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1 Einleitung 

1.1 Allgemeine Prinzipien der zellulären Kommunikation 

Die Fähigkeit auf bestimmte Umweltreize auf zellulärer Ebene reagieren zu 

können ist für das Überleben von Zellen und schließlich auch Organismen 

unabdingbar. Alle Zellen besitzen daher Signalsysteme, die es ihnen erlauben, 

Informationen über extrazelluläre Stimuli zu erhalten und zu verarbeiten um so 

miteinander zu kommunizieren (Wettschureck & Offermanns, 2005). Dabei 

werden verschieden Wege der Signalübertragung differenziert. Neben 

elektrischen (neuronalen) und physikalischen Signalübertragungssystemen ist 

insbesondere das humorale Signalübertragungssystem von Bedeutung. Die 

neuronale Signalübertragung ist durch elektrische Aktionspotentiale und deren 

Ausbreitung entlang der neuronalen Zellmembran charakterisiert (Kandel et al., 

2000). Im präsynaptischen Nervenende verursacht das Aktionspotential die 

Öffnung spannungssensitiver Calciumkanäle und so den Einstrom von Calcium. 

Calcium induziert dann die Exozytose der synaptischen Vesikel mit darin 

enthaltenen Neurotransmittern. Diese werden im synaptischen Spalt freigesetzt 

und können so an postsynaptisch gelegene Rezeptoren binden (Südhof, 2004). 

Physikalische Signalübertragungssysteme übersetzen physikalische Stimuli, wie 

zum Beispiel mechanische Kräfte, über entsprechende auf den Stimulus 

sensitive Moleküle in der Zellmembran, wie zum Beispiel Integrine oder durch 

Zug aktivierte Ionenkanäle, in eine zelluläre Antwort (Martino et al., 2018).  

Die humoralen Signalübertragungswege bestehen schematisch gesehen aus 

jeweils einer Senderzelle, welche einen Mediator beziehungsweise Botenstoff 

sezerniert sowie eine Empfängerzelle, in welcher der Mediator nach Bindung an 

einen Rezeptor eine Reaktion auslöst. Als Mediatoren kommen zum Beispiel 

Hormone, Wachstumsfaktoren und Neurotransmitter in Betracht. Bei dieser 

Kommunikation sind verschiedene Prinzipien unterscheidbar, dabei reicht das 

Spektrum von auto- (Senderzelle = Empfängerzelle), juxta- (direkter Zellkontakt 

zwischen Sender- und Empfängerzelle) und para- (Empfängerzelle in 
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Senderzellennähe) bis hin zu endokriner (Mediator gelangt über den Kreislauf zur 

Empfängerzelle) Signalübertragung. Den humoralen Signalübertragungswegen 

ist gemeinsam, dass durch die Interaktion zwischen Mediator und für diesen 

Mediator empfängliche Rezeptoren der Empfängerzelle intrazelluläre 

Signalkaskaden in Gang gesetzt werden. Somit ergeben sich notwendigerweise 

immer mindestens zwei Elemente der zellulären Signalübertragung: ein Rezeptor 

und ein Effektor, der das intrazelluläre Signal generiert.  

Als Rezeptoren kommen die intrazellulär verorteten Rezeptoren und die sich in 

der Zellmembran befindlichen Zelloberflächenrezeptoren vor. Erstere sind 

Angriffsort für solche Mediatormoleküle, die aufgrund ihrer lipophilen 

Eigenschaften die Zellmembran passieren können und intrazellulär an den 

Rezeptor binden. Dazu gehören Steroidhormone, Retinoide oder D-Vitamine. 

Der nach Bindung entstandene Rezeptor-Ligand-Komplex kann über die Bindung 

an die im Zellkern gelegenen Promotorregionen von Zielgenen die Transkription 

beeinflussen.  

Die Gruppe der Zelloberflächenrezeptoren ist Angriffsort für Signalmoleküle, die 

aufgrund ihrer hydrophilen Eigenschaften die Zellmembran kaum oder gar nicht 

passieren können. Dazu zählen Liganden-regulierte Ionenkanäle, Rezeptoren 

mit integraler enzymatischer Aktivität (Enzym-gekoppelte Rezeptoren) und 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR). Liganden-regulierte Ionenkanälen 

sind transmembranäre Proteine, die über eine Ionen-durchlässige Pore verfügen. 

Je nach Öffnungszustand der Pore, die durch den Liganden beeinflusst wird, 

kommt es zum Ionenfluss (Alexander et al., 2021). Rezeptoren mit integraler 

enzymatischer Aktivität sind dadurch charakterisiert, dass die extrazelluläre 

Bindung eines Liganden zur Aktivierung des im Cytosol gelegenen Enzyms des 

Rezeptors führt (Alexander et al., 2017; Hardie, 1991). Die dadurch bewirkte 

Katalyse bestimmter intrazellulärer Reaktionen bewirkt eine Verschiebung des 

chemischen Gleichgewichtes hin zum Produkt der Reaktion mit dadurch 

bewirkter Auslösung weiterer Signalkaskaden. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

werden nach Bindung eines Liganden in ihrer aktiven Konformation stabilisiert. 

In dieser erfolgt die Bindung von eines oder mehreren intrazellulär gelegenen 
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Transduktionsmolekülen. Zu dieser Gruppe sind hauptsächlich G-Proteine zu 

zählen. Diese aktivieren dann Ionenkanäle oder intrazellulär gelegene Enzyme, 

welche wiederum die Konzentration der sekundären Botenstoffe im Cytosol 

erhöhen (Kolb et al., 2022).  

1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

Die Bedeutung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und somit auch der für 

diese Arbeit zentralen G-Proteine erschließt sich mit einem Blick auf deren 

Bedeutung im menschlichen Organismus und der Relevanz für die heutige 

Pharmakologie. Es sind über 800 GPCR im menschlichen Genom kodiert. Sie 

stellen damit die größte Familie aller Membranproteine dar und sprechen auf ein 

breites Spektrum an Liganden an: von Photonen, Protonen und Ca2+-Ionen bis 

hin zu kleinen organischen Molekülen, Neurotransmittern, Peptiden und 

Glykoproteinen (Kobilka, 2013; Wacker et al., 2017). Über 160 GPCRs sind Ziel 

von Medikamenten mit Zulassung für den US-amerikanischen Markt (Yang et al., 

2021). Bei mehr als einem Drittel aller verfügbaren Medikamente ist das Ziel-

Molekül ein GPCR (Sriram & Insel, 2018; Yang et al., 2021) . Hierunter fällt eine 

Vielzahl an Medikamenten, ohne die eine moderne pharmakologische Therapie 

kaum vorstellbar scheint, unter anderem Opioide, Antihistaminika, 

Anticholinergika, typische und atypische Antipsychotika, Antihypertensiva und 

Medikamente gegen Asthma (Wacker et al., 2017). Circa 400 Moleküle, welche 

aktuell als potentielle Therapeutika erforscht werden, binden an einen GPCR und 

verdeutlichen so den Stellenwert von GPCRs auch als zukünftige Angriffspunkte 

der Pharmakotherapie (Lafferty-Whyte et al., 2017).  

Alle GPCRs bestehen aus sieben α-helikalen Transmembrandomänen, welche 

mit alternierenden extra- und intrazellulären Schleifen verbunden sind, weshalb 

sie auch als 7-Transmembranhelix-Rezeptoren bezeichnet werden (Alexander et 

al., 2019). Aufbauend auf Ähnlichkeiten der Aminosäuresequenzen und Funktion 

werden GPCRs im aktuell am weitesten verbreiteten Klassifikationssystem in die 

Superfamilien A-F unterteilt (Kolakowski, 1994). Familie A, auch “rhodopsin-like 

family” genannt, beinhaltet als größte Superfamilie circa 80 % aller GPCRs, unter 
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anderem Lichtrezeptoren und olfaktorische Rezeptoren. Familie B, auch 

„secretin receptor family“ genannt, umschließt ca. 70 Rezeptoren. Familie C 

umfasst unter anderem GABA-Rezeptoren und Geschmacksrezeptoren. In 

Familie D sind die fungal mating pheromone Rezeptoren zusammengefasst, 

Familie E beinhaltet cAMP Rezeptoren und Familie F die frizzled/smoothened 

Rezeptoren (Hu et al., 2017). 

Man kann sich GPCR sehr vereinfacht als oszillierende Moleküle vorstellen, die 

zwischen aktivierten und inaktivierten Konformationen wechseln. Dabei weist die 

nicht aktivierte Konformation eine deutlich höhere Stabilität und daher auch 

überproportional höhere Repräsentanz auf (Granier & Kobilka, 2012). Somit liegt 

immer ein Teil der GPCRs in aktivierter Konformation vor und schafft hiermit die 

Grundlage für eine basale, sogenannte konstitutive Aktivität des Rezeptors. 

Durch Bindung eines Liganden an eine extrazelluläre Bindungsstelle kann diese 

Aktivität mittels Stabilisierung einer bestimmten Rezeptor-Konformation 

beeinflusst werden. Agonisten stabilisieren eine aktivierte Konformation während 

Antagonisten die Bindung eines Agonisten verhindern und somit auch die 

Stabilisierung einer aktiven Konformation. Inverse Agonisten stabilisieren eine 

inaktivierte Konformation und senken somit das Aktivitätslevel des Rezeptors 

unter das Niveau seiner konstitutiven Aktivität (Wootten et al., 2018). In der 

aktivierten Konformation erfolgt die Bindung und Aktivierung von Transduktoren 

wie G-Proteinen und anderen Signalmolekülen wie zum Beispiel Arrestin (Hilger 

et al., 2018). Dabei ist einem GPCR mehr als nur eine einzige aktivierte 

Konformation möglich. Das ermöglicht eine Signaltransduktion, in welcher die 

Bindung verschiedener agonistisch wirkender Liganden die Initiierung 

unterschiedlicher Signalwege durch den gleichen GPCR bewirken kann 

(Kenakin, 2019). Diese unter dem Begriff des „signalling bias“ (Signalverzerrung) 

beschriebene Möglichkeit umfasst neben der jeweiligen Aktivierung mehrerer 

durch den entsprechenden GPCR potenziell aktivierbarer Signalwege auch die 

Initiierung nur eines Signalweges (Wingler & Lefkowitz, 2020). Zum Beispiel kann 

nur der Arrestin-Signalweg aktiviert werden, der G-Protein abhängige Signalweg 

aber nicht (Granier & Kobilka, 2012; Smith et al., 2018). Entgegen früheren 
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Vorstellungen, nach denen nur „An“ und „Aus“ als möglicher Status eines GPCR 

gelten kann, ergibt sich somit ein ganzes Spektrum verschiedener Rezeptor-

Konformationen. Durch Liganden stabilisiert führen diese jeweils zu einem 

bestimmten Signalweg und somit zur Aktivierung bestimmter Effektor-Proteine 

sowie zur Steuerung der Intensität der zellulären Antwort (Wingler & Lefkowitz, 

2020). Die Tatsache, dass G-Proteine verschiedener Subfamilien und -klassen 

an denselben GPCR binden können, verdeutlicht die Variabilität der 

Signaltransduktion dabei umso mehr (Rosenbaum et al., 2009). 

1.3 G-Proteine 

Die im Fokus dieser Arbeit stehenden G-Proteine sind heterotrimere Proteine aus 

der Familie der Guanosintriphosphat-(GTP-) Hydrolasen und bestehen aus einer 

α-, einer β- und einer γ-Untereinheit (Campbell & Smrcka, 2018). Da die β- und 

γ-Untereinheiten nur in denaturierter Form einzeln vorliegen, in vivo jedoch 

immer als βγ-Komplex, stellen G-Proteine funktionell Heterodimere dar. Der βγ-

Komplex rekrutiert sich bei Säugetieren aus einem Repertoire von fünf β-

Untereinheiten und zwölf γ-Untereinheiten (Wettschureck & Offermanns, 2005). 

Die Kombination der β- und γ-Untereinheiten hat dabei bis auf wenige 

Ausnahmen keinen Einfluss auf die Fähigkeit der Komplexe, Effektoren zu 

regulieren (Syrovatkina et al., 2016). 

Die α-Untereinheit besteht aus einer GTPase-Domäne und einer helikalen 

Domäne. Die GTPase-Domäne vermittelt die Hydrolisierung von 

Guanosintriphosphat (GTP) zu Guanosindiphosphat (GDP) und anorganischem 

Phosphat (Pi) (Cabrera-Vera et al., 2003). Sie bietet zudem Bindungsstellen für 

das βγ-Dimer sowie den GPCR und Effektorproteine. Die helikale Domäne 

besteht aus sechs α-Helices, welche die Nukleotidbindungstasche abdecken und 

somit das Nukleotid im Inneren der α-Untereinheit halten (Syrovatkina et al., 

2016).  

Basierend auf der Homologie der Aminosäuresequenzen der α-Untereinheit, 

welche die fundamentalen Eigenschaften des G-Proteins bestimmt, werden 

G-Proteine in vier Subfamilien differenziert: Gαs, Gαi/Gαo, Gαq/Gα11 und 
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Gα12/Gα13. Die Proteine der Gαi/Gαo-Familie sind ubiquitär exprimiert und bis auf 

Gαz Pertussistoxin (PTX) -sensitiv. Vor allem die Gαi-Isoformen Gαi1, Gαi2 und 

Gαi3 inhibieren verschiedene Isoformen der Adenylylzyklase (Sunahara et al., 

1996). Aufgrund des ubiquitären Vorkommens und des höheren 

Expressionsniveaus von Gαi/Gαo im Vergleich zu den anderen 

G-Protein-Subfamilien wird zudem die Initiierung der βγ-Komplex-vermittelten 

Signalkaskaden hauptsächlich der Gαi/Gαo-Aktivierung zugeschrieben 

(Syrovatkina et al., 2016). G-Proteine der Familie Gαq/Gα11 vermitteln 

Rezeptorwirkungen hauptsächlich über die Aktivierung der β-Isoformen der 

Phospholipase C. Die Familie der G-Proteine Gα12/Gα13 vermittelt unter anderem 

die Aktivierung der Phospholipase A2 und des Na+/H+-Austauschers. Gαs-

Proteine werden ebenfalls ubiquitär exprimiert und stellen das Bindeglied 

zwischen vielen GPCRs und der Aktivierung der Adenylylzyklase dar. Diese 

wiederum führt zu erhöhten intrazellulären Konzentrationen von cyclischem 

Adenosinmonophosphat (cAMP) (Wettschureck & Offermanns, 2005). 

Unabhängig von ihrer Einteilung verläuft die Aktivierung der G-Proteine 

schematisch jeweils gleich (siehe Abb. 1). Die inaktive Form des G-Proteins hat 

GDP in der Bindungstasche der α-Untereinheit gebunden, wodurch es zur 

Assoziation mit der βγ-Untereinheit kommt. Die Aktivierung des GPCR durch 

einen Liganden führt zur Konformationsänderung des Rezeptors, welcher 

daraufhin einen G-Proteinkomplex bindet (Hilger et al., 2018). Die Bindung an 

einen GPCR führt zu einer Konformationsänderung der α-Untereinheit des 

G-Proteins. Diese beinhaltet, dass sich der Abstand zwischen GTPase-Domäne 

und α-helikaler Domäne derart vergrößert, dass das Nukleotid nicht mehr in der 

Bindungstasche gehalten wird (Koehl et al., 2018; Van Eps et al., 2011). Es 

kommt zur Abnahme der Affinität der α-Untereinheit gegenüber GDP, woraufhin 

GDP dissoziiert und GTP aufgrund höherer intrazellulärer Konzentrationen und 

nun auch höherer Affinität zur α-Untereinheit bindet (Dror et al., 2015; Weis & 

Kobilka, 2018). Die GTP-Bindung stabilisiert die aktive Konformation der 

α-Untereinheit und somit die aktive Form des G-Proteins. Die α-Untereinheit 

dissoziiert nach Bindung von GTP sowohl vom GPCR als auch bei nun deutlich 
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verringerter Affinität gegenüber der βγ-Untereinheit von dieser weg und setzt 

somit die Effektordomäne frei (Du et al., 2019). Sowohl die α- als auch die 

βγ-Untereinheit interagieren daraufhin mit verschiedenen Effektoren (Wootten et 

al., 2018).  

G-Proteine sind somit Bindeglieder zwischen vielen verschiedenen auf der 

Zelloberfläche exprimierten Rezeptoren und ihren intrazellulären 

Effektor-Enzymen oder Ionenkanälen.  

 

Abbildung 1: Aktivierung eines G-Proteins 

Das im inaktivierten Zustand vom Rezeptor dissoziiert vorliegende G-Protein (Hilger et al., 2018) 
hat GDP gebunden (A). Nach Rezeptoraktivierung kommt es zur Bindung des G-Proteins an den 
Rezeptor (B) und daraufhin zum Austausch von GDP durch GTP (C). Das dadurch aktivierte G-
Protein dissoziiert vom Rezeptor und zerfällt in die α-Untereinheit und den βγ-Komplex, welche 
jeweils wiederum Downstream gelegene Signalwege initiieren (modifiziert nach(Weis & Kobilka, 
2018). 

 

Die G-Protein-vermittelte Änderung des Aktivitätsniveaus eines Effektor-Enzyms 

führt zu einer Veränderung der intrazellulären Botenstoff- oder 

Ionenkonzentration und schlussendlich zur Auslösung einer zellulären Antwort 

auf die initiale Ligandenbindung an den GPCR. Die durch die α- aber auch 

βγ-Untereinheit ausgelöste Initiierung von Signalkaskaden wird dann beendigt, 

wenn sich die Untereinheiten wieder zu einem Heterotrimer zusammenfinden. 

Dies tritt ein, sobald das an der α-Untereinheit gebundene GTP zu GDP 

hydrolysiert wurde (Knight et al., 2021). Dieser Vorgang wird durch die 

intrinsische GTPase-Aktivität der α-Untereinheit katalysiert (Lambert et al., 2010). 

Die GTPase-Aktivität wird durch Proteine, die GTPase aktivierend (GAP) wirken, 
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erhöht. Zur größten Subgruppe der GAP-Aktivatoren mit über 20 bekannten 

Proteinen gehören die regulators of G-protein signaling (RGS) Proteine. Wie 

bisher für Gαi, Gαs, Gαq/Gα11 und Gα12/Gα13. bewiesen, beeinflussen diese 

Proteine die Dauer der G-Protein-Aktivierung und somit auch die der 

Signaltransduktion (Kimple et al., 2011; O’Brien et al., 2019). 

 

1.4 Konditionale Gendeletion im Mausmodell 

Der Begriff der konditionalen Gendeletion bezeichnet im Gegensatz zu einer 

globalen Gendeletion, bei dem zu keiner Zeit in keiner Zelle ein bestimmtes 

Protein exprimiert wird, eine Gendeletion, die lediglich bestimmte Zellen betrifft 

oder erst ab einem bestimmten Zeitpunkt greift.  

Eine Möglichkeit der konditionalen Gendeletion besteht in der Verwendung eines 

Cre/loxP-Systems (siehe Abb. 2), das bereits seit über 40 Jahren Anwendung 

findet (Sternberg & Hamilton, 1981). Das Cyclization recombination enzyme 

(Cre) ist eine Rekombinase des Bakteriophagen P1 (Duyne, 2001). Bei 

Rekombinasen handelt es sich um Enzyme, die die Spaltung und 

Neuverknüpfung von DNA katalysieren. Sie kommen in allen Organismen vor 

und haben gemeinsam, dass sie an konservierte Erkennungsstellen binden. Dies 

sind Genomsequenzen, welche im Laufe der Evolution weitgehend unverändert 

blieben. Im Falle von Cre handelt es sich dabei um eine 34 Basenpaar-lange 

Erkennungssequenz, die den Namen loxP (locus of X-over of P1) bekommen hat. 

