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1 Einleitung

Die weltweite Pravalenz psychischer Erkrankungen unter Kindern und Jugendlichen vom
5. - 19. Lebensjahr betragt in der westlichen Bevdlkerung nach einer Metastudie von
Polanczyk et al. (2015) 13,4%, was etwa 241 Millionen Menschen entspricht. Dabei
fallen 63 Millionen unter den Symptomkomplex der ,Aufmerksamkeitsdefizit-
[Hyperaktivitatsstérung“ (ADHS; unter den haufigsten Stérungen mit etwa 26%). Die

ADHS zeigt insgesamt eine Pravalenz von 2,6 - 4,5% [1].

Gemal der ,Global Burden of Disease“ Studie (2013) belegt die Kategorie ,sonstige
psychische Stérung und sonstiger Substanzmissbrauch® den 8. Platz unter den , Top 10
Griinden fiir verlorene Lebensjahre durch eine Behinderung“' mit einem mittleren
Behinderungsindex zur Lebensqualitit von 3,7%% — ,Psychische Stérungen und
Substanzmissbrauch waren [auBerdem] die flihrende Ursache [flr verlorene
Lebensjahre] fur beide Geschlechter zwischen 10-24 Jahren® [2]. Hierunter fallt auch die
ADHS [3]. Anhand der negativen Auswirkungen von ADHS (siehe Kapitel 1.1.1) wird die
Notwendigkeit der Untersuchung psychischer Stérungen deutlich. ,Das Gehirn
[beziehungsweise dessen Nervengewebe] bleibt eines der wichtigsten, aber am

wenigsten verstandenen Gewebe in unserem Kaorper [...]“ [4].

In der Regel sind das Gehirn und dessen Pathologien sowohl der Umwelt als auch
genetischen Pradispositionen unterworfen und werden von diesen beeinflusst [5]. Infolge
der engen Verknupfung ist das Nervengewebe wohl in der Lage, Informationen tber die

Umwelt in die Keimbahn einflie3en zu lassen [6].

" Depression (Platz 2 mit 12,1%), Migrine (Platz 4 mit 5,6%), Angststorungen (Platz 5 mit 5,4%),
Drogenmissbrauch (Platz 7 mit 3,8%), Bipolare Stérung (Platz 10 mit 2,4%); alle Angaben auf
die Gruppe der 20-24-Jahrigen bezogen

2 mit Ménnern auf Platz 4 mit 4,9% im Mittel und fiir Frauen auf Platz 10 mit 2,5% im
Mittel



1.1 Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung (ADHS)

ADHS zahlt zu den haufigsten psychischen Stérungen bei Kindern und Jugendlichen [7].
Sie tritt in der Regel erstmalig vor der Pubertat auf, wobei Jungen haufiger diagnostiziert
werden als Madchen [8], da sich Auspragungen geschlechterspezifisch zeigen [9]. Da
die Symptome bei bis zu 65% der Betroffenen bis ins Erwachsenenalter persistieren [10]
[11], sind etwa 2 - 4% der Erwachsenen von ADHS betroffen [12].

ADHS manifestiert sich in verschiedenen psychischen Bereichen wie der
Aufmerksamkeitssteuerung, Impulskontrolle und Psychomotorik. Die Erkrankung gehort
zur Gruppe der ,Verhaltens- und emotionalen Stérungen mit Beginn in der Kindheit und
Jugend® (ICD-10: F90-F98) [13]. Pievsky et al. (2017) zeigten in ihrem Metaanalysen-
Review, dass die Gruppe der ADHS-Patienten in neurokognitiven Tests signifikant und
konsistent schlechter abschneidet als die gesunde Kontrollgruppe. Dabei manifestiert

sich dieser Effekt stérker bei jingeren Testpersonen und nimmt mit dem Alter ab [14].

1.1.1 Diagnose, Symptome, Entwicklung und Komorbiditat

Diagnose

Bislang existiert kein einheitlicher, simpler Test zur Diagnostik der ADHS [15]. Das
Diagnostic and  Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5), das
Klassifikationssystem der American Psychiatric Association (APA) [16], besagt, dass
sich die Symptome der ADHS noch vor dem zwdlften Lebensjahr in unterschiedlichen
Lebensbereichen zeigen missen (zum Beispiel in der Schule oder zu Hause, mit
Freunden oder Verwandten) wund zu deutlichen schulischen/beruflichen
Minderleistungen oder sozialen Defiziten fihren mussen.
Fir die Diagnose muss ausgeschlossen werden, dass die Symptome auf andere
psychische Stérungen zurlckzuflihren sind und dabei klar vom Reifegrad des Kindes
abweichen (eine Ausnahme hiervon sind die Stérungen des Autismus-Spektrums — jene

Symptome sind kein Ausschluss mehr fur eine komorbide ADHS-Diagnose) [17].



Symptome

Nach DSM-5 sind die Kernsymptome der ADHS eine bestédndige Unaufmerksamkeit
und/oder Hyperaktivitdt/Impulsivitat, welche das Funktionsniveau oder die Entwicklung
des Leidenden beeintréchtigen. Die Unaufmerksamkeit zeigt sich bei der ADHS im
Verhalten als Nichtbeachten von Einzelheiten, ,Fllichtigkeitsfehlern®, unfokussiertes
Verhalten (in Gedanken woanders sein, ,vertraumt sein®), vorzeitiges Abbrechen von
Handlungen/Aufgaben, Desorganisation, negative Einstellung gegenlber léngerer
Arbeit, das Verlieren oder Verlegen von Gegenstédnden sowie leichte Ablenkbarkeit. Die
Symptome sind dabei nicht der ausschlieBliche Ausdruck von oppositionellem Verhalten
oder Verstandigungsproblemen [16]. Die Hyperaktivitat/Impulsivitdt bezieht sich auf
einen gesteigerten Bewegungsdrang (auch beim Sprechen und der Interaktion mit
Anderen), welcher nicht den sozialen Konventionen entspricht. Hierzu gehdren Zappeln,
das nicht still sitzenbleiben Kénnen, Herumrennen, h&dufige Schwierigkeit, sich ruhig zu
beschéftigen, Logorrhoe, Ruhelosigkeit und uniberlegtes Handeln.

Der Schweregrad wird nach DSM-5 in leicht, mittel und schwer eingeteilt, wobei sich
dieser auf die quantitativen und qualitativen Symptome und auf die Beeintrachtigung des
Leidenden bezieht [18].

Entwicklung

Die Symptome differieren bei Betroffenen meist abhangig vom Alter in ihrer Auspragung:
Wahrend Kleinkinder oftmals ein hyperaktiv-impulsives Verhalten ohne sichtbare
Aufmerksamkeitsstérung aufweisen, nimmt diese motorische Unruhe wéahrend der
Adoleszenz ab, wobei die Aufmerksamkeitsdefizite hingegen immer deutlicher werden.
Unter Erwachsenen ist die alleinige Aufmerksamkeitsstérung ohne deutliche

Hyperaktivitat schlieRlich die haufigste Form [7].



Komorbiditat

Die ADHS wird sehr haufig von anderen psychischen Stérungen begleitet. Es ist dabei
wahrscheinlicher, dass ein ADHS-Patient unter mindestens einer weiteren psychischen
Erkrankung leidet als ausschlieBlich unter ADHS [19] [20] [21]. Weitere Auffalligkeiten
sind beispielsweise oppositionelles Trotzverhalten, andere Verhaltensstérungen,
Stimmungsschwankungen, Angststérungen und Depressionen [22]. Weiterhin in
Zusammenhang stehend sind Lernschwierigkeiten (haufig Dyslexie, diskutiert wird auch
Dyskalkulie), das Tourette-Syndrom sowie Zwangs- und Tic-Stérungen [19] [16]. ADHS
scheint bemerkenswerterweise unter anderem mit einer negativen Korrelation des
Intelligenzquotienten (IQ) einherzugehen [23]. Nach einer groflen danischen
Geburtskohortenstudie haben ADHS-Patienten eine geringere Lebenserwartung, mit
einer doppelt so hohen Mortalitat®, als vergleichbar gesunde. Dieser Effekt verstarkt sich

durch einige Komorbidititen* und ist bei weiblichen Leidenden stérker ausgepragt [24].

1.1.2 Atiologie

Der Ursprung der ADHS ist seit langem Gegenstand der Forschung. Ein vergleichbarer
Phanotyp wurde bereits 1775 unter den ,Geisteskrankheiten von dem deutschen Arzt
Melchior Adam Weikard in seinem Buch ,Der philosophische Arzt* als ,attentio volubilis*
beschrieben [25]. Jedoch ist auch Uber 200 Jahre spater die Atiologie noch nicht
vollstadndig geklart. Es wird vermutet, dass die Entstehung durch ein multifaktorielles
Zusammenspiel von Umwelteinflissen und Genetik bedingt ist [26] [27] [28]. Die
komplexe Erblichkeit dieser polygenetischen Pathologie wird dabei intensiv untersucht
[29] [30] mit Uber 2.800 Verdffentlichungen zum Jahresbeginn 2014 [31].°
Evolutionsbiologische Hypothesen werden von Thagaard et al. (2016) in ihrem Review

beleuchtet, wobei noch keine empirische Evidenz fiir diese aufgezeigt werden kann [32].

3 Bedeutung laut Duden: ,,Verhéltnis der Zahl der Todesfdlle zur Zahl der statistisch
berticksichtigen Personen*

* oppositionelles Trotzverhalten, Verhaltensstérungen und Substanzmissbrauch

> Eine Pubmed-Suchanfrage mit den zwei Begriffen ,,ADHD* und ,,genetics* lie zum
Oktober 2019 iiber 4.500 Ergebnisse erscheinen.



Umwelteinflisse und Zuckerkonsum

Diskutiert werden Einflisse durch Umweltfaktoren wie Exposition gegeniber Metallen
(Blei, Mangan) oder Chemikalien (Chlorkohlenwasserstoffe, Organophospat-Pestizide,
Phthalate) [33]. Unter den Risikofaktoren, welche pranatal ansetzen, zeigen
Frihgeburtlichkeit und eine verringerte Grofe des Fotus den gréfliten Einfluss. Diskutiert
werden auch ein geringes Geburtsgewicht, Schwangerschafts-, peri- oder postnatale
Komplikationen, Missbrauch von Alkohol, Tabak (siehe Kapitel 4.4.2) oder anderen
Drogen, die mutterliche Einnahme von Antidepressiva oder Paracetamol (siehe Kapitel
1.3.3), das maternale Alter wahrend der Schwangerschaft sowie die kérperliche und

psychische Verfassung der Mutter [34].

Eine mogliche Assoziation von Zuckerkonsum und Erndhrung mit der Manifestation der
ADHS-Symptomatik wurde in zahlreichen Studien untersucht, ohne dass bisher ein
eindeutiger Zusammenhang bewiesen werden konnte. Wahrend die Metaanalyse von
Wolraich et al. (1995) diesbezlglich ein negatives Ergebnis erbrachte [35], weisen einige
spatere Studien dennoch auf einen Zusammenhang zwischen Erndhrung und der
ADHS-Symptomatik hin [36] [37] [38] [39] [40]. Andere stiitzen die Hypothese, dass die
gesteigerte Zuckerzufuhr ,eher eine Konsequenz der Pathologie darstellt, als einen
bestimmenden krankheitsauslésenden Faktor® [41] [42]. In einer Metaanalyse von
Pelsser et al. (2017) wurde untersucht, ob sich die Einhaltung eines Ernahrungsplans
positiv auf die Symptome auswirkt, jedoch ohne eindeutiges Ergebnis [43]. Dennoch wird
das Essverhalten immer wieder mit der ADHS und deren Symptomen in Verbindung
gebracht. Eine signifikante Korrelation besteht nachweislich zu Essstérungen [44].
ADHS steht nach einer Metaanalyse von Nigg et al. (2016) in milder Korrelation zu
Ubergewicht. Dieser Effekt ist starker unter Erwachsenen zu beobachten und dabei

besonders ausgepragt unter weiblichen Patienten [45].

Vererbung und Kopienanzahlvarianten (CNVs)

Neben dem Einfluss von Umweltfaktoren spielt die hereditdre Disposition eine
wesentliche Rolle fiir die Atiologie der ADHS: Unter Verwandten ersten Grades herrscht
ein zwei- bis achtfach héheres Risiko, ebenfalls an ADHS zu leiden als in Familien, in
denen kein Elternteil betroffen ist. Mit Zwillingsstudien lassen sich genetische Einflisse

arithmetisch  ermitteln. So wurden ADHS-Ubereinstimmungsraster zwischen



monozygotischen® und dizygotischen’ Zwillingen verglichen. Berechnungen zufolge liegt
die Vererbbarkeit demnach bei etwa 72% [28]. Somit ist die ADHS eine psychische
Erkrankung mit einem vergleichsweise hohen Erblichkeitsgrad [46]. Untermauert wird
dieser Befund auflerdem durch Genkopplungsanalysen: Mit diesen kdnnen Regionen
auf Chromosomen bestimmt werden, welche, verglichen mit einer Kontrollgruppe,
gehauft mit ADHS segregieren [46]. Vielversprechende ADHS-Kandidatengene nehmen
Einfluss auf neurale Entwicklungsprozesse, das synaptische System und die neuronale
Plastizitat® [47] [48] [46] [49] [50]. Es wird angenommen, dass das Zusammenspiel vieler
Genvarianten mit jeweils kleinen bis moderaten Effekten unter Vermittlung von
Umwelteinfliissen die Pathologie klinisch manifestieren lasst [48] [51]. Zusatzlich wurden
zwischen der ADHS-Pathologie und ADHS-Komorbiditaten genetische Korrelationen
gefunden [29]. Durch Array-basierte Analysen kénnen Kopienanzahlvarianten® (Copy
number variations — CNVs) ermittelt werden, die ebenso mit ADHS assoziiert sind. Somit
sind bestimmte CNV-Gene als ADHS-Kandidatengene interessant [52]. Genomweite
CNV-Studien zu strukturellen Genvarianten, welche an der neuronalen Entwicklung
beteiligt sind, zeigen ein erhéhtes Vorkommen bei ADHS-Patienten [53] [54]."° Lesch et
al. (2011) identifizierten in einer familienbasierten genomweiten CNV-Analyse vier
Deletionen und 13 Duplikationen als moégliche ADHS-Kandidatengene. Darunter eine
Duplikation des SLC2A3-Gens auf dem kurzen Arm von Chromosom 12, welches fur
den Glukosetransporter GLUT3 kodiert (siehe Kapitel 1.3 und 1.3.5). Fir diese
Duplikation konnte in einer deutschen Fall-Kontrollstudie in der Tat eine Assoziation mit
ADHS nachgewiesen werden [55] [56]. Duplikationen sind interessanterweise eher in
Assoziation mit ADHS zu finden als Deletionen [57]. Funktionelle Auswirkungen der

SLC2A3-Duplikationsvariante sind nun Gegenstand dieser Arbeit.

