 die Prozessierung von LC3-I in LC3-

II beeinträchtigt zu sein. Diese Ergebnisse könnten der Grund für die Veränderung im 

Lipidmetabolismus bzw. der Adipogenese der Gi3-defizienten Tiere sein. Um diese 

Hypothese näher untersuchen zu können, wären Untersuchungen zur Adipogenese und 

der Verlauf der Adipogenese erforderlich.  

Verringertes Fettgewebe in Gi3-deletierten Mäusen könnte auch durch eine 

gesteigerte Lipolyse hervorgerufen worden sein. So gibt es Studien in einer Reihe von 

Tiermodellen die zeigen, dass jede Störung, die zu einer erhöhten cAMP-Bildung im 
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Fettgewebe führt, einen schlanken, Fettleibigkeit-resistenten Phänotyp zeigt. So zeigen 

AGS3-deletierte Mäuse ein gegenüber Kontrolltieren verringertes Körpergewicht, 

reduziertes (weißes) Fettgewebe und einen erhöhten nächtlichen Energieumsatz auf bei 

zu Kontrolltieren vergleichbaren Blutglukose-, Cholesterin- und Triglyzeridwerten 

(Blumer et al., 2008). Die Autoren vermuten, dass das fehlende AGS3-Protein, das als 

Aktivator und Modulator von Gi-Proteinen gilt, eine gestörte Gi-Signalweiterleitung 

mit sich bringt und anschließend Signale verstärkt, die zu einer Erhöhung der 

intrazellulären cAMP-Konzentration in Adipozyten und letzlich zu einer Lipolyse 

führen. Fehlt das Gi3-Protein, das ansonsten einen inhibierenden Effekt auf die 

intrazelluläre cAMP-Bildung ausübt, könnte dies der Grund für eine erhöhte Lipolyse 

im Fettgewebe darstellen. 

 

5.3.3 Vorzeitiges Ergrauen des Fells bei Gi3
-/--Mäusen 

Weiterhin zeigen unsere Daten, dass Gi3-defiziente Mäuse in der Lang-

zeitstudie im Vergleich zu den wildtypischen Kontrolltieren ein früheres Ergrauen des 

Fells aufwiesen. Die Versorgung von Melanin in Keratinozyten ist essentiell für die 

Pigmentierung von Haut und Fell (Wasmeier et al., 2008). Melanosomen sind 

endosomal-lysosomal entstandene Organellen die für die Synthese, Lagerung und den 

Transport des Melanins zuständig sind. Ein Defekt in der Reifung und im Transport 

dieser Organellen führt zu einer dysregulierten Pigmentierung (Di Pietro et al., 2006, 

Gautam et al., 2006, Shibata et al., 2009, Singh et al., 2009). Fast ein Drittel aller Gi3-

defizienten Mäuse wiesen bereits mit 12 Monaten ein graues, struppiges Fell auf. Die 

wildtypischen Kontrolltiere zeigten in diesem Alter keine Auffälligkeiten (siehe 

Ergebnisse, Kapitel 4.2.3.3). Auch im späteren Alter bis zum Tod wiesen etwa 70 % der 

Gi3-defizienten Mäuse und nur etwa 28 % der Wildtyp-Mäuse ein graues Fell auf. 

Kommt es bei Fehlen des Proteins Gi3 zu einer beeinträchtigen Bildung und Transport 

von Melanin in Melanosomen? Die Arbeitsgruppe von Prof. Debora Farber in 

Kooperation mit Prof. Lutz Birnbaumer zeigten in ihren Studien über den okulären 

Albinismus Typ 1 (OA1), dass OA1, ein GPCR welcher auf Melanosomen lokalisiert 

ist, mit Gi3 in der Regulierung der Melanosomenbiogenese involviert ist (Young et al., 

2011, Young et al., 2008). Hierbei zeigten sie in ihren Studien, dass die Anzahl der 

Photorezeptoren in der Netzhaut der Gi3-defizienten Mäuse denen der Kontrollmäuse 

glich, jedoch die Anzahl der Melanosomen des retinales Pigmentepithels (RPE) 

signifikant geringer war. Auch in Gi3-defizienten RPE-Zellen gab es eine geringere 
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Anzahl aber vergrößerte Melanosomen verglichen mit den Melanosomen in 

wildtypischen RPE-Zellen. Die Autoren postulieren, dass Gi3 eine Rolle beim 

Transport der Melanin-enthaltenen Vesikel vom trans-golgi-Netzwerk zu Melanosomen 

spielt und das Fehlen von Gi3 zu einer aberranten Bindung oder Fusion von Vesikeln 

mit Melanin oder melanosomalen Proteinen führt, welche wichtig für die Biogenese von 

Melanosomen ist. Weiterhin konnten sie belegen, dass die von Gi3 ausgehende 

Funktion nicht durch die eng verwandten Gi-Isoformen Gi2 oder Gi1 kompensiert 

werden konnte. OA1 ist nicht nur stark im RPE exprimiert, sondern auch in geringerem 

Maße in Hautmelanozyten. Die Tatsache, dass die Autoren nichts über auftretende 

Haut-/Fellveränderungen der untersuchten OA1- und Gi3-defizienten Mäuse berichten, 

könnte daran liegen, dass deren untersuchten Tiere im Alter von zwei bis sechs 

Monaten waren. Vielleicht machen sich Defekte in der Biogenese der Melanosomen 

erst ab einem späteren Zeitpunkt bemerkbar, denn in der vorliegenden Arbeit war die 

Fellveränderungen erst ab dem 12. Lebensmonat zu beobachten. 

 

5.3.4 Längere Lebensdauer von weiblichen Gi3
-/--Mäusen 

Die Lebensdauer der Gi3-defizienten Mäuse in der Langzeitstudie ist mit 

775 ± 32 Tagen (Median = 832 Tage) signifikant höher als die Lebensdauer der Wild-

typ-Kontrolltiere (750 ± 24 Tage; Median = 767 Tage; p = 0,03) (Ergebnisse, Kapitel 

4.2.3.4). Dies liegt v. a. daran, dass die weiblichen Gi3-defizienten Mäuse signifikant 

länger lebten im Vergleich zu den männlichen Gi3-defizienten Mäusen sowie den 

weiblichen Wildtyp-Mäusen (Abbildung 32). Bei den männlichen Tieren (Wildtyp 

versus Gi3
-/-) ist hingegen kein Unterschied zu verzeichnen. Ob die Zunahme der 

mittleren Lebenserwartung im kausalen Zusammenhang mit dem Geschlecht und 

Genotyp der Tiere steht, muss durch eine ausgeweitete Studie mit einer größeren 

Kohorte an Versuchstieren ermittelt werden. 

 Die Auswirkungen von Genmanipulationen machen sich oftmals in 

laborchemischen Parametern bemerkbar, weshalb die Seren von Gi3-defizienten sowie 

von wildtypischen Mäusen auf einige klinisch-chemische Parameter untersucht wurden. 