Sie setzt sich aus einem richtungsgebenden zentralen Element von acht 

Basenpaaren und zwei flankierenden palindromischen Sequenzen mit jeweils 13 

Basenpaaren zusammen (Gierut et al., 2014). Um eine Gendeletion zu 

ermöglichen, werden gleichgerichtete loxP-Sequenzen in diejenigen Introns 

eingebracht, welche den zu entfernenden Genabschnitt flankieren sollen. Dies 

geschieht durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen, welche 

dann wiederum in die Keimbahn eingebracht werden (Van Duyne, 2001). Eine 

Exzision des flankierten Genabschnittes findet statt, wenn die Cre-Rekombinase 

in der Zelle exprimiert wird (Andrusaite & Milling, 2020; Lukowski et al., 2005). 
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Die Wahl des Promotors, unter dessen Kontrolle die Expression der Cre-

Rekombinase steht, ermöglicht somit die beabsichtigte Gewebe- und/oder 

zeitliche Spezifität. Wird, wie in dieser Arbeit, die Cre-Rekombinase-Expression 

unter die Kontrolle des Promotors myogener Faktor 5 (Myf5) gesetzt, sollte eine 

Rekombination nur in Zellen möglich sein, die Myf5 exprimieren bzw. in denen 

der Promotor aktiviert wird. Zusätzlich kann die Cre-Rekombinase an ein 

Fusionsprotein gebunden sein, beispielsweise den humanen Östrogenrezeptor. 

Erst nach Zugabe eines Östrogenrezeptormodulators wie Tamoxifen wird in 

diesem Fall die Cre-Rekombinase von dem Fusionsprotein gelöst und kann 

anschließend in den Kern wandern und die loxP-flankierte Gensequenz 

entfernen. Dadurch wird der Zeitpunkt der Rekombination und somit die 

Gendeletion Promotor-unabhängig gesteuert (Davis et al., 2012).  

 

Abbildung 2: Generierung einer konditionalen Gendeletion mit Hilfe des Cre-LoxP-
Systems  

→ Fortsetzung siehe folgende Seite 

(A) Zur konditionalen Gendeletion mittels Cre/loxP-System werden loxP-Sequenzen, welche den 
exzidierenden Genabschnitt im Bereich des Ziel-Gens flankieren, in das Genom eingebracht. (B) 
Um eine konditionale Deletion eines Zielgens zu bekommen, müssen dann Mäuse, bei denen 
das Zielgen von loxP-Sequenzen flankiert ist, mit Mäusen, die eine Cre-Rekombinase 
exprimieren, verpaart werden. Die im Schema blau dargestellte Maus stellt die Voraussetzung für 
eine Gen-Deletion dar, da hier das loxP-flankierte Zielgen, sowie die Cre-Rekombinase exprimiert 
sind. (C) Ist der Promotor, unter dessen Kontrolle die Cre-Expression gesetzt wurde, in einer Zelle 
vorhanden, so wird die Cre-Rekombinase exprimiert (C1) und sorgt für die Rekombination durch 



Einleitung 

 
10 

 

Exzision des gesamten Teilstücks zwischen den loxP-Sequenzen (C2). Das schließlich 
vorliegende Gen enthält nun lediglich eine loxP-Sequenz und das Zielgen ist um die 
entsprechende Sequenz verkürzt (C3). Meist führt dies bei der Proteinbiosynthese zu einem 
vorzeitigen Abbruch. 

 

1.5 Glukosehomöostase 

Die Versorgung der Zellen mit Energieträgern und somit die Sicherstellung des 

Ablaufes der fortwährend intrazellulär ablaufenden, Energie konsumierenden 

Prozesse ist eine der wichtigsten Aufgaben des Organismus. Als Energieträger 

spielen Kohlenhydrate neben Fetten und Proteinen eine entscheidende Rolle.  

Fast alle mit der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydrate müssen vor einer 

weiteren Verwertung in Glukose umgewandelt werden – umgekehrt kann der 

menschliche Organismus aus Glukose beinahe jedes Monosaccharid, 

verschiedene Fettsäuren, Cholesterin, Heteroglykane und nicht-essenzielle 

proteinogene Aminosäuren synthetisieren (Löffler & Müller, 2014a). Nicht zuletzt 

spielt Glukose als energiedichtes Molekül bei der Versorgung der Organe mit 

Energie eine herausragende Rolle und ist im Falle des Gehirns obligatorischer 

Energielieferant (Dienel, 2018).  

Von Glukosehomöostase wird gesprochen, wenn sich der Blutzuckerspiegel 

unabhängig von Nahrungsaufnahme und Fastenperioden in einem Zielkorridor 

zwischen etwa vier und sechs mmol/l bewegt. Erreicht wird dies mithilfe eines 

komplexen Systems verschiedener Hormone und Neuropeptide, welche von 

Hirn, Darm, Leber-, Muskel- und Fettgewebe sowie dem Pankreas sezerniert 

werden (Röder et al., 2016). Von zentraler Bedeutung auf hormoneller Ebene ist 

die Balance zwischen Insulin- und Glukagon-Sekretion.  

 

1.5.1 Die Rolle von Insulin und Glukagon 

Befindet sich der Organismus in einer Phase der Nahrungskarenz oder 

verstärkter adrenerger Stimulation, kommt es zur Ausschüttung von Glukagon, 

einem Peptidhormon aus den α-Zellen des Pankreas (Unger & Cherrington, 
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2012). Glukagon hat seinen Hauptwirkungsort auf den Hepatozyten. Dort bindet 

das Hormon an einen GPCR, den Glukagonrezeptor, und es kommt zur 

Aktivierung sowohl eines Gαs-Proteins als auch eines Gαq-Proteins (siehe 

Abb. 3) (Jiang & Zhang, 2003). Ersteres führt zur Stimulation der 

Adenylylzyklase, somit zu einem Anstieg der intrazellulären cAMP-Konzentration 

und konsekutiv zu einer Aktivierung der Glykogenphosphorylase und damit zum 

Abbau von Glykogen. Darüber hinaus induziert ein cAMP-Anstieg die 

Gluconeogenese und hemmt die Glykogenolyse sowie die Glykogen-

Synthese(Petersen et al., 2017). Eine über die kurzfristige Blutzuckersteigerung 

hinausgehende Wirkung hat die cAMP-vermittelte Änderung der Genexpression 

(Sandoval & D'Alessio, 2015). Diese führt zu einer verstärkten Expression von 

essenziellen Proteinen für die Gluconeogenese bei simultaner Hemmung der 

Expression der Proteine der Glykolyse (Jiang & Zhang, 2003).   

Das aktivierte Gαq-Protein wiederum aktiviert die Phospholipase Cβ und führt 

somit darüber zu einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Es 

kommt zu vermehrter Calciumbindung an die Calmodulin-Untereinheit der 

Phosphorylasekinase und in Folge dessen zu einer Proteinkinase A (PKA)-

unabhängigen Aktivierung der Glykogenphosphorylase und dem Abbau von 

Glykogen zu Glukose-1-Phosphat und somit zum Start der hepatischen 

Glykogenolyse (Staiger et al., 2014a). 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Signaltransduktion durch den 
Glukagonrezeptor 
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Vermittelt durch ein Gαs-Protein führt die Bindung von Glukagon an den Glukagonrezeptor zur 
Aktivierung der Adenylylzyklase und hierüber zur Erhöhung der intrazellulären cAMP-Spiegel mit 
dadurch bedingter Aktivierung der Proteinkinase A. Das ebenfalls über den Glukagonrezeptor 
aktivierte Gαq-Protein induziert die Phospholipase C und dadurch die Erhöhung des 
intrazellulären Calciums. Beide Signalkaskaden führen so schließlich zur Erhöhung der 
Gluconeogenese bei Reduktion der Glycolyse und Glycogen-Synthese. Nur PKA-abhängig wird 
die Glycogenolyse erhöht. Abbildung modifiziert nach (Jiang & Zhang, 2003) 

 

Führt dagegen zum Beispiel die Aufnahme einer Mahlzeit zu einem Anstieg des 

Blutglukosespiegels, wird vermehrt Insulin aus den β-Zellen der 

Langerhans’schen Inseln des Pankreas ausgeschüttet. Insulin ist das potenteste 

aller bekannten anabolen Hormone. Produziert wird das aus zwei kovalent 

verbundenen Peptidketten bestehende Hormon in den β-Zellen des Pankreas 

und von dort direkt in den portalvenösen Kreislauf abgegeben. Insulin steuert die 

Speicherung und Synthese von Fetten, Proteinen und Kohlenhydraten und 

inhibiert sowohl deren Abbau als auch die Ausschüttung in den Kreislauf 

(Petersen & Shulman, 2018; Saltiel & Kahn, 2001). Der erste Schritt im Zuge 

dieser Funktionen besteht in der Regulation der Glukoseaufnahme in Fett- und 

Muskelzellen. Im Mittelpunkt steht dabei der insulinabhängige 

Glukosetransporter 4 (GLUT4) (Klip et al., 2019). In Abwesenheit von Insulin 

zirkuliert dieser langsam zwischen der Plasmamembran und intrazellulären 

vesikulären Elementen. Insulin stimuliert die Translokation der sich im 

intrazellulären Pool befindlichen GLUT4 Proteine zur Plasmamembran via 

zielgerichteter Exozytose (Chadt & Al-Hasani, 2020). Dort angekommen erfolgt 

das Andocken und die Fusion mit der Plasmamembran und konsekutiv die 

Erhöhung der Rate der aufgenommenen Glukosemoleküle der Zelle, nicht jedoch 

des einzelnen Transporters (Löffler & Müller, 2014b). Die 

Signaltransduktionswege hierfür sind komplex. Insulin bindet an den 

Insulinrezeptor, einem heterotetrameren Zelloberflächenrezeptor, bestehend aus 

zwei extrazellulären α-Untereinheiten, die Insulin binden und zwei 

transmembranären β-Untereinheiten mit Tyrosinkinase-Aktivität (Hubbard, 

2013). Der Bindung folgt die Autophosphorylierung der β-Untereinheiten und 

dadurch die Erhöhung der katalytischen Aktivität der Tyrosinkinase. Im 

Folgenden werden weitere intrazelluläre Substrate, vor allem aus der Gruppe der 
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insulin receptor substrate family (IRS), phosphoryliert und damit 

Phosphatidylinositid-3-Kinase (PI3K) -abhängige (Nürnberg & Beer-Hammer, 

2019) und -unabhängige Signalwege initiiert, die die oben beschriebene 

Translokation der GLUT4-Transporter erwirken (Haeusler et al., 2018; Saltiel, 

2021). 

In den Hepatozyten ist Insulin direkter Gegenspieler des Glukagons: Nach 

Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor kommt es zur Aktivierung von Akt und 

dadurch zur Aktivierung der Phosphodiesterase 3 B (PDE3B), welche die 

Senkung der intrazellulären cAMP-Konzentration bewirkt (Petersen et al., 2017). 

Der cAMP-Abfall deaktiviert die Glykogenphosphorylase und inhibiert darüber die 

Glykogenolyse. Zudem induziert Insulin die vermehrte Bildung von 

Fructose-2,6-Bisphosphat, welches indirekt die Glykolyse-Rate steigert und die 

Gluconeogenese hemmt. Auf Transkriptionsebene führt Insulin zur Induktion der 

Glykolyse-Enzyme Glucokinase, Phosphofructokinase 1 und Pyruvatkinase und 

zur Repression der Gluconeogenese-Enzyme Pyruvatcarboxylase, 

Phosphoenolpyruvat-Carboxylase, Fructose-1,6-Bisphosphatase und 

Glukose-6-Phosphatase (Sorriento et al., 2021; Staiger et al., 2014b).  

 

1.5.2 Die Rolle von Splanchnikusgebiet und peripheren Geweben bei 

der Blutglukoseregulation 

Der Resorption von Glukose durch den Organismus folgend kommt es zur 

Aufnahme in die konsumierenden und speichernden Gewebe. Circa ein Drittel 

wird dabei über die Leber aufgenommen (Winnick et al., 2009), ein weiteres 

Drittel über das Insulin-sensitive Fett- und Muskelgewebe und schließlich ca. ein 

Drittel von den nicht Insulin-sensitiven und somit obligat Glukose 

verstoffwechselnden Geweben. Unter letzteren sind insbesondere das zentrale 

Nervensystem und die Zellen des Blutkreislaufs zu sehen (Kowalski & Bruce, 

2014; Moore et al., 2012).  

Das Lebergewebe zeichnet sich in seiner Rolle dahingehend aus, dass es nicht 

nur Glukose aufnehmen und verstoffwechseln, sondern ebenfalls wieder in den 
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Kreislauf abgeben kann (Hargreaves & Spriet, 2020). So wird im Fastenstatus 

der Blutglukosespiegel durch die Sekretion von Glukose, gewonnen durch 

Glykogenolyse oder Gluconeogenese, von der Leber in den Blutkreislauf 

bestimmt (Chadt & Al-Hasani, 2020). Lediglich die Niere und das Intestinum sind 

neben der Leber noch zur Gluconeogenese fähig aber nutzen dies in weitaus 

geringerem Umfang (Mutel et al., 2011; Vallon, 2020). Die Glukoseausschüttung 

von Hepatozyten wird durch Glukagon gesteuert (siehe Kapitel 1.5.1) und ist im 

Fall von pathologisch herabgesetzter Insulinsensitivität der peripheren Gewebe 

heraufgesetzt (Rossi et al., 2018; Unger & Cherrington, 2012). Mögliche Ursache 

ist dabei die erhöhte Glukagonkonzentration im Blut sowie verzögerte 

Glukagonsekretionshemmung nach Glukoseaufnahme in Individuen mit 

eingeschränkter Insulinsensitivität  (Færch et al., 2016).  

Die peripheren Insulin-sensitiven Geweben bilden das Fett- und Muskelgewebe. 

Auch hier ist noch einmal eine Abstufung der Glukoseaufnahmekapazität 

vorzunehmen: lediglich 5 % der oral aufgenommenen Glukose wird von 

Adipozyten aufgenommen. Skelettmuskeln können hingegen ein Fünftel der 

gastrointestinal resorbierten Menge aufnehmen und entweder in Form von 

Glykogen speichern oder aber umgehend verstoffwechseln (Baron et al., 1988). 

Die Bedeutung von Adipozyten geht allerdings über die akute Aufnahmefähigkeit 

von Glukose hinaus. In seiner Funktion als endokrines Gewebe sezerniert 

Fettgewebe sowohl Proteine, welche den Blutglukosespiegel senken, als auch 

solche, die ihn steigern können (siehe Abb. 4) (Scheja & Heeren, 2019).  
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Das bekannteste blutzuckersenkende Hormon ist Leptin. Es steigert die 

Insulinsensitivität von Leber- und Muskelgewebe. Erklärbar ist dieser Effekt 

teilweise durch die Leptin-induzierte Reduktion intrazellulärer 

Lipidkonzentrationen, vermittelt über direkte Aktivierung der AMP-aktivierten 

Protein-Kinase (AMPK). Hauptsächlich sind aber indirekte Effekte, welche 

zentralnervös vermittelt sind, Grundlage der Leptin-Wirkung (Friedman, 2019; 

Minokoshi et al., 2002). 

Ebenfalls über Aktivierung der AMP-abhängigen Kinase wirkt Adiponektin in der 

Leber und im Skelettmuskel Insulin-sensibilisierend. Derart sensibilisierend wirkt 

auch Omentin, während Visfatin direkt über Bindung und konsekutive Aktivierung 

am Insulinrezeptor blutzuckersenkende Wirkung zeigt (Funcke & Scherer, 2019).  

Die hyperglykämisch wirkendenden Proteine, welche von Adipozyten sezerniert 

werden, verstärken die Insulinresistenz (Rosen & Spiegelman, 2006). 

Die Mechanismen, über die eine blutzuckersenkende oder -erhöhende Wirkung 

durch die jeweiligen Botenstoffe verursacht wird, sind mittlerweile gut erforscht 

Abbildung 4: Von Adipozyten sezernierte Hormone mit Effekt auf die Glukosehomöostase 

Adipozyten beeinflussen durch die Sekretion von endokrinen und nicht-endokrinen Proteinen den 
Blutzuckerspiegel. Während Resistin, Retinol binding protein (RBP) 4, TNFα, Interleukin 6 und 
andere Zytokine einen hyperglykämischen Effekt haben, zeigen Leptin, Adiponectin, Omentin 
und Visfatin entgegengesetzte Wirkungen .(Funcke & Scherer, 2019; Rosen & Spiegelman, 
2006). 
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(Nicholson et al., 2018; Scheja & Heeren, 2019). Dies trifft allerdings noch nicht 

für alle Signalwege zu, die zur Ausschüttung eben dieser Botenstoffe führen. 

Zwar sind die Signalwege, welche zu einer Ausschüttung von IL-6, TNFα und 

anderen hyperglykäm-wirkenden Zytokinen führen, vor dem Hintergrund des 

inflammatorischen Status, welchen Adipositas darstellt, gut erklärbar. Die 

Signalwege, welche die Sekretion Blutzuckerspiegel-senkend wirkender Proteine 

aus den Adipozyten verursachen, entziehen sich allerdings noch weitestgehend 

der wissenschaftlichen Kenntnis (Recinella et al., 2020).  

 

1.5.3 Diabetes mellitus als Ausdruck einer pathologischen Glukose-

homöostase 

Eine Störung der Glukosehomöostase manifestiert sich in den meisten Fällen in 

Form des Diabetes mellitus als Folge relativen oder absoluten Insulinmangels. 

Ein absoluter Insulinmangel als Kernelement des Diabetes Typ I tritt ein, wenn 

die β-Zellen des Pankreas nicht in der Lage sind, physiologische 

Insulinkonzentrationen aufrechtzuerhalten oder mutierte, dysfunktionale 

Insulinpeptide bilden. Dem voraus geht zumeist eine autoimmun-vermittelte 

Destruktion der β-Zellen (Skyler et al., 2017). Insulinresistenz hingegen 

beschreibt die Unzulänglichkeit des Organismus, trotz Vorliegen physiologischer 

Insulinkonzentrationen ausreichende metabolische Reaktionen zu generieren, 

um den Blutzucker in physiologischen Konzentrationen zu halten (Samuel & 

Shulman, 2016). Ist der Organismus nicht in der Lage, die Insulinresistenz durch 

erhöhte Insulinproduktion und -sekretion der β-Zellen des Pankreas zu 

kompensieren, liegt ein relativer Insulinmangel vor. Insulinresistenz und relativer 

Insulinmangel sind die hauptsächlichen Merkmale des Diabetes mellitus Typ 2 

(Leahy, 2005; Roden & Shulman, 2019) und wird nur in den seltensten Fällen 

durch Rezeptordefekte verursacht. Zumeist ist die Ursache auf 

Postrezeptorebenen zu finden (Yaribeygi et al., 2019).  