% eineiig: das Erbgut stimmt annihernd komplett iiberein

7 zweieiig: das Erbgut stimmt nur zu etwa der Hilfte iiberein

® Die Fihigkeit des Gehirns sich selbst zu reorganisieren, strukturell und funktionell, als
Reaktion auf seine Umwelt.

’ Die CNVs weisen auf strukturelle Variationen in der DNS hin, wie Insertionen,
Deletionen oder Duplikationen. Diese Varianten treten iiber das Genom verteilt hdufig
auf und differieren stark in der Bevolkerung.

19 Poelmans et al. (2011) weisen darauf hin, dass lediglich 3% der humanen Gene fiir
die Neurogenese kodieren (576 von 18.589). Etwa die Hélfte der ADHS-assoziierten
Gene zeigen sich bemerkenswerterweise hier an der Neurogenese beteiligt.



1.2 Glukose und Glukosetransport

(D)-Glukose'" gehért als Monosaccharid zu den Kohlenhydraten und stellt eines der
wichtigsten Metabolite des Menschen zur Energiegewinnung dar.
Der Stoffwechsel selbst ist an diverse Genregulations- und Signaltransduktionsprozesse
gekoppelt [58] [59] [601.
Die Expression der verschiedenen GLUT-Isoformen beeinflusst wie die Zelle unter

unterschiedlichen Bedingungen Glukose aufnimmt und verstoffwechselt [61].

Damit das hydrophile Glukosemolekil die Zellmembran Uberwinden kann, muss ein
Transporter diesen Weg katalysieren. Hierzu sind 16 unterschiedliche Transportproteine
bekannt, welche sich in zwei groRe Unterfamilien einteilen lassen: Einerseits
14 verschiedene GLUTs — Glukosetransporter (Genname: SLC2A) und anderseits zwei
SGLTs — sodium glucose-linked transporters (Genname: SLC5A) [62]. lhnen werden
spezifische  Funktionen und unterschiedliche Eigenschaften, wie eine
substratspezifische Affinitat (vor allem Hexosen, Pentosen, Disaccharide, Chinine und
organische Kationen wie die Ascorbinsaure) sowie eine differenzierte Kinetik und ein
individuelles Expressionsmuster in verschiedenen Gewebetypen zugeschrieben (siehe
auch Tabelle 11 im Anhang). Sie werden in allen groBen Doménen des Lebens gefunden
— namentlich Archaeen, Bakterien und Eukaryoten [63] [64] [65].

GLUTs sind Membranproteine und Mitglieder der Major-Facilitator-Superfamilie, (MFS)
zugehorig zur Unterfamilie der solute-carrier-transporter (SLC), welche aus circa 65
Familien besteht [66]. SLCs transportieren geladene und ungeladene organische
Molekiile, sowie anorganische lonen [67] [68]. Sie sind eine Klasse, die notwendig flr
physiologische, zelluldre Funktionen sind, da sie den Stoffaustausch lebenswichtiger

Substrate Uber die Membran regulieren (siehe Kapitel 1.2.4) [69].

11
auch Traubenzucker oder Dextrose genannt



1.2.1 Glukose-Metabolismus

Kohlenhydrate

Monosaccharide sind etwa Glukose, Galaktose, Mannose und Fruktose. Disaccharide
Verbindungen bilden sich formal, allgemein als organisch-chemische Verbindung, durch
Wasserabspaltung zwischen zwei Monosacchariden. Beispiele sind Saccharose
(Glukose und Fruktose), Maltose (Glukose und Glukose) und Laktose (Glukose und
Galaktose). Sie werden meist als Polysaccharide, wie etwa in Form von Starke und
Glykogen, Uber die Nahrung dem Gastrointestinaltrakt (Gl) zugefuhrt (siehe Abbildung
1A), welcher regulierende Eigenschaften auf den systemischen Glukosespiegel ausibt

und mit dem Gehirn in Kommunikation steht.

Spaltung und Absorption

Enzyme, wie unter anderem Amylasen und Disaccharidasen, spalten zur Verdauung die
Polysaccharide/Disaccharide. Dies geschieht vorwiegend in Speichel, Darmsaften' und
am  Enterozyten-Blrstensaum, wobei  schlieBlich  einzelne  absorbierbare
Monosaccharide von der Kette freigesetzt werden. Diese Monosaccharide werden
vorwiegend im Dinndarm aufgenommen, wie auch unter physiologischen Bedingungen
der Rest des verwertbaren Chymus.
Zwei Natriumionen werden zusammen mit Glukose/Galaktose im Dinndarmlumen vom
SGLT-1 in die menschlichen Enterozyten absorbiert. Enterozyten exprimieren GLUT2
physiologisch basolateral, sodass die transportierten Monosaccharide Glukose,
Galaktose und Fruktose hier in den systemischen Blutkreislauf abgegeben werden [70]
[71]. Wahrend der Nahrungsaufnahme kénnen Enterozyten den GLUT2 auch apikal,
zum Darmlumen hin, exprimieren [72] [73]. Fruktose wird vor allem Gber GLUT5 in die
Enterozyten aufgenommen [74]. Das ventse System des Blutkreislaufes fihrt die
Metabolite Uber das Pfortadersystem vom Gl primar zur Leber [75] [76]. Im Menschen
wird Glukose hauptsachlich von der Leber in Form von Glykogen gespeichert. Dieser
Vorrat ist fir den Kérper im Schnitt erst nach etwa 30 Stunden des Fastens erschopft
[77].

12 . . .
iiberwiegend aus dem exokrinen Pankreas



Blutzucker-Homoostase

Schlisselfunktionen fiir die Regulation des Blutzuckerspiegels (BZ) nehmen das
Pankreas und die Leber ein. Das Hormon Glukagon (aus den a-Zellen des Pankreas)
I&sst den BZ steigen, indem es in der Leber die Glykogenolyse und die Gluconeogese
fordert und die Glukose schliellich via GLUT2 ins Blut abgegeben wird. Das anabole
Hormon Insulin (aus den 3-Zellen des Pankreas, welche GLUT1 exprimieren) senkt den
Blutzuckerspiegel, indem es Uberwiegend in Adipozyten und Myozyten den Einbau von
GLUT4 bewirkt. Die um ein Vielfaches gesteigerte Transportrate in diese Zellen fuhrt
dann zur Senkung des systemischen BZ [78] [79] [77] [80] [81].



Hypothalamus

Abbildung 1: Glukosemetabolismus und -homdostase — Glukose ist die Haupt-
Energiequelle des menschlichen Gehirns. Aufgenommen wird es vor allem Uber den
Gastrointestinaltrakt (Gl; A). Spezialisierte Zentren im Gehirn (B), unter anderem im
Hypothalamus (hellblau), nehmen zentrale und periphere Glukosespiegel wahr und
regulieren dabei Uber die Mikrobiom-Darm-Hirn-Achse (C) (unter anderem durch den
Nervus vagus und neuroendokrine Signale im Blutkreislauf) die Glukosehomdostase.
Quelle: eigene Darstellung, GréRenverhaltnisse nicht realistisch dargestellt, einige
Zellen zur besseren Darstellung nicht abgebildet
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Zentrale Regulation

Das Nahrungsaufnahmeverhalten der Sauger wird durch unterschiedliche Mechanismen
beeinflusst. Im zentralen Nervensystem (ZNS) ist hier vor allem das vegetative
Nervensystem betroffen und dann am aktivsten, wenn in der Peripherie eine Hyper- oder

Hypoglykamie eintritt [76].

Zerebral zeigt in erster Linie der Hypothalamus (siehe Abbildung 1B und Abbildung 5)
als eine Art Kontrollstation eine Glukose- und Lipid-wahrnehmende-Funktion, wohl unter
anderem via GLUT2 [82] [83]. Dies geschieht in Verbindung mit lokalen,
spezialisierten Gliazellen, welche Glukose als zusétzliches Signalmolekul nutzen, um
ihre Aktivitat zu modulieren [84]. Diese Gliazellen sind unter anderem im Bereich des
medialen Orbitofrontalkortex zu finden [85]. Stoffwechselhormone, wie etwa Insulin oder

Leptin, liefern dem Gehirn Informationen tber aktuelle Reserven.

Eine Dysregulation der Energiebilanz kannn unter anderem zu einem veranderten
Verhalten und zu Ubergewicht fiihren. Die Glukoseaufnahme ist auflerdem mit dem
zentralen Dopamin-Belohnungssystem und dem zentralen Melanocortin-System
verknupft. Ein reziproker Einfluss von Gehirn, Essverhalten und dem Gl ist hierbei
unumstritten [76] — dieser wird unter anderem Uber die (Mikrobiom-)Darm-Hirn-Achse
(siehe Kapitel 4.3.3; siehe Abbildung 1C) vermittelt.
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1.2.2 Glukose-Homoostase des Gehirns

Zufuhr

Die zerebral bendtigte Glukose gelangt Uber die Blut-Hirn-Schranke (BHS) (siehe
Abbildung 2D) via GLUT1/GLUT3 der Endothelzellen™ in die Zerebrospinalfiiissigkeit™
des Gehirns, was wahrscheinlich Uberwiegend durch Astrozyten und/oder neuronale
Signale moduliert wird [86] [87] [88]. Das Endothel der BHS exprimiert GLUT1 in
vergleichbarer Hohe wie die Gliazellen des Gehirns. GLUT1 kommt daher neben GLUT3
eine wichtige Rolle fiir die Glukose-Distribution von der Peripherie ins ZNS zu [89]. Die
maximale Transportkapazitat (Glukose uUber die BHS) ist etwa zweimal so hoch wie der
maximale zerebrale Glukoseverbrauch. Dies deutet laut Shestov et al. (2011) darauf hin,
dass wahrend einer Blutserum-Hyperglykamie (>10mmol/l) der Glukoseverbrauch erst
intrazerebral limitiert wird (gegebenenfalls auch erst auf enzymatischer, intrazellularer
Ebene), wahrend bei einer Blutserum-Hypoglykadmie (~3,5mmol/l) der Transport Gber die
BHS wohl den limitierenden Faktor darstellt [90]. Unter euglykdmischen Bedingungen
Uberschreitet ,der Glukosezufluss [dabei im Durchschnitt] die Glukoseverwertung um
das 1,5-fache” [91]. Erwahnenswert ist, dass das Milieu um Neuronen herum deutlich
weniger Glukose enthalt als Blutserum: 1-2 mM im Vergleich zu 5-6 mM [89].
Metabolische Dysfunktionen wurden bereits mit neuronalen Entwicklungsstérungen in

Zusammenhang gesetzt [92].

"> EndothelzellgréBe teils unter 0,25um Dicke, stark polarisiert und mit verbindenden
Tight junction-Poren von etwa 4nm Grof3e.
'* Gehirnliquor oder Liguor cerebrospinalis
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Abbildung 2: Glukosezufuhr zum Zentralen Nervengewebe — Glukose gelangt tber die
Blut-Hirn-Schranke (BHS; D) ins Gehirn mit seinem reich verknlUpften Nervengewebe.
Astrozyten (F) sind dabei sehr eng mit der BHS verknlpft. Im Gehirn wird die Energie
vor allem zur Signaltransduktion an Neuronen (E) und zur Zytogenese utilisiert.
Oligodendrozyten (G) bilden die Myelinschicht der Neuronenfortsatze. Mikrogliazellen
(H) sind Gewebsmakrophagen im Gehirn.

Quelle: eigene Darstellung. GroRenverhaltnisse nicht unbedingt realistisch dargestellt;
Perizyten, Basalmembran und Endothelzellen (je in D) zur Vollstdndigkeit ebenfalls
dargestellt.
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Utilisierung und Glykogen

Glukose stellt durch die obligatorische glykolytische Generierung von
Adenosintriphosphat (ATP) unter physiologischen Bedingungen die primare
Energiequelle fir Nervengewebe dar [93] und wird fur die ,Erregungsibertragung
zwischen den Zellen, Energiespeicherung, Biosynthese und oxidative Abwehr* bendtigt
[91]. Die Zusammensetzung und Verstoffwechslung der energiereichen Substrate im
Gehirn ist alters- und anforderungsabhangig. Wobei Glykogen' (~6-7umol/g'® [94]) wohl
die Haupt-Energiereserve im Gehirn darstellt und iberwiegend in Astrozyten gespeichert
wird [95]. Durch die Modulierung ihrer Glykogenolyse kann wohl potentiell die Glukose-
Verflugbarkeit fir Neuronen unterstitz werden [96]. Eine in vivo Untersuchung mittels
Kernspinresonanz (NMR) und ®*C-Glukose zeigte, dass auch nach einem Zeitintervall
von 80h der Glykogen-Pool nicht vollstandig umgesetzt wird, wahrscheinlich ,durch die
Unzuganglichkeit der inneren Glykogen-Schichten fir die [Glykogen-Abbauenzyme]®
[94]. Glukose liefert mehr gunstige Energie und Struktur-Kohlenstoffe als Ketone, deren
alleinige Verstoffwechslung mit einer geminderten Neuronenerregung einhergeht [97].
Obgleich das Gehirn lediglich etwa 2% des Koérpergewichts ausmacht, verbraucht es
circa 20% des gesamten Energiebedarfs des menschlichen Koérpers [98]. Den
Hauptanteil der bendtigten Energie verwendet das Gehirn fir Reifungsprozesse,
synaptische Plastizitdt und Signaltransduktionsprozesse [99]. Der hierfir bendétigte
Glukosemetabolismus lasst via Transkriptionsfaktor CREB das GLUT3-Protein

exprimieren, dies konnte fir Signaltransduktionsprozesse nachgewiesen werden [100].