Eine Aussage über Unterschiede zwischen den mutanten und wildtypischen Tieren 

konnte nicht gemacht werden. Dies liegt darin begründet, dass aus jeder Tiergruppe nur 

die Daten von jeweils 11 – 15 Tieren ausgewertet werden konnten. Die 

Haltungsbedingungen mit einer definierten Keimflora ohne Einflüsse von aussen, ließen 

eine mehrfache Blutentnahme zu unterschiedlichen Zeitpunkten nicht zu. Durch die 
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einmalige Blutentnahme zum Todeszeitpunkt des jeweiligen Tieres konnten die Daten 

nicht in Kohorten zusammengefasst und altersabhängig ausgewertet werden. Die 

Untersuchung der Blutwerte sollte eine Zusatzinformation zur Gewichtsentwicklung 

und Lebensdauer darstellen. Generell zeigt die Studie, dass eine mehrfache und zu 

definierten Zeitpunkten durchgeführte Untersuchung der Seren, sowie Durchführung 

mit einer größeren Anzahl an Tieren einen besseren und aussagekräftigeren Vergleich 

der Tiere zulässt. Dies wäre gerade im Hinblick auf mögliche Unterschiede im 

Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel besonders interessant. 

Die untersuchten Parameter wie Aktivität, Körpergewicht, Kondition, 

Mortalität, Fellfärbung etc. liefern eindrucksvolle Ergebnisse und stellen einen Anfang 

bei der Charakterisierung der Gi3-defizienten Mäuse dar. Um Rückschlüsse ziehen zu 

können, welche molekularen Zusammenhänge vorliegen, müssten diese präliminären 

Daten durch eine Langzeitstudie an einer größeren Kohorte verifiziert werden. Weiter-

gehende Erkenntnisse erhielte man, wie bereits erwähnt z. B. durch die Haltung der 

Tiere in metabolischen Käfigen. Weitere, umfangreichere Untersuchungen sind daher 

unabdingbar um die funktionelle Rolle von Gi3 im Organismus beschreiben zu können. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

 Erkenntnisse über die Regulierung der Signaltransduktion G-Protein-

gekoppelter Rezeptoren (GPCR) sind von enormer Bedeutung im Hinblick auf das 

Verständnis von Krankheiten und die Entwicklung von Medikamenten. Ungefähr 

30 % – 40 % aller modernen Medikamente und etwa 25 % der 200 bestverkauften 

Arzneimittel modulieren die GPCR-Aktivität. G-Proteine, die als Transduktoren die 

Signale von den GPCRs an intrazelluläre Effektorensysteme weiterleiten, besetzen 

hierbei eine Schlüsselposition in vielen Signalkaskaden u. a. in der autophagischen 

Proteolyse. Schon vor 20 Jahren wurde durch Untersuchungen an permeabilisierten Rat-

tenhepatozyten eine Beteiligung von GTP-bindenden Proteinen in der autophagischen 

Sequestrierung gefunden (Kadowaki et al., 1994).  

 Die Autophagie ist ein Prozess, bei dem u. a. Proteine mit Hilfe von 

Autophagosomen abgebaut werden um eine Energieversorgung des Organismus unter 

extremen Bedingungen, wie z. B. Nahrungsmangel, sicherzustellen. Die autophagische 

Proteolyse stellt dabei einen wichtigen katabolen Mechanismus in Leberzellen dar. Eine 

Vielzahl von Stressbedingungen können Autophagie auslösen und eine Reihe von 

Signalwegen ist an ihrer Regulation beteiligt. So stellen Aminosäuren, Insulin und ATP 

negative Regulatoren des autophagischen Proteinabbaus dar. Hierbei verläuft die 

Insulin-induzierte Hemmung der Autophagie über PI3-Kinasen der Klasse I-Familie 

und der Serin/Threonin-Kinase mTOR. Auch die Hemmung der Autophagie durch 

Aminosäuren und ATP wird durch die Aminosäure- und ATP-Sensor-Kinase mTOR 

mediiert.  

 Obwohl die präzisen molekularen Mechanismen, die zur Aktivierung und 

Inhibition der Autophagie führen, größtenteils noch nicht aufgeklärt sind, ist bekannt, 

dass heterotrimere G-Proteine der Pertussistoxin-sensitiven Gi-Familie in der 

Autophagie involviert sind. Ein primäres Ziel dieser Arbeit war es daher, die 

Beteiligung der in der Leber exprimierten Gi-Proteine, Gi2 und Gi3, an der 

Regulation der hepatischen Autophagie zu charakterisieren, um so grundlegende 

Einblicke in die Mechanismen der autophagischen Proteolyse zu erhalten. Hierzu 

wurden tierexperimentelle Untersuchungen mit konstitutiv Gi-defizienten Mäusen 

durchgeführt, sowie Hepatozyten und embryonale Fibroblasten dieser Tiere 

charakterisiert. 
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1) In Vorarbeiten zu dieser Dissertation wurde in Zusammenarbeit mit der 

Arbeitsgruppe von Prof. Häussinger (Universitätsklinikum Düsseldorf) die 

autophagische Aktivität in der Leber mittels In-situ-Leberperfusion untersucht. Es 

konnte erstmals gezeigt werden, dass Gi3, nicht aber das in der Leber quantitativ 

vorherrschende Gi2, eine Rolle in der durch Insulin- und Aminosäure-vermittelten 

Hemmung der Autophagie spielt. Dieser Befund zeigt, dass Gi3 eine obligate Funktion 

bei der Weiterleitung anti-autophagischer Stimuli signalabwärts von Insulin- und 

Aminosäure-induzierten Signalwegen besitzt. Um diese Befunde auf die zelluläre Ebene 

übertragen und weitere Untersuchungen zu den Mechanismen durchführen zu können, 

wurden experimentelle Werkzeuge wie polyklonale Gi2- und Gi3-spezifische 

Antikörper entwickelt und charakterisiert sowie die Isolierung und Kultivierung von 

murinen Hepatozyten im Labor etabliert.  

2) Mit Hilfe dieser Werkzeuge und anhand konfokaler Laserscanning-Mikroskopie 

konnte erstmals gezeigt werden, dass die subzelluläre Verteilung von Gi3 vom meta-

bolischen Status der Zelle abhängt. Während Gi3 unter Nährstoff-reichen Kulturbedin-

gungen diffus in der Zelle verteilt ist, akkumuliert Gi3 nach Induktion der Autophagie 

sowohl an der Plasmamembran als auch an LC3-positiven Autophagosomen. Darüber 

hinaus kolokalisiert Gi3 teilweise auch mit frühen Endosomen, Lysosomen und mit 

Teilen des endoplasmatischen Retikulums. In einem unabhängigen Ansatz wurde mit-

tels subzellulärer Fraktionierung von Mausembryonalfibroblasten und Hepatozyten 

biochemisch überprüft, ob Gi3 mit Autophagosomen assoziiert ist. Hierzu wurden 

Autophagosomen via Dichtegradienten-Zentrifugation von anderen Zellorganellen 

getrennt und mittels Immunoblot-Analyse untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass 

sowohl Gi3 als auch Gi2 erwartungsgemäß in der Plasmamembran-angereicherten 

Fraktion zu finden sind, dass Gi3, nicht jedoch Gi2, außerdem in der 

Autophagosomen-angereicherten Fraktion nachweisbar war. Zusammengenommen 

zeigen diese Daten, dass die subzelluläre Lokalisierung von Gi3 vom metabolischen 

Status der Zellen abhängt und legen darüber hinaus nahe, dass Gi3 eine bisher nicht 

bekannte Funktion auf autophagosomalen Membranen ausübt. 