Eine Ursache der Insulinresistenz ist eine erhöhte Plasmakonzentration nicht-

veresterter Fettsäuren. Sie hat zumeist in einer viszeralen Adipositas ihren 
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Ursprung, da viszerale Adipozyten aufgrund ihrer hohen β2- und nur geringen 

α2-adrenergen Rezeptordichte besonders anfällig für die katecholaminvermittelte 

Lipolyse sind. Nicht veresterte Fettsäuren vermindern die Glukoseaufnahme in 

die Skelettmuskulatur und erhöhen die hepatische Glukosefreisetzung. Sie 

wirken zudem lipotoxisch und destruierend auf die β-Zellen des Pankreas 

(Savage et al., 2007). Kann der Organismus zunächst noch über eine Steigerung 

der im Blut befindlichen Insulinkonzentration die Insulinresistenz kompensieren, 

kommt es im Verlauf zu einer Erschöpfung der β-Zellen (Ohn et al., 2016). Als 

Folge kommt es zu Hyperglykämie und durch den glukoseinduzierten 

metabolischen Stress (Glukotoxizität) zu einer Abnahme der Insulinproduktion 

(Löffler & Müller, 2014b) mit schließlich vollständiger Ausprägung eines Diabetes. 

Die hier ausgeführte Genese der Insulinresistenz in der erhöhten 

Plasmakonzentration nicht veresterter Fettsäuren ist exemplarisch für das 

Zusammenspiel von Übergewicht bzw. Adipositas, definiert durch ein body mass 

index von >25kg/m2 bzw. >30kg/m2 und der Entwicklung von Diabetes mellitus 

Typ 2. Ca. 85 % aller Diabetiker sind übergewichtig (Chait & den Hartigh, 2020) 

und auch wenn die Pathogenese von Diabetes mellitus Typ 2 komplex ist 

(Yaribeygi et al., 2019), besteht doch kein Zweifel, dass Übergewicht 

Insulinresistenz induziert und somit auch Diabetes (Bjerregaard et al., 2018; 

Kleinert et al., 2018). Insulinresistenz sowie Fettleibigkeit sind zudem neben 

Hypertension und Dyslipidämie charakterisierend für das metabolische Syndrom 

(Saklayen, 2018), einem multiplexen Risikofaktor für atherosklerotische 

Gefäßerkrankungen und der Entwicklung von Diabetes mellitus Typ 2. Bei 

Vorliegen eines metabolischen Syndroms ist das Risiko, einen Schlaganfall zu 

erleiden, verdoppelt (Grundy, 2016) und das Risiko für kardiovaskuläre 

Krankheiten um den Faktor 2,6 gegenüber metabolisch gesunden Patienten 

erhöht (Mongraw-Chaffin et al., 2018). Gegenüber metabolisch gesunden, 

normalgewichtigen Patienten ist das Risiko eines übergewichtigen Menschen mit 

metabolischem Syndrom Diabetes zu entwickeln um den Faktor 7 erhöht (Ärnlöv 

et al., 2010).  
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1.6 Skelettmuskelhomöostase 

Der Skelettmuskel ist ein spezialisiertes Gewebe, welches bis zu 50 % der 

menschlichen Körpermasse ausmacht (Sartori et al., 2021). Er ist für die 

Ausführung essenzieller Aufgaben wie Atmung, Fortbewegung und die 

Aufrechterhaltung des Metabolismus von Nöten (Baskin et al., 2015). Die für die 

Kontraktion des Skelettmuskels verantwortliche zelluläre Einheit ist die 

Muskelfaser. Es handelt sich dabei um lange, vielkernige Zellelemente, die durch 

Fusion einkerniger Zellen (Myoblasten) aus mesenchymalen 

Muskelprogenitorzellen entstanden sind (Kim et al., 2018). Diese lediglich 

während der embryonalen Entwicklung mitotisch aktiven Zellen fusionieren, 

sobald sie reif sind, und bilden Myotuben mit zentral gelegenen Zellkernen sowie 

im weiteren Verlauf Muskelfasern mit exzentrisch gelegenen Zellkernen aus 

(Mukund & Subramaniam, 2020). Reife Myoblasten sind nicht mehr teilungsfähig. 

Werden zusätzliche Myoblasten beziehungsweise Myonuclei benötigt, entstehen 

diese aus den teilungsfähigen Satellitenzellen, dem Stammzellvorrat des 

Skelettmuskels, und fusionieren im Anschluss mit der Muskelfaser (Asan, 2015). 

Der Begriff der Skelettmuskelhomöostase beschreibt die Balance zwischen 

Muskel- und damit vor allem Protein- sowie Zellkernabbau und -aufbau. Sie 

gewährleistet, dass der Muskel seiner physiologischen Rolle gerecht werden 

kann. Ein Zuwachs an Muskelmasse und Muskelfasergröße findet in der 

Entwicklung, nach mechanischer Überlastung oder anaboler hormoneller 

Stimulation, zum Beispiel durch Testosteron oder β2-adrenerge Agonisten statt. 

Eine Abnahme der Muskelmasse und Muskelfasergröße wird durch den 

Alterungsprozess, Hunger, Tumorleiden, Diabetes, Immobilisation, Denervierung 

des Muskels oder kataboler hormoneller Stimulation, wie zum Beispiel durch 

Kortikosteroide, verursacht (Schiaffino et al., 2013). Je nachdem welcher 

Skelettmuskeltyp vorliegt, fällt die Reaktion auf diese Reize stärker oder 

schwächer aus. Auf molekularer Ebene von herausragender Bedeutung für die 

Skelettmuskelhomöostase sind zwei Signalwege: Der Insulin-like growth factor 

(IGF1)-PI3K-Akt/PKB-mammalian target of rapamycin (mTOR)-Weg als positiver 



Einleitung 

 
19 

 

Regulator für Muskelwachstum (Sartori et al., 2021; Schiaffino & Mammucari, 

2011) und der Myostatin-Smad3-Weg als negativer und somit Muskelatrophie-

induzierender Regulator. Der hauptsächliche Effekt von mTOR ist die Induktion 

der Translation von factor-4E-binding-protein (4EBP1) und S6-Kinase (Liu & 

Sabatini, 2020). Zudem wird die Glykogensynthase-Kinase 3β (GSK3β) inhibiert, 

welche im aktiven Zustand den für eine Fusion von Myoblasten mit Myotuben 

benötigten Nuclear factor of activated T-cells (NFAT) inhibiert. Die 5’AMP-Kinase 

(AMPK) agiert als Gegenspieler zu mTOR. Sie fungiert als Sensor für die 

zelluläre Energiehomöostase und führt im Falle einer Energiedeprivation der 

Muskelzelle durch Hypoxie, osmotischen Stress oder andauernder Kontraktion 

zur Phosphorylierung von mTOR und damit Inhibierung der 

wachstumsstimulierenden Effekte (Glass, 2003; Herzig & Shaw, 2018).  

1.7 Die Funktion von Gi-Proteinen bei der Blutzucker-

regulierung und in Skelettmuskelzellen 

G-Proteine der Familie Gαi sind im Organismus ubiquitär zu finden. Es lassen 

sich drei Isoformen, namentlich Gαi1, Gαi2 und Gαi3, unterscheiden. Sie zeigen 

weitreichende Sequenzhomologie und neben Isoform-spezifischen Funktionen 

auch Funktionsüberlappungen (Keller et al., 2015; Leiss et al., 2014; Wiege et 

al., 2013). Die Gene GNAI1, GNAI2 und GNAI3 kodieren für diese Proteine 

(Wettschureck & Offermanns, 2005). Im Skelettmuskel ist Gαi2 von großer 

Bedeutung. Es begünstigt durch Inhibierung der GSK3β sowohl die 

Skelettmuskelhypertrophie als auch durch den Wegfall des inhibierenden 

Einflusses von GSK3β die Skelettmuskeldifferenzierung durch Aktivierung des 

pro-Differenzierung-steuernden Transkriptionsfaktors NFAT (siehe Abb. 5). 

Vermittelt wird dies über die Aktivierung der Proteinkinase C (Minetti et al., 2014).  
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Abbildung 5: Intrazelluläre Signalkaskaden im Skelettmuskel nach Gαi2-gekoppelter 
Rezeptoraktivierung  

Eine Aktivierung vom 2-Adrenorezeptor (2-AR) eines Gαi2-gekoppelten Rezeptors führt über 

die Proteinkinase C-vermittelte Hemmung der Glykogensynthasekinase 3β und Aktivierung des 
Akt-mTOR-Signalweges zu einer Hypertrophie der Muskelzelle und Differenzierung von 
Satellitenzellen. Über die Hemmung von HDAC wird zudem die TNFα-Rezeptor-vermittelte 
Muskelzellatrophie herabgesetzt (Minetti et al., 2011; Rodrigues et al., 2019). 

 

Neben der Induktion der Proteinsynthesesteigerung ist Gαi2 für eine 

Verbesserung der Regeneration und Satellitenzelldifferenzierung, hauptsächlich 

vermittelt über NFAT verantwortlich (van der Velden et al., 2008). Die 

Proteinkinase C-unabhängige Inhibierung von HDAC4 verhindert zudem einen 

Anstieg von Myogenin und dessen Downstream-Effektor E3-Ubiquitinligase 

Muscle-Ring Finger (MuRF) 3, einem Atrophie-induzierendem Enzym (Minetti et 

al., 2011). Gαi2-defiziente Mäuse zeigen dementsprechend eine reduzierte lean-

body-mass und Muskelgröße bei fehlenden Anzeichen für Immunzellinfiltration, 

Zelldegeneration oder Fibrose. Gαi2-defiziente Satellitenzellen haben eine 

eingeschränkte Proliferation, Differenzierung und Fusion. In vivo stellte sich eine 

Verminderung der Regenerationsfähigkeit von Muskeln nach Cardiotoxin-
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induzierter Verletzung dar (Minetti et al., 2014).GPCRs sind nicht nur in der 

Muskelhomöostase von großer Bedeutung. Wie bereits in Kapitel 1.5.1 dargelegt, 

mediieren sowohl Gi- als auch Gs- und Gq-gekoppelte Rezeptoren als Reaktion 

auf Hormone wie Insulin, Glukagon und diverse Inkretine den Blutzuckerspiegel 

(Jiang & Zhang, 2003; Riddy et al., 2018; Wess, 2021). Im Verlauf der Evolution 

entwickelten sich zudem zunehmend GPCRs, die nach der Bindung endogener 

Metaboliten als Ligand intrazelluläre Signalkaskaden als Reaktion auf den 

metabolischen Status des Organismus auf den Weg bringen können (Strassheim 

et al., 2021; Tan et al., 2017; Tonack et al., 2013).  

Annahmen bezüglich der Funktion von Gi-Proteinen wurden häufig auf der 

Grundlage von Studien, in denen die Aktivierung von Gαi-Proteinen durch die 

Applikation von Pertussistoxin (PTX) verhindert wurde, getroffen. PTX ist ein 

Toxin des Bakteriums Bordetella pertussis und katalysiert die ADP-Ribosilierung 

eines Cystein-Restes der α-Untereinheit von G-Proteinen der Familie Gi/o. Durch 

vermutlich sterische Veränderungen wird dadurch die Interaktion der Gαi – 

Untereinheit mit dem GPCR verhindert (Campbell & Smrcka, 2018). PTX-

basierte Untersuchungen legten nahe, dass im Pankreas exprimierte Gi-Proteine 

die Insulinsekretion inhibieren. Sowohl in vivo als auch in vitro zeigte sich nach 

PTX-Behandlung von β-Zellen eine erhöhte Insulinausschüttung. Somit musste 

bei PTX-induzierter Erhöhung der Insulinausschüttung von einer durch G-

Proteine der Familie Gi/o vermittelten Inhibition der Insulinsekretion ausgegangen 

werden (Robertson et al., 1991). Es zeigte sich jedoch, dass für diesen Effekt nur 

Gαo2, nicht aber Gαo1 oder eines der drei Gi-Proteine verantwortlich gemacht 

werden kann (Wang et al., 2011). Konträr zu früheren Annahmen trägt Gαi2 durch 

die Regulierung L-Ornithin- und L-Arginin-induzierter Insulinsekretion sogar zu 

erhöhter Insulinausschüttung bei. Sowohl eine β-Zellen-spezifische als auch eine 

globale Gαi2-Defizienz führen im Glukosetoleranztest in vivo zu niedrigeren 

Plasmainsulinspiegeln als sie beim Wildtyp zu beobachten sind. In vitro lässt sich 

dieser Effekt replizieren, wenn es zur Ko-Stimulation der Zellen mit Glukose und 

L-Arginin beziehungsweise L-Ornithin kommt. Reine Glukosestimulation führt zu 

keinen signifikanten Unterschieden. Interessanterweise zeigt sich bei globaler 
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Gαi2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp eine ebenbürtige Glukosetoleranz trotz 

reduzierter Plasmainsulinspiegel, was Hinweis auf eine verbesserte periphere 

Insulinsensitivität sein könnte (Leiss et al., 2014). Ob diese allerdings lediglich in 

dem ebenfalls bei globale Gαi2-Defizienz zu verzeichnendem geringerem 

Körpergewicht (Leiss et al., 2014; Wang et al., 2011) ihre Ursache findet oder in 

aktuell noch nicht bekannten metabolischen Funktionen von Gαi2 ist noch nicht 

geklärt.  
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1.8 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 

Die Aufrechterhaltung der Glukosehomöostase ist von vitaler Bedeutung für den 

Organismus. Um den Blutzucker im physiologischen Zielkorridor von vier bis 

sechs mmol/l zu halten ist dabei ein ständiger Informationsaustausch zu dem 

extrazellulären Energiestatus und zu den Blutzucker-regulierenden Geweben wie 

Pankreas, Leber und Skelettmuskel notwendig.  

G-Proteine sind an vielen Stellen essenzieller Bestandteil dieser Signalkaskaden. 

Die aus einer α-Untereinheit und einem βγ-Komplex bestehenden funktionellen 

Dimere werden anhand ihrer α-Untereinheit charakterisiert. Mit Gαi2 soll in dieser 

Arbeit ein inhibitorisches und ubiquitär im Organismus exprimiertes G-Protein 

näher beleuchtet werden. Charakterisierungen einer globalen Gαi2-Defizienz in 

Mäusen konnten neben vielen anderen Funktionen dieses Proteins auch zeigen, 

dass ein Fehlen von Gαi2 zwar keinen Einfluss auf den Blutzuckerspiegel hat, 

jedoch eine deutliche Reduktion der Insulinspiegel bewirkt, sodass eine 

verbesserte periphere Insulinsensitivität angenommen werden kann (Leiss et al., 

2014). Der Ursprung dessen ist bislang ungeklärt. Möglich erscheint zum einen 

die Verortung der Ursache im reduzierten Körpergewicht bei globaler Defizienz 

von Gαi2, dessen Genese allerdings auch noch nicht eruiert wurde. Zum anderen 

können aber auch in den weiteren an der Glukosehomöostase beteiligten 

Geweben, sprich Leber, Skelettmuskel- oder Fettgewebe, Gründe für die 

verbesserte Insulinsensitivität zu finden sein. Dass Gαi2 für die Regulierung der 

Skelettmuskelmasse und -regeneration Bedeutung hat, konnte bereits gezeigt 

werden (Minetti et al., 2011), ohne jedoch die Auswirkungen einer 

muskelspezifischen Deaktivierung auf die Glukosetoleranz oder den 

Plasmainsulinspiegel zu untersuchen. 

Mit der Zielstellung einer skelettmuskelspezifischen Gαi2-Ablation wurde daher 

im Rahmen dieser Arbeit erstmalig der Phänotyp einer Myf5-Cre-mediierten 

Gnai2-Deletion (Gi2
SKM-KO) bestimmt. Um die Konsequenzen der Gendeletion 

für die Skelettmuskelhomöostase zu untersuchen, wurde zu dezidierten 

Alterspunkten die Morphologie und Masse bestimmter Muskeln untersucht. Zum 
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Zwecke der Charakterisierung möglicher Auswirkungen auf die 

Glukosehomöostase wuden in vivo Glukose- und Insulintoleranztests im Alter 

von acht beziehungsweise zehn und nochmals im Alter von 20 beziehungsweise 

22 Wochen durchgeführt. Zudem erfolgte die Bestimmung des Insulinspiegels im 

Rahmen des Glukosetoleranztests. Darüber hinaus wurde der Gewichtsverlaufes 

bis zum Alter von 52 Wochen erfasst. Parallel zu den Untersuchungen der 

Auswirkung der konditionalen Gendeletion auf den Phänotyp wurden 

Expressions- und Rekombinationsanalysen durchgeführt, um die beabsichtigte 

Skelettmuskelspezifität der Myf-5 Cre mediierten Gendeletion zu überprüfen.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Zur Durchführung der in dieser Arbeit dargelegten Versuche kamen 

verschiedene Einwegmaterialien wie beispielsweise Pipettenspitzen, 

Kryoröhrchen oder Reaktionsgefäße zur Verwendung. Bezogen wurden diese 

von den Firmen Becton-Dickinson GmbH (Heidelberg), Eppendorf AG (Hamburg) 

oder Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen). Für die Puffer wurden 

ausschließlich Chemikalien in höchster Reinheit (pro Analyse) genutzt. Diese 

wurden von den Herstellern Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Merck KGaA 

(Darmstadt) oder Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) erworben. 

2.2 Methoden 

2.2.1 Transgene Mauslinie 

Die zur Untersuchung der Fragestellung dieser Arbeit verwendeten Mäuse 

wurden auf einen C57BL6/N Hintergrund in der Tierversuchsanlange der 

Medizinischen Fakultät der Eberhard-Karls-Universität Tübingen mittels 

Inzuchtverpaarung gezüchtet. Die Haltung erfolgte im spezifisch-pathogen-freien 

Bereich der Anlage. Bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden bestand für 

die Tiere freier Zugang zu Trockenfutter und Wasser.  

Zu den experimentellen Versuchen herangezogen wurden ausschließlich 

männliche Tiere. Die hier vorgestellten Daten beziehen sich dementsprechend 

ebenfalls nur auf männliche Mäuse. 

Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden durch das Regierungspräsidium 

Tübingen genehmigt (AZ 07.01.2014; Genehmigung: PH1/11).  
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2.2.2 Gewebespezifische Gαi2-defiziente Mäuse 

2.2.2.1 Gefloxte Gαi2-Linie 

Gnai2 wird auf dem Chromosom 9 der Maus exprimiert. Tiere, die vor Exon 2 und 

nach Exon 4 dieses Chromosoms eine loxP-Erkennungssequenz tragen, wurden 

bereits beschrieben (Wiege et al; 2013). Die gefloxte Gαi2-Linie wurde uns 

freundlicherweise von Prof. Lutz Birnbaumer (National Institute of Environmental 

Health Sciences, Research Triangle Park, North Carolina, USA) zur Verfügung 

gestellt. Zur Generierung des skelettmuskelspezifischen Verlusts von Gnai2 

wurden gefloxte Gαi2-Mäuse mit heterozygoten transgenen Myf5-Cre Mäusen 

verpaart. Die Heterozygotie soll dabei verhindern, dass kein alleinig durch die 

Präsenz des Cre-exprimierenden Transgens im Genom bedingter Phänotyp 

entsteht. Da das Transgen zufällig im Genom integriert ist, kann die 

Beeinflussung der Expression endogener Mausgene nicht ausgeschlossen 

werden und würde bei homozygoten transgenen Tieren eventuell phänotypische 

Konsequenzen haben. Im Falle eines heterozygot transgenen Tieres soll die 

Präsenz des Wildtyp-Alleles die unbeeinträchtigte Expression aller Gene 

ermöglichen und somit die unerwünschten Nebeneffekte der Transgen-Insertion 

verhindern (Becher et al., 2018; Laboulaye et al., 2018; Schmidt-Supprian & 

Rajewsky, 2007). 

2.2.2.2 Myf5-Cre-transgene Mäuse 

Bei den in dieser Arbeit verwendeten transgenen Tieren wird die Cre-

Rekombinase unter der Kontrolle des myogenen Faktors 5 (Myf5) exprimiert. 