Neuronen und Gliazellen

Gliazellen Ubertreffen Nervenzellen (siehe Abbildung 2E) quantitativ um das Zehnfache
und machen dabei etwa die Halfte der Gehirnmasse aus [101]. ,Man unterscheidet 3
Typen von Gliazellen im Zentralen Nervensystem: Astrozyten'’, Oligodendrozyten und
Mikrogliazellen“ [siehe Abbildung 2F, G und H] [102]. Sie gelten als elektrisch inaktiv,

modulieren aber den Informationsaustausch [103]. Der Verteilungsmechanismus von

1> Konzentration [nmol Glukose/mg Protein] von 60-200 in Astrozyten, 6 in Neuronen
und 15-100 im Gehirn.

' bezogen auf die physiologische, nasse Gehirnmasse

7 Bisher gibt es keine eindeutige Definition von Astrozyten, [da sie eine sehr
heterogene Population darstellen.]*
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Glukose, Laktat und anderen Metaboliten zwischen Gliazellen, dem Interzellularraum
und Neuronen ist noch nicht ganzlich aufgeklart. So gehen Modelle davon aus, dass
Neurone Glukose direkt aus dem interstitiellen Milieu aufnehmen kénnen [104], wahrend
Gliazellen, insbesondere Astrozyten, Neuronen mit Laktat und anderen Metaboliten
bedarfsabhangig versorgen und somit ebenfalls deren Stoffwechsel dynamisch
modulieren [105]. Wahrend Gliazellen von ihrem favorisierten Substrat bis zu 15% des
zerebralen Energieverbrauchs auslasten, nehmen Neurone den grofieren,
komplementaren Anteil von 85%, unter anderem durch Glykolyse, firr sich in Anspruch.
So bendtigt folglich graue Substanz bis zum Finffachen mehr Energie als weilde
Substanz, in welcher vor allem die Gliazellen zu finden sind [99] [106] [91] (siehe Kapitel
1.3). Die neuro-glia-vaskulare Einheit, ,der Baustein des Neuropils®, benétigt etwa 90%

der Glukose, welche in der grauen Substaz metabolisiert wird [107].

1.2.3 Glukosetransportmechanismen und die Zellmembran

Menschliche (eukaryotische) Zellmembranen sind etwa 6-10 nm dicke Barrieren.
Allgemein besteht der Aufbau zum einen Teil aus einer zweilagigen Fettschicht, der
Lipiddoppelschicht, und zum anderen Teil aus Proteinen. Schatzungen zufolge kodieren
20-30% aller menschlichen Gene fiur Membranproteine [108] und 10% des humanen
Genoms fur Funktionen, die mit dem transmembranéaren Transport in Verbindung stehen
[69]. Die Expressionsmuster von Transportproteinen sind dabei gewebe- und
zellspezifisch [109]. Die Zellmembran grenzt einen Raum ab, stellt also eine
interagierende Barriere dar und reguliert den Stoffaustausch mit der Umgebung.
Veranderungen in der Zusammensetzung der Zellmembran kénnen den Grundstein fiir
Pathologien legen [110].

Wahrend kleine, lipophile Molekile die amphiphile Membran relativ ungehindert
durchqueren kénnen, bedirfen gréfiere, hydrophile Molekile (wie zum Beispiel Glukose)
spezielle Transportmechanismen fur eine Uberquerung [111].
Aktive Transporter sind energie- und damit ATP-abhangig. Sie kénnen ihre Substrate
gegen einen Gradienten transportieren. Primar-aktive Transporter benutzen Energie
direkt aus der Hydrolyse von ATP. Sekundar-aktive-Transporter hingegen nutzen
Energie Uber einen aktiv aufgebauten elektrochemischen Gradienten (SGLTs), zum
Beispiel via Na'-K*-ATPase. Passive Transporter wiederum erméglichen entlang eines
elektrochemischen Gradienten eine erleichterte Diffusion (GLUTs) [112] [111].
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1.2.4 Die SLC2A-Familie der Glukose-Transporter (GLUTSs)

GLUTs fungieren nach dem Prinzip der ,erleichterten Diffusion® als Uniporter und
werden von den SCL2A-Genen kodiert. Im Grofteil des menschlichen Gewebes ist
diese Familie fiur die Glukose-Diffusion verantwortlich. Der Transport ist

konzentrationsabhangig, stereoselektiv'® und bidirektional [71].

Strukturaufbau der SLC2A-Familie — GLUTs

GLUTs weisen in ihrer Sekundarstruktur zwolf amphiphile
Transmembransegmente (TM) mit einer oligosacchariden Seitenkette an der ersten oder
funften extrazelluldren Schleife auf. Die hydrophoben Anteile durchstrecken die
Zellmembran, die hydrophilen Anteile bilden dabei eine Pore (siehe auch Kapitel 1.3.4).
Der jeweilige Amino- (NH2) und Carboxyl-Terminus (COOH) liegt intrazellular.
AuRerdem weisen GLUTs eine einzelne extrazelluldre N-glykolisierte Seite'® auf: Sie
liegt entweder zwischen den Transmembransegmenten eins und zwei (zutreffend fir die
erste und zweite GLUT-Klasse) oder neun und zehn (zutreffend fir die dritte Klasse der
GLUTSs). Diese sorgt fir eine hohe Glukoseaffinitdt. Des Weiteren existiert auch eine
groRe intrazelluldare Helix®°, welche die Transmembransegmente sechs und sieben
verbindet [113] [114] [115] (siehe Abbildung 3).

Zuckerrest

Plasma- 90@R0osH
membran J2 8 S8
NHy §

Zytoplasma - ;g
"%] ot Vd‘éﬂ .

Abbildung 3: schematische Darstellung der GLUT-Sekundarstruktur anhand GLUT1
und GLUT4 (wobei die roten Aminosauren einzigartig fur GLUT4 sind.)
Quelle: in Anlehnung an [81]

' ein Stereoisomer wird vor einem anderen Stereoisomer bevorzugt
' Zuckerrest an einem Stickstoff
2% Spirale
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Aguilar et al. (2017) beschreiben in ihrem Review die Eigenschaften der GLUTs als
.,wandelbar* und unter anderem abhangig von unterschiedlichsten, teils noch
ungeklarten Kofaktoren (siehe Kapitel 4.4). So folgern sie, dass Informationen tGber den
Einfluss von metabolischem Stress auf die Funktion von GLUTs noch knapp sind und
intensiverer Erhellung bedirfen [116]. Neurologische Stérungen sind dabei haufig
Ausdruck defizitarer synaptischer Energiespeisung [117]. Eine Veranderung der
Expression von GLUTSs zeigt sich auch bei neurodegenerativen Prozessen, wie man sie

zum Beispiel bei der Alzheimer-Erkrankung vorfindet [118].

1.3 GLUTS3 und das Nervengewebe

GLUT3 ist ein 496 AS groRRes Protein, welches als dritter Zuckertransporter entdeckt und
untersucht wurde. Er stimmt zu fast 95% in seiner Primarstruktur, mit GLUT14 [119], zu
64% mit GLUT1 und zu 51% mit GLUTZ2 Uberein (siehe Abbildung 15 im Anhang) und
wird am starksten im ZNS exprimiert [120] [121], weswegen er auch als
,Glukosetransporter von neuronalen Zellen®* [122] oder als ,neuronaler
Glukosetransporter® [89] bezeichnet wird. Intrazellular ist GLUT3 teils in Mikrovesikeln
und Stachelsaumbaélichen?' zu finden [123] und unterliegt mutmaRlich einem Recycling-
Zyklus  [124]. Glukose, Galaktose, Xylose, @ Mannose, Maltose und
Dehydroascorbinsaure stellen Substrate fur den GLUT3 dar, Fruktose hingegen nicht
[125] [126] [127] [128] [129]. GLUT3 hat mit etwa 3,44 mM eine sehr geringe Ky

(Michaelis-Menten-Konstante®?), somit eine hohe Affinitat zu Glukose und ,die héchste,

errechnete Umsatzrate der Glut-Isoformen® [130].

Das Gehirn metabolisiert bevorzugt Glukose und weist dabei einen hohen Bedarf zur
Grundversorgung auf, inklusive den Endothelzellen und Mikroglia [88] [131] (siehe
Kapitel 1.2.2). Andere spezifische Gewebe, welche das GLUT3-Protein exprimieren und
ebenfalls einen gesteigerten Bedarf an Glukose aufweisen, sind Spermien [132],
Blastozysten [133], die Plazenta [134] [135], (aktivierte) Thrombozyten [136],

Leukozyten sowie einige maligne Tumorarten [58].

*! clathrin-coated vesicles
*? gibt die Substratkonzentration an, bei welcher die halbe Maximalgeschwindigkeit
eines Enzyms erreicht ist
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1.3.1 GLUT1 versus GLUT3

GLUT1 und -3 sind die zwei am reichlichsten vertretenen Zuckertransporter im Gehirn
[137]. Im Vergleich mit GLUT1 ist die GLUT3-Expression besonders abhangig von der
metabolischen Aktivitat. Wahrend GLUT1 wohl eine Art Grundversorger ist, stellt GLUT3
eine zusatzliche bedarfsabhangige Versorgung sicher. Er wird verstarkt auf den Axonen
und Dendriten im Neuropil exprimiert, weniger im Soma der Neurone ,[...] und sein
Expressionslevel korreliert in  den unterschiedlichen Gehirnregionen mit der
[entsprechenden] zerebralen Glukoseverwertung® [60]. Es wird angenommen, dass
GLUT3 vorwiegend an Zellprozessen wie der Heranreifung und Zellkommunikation des
Nervengewebes beteiligt ist [89] [138] [139] [140] [141]. Es wird weiterfihrend davon

ausgegangen, dass Zellen mit hoher GLUT3-Expression in einem hypoglykdmischen

Milieu oder bei hohem Energiebedarf gegebenenfalls einen Vorteil in der
Glukoseaufnahme gegenuiber Zellen mit bevorzugter GLUT1-Expression haben [142]
[143] (siehe Abbildung 4). Um den speziellen Anforderungen des allosterischen®
Gehirns dynamisch gerecht zu werden, arbeiten die unterschiedlichen Zellen des
Nervengewebes synergetisch eng zusammen. So exprimieren Neurone in der Regel den
,nheuronalen Glukosetransporter GLUT3 (wohl auch starker als GLUT1, zumindest in
vitro [144]), welcher scheinbar eine besondere Sicherung bietet, um Nervenzellen mit
ihrem stark bevorzugten Substrat, auch bei schwankendem Glukosespiegel und -bedarf
zu versorgen. Das Milieu fiir Neuronen im Gehirn scheint stark durch Gliazellen bestimmt
zu werden, welche Glukose Uberwiegend tUber GLUT1 aufnehmen [91] (siehe Kapitel
1.2.2).

239, Bedeutung laut Duden: ,,so beschaffen, dass ein Vorkommen in mehr als einer
festen Konformation mdoglich ist*
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Abbildung 4: Glukoseaufnahme durch GLUT1 und GLUT3 in Abhangigkeit der
Glukosekonzentration — in vitro (Assay auf Proteoliposom?*-Basis)
Quelle: in Anlehnung an [145]

1.3.2 Expression in Nagern und im Menschen

Die Aminosauresequenz des GLUT3-Proteins unterscheidet sich kaum zwischen Ratten
und Mé&usen (~94% Ubereinstimmung) und konzentriert sich auf das Gehirn, wobei im
Kleinhirn GLUT3-mRNA tberwiegend in der Maus-Purkinje-Zellschicht observiert wurde

und bei Ratten Uberwiegend in den Kornerzellen exprimiert wird.

Der Unterschied zum Homo sapiens sapiens ist etwas groRer mit einer
Sequenz-Ubereinstimmung zur Ratte mit nur noch ~82%. Auch weist der Mensch
zusatzlich eine verstarkte periphere Expression des humanen GLUT3 auf [146] (siehe
Kapitel 1.3).

** Bezeichnung fiir ein kiinstlich hergestelltes Vesikel, welches Phospholipide, Proteine
und Enzyme enthélt und eine funktionstiichtige Einheit darstellt.
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Expression in Nagern

Im Versuch an Rattenneuronen? zeigte sich, dass die AMP-abhéngige Proteinkinase®

das Expressionslevel und die Aktivitat an der Plasmamembran reguliert [147]. GLUT3
wurde in Maus-Megakaryozyten [148] und in neuralen Ratten-Stammzellen gefunden
[149]. Zentral wird das GLUT3-Protein vor allem im Neuropil auf Axonen/Dendriten von
Neuronen exprimiert und in den Pyramidenzellen/Moosfasern des Ratten-Hippocampus
(siehe Abbildung 5), sowie stark im olfaktorischen Kortex — ,eine Region der héchsten
kortikalen Glukose-Ausnutzung® [150]; in der Regel jedoch nicht in gesunden Gliazellen
[144]. Astrozyten®, ,wenn kultiviert* (in vitro), exprimieren bekanntlich GLUT3 [151].
Somit gleichen sie nicht mehr dem in vivo-Status, wie bereits kritisch durch Zhao et al.
(2010)*® erwahnt [152)].