3) Bei Gi3-defizienten Hepatozyten und Mäuseembryonalfibroblasten wurde gezeigt, 

dass die Prozessierung des Autophagie-Markerproteins LC3 von der zytosolisch 

lokalisierten LC3-I-Form zur Autophagosomen-assoziierten LC3-II-Form beeinträchtigt 

ist. Dadurch ist die Expression von LC3-positiven Autophagosomen reduziert. Diese 
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Ergebnisse deuten auf eine Rolle von Gi3 im Rahmen der Autophagosomenbildung 

hin.  

4) Die Serin/Threonin-Kinase mTOR, die einen negativen Regulator in der autopha-

gischen Signalweiterleitung darstellt, ist bei Abwesenheit von Gi3 dysreguliert. Eine 

Verteilung von zytoplasmatischem Gi3 an autophagische Vesikel fand nach Induktion 

der Autophagie mit dem mTOR Inhibitor Rapamycin nicht statt. Darüber hinaus scheint 

eine durch Rapamycin induzierte autophagische Proteolyse und somit eine 

Prozessierung von LC3-I in LC3-II in Abwesenheit von Gi3 beeinträchtigt zu sein. 

Diese Daten belegen, dass Gi3 in die Regulation der durch Nährstoffe- oder 

Rapamycin-mediierten mTOR-Kinaseaktivität involviert ist. 

5) Parallel zu den Untersuchungen auf zellulärer Ebene wurden tierexperimentelle Un-

tersuchungen an Gi3-defizienten Mäusen sowie eine zweijährige Langzeitbeobachtung 

von C57BL/6 konstitutiv Gi3-defizienten sowie Wildtyp-Mäusen unter kontrollierten 

Bedingungen durchgeführt. Im Rahmen dieser Studie konnte bei Gi3-defizienten Mäu-

sen ein im Vergleich zur Kontrollgruppe geringeres Körpergewicht, eine geringere An-

sammlung von Fettgewebe, eine längere Lebenszeit sowie ein früheres Fellergrauen 

beobachtet werden. Des Weiteren zeigte sich eine verminderte physische Aktivität von 

Gi3-defizienten Mäusen im Vergleich zu wildtypischen Kontrolltieren.  

Die vorliegenden Daten in Verbindung mit den durch Garcia-Marcos und Kollegen 

(Garcia-Marcos et al., 2011) erhaltenen experimentellen Ergebnissen, zeigen die 

Bedeutung von Gi3 für die Regulation der Autophagie im gesamten Organismus. 

Garcia-Marcos et al. zeigen, dass die Gi3-Aktivität durch GIV und AGS3 reversibel 

gesteuert wird und sie damit das empfindliche Gleichgewicht zwischen einer Induktion 

und Inhibierung der Autophagie modulieren können.  

Mit diesen Erkenntnissen können zielgerichtetere Forschungen an einigen 

Krankheiten wie Krebs, neurodegenerativen sowie kardiovaskulären Krankheiten 

durchgeführt werden, bei denen u. a. eine dysregulierte Autophagie eine 

pathophysiologische Schlüsselrolle darstellt. 
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7 SUMMARY 

Insights into the regulation of signaling via G protein-coupled receptors (GPCRs) are of 

enormous importance in terms of the understanding of diseases and the development of 

drugs. Approximately 30% - 40% of all modern drugs and about 25% of the 200 best-

selling drugs modulate GPCR activity. G proteins, which transfer the signals from the 

GPCRs to intracellular effector systems, have a key position in many signaling cascades 

amongst others in autophagic proteolysis. Already 20 years ago studies on 

permeabilized rat hepatocytes have shown a participation of GTP-binding proteins in 

the autophagic sequestration (Kadowaki et al., 1994). 

Autophagy is a process, in which amongst others, proteins are degraded by 

autophagosomes to ensure energy supply for the organism under extreme conditions 

such as food deprivation. The autophagic proteolysis represents an important catabolic 

mechanism in liver cells. A variety of stress conditions can induce autophagy and many 

signaling pathways are involved in its regulation. Thus amino acids, insulin and ATP 

are negative regulators of the autophagic protein degradation. Here, the insulin induced 

inhibition of autophagy signals via PI3 kinases of the class I family and the 

serine/threonine kinase mTOR. Also, the inhibition of autophagy by amino acids and 

ATP is mediated by the amino acid and ATP sensor kinase mTOR. 

Although the precise molecular mechanisms that lead to activation and inhibition of 

autophagy mostly have not yet been elucidated, it is known that heterotrimeric G 

proteins of the pertussis toxin sensitive Gi family are involved in autophagy. A primary 

aim of this work therefore was to characterize the involvement of the Gi proteins Gi2 

und Gi3 expressed in the liver in the regulation of hepatic autophagy in order to obtain 

elementary insights into the mechanisms of autophagic proteolysis. For this, animal 

studies with constitutive Gi deficient mice have been performed, and hepatocytes and 

murine embryonic fibroblasts of these animals have been characterized. 

1) In preliminary studies to this thesis the autophagic activity in the liver has been 

studied by in situ liver perfusion in collaboration with the research group of Prof. 

Häussinger (Universitätsklinikum Düsseldorf). It could be shown for the first time that 

Gi3, but not in the liver quantitatively predominant Gi2, plays a role in the insulin and 

amino acid mediated inhibition of autophagy. This finding shows that Gi3 has an 

obligatory role in transducing antiautophagic stimuli downstream of insulin and amino 
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acid induced signaling pathways. In order to transmit these findings to the cellular level 

and to carry out further studies on the mechanisms, experimental tools such as 

polyclonal Gi2 and Gi3 specific antibodies were developed and characterized as well 

as the establishment of the isolation and culture of murine hepatocytes in the laboratory. 