Myf5 bildet zusammen mit MyoD, myogenin und MRF4 die Proteinfamilie der 

myogenen regulatorischen Faktoren (MRF), gilt als skelettmuskelspezifisch und 

konnte bisher weder in glatten Muskelzellen noch in Herzmuskelzellen 

nachgewiesen werden (Graves & Yablonka–Reuveni, 2000). Die Generierung 

einer Myf5-Cre-Mauslinie wurde bereits im Vorfeld dieser Arbeit beschrieben 

(Haldar et al., 2007). Myf5 ist essenziell für die Entwicklung der Skelettmuskulatur 

(Minetti et al; 2014). Daher kommt es bereits während der Embryogenese zur 

Expression der Cre-Rekombinase in Skelettmuskelvorläuferzellen und damit zur 
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Rekombination und der konsekutiven Deletion von Exon 2, 3 und 4 im Gnai2-

Gen. Versuchstiere des Genotyps Gnai2fl/fl; Myf5-Cre+/tg sollten somit eine 

skelettmuskelspezifische Deletion des Gnai2-Gens aufweisen und werden fortan 

mit Gi2
SKM-KO bezeichnet. Die ebenfalls aus der Verpaarung gefloxter Gαi2-

Mäuse mit heterozygoten Myf5-Cre-transgenen Mäusen resultierenden Mäuse 

des Genotyps Gnai2fl/fl wurden als Geschwisterkontrollen verwendet. Tiere 

dieses Genotyps werden fortan mit Gi2
fl/fl bezeichnet.  

Bereits aus der Generierung anderer gewebsspezifischer Cre-transgener Mäuse 

mit zunächst als gewebsspezifisch vermuteten Promotoren ist bekannt, dass eine 

mittels Cre/loxP-System generierte Gendeletion bezüglich der 

gewebsspezifischen Rekombination eine teilweise nur unzureichende Spezifität 

und Effektivität aufweisen kann (Andrusaite & Milling, 2020; Lee et al., 2013). 

Eine sorgfältige Genotypisierung ist somit essentielle Grundlage zur Rückführung 

beobachteter Phänotypen auf den als gewebespezifisch postulierten Genotyp 

(Becher et al., 2018).  

 

2.2.3 Genotypisierung 

DNS-Lysepuffer  

500 mM KCl 

100 mM Tris/HCl pH 8,3 

1 % (v/v) Tween 20 

1 % (v/v) Triton X-100 

500 μg/ml Proteinase K  

Die Genotypisierung erfolgte an Gewebebiopsien des Ohrs, die bei der 

Markierung der Maus oder vom Schwanzende, die bei den Glukose- und 

Insulintoleranztestungen anfielen. Das Gewebe wurde hierfür mit 50 µl des DNS-

Lysepuffers bei 55°C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag folgte die 

Inaktivierung der Proteinase K durch 15-minütige Inkubation bei 95°C. Durch die 
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Proteinase K, eine Serinprotease, werden Zellproteine zersetzt und die DNS 

freigelegt. Die anschließende einminütige Zentrifugation bei 13 000 x g diente 

dem Absetzten verbliebener Gewebereste und ermöglichte dann das Abnehmen 

eines klaren Überstands mit DNS-Gehalt. Das Probenmaterial wurde bei -20 °C 

gelagert. 

 

2.2.4 Rekombinationsanalyse 

2.2.4.1 Gewebeentnahme 

Für die Rekombinationsanalysen wurden Gewebeproben entnommen. Hierfür 

wurden die Tiere mit CO2 betäubt und anschließend durch cervikale Dislokation 

geopfert. Für den Nachweis der gewebespezifischen Deletion wurden 

verschiedene Organe entnommen. Neben den Muskeln von Ober- und 

Unterschenkel, genauer den Musculi quadriceps femoris, gastrocnemius, soleus, 

plantaris, tibialis anterior, extensor digitorum longus waren dies die Musculi 

triceps brachii, biceps brachii und pectoralis. Nach Eröffnung des Perikards 

wurde das Herz entnommen, anschließend das Peritoneum eröffnet und Leber, 

Niere und Milz herauspräpariert. Sämtliche Muskeln und Organe wurden sofort 

im Anschluss an die Entnahme gewogen und zur Rekombinationsanalyse 

verwendet.  

2.2.4.2 DNS-Extraktion 

Um aus den entnommenen Geweben DNS zu extrahieren, wurde das Isolate II 

Genomic DNS-Kit von Meridian Bioscience (Cincinnati, USA) verwendet. Das 

Prinzip des Kits besteht darin, das Gewebe zunächst mittels Proteinase K in 

Gegenwart chaotroper Salze zu lysieren. Im Anschluss wird das Lysat in Ethanol 

durch eine Silikat-Membran zentrifugiert. An diese Silikat-Membran bindet die 

DNS. Durch Waschschritte werden nun Verunreinigungen wie Salze, Metabolite 

und zelluläre Komponenten entfernt um abschließend die DNS in einen 

Elutionspuffer zu fällen. In dieser Form kann die DNS dann analysiert werden. 
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Bis zur Durchführung der PCR (siehe nachfolgendes Kapitel) wurde die DNS bei 

-20 °C gelagert. 

2.2.4.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die PCR (polymerase chain reaction) dient der Amplifizierung einer bestimmten 

DNS-Sequenz, zum Beispiel eines bestimmten Gens oder Exons aus einer 

Mischung von DNS-Sequenzen. Benötigt zur Durchführung der PCR werden 

neben der DNS Oligonukleotide von 18 bis 25 Basenpaaren Länge. Diese als 

Primer fungierenden Oligonukleotide entscheiden darüber, welcher Genabschnitt 

amplifiziert wird, da sie spezifisch an flankierende Basensequenzen in 5‘→3‘ 

(Vorwärts-Primer) - oder 3‘→5‘-Richtung (Rückwärts-Primer) dieses Abschnittes 

binden. Die Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) dATP, dCTP, dGTP und 

dTTP sowie eine hitzestabile DNS-Polymerase werden hinzugegeben. Das 

Prinzip der PCR besteht darin, dass DNS denaturiert wird, sich anschließend 

Primer an die ihnen komplementären Basensequenzen anlagern und es dann 

mittels Polymerase und der dNTPs zur Elongation des DNS-Stranges, sowohl 

vom 5‘ als auch vom 3‘ Ende des DNS-Stranges aus, kommt. Wird dieser Zyklus 

nun oft wiederholt, kommt es zu einem exponentiellen Anstieg der DNS-Menge 

des amplifizierten Genabschnittes. Durch die Vervielfachung der DNS-Menge 

erhöht sich die Sensitivität der nachfolgenden Verfahren, die das Ziel haben, die 

DNS nachzuweisen. 

Für die PCR der aus dem Gewebe gewonnenen DNS wurde unter Verwendung 

des TopTaq-Mastermix Kit (Qiagen GmbH, Deutschland), welches die DNS-

Polymerase und Desoxyribonukleosidtriphosphate enthielt, folgender Ansatz 

hergestellt: 

 

Substanz Stock Menge 

Master Mix 2x 12,5 µl 

Primer Gi2LoxR 10 µl 1 µl 

Primer Gi2LoxF2neu 10 µl 1 µl 
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H2O bidest  10,5 µl 

DNS  1 µl 

 

Nun wurde folgender Zyklus im Eppendorf PCR-Thermoblock (Mastercycler 

gradient, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) durchlaufen: 

 

Vorgang Temperatur Dauer Wiederholungen 

Initiale Denaturierung 94 °C 15 min 

34-mal 

Denaturierung 94 °C 3 min 

Primeranlagerung 64 °C 1 min 30s 

Elongation 72 °C 2 min 

Finale Elongation 72 °C 10 min 

Ende 4 °C ∞ 

 

Bei 94°C denaturiert die DNS und liegt dann als Einzelstrang aufgetrennt vor. Bei 

64°C binden die Primer an die ihnen komplementäre DNS-Sequenz. Bei 72 °C 

erfolgt die Elongation, das heißt, zu jedem Einzelstrang wird ein 

Komplementärstrang durch das Anheften von Nukleotiden durch die Polymerase 

synthetisiert.  

Nach selbem Prinzip aber leicht veränderten Protokollen erfolgte die 

Genotypisierung. Für die Gαi2-flox PCR wurde das TopTaq-Mastermix Kit 

(Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) mit folgendem Ansatz verwendet:  

Substanz Stock Menge 

Master Mix 2x 12,5 µl 

Primer Gi2LoxR 10 µM 0,5 µl 

Primer Gi2LoxF 10 µM 0,5 µl 

H2O bidest  10,5 µl 

DNS  1 µl 
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Durchgeführt wurde die PCR nach folgendem Protokoll im Eppendorf PCR-

Thermoblock (Mastercycler gradient, Eppendorf AG): 

Vorgang Temperatur Dauer Wiederholungen 

Initiale Denaturierung 94 °C 3 min 

34-mal 

Denaturierung 94 °C 30 s 

Primeranlagerung 60 °C 30 s 

Elongation 72 °C 1 min 

Finale Elongation 72 °C 10 min 

Ende 4 °C ∞ 

 

Die PCR zum Nachweis der Myf5-Cre Expression wurde unter Verwendung des 

TopTaq-Mastermix Kits (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) nach folgendem 

Ansatz vorbereitet:  

 

Substanz Stock Menge 

Master Mix 2x 12,5 µl 

Primer myfor 20 µM 0,75 µl 

Primer myrev 20 µM 0,75 µl 

Primer mymut 20 µM 0,75 µl 

H2O bidest  9,25 µl 

DNS  1 µl 

 

Durchgeführt wurde die PCR nach folgendem Protokoll im Eppendorf PCR-

Thermoblock (Mastercycler gradient, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland): 

 

Vorgang Temperatur Dauer Wiederholungen 

Initiale Denaturierung 94 °C 3 min 35-mal 
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Denaturierung 94 °C 30 s 

Primeranlagerung 68 °C 1 s 

Elongation 72 °C 1 min 

Finale Elongation 72 °C 2 min 

Ende 10 °C ∞ 

 

2.2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese und QIAxcel System 

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren, bei dem die negativ geladenen 

Nukleosinsäurestränge der Größe nach aufgetrennt werden. Die Auftrennung 

erfolgt dadurch, dass bei angelegter Spannung die negativ geladenen DNS-

Fragmente umso schneller durch die Poren des Agarosemolekülgitters dem Plus-

Pol entgegenwandern, je kleiner sie sind.  

Zur Herstellung des Gels wurden 0,8 % Agarose in 1 x TAE-Puffer durch 

Aufkochen gelöst.  

1 x TAE-Puffer  

40 mM Tris/HCl pH 8,4  

20 mM Essigsäure 

1 mM EDTA  

Anschließend wurden 5 µl/ml Ethidiumbromid hinzugefügt. Das Ethidiumbromid 

interkaliert in die DNS und sorgt für eine verstärkte Fluoreszenz dieser nach 

Anregung mit ultraviolettem Licht, sodass die Stellen des Gels, in denen DNS 

vorliegt, dann hell aufleuchten. Die PCR-Produkte wurden mit 10 % 

10 x CoralLoad PCR-Puffer versetzt und 5 µl auf das Gel geladen. Um einen 

Größenvergleich zu erhalten und die Nukleinsäure-Fragmente zuordnen zu 

können, wurden zusätzlich 2,5 µl eines DNS-Größenstandards (GenLadder 1kb, 

Genaxxon Bio Science, Ulm, Deutschland) aufgetragen.  

Dem Gel wurde eine Spannung von 5 bis 10 V/cm für 45-90 min angelegt und 

somit die dortige Auftrennung des DNS-Gemischs mit den enthaltenen PCR-
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Produkten erwirkt. Die Auswertung des Gels erfolgte mit dem Luminescent Image 

Analyzer VersaDoc™ MP-4000 System (Bio-Rad Laboratories GmbH, 

Heidelberg, Deutschland). 

 

2.2.5 Gewebeentnahme und Bestimmung von Muskel- und 

Organgewichten  

Zur Bestimmung des Muskel- und Organgewichts wurden männliche Mäuse im 

Alter von 21, 30 bzw. 65 Wochen mit CO2 betäubt und anschließend durch 

cervikale Dislokation geopfert. Die zu isolierenden Muskeln und Organe wurden 

sofort im Anschluss an die Entnahme gewogen. Die zur weiteren Untersuchung 

bestimmten Gewebe wurden direkt im Anschluss der im Abschnitt 2.2.7.1 

dargestellten Behandlung zugeführt. 

 

2.2.6 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.6.1 Gewinnung von Organ- und Zell-Lysaten 

Die Gewinnung von Proteinen aus den dafür bestimmten Geweben der 

geopferten Mäuse begann mit der Homogenisierung von intaktem Gewebe in 

einem dafür hergestellten SDS Lysepuffer. 

SDS Lysepuffer 

21 mM Tris/HCl pH 8,3 

0,67 % SDS 

283 mM 2-Mercaptoethanol 

0,2 mM PMSF 

Der nach anschließender Zentrifugation bei 13.000 rpm erhaltene Überstand 

wurde abpipettiert und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. 

Da dieses Verfahren für die Proteingewinnung aus Fettgewebe nicht geeignet ist, 

wurde für dieses Gewebe ein anderes Vorgehen gewählt und hierbei zur 
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Vermeidung von Proteinabbau alle Schritte bei 4 °C durchgeführt. Die 

Homogenisierung des noch intakten Gewebes erfolgte in dafür hergestelltem TN 

Puffer.  

TN Puffer 

20 mM Tris/HCl pH 7,5 

0,1 M NaCl 

2,5 mM EDTA 

0,2 mM PMSF 

1 Tablette Protease Inhibitor (Roche, Penzberg, Deutschland) 

Nach einminütiger Zentrifugation bei 1.000 rpm erfolgte das Abpipettieren des 

Überstandes und die Lagerung bei -80 °C.  

2.2.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Die Quantifizierung der in den Zell-Lysaten enthaltenen Proteine erfolgte nach 

der Methode von Bradford. Zu diesem Zweck wurden Verdünnungsreihen der 

Lysate angelegt und ebenso wie ein als Referenz dienender Albumin Standard 

(entnommen aus dem Micro BCA Protein Assay Kit von Thermo Scientific, 

Rockford, USA) mit Bradford-Farbstoff (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad-

Laboratories, München) versetzt. Das Verhältnis betrug hier 25 µl Probe auf 

225 µl des 1:6 verdünnten Farbstoffkonzentrates. Das in der Bradford-Lösung 

enthaltene Coomassie-Brillant-Blau hat die Eigenschaft, in saurer Lösung mit 

kationischen und unpolaren Proteinseitenketten Komplexe zu bilden und dabei 

sein Absorptionsspektrum von einem Maximum bei 450 nm im ungebundenen 

Zustand hin zu einem Maximum bei 595 nm zu verschieben.  

Nach Auftragung des Lysat-Farbstoffgemisches auf eine Mikrotiterplatte erfolgte 

daher die Messung der optischen Dichte bei 595 nm im Mikroplatten-Photometer 

(Tecan, Crailsheim, Deutschland) und Auswertung durch Vergleich zur Albumin-

Standard-Kurve.  
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2.2.6.3 Urea Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

Zum Zweck der Auftrennung des im Zell-Lysat enthaltenen Proteingemisches 

und dem anschließenden Nachweis des Gi2 Proteins wurde eine Urea 

Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgeführt. Die Gelmatrix in Polyacrylamid-

haltigen Gelen bewirkt nach Anlegen einer elektrischen Spannung eine 

Auftrennung der Proteine in Abhängigkeit von der Molekülgröße jedes Proteins. 

Neben der Molekülgröße dient zudem die elektrische Ladung der Proteine, 

abhängig insbesondere von deren Seitenkettenladungen, als Grundlage für die 

Auftrennung in der Elektrophorese (Maizel, 1971). Die Zugabe von Harnstoff als 

Wasserstoffbrücken-spaltendes und somit denaturierendes Reagenz führt zur 

Stabilisierung der Konformität und erhöht zudem den friktionellen Koeffizienten 

sodass die Auflösung des Verfahrens gesteigert wird (Smith, 1984). Aufgrund 

des über alle 3 Isoformen hinweg beinahe identischen Molekulargewichts von ca. 

40 kDa der Gi-Proteine bei jedoch unterschiedlichen Seitenketten mit 

unterschiedlicher elektrischer Ladung (Hepler & Gilman, 1992), gelingt eine 

Auftrennung der Isoformen nur in einem Harnstoffgel.  

Vor Beladung des Polyacrylamid-Gels wurden die im Zell-Lysat enthaltenen 

Proteine so mit H2O bidest. und 4-fach konzentrierter Lämmli-Lösung versetzt, 

dass letztere nur noch 1,5-fach konzentriert vorlag.  

4 x Lämmli-Probenpuffer 

250 mM Tris/HCl pH 6,8 

40 % Glycerol 

23 % 2-Mercaptoethanol 

4 % SDS 

0,08 % Bromphenolblau 

20 µl dieses Gemisches wurden schließlich in die Taschen des großporigen 

Sammelgels gegeben. Aufgrund des höheren Acrylamid- und Bisacrylamid-

Gehaltes feinporigerer Trenngele erfolgte bei angelegter Spannung von 100 V 

dann für ca. 2-3 Stunden die eigentliche Elektrophorese.  
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Sammelgel 

3 % Acrylamid/Bisacrylamid (Verhältnis 150:1) 

111 mM Tris/HCl pH 6,8  

0,1 APS (Ammoniumperoxidsulfat) 

0,1 % TEMED  

Trenngel 

9,26 M Harnstoff  

14,1 % Acrylamid/Bisacrylamid (Verhältnis 200:1)  

580 mM Tris/Base pH 8,8  

0,04 % APS (Ammoniumperoxidsulfat)  

0,04 % TEMED  

2.2.6.4 Immunoblot-Analyse 

Die mittels Urea-PAGE aufgetrennten Proteine müssen, um den Nachweis 

mittels spezifischer Antikörper zu ermöglichen, vom Gel auf eine Membran 

transferiert werden. Es wurde zu diesem Zwecke das Semi-Dry-Transfer-System 

(Towbin et al., 1979) verwendet und folgender Stapel aus Filterpapier, 

Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membran (Merck Millipore, Molsheim, Frankreich) 

und Gel aufgebaut: Anode, sechs Filterpapiere gesättigt mit Anodenpuffer I, drei 

Filterpapiere gesättigt mit Anodenpuffer II, PVDF-Membran, Gel, neun 

Filterpapiere gesättigt mit Kathodenpuffer, Kathode. 

Anodenpuffer I 

300 mM Tris/Base 

40 % Methanol 

Anodenpuffer II 

25 mM Tris/Base 

40 % Methanol 

Kathodenpuffer I 

25 mM Tris/HCl 
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40 mM Glycin 

10 % Methanol 

 

Nachdem für eine Stunde Strom der Stärke 60 mA angelegt wurde, erfolgte das 

Anfärben der Proteine auf der Membran mit Ponceau-S-Lösung. Die reversible 

Bindung des in dieser Lösung enthaltenen Farbstoffes an Proteine ermöglicht 

eine erste Kontrolle, ob es im Rahmen der Elektrophorese zu einer Auftrennung 

der Proteine mit konsekutiver Laufbanden-Bildung kam. Nach Entfernen der 

Ponceau-S-Lösung mittels H2O bidest. wurde die Membran für eine Stunde in 

einer aus TBS-T und 5%-iger Magermilchpulver-bestehenden Blockpufferlösung 

inkubiert und somit für eine Absättigung der unspezifischen 

Antikörperbindungsstellen gesorgt.  