SG

HPF

SA

N < HTH

Abbildung 5: Mausegehirn, Koronalschnitt. Rechts zu sehen ist der dargestellte
Nachweis der SLC2A3-RNA-Expression, links eine In-situ-Hybridisierung (ISH). Eine
hohe Expression zeigt sich zum Beispiel im Iso-kortex (SG) und im Hippocampus (HPF),
Hypothalamus (HTH), Artefakt im histologischen Praparat (A), schwacher exprimiert wird
SLC2A3 in der weiRen Substanz (SA).

Quelle: in Anlehnung an “Image 31“ http://mouse.brain-
map.org/experiment/siv?id=1840&imageld=10136307 1&initimage=ish&contrast=0.5,0.
5,0,255,4 [153]

> Kérnerzelle oder Granularzelle (Neuronum granuliforme)

*® Das Enzym spielt eine groBe Rolle bei der Regulation von Enzymen, welche bei
zelluldrem Energiemangel in Sdugern ihre Funktion ausiiben.

%7 in Kaninchen (,, WeiBe Neuseelindern®)

*® Experimente an Miusen
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Im Rattengehirn in situ wurde das GLUT3-Protein zwar geringer in der auflersten
Molekularschicht (Lamina molecularis) gefunden [154], allerdings eindeutig in den
Kornerzellen (5-10x starker vorhanden als GLUT1; in vitro [155]) der Kérnerschicht
(Lamina granularis). GLUT3 kommt somit verstarkt in der grauen Substanz (SG) des
Kortex (siehe Abbildung 5), in der Neurohypophyse, dem Gyrus dentatus und dem
restlichen Hippocampus, dem Striatum und dem Kileinhirn (hier ebenfalls verstarkt in
Kornerzellen der Kérnerschicht und auch verstarkt in der weillen Substanz, wo sich
Axone/Dendriten befinden) vor. Starke GLUT3-Expression wurde in den lateralen
Habenulae, der Amygdala, dem Nucleus nervi oculomotorii und dem Nucleus ruber
observiert. Eine Verteilung im Gehirnstamm zeigte sich generell in unterschiedlichen
Kerngebieten, mit starkerer Konzentration in folgenden Strukturen: Pontinischer
Raphekern, Kerngebiete der Formatio reticularis des Tegmentums, Trigeminuskern,
lateraler oberer Oliven-Kernkomplex, Kerngebiete des Trapezkérpers und Nucleus
mesencephalicus nervi trigemini [146]. Niedrige Protein-Konzentrationen konnten auch
in der weillen Substanz (SA; entgegen zur mRNA), der Adenohypophyse und der
Epiphyse nachgewiesen werden [142] [156]. In der Maus wurde GLUT3-mRNA auch im
Thalamus gefunden [157].

Expression im Menschen®

Peripher gelang der Nachweis von GLUT3-mRNA in Geweben wie Herz, Leber,
Plazenta und Niere im Menschen [134]. Das GLUT3-Protein konnte in Testikeln und
Spermatozoen gefunden werden [156]. Stark wird es vor allem in mononuklearen Zellen
des Blutes (PBMCs) exprimiert — wobei Monozyten®® eine stirkere Expression
aufweisen als Lymphozyten [158] [159]. In humanen Blutplattchen stellt GLUT3 den
Uberwiegend exprimierten GLUT dar [136], wobei Thrombin den GLUT3-Einbau aus
intrazellularen a-Granula in die Thrombozytenmembran stimuliert [160]. Die
Proteinexpression konzentriert sich topographisch gesehen sonst stark auf das Gehirn

und die Neurone [134].

%% siche hierzu auch Abbildung 16 im Anhang
%% Im Blut zirkulierende Zellen des Immunsystems und unter anderem Vorliufer von
Gewebsmakrophagen.
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1.3.3 Neuroinflammation und GLUT3-Expression in Nervengewebszellen

Neben Neuronen wird der GLUT3 beim Menschen zentral ebenfalls sowohl in
physiologisch gesunden Mikroglia-Zellen®', in Endothelzellen und wahrscheinlich in
Perizyten der BHS* exprimiert als auch in entzindeten Astrozyten und in aktiven
Makrophagen bei Multipler Sklerose [88] [161] [162] [163]. Zusatzlich zeigte sich, dass

Monozyten wahrend einer bakteriellen Infektion vermehrt GLUT3 exprimieren [124].%

Mikrogliazellen zahlen zu den Gewebsmakrophagen und immigrieren wahrend der
Embryogenese ins ZNS-Parenchym. Sie sind an der Gehirnentwicklung, der
ordentlichen Gehirnfunktion und praktisch an allen Neuropathologien mafigeblich
beteiligt. Sie spielen Schlisselrollen sowohl bei der synaptischen Plastizitat sowie als
Bindeglied zwischen ZNS und dem Immunsystem (IS) [164] und werden ,auch als
pathologische Sensoren angesehen® [102] (siehe Kapitel 4.3.2). Fur Mikroglia wurden
bereits geschlechterspezifische Unterschiede gefunden [165], unter anderem in der
Immunreaktion bei frihkindlichen Entziindungen [166]. Auch bei der ADHS scheint es
gewisse geschlechterspezifische Unterschiede zu geben [9] sowie in GLUT3-Deletions-
Mausen [167] (siehe Kapitel 4.4.3).

Akuter und chronischer Stress beeinflusst Immunreaktionen auch zentral und verstarkt
oder ermoglicht erst Krankheiten [168]. So lie3 sich im Rattenmodell zeigen, dass die
SLC2A3-mRNA-Konzentration im Hippocampus mit dem Alter abnimmt. Im weiblichen
Hypothalamus senkte sich die Konzentration durch chronischen Stress. Eine erhdhte
Konzentration konnte in der erwachsenen mannlichen Amygdala gefunden werden,
chronischer Stress erhdhte diesen Effekt und war dann auch im Weibchen zu finden.
Effekte auf den prafrontalen Kortex konnten hier nicht gezeigt werden, auch keinen
anderen GLUT betreffend [169]. Viele Sauger-Zellen besitzen unter anderem die
Méglichkeit auf Umwelt-Stress mit einer gesteigerten Glukose-Aufnahme zu reagieren
[170]. Bemerkenswerterweise assoziiert eine gro3e Kohortenstudie aus Norwegen eine

kurzzeitige (<7 Tage), pranatale, maternale Einnahme von Paracetamol®

negativ mit
der ADHS-Auspragung des Kindes und eine Langzeiteinnahme (>7 Tage) positiv [171].
So konnte auch in einer Zwillingsstudie an mannlichen Jugendlichen beobachtet werden,

dass der Speichel-Cortisol-Level bei ADHS-Patienten nach einem Stressor schneller

*! Sie exprimieren auBerdem GLUT1, GLUT4 und GLUTS.

32 Die BHS stellt selbst auch eine immunologische Barriere dar.

%3 Via der Serin/Threonin Proteinkinase B und dem intrazelluliren Rezeptor PPAR-y.
** Nichtopioid-Analgetikum, welches wohl vor allem zentral wirkt.
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abfiel als in der Kontroligruppe. Die Forscher mutmaliten, dass dies eine
endophanotypische Auspragung von ADHS sein kdnne [172]. (Frithkindliches) Asthma™
mit seiner allergischen Immunantwort scheint mit ADHS assoziiert zu sein [173] [174],
wobei sich bei Komorbiditat stirkere Probleme im Verhalten manifestieren®® [175].
.iImmunologische Mechanismen scheinen zur ADHS beizutragen® [176] (siehe Kapitel
4.3.2). Einige ADHS-assoziierte CNVs scheinen auch eine Rolle in Signalwegen des
Immunsystems einzunehmen [57]. Der zellulare Glukosemetabolismus spielt aullerdem
beim programmierten Zelltod eine entscheidende Rolle [177]. Es bestehen kausale
Zusammenhange zwischen chronischer, metabolischer Glukose-Dysregulation und
Neurodegeneration [178] (siehe Kapitel 4.3.3). Gegebenenfalls stellen gewisse ,ADHS-
Abnormalitdten das Ergebnis einer UberschieRenden ZNS-Immunantwort des Fotus

dar®, ausgeldst durch maternale Inflammationsprozesse [179].

1.3.4 Aufbau und Transport

GLUT3 zeigt die typische Sekundarstruktur der Klasse I-GLUTs. In einem molekularen
GLUT3-3D-Modell (siehe

Abbildung 6) wird angenommen, dass die 12 Transmembransegmente einer
umschlieRenden, rechten Hand gleichen, welche einen hydrophilen Trichter formt. Ein
Netzwerk von polaren und aromatischen Aminosauren (AS) sdumt die Porenregion und
unterstitzt die Glukosebewegung entlang des Gradienten. Molekular-dynamische
Untersuchungen in silico zeigen, dass Neigung und Flexibilitdt der Schlisselsegmente

die Offnung der Transportpore modulieren [180].

%> Die physiologische und psychoaktive Wirkung von Methylphenidat wurde auf der
Suche nach einem Asthma-Heilmittel entdeckt.
36 ebenfalls differierend nach Geschlecht
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Abbildung 6: a) 3D-Modell der GLUT3-Struktur. Das Peptid- Rickgrat wird durch eine
Schleifenstruktur dargestellt. Die Amino (N)- (schwarz) und Carboxyl (C)-Enden (weil3)
wurden beschriftet, sowie die einzige extrazellular glykolisierte Seite (CHO)

b) Blick auf die Pore mit einem D-Glukosemolekiil (schwarz) im Zentrum der Offnung.
Die 12 Transmembransegmente (TM) wurden nummeriert. Die intrazelluldren Segmente
wurden bei dieser Darstellung weggelassen

Das Molekulargewicht des Proteins betragt 53,9 kDa [181].

Quelle: [180]

Der Transport von Glukose liber GLUT3

Initial lagert sich das Glukosemolekil an die extrazellulare Bindungsstelle des
Zuckertransporters. Die Wasserstoffatome des Glukosemolekills werden an den
hydrophilen Anteilen® (iberwiegend durch die C-Doméne stabilisiert. Der Kohlenstoffring

der Hexose wird dabei zu gleichen Anteilen von beiden Domanen durch die

37 liber Wasserstoffbriickenbindungen (Nebenvalenzbindungen)
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hydrophoben Reste®® gehalten. Darauf folgend filhren beide Domanen des Glukose-
Protein-Komplexes eine leichte Konformationsadnderung um 15° durch, wobei zwei
Aminosaurereste des TM 7 die offene Pore verschlieRen. Gleichzeitig vollzieht das
TM 10 eine auswartsgerichtete Schwenkbewegung um 60°, woraufhin sich die
Substratbindungsstelle nach innen 6ffnet und die Glukose intrazellular freigegeben wird.
Zuletzt schlief3t vermutlich die groRe intrazelluldre Helix die nach innen gedffnete Pore,
wobei das Transportprotein seine urspringliche Konformation wieder einnimmt [182]
(siehe Abbildung 7).

GLUT3 GLUT1
(nach extrazellular offen) (nach intrazellular offen)

Abbildung 7: Transportmechanimus von Glukose (rot-graue Struktur, mittig) Uber die
GLUTs; Die Offnung des GLUTS3 ist extrazellular (links) und GLUT1 nach intrazellul&r®
gerichtet (rechts); C = C-Doméane, N = N-Domane

Quelle: in Anlehnung an [182]

1.3.5 Das SLC2A3-Gen und seine Kopienanzahlvariationen (CNV)

Das SLC2A3-Gen weist eine Lange von etwa 17 kb auf und besteht aus zehn Exons
[120]. Es ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 in der Region p13.31 zu finden
(siehe Abbildung 8 rechts) [121].

%% {iber van-der-Waals-Krifte (nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen Atomen /

Molekiilen)
%% Zum aktuellen Zeitpunkt wurde noch keine visuelle Darstellung von GLUT3 mit der
Offnung nach intrazellulir gerichtet verdffentlicht.
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Duplikation
Die verbreitete Duplikation an Position 7.894681-8.009303 (hg17) umfasst eine Grofie

von etwa 130 kb, beinhaltet dabei das gesamte SLC2A3-Gen, das Pseudogen
NANOGP1T und die vorderen zwei Exons des SLC2A14-Gens [55] [56] [183] (siehe
Abbildung 8 links).

Abbildung 8: SLC2A3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) des menschlichen
Chromosoms 12. Zur Hybridisierung des Chromosoms 12 (p13.31) wurde das BAC
RP11-277E18 benutzt. Es wird ein homologes Chromosomenpaar (blau) eines SLC2A3-
Duplikationstragers gezeigt. Das linke Homolog zeigt ein sichtbar gréReres und helleres
Signal ( ), was auf eine zusatzliche Kopie der BAC-Probe hinweist. Quelle: zur
Verfligung gestellt von Dr. Indrajit Nanda, Institut fir Humangenetik, Julius-Maximilians-
Universitat Warzburg

Die Duplikation kénnte wunter anderem mit angeborenen Herzfehlern beim
Turner-Syndrom [184] und 22q11-Mikrodeletionssyndrom assoziiert sein [185]. Auch ein
Zusammenhang mit einer verzdgerten Krankheitsmanifestation® bei der

autosomal-dominant vererbten Chorea Huntington*' konnte gezeigt werden [186]. Wie

* Wobei ein protektiver Effekt durch die gesteigerte Kopienanzahl vermutet wird.
*! eine neurodegenerative Erkrankung
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bereits erwahnt ist die Duplikation des SLC2A3-Gens mit ADHS assoziiert [55] [56].
,otrukturelle Varianten und Einzelbasen-Substitutionen des SLC2A3-Gens, die mit
ADHS assoziiert sind, weisen auf transkriptionelle und funktionelle Verédnderungen im
Menschen hin“ [56].