2) Using these tools and based on confocal laser scanning microscopy it could be 

demonstrated for the first time that the subcellular distribution of Gi3 depends on the 

metabolic state of the cell. While Gi3 is distributed diffusely in the cell under nutrient 

rich culture conditions Gi3 accumulates both to the plasma membrane as well as to 

LC3 positive autophagosomes upon induction of autophagy. In addition, Gi3 

colocalizes partially with early endosomes, lysosomes and with parts of the 

endoplasmic reticulum. In an independent approach it was tested biochemically by 

means of subcellular fractionation of murine embryonic fibroblasts and hepatocytes, 

whether Gi3 is associated with autophagosomes. Therefore autophagosomes were 

separated from other cell organelles via density gradient centrifugation and examined by 

means of immunoblotting analysis. It could be shown that both Gi3 as well as Gi2 

were found in the plasma membrane enriched fraction as expected and that Gi3, but not 

Gi2, was also in autophagosome enriched fraction detectable. Taken together, these 

data demonstrate that the subcellular localization of Gi3 depends on the metabolic 

status of the cells and illustrate that Gi3 exerts an up to date unknown function on 

autophagosomal membranes. 

3) In hepatocytes and murine embryonic fibroblasts deficient of Gi3 it has been shown 

that the processing of the autophagy marker protein LC3 from cytosolic localized LC3-I 

form to autophagosome associated LC3-II form is impaired. Thus, the expression of 

LC3 positive autophagosomes is reduced. These results depict a role for Gi3 in the 

autophasome formation and fusion. 

4) The serine/threonine kinase mTOR, which is a negative regulator in the autophagic 

signaling is dysregulated in the absence of Gi3. A distribution of cytoplasmic Gi3 to 

autophagic vesicles did not take place after induction of autophagy by the mTOR 

inhibitor rapamycin. In addition, autophagic proteolysis induced by rapamycin and thus 

processing of LC3-I into LC3-II seems to be impaired in the absence of Gi3. These 

data demonstrate that Gi3 is involved in the regulation of nutrient or rapamycin 

mediated mTOR kinase activity. 
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5) In parallel to the experiments at cellular level experimental analysis with Gi3 

deficient mice have been done as well as a two year longterm observation of C57BL/6 

of constitutively Gi3 deficient and wildtype mice was performed under controlled 

conditions. In this study, it could be observed that Gi3 deficient mice had a decreased 

body weight, a lower accumulation of adipose tissue, a longer lifetime and an earlier 

onset of the fur turning grey compared to the control group. Furthermore Gi3 deficient 

mice revealed reduced physical activity compared to wildtype control animals.  

The present data in conjunction with those by Garcia-Marcos and colleagues (Garcia- 

Marcos et al., 2011) obtained results show the importance of Gi3 for the regulation of 

autophagy in the whole organism. The data generated from Garcia-Marcos et al. 

demonstrate that the Gi3 activity is reversibly controlled by GIV and AGS3 and thus 

modulate the delicate balance between an induction and inhibition of autophagy. With 

these findings, targeted research on some diseases such as cancer, neurodegenerative 

and cardiovascular diseases can be carried out, where, among other factors, a 

dysregulated autophagy represents a pathophysiological key role. 
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9 ANHANG 

9.1 Analyse der Beteiligung von Gαi-Proteinen in der 

Autophagie mittels In-situ-Leberperfusion 

 Die Methode der in-situ-Leberperfusion zur Analyse der autophagischen 

Aktivität beruht auf einer pulse-chase-Markierung langlebiger Proteine und der 

anschließenden Detektion ihrer peptidischen Degradationsprodukte. Diese 

Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Häussinger in der Klinik für 

Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Universitätsklinikum Düsseldorf 

durchgeführt und durch das Regierungspräsidium Düsseldorf genehmigt. Die in-situ-

Leberperfusion wurde an Lebern von 8 – 12 Wochen alten männlichen Mäusen mit 

einem Körpergewicht von 20 – 25 g durchgeführt, wie dies für Ratten beschrieben 

wurde (Häussinger et al., 1999). Den Mäusen wurde 16 Stunden vor Ver-

suchsdurchführung intraperitoneal 5 µCi 3H-Leucin injiziert. Diese radioaktiv markierte 

Aminosäure kann in gleichem Ausmaß wie nicht markiertes Leucin zur Proteinbiosyn-

these verwendet werden. Die hepatische autophagische Proteolyse wurde durch Perfu-

sion der Leber mit Nährstoff-armen Puffern induziert (Mortimore & Schworer, 1977). 

Das Effluat der perfundierten Leber wurde gesammelt, und die darin enthaltenen Pro-

teine durch Präzipitation entfernt. Anschließend wurden die im Überstand des Leber-

effluats verbliebenen, radioaktiv markierten Peptide durch Szintillations-Messungen 

bestimmt. Hierbei gilt die Veränderung der Menge an 3H-Leucin als direktes Maß für 

die Autophagie. In diesem System sind keine absoluten Messungen der autophagischen 

Aktivität möglich. Daher wurde die Autophagie maximal stimuliert, um unter steady-

state-Bedingungen die Veränderung der autophagischen Proteolyse durch Perfusion von 

physiologischen und/oder pharmakologischen Inhibitoren der Autophagie zu analysie-

ren (Schliess & Häussinger, 2003). 

 Abbildung 37A zeigt, dass die durch Aminosäureentzug induzierte hepatische 

Autophagie auch in Mäusen reversibel durch Insulin inhibiert werden konnte. Um 

zunächst die Beteiligung von Gi-Proteinen in diesem Prozess zu prüfen, wurden die 

Lebern von Wildtyp (Wt)-Mäusen etwa 1,5 Stunden vor Insulingabe rezirkulierend mit 

Pertussistoxin (PTX) perfundiert. PTX verringerte deutlich die anti-autophagische 

Wirkung von Insulin (Abbildung 37A). Diese Daten deuten auf eine Rolle von Gi-

Proteinen signalabwärts der Insulinrezeptor-Signalkaskade hin. Auch hohe 



ANHANG 155 

Konzentrationen von Aminosäuren sind in der Lage eine maximale Inhibierung der 

Autophagie auszulösen (Meijer & Codogno, 2006). Abbildung 37B zeigt, dass 

Phenylalanin die hepatische, autophagische Proteolyse in Wildtyp-Mäusen reversibel 

um etwa 25 % inhibierte. Dieser Effekt ist quantitativ vergleichbar mit der anti-

autophagischen Wirkung von Insulin (siehe Abbildung 37A). Auch die Aminosäure-

vermittelte Inhibierung der autophagischen Proteolyse war durch PTX inhibierbar 

(Abbildung 37B). Allerdings zeigten sich Unterschiede in der Kinetik der Inhibition der 

autophagischen Aktivität durch die gewählten Agonisten: Während die autophagische 

Proteolyse nach etwa 20 Minuten durch Insulin halbmaximal gehemmt war (Abbildung 

37A), inhibierte Phenylalanin die Autophagie bereits nach 5 - 10 min halbmaximal 

(Abbildung 37B). 