TBS-T 

50 mM Tris/HCl pH 7,5 

150 mM NaCl 

0,1 % Tween-20 

 

Nach anschließendem Waschen in TBS-T erfolgte die Inkubation in einer mit dem 

jeweiligen Antikörper versetzten Lösung aus TBS-T und 5 % BSA über Nacht. 

Neben der Verwendung spezifischer anti-Gαi1/i2-Antikörpern wurden zum Zweck 

des Nachweises der Gesamtproteinladung anti-β-Aktin-Antikörper eingesetzt 

(Gohla et al., 2007; Leiss et al., 2014; Leopoldt et al., 1997; Rudolph et al., 1995). 

Am darauffolgenden Tag wurde die Membran nach drei weiteren Waschschritten 

in 1,5 % Magermilchpulver in TBS-T mit einem Meerrettich-Peroxidase-

gekoppelten Sekundärantikörper für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 

Drei sich anschließende Waschschritte in TBS-T sorgten für die Entfernung von 

nicht gebundenen Antikörpern. Die Detektion erfolgte schließlich mittels 

Chemolumineszenz unter Verwendung des ECL-Kit (ECL Western Blotting 

Detection System, GE Healthcare GmbH, Solingen, Deutschland). Die an den 

sekundären Antikörper gekoppelte Peroxidase oxidiert das im ECL-Kit enthaltene 

Luminol, wodurch Lichtsignale erzeugt werden. Nach einminütiger Inkubation der 
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im Verhältnis 1:1 auf die Membran aufgetragenen Lösungen A und B erfolgte die 

Auswertung und Dokumentation mit Hilfe einer CCD-Kamera am Versa-Doc 

Luminescent Image Analyzer VersaDoc™ MP-4000 System (Bio-Rad 

Laboratories GmbH, Heidelberg, Deutschland) und durch Auflegen eines 

Chemolumineszenz-sensitiven Röntgenfilms. Die semiquantitative Auswertung 

erfolgte mit Hilfe der Image Lab Software (Bio-Rad Laboratories GmbH, 

Heidelberg, Deutschland) (Leiss et al., 2020). 

 

2.2.7 Histologische Methoden 

2.2.7.1 (Muskel-)Gewebeeinbettung 

Um eine hochqualitative Schnittanfertigung zu ermöglichen, muss während des 

Gefrierprozesses die Eiskristallbildung im Muskelgewebe minimiert werden. 

Eiskristallbildung wird durch einen langsamen Gefrierprozess und hohen 

Wassergehalt des Gewebes begünstigt. Die Muskeln wurden daher unmittelbar 

nach der Entnahme mit Tissue-Tek dünn bedeckt und in Isopenthan, welches in 

einem Metallbecher über flüssigem Stickstoff zuvor auf ca. -70 °C gekühlt wurde, 

für 10 bis 20 Sekunden gefroren. Anschließend erfolgte die Überführung mittels 

auf Eis gelagerter Pinzette in ebenfalls vorgekühlte Tubes und die 

Zwischenlagerung auf Trockeneis, bevor es zur abschließenden Verwahrung bei 

-80 °C gelagert wurde.  

2.2.7.2 Kryotomie 

Aus den gefrorenen und in Tissue-Tek eingebetteten Gewebeproben wurden mit 

Hilfe des Kryostats der Firma Microm jeweils 8 µm dicke Serienschnitte 

hergestellt. Dabei wurden pro Muskel vier aufeinander folgende 

Transversalschnitte auf einen Objektträger gezogen. Der Vorgang der Kryotomie 

erfolgte bei der für Muskelgewebe optimalen Temperatur von -20 °C. 

Anschließend erfolgte die Trocknung der Schnitte für zwei Stunden im 37 °C-

Inkubator sowie die Verwahrung im -80 °C Gefrierschrank bis zur weiteren 

Verarbeitung.  
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2.2.7.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung ist eine der am häufigsten verwendeten 

Übersichtsfärbungen. Hämatoxylin färbt in seiner Eigenschaft als basischer 

Farbstoff basophile beziehungsweise saure Strukturen wie zum Beispiel 

Nukleinsäuren über eine bisher noch unverstandene Reaktion lila während Eosin 

als saurer Farbstoff acidophile und somit basische Strukturen, wie zum Beispiel 

Zellplasmaproteine, rosa anfärbt (Fischer et al., 2008).  

Der zu färbende Schnitt wurde auf seinem Objektträger zunächst fünf Minuten in 

Leitungswasser inkubiert und dann für zehn Sekunden mit Hämatoxylin gefärbt. 

Die blau-violette Färbung erfolgte anschließend durch Waschschritte mit 

Leitungswasser sowie einer einminütigen Inkubation mit dem basischen 

0,1%-igen Ammoniumhydroxid und dem dadurch erzielten pH-Wert-Wechsel. 

Nach weiteren Waschschritten mit Leitungswasser wurden die Schnitte für 

10 min in 0,1%-iger Eosinlösung inkubiert. Es folgten fünf weitere kurze 

Waschschritte mit Leitungswasser und anschließend die Dehydrierung mittels 

aufsteigender Alkoholreihe (80 % und 100 %) und Toluol (100 %). Abschließend 

wurden die Schnitte mit Einschlussmittel (Roti®Histokit) eingedeckelt und über 

Nacht getrocknet. Die Lagerung fand bei Raumtemperatur statt.  

 

2.2.8 Insulin-ELISA 

Zur Insulinkonzentrationsbestimmung in den Plasmaproben des 

Glukosetoleranztests (siehe Kapitel 2.2.9.3) wurde ein ultra-sensitiver Insulin-

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) verwendet. Die Durchführung 

erfolgte nach dem Hersteller-Protokoll (Mercodia, Uppsala, Schweden). Das 

Prinzip dieses Verfahrens besteht darin, dass zwei unterschiedliche monoklonale 

Antikörper an das Insulinmolekül binden. Der erste dieser Antikörper ist an die 

Vertiefung in der Pipettierplatte gebunden. Wird das Plasma aus dieser Platte 

dann entfernt, verbleiben die Insulinmoleküle somit über den ersten Antikörper 

an die Pipettierplatte gebunden. Der zweite Antikörper ist Peroxidase-konjugiert 
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und bindet an anderer Stelle an das Insulinmolekül. Nun wird Substrat für die 

Peroxidase hinzugegeben und bei einer Längenwelle von 450 nm die Absorption 

gemessen. Der Schluss von der Absorption auf die Insulinkonzentration erfolgt 

mit Hilfe einer Kalibratorkurve. Diese bildet die Absorption ab, die bei den 

Kalibratoren mit fest definierten Insulinmengen entsteht.  

 

2.2.9 In vivo Analyse der Mäuse nach Myf5-Cre vermittelter Deletion 

von Gαi2 

2.2.9.1 Gewichtsentwicklung 

Zur Bestimmung des Körpergewichts und zur Verfolgung der 

Gewichtsentwicklung wurden männliche Gαi2
SKM-KO- und 

Geschwisterkontrolltiere, beginnend mit dem Absetzen von den Muttertieren im 

Alter von circa drei Wochen bis zu einem Alter von 52 Wochen wöchentlich 

gewogen.  

2.2.9.2 Analyse der Futteraufnahme 

Die Quantifizierung der durchschnittlich täglich aufgenommenen Futtermenge 

erfolgte durch Messung der Differenz zwischen dem Futter zu Beginn des 

Versuches und des noch vorhandenen Futters nach jeweils 24, 48 und 

72 Stunden. Um eventuelle Anpassungsartefakte zu eliminieren, wurde dabei nur 

der dritte Tag als relevant angesehen und statistisch ausgewertet.  

2.2.9.3 Intraperitonealer Glukosetoleranztest  

Zur Bestimmung der Glukoseverwertung der männlichen Tiere, wurden 

intraperitoneale Glukosetoleranztests im Alter von acht beziehungsweise 

20 Wochen durchgeführt. Um gleiche Ausgangssituationen für alle Versuchstiere 

zu schaffen, wurden die Tiere zunächst für zwölf Stunden nüchtern gesetzt. Nach 

Ablauf der zwölf Stunden wurden 1-2 mm des distalen Schwanzendes entfernt, 

um aus den Schwanzvenen Blut entnehmen zu können, anschließend der 

Blutzucker (Contour®, Bayer) gemessen, 50 µl Blut in ein Lithium-Heparin-



Material und Methoden 

 
41 

 

Röhrchen (Microvette CB 300 LH, Sarstedt) abgenommen und 2 g/kg 

Körpergewicht Glukose intraperitoneal injiziert. Blutzuckermessungen und 

Blutentnahmen aus der Schwanzvene erfolgten konsekutiv nach 15, 30, 60 und 

120 Minuten. Die befüllten Lithium-Heparin-Röhrchen wurden sofort nach der 

Blutentnahme auf Eis gelagert und im Anschluss an den Versuch bei 4 °C und 

1000 x g für 10 min zentrifugiert. Der Überstand, sprich das Plasma, wurde in 

Reaktionsgefäße überführt und bei -80 °C bis zur Bestimmung der 

Insulinkonzentration gelagert.  

2.2.9.4 Insulintoleranztest  

Jeweils zwei Wochen nach dem Glukosetoleranztest wurden die männlichen 

Versuchstiere für den Insulintoleranztest verwendet. Nach einer Nüchtern-

Periode von vier Stunden, um bei allen Tieren die gleiche Ausgangssituation zu 

gewährleisten, wurden am distalen Ende 1-2 mm der Schwanzspitze gekappt, 

um aus den Schwanzvenen einen Tropfen Blut entnehmen zu können, und der 

basale Blutzucker bestimmt. Anschließend erfolgte die intraperitoneale 

Verabreichung von 1 U/kg Körpergewicht Normalinsulin. Die 

Blutzuckerbestimmung fand dann nach jeweils 15, 30, 60 und 120 Minuten statt. 

Im Anschluss an den Versuch wurde den Mäusen wieder freier Zugang zum 

Futter gewährt. 

 

2.2.10 Statistische Methoden 

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms GraphPad Prism 

(Version 5.01, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Alle Werte wurden 

als Mittelwerte ± SD (Standard Deviation) aufgeführt. Die Signifikanzlevel wurden 

mithilfe des Student t-Tests ermittelt. Ausnahme hiervon stellt die Auswertung 

der Verteilung von Geschlecht und Genotyp in der Wurfanalyse dar. Hier wurde 

ein zweiseitiger Fisher-Test angewandt. 
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3 Ergebnisse 

Global Gi2-defiziente Mäuse haben trotz niedrigerer Plasmainsulinspiegel die 

gleiche Glukosetoleranz wie ihre Geschwisterkontrollen (Leiss et al., 2014). Dies 

könnte zum einen auf ein niedrigeres Körpergewicht zurückzuführen sein, aber 

auch durch eine verbesserte Insulinsensitivität der peripheren insulin-abhängigen 

Gewebe verursacht werden. Die Skelettmuskulatur ist das am stärksten Insulin-

sensitive Gewebe (Chadt & Al-Hasani, 2020). Mit dem Ziel die Funktion des Gi2-

Proteins spezifisch im Skelettmuskel hinsichtlich Glukosehomöostase und 

Skelettmuskelmorphologie zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit 

Mäuse analysiert, welche Myf5-Cre vermittelt einer konditionalen Deletion von 

Gnai2 unterworfen waren. Tiere dieses Genotyps werden im Folgenden als 

Gi2
SKM-KO bezeichnet. Die Generierung wurde in Kapitel 2.2.2 beschrieben.  

 

3.1 Wurfanalyse 

Die in vorhergehenden Arbeiten beschriebene globale Gendeletion von Gnai2 

bewirkte eine im Vergleich zum Wildtyp erhöhte postnatale Letalität von bis zu 

50 % bis zum 21. postpartalen Tag (Gohla et al., 2007; Rudolph et al., 1995). 

Auch wenn in nachfolgenden Arbeiten nachgewiesen werden konnte, dass die 

Haltung in spezifisch-pathogen-freier (SPF-) Tierhaltung eine deutliche 

Reduktion der Letalität der Gαi2-defizienten Tiere mit sich bringt (Wiege et al., 

2013), so zeigten sich auch noch nachfolgend Hinweise auf eine am ehesten 

Lungenfunktions-assoziierte Erhöhung der perinatalen Sterblichkeit (Novacki, 

2015). Aufgrund der zentralen Rolle der Skelettmuskeln für den Atmungsvorgang 

ist eine negative Auswirkung einer skelettmuskelspezifischen Gαi2-Defizienz auf 

die Lungenfunktion und auch auf die peri- und postnatale Sterblichkeit möglich 

und bedarf daher genauerer Untersuchung. Aus diesem Grund wurden sowohl 

Wurfgrößen als auch Geschlechter- und Genotypverteilung analysiert. Bei der 

vorgenommenen Verpaarung jeweils einer Maus des Genotyps Gnai2fl/fl; 

Myf5-Cre+/tg mit einer Maus des Genotyps Gnai2fl/fl wäre bei fehlender 
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Auswirkung der Myf5-Cre vermittelten Gendefizienz auf die peri- und postnatale 

Sterblichkeit eine Gleichverteilung des Nachwuchses vom Genotyp Gnai2fl/fl; 

Myf5-Cre+/tg und vom Genotyp Gnai2fl/fl zu beobachten. 

Die Mäuse wurden, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, Inzucht-verpaart und der 

Nachwuchs nach drei Wochen von den Muttertieren getrennt. Nach diesen drei 

Wochen erfolgte die Markierung der Tiere und die Registrierung von Wurfgröße 

und Geschlecht. In den Würfen, die im Rahmen der Wurfanalyse betrachtet 

wurden, konnten zum Zeitpunkt des Absetzens vom Muttertier insgesamt 

110 Nachkommen aus insgesamt 14 Würfen (durchschnittlich 7,9 Tiere pro Wurf) 

gezählt werden. Die durchschnittliche Wurfgröße lag somit im Bereich dessen, 

was für Mäuse des C57BL/6-Stamms vorbeschrieben ist (Fairless et al., 2012; 

Silver, 1995). Die Geschlechterverteilung lag bei 47,8 % Weibchen und 52,2 % 

Männchen und entsprach damit in etwa der zu erwartenden 50 % für das 

jeweilige Geschlecht. Auch der Blick auf die Verteilung der Genotypen zeigt keine 

signifikante Abweichung von der zu erwartenden Gleichverteilung der 

Genotypen: 45,0 % waren Gi2
SKM-KO-Mäuse. Den Genotyp Gnai2fl/fl; Myf5-Cre+/tg 

zeigten 55,0 % der Tiere (siehe Abb. 6).  

Abbildung 6: Reproduktionsanalyse nach Verpaarung von Gαi2
fl/fl (■)- und Gαi2

SKM-KO (■)- 
Mäusen 

Dargestellt ist das Verpaarungsschema (A) sowie die Geschlechter und Genotyp-Verteilung 

vom Nachwuchs (B) nach Verpaarung von Gi2
fl/fl (■)- mit Gi2

SKM-KO (■)- Maus (n=110). Es 
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Geschlechter- oder Genotyp-Verteilung 
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3.2 Gewichtsverlauf 

Die in der Literatur beschriebene Phänotypisierung nach globaler Gnai2-Deletion 

zeigte eine mit Verlust von Gi2 einhergehende Reduktion des 

Gesamtkörpergewichtes und der lean-body-mass (Leiss et al., 2014; Minetti et 

al., 2014). Die vorbeschriebene eingehendere Untersuchung der Musculi 

gastrocnemius, quadriceps femoris und soleus mündete ebenfalls in der 

Beobachtung einer Gewichtsreduktion (Minetti et al., 2014). Im Zuge der hier 

vorliegenden Arbeit wurde daher der Vermutung einer insgesamt signifikant 

reduzierten Muskelmasse bei dadurch bedingt reduziertem Körpergewicht 

nachgegangen. Zu diesem Zweck erfolgte sowohl die Messung des 

Gewichtsverlaufes der Mäuse über einen Zeitraum von circa einem Jahr (siehe 

Abb. 7) als auch der Vergleich des Gewichts von Muskeln (siehe Abb. 9 und 10) 

und diverser Organe (siehe Abb. 11) nach Sektion der Tiere.  

Das Körpergewicht beider Kohorten vergleichend zeigte sich von Beginn an eine 

Divergenz. Die Tiere der Gi2
SKM-KO-Gruppe waren dabei leichter als ihre 

Geschwisterkontrollen. Eine signifikante Differenz des Körpergewichtes der 

Gi2
SKM-KO-Kohorte im Vergleich zur Kontrollgruppe war allerdings erst ab der 

zehnten Lebenswoche der Tiere zu verzeichnen (siehe Abb. 7 und 8).  

Die dann einsetzende Divergenz des Körpergewichts weitete sich im weiteren 

zeitlichen Verlauf jedoch sowohl in den absoluten Zahlen als auch in der relativen 

Sicht beständig aus: Im Alter von zehn Wochen waren die Tiere der Gi2
SKM-

KO-Gruppe durchschnittlich noch lediglich 4 % leichter als die Mäuse der 

Kontrollgruppe. Zum Zeitpunkt der maximalen Differenz präsentierte sich die 

Kohorte der Gi2
SKM-KO-Gruppe im Mittel über 25 % respektive beinahe 10 g 

leichter im Vergleich zur Gi2
fl/fl-Gruppe (siehe Abb. 8). Der beständige Zuwachs 

zu dieser Divergenz erfährt erst zum Zeitpunkt der 42. Lebenswoche  

mit dann auch sinkender Zahl der in den Versuch einbezogenen Tiere einen 

Abbruch. 



Ergebnisse 

 
45 

 

 

 

Wird das Gewicht der geopferten Tiere als konstanter Wert in die statistische 

Auswertung auch nach ihrem Tod mit einbezogen so stabilisieren sich die 

Gewichtsunterschiede etwas unter dem Niveau der 42. Woche und führen zu 

Abbildung 7: Durchschnittliches Körpergewicht im zeitlichen Verlauf 

Ab einem Alter von drei Wochen wurden die Tiere wöchentlich gewogen. Dargestellt sind die 

Mittelwerte des Gewichts ± SD von jeweils 8 - 44 männlichen Tieren der Gi2
fl/fl (■)- und Gi2

SKM-KO 

(■)-Kohorte. Die Gruppe der Gi2
SKM-KO (■)-Tiere zeigte ein durchgängig geringeres 

Körpergewicht im Vergleich zur Gi2
fl/fl (■)-Gruppe, mit einer Differenz, welche zu verschiedenen 

Zeitpunkten Signifikanz erreichte. (* entspricht p<0,05, *** entspricht p<0,001) 

Abbildung 7: Durchschnittliches Körpergewicht im zeitlichen Verlauf 
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einem beständigen Signifikanzniveau unter 0,001 bis zum Ende der Messungen 

nach 52 Wochen. 

 

 

Abbildung 8: Divergenz des Körpergewichtes der Gi2
fl/fl - und Gi2

SKM-KO-Kohorte im 

zeitlichen Verlauf 

Dargestellt ist die Differenz der Mittelwerte der Gi2
fl/fl - und Gi2

SKM-KO-Kohorte in absoluten 

Zahlen ( --- ) und relativ ( --- ) zum Körpergewicht der leichteren Gi2
SKM-KO-Kohorte. Ab einem 

Alter von 12 Wochen bis zur 42. Lebenswoche zeigt sich eine fortschreitende Divergenz des 

Körpergewichtes zwischen den Tieren der Gi2
SKM-KO-Kohorte im Vergleich mit der Gruppe der 

Gi2
fl/fl Tiere. 