Die Resultate von Yang et al. (2009) zu einer mRNA-Steigerung durch die
SLC2A3-Duplikation [187] konnten bestatigt werden: Lymphoblastoide Zelllinien (LCLs)
mit der SLC2A3-Duplikation weisen immortalisiert eine mRNA-Expressionssteigerung
von knapp Uber 70%, PBMCs sogar von Uber 200% auf [181].

Deletion

Heterozygote*? [188] [189] SLC3A3-Knockout-Mause zeigen eine verminderte GLUT3-
Protein-Konzentration und eine insgesamt verminderte zerebrale Glukose-Aufnahme,
allerdings eine hoéhere GLUT1-Protein-Konzentration zerebral, eine hdhere Gehirn-
Laktat-Aufnahme und eine Neigung zu epilepsietypischen Potentialen im EEG ist zu
observieren. Des Weiteren erscheinen Veranderungen im Sozialverhalten, in ihrer
kognitiven  Flexibilitdt und  Gedachtnisleistung sowie  Abweichungen in
Bewegungsmustern*® und ein verandertes vokales Lautmuster. Auch Einschrankungen
in der rdumlichen Wahrnehmung wurden beobachtet* [152]. Dieser Phanotyp wird
geschlechts- und altersabhangig beeinflusst und Iasst sich durch eine ketogene Diat

modulieren [167].

Homozygote SLC2A3-Knockout-Mause sind nur lebensfahig, wenn die versorgende
Plazenta von dieser Deletion ausgenommen ist. Eine Untersuchung an der Reifung des
Nervengewebes an postnatal-homozygoten Deletions-Mausen resultierte in einer
Mikrozephalie (>90% vermindertes Gehirngewicht; inklusive einer geringeren kortikalen
Dicke und weniger dendritischen Dornen), einhergehend mit einer ,Retardierung” und
einer verkiirzten Lebensdauer®, mit Terminierung dieser bereits vor der
Geschlechtsreife [190].

*? Die heterozygote Deletion war mit einem reduzierten Risiko fiir rheumatoide Arthritis
assoziiert. Als ursidchlich wurde eine verminderte lokale Immunantwort diskutiert. Dieser
Fund wurde jedoch durch eine Replikationsstudie wieder entkréftet.

* die mit dem Autismus-Spektrum in Verbindung gebracht werden

* wihrend motorische und koordinative Fahigkeiten uneingeschrinkt erscheinen

* Scheiternde Rettung auch durch eine ketogene Dit.
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1.4 Ziel dieser Thesis

Ziel dieser Thesis ist die weiterfihrende Grundlagenerforschung des Effekts der

SLC2A3-Duplikation auf die quantitative zellulare Glukoseaufnahme. Forschungsfrage:

Besitzt die Duplikationsgruppe im Vergleich zur Kontroligruppe eine gesteigerte
Glukoseaufnahme? Welchen Effekt/Einfluss kénnte dies in Patienten mit ADHS mit sich

fuhren?

Um dies unter kontrollierten Bedingungen zu testen, werden humane, durch EBV
immortalisierte lymphoblastoide Zelllinien (EBV-LCLs) in einem mit Tritium-markierter
Glukose versetzten Nahrmedium inkubiert und anschlieBend die zellulare
Glukoseaufnahme Uber 20 min mittels Szintillation bestimmt, um auf Unterschiede
zwischen den zwei Gruppen (LCLs mit SLC2A3-Duplikation und Kontrollzelllinien)
schlieBen zu koénnen. Diese Messung vollzieht sich nach einer standardisierten
Sammlung und Zahlung der Zellkulturen (Anfangszeitpunkt: to; siehe Kapitel 2.2.2) zu

zwei nachgeschalteten Messzeitpunkten (t; = t, + 48h und t; = to + 96h).

Hypothese (H): Die =zelluldre Glukoseaufnahme ist abhéangig von der SLC2A3-

Kopienanzahl.

Nullhypothese (Ho): Die zwei Gruppen (Duplikationsgruppe mit drei Kopien und die

Kontrollgruppe mit zwei Kopien) der EBV-LCLs weichen nicht signifikant in ihrer

Glukoseaufnahme voneinander ab.
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2 Material und Methoden

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde mit EBV-LCLs (nach Caputo et al. (1991)) [191]
gearbeitet, welche durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Clemens Miiller Reible (Institut
fur Humangenetik, Wirzburg) und die Klinik fir Psychiatrie Wurzburg bereitgestellt
wurden. Es wurden neun SLC2A3-Kontrollkulturen (das Gen ist in zwei Kopien
vorhanden) gegen neun SLC2A3-Duplikationskulturen (das Gen ist in drei Kopien im

Genom vorhanden) getestet.

2.1 Kultivierung und Lagerung von EBV-LCLs

Die EBV-LCLs wurden als Zellkultur-Stocks aus einem Stickstofftank (-180°C in 1 ml
Einfriermedium; siehe Kapitel 2.2.1) enthommen, im Brutschrank (bei 37°C fir 2 min)
inkubiert, mit Waschmedium gewaschen, anschlieend in der Zentrifuge (5min bei 1679)
pelletiert und zur Rekultivierung wieder in 6 ml Nahrmedium suspendiert. Dreimal
wochentlich wurde den Kulturen nach Farbumschlag des Phenolrotindikators etwa zwei
Drittel des alten verbrauchten Mediums abpipettiert und frisches Nahrmedium
hinzugegeben. Sobald eine 15-25 ml Suspension in einer 25 ml-Zellkulturflasche ein
stabiles Wachstum zeigte, wurden die Zellen in eine gréRere 75 mi-Zellkulturflasche
Uberfuhrt und weiter kultiviert. Parallel dazu wurden zusatzliche Kryostock-Vorrate der
LCLs fur zukunftige Untersuchungen eingefroren. Beim Erreichen von etwa 60 ml und
einer augenscheinlich dichten Bewachsung der grof’en Zellkulturflasche wurden die
Kulturen schlieBlich fiir die Tests verwendet. Nach jeder zehnten Passage wurde per
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auf Kontaminationen durch Mykoplasmen-Spezies
untersucht: Die Zellen wurden gewaschen, in circa 5 ml Nahrmedium ohne Gentamycin*®

suspendiert und fir eine Woche inkubiert, mit anschlieRendem PCR-Test.

* Aminoglycosidantibiotikum
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2.2 Messung der Glukoseaufnahme

Die Messung der [3H]-2-Desoxyglukoseaufnahme dieser Arbeit basiert auf etablierten
Methoden von Daneman et al. (1992) [192], Kaliman et al. (1995) [193], Yamamoto et
al. (2011) [194] und insbesondere von Pawel et al. (2010) [195]. Uber die im
Flissigszintillationsz&dhler gemessenen Zahlimpulse pro Minute (counts per minute —
CPM), ausgeldst durch den radioaktiven Zerfall des Substrats, kann auf die quantitativ

aufgenommene Menge der [*H]-2-Desoxyglukose einer Probe riickgeschlossen werden:

Tritium ist ein schweres Isotop des Wasserstoffs. Der Atomkern besteht aus einem
Proton und zwei Neutronen. Tritium ist ein radioaktiver Betastrahler und sendet beim
Zerfall ionisierende Strahlung®’ mit einer mittleren Energiestirke von 5,6 keV und
maximal 18,6 keV, was einer Strahlungsreichweite von 0,56um bis maximal 6um im
Wasser oder im menschlichen Gewebe entspricht. Es zerfallt mit einer Halbwertszeit von
circa 12,26 Jahren [196]. Um die abgegebene Strahlung trotz geringer
Strahlungsreichweite quantitativ zu messen, wandelt die Szintillationsflissigkeit die
abgegebene kinetische Energie in Lichtblitze um, welche vom System detektiert und
gezahlt werden. Der Szintillationszahler zahlt Gber eine definierte Zeit (in dieser Arbeit
20 min) die ausgestrahlten Lichtblitze des Tritiumzerfalls und rechnet diese in
Zahlimpulse pro Minute — counts per minute (CPM) — um. Die gemessenen CPM einer
Probe sind somit proportional zur enthaltenen Menge an Tritium. Durch die
Tritium-Markierung von Glukose wird jener Effekt zur Messung der Glukoseaufnahme
von den Zellkulturen utilisiert [197] [198] [199].

T Betastrahler: emmitieren Elektronen
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2.2.1 Produktangaben

— alle Produkte von Thermo Fisher Scientific*®, wenn nichts Weiteres angegeben —

Tabelle 1: Materialien und Produktangabe

Material

Produktangaben

Zellkulturplatte

24-Well; ,Flat Bottom Suspension Cells®;
[Sarstedt Produkthummer: 83.1836.500]

CellometerTM Auto T4 Cell Counters;

Cellometer (Nexcelom Bioscience; Auto T4 Software v3.3.3)
Chi Cell Counting Chambers; Cexcelom Bioscience, Cenibra,
P [Artikelnummer: CETHT4SD100002]
Pipetten Eppendorf Reference®
Hettich — Rotofix 32 A [Radius: 147mm:
Zentrifuge Drehzahl: 1.000 UpM ~ Beschleunigung: 164g;
Drehzahl: 3.250 UpM ~ Beschleunigung: 1.7394]
Brutschrank Einstellung (37°C und 5% CO,-Atmosphare)

Zellkulturflasche

Nunc Non-treated EasYFlask, Filter Cap (T25 & T75)
fur suspendierende Zellen

Vortexmischer

Vortex-Genie® 2

Tubes Eppendorf Tube (Sarstedt) 1,5 ml und 15 ml
Wasserbad- .
Schwenker 37°C warmes Wasserbad

Szintillationszahler

Beckman LSC LS6500 (Messung/Probe: 20 min)

LS Vials

Injektionsflaschchen fur LSC

Kryorohrchen

1ml; Sarstedt

B Frither: Life Technologies
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Tabelle 2: Mediumssuspensionen und Ingredienzen

Medium

Ingredienzen

Nahrmedium

RPMI-1640, 15% HI-FBS, 1% L-Glutamin, 0,1% Gentamycin
[11,11 mM D-Glukose; Artikelnummer: 31870074]

Uptake-Medium
[300 ul / Replikat]

298,08 pl glukosefreies RPMI-1640 + 1% L-Glutamin + 0,42 pl
DMSO + 1,5 pl [*H]-Desoxy-Glukose*® [0,68 mM
[°H] -Glukose]*°

Einfriermedium

RPMI-1640, 10% FBS, 10% DMSO

Myk-Test-Medium

RPMI-1640, 15% HI-FBS, 1% L-Glutamin

Szintillationsflussigkeit

Rotiszint®

Trypanblau-Lésung

0,2% Trypanblau in PBS

N;atriumhydroxid- 0,05M NaOH
Losung
Waschmedium PBS

2.2.2 |Initiales Versuchsprotokoll

Untersucht und verglichen wurden zwei Gruppen (Duplikations- und Kontrollgruppe;
n=2)°" mit jeweils neun Zelllinien®® (N=9). Pro Versuchsdurchfilhrung wurde eine
Zellkultur der Kontrollgruppe und eine der Duplikationsgruppe herangezogen, jeweils mit
sechs Replikaten. Der Vorgang wird hier aus Griinden der Ubersicht anhand einer Kultur
beschrieben: Aus einer augenscheinlich dicht bewachsenen Zellkulturflasche wurden
geschatzt etwa 3x10’ Zellen in circa 13 ml-Suspension entnommen. Die Suspension
wurde in einem 15 ml-Tube zentrifugiert (5 min bei 167g), der Uberstand dekantiert und
die Zellen in 6 ml vorgewarmtem Waschmedium wieder suspendiert, um anschlieend
die Zellzahl mit dem automatisierten Cellometer zu bestimmen. Um beim Zahlen Fehler

zu vermeiden, sollte das Medium proteinfrei sein.

Daraufhin wurden jeweils 3x10° Zellen pro Kammer einer Tissue Culture Plate

aliquotiert. Die Wells® der Tissue Culture Plate wurden im Anschluss mit 2 ml

¥ Spezifische Aktivitit: 5-10 Ci/mmol (~ 185-370 GBg/mmol), gelést in 90% EtOH und
10% H>0; 0,13 umol/ul, 23,4 ug/ul; Perkin Elmer; Lagerung bei -20°C
[Produktnummer: NET328250UC]

>%10'* Glukosemolekiile pro Replikat

>! Die Kontrollgruppe besitzt zwei Kopien des SLC243-Gens, die Duplikationsgruppe
drei Kopien.

> EBV-LCLs

>3 auch »Vertiefung® oder ,,Kammer* genannt
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vorgewarmtem Nahrmedium aufgefillt und die Platten zur Inkubation wieder zurick in

den Brutschrank gestellt.

Nach zwei Tagen wurden die Zellen erneut in einem 15 ml-Tube® vereinigt, bei 164g
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die Zellkultur in 6 ml vorgewarmtem
Waschmedium abermals suspendiert. Mit dem Cellometer wurde die Zellkonzentration
bestimmt und jeweils 3x10° Zellen in sechs 1,5 ml-Tubes aufgeteilt. Nach einer
anschlieBenden Zentrifugation (5 min bei 167g) der Proben wurde der Uberstand des
Mediums dekantiert, sodass lediglich ein kaum sichtbares Zellpellet am Boden der
Tubes Ubrig blieb.