 
Abbildung 37. Gi-Proteine sind an der Regulierung der autophagischen Proteolyse 
beteiligt 
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(A) Die in-situ-Leberperfusion von Wildtyp-Mäusen mit Insulin (35 nM für 60 Minuten), aber nicht mit dem 
Perfusionspuffer allein (unbehandelt), führte zu einer reversiblen Inhibierung der autophagischen Proteo-
lyse. Die Perfusion der Lebern mit PTX (100 ng/ml für 60 Minuten) vor der Perfusion mit Insulin (35 nM für 
60 Minuten) inhibierte die Wirkung von Insulin. (B) Die in-situ-Leberperfusion mit Phenylalanin (2 mM für 

30 Minuten) inhibierte reversibel die autophagische Proteolyse. Eine Vorbehandlung mit PTX (100 ng/ml 
für 60 Minuten) hemmte den inhibierenden Effekt des Phenylalanins (2 mM für 30 Minuten). Die Kurven 
repräsentieren Mittelwerte ± SD von vier Messungen in drei bis vier unabhängigen Experimenten. Die in-
situ-Leberperfusionsmessungen wurden im Arbeitskreis von Prof. D. Häussinger, Klinik für 

Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Universitätsklinikum Düsseldorf, durchgeführt. Diese 
Abbildung stammt aus der Publikation (Gohla et al., 2007b). 
 

 

Mittels Immunoblotting und ADP-Ribosylierung in der Leber konnte gezeigt werden, 

dass vorwiegend die peripheren Gi-Proteine Gi2 und, in deutlich geringerer Konzentra-

tion, Gi3 exprimiert werden (Abbildung 38A, links, Daten wurden freundlicherweise 

von Frau Katja Pexa aus unserer Arbeitsgrupe zur Verfügung gestellt). Die Abwesen-

heit von Gi2 bzw. Gi3 in den jeweiligen Gen-defizienten Mäuselebern wurde durch 

[32P]ADP-Ribosylierung bestätigt (Abbildung 38A, rechts). Studien an Kolonkarzinom-

Zelllinien deuten auf eine Rolle von Gi3 in der Regulierung der autophagischen 

Proteolyse (Petiot et al., 1999). Um die mögliche Rolle von Gi3 in der Insulin- und 

Phenylalanin-mediierten Regulierung der Autophagie in vivo zu untersuchen und um 

den potenziellen Beitrag von Gi2 und Gi3 direkt zu vergleichen, wurde die 

autophagische Proteolyse in perfundierten Lebern von Gi2- und Gi3-defizienten 

Mäusen analysiert. Abbildung 38B zeigt, dass die anti-autophagische Wirkung von 

Insulin in Gi3-defizienten Lebern fast aufgehoben war. Dieser Effekt war quantitativ 

vergleichbar mit der Wirkung von PTX (Abbildung 37A). Im Gegensatz dazu war die 

anti-autophagische Wirkung von Insulin in Abwesenheit von Gi2, der quantitativ 

vorherrschenden Gi-Isoform in Hepatozyten, vergleichbar mit dem Effekt von Insulin 

in Wildtyp-Mäusen (Abbildung 38B, vgl. mit Abbildung 37). Die spezifische 

Beteiligung von Gi3 an der Inhibition der hepatischen Autophagie war nicht nur nach 

Perfusion von Insulin, sondern auch nach Stimulation mit Phenylalanin zu beobachten 

(Abbildung 38C). Zusammengenommen zeigen diese Befunde eine Beteiligung von 

Gi3 bei der Insulin- und Aminosäure-vermittelten Inhibierung der hepatischen 

autophagischen Proteolyse.  
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Abbildung 38. Gαi3 ist essentiell für die Vermittlung der anti-autophagischen Wirkung von 
Insulin und Phenylalanin 
(A) Lebern von Gi2- und Gi3-defizienten Mäusen wurden in situ mit Insulin (35 nM für 60 Minuten) 

perfundiert. Links: Immunoblot von Gi2 und Gi3 in Lebergewebe. Rechts: Die [32P]ADP-Ribosylierung 

zeigt das Fehlen von Gi2 und Gi3 in den jeweiligen gendefizienten Mäusen. Gezeigt sind ein repräsenta-
tiver Immunoblot und Autoradiograph, freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Frau Dipl.-Biol. Katja 
Pexa (n = 3). (B) Die Kurven repräsentieren Mittelwerte ± SD von Messungen in sechs Gαi3

-/--Mäusen und 

fünf Gi2
-/--Mäusen. Die in-situ-Leberperfusionsmessungen wurden im Arbeitskreis von Prof. D. 

Häussinger, Klinik für Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Universitätsklinikum Düsseldorf, 
durchgeführt. (C) Statistische Auswertung der in-situ-Mausleberperfusions-Experimente. Die Balken rep-

räsentieren den Mittelwert der relativen autophagischen Inhibierung ± SD der angezeigten Anzahl an Wt-, 

Gi2
-/-- und Gi3

-/--Mäusen, die mit Insulin (35 nM für 60 Minuten; schwarze Balken), Phenylalanin (2 mM 
für 30 Minuten; schraffierte Balken), und/oder PTX (100 ng/ml für 60 Minuten) behandelt wurden. Ein 
zweiseitiger Student t-Test wurde zur Ermittlung der statistischen Signifikanz herangezogen. Die 
Abbildungen stammen aus der Publikation (Gohla et al., 2007b).  
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9.2 Genotypische Verteilung von Mäusen aus Gi2/i3-

Kreuzungen 

Tabelle 13: Genotypische Verteilung von Mäusen (C56BL/6) aus Gi3(+/-)-Kreuzungen 

Genetischer Hin-

tergrund 

Genotyp P21† Erwartete Verteilung 

nach Mendel 

C57BL/6 Gi3
(+/+) 26,9 % (111)* 25 % 

 Gi3
(+/-) 50,5 % (208)* 50 % 

 Gi3
(-/-) 22,6 % (93)* 25 % 

* Anzahl der Tiere. † untersucht wurden insgesamt 412 (203 männliche und 209 weibliche) Mäuse aus 67 

Würfen am postnatalen Tag 21 (P21) 

 

Tabelle 14: Genotypische Verteilung von Mäusen (C56BL/6) aus Gi2(+/-)-Kreuzungen 

Genetischer 

Hintergrund 

Genotyp E14 P21†† Erwartete Ver-

teilung nach 

Mendel 

C57BL/6 Gi2
(+/+) 15,9 % (7)* 31,4 % (244)*  25 % 

 Gi2
(+/-) 65,9 % (29)*  58,9 % (458)* 50 % 

 Gi2
(-/-) 18,2 % (8)* 9,7 % (75)* 25 % 

* Anzahl der Tiere  
† untersucht wurden insgesamt 44 Föten aus sechs Würfen am Tag E14  
†† untersucht wurden insgesamt 777 (399 männliche und 378 weibliche) Mäuse aus 127 Würfen am Tag 
P21 
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Tabelle 15: Genotypische Verteilung von Föten und Mäusen aus Gi2(+/-)/Gi3(-/-)-Kreuzun-
gen 

Gene-

tischer 

Hinter-

grund 

Genotyp E8.5–

9.0† 

 