 

 

Als Ursache dieses beträchtlichen Unterschiedes des Körpergewichts, könnte 

eine Differenz der Muskelmasse in Betracht kommen. Gi2 ist im Skelettmuskel 

für die Differenzierung von Satellitenzellen, deren Fusion mit Myotuben sowie der 

Hypertrophie der Myotuben und somit des Muskels von Bedeutung (Minetti et al., 

2011). Eine globale Deletion von Gnai2 sowie die Ausschaltung des Genes in 

Satellitenzellen mittels short-hairpin-(sh-)RNA führte in durchgeführten Studien 

sowohl zu absolut als auch relativ zum Köpergewicht reduzierter Muskelmasse, 

Defekten in der Regeneration verletzter Muskeln und verringerter lean-body-

mass (Minetti et al., 2014). Um mögliche Unterschiede in Bezug auf die 
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Muskelmasse zu detektieren, erfolgte daher von Mäusen im Alter von 20, 31 und 

65 Wochen die Entnahme wichtiger Skelettmuskeln und die Bestimmung deren 

Gewichts. Eine Übersicht über die analysierten Muskeln zeigt Abbildung 9A.  

Dabei zeigten sich fast ausschließlich bei den 65 Wochen alten Tieren 

signifikante Unterschiede im Vergleich der absoluten Muskelmasse. Diese fielen 

allerdings so deutlich aus, dass auch bei einer kleinen Fallzahl von n=6 im 

Vergleich mehrerer Muskeln p<0,01 ausfiel (Siehe Abb. 9D). Die in dieser Alters-

Kohorte um 20,6 % niedrigere Muskelmasse aller entnommenen Muskeln der 

Gi2
SKM-KO-Tiere im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe wird allerdings 

durch das deutlich geringere Gesamtkörpergewicht der Gi2
SKM-KO-Tiere 

relativiert. So waren die Gi2
SKM-KO-Tiere im Alter von 65 Wochen im Durchschnitt 

8,57 g beziehungsweise bis zu 26,5 % leichter als diejenigen der Kontrollgruppe. 

Die bestätigt prinzipiell das Bild des bis einschließlich zur 52. Lebenswoche 

durchgeführten Vergleiches vom Körpergewicht der Gi2
SKM-KO-bzw. Gi2

fl/fl-

Gruppe. Allerdings zeigte sich hier zuletzt nur noch eine Differenz von circa 4 

Gramm beziehungsweise ca. 10 % zwischen den verglichenen Kohorten mit 

geringerem Gewicht der der Gi2
SKM-KO-Gruppe (siehe Abb. 8). Die nach Sektion 

in die Analyse der Muskelmasse einbezogenen Tieren weisen hingegen eine 

deutlich stärkere Divergenz des Körpergewichtes auf.  
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Abbildung 9: Darstellung der entnommenen Muskeln (A) und deren Gewicht im zeitlichen 
Verlauf (A-E)    

(A) Zur Bestimmung des Muskelgewichts wurden die dargestellten Muskeln direkt nach dem Tod 

der Tiere entnommen und umgehend gewogen.   

→ Fortsetzung siehe folgende Seite 
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(B-D) Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der Muskelarten sowie (E) die Summe der 

Muskelmasse der einzeln entnommenen Muskeln von jeweils 4-8 männlichen Tieren der Gi2
fl/fl 

(■)- und Gi2
SKM-KO (■)-Kohorte sowie deren durchschnittliches Körpergewicht (jeweils 

schraffiert). Signifikante Gewichtsunterschiede im Vergleich beider Gruppen zeigten sich dabei 

ausschließlich im Alter von 65 Wochen. (~: p < 0,1; *: p < 0,05; **: p < 0,01) 

(Qua – M. quadriceps femoris, Pec – M. pectoralis, Tri – M. triceps brachii, Gas – M. 
gastrocnemius, Ti – M. tibialis anterior, Bi – M. biceps brachii, Pla – M. plantaris, Sol – M. soleus) 

 

Folgerichtig lässt sich bei der Ermittlung der Muskelmasse in Relation zum 

Körpergewicht keine signifikante Differenz nachweisen. Dies gilt sowohl bei 

Betrachtung aller einzelnen Muskeln als auch in Hinblick auf die Summe aller 

entnommenen Muskeln (Siehe Abb. 10).  

 

 

Abbildung 10: Darstellung der relativen Muskelmasse im Alter von 20, 31 und 65 Wochen 

 

→ Fortsetzung siehe folgende Seite  
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(A-C) Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD des Gewichts einzelner Muskeln normalisiert auf das 

jeweilige Körpergewicht von jeweils 4-8 männlichen Tieren der Gi2
fl/fl (■)- und Gi2

SKM-KO (■)-

Kohorte sowie (D) die Summe des Gewichts aller einzelnen Muskeln in Relation zum 

Körpergewicht. Während die relative Muskelmasse der Gi2
SKM-KO (■)-Gruppe dabei im Verlauf 

langsam ansteigt, sinkt diejenige der Gi2
fl/fl (■)- Gruppe, jedoch ohne im direkten Vergleich 

signifikante Unterschiede zu produzieren 

(Qua – M. quadriceps femoris, Pec – M. pectoralis, Tri – M. triceps brachii, Gas – 

M.gastrocnemius, Ti – M. tibialis anterior, Bi – M. biceps brachii, Pla – M. plantaris, Sol – M. 

soleus) 

 

Die Normalisierung der Muskelgewichte auf das Gesamtkörpergewicht führt bei 

den 65 Wochen alten Tieren der Gi2
SKM-KO-Kohorte aufgrund des geringeren 

Körpergewichtes im Vergleich zur Gi2
fl/fl-Kohorte zu einer relativ betrachtet 

höheren Muskelmasse (siehe Abb. 10). Im Gegensatz zur Gesamtkohorte 

wiesen die im Alter von 20 und 31 Wochen geopferten Gi2
SKM-KO-Tiere ein 

höheres Körpergewicht auf als dies bei den geopferten Mäusen der 

Gi2
fl/fl-Gruppe der Fall war (siehe Abb. 9). Dementsprechend stellt sich in diesen 

Altersgruppen in der Kohorte der Gi2
SKM-KO-Tiere im Vergleich zur Gi2

fl/fl-

Kohorte sowohl absolut als auch relativ zum Körpergewicht eine tendenziell 

geringere Muskelmasse dar, allerdings ohne dass die Differenz 

Signifikanzniveau erreicht.  

Neben den Muskeln wurden auch Leber, Niere, Milz und Herz entnommen und 

gewogen. Hier zeigt sich lediglich bei den Tieren der Kontrollgruppe im Alter von 

65 Wochen ein signifikant schwereres Herz (siehe Abb. 11). Bei insgesamt zu 

vernachlässigender Bedeutung des Herzgewichtes für das 

Gesamtkörpergewicht, lässt sich anhand der hier bestimmten Organmassen 

allerdings nicht herleiten, woher die deutliche Differenz im Vergleich des 

Körpergewichtes beider Gruppen stammt. Eine Bestimmung der 

Fettgewebsmasse fand im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der erst im späteren 

Verlauf sich herauskristallisierender Möglichkeit einer dortigen Rekombination 

nicht statt.  
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Abbildung 11: Darstellung der absoluten Organgewichte im Alter von 20, 31 und 65 
Wochen 

Zur Bestimmung des Organgewichts wurden die Tiere geopfert, die Organe entnommen und 
umgehend gewogen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD des Gewichts einzelner Organe von 

jeweils 4-8 männlichen Tieren der Gi2
fl/fl (■)- und Gi2

SKM-KO (■)-Kohorte. Eine signifikante 

Differenz lässt sich lediglich beim Herzgewicht im Alter von 65 Wochen feststellen. (p < 0,05) 

 

Um zu überprüfen, inwieweit eine herabgesetzte Futteraufnahme als Ursache für 

das deutlich niedriger ausfallende Körpergewicht der Gi2
SKM-KO-Gruppe in Frage 

kam, erfolgte die Messung der Futteraufnahme über einen Zeitraum von drei 

Tagen bei 24 Wochen alten Tieren. Hier zeigten sich jedoch weder in Hinblick 

auf die absolut aufgenommene Futtermenge noch nach Betrachtung der Menge 

in Relation zum Körpergewicht signifikante Unterschiede (siehe Abb. 12). Somit 

ist von einem reduzierten Aufbau von Körpergewicht trotz identischer 

Kalorienaufnahme auszugehen.  
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Abbildung 12: Tägliche Futteraufnahme 

(A) Absolute tägliche Trockenfutteraufnahme von männlichen Tieren der Gi2
fl/fl (●)- und 

Gi2
SKM-KO (■)- Kohorte (n = 15-19) im Alter von 24 Wochen. Die Messung lief über drei Tage 

hinweg, anschließend erfolgte die Bildung des täglichen Durchschnittwertes. (B) Relative 
Futteraufnahme bezogen auf das Körpergewicht. Signifikante Unterschiede zeigten sich weder 
in der absoluten noch in der zum Körpergewicht relativen Futteraufnahme. 

 

3.3 Histologische Skelettmuskelmorphologie 

Auch wenn die Myf5-Cre vermittelte Deletion von Gnai2 lediglich in der 

Altersgruppe der 65 Wochen alten Mäuse zu einer absolut betrachtet niedrigeren 

Muskelmasse führte, ergibt sich die Frage nach Konsequenzen der Gendefizienz 

auf die histologische Morphologie des Skelettmuskels. Für die Erhaltung der 

durch Skelettmuskeln übernommenen Funktionen ist neben der absoluten Masse 

der Muskeln, deren Funktionalität von entscheidender Bedeutung. Es besteht die 

Möglichkeit, dass auch bei relativ zum Körpergewicht unveränderter 

Skelettmuskelmasse, morphologische Unterschiede einen Hinweis auf 

verminderte Funktionalität des Skelettmuskels in der Kohorte der Gi2
SKM-KO-

Tiere bieten. Im Falle einer globalen Gnai2-Defizienz zeigten sich in der HE-

Färbung zwar keine Hinweise auf augenscheinliche Veränderungen wie 

Degeneration, Fibrose oder Immunzell-Infiltration, allerdings stellte sich eine 

Reduktion des Myotubendurchmessers dar (Minetti et al., 2014), welche 

dementsprechend auch in der Kohorte der Gi2
SKM-KO-Mäuse vermutet werden 

muss. Zur Eruierung möglicher histologisch ersichtlicher Unterschiede in der 

Morphologie der Muskeln wurden daher Gefrierschnitte der sofort nach 
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Entnahme schockgefrorenen Muskeln angefertigt und mit Hämatoxylin und Eosin 

Übersichtsfärbungen angefertigt (siehe Abb. 13).  

 

 

Abbildung 13: HE-Färbung von Muskelschnitten der Mm. gastrocnemius und tibialis 
anterior 

(A) Dargestellt sind repräsentative HE-gefärbte Querschnitte des Musculus gastrocnemius und 

(B) des Musculus tibialis anterior von Tieren im Alter von 20, 31 und 65 Wochen in der 1:40.000 

Vergrößerung. Die Morphologie der Muskeln ist in Abwesenheit des Gi2-Proteins unverändert. 

Der Maßstab entspricht 50 µm. 

 

Dabei zeigten sich in den HE-Färbungen zunächst keine offensichtlichen 

Differenzen. Ausgehend von dieser Beobachtung, welche auch den Ergebnissen 
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nach globaler Deletion von Gnai2 entspricht (Minetti et al., 2014), wurden die 

Querschnittsflächen der einzelnen Muskelzellen bestimmt. Auch hier stellten sich 

keinerlei statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Kontrollen und den 

Tieren der Gi2
SKM-KO-Gruppe dar (siehe Abb. 14A und B). Die im Alter zu 

erwartende Reduktion der Muskelfaserdurchmesser und 

somit -querschnittsflächen als Ausdruck einer Muskelhypotrophie (Verdijk et al., 

2007) war sowohl in der Kontroll- als auch in der Gi2
SKM-KO-Gruppe zwischen der 

31. und 65. Lebenswoche zu erkennen. Tendenziell fiel diese Reduktion in den 

Muskeln der Tiere der Gi2
SKM-KO-Kohorte schwächer aus, was sich auch in der 

Verteilung der Muskelfaserquerschnittflächen (siehe Abb. 14E) niederschlug: 

Hier zeigten sich bei den Tieren der Kontrollgruppe ca. 40 % der Muskelfasern 

mit einem Querschnitt bis maximal 1500 µm2, während dies bei den Gi2
SKM-KO-

Tieren weniger als 10 % aller Muskelfasern betraf. Eine Signifikanz konnte hier 

allerdings nicht festgestellt werden.  
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Abbildung 14: Muskelfaserdurchschnitte von M. gastrocnemius und M. tibialis anterior 

→ Fortsetzung siehe folgende Seite 
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Zur Bestimmung des Muskelfaserdurchmessers wurden jeweils 3-5 männliche Tiere der Gi2
fl/fl 

(■)- und Gi2
SKM-KO (■)-Kohorte geopfert, die Muskeln entnommen, schockgefroren, acht µm-

dicke Schnitte am Kryotom angefertigt und HE-gefärbt. Abschließend erfolgte die mikroskopische 
Vermessung der auf horizontaler Schnittebene dargestellten Muskelfasern. Abgebildet sind die 
Mittelwerte der Muskelfaserdurchmesser [µm2] ± SD des (A) M. gastrocnemius und (B) M. tibialis 
anterior, sowie (C-E) die Verteilung der Muskelfaserdurchmesser im Altersvergleich der 

Kohorten. Der Muskelfaserdurchmesser der Gi2
SKM-KO (■)-Gruppe lag dabei durchgehend leicht 

über dem der Gi2
fl/fl (■)- Gruppe, jedoch ohne signifikante Differenz. 

 

3.4 Intraperitonealer Glukosetoleranztest 

Hinweise darauf, dass eine globale Gnai2-Deletion zu einer Veränderung der 

peripheren Insulinsensitivität und somit zu einer Veränderung der 

Glukosetoleranz führt, sind in der Literatur bereits beschrieben (Leiss et al., 

2014). Aufgrund der zentralen Rolle des Skelettmuskels für die 

Glukosehomöostase und periphere Insulinsensitivität muss eine direkte 

Auswirkung einer Gnai2-Deletion im Skelettmuskel auf den Blutzuckerspiegel in 

Betracht gezogen werden. Auch das signifikant geringere Körpergewicht der 

Gi2
SKM-KO-Tiere könnte als indirekter Faktor zu einer verbesserten 

Glukosetoleranz führen. Zur Objektivierung dessen und Erfassung möglicher 

Veränderungen der Glukosetoleranz im Alterungsprozess wurde daher sowohl 

im Alter von acht als auch im Alter von 20 Wochen ein intraperitonealer 

Glukosetoleranztest durchgeführt  

Sowohl die Höhe des basalen Blutzuckerspiegels nach zwölfstündiger 

nächtlicher Fastenperiode wie auch der maximale Blutzuckerspiegel nach 

Glukoseinjektion wiesen zwischen Kontrollgruppe und den Gi2
SKM-KO-Mäusen im 

jeweiligen Altersvergleich keine signifikante Veränderung auf (siehe Abb. 15). 

Dabei zeigte sich das Maximum des Blutzuckerspiegels in beiden Kohorten und 

in beiden Altersstufen 30 min nach intraperitonealer Glukoseinjektion. Dem 

folgend war ein Abfall des Glukosespiegels zu beobachten, der im Alter von 20 

Wochen in der Gi2
SKM-KO-Gruppe zu einem signifikant niedrigeren 

Blutzuckerspiegel 120 Minuten post injectionem im Vergleich zur Gi2
fl/fl-Gruppe 

führte (p=0,04). Bemerkenswerterweise zeigten sich im Alter von acht Wochen 

trotz signifikant geringeren Körpergewichts der in den Glukosetolerenztest 
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einbezogenen Tiere der Gi2
SKM-KO-Kohorte keine Unterschiede in der 

Glukosetoleranz. 

 

 

Abbildung 15: Intraperitonealer Glukosetoleranztest im Alter von acht bzw. 20 Wochen  

Die Bestimmung des basalen Blutglukosespiegels erfolgte nach zwölfstündiger Fastenzeit. Den 

jeweils 12-25 männlichen Tieren der Gi2
fl/fl (■)- bzw. Gi2

SKM-KO (■)-Kohorte wurde anschließend 

2 g Glukose pro kg Körpergewicht intraperitoneal injiziert und die Blutglukose jeweils 15, 30, 60 
und 120 min post injectionem erneut gemessen.  

→ Fortsetzung siehe folgende Seite 

Abgebildet ist die Verteilung der individuellen Nüchtern-Blutglukosespiegel mit Mittelwerten ± SD 
im Alter von (A) acht sowie (B) 20 Wochen sowie die Mittelwerte ± SD der Blutzuckerspiegel der 
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jeweiligen Kohorte während des Glukosetoleranztests im zeitlichen Verlauf sowohl im Alter von 
(C) acht als auch (D) 20 Wochen. Es zeigt sich in beiden Gruppen ein Anstieg des 
Blutzuckerspiegels mit einem Maximum 30 min nach Glukoseinjektion. Im Alter von 20 Wochen 

ist ein schnellerer Abfall des Blutglukosespiegels der Gi2
SKM-KO (■)-Gruppe im Vergleich zur 

Gi2
fl/fl (■)-Gruppe nach diesem Maximum zu beobachten mit schließlich signifikant niedrigerem 

Blutzuckerspiegel 120 min post injectionem. (*: p < 0,05) 

 

Der im Alter von 20 Wochen beobachtete signifikant niedrigere Blutzuckerspiegel 

nach 120 min ist dabei nicht mit Unterschieden in der vorliegenden 

Insulinsekretion erklärbar: Aus dem im Versuchsverlauf den Tieren 

entnommenen Blutproben wurden Insulinkonzentrationen mittels ELISA 

bestimmt (siehe Abb. 16). Es zeigten sich zu keinem Zeitpunkt signifikante 

Unterschiede zwischen Gi2
SKM-KO- und Gi2

fl/fl-Gruppe. 

 

 

Abbildung 16: Gegenüberstellung des (A) Blutglukose- und (B) Insulinspiegels im 
intraperitonealen Glukosetoleranztest im Alter von 20 Wochen  

Die Bestimmung der Blutzucker- und Insulinkonzentrationen erfolgte wie in der vorhergehenden 

Grafik beschrieben. Die signifikant niedrigeren Blutzuckerspiegel der Gi2
SKM-KO (■)-Tiere lassen 

sich nicht durch einen Unterschied in den Insulinspiegeln erklären: Diese zeigen zu keinem 
Zeitpunkt im Versuchsverlauf eine signifikante Abweichung der Versuchsgruppen voneinander. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von jeweils 12-25 (A) bzw. 8-9 (B) männlichen Tieren der 

Gi2
fl/fl (■)- und Gi2

SKM-KO (■)-Kohorte (*: p < 0,05) 
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3.5 Intraperitonealer Insulintoleranztest 

Die im Alter von 20 Wochen leicht verbesserte Glukosetoleranz der 

Gi2
SKM-KO-Kohorte bei unveränderten Insulinspiegeln lässt eine verbesserte 

Insulinsensitivität dieser Tiere vermuten. Zur weiteren Charakterisierung des 

metabolischen Phänotyps erfolgten daher im Alter von 10 sowie 22 Wochen 

intraperitoneale Insulintoleranztests (siehe Abb. 17).  