Es wurden auf die Replikate 300 pl des radioaktiven Uptake-Mediums aliquotiert und die
Zellen darin suspendiert, jeweils ein Triplikat mit und eines ohne Cytochalasin B% (0,1%
Cytochalasin B in RPMI-Medium gel6st). Die zwei Triplikate wurden anschlieRend unter
Bewegung in einem 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Nach 20 min wurden die Proben
aus dem warmen Wasserbad entnhommen und es folgten zwei Waschschritte: Proben
bei 164g zentrifugieren, dann vorsichtig dekantieren, mit 1 ml Waschmedium versetzen,

nochmals zentrifugieren und aufs Neue vorsichtig dekantieren (siehe Kapitel 2.2.3).

Das verbleibende Zellpellet in den Tubes wurde schliellich mit 400 pl 0,05M NaOH fir
etwa 30 min lysiert, bevor das Zelllysat mit 4 ml Szintillationsflissigkeit in ein LS Vial

Uberflhrt und im Szintillationsdetektor gemessen wurde.

2.2.3 Modifizierung und Standardisierung des Protokolls

Das Protokoll wurde derartig modifiziert und standardisiert, dass die
Standardabweichung unter den Replikaten geringgehalten wird, die Durchfuhrung
vereinfacht und das Ergebnis aussagekraftig ist. Hierzu wurden folgende MafRhahmen

ergriffen:

Zunachst wurden die Triplet-Gegenproben mit Cytochalasin B aus dem Protokoll entfernt
(siehe Kapitel 4.2). Zusatzlich wurde die Anzahl der zu testenden Zellkulturen auf vier

Kulturen pro Durchgang verdoppelt. Auch die Replikatanzahl wurde, wenn mdéglich, auf

> ReagiergefiB*
> Ein Mykotoxin, welches die Substrat-Bindungsstelle fiir Glukose blockiert.
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vier pro Kultur angehoben. Die Zellzahl pro Replikat wurde ebenfalls von 3x10° auf 5x10°
erhéht (sowohl wahrend der Inkubation in den jeweiligen Wells, als auch in den zu
testenden Replikaten), damit sich dies nach dem Gesetz der grof3en Zahlen positiv auf
eine geringere Abweichung vom Erwartungswert auswirkt, da sich die Abweichungen
vom Mittelwert auf diese groRe Anzahl im Schnitt aufheben. Hierbei ndhert sich
aullerdem das Lésungsvolumen der Zellkulturen der Maximalfassung des Chips und
beeinflusst die Wahl der Pipettengréfie positiv: Bei kleinen Volumina in groRen Pipetten
steigt die systematische und zuféllige Fehlerabweichung, weshalb mdglichst kleine

Pipetten bei konstanter Medium-Temperatur bevorzugt wurden [200].

Die Replikate wurden standardisiert je zweimal fir 5 sec mit dem Vortexer heftig
geschittelt, sodass eine gute Durchmischung der Suspension gewahrleistet werden
konnte, ohne die Viabilitat der Zellen zu kompromittieren. Auch die Umdrehungszahl der
Zentrifuge — und somit die Beschleunigung — wurde angehoben, sodass das Zellpellet
am Boden des Tubes langer stabilisiert ist. Die Beschleunigung sollte jedoch 1.739g flur
5 min nicht Uberschreiten, da die LCLs hoheren Belastungen nicht standhalten.
Nach der Wasserbad-Inkubation wurden den Waschschritten zwei zusatzliche
Zentrifugationsschritte hinzugefugt, um zusatzlich mit einer feinen 10 pl-Pipette noch
residuales Uptake-Medium beziehungsweise residuales Waschmedium ordentlich aus
den Proben zu eliminieren. Beim Abnehmen des Uberstands wurde die PipettengréRe
systematisch an das Volumen der Suspension angepasst. Zum Pipettieren wurde eine
Eintauchtiefe von zwei bis vier Millimeter in der Mitte des Tubes gewahlt [201]. Alleine
fur dieses Arbeitsintervall wurden im Schnitt 40 min bendtigt (bei vier Zellkulturen mit je
etwa vier Replikaten; von der Wasserbad-Entnahme bis zur Lysierung durch eine

Natriumhypochlorid-Lésung).

Das Zahlen der Zellen wurde standardisiert: 100 pl der Zell-Suspension wurde mit 100
pl der 0,2% Trypanblau-Lésung in einem 1 ml-Kryoréhrchen gemischt, hieraus wurden
20 pl auf einen Chip gegeben und mit Hilfe des automatisierten Cellometers gezahlt.
Trypanblau wird nicht von lebenden Zellen mit intakter Zellmembran aufgenommen. So
kann die Zellanzahl der lebenden Zellen (Viabilitat) der Zellkulturprobe bestimmt werden
(siehe Abbildung 9) [202].
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Abbildung 9: Scan einer Chip-Kammer mit Trypanblau (links) und derselbe Scan
gezahlt (rechts; grun: lebende Zellen, rot: Zellreste/tote Zellen, gelb: nicht zuordenbar)
Quelle: eigene Darstellung [CellometerTM Auto T4 Cell Counters (Nexcelom
Bioscience)]

2.2.4 Varianzreduktion durch Protokollverbesserung

Durch die im vorangegangenen Kapitel beschriebene Modifizierung etablierter
Protokolle und die Standardisierung der Durchfihrungsschritte konnte der
Variationskoeffizient, beziehungsweise die Standardabweichung Gber die Replikationen
einer Kultur (in Kapitel 2.3 als ,j“ benannt) deutlich gesenkt werden: Wahrend der mittlere
Variationskoeffizient nach einem initialen Durchgang noch durchschnittlich 84,4%
betrug, reduzierte die Verfahrensmodifizierung den mittleren Variationskoeffizienten auf
einen stabileren Durchschnittswert von 10,2% (siehe Abbildung 10): Dies entspricht
einer Reduktion um 87,9%.
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Abbildung 10: Variationskoeffizient der Replikate (Y-Achse), experimentelle
Durchfihrung mit EBV-LCL-Kulturen (X-Achse), initiales Protokoll (rot; gestrichelte
horizontale Linie = Mittelwert; 84,4%) und nach der Modifizierung (grtin; durchgehende
horizontale Linie = Mittelwert; 10,2%)

2.2.5 Versuch Uber vier Tage

Um einen Effekt Gber die Zeit zu untersuchen, wurde die Aussaat fiur die Untersuchung
erhdht: Dabei wurde die Well-Anzahl fir die Durchfuhrung auf bis zu zwolf Kammern
erhéht und mit jeweils 5x10° Zellen und je 2 ml frischem Nahrmedium inkubiert. Von
dieser Aussaat wurde jeweils eine Halfte der Platte nach zwei, die andere nach vier
Tagen geerntet und die Messung der Glukoseaufnahme nach dem modifizierten
Protokoll durchgeflhrt. Dies ermoglicht eine Analyse im Verlauf (zwei Messungen: t; an

Tag zwei und t; an Tag vier) und unter den Gruppen (n=2; siehe Kapitel 2.3.3 und 3.2).
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2.3 Statistische Verfahren

Die Aufbereitung des Datensatzes (siehe Tabelle 12 im Anhang) erfolgt mit
Microsoft-Excel 2016; die statistischen Analysen und graphischen Darstellungen
hingegen mit R 3.52.%°

2.3.1 Deskriptive Beschreibung des Datensatzes

— grundlegende Eigenschaften

Der Datensatz besteht insgesamt aus 125 Einzelbeobachtungen (Messungen) Uber
anfanglich 18 Kulturen (j € {1, ...,18}). Diese verteilen sich auf zwei Gruppen (n=2) und
zwei Zeitpunkte (Anfangszeitpunkt: to; t1 = t, + 48h und t; = t; + 96h). Im Mittel wurden
zum ersten Zeitpunkt (t) 3,81 Messungen pro Kultur durchgefuhrt, fir den zweiten

Zeitpunkt (t2) 3,11 Messungen (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Kontingenztabelle hinsichtlich der Anzahl der Beobachtungen

t4 ta

(nach 48h) (nach 96h)
Duplikation 32 31
Kontrollgruppe 32 30

Trotz des Versterbens von je einer Kultur pro Gruppe und der ungleichen Anzahl von
Messungen pro Kultur und Zeitpunkt sind die Beobachtungen sehr gleichmaRig verteilt.
Der Datensatz kann damit zwar nicht als vollstandig ausgewogen, allerdings als nahezu
ausgewogen angesehen werden.
Der y2-Test auf Unabhéangigkeit (Teststatistik-Wert < .0001; p = 7; keine Signifikanz)
findet hinsichtlich der Anzahl (Replikate, beziehungsweise Messungen) zwischen den
beiden Zeitpunkten und den beiden Gruppen keine signifikanten Abhangigkeiten, so

dass nicht mit Nebeneffekten aufgrund ungleicher Gruppenstarken zu rechnen ist.

>% Unterstiitzer werden in der Danksagung aufgefiihrt.
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Neben den reinen Messwerten beinhaltet der aufbereitete Datensatz Informationen zur
Gruppenzugehorigkeit (i), dem Messzeitpunkt (t) sowie der Kultur-ldentifikationsnummer
(j): Somit liegt eine 125x4-Matrix als Inputdatensatz vor. Mit Ausnahme der CPM-
Messwerte, welche die endogene Variable darstellen (siehe Kapitel 2.3.2), sind die

ubrigen drei Variablen kategorial (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Skalenniveau der Variablen

Variable Skalenniveau Anzahl der Auspragungen
Messwert Verhaltnisskala 125
Gruppenzugehdrigkeit Nominalskala 2
Messzeitpunkt Ordinalskala 2
|dentifikationsnummer Nominalskala 18

2.3.2 Eigenschaften der endogenen Variable (CPM)

Originare Messwerte (siehe Tabelle 5)

Tabelle 5: deskriptive Kennzahlen der endogenen Variable ,CPM*

Mittelwert | Median | Standardabweichung | Schiefe | Kurtosis | Minimum | Maximum

24.947 22.509 16.917 0,56 2,48 380 67.370

Die Kennzahlen uber alle Einzelbeobachtungen, unabhangig von Gruppe und Messzeit,
fuhren zu einem Variationskoeffizienten von 0,68. Er ist aufgrund der granulareren
Datenbasis im Vergleich zu den in Kapitel 2.2.4 angegebenen Werten erhoht. Die
Schiefe ist merklich positiv, eine rechtsschiefe Verteilung, (siehe Abbildung 11 links),

wohl durch die niedrigeren Messwerte des zweiten Messzeitpunktes.

Ein Jarque-Bera-Test (Teststatistik-Wert = 8,01; p = 0,02; Signifikanz = *) lehnt die
Normalverteilungshypothese signifikant ab. Dieses Ergebnis erscheint vor dem

Hintergrund sinnig, dass bei einer angenommenen Normalverteilung — mit dem
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Mittelwert u = 24.947,25 und einer Varianz o¢2%=16.917,14> — mit einer
Wahrscheinlichkeit von 7,02% ein negativer Wert entsteht. Dies ist jedoch bei CPM-

Werten nicht mdglich, da diese immer positiv sein missen.
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Abbildung 11: Histogramm der Messwerte (alle Gruppen und Zeitpunkte) — links
(originare Messwerte), rechts (transformierte Messwerte)

Quelle: eigene Darstellung

Wourzeltransformation

Damit die Residuen naherungsweise normalverteilt sind, wird die Wurzeltransformation
(Y = VCPM) angewandt. Hierdurch wird erreicht, dass die extremen CPM-Werte
geglattet werden und gleichzeitig die spateren Ergebnisse und Modellaussagen nicht
verzerrt werden. Die Aussagekraft der Modelle und der Ergebnisse wird durch die
strenge Monotonie der Wurzel erhalten.”’
Die transformierten Daten weisen eine geringere Streuung auf, was den

Variationskoeffizienten auf 0,39 reduziert (siehe Tabelle 6 und Abbildung 11 rechts).

>’ Eine Riicktransformation, und damit verbundene Aussagen iiber die originiren
Messwerte, ist durch Anwendung der Umkehrfunktion (Y?) leicht méoglich.
Folgend l4uft die Auswertung mit den transformierten Daten ab.
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Tabelle 6: deskriptive Kennzahlen der transformierten Messwerte (vVCPM)

Mittelwert | Median | Standardabweichung | Schiefe | Kurtosis | Minimum | Maximum
147 150,03 57,77 -0,15 2,3049 19,49 259,56
Nach der Werte-Transformation kann der Jarque-Bera-Test nun die

Normalverteilungshypothese bestatigen (Teststatistik-Wert = 2,99; p = 0,22; keine
Signifikanz).