E9.5–

10.0†† 

 

E10.5§ 

 

P21¶ 

 

Er-wartete 

Vertei-lung 

nach Mendel 

129Sv/ 

C57BL/6‡ 

Gi2
(+/+)Gi3

(-/-) 14,7 % 

(5)* 

31,9 % 

(15)* 

25,9 % 

(14)* 

46,3 % 

(82)* 

25 % 

 Gi2
(+/-)Gi3

(-/-) 76,5 % 

(26)* 

59,6 % 

(28)* 

72,2 % 

(39)* 

53,7 % 

(95)* 

50 % 

129Sv/ 
C57BL/6‡ 

Gi2
(-/-)Gi3

(-/-) 8,8 % 

(3)* 

8,5 % 

(4)* 

1,9 % 
(1)* 

0 % 
(0)* 

25 % 

* Anzahl der Tiere  

† untersucht wurden insgesamt 34 Föten aus sechs Würfen am Tag E8,5–E9,0. 
†† untersucht wurden insgesamt 47 Föten aus zehn Würfen am Tag E9,5–E10,0. 
§ untersucht wurden insgesamt 54 Föten aus neun Würfen am Tag E10,5. 
¶ untersucht wurden insgesamt 177 Mäuse aus 52 Würfen am Tag P21. 
‡ 129Sv/C56BL/6 gemischter genetischer Hintergrund. 
 
 
 

9.3 Gewichtskurven der Einzeltiere aus der 

Langzeitbeobachtung 

Tabelle 16: Alter der untersuchten Tiere aus der Langzeitbeobachtung 

  Alter in Tagen   

Quantile   

 

Wildtyp 

männlich 

(n = 11) 

Wildtyp 

weiblich 

(n = 14) 

Gi3
-/-  

männlich 

(n = 15) 

Gi3
-/-  

weiblich 

(n = 13) 

Q.10 

Q.25 

Q.5 

Q.75 

Q.90 

Mittelwert 

(± SD) 

492 

725 

854 

893 

937 

647 (± 321) 

440 

650 

671 

690 

857 

621 (± 283) 

564 

714 

786 

907 

944 

770 (± 171) 

558 

842 

913 

944 

1005 

726 (± 333) 
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Abbildung 39. Gewichtsverläufe der männlichen Mäuse 

Darstellung aller Einzelgewichtsverläufe von jeweils 20 männlichen Gi3
-/-- und Wildtyp-Tieren (Nr. 1-20 

und 41-60). 
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Abbildung 40. Gewichtsverläufe der weiblichen Mäuse 

Darstellung aller Einzelgewichtsverläufe von jeweils 20 weiblichen Gi3
-/-- und Wildtyp-Tieren (Nr. 21-40 

und 61-80). 

 

 

9.4 Kardiovaskuläre Parameter von Gi3-defizienten Mäusen 

 Kardiovaskuläre Parameter von Gi3-defizienten bzw. Wt-Mäusen wurden mit 

Hilfe von telemetrischen Verfahren von Dr. Roland Piekorz und Katja Pexa in 

Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Peter Ruth, Pharmazeutisches Institut 

der Universität Tübingen, erfasst. Hierzu wurden der arterielle Blutdruck (MAP; mean 

arterial pressure) und die Herzfrequenz von Gi3-defizienten Mäusen versus Wildtyp-

Mäusen in Abhängigkeit vom Tag/Nacht-Rhythmus und körperlicher Aktivität der Tiere 

an drei aufeinander folgenden Tagen jeweils über 24 Stunden telemetrisch auf-

gezeichnet. Alle Messungen erfolgten an männlichen Tieren vergleichbaren Alters und 

Gewichts. Die statistische Auswertung der erhobenen Messwerte erfolgte für die 
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Ruhephase (9 – 15 Uhr), und für die nachtaktive Phase (17 – 3 Uhr) der Wildtyp- und 

Gi3
-/--Tiere. Interessanterweise wiesen die Gi3-defizienten Mäuse tagsüber im 

Ruhezustand (Beobachtungsfenster: 9 – 15 Uhr) gegenüber Kontrolltieren signifikant 

höhere arterielle Blutdruckwerte sowie eine auffallend erhöhte basale Herzrate auf. 

Andererseits zeigten Gi3-defiziente Mäuse während der nachtaktiven Phase (Beo-

bachtungsfenster: 17 – 3 Uhr) einen gegenüber Wildtyp-Kontrolltieren fast um die 

Hälfte reduzierten Bewegungsindex (physical activity; arbitrary units (A.U.): 6,4 ± 1,2; 

Gi3
-/- vs. 11,1 ± 2,3; Wt; p < 0,001).  

 

 
Abbildung 41. Gi3-defiziente Mäuse weisen unterschiedliche kardiovaskuläre Paramater 
auf 

In Abhängigkeit von der physischen Aktivität der Tiere (oben), die den Tag/Nacht-Rhythmus widerspiegelt, 

wurden Blutdruck (MAP; Mitte) und Herzrate (unten) an drei aufeinander folgenden Tagen jeweils über 24 

Stunden telemetrisch gemessen. Statistische Auswertung der gemessenen Parameter während der Ru-

hephase der Tiere (9 – 15 Uhr) jeweils Wildtyp (Wt) vs. Gi3
-/-. Mittelwerte ± SD: Physical activity, 

2,5 ± 0,54 vs. 2,37 ± 0,33 A.U.; p = 0,6; MAP (Mittelwert aus systolischem und diastolischem Blutdruck), 

102,1 ± 2,4 vs. 106,3 ± 2,1 mmHg; p = 0,003; Herzrate, 510 2 ± 18,5 vs. 530 ± 6,2 bpm (beats per minute); 

p = 0,005). Blau: Wildtyp-Kontrolltiere; grün: Gi3-defiziente Tiere. Alle Messungen erfolgten an männli-

chen Tieren vergleichbaren Alters und Gewichts. Die Messungen wurden freundlicherweise von Dr. 

Roland Piekorz/Katja Pexa; Universität Düsseldorf in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. 

Peter Ruth, Pharmazeutisches Institut der Universität Tübingen zur Verfügung gestellt. 
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9.5 Tabellarische Übersicht der Ergebnisse aus der Serumanalytik 

Tabelle 17: Ergebnisse der klinisch-chemischen Serumanalytik in männlichen Wildtyp-Mäusen (n = 11) 

1
Tier Alter  

[d] 

ALT 

(GPT) 

[U/L] 

AP  

[U/L] 

AST 

(GOT)  

[U/L] 

Bili-

rubin 

gesamt 

[µmol/L] 

Al-

bumin  

[g/L] 

Gesamt

eiweiß 

[g/L] 

Creatin-

kinase 

[U/L] 

Harn-

stoff 

[mmol/L] 

Krea-

tinin 

[µmol/L] 

Cho-

lesterin 

[mg/dL] 

Trigly-

ceride 

[mg/dL] 

Glu-

cose 

[mg/dL] 

Natrium 

[mmol/L] 

Kalium 

[mmol/L] 

Kalzium 

[mmol/L] 

Phos-

phat 

anorg. 