 

 

Abbildung 17: Intraperitonealer Insulintoleranztest im Alter von 10 (A&C) bzw. 22 (B&D) 
Wochen 

Nach einer Nüchternperiode von vier Stunden wurden von jeweils 7-18 männlichen Tieren der 

Gi2
fl/fl (■)- und Gi2

SKM-KO (■)-Kohorte die basalen Blutglukosespiegel bestimmt und anschließend 

0,5 U/kg Körpergewicht Normalinsulin intraperitoneal injiziert.  

→ Fortsetzung siehe folgende Seite 
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Jeweils 15, 30, 60 und 120 min post injectionem erfolgte die erneute Messung der Blutglukose. 
Abgebildet ist die Verteilung der individuellen Nüchtern-Blutglukosespiegel mit Mittelwerten ± SD 
der jeweiligen Kohorte im Alter von (A) zehn sowie (B) 22 Wochen. Dargestellt sind zudem die 
Mittelwerte ± SD der jeweiligen Kohorte im Verlauf des Insulintoleranztest bis einschließlich 120 
min post injectionem im Alter von (C) zehn sowie (D) 22 Wochen. Es zeigte sich ein Abfall des 
Blutglukosespiegels mit einem Minimum nach 60 min ohne signifikanten Unterschied im 

Blutglukoseprofil zwischen Tieren der Gi2
fl/fl (■)- und Gi2

SKM-KO (■)-Gruppe (~: p < 0,1).  

 

Nach einer Fastenperiode von vier Stunden wurde die Insulininjektion 

vorgenommen und der Verlauf des Blutzuckerspiegels in den folgenden zwei 

Stunden dokumentiert. Auch hier zeigten sich keine statistisch signifikanten 

Unterschiede bei den zehn Wochen alten Tieren. Im Alter von 22 Wochen zeigte 

sich lediglich eine leichte Tendenz zu einer verbesserten Insulinsensitivität in der 

Kohorte der Mäuse mit skelettmuskelspezifischer Gnai2-Gendeletion, allerdings 

ohne das Signifikanzniveau zu erreichen. 

 

3.6 Rekombinationsanalyse auf DNS-Ebene 

Die Expression der Cre Rekombinase unter Kontrolle des Myf5 Promotors, 

ermöglicht die Deletion der von den flox-Sequenzen umrahmten Gensequenzen 

im Gnai2-Gen. Das Gen wird dadurch um die deletierte Anzahl an Basenpaaren, 

in diesem Fall um 1.832 Basenpaare, verkürzt. Um zu überprüfen, ob das 

Genstück erfolgreich in den Zellen herausgeschnitten wurde, erfolgte die 

Durchführung eine PCR mit spezifischen Primern, die die zu deletierende 

Gensequenz flankierten (siehe Abb. 18A). Als Grundlage für die 

Rekombinationsanalyse diente genomische DNS aus verschiedenen Geweben 

der Gi2
SKM-KO- und Kontrollmäuse. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte 

im Anschluss mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe Abb. 18B). Die 

Auftrennung beruht dabei auf der unterschiedlichen Länge der Gensequenz von 

Gnai2 von Versuchs- und Kontrolltieren: Kommt es zu einer Gendeletion und 

somit verkürzter Gensequenz, läuft die entsprechende Bande schneller als 

diejenige des Gens, welches keine Deletion erfahren hat. Grund ist, dass kleine 

Moleküle, wie das 390 bp lange Genprodukt nach konditionaler Gendeletion, im 
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Spannungsfeld schneller wandern als größere Moleküle, wie die 2222 bp lange 

Gensequenz der Kontrolltiere. 

Erwartungsgemäß zeigte sich in allen Geweben der Gi2
fl/fl-Mäuse keine 

Rekombination. In Skelettmuskelgeweben der Tiere mit konditionaler 

Gendeletion zeigte sich hingegen jeweils ein PCR-Produkt mit einer Größe von 

390 Basenpaaren, die in keiner entsprechenden Gewebeprobe der Kontrollen 

detektiert werden konnte. Folglich kam es in den Muskelgeweben der Gi2
SKM-KO-

Mäuse zu einer Rekombination beziehungsweise Gendeletion. Neben der 

Rekombinationsbande war in allen analysierten Geweben der Gi2
SKM-KO-Mäuse 

auch der Nachweis eines 2200 bp-großen PCR-Produkts möglich. Es ließ sich 

somit, wenn auch schwächer als bei den Gi2
fl/fl-Mäusen, ebenfalls eine Bande 

abgrenzen, welche das vollständige gefloxte Gen in den Muskelgeweben der 

Gi2
SKM-KO-Mäuse anzeigte. Aufgrund der Tatsache, dass das Muskelgewebe 

nicht ausschließlich aus Skelettmuskelzellen besteht, sondern auch Zellen 

anderer Zellreihen wie zum Beispiel Fibroblasten, Endothelzellen, Schwann’sche 

Zellen oder Adipozyten enthalten sind, würde man keine 100%-ige 

Rekombination im Muskelgewebe erwarten. Inwieweit die ausbleibende 

Rekombination darüber hinausgeht, was durch das Vorhandensein nicht-

muskulärer Zellen erklärbar ist, kann aufgrund fehlender Möglichkeit, von der 

Quantität der PCR-Produkte auf die Quantität im Lysat des untersuchten 

Gewebes zu schließen, nicht abschließend festgestellt werden.  

Auch in den nicht-muskulären Geweben zeigte sich bei allen Gi2
SKM-KO-Mäusen 

durchgehend eine Rekombination, obwohl von eben dieser nicht auszugehen 

war. Die für das vollständige gefloxte Gen Gnai2 stehende Bande in Fett, Milz 

und Niere in Geweben von Gi2
SKM-KO-Mäusen wies in ihrer deutlichen 

Abgrenzbarkeit zwar auf eine unvollständige Rekombination in diesen Geweben 

hin (Siehe Abb. 18B). Erwartet wurde bei der angenommenen 

skelettmuskelspezifischen Gendeletion von Gi2 aber eine vollständig 

ausbleibende Rekombination in den nicht-muskulären Geweben.  
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Abbildung 18: Rekombinationsanalyse mittels PCR  

(A) Dargestellt ist das gefloxte Gnai2-Gen vor und nach Exzision der loxP-flankierten Gensequenz 

sowie (B) eine repräsentative Gelelektrophoreseaufnahme nach Auftrennung der PCR-Produkte 

von Milz, Fett und Niere sowie den Muskeln M. extensor digitorum longus (EDL), M. tibialis 

anterior (Tib) und M. triceps brachii (Tri) jeweils einer männlichen Gi2
fl/fl (■)- und Gi2

SKM-KO (■)-

Maus im Alter von 24 Wochen. 

 

Zusammenfassend ist somit von einer im Vergleich zu muskulärem Gewebe 

schwächeren, aber klar nachweisbaren Rekombination auch in nicht-

muskulärem Gewebe auszugehen. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass 

auch im Skelettmuskelgebe von Gi2
SKM-KO-Mäusen keine vollständige 

Rekombination stattfand.  
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3.7 Expressionsanalyse 

Um phänotypische Auswirkungen einer gewebespezifischen Gendeletion dem 

von der Deletion betroffenen Gewebe zuordnen zu können ist der Nachweis der 

fehlenden Expression des Genproduktes unumgänglich. Unter der Annahme 

einer Skelettmuskelspezifität der Myf5-Cre mediierten Gnai2-Gendeletion wurde 

die Expressionsanalyse in der hier vorliegenden Arbeit lediglich am 

Skelettmuskel durchgeführt.  

Zur Quantifizierung ob und gegebenenfalls in welchem Maße die Expression des 

G-Proteins im Skelettmuskelgewebe nach Myf5-Cre mediierter Gendeletion 

abgenommen hatte, wurden unter Verwendung eines Gi1/i2-spezifischen 

Antikörpers Immunoblots angefertigt (Leopoldt et al., 1997; Wiege et al., 2012). 

Diese wiesen zwar eine signifikante Reduktion des Expressionslevels nach: Um 

circa 30 % vermindert zeigte sich das Vorkommen von Gi2 im M. quadriceps 

femoris der Gi2
SKM-KO-Tiere im Vergleich zu der Kontrollgruppe (siehe Abb. 19). 

Damit nachgewiesen wurde allerdings auch eine weiterhin in relevanter Menge 

erfolgte Expression des Gi2-Proteins. Zu bedenken ist an dieser Stelle, dass hier 

keine reine Skelettmuskel-Präparation als Grundlage für die Expressionsanalyse 

diente, sondern das unter anderem auch Blutgefäße, intramuskuläre Adipozyten 

und Bindegewebe enthaltene Lysat des kompletten M. quadriceps femoris. Eine 

Quantifizierung dieser nicht-muskulären Zellen und Gewebe in Relation zur 

Masse der Skelettmuskelzellen erfolgte im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit 

nicht. Ausgehend von in der Literatur beschriebenen Erkenntnissen kann aber 

von durchschnittlich 8 % Bindegewebsanteil (McKee et al., 2019) und ca. 3 % 

Fettgewebeanteil ausgegangen (Addison et al., 2014) werden. Der Anteil von 

Gefäß- und Nervenzellen wurde noch nie quantifiziert, wird aber sicherlich nicht 

über 5 % liegen.  
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Abbildung 19: Expressionsanalyse von Gαi2 im Skelettmuskel von skelettmuskelspezifisch 

Gαi2-defizienten Mäusen (Gi2
SKM-KO) und Kontrolltieren (Gi2

fl/fl) 

A: Repräsentative Darstellung einer Immunoblot-Analyse des homogenisierten M. quadriceps 

femoris von männlichen Gi2
SKM-KO- und Gi2

fl/fl-Mäusen. Als Ladungskontrolle wurde β-Aktin 

nachgewiesen. B: Abgebildet ist die in Relation zum β-Aktin gesetzte Menge des Gαi2-Proteins 

im Muskelgewebe des M. quadriceps femoris von Gi2
SKM-KO (■)- und Gi2

fl/fl (■)-Mäusen (jeweils 

n=5) ± SD. Es zeigte sich eine um circa 30 % verminderte Expression des Proteins im Muskel der 

Gi2
SKM-KO (■) -Tiere. (*** entspricht p <0,001) 

 

Auch bei großzügiger Schätzung des Anteiles nicht-muskulärer Zellen am 

untersuchten Gewebelysat muss bei lediglich um 30 % verminderter Gi2-

Expression zusammenfassend bilanziert werden, dass die Myf5-Cre-mediierte 

Deletion von Gnai2 nur eine unvollständige Depletion von Gi2
 in den 

Skelettmuskelzellen bewirkte.  

Der Nachweis einer möglichst vollständig stattgefundenen und 

skelettmuskelspezifischen Rekombination auf DNS-Ebene wurde somit ebenso 

wenig wie eine vollständig ausbleibende Expression von Gi2 nachgewiesen. Die 

Rückführung der Ergebnisse der Phänotypisierung auf eine 

skelettmuskelspezifische Deletion von Gnai2 ist somit nicht möglich. Da die im 

Rahmen dieser Arbeit zur Überprüfung der beabsichtigten 

Skelettmuskelspezifität einer Myf5-Cre mediierten Gendeletion durchgeführte 

Rekombinationsanalyse jedoch ebenso wie die in diesem Kapitel dargestellte 
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Expressionsanalyse parallel bzw. teilweise deutlich nachgelagert zu den 

Phänotypisierungs-Versuchen durchgeführt wurden, kam diese abschließende 

Erkenntnis erst nach Abschluss der Versuche zur Charakterisierung des 

Phänotyps.  
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4 Diskussion 

Die Aufrechterhaltung des physiologischen Gleichgewichtes, sei es bezüglich 

des Glukosestoffwechsels, des Zellumsatzes oder aber weiterer Prozesse, 

erfordert einen beständigen Informationsfluss zwischen Geweben. An der 

Schnittstelle von extrazellulär gelegenem Botenstoff zu intrazellulären Effektoren 

stehen Rezeptoren und durch diese aktivierte Signalproteine im Mittelpunkt. Bei 

ersteren handelt es sich häufig um GPCR, welche die Aktivierung von 

G-Proteinen bewirken können. Diese wiederum lassen sich in vier Familien 

unterteilen, von denen die Gαi-Familie eine ebensolche darstellt. Die 

Gαi2-Isoform ist ein Mitglied der Gαi-Familie und als ubiquitär exprimiertes 

Signaltransduktor-Protein an zahlreichen Prozessen im Körper maßgeblich 

beteiligt. Nachgewiesenermaßen ist Gαi2 unabdingbare Voraussetzung für das 

Hören (Beer-Hammer et al., 2018), eines der zentralen Signaltransduktor-

Proteine in der kardiovaskulären Regulation (Lian et al., 2018; Wang et al., 2018) 

und involviert in die Plättchenaggregation (Kahner et al., 2006). Die Ausschaltung 

des für dieses G-Protein kodierenden Genes resultiert in massiven 

Einschränkungen zahlreicher Körperfunktionen. So führt Gαi2-Defizienz zu 

verminderter Immunkompetenz (Kehrl, 2016; Offermanns & Simon, 1998; van 

den Bos et al., 2020; Wiege et al., 2012), der Ausbildung von Colitis ulcerosa (Li 

et al., 2019) und Kolonkarzinomen (Rudolph et al., 1995), einer herabgesetzten 

fettfreien Körpermasse (Minetti et al., 2011), einer erhöhten Lipolyserate mit 

konsekutiv gesteigertem Energieumsatz und geringerem Risiko von Diät-

induziertem Übergewicht (Leiss et al., 2020) sowie einer reduzierten 

Insulinausschüttung im Glukosetoleranztest (Leiss et al., 2014). 

Bemerkenswerterweise führt letzteres jedoch nicht zu einer nachweisbaren 

Verschlechterung der Glukosetoleranz (Leiss et al., 2014), sodass sich die Frage 

nach der Ursache der verbesserten peripheren Insulinsensitivität stellt. Als 

zentrale Gewebe in der Aufrechterhaltung der Glukosehomöostase spielen 

neben dem Pankreas der Skelettmuskel, die Leber und das Fettgewebe eine 

entscheidende Rolle. Für die hier vorliegende Arbeit wurde daher unter Annahme 
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einer skelettmuskelspezifischen Gendeletion die Auswirkung einer Myf5-Cre 

mediierten Deletion des für Gαi2 kodierenden Gens auf die Glukosehomöostase 

untersucht. Es wurde zudem untersucht, ob sich die nach Myf5-Cre vermittelter 

Gendeletion bereits im Vorfeld dieser Arbeit nach globaler Gendeletion zu 

beobachtenden Effekte auf den Skelettmuskel und die Körpermasse bestätigen. 

Hier zeigte sich eine reduzierte Muskelmasse bei insgesamt reduziertem 

Körpergewicht (Minetti et al., 2014). Nach Auswertung der Ergebnisse der 

Rekombinationsanalyse muss allerdings konstatiert werden, dass die 

beabsichtigte Skelettmuskelspezifität der konditionalen Gendeletion genauso 

wenig erreicht wurde wie eine vollständige Deletion des für Gαi2 kodierenden 

Gens in den Skelettmuskelzellen. Die Ergebnisse der Phänotypisierung sind 

dementsprechend vor diesem Hintergrund zu bewerten.  

4.1 Generierung einer skelettmuskelspezifischen Gendeletion 

Die konditionale Deletion von Gnai2 wurde durch Verpaarung von Mäusen, die 

vor dem Exon 2 und nach dem Exon 4 auf Chromosom 9 eine loxP-

Erkennungssequenz tragen, mit Tieren, die die Cre-Rekombinase unter Kontrolle 

von Myf5 exprimieren, angestrebt.  

Myf5 gilt als skelettmuskelspezifisches Protein und wird in Mäusen ab dem 

8. embryonalen Tag exprimiert (Ott et al., 1991). Genau wie die weiteren 

Mitglieder der Proteinfamilie der myogenen regulatorischen Faktoren (MRF) 

MyoD, myogenin und MRF4 kann Myf5 nicht in ausgereiften Zellen der glatten 

Muskulatur oder Herzmuskelzellen nachgewiesen werden (Graves & Yablonka–

Reuveni, 2000; Le Ricousse-Roussanne et al., 2007). Myf5 determiniert das 

Schicksal von Stammzellen durch Festlegung auf die Differenzierung zu 

Skelettmuskelzellen bzw. deren Vorläufern. Der Annahme, dass Myf5 in allen 

Skelettmuskelzellen exprimiert wird, wurde bereits vor längerem mit der 

Hypothese widersprochen, dass es mindestens zwei Skelettmuskellinien gebe, 

von denen eine Myf5-unabhängig sei und somit einer Myf5-Cre vermittelten 

Elimination entkommen kann (Gensch et al., 2008; Haldar et al., 2008). Dem 

wurde zunächst noch entgegengesetzt, dass die nach Myf5-Cre kontrollierter 
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Ablation verbliebenen Muskelzellen lediglich Ausdruck einer unvollständigen 

Penetration der Ablation sind (Comai et al., 2014). Mittlerweile konnte aber durch 

die Transkriptom-Analyse von Mäusen in der embryonalen Entwicklung ein 

weiterer Beleg für die Existenz eines Myf5-unabhängigen und MyoD-abhängigen 

Myogenese-Weges erbracht werden (Cao et al., 2019). Eine unvollständige 

Myf5-Cre-mediierte Rekombination in den Skelettmuskelzellen scheint somit 

auch bei dem in dieser Arbeit verwendeten Mausmodell plausibel zu sein.  

In der Rekombinationsanalyse zeigte sich dann auch eine zwar deutliche, aber 

unvollständige Rekombination im Vergleich der Muskeln der Gαi2
SKM-KO-Tiere mit 

denen der Gαi2
fl/fl-Gruppe. Eine exakte Quantifizierung der Rekombinationsrate 

kann aber aufgrund des in dieser Arbeit verwendeten PCR-Protokolls nicht 

vorgenommen werden. Dieses ist zur Detektion von DNS-Molekülen gut 

geeignet, nur eingeschränkt aber zu einem Vergleich der Quantität 

unterschiedlicher PCR Produkte in der Ausgangslösung (Alvarez et al., 2007). 

Ursächlich dafür ist insbesondere die Tatsache, dass die Produktquantität erst 

nach Ablauf aller Zyklen gemessen wird. Nicht auszuschließende kleine 

Unterschiede in der Amplifizierungseffizienz der Proben können aber aufgrund 

des exponentiellen Charakters der PCR zu großen Unterschieden in der 

endgültigen Produktquantität führen. Eine deutlich bessere Möglichkeit der 

Quantifizierung von Unterschieden in der Rekombination ist daher die Nutzung 

von Echtzeit-PCR-Verfahren, welche mit fluoreszierenden Farbstoffen arbeiten 

und die Messung der DNS-Menge zu jedem Zeitpunkt der PCR erlauben. 