Die empirische beziehungsweise mit dem Modell geschatzte Standardabweichung stellt
das dargestellte Dispersionsmal} (Streubreite) dar. Die Varianzhomogenitat (Gleichheit
der Varianzen) zweier Gruppen wird mittels des robusten Brown—Forsythe-Tests
begriindet oder widerlegt (originare Messwerte: Teststatistik-Wert = 0,85; p = 0,36; keine
Signifikanz — transformierte Messwerte: Teststatistik-Wert = 0,79; p = 0,38; keine
Signifikanz); eine Voraussetzung fir die Durchflhrung von Varianzanalysen. Jener
findet aber keine Anzeichen, dass sich die Varianz (2) der beiden Gruppen signifikant

unterscheidet.

origindre Messwerte transformierte Messwerte
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Abbildung 12: Mittelwerte von Duplikations- (blau) und Kontrollgruppe (gelb) zu t4;
Deutlich zu erkennen ist die Varianzreduktion bei den transformierten Daten innerhalb
der jeweiligen Gruppe, anhand kurzerer Fehlerbalken (rechts) im Vergleich mit den
origindren Messwerten (links).
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2.3.3 Lineares Gemischtes Model

Nach etwa 96 Stunden (t;) zeigen sich deutlich erkennbare Unterschiede in beiden
Gruppen (Duplikation und Kontroligruppe; Abbildung 13). Die Verteilung der
transformierten Daten zeigt, dass die Duplikationsgruppe zu t, tendenziell h6here Werte

annimmt — was der Boxplot optisch verdeutlicht (siehe Abbildung 14 unten).
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Anzahl der Beobachtungen

Anzahl der Beobachtungen

0- 0-
0 20.000 40.000 60.000 "0 10.000 20.000 30.000 40.000
[CPM] [CPM]
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‘ 30.000-
= 40.000- =
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20.000- 10.000-
| | o |
Duplikation Kontrollgruppe Duplikation Kontrollgruppe

Abbildung 13: Mittelwerte der origindren Werte von Duplikations- (blau) und
Kontrollgruppe (gelb), vergleiche t (links) und t, (rechts); oben Histogramme, unten
Boxplots (mit Median)

Median zu t; fur die Duplikations- (29.958 CPM) und Kontrollgruppe (29.723 CPM)
Median zu t; fur die Duplikations- (23.438 CPM) und Kontrollgruppe (13.736 CPM)

Tabelle 7: gerundete Mittelwerte (beide Gruppen) der origindren Messwerte [CPM] zu
beiden Zeitpunkten

originare
Messwerte b t2
Duplikationsgruppe 32.155 23.838
Kontrollgruppe 27.713 15.455
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Abbildung 14: transformierte Daten von Duplikation- (blau) und Kontrollgruppe (gelb), t4
(links) und t, (rechts); oben Histogramme, unten Boxplots

Median zu t, fiir die Duplikations- (173 VCPM) und Kontrollgruppe (172 VCPM)

Median zu t, fiir die Duplikations- (153 VCPM) und Kontrollgruppe (117 VCPM)

Tabelle 8: gerundete Mittelwerte (beide Gruppen) der transformierten Daten [VCPM] zu
beiden Zeitpunkten

transformierte t t

Daten ! 2
Duplikationsgruppe 169 150
Kontrollgruppe 155 112

Um den beschriebenen optischen Eindruck auch mathematisch auf signifikante
Unterschiede zu testen, wird ein allgemeines Statistik-Modell verwendet, da es sich
formal um wiederholte Messungen der gleichen Beobachtungsobjekte handelt: ein
Lineares Gemischtes Modell mit festen und zufélligen Effekten. Dieses ist einer ANOVA
mit wiederholten Messungen, welche zu exakt gleichen Ergebnissen fuhrt, sehr ahnlich.
Dies kann durch die folgende Gleichung beschrieben werden; als Referenzgruppe wird
die Duplikationsgruppe gewahlt, Zeitpunkt war t; (vergleiche die Gleichung mit Tabelle
9):

42



\VYitj = @ + B * Gruppe; + § = Zeitpunkt, + 6 = Gruppe; x Zeitpunkt, + n; + &

Tabelle 9: Legende — Interpretation der Koeffizienten (feste Effekte)

Koeffizient Interpretation
a, v CPM-Mittelwert fur Duplikationsgruppe zu t;
(Referenzgruppe)
8 Zusatzeffekt der Kontrollgruppe zu t4
(Within-Subject-Factor)
5 Zusatzeffekt, der sich bei beiden Gruppen (i) zu t; zeigt
(Between-Subject-Factor)
0 Zusatzeffekt,

der sich zu t, zusatzlich auf die Kontrollgruppe ergibt
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3 Ergebnisse

Bestimmtheitsmal

Das marginale BestimmtheitsmaR R2, des Modells, welches nur auf die festen Effekte
zuriickzufiihren ist, betragt 10,65%, wahrend das konditionale Bestimmtheitsmall RZ,
welches auch den groflen Erklarungsanteil der zufalligen kulturindividuellen Effekte
bertcksichtigt, einen Wert von 80,02% annimmt. Dies weist auf einen hohen Erklarwert
des Modells hin.*®

Tabelle 10: Schatzergebnisse der festen Effekte;

erstellt mittels Restricted-Maximum-Likelihood-Methode (Methode der maximalen
Mutmalflichkeit)

Koeffizient| Schatzwert | Standardfehler p-Wert Effektstarke
@y 162,44 16,96 < 0,001 -
B -10,39 23,00 0,670 |-0,21]
) -13,15 6,90 0,059 |-0,37|
0 -27,40 9,73 0,006 |-0,55]

Signifikanzniveau

Die Ergebnisse zeigen zu t1 noch keine signifikante Verschiebung des Niveaus zwischen
den beiden Gruppen (B), hingegen kann zwischen den Zeitpunkten ein deutlicher
Unterschied festgestellt werden (§) und sehr signifikant zeigt sich der Unterschied

(Lageverschiebung) zwischen den beiden Gruppen zu t; (8). [203]

>% Dariiber hinaus ist der Erklarwert des Modells mit individuellen Residuen im Anhang
zu finden (siche Tabelle 13).
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Effektstarke

Cohen’s d misst, als Effektstarke, den Abstand der Gruppenmittelwerte und gibt diesen
in Standardabweichungen® an. Fiir den Zeiteffekt (dynamische Aushungerung von t;
auf tp) ergibt sich eine mittlere Effektstarke (§: 0,37), eine hohe Effektstarke (8: 0,55)

zeigt sich zwischen den Gruppen zu t,. [204]

3.1 Erster Messzeitpunkt (t4)

Vergleicht man bereits nach etwa 48 Stunden (t1) Inkubationszeit die im
Szintillationsdetektor gemessenen absoluten CPM-Werte der Gruppenmittel nach der
20-minitigen [*H]-2-Desoxyglukoseaufnahme, so zeigt der nichtparametrische Mann-
Whitney-U-Test (Teststatistik-Wert = 440; p-Wert = 0,34) keine signifikante Lage-
Verschiebung zwischen den beiden unabhangigen Gruppen (originare und

transformierte Daten).®°

3.2 Zweiter Messzeitpunkt (t,)

Das Lineare Gemischte Modell belegt, dass es zu t; einen sehr signifikanten Unterschied
zwischen Duplikations- und Kontrollgruppe gibt (p=0,006 mit einer hohen Effektstarke
von 0,55) — der im Boxplot graphisch veranschaulichte Unterschied im Median (siehe
Abbildung 14 unten rechts: 153 “CPM Duplikationsgruppe und 117 ~CPM
Kontrollgruppe).

> Cohens d (Effektstirke) > 0,5: kann als hoch bezeichnet werden

0,2 — 0,5: kann als mittel bezeichnet werden

0,0 — 0,2: kann als gering bezeichnet werden

% Ein Zweistichproben-t-Test (originire Messwerte: Teststatistik-Wert = -0,92; p =
0,36; keine Signifikanz — transformierte Messwerte: Teststatistik-Wert = -0,89; p =
0,38; keine Signifikanz) bestétigt den U-Test (Abbildung 12).
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4  Diskussion

Die funktionelle Untersuchung zur Duplikation des SLC2A3-Gens ist darin begrindet,
dass diese Kopienanzahlvariante mit ADHS assoziiert ist (siehe Kapitel 1.1.2 und 4.1).
Die Charakterisierung dieser strukturellen Variante auf zellularer Ebene soll zu einem
besseren Verstandnis genetisch bedingter und mutmaRlich Uber fehlgeleitete
Stoffwechselprozesse vermittelte psychische Entwicklungsstérungen fihren (siehe
Kapitel 4.3). Die Hypothese, dass der Transport von Glukose durch funktionell wirksame
genetische Varianten im SLC2A3-Gen Gendosis-abhangig alteriert ist, wurde aus der
Erkenntnis abgeleitet, dass die Duplikation zu einer Erh6hung der mMRNA-Synthese fihrt
(siehe Kapitel 1.3.5).

Viele Kofaktoren beeinflussen die Expression und Umsatzrate des GLUT3. In dieser
Arbeit zeigt eine einschleichende Hypoglykéamie: die Messungen nach zwei Tagen (t)
weisen keine statistische Signifikanz im Gruppenunterschied auf (siehe Kapitel 3.1). Die
Messungen der transformierten CPM-Werte zeigen hingegen nach dem vierten Karenz-
Tag (t2) einen hoch signifikanten Unterschied mit einer geringen Effektstarke in den
Gruppen auf (siehe Kapitel 3.2). Hy kann folglich teils abgelehnt werden und die

Hypothese bedingt auf den chronologischen Verlauf angenommen werden.

Die Qualitat der Untersuchungsmethode wurde durch Verbesserung der Prozessschritte
angehoben, wobei der mittlere Variationskoeffizient der Replikate innerhalb einer Kultur
um knapp 80% gesenkt werden konnte (siehe Kapitel 2.2.4 und 4.2). Diese
Standardisierung kann dazu genutzt werden, um in der Zukunft unterschiedliche

Messmethoden zu vergleichen, zu verbessern und die Qualitat zu sichern.
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4.1 SLCZ2A3-Duplikation und der GLUT3

Die Nullhypothese®' kann in dieser Arbeit bedingt hoch signifikant (***) widerlegt werden
(>99%). Die statistische Auswertung lasst nun die Schlussfolgerung zu, dass EBV-LCLs,
welche in ihrem Genom die Duplikation des SLC2A3-Gens aufweisen, resilienter auf
eine dynamische Aushungerung reagieren als die Kontrollgruppe und nach spéatestens
vier Tagen einen signifikanten Glukoseaufnahmevorteil gegentber der Kontrollgruppe
besitzen. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass jene Zellen mit einem gréReren
Reservoir an SLC2A3-mRNA, zumindest in einer einschleichenden Karenzsituation,
einen hoch signifikanten [205] metabolischen Vorteil im Sinne einer héheren Kapazitat

oder einer gesteigerten Grundversorgung fir die Glukoseaufnahme besitzen.

4.1.1 Gain-of-Function-Mutation durch Kofaktoren

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass die SLC2A3-Duplikation
neben transkriptionellen Veranderungen auch funktionelle Konsequenzen nach sich
zieht: Eine veranderte energetische Versorgung oder gar ,Uberversorgung* durch eine
Gain-of-Function-Mutation kénnte die Genese bestimmter Zellen insofern beeinflussen,
dass bestimmte Zellen/Zellgruppen und/oder Hirnareale/Schaltkreise maoglicherweise
unter speziellen Umweltkonditionen und in ,vulnerablen Phasen Ianger und/oder friher
mit etwas mehr Glukose versorgt werden kénnen. So kdnnte die Homdostase zwischen
Astrozyten/Gliazellen und Neuronen konsekutiv betroffen sein (siehe Kapitel 1.2.2), was
schlussendlich psychische Pathologien/Veranderungen begunstigen kann (siehe Kapitel
1.3.3 und 4.3) [206] [93] [99] [207]. GLUT3 scheint vor allem wahrend des ersten und
zweiten Trimester in Trophoblasten / der Plazenta stark exprimiert zu sein. Die
Ergebnisse sind allerdings widersprichlich, wie von Brown et al. (2011) diskutiert [208]
[135] (siehe fortfuhrend Kapitel 4.3.4 und vergleiche unter anderem mit Kapitel 4.4.2 —
Fruhgeburten).

Bezuglich einer méglichen pathophysiologischen Bedeutung der SLC2A3-Duplikation
sprechen diese Daten gegen eine kurzweilige, spontane Varianz der

Glukosekonzentration im erwachsenen Gehirn. MutmaRlich deutet dieser Fund auf eine

® Die zwei Gruppen (Duplikationsgruppe mit 3 Kopien und die Kontrollgruppe mit 2 Kopien)
der EBV-LCLs weichen nicht signifikant in ihrer Glukoseaufnahme voneinander ab, weder zu t,,
noch zu t,.
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noch zu untersuchende Gewichtung von bisher ungeklarten Kofaktoren hin [116] (siehe
Kapitel 1.2.4), welche in vulnerablen oder kritischen Phasen, wie etwa der Genese (unter
anderem Embryogenese, Neurogenese, Immunsystementwicklung; siehe hierzu
fortfihrend Kapitel 4.3.2), ihren Einfluss auf die Duplikation entfalten kdnnen [206]. Dies
deckt sich insofern mit der etablierten Meinung, dass fir die genetische ADHS-Atiologie
ein polygenetischer Effekt als Kofaktoren zugrunde liegt, welcher fiir einzelne Gene nur

eine geringe Effektstarke annimmt [29].

4.1.2 RNA und Translation

RNA besitzt selbst nicht nur kodierende, sondern auch weitreichende modifizierende
Eigenschaften [209] [210]. Die mRNA®? dient unter anderem in Axonen und Dendriten
zum Polarisieren der Zelle, sodass Proteine ortsabhangig kontrolliert exprimiert und in
ihrer Aktivitat beeinflusst werden kénnen [211]. Dies wird unter anderem fir die Zell-
Migration von Mikroglia und anderen Nervenzellen fur die synaptische Plastizitat benétigt
sowie fur die Embryogenese [212]. Gegebenenfalls unterliegen durch den hier gezeigten
Gendosiseffekt auf der mMRNA-Ebene daher der Abbau, Aufbau und/oder das Recycling
der SLC2A3-mRNA, des Proteins® oder der GLUT3-tragenden Vesikel [123]
besonderen metabolischen Voraussetzungen [144] [123] [213] [170].