[mmol/L] 

Chlorid 

[mmol/L] 

50 492 19,8 39 40,7 1,8 37,6 57,4 n.b. 10,0 14,7 108 175 294 155 9,6 2,7 4,2 112 

53 475 14,5 34 56,1 1,1 33,9 51,8 n.b. 10,5 17,8 101 175 304 155 9,3 2,5 3,8 114 

42 733 20,9 17 32,7 1,3 27,5 44,5 49,9 2,4 n.b. 93 105 243 152 8,5 2,8 3,8 117 

49 717 96,0 47 169,6 1,9 29,3 72,2 47,2 19,4 n.b. 50 70 119 161 8,2 3,0 3,1 126 

55 854 19,4 96 40,6 2,6 44,9 72,9 n.b. 11,2 18,0 131 61 281 189 10,5 3,2 4,3 147 

54 854 21,1 45 43,8 3,0 38,7 60,5 n.b. 9,8 5,2 89 105 186 160 9,6 2,6 3,3 117 

52 786 34,5 51 107,9 1,4 36,5 58,3 n.b. 15,2 4,9 108 166 200 157 9,5 2,6 3,9 115 

51 854 44,0 55 58,1 2,7 30,9 50,1 n.b. 8,8 2,8 73 61 124 158 9,3 2,6 3,3 117 

60 931 28,9 158 40,4 4,0 34,2 60,1 n.b. 11,7 5,6 124 61 200 155 9,1 2,8 3,3 109 

43 937 23,3 21 49,6 6,1 27,4 37,5 n.b. 10,2 4,8 58 44 128 162 9,9 2,6 3,3 120 

44 937 85,8 48 72,4 6,5 29,9 49,3 n.b. 8,1 16,7 85 53 151 157 9,1 2,7 2,9 115 

1Die untersuchten Tiere aus der Gruppe Wt männlich: Nr. 41 – 60.  

ALT = Alanin-Aminotransferase, AP = alkalische Phosphatase, AST = Aspartat-Aminotransferase, n. b. = nicht bestimmt 
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Tabelle 18: Ergebnisse der klinisch-chemischen Serumanalytik in weiblichen Wildtyp-Mäusen (n = 14) 

1
Tier Alter  

[d] 

ALT 

(GPT) 

[U/L] 

AP  

[U/L] 

AST 

(GOT)  

[U/L] 

Bili-

rubin 

gesamt 

[µmol/L] 

Al-

bumin  

[g/L] 

Gesamt

eiweiß 

[g/L] 

Creatin-

kinase 

[U/L] 

Harn-

stoff 

[mmol/L] 

Krea-

tinin 

[µmol/L] 

Cho-

lesterin 

[mg/dL] 

Trigly-

ceride 

[mg/dL] 

Glu-

cose 

[mg/dL] 

Natrium 

[mmol/L] 

Kalium 

[mmol/L] 

Kalzium 

[mmol/L] 

Phos-

phat 

anorg. 

[mmol/L] 

Chlorid 

[mmol/L] 

78 371 32,2 16 68,6 1,5 21,0 45,1 n.b. 9,4 3,7 77 289 250 156 8,6 2,4 3,2 116 

72 348 275,2 71 542,4 3,3 28,8 54,9 n.b. 5,1 7,4 43 53 168 154 5,8 2,3 2,5 107 

68 671 48,4 46 197,9 1,4 36,6 61,7 1202,8 9,8 n.b. 89 105 202 151 8,5 2,8 4,0 112 

76 650 28,9 73 90,8 2,3 38,1 58,6 226,9 9,2 n.b. 81 96 223 155 8,5 2,8 3,9 116 

64 671 33,5 62 45,9 0,2 35,6 58,4 17,9 7,6 n.b. 85 70 157 166 8,8 2,8 4,1 123 

69 671 55,2 46 155,7 0,2 40,2 62,2 224,5 8,3 n.b. 104 114 202 166 7,5 2,8 3,5 119 

73 697 51,4 20 174,4 1,1 33,0 54,8 1954,5 8,0 n.b. 81 96 267 150 9,3 2,8 3,8 112 

65 671 34,7 77 50,2 0,2 38,2 59,4 58,5 10,6 n.b. 104 131 200 167 8,7 2,8 4,1 124 

71 600 36,2 40 287,3 0,7 30,5 45,5 17,5 15,5 n.b. 70 123 169 162 8,5 2,9 3,2 121 

66 671 63,9 99 277,0 1,6 34,6 52,5 1865,0 9,2 n.b. 81 96 180 151 8,2 2,6 3,8 116 

75 650 18,0 72 36,4 1,1 40,6 61,3 24,2 9,9 n.b. 104 114 238 170 9,0 2,9 4,3 126 

80 814 96,9 33 62,4 10,8 31,5 43,6 n.b. 9,6 1,6 70 70 173 188 8,7 2,8 2,8 151 

77 876 61,7 53 98,5 6,3 28,6 45,8 n.b. 7,5 7,9 58 44 124 157 8,4 2,7 2,9 122 

79 920 52,4 67 209,4 4,1 n.b. n.b. n.b. 10,1 3,7 58 53 n.b. 159 10,0 2,7 2,7 116 

1Die untersuchten Tiere aus der Gruppe Wt weiblich: Nr. 61 – 80. ALT = Alanin-Aminotransferase, AP = alkalische Phosphatase, AST = Aspartat-Aminotransferase 
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Tabelle 19: Ergebnisse der klinisch-chemischen Serumanalytik in männlichen Gi3
-/--Mäusen (n = 15) 

1
Tier Alter  

[d] 

ALT 

(GPT) 

[U/L] 

AP  

[U/L] 

AST 

(GOT)  

[U/L] 

Bili-

rubin 

gesamt 

[µmol/L] 

Al-

bumin  

[g/L] 

Gesamt

eiweiß 

[g/L] 

Creatin-

kinase 

[U/L] 

Harn-

stoff 

[mmol/L] 

Krea-

tinin 

[µmol/L] 

Cho-

lesterin 

[mg/dL] 

Trigly-

ceride 

[mg/dL] 

Glu-

cose 

[mg/dL] 

Natrium 

[mmol/L] 

Kalium 

[mmol/L] 

Kalzium 

[mmol/L] 

Phos-

phat 

anorg. 