Die Expressionsanalyse der Skelettmuskulatur zeigte eine zwar signifikante, aber 

dennoch nur um circa 30 % verminderte Expression von Gαi2 im exemplarisch 

genauer untersuchten M. quadriceps femoris. Dies sprach für eine unvollständige 

Ablation des Proteins mit entsprechender Verminderung des im Falle einer 

kompletten Gendefizienz zu erwartenden Effekts einer Gnai2-Deletion im 

Skelettmuskel. Teilweise relativiert werden muss diese Aussage lediglich, da es 

sich bei den analysierten Gewebeproben immer um eine Mischung 

verschiedener Zellen gehandelt hat. So kann, von in der Literatur 

vorbeschriebenen CT- und MR-graphischen Untersuchungen menschlicher 
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Muskeln ausgehend, ein Anteil nicht muskulären Gewebes von mindestens 4-12 

% innerhalb des Muskelgewebes angenommen werden, abhängig vom Muskel 

und zunehmend mit dem Alter des Individuums (Farrow et al., 2021; Overend et 

al., 1992). Auch unter großzügiger Berücksichtigung dieses Effektes kann aber 

nicht von einer vollständigen oder auch nur über 50-prozentigen Rekombination 

in den Skelettmuskelzellen ausgegangen werden. Eine genaue Quantifizierung 

der Penetranz der Gendeletion erfordert hier die Untersuchung von 

Skelettmuskelfasern, welche isoliert von anderen Zelltypen wurden (Anderson et 

al., 2012). Alternativ besteht die Möglichkeit der Analyse von Myotuben, welche 

aus zuvor gewonnenen Satellitenzellen der Tiere gezüchtet wurden (Musarò & 

Barberi, 2010). Neben den Methoden, die zur Expressionsanalyse in dieser 

Arbeit Anwendung gefunden haben, sollten dann auch immunhistochemische 

Färbungen zur Darstellung des Effektes der skelettmuskelspezifischen Gnai2-

Deletion durchgeführt werden. 

In den nicht-muskulären Geweben zeigte sich in der Gαi2
SKM-KO-Gruppe ebenfalls 

eine, wenn auch im Vergleich zum Muskelgewebe vermutlich schwächer 

ausfallende, Rekombination (siehe Abbildung 18). Wäre dies alleinig auf eine 

Verunreinigung der Proben mit Skelettmuskelzellen zurückzuführen, so ergäbe 

sich hieraus keine Konsequenz für die Interpretation der Ergebnisse der im 

Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente. Während die auf 

Rekombination hinweisende Bande in der Gelelektrophorese der Nieren-DNS 

noch etwas schwächer als die dem unveränderten Genomstrang zugehörige 

Bande dieses Gewebes erscheint, stellen sich sowohl beim Fett- als auch beim 

Milzgewebe mindestens gleich, wenn nicht sogar stärker ausgeprägte Gα i2-

Defizienz anzeigende Banden in der elektrophoretischen Auftrennung des 

Genmaterials von Gαi2
SKM-KO-Mäusen dar. Hier müsste dementsprechend eine 

massive Verunreinigung vorliegen, sollte das die Ursache des Sachverhaltes 

sein. Diese ist durch die Methodik der Gewebeproben- und DNS-Gewinnung 

jedoch praktisch ausgeschlossen. Somit muss von einer Rekombination in nicht-

muskulären Zelllinien ausgegangen werden. Ursächlich dafür könnte einerseits 

eine Expression von Myf5 in nicht-muskulären Zellen sein. Beschrieben wurde 
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das Hervorgehen von braunem Fettgewebe aus Myf5-exprimierenden 

Vorläufern, insbesondere in perirenalen Depots von braunem Fettgewebe 

(Sanchez-Gurmaches & Guertin, 2014; Seale et al., 2008; Timmons et al., 2007). 

Entgegen früherer Meinungen, wonach weder aus weißen Fettgewebszellen 

hervorgegangene braune Fettgewebszellen noch weiße Fettgewebszellen selbst 

Myf5 exprimieren (Seale et al., 2008), konnte in den vergangenen Jahren gezeigt 

werden, dass auch in weißen Fettdepots Myf5-exprimierende Adipozyten in 

erheblichem Umfang zu finden sind. Die Verteilung zwischen Myf5-negativen und 

-positiven Adipozyten ist dabei von Geschlecht und anatomischer Lokalität des 

Depots abhängig (Sanchez-Gurmaches & Guertin, 2014; Ye et al., 2019). Eine 

mögliche Ursache für das Vorhandensein einer Rekombination in den nicht-

muskulären Geweben ist somit das Vorkommen von Myf5-positiven Adipozyten 

mit entsprechender Myf5-Cre vermittelter Gnai2-Deletion. In der Literatur 

beschrieben ist zudem die Expression von Myf5 in weiteren Geweben. Sowohl in 

Leber, als auch in Lunge, Nieren, Herz und Gastrointestinaltrakt ließ sich Myf5 

nachweisen (Hou et al., 2015). Weiterhin muss auch die Möglichkeit einer 

Promotor-unabhängigen spontanen Rekombination, wie sie wiederholt im 

Rahmen der Beschreibung konditionaler Gendeletionen beschrieben wurde, in 

Betracht gezogen werden (Andrusaite & Milling, 2020; Becher et al., 2018; Song 

& Palmiter, 2018).  

Unabhängig von der genauen Ursache muss zusammenfassend konstatiert 

werden, dass zum einen die Rekombination im Muskelgewebe unvollständig ist 

und dementsprechend auch nur eine partielle Gαi2-Depletion im Skelettmuskel 

zu verzeichnen ist. Effekte, die erst bei vollständig ausbleibender Expression 

auftreten würden, entzogen sich somit der Beobachtung. Zum anderen findet 

auch in den nicht-muskulären Geweben eine Rekombination statt. Dabei ist mit 

dem Fettgewebe auch ein Gewebe betroffen, welches ebenso wie der 

Skelettmuskel maßgeblich an der Regulation des Energiehaushalts und des 

Körpergewichts beteiligt ist. Auch wenn keine Expressionsanalyse durchgeführt 

wurde, muss von einem relevanten Einfluss der Rekombination auf die 

Expression ausgegangen werden. Der Einfluss dessen auf die Ergebnisse der im 
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Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche lässt sich nur erahnen. So ist 

sowohl eine Verstärkung von Effekten der Deletion von Gnai2 im Skelettmuskel 

als auch eine Kompensation denkbar.  

Die Untersuchung einer rein auf die Skelettmuskulatur beschränkten Deletion 

von Gnai2 erfordert somit die Generierung eines Mausmodells, welches statt Myf-

5 einen muskelspezifischen Promotor, wie zum Beispiel Myf6/Mrf4 austauscht 

(Mobley et al., 2020). Die Muskelspezifität, welche in der Literatur weitestgehend 

unbestritten Myf5 zugeordnet wird, kann anhand der Analyse in dieser Arbeit so 

leider nicht bestätigt werden.  

 

4.2 Einfluss einer Myf5-Cre-mediierten Gendeletion auf die 

Glukosehomöostase 

Globale Gnai2-Defizienz führt trotz reduzierter Plasmainsulinspiegel zu keiner 

Erhöhung der Plasmaglukosespiegel, sodass das Fehlen von Gi2 in den 

Blutglukose-verstoffwechselnden Geweben eine kompensatorische Wirkung im 

Sinne einer verbesserten peripheren Insulinsensitivität haben muss (Leiss et al., 

2014). Auch in der im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Gi2
SKM-KO-Gruppe, 

zeigten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe trotz vergleichbarer Insulinspiegel 

reduzierte Blutglukosespiegel im Glukosetoleranztest - allerdings erst 120 

Minuten nach intraperitonealer Glukoseinjektion und lediglich in der Altersgruppe 

der 20 Wochen alte Tiere. Im Insulintoleranztest wurde sogar lediglich ein Trend 

hin zur verbesserten Insulinsensitivität sichtbar (p < 0,1).  

Mit nachgewiesener Rekombination in nicht-muskulären Geweben ist die 

Rückführung der Versuchsergebnisse nach Myf5-Cre vermittelter Gnai2-Deletion 

auf das Skelettmuskelgewebe nicht möglich. Insbesondere das Fettgewebe mit 

hier nachgewiesenermaßen stattgehabter Rekombination und anzunehmender 

reduzierter Gi2-Expression kommt als weiterer Einfluss in Frage. Bislang ist die 

Literatur zur Konsequenz einer adipozytenspezifischen Deletion von Gnai2 zwar 

uneinheitlich. So führte eine unter der Kontrolle von Adiponektin stehende Cre-
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vermittelte Gnai2-Deletion zu einer verbesserten Insulinsensitivität sowie 

gesteigerter Glukosetoleranz (Leiss et al., 2020). In einem anderen Mausmodell 

führte die adipozytenspezifische Gnai2-Deletion hingegen zu einer verringerten 

Glukosetoleranz sowie eingeschränkten Glukosehomöostase während bei 

selektiver Aktivierung von Gαi2 in den Adipozyten sich die Glukosehomöostase 

verbesserte (Wang et al., 2020). Dennoch ist von einer Konsequenz einer 

anzunehmenden Reduktion der Gαi2-Expressionslevel im Fettgewebe für die 

Glukosehomöostase auszugehen. Der Vermutung, dass eine Defizienz von Gi2 

im Skelettmuskel einen Beitrag zur verbesserten Glukosetoleranz leistet, kann 

somit anhand des hier vorgestellten Mausmodells nicht wissenschaftlich fundiert 

nachgegangen werden. 

 

4.3 Einfluss einer Myf5-Cre-mediierten Deletion von Gαi2 auf das 

Gesamtkörpergewicht 

In der hier vorliegenden Arbeit konnte in Übereinstimmung mit den Ergebnissen 

nach globaler Gnai2-Deletion (Leiss et al., 2014) ein signifikanter Einfluss einer 

Myf5-Cre-mediierten Deletion von Gαi2 auf das Körpergewicht nachgewiesen 

werden. Mäuse der Gαi2
SKM-KO-Gruppe waren über lange Phasen hinweg mehr 

als 15 % leichter als Tiere der Gαi2
fl/fl-Gruppe. Allerdings lässt sich lediglich ein 

Teil der Gewichtsdifferenz durch die Auswirkung der Deletion von Gnai2 im 

Skelettmuskel erklären. So zeigte sich im Alter von 65 Wochen zwar ein um 20 

% reduziertes Muskelgewicht der Gi2
SKM-KO-Tiere. Doch selbst wenn von einem 

Anteil der Muskelmasse von 50 % am Gesamtkörpergewicht ausgegangen wird 

(Minetti et al., 2014) und angenommen wird, dass sich das Verhältnis der 

Muskelmasse aller entnommenen Muskeln in der Gi2
SKM-KO- und Gi2

fl/fl -Gruppe 

zueinander extrapolieren lässt, erklärt dies nicht einmal die Hälfte der bis zu 25 % 

betragenden Differenz des Gesamtkörpergewichts. Zudem zeigten sich 

signifikante Unterschiede in der Skelettmuskelmasse erst in der Gruppe der 65 

Wochen alten Tiere, während eine signifikante Körpergewichtsdifferenz bereits 

ab der zehnten Woche zu beobachten war. 
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Die Gewichte von Milz, Leber, Nieren und Herz zeigten mit Ausnahme vom Herz 

keine signifikanten Unterschiede und erklären weniger als 1,5 % der 

Körpergewichtsdifferenz. Nicht gewogen wurde jedoch das Fettgewebe. Hier 

liegt in Anbetracht der nachgewiesenen Rekombination eine plausible Ursache 

für die Differenz im Körpergewicht. Unterstützung für diese Hypothese ergibt sich 

dadurch, dass bei Mäusen mit adipozytenspezifischer Deletion von Gnai2 eine 

Abschwächung der alimentär bedingten Adipositas mit geringerer 

Körperfettmasse, kleineren Adipozyten und höherem Energieverbrauch zu 

beobachten war (Leiss et al., 2020). Dass trotz geringerem Körpergewicht der 

Gi2
SKM-KO-Tiere diese bezüglich der aufgenommenen Futterquantität und somit 

Kalorienzahl in nichts der Kontrollgruppe nachstanden, überraschte auch im 

Rahmen dieser Arbeit und könnte durch einen höheren Energieverbrauch 

aufgrund einer Gendeletion von Gnai2 in Adipozyten bedingt sein.  

 

4.4 Die Rolle von Gi2 bei der Skelettmuskelhomöostase 

In der hier vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die absolute 

Muskelmasse der Gi2
SKM-KO-Tiere im Vergleich zu der Gi2

fl/fl-Kohorte im Alter 

von 65 Wochen signifikant reduziert ist. Die Differenz betrug dabei 

durchschnittlich 20 %. Im Gegensatz zur vorbeschriebenen globalen Gendeletion 

(Minetti et al., 2014), zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied im Alter 

von 20 beziehungsweise 31 (hier ist p = 0,12) Wochen. Somit ist von einer 

Reduktion der Muskelmasse erst im Stadium der Seneszenz auszugehen, 

Seneszenz manifestiert sich im Skelettmuskel unter anderem durch eine 

Reduktion der Querschnittsfläche von Muskelfasern (McMahon et al., 2014). In 

unserer Untersuchung zeigte sich die entsprechende Reduktion im Intervall 

zwischen der 31. und 65. Lebenswoche.  

Abweichend vom Phänotyp nach globaler Gnai2-Deletion zeigte sich zudem die 

zum Körpergewicht der Tiere ins Verhältnis gesetzte Muskelmasse in keiner 

Altersgruppe der Gi2
SKM-KO-Kohorte signifikant reduziert. Die im Alter von 65 
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Wochen signifikant geringere absolute Muskelmasse der Gi2
SKM-KO-Gruppe 

relativiert sich aufgrund des um ca. 25 % geringeren Gesamtkörpergewichtes im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Aussage eines signifikanten Effektes der Myf5-

Cre-mediierten Gnai2-Deletion auf die Skelettmuskelmasse ist dessen 

ungeachtet zulässig, da die Skelettmuskelmasse nur eine schwache Korrelation 

mit dem Körpergewicht hat und zahlreiche Studien nahelegen, dass ein adipöser 

Gesamtzustand nicht mit einer erhöhten absoluten Skelettmuskelmasse im 

Vergleich zu einem schlanken Körpertyp einhergeht (Kim et al., 2018; 

Pourhassan et al., 2014; Pourhassan et al., 2017).  

Eine konkrete Ursache für die im Vergleich zur globalen Gnai2-Deletion erst so 

viel später einsetzende Divergenz der Muskelmasse und die im Gegensatz zur 

vorbeschriebenen globalen Gendeletion nicht zu beobachtenden Unterschiede 

der Muskelfaserdurchmesser (Minetti et al., 2014) konnte im Rahmen dieser 

Arbeit nicht gefunden werden. Bei unvollständiger Rekombination im 

Skelettmuskel mit lediglich um 30 % verminderter Expression von Gi2 muss 

jedoch mit einer kompensatorischen Möglichkeit der verbliebenen Gi2-Proteine 

gerechnet werden. Auch ist ein Einfluss der offensichtlichen Rekombination in 

nicht-muskulären Geweben möglich. Es muss somit konstatiert werden, dass das 

untersuchte Mausmodell keine hinreichende Grundlage zur Aufklärung der 

Funktion von Gi2 im Skelettmuskel leistet.  
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5 Zusammenfassung 

G-Proteine sind an vielen Stellen essenzieller Bestandteil der Signalkaskade zur 

Übermittlung extrazellulärer Stimuli an intrazelluläre Effektoren. Die aus einer 

α-Untereinheit und einem βγ-Komplex bestehenden funktionellen Dimere werden 

anhand ihrer α-Untereinheit charakterisiert. In der hier vorliegenden Arbeit wurde 

mit Gαi2 ein inhibitorisches, ubiquitär im Organismus exprimiertes G-Protein 

näher beleuchtet. Die Funktion dieses Proteins eruierend wurde bereits in 

vergangenen Arbeiten anhand einer globalen Gendeletion in der Maus gezeigt, 

dass es zur Satellitenzelldifferenzierung und dem Skelettmuskelaufbau beiträgt. 

Ebenfalls wurde nachgewiesen, dass ein Fehlen von Gαi2 zwar keinen Einfluss 

auf den Blutzuckerspiegel hat, jedoch eine deutliche Reduktion der Insulinspiegel 

bewirkt. Der zumindest partielle Ursprung der hieraus ableitbar verbesserten 

Insulinsensitivität wird im Skelettmuskelgewebe vermutet. Der Beweis hierfür 

steht jedoch bisher aus. Mit der Zielstellung einer skelettmuskelspezifischen 

Gαi2-Ablation wurde daher im Rahmen dieser Arbeit erstmalig der Phänotyp einer 

Myf5-Cre-mediierten Gnai2-Deletion (Gi2
SKM-KO) bestimmt.  

Die dabei gesammelten Versuchsergebnisse standen der erwarteten 

Eindeutigkeit jedoch deutlich nach. In der Charakterisierung der Glukosetoleranz 

zeigte sich in der Kohorte der Gi2
SKM-KO-Tiere lediglich in der Altersgruppe der 

20 Wochen alten Mäusen eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant 

verbesserte Toleranz. Die nach globaler Gnai2-Deletion beschriebene 

verbesserte Insulinsensitivität (Leiss et al., 2014) erreichte in keiner Altersgruppe 

das Signifikanzniveau. Der Einfluss des Genotyps auf die 

Skelettmuskelhomöostase war ebenfalls weniger deutlich als nach den in der 

Literatur beschriebenen Auswirkungen einer globalen Gnai2-Deletion zu 

erwarten war. Lediglich in der Altersgruppe der 65 Wochen alten Tiere zeigte sich 

eine signifikante Reduktion der Skelettmuskelmasse der Gi2
SKM-KO-Gruppe. 

Dessen ungeachtet konnten hoch-signifikante Unterschiede im Vergleich des 

Körpergewichtes demonstriert werden. So zeigte sich die Gruppe der 
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Gi2
SKM-KO-Tiere über lange Strecken über 10 % und bis maximal 25 % leichter 

als die Kontrollgruppe (Gi2
fl/fl). Eine Differenz der Muskelmassen als alleinige 

Ursache dafür scheidet nach dem Vergleich der Muskelmasse beiden Kohorten 

allerdings aus. Bei fehlender Quantifizierung der Fettmasse konnte somit nur ein 

Teil der Gewichtdifferenz erklärt werden.  

Diesen Ergebnissen der Phänotypisierung steht ein nicht minder unerwartetes 

Resultat der Rekombinations- und Expressionsanalyse gegenüber. So zeigte die 

Überprüfung der erwarteten Spezifität der Gendeletion auf das 

Skelettmuskelgewebe neben einer unvollständigen Rekombination im 

Skelettmuskelgewebe mit nachfolgend nur um 30 % verminderter 

Gi2-Expression auch eine Rekombination in nicht-muskulärem Gewebe wie 

Niere-, Milz- und Fettgewebe. Es kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass 

mögliche Effekte einer skelettmuskelspezifischen Gi2-Defizienz sich aufgrund 

der nur unzureichend reduzierten Expression im hier beschriebenen Mausmodell 

nicht demaskierten. Ferner muss angenommen werden, dass die auch in nicht-

muskulären Geweben nachgewiesene Rekombination sowohl mögliche Effekte 

der Deletion von Gnai2 im Skelettmuskel durch konträre Effekte einer 

entsprechenden Gnai2-Deletion in nicht-muskulären Geweben maskiert, wie zum 

Beispiel bezüglich der unerwartet schwachen Verbesserung der 

Glukosetoleranz, als auch durch synergistische Effekte verstärkt, wie zum 

Beispiel bezüglich des deutlichen Gewichtsunterschiedes.  

Insbesondere der in der Literatur beschriebene Nachweis von Myf5 in Adipozyten 

des brauen, beigen und weißen Fettgewebes und die daraus erklärbare Deletion 

von Gnai2 auch im Fettgewebe überführen den Sachverhalt der beabsichtigten 

skelettmuskelspezifischen Defizienz in den einer Pan-Gewebe Defizienz von 

Gαi2 und lassen die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse nicht 

mehr auf eine skelettmuskelspezifische Funktion von Gαi2 zurückführen.  
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