[mmol/L] 

Chlorid 

[mmol/L] 

17 492 22,4 18 33,1 2,6 26,5 49,5 n.b. 10,6 8,4 81 88 164 158 8,7 2,6 3,3 113 

14 347 237,4 30 398,3 2,3 14,6 34,7 n.b. 11,3 22,2 108 376 90 135 23,6 2,5 7,1 112 

2 769 29,4 35 61,4 0,6 29,7 53,8 66,0 10,8 n.b. 108 114 106 154 10,7 2,6 3,7 117 

18 671 21,5 39 48,8 n.b. 33,0 n.b. n.b. 11,8 n.b. 116 114 4 168 8,7 2,8 4,2 116 

6 755 26,4 24 67,4 3,8 27,7 43,3 17,8 12,4 n.b. 54 788 135 176 7,0 2,7 2,8 138 

20 727 19,0 25 38,2 1,0 27,8 47,0 43,1 12,3 n.b. 77 53 175 154 8,8 2,7 3,5 116 

15 701 28,5 40 62,1 1,8 37,3 56,7 247,5 9,9 n.b. 89 88 261 148 8,6 2,8 3,7 108 

3 888 22,8 49 28,1 2,2 35,7 53,9 n.b. 15,7 7,6 93 79 200 160 9,9 2,7 2,8 122 

7 809 163,9 35 267,0 7,9 24,6 35,8 n.b. 26,3 0,7 43 44 34 199 8,2 2,7 4,3 164 

16 786 24,2 49 100,8 2,0 39,2 61,4 n.b. 13,6 17,0 97 140 319 164 10,5 2,8 4,3 120 

1 832 21,8 58 35,3 2,5 38,0 57,9 n.b. 9,3 7,8 89 70 220 168 9,7 2,7 3,7 121 

4 944 14,6 56 45,3 2,4 34,0 57,5 n.b. 11,3 7,5 104 53 150 159 9,4 2,8 3,7 113 

5 944 88,9 53 88,3 5,9 29,2 44,8 n.b. 9,7 4,6 77 44 166 156 9,8 2,7 3,3 116 

10 926 31,5 70 36,8 3,6 36,9 58,8 n.b. 13,2 16,8 124 70 202 156 8,8 2,9 3,5 111 
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1
Tier Alter  

[d] 

ALT 

(GPT) 

[U/L] 

AP  

[U/L] 

AST 

(GOT)  

[U/L] 

Bili-

rubin 

gesamt 

[µmol/L] 

Al-

bumin  

[g/L] 

Gesamt

eiweiß 

[g/L] 

Creatin-

kinase 

[U/L] 

Harn-

stoff 

[mmol/L] 

Krea-

tinin 

[µmol/L] 

Cho-

lesterin 

[mg/dL] 

Trigly-

ceride 

[mg/dL] 

Glu-

cose 

[mg/dL] 

Natrium 

[mmol/L] 

Kalium 

[mmol/L] 

Kalzium 

[mmol/L] 

Phos-

phat 

anorg. 

[mmol/L] 

Chlorid 

[mmol/L] 

12 955 56,9 50 61,7 2,9 34,6 55,1 n.b. 10,8 16,0 66 96 252 153 10,0 2,9 3,5 109 

1Die untersuchten Tiere aus der Gruppe Gi3
(-/-) männlich: Nr. 1 – 20 

ALT = Alanin-Aminotransferase, AP = alkalische Phosphatase, AST = Aspartat-Aminotransferase, n. b. = nicht bestimmt 

 

Tabelle 20: Ergebnisse der klinisch-chemischen Serumanalytik in weiblichen Gi3
-/--Mäusen (n = 13) 

1
Tier Alter  

[d] 

ALT 

(GPT) 

[U/L] 

AP  

[U/L] 

AST 

(GOT)  

[U/L] 

Bili-

rubin 

gesamt 

[µmol/L] 

Al-

bumin  

[g/L] 

Gesamt

eiweiß 

[g/L] 

Creatin-

kinase 

[U/L] 

Harn-

stoff 

[mmol/L] 

Krea-

tinin 

[µmol/L] 

Cho-

lesterin 

[mg/dL] 

Trigly-

ceride 

[mg/dL] 

Glu-

cose 

[mg/dL] 

Natrium 

[mmol/L] 

Kalium 

[mmol/L] 

Kalzium 

[mmol/L] 

Phos-

phat 

anorg. 

[mmol/L] 

Chlorid 

[mmol/L] 

29 349 29,5 55 190,8 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 

27 489 170,6 28 244,7 12,3 19,2 27,7 n.b. 12,1 <1,0 50 26 88 174 10,3 2,4 3,2 137 

30 842 10,5 42 42,8 2,2 34,9 65,4 n.b. 7,8 15,8 70 53 225 178 9 3,2 3,2 141 

34 832 16,2 19 46,1 0,9 33,7 54,4 n.b. 7,7 7,8 70 158 148 161 9,1 2,7 3,6 125 

26 944 63,2 35 148,1 5,0 30,3 47,9 n.b. 8,8 7,0 54 201 245 153 10,4 2,7 3,8 115 

31 913 33,2 76 93,8 3,2 34,3 51,5 n.b. 8,8 13,5 70 53 220 153 9 2,6 3,1 113 

32 913 27,2 58 46,8 3,4 37,6 56,2 n.b. 8,0 10,8 81 70 214 153 9,5 2,7 2,9 116 
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1
Tier Alter  

[d] 

ALT 

(GPT) 

[U/L] 

AP  

[U/L] 

AST 

(GOT)  

[U/L] 

Bili-

rubin 

gesamt 

[µmol/L] 

Al-

bumin  

[g/L] 

Gesamt

eiweiß 

[g/L] 

Creatin-

kinase 

[U/L] 

Harn-

stoff 

[mmol/L] 

Krea-

tinin 

[µmol/L] 

Cho-

lesterin 

[mg/dL] 

Trigly-

ceride 

[mg/dL] 

Glu-

cose 

[mg/dL] 

Natrium 

[mmol/L] 

Kalium 

[mmol/L] 

Kalzium 

[mmol/L] 

Phos-

phat 

anorg. 

[mmol/L] 

Chlorid 

[mmol/L] 

21 1005 42,0 57 226,6 5,3 23,2 39,3 n.b. 18,7 3,1 73 70 41 177 9,4 2,6 3,4 136 

22 1005 42,4 24 88,4 3,2 39,3 78,7 n.b. 11,4 21,4 104 44 130 159 8,2 2,8 3,1 118 

23 1005 20,5 28 43,6 2,5 30,8 55,2 n.b. 10,6 14,6 62 44 148 153 8,7 2,5 2,6 116 

39 932 38,2 45 205,5 6,9 33,9 53,7 n.b. 11,7 10,4 62 35 196 157 8,9 2,6 3,0 114 

25 936 115,5 70 275,7 4,4 31,9 46,7 n.b. 9,1 8,6 54 44 270 158 11,2 2,7 3,9 116 

36 904 26,8 43 75,5 4,6 31,6 53,9 n.b. 7,0 7,5 50 44 204 154 7,8 2,6 3,1 116 

1Die untersuchten Tiere aus der Gruppe Gαi3
(-/-) weiblich: Nr. 21 – 40 

ALT = Alanin-Aminotransferase, AP = alkalische Phosphatase, AST = Aspartat-Aminotransferase, n. b. = nicht bestimmt 
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