Hypothesen zur Diskrepanz zwischen mRNA- und Proteinexpression

Gould et al. (1993) erwadhnten unter anderem die Mdoglichkeit einer ,negativen
posttransskriptionellen Regulation® und stellten die Hypothese auf, GLUT3 koénnte in
Geweben wie Leber und Niere zu ,speziellen Subpopulationszellen“ gehdren (vergleiche
mit Kapitel 1.3.2) [143] [214]. Khayat et al. (1998) mutmalten, dass GLUT3 zumindest
im fotalen Muskelgenese und -Aufbau von Bedeutung sein mag [170]. Gegebenenfalls
wird die Expression und Translation danach heruntergefahren, was die Diskrepanz
zwischen mRNA- und Protein-Expression in manchen Geweben erklaren mag
(vergleiche mit Abbildung 16 im Anhang). Bereits Maher et al. (1994) zogen die Option
in Betracht, dass diese Diskrepanz an zu ungenauen Methoden liegen kdnne [142], die

Schwierigkeit in situ-Ergebnisse auf in vitro-Geschehen zu Ubertragen.

52 Uber 2.500 unterschiedliche mRNAs wurden bereits im Hippocampus-Neuropil in
Axonen/Dendriten gefunden.

% Khayat et al. (1998) errechneten eine Halbwertszeit des GLUT3-Proteins in
immortalisierten Ratten-Myoblasten von 15h (GLUT1 von 6h) in vitro.
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Vesikel und Hypoglykéamie

Ob der Einbau von GLUT3 in intrazellulare Vesikel auch im Gehirn relevant ist, bleibt
noch unklar, da der Nachweis fur intrazellulare Vesikel mit GLUT3-Proteinen bisher nur
in Thrombozyten erbracht wurde [160], wie bereits kritisch durch Merker et al. (2017)
erwahnt [56].

Unter Insulin-getriggerten hypoklygamischen Bedingungen wurde eine gesteigerte
GLUT3-Protein-Expression [215] [216] und mRNA-Expression in Rattengehirnen
beobachtet [217]. Auch andere humane Leukozyten zeigen unter hypoglykdmischen
Bedingungen eine gesteigerte GLUT3-mRNA-Transkription [218]. Maher et al. (1991)
erwahnten bereits in ihrer Verdffentlichung, ,dass ein vollstandiger Glukose-Entzug flr
[lediglich] 60 min die 2-Desoxyglukose-Aufnahme [von GLUT1 und GLUT3 noch] nicht
andert" [144].% Effekte zeigen sich gegebenenfalls erst nach einigen Stunden [170].

Kofaktoren und zu Beleuchtendes

Es ist angemessen anzunehmen, dass auch andere expressionssteigernde Faktoren bei
der SLC2A3-Duplikation zu einem hypermorphen Effekt fihren (siehe Kapitel 4.3).
,Effiziente neuronale Funktion ist ibermittelt durch die Ansammlung und Integration von
Signalen, erhalten durch Dendriten, Verarbeitung und der ,Entscheidungsfindung’ im
Soma und der Informationstransmission zum Axon“ [219]. Sollte dieser
Entscheidungsfindungs-Prozess durch fehlgeleitete mMRNA-Funktion beeintrachtigt sein,
kénnte sich dieser intrazellulare Effekt eben méglicherweise phanotypisch, pathologisch
auflern. Mehrere tausend Synapsen kénnen mit einem Neuron verbunden sein, dabei
reicht theoretisch ein einziges konstantes Signal aus, um eine Veranderung des
verarbeiteten Musters herbeizufihren. Dies ist auch abhangig von der Lokalisation der
Synapse / des Dendrites [220] (lese fortfiihrend Kapitel 4.3.1).

Das Feld der transkriptionellen/translationalen GLUT-Regulation und des
Membraneinbaus insulinunabhangiger GLUTs bendétigt noch weitere Beleuchtung, da
die aufgezahlten Mechanismen genabhangig unterschiedlichen zellularen Prozessen

unterworfen sind [221] [222] [223], welche Auswirkungen auf Signalwege [124] oder

Proteininteraktionen zeigen kénnen, die wiederum Expressionsmuster beeinflussen

% Ohne jedoch die Daten zu prisentieren.
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[224][225]. Ancey et al. (2018) beschreiben in ihrem Review einige Faktoren der GLUT3-
Regulation (vergleiche mit den mdglichen Kofaktoren Kapitel 4.4) und eine alterierte
Expression anderer Gene als Antwort auf eine erhéhte GLUT3-Expression bei Tumoren.
Dabei wird ebenfalls die Mdglichkeit hervorgehoben, dass Glukosetransporter von
anderen membranstéandigen Proteinen mit Signalrezeptorfunktion beeinflusst werden

kénnen [58].

Vielversprechend erscheint auch die Perspektive posttranskriptioneller Modifikationen,
deren intensivere Untersuchung vielfach gefordert wird [139] [226] [227] [228] [229]

[230]. Eine longitudinale Beobachtung ribosomaler Prozesse Uber definierte Intervalle

ware fur die SLC2A3-Duplikation in lebenden Zellen sicher von hohem Aufschluss, vor
allem da ,eine erstaunliche Heterogenitat in der Translation individueller mRNAs in
derselben Zelle“ besteht [231].

4.2 Methodische Diskussion

Es ist zu bedenken, dass in der untersuchten SLC2A3-Duplikationsgruppe eine grofiere
Anzahl von Zelllinien von ADHS-Patienten gewonnen wurde, wahrend die Zellen der
Kontrollgruppe von nicht auf psychische Erkrankungen untersuchten Blutspendern
stammen. Es konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen Diagnosestatus und
SLC2A3-Expression gefunden werden [56] (Merker et al. 2017), sodass diese Imbalance
keinen Confounder darstellt. Anzumerken ist hingegen, dass MPH in EBV-LCLs zu einer
gesteigerten SLC2A3-Expression fuhrt, was in einer kleinen Stichprobe gezeigt werden
konnte [232].

4.2.1 Messung der Proteinexpression mit der Western blot-Methode

Dass ein Einfluss der SLC2A3-Duplikation auf die Hoéhe der Proteinexpression auf LCLs
bisher nicht eindeutig gezeigt werden konnte [56], mag daran liegen, dass die Western
blot-Methode nicht sensitiv genug zur Detektierung feinerer Expressionsunterschiede ist
[233]. Dagegen ist die quantitative Echtzeit-PCR, mit der die erhéhte SLC2A3-mRNA-
Expression in Duplikationstragern in derselben Publikation von Merker et al. (2017)

nachgewiesen wurde, sehr viel sensitiver [234].

Ziegler beschreibt in seiner vorangegangenen Dissertation, in der er auf die SCL2A3-
Proteinexpression der LCLs eingeht, zwar keinen signifikanten Unterschied zwischen

den Gruppen, jedoch einen Trend zur gesteigerten Proteinexpression in der

50



Duplikationsgruppe im dynamischen Aushungerungsversuch. Allerdings wurde dies
bloR durch einen Western Blot und mit lediglich vier Zellkulturen (N=4) pro Gruppe
(Duplikation gegen Kontrollgruppe) getestet [235]. So kdnnte sich nach methodischen
Modifizierungen womdglich auch hier ein signifikanter Unterschied auf Protein-Ebene
zeigen [236]. Aus der Verdffentlichung von Vittori et al. (2014), in welcher ein gesteigerter
Gendosiseffekt auch auf Protein-Ebene fur die Duplikation nachgewiesen wurde, sind
folgende Unterschiede zu Zieglers Methode zu finden: Die LCLs von Patienten, welche
unter Chorea Huntington litten, wurde von der Firma ,BioRep“ (aus Milan, Italien)
gewonnen. Aullerdem besal’ das verwendete Zellkulturmedium eine leicht abweichende
Antibiotika-Zusammensetzung. Zusatzlich wurden die Zellen wohl nicht 48h nach der
letzten Fiitterung geerntet. Verwendet wurde die Bradford-Methode, anstatt dem Pierce®
BCA-Assay-Kit, nur ein Zehntel des gleichen anti-Glut3-Antikérpers und die ,ImageJ

software® anstatt der ,AIDA*-Software zur Auswertung [186].

4.2.2 Modifizierung des Protokolls zur [°H]-2-Desoxyglukoseaufnahme

Durchfihrungsdauer, FBS und Cytochalasin B

Wie in der Methodenarbeit von Yamamoto et al. (2011) beschrieben [194], kdnnten die
Zellen vor den Tests flr einige Stunden in einem Medium ohne FBS inkubiert werden,
um den Einfluss der beinhalteten Hormone auf die Glukoseaufnahme zu minimieren,
was die Durchfihrung allerdings verkompliziert [237] [238]. Eine Reduktion der
gemessenen Zellkulturen pro Versuchsdurchfihrung kann Verfalschungen der
Messwerte aufgrund des Zeitverzugs vermeiden, zur Erhéhung der Messgenauigkeit
fuhren und gibt zusatzlich Aufschluss Uber die Intra-Assay-Variabilitdt. Eine zligigere
Versuchsdurchfihrung konnte in dieser Arbeit bereits durch das Exkludieren der
Cytochalasin B-Gegenproben erreicht werden, da die unspezifische Glukoseaufnahme
in diesem Modell mit einer Aufnahmezeit (Uptake-Zeit) von 20 min im Wasserbad zu

vernachlassigen ist.
Phenolrot

Der Farbumschlag des Mediums (durch Phenolrot) schien durch subjektive
Beobachtung mit den gemessenen CPM-Werten in Verbindung zu stehen. Um die
Genauigkeit der Methode fortfihrend zu verbessern und weiter zu standardisieren, sollte

in Zukunft auch der Farbumschlag, zum Beispiel durch die Photospektrometriemethode
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oder durch eine digitale Spektralanalyse von Fotomaterial, miterfasst und bertcksichtigt
werden [239]. Anekdotisch soll noch erwahnt werden, dass EBV-LCLs mit der
Duplikation im Genom subjektiv den Eindruck erweckten, generell besser und schneller
im Brutschrank zu florieren, als angelegte EBV-LCLs mit lediglich zwei SLC2A3-Kopien

im Genom.

4.2.3 Zellintrinsische Eigenschaften der EBV-LCLs
und deren Einflusse auf Messergebnisse

Gen-Bursts und Zellzyklus-Deregulation

Die Vermutung liegt nahe, dass die Zufallseffekte der Fehlerterme (siehe Kapitel 2.3.3)
unter anderem aus Gen-,Bursts®, einem transkriptionellen ,Pulsieren® von Genen, und
dem darin begriindeten gesteigerten Energiebedarf resultieren. Dies kdnnte zu einer
unterschiedlich starken Aufnahme der markierten Glukose bei den einzelnen
Messungen fiihren [240], dies ist fir homogene Zellkulturen allerdings normal [241].

Durch die EBV-Immortalisierung wird der Zellzyklus dereguliert. Ob sich diese
vermeintlich stochastische Deregulation nun positiv auf die statistische Auswertung
auswirkt, weil alle Zellen zufallig betroffen sind oder negativ, da unter anderem
Transkriptionsfaktoren — potentielle Kofaktoren — unverhaltnismafig stark differieren
kénnen und insgesamt nur etwa 10% der B-Lymphozyten durch diese Methode
immortalisiert werden konnen, bleibt spekulativ [242]. Eine Schwachstelle der
vorliegenden Thesis ist die kleine Stichprobe von neun unterschiedlichen Zelllinien
(Zellkulturen) pro Gruppe (n=2; N=9), was aber ein allgemeiner Schwachpunkt von
arbeitsintensiven und zeitaufwendigen Zellkulturarbeiten ist, die

Hochdurchsatzverfahren daher kaum ermdglichen.

Zwei Glukosetransporter mit Warburg-Effekt

Die Lymphoblasten unterliegen durch die Immortalisierung mit EBV kanzerogenen
Alterierungen, was mit einem veranderten Stoffwechsel und einem verdnderten
Transkriptionsmuster einhergeht [243] [244]. Dabei wird die Translation sowie die
Expression von Glukosetransportern stimuliert (Warburg-Effekt)®® [58] [245] [246].

%5 Bei vielen Krebszellen beobachtete Verinderung des Glukose-Stoffwechsels, durch
welchen die Zellen ihre Energie hauptséchlich durch Glykolyse mit anschlieBender
Ausscheidung von Laktat gewinnen, statt das Endprodukt der Glykolyse dem
Citratzyklus in den Mitochondrien zuzufiihren.

52



Onkogen-induzierter Replikationsstress konnte auch in den hier verwendeten Zelllinien
zu sekundaren Veranderungen gefiihrt haben, wahrend die Zellkulturen alterten [247].
Alle Tests wurden jedoch deutlich unter sieben Monaten nach dem Auftauen
durchgefihrt.

Zu bertcksichtigen ist, dass die untersuchten Lymphoblasten-Kulturen auch GLUT1
exprimieren [195]. GLUT1 besitzt fir D-Glukose eine Km von etwa 1,4-1,6 [mmol/l],
GLUT3 hingegen eine Km von etwa 3,44 [mmol/l] (siehe Abbildung 4 und [145] [130]).
Die [*H]-Glukosekonzentration des in dieser Arbeit verwendeten Uptake-Mediums
betragt 0,68 mM. Unter der wahrscheinlichen Bedingung, dass eine geringere
enzymatische Konzentration an Transportern in der Probe herrscht als an
Glukosemolekiilen ([Enzyme]<[°’H-Glukose]) kann idealisiert davon ausgegangen
werden, dass GLUT3 flr etwa die doppelte Menge der absorbierten Glukose
verantwortlich ist als GLUT1 [248]. Jener methodische Nachteil wirde sich weiter
schmalern, lieRe sich auch fur B-Lymphoblasten eindeutig eine gesteigerte GLUT3- und
eine gesenkte GLUT1-Proteinexpression beobachten, wie bereits in anderen PBMCs
gezeigt [218]. Bei einem moglichen kontraren Fund hierzu ergibt sich sonst der
Umkehrschluss eines untermauernden starken Effektes des GLUT3 auf die
Glukoseaufnahme. Trotzdem kann in zuklnftigen Untersuchungen zusatzlich der
neu-identifizierte, hoch-spezifische GLUT1-Inhibitor BAY-876 eingesetzt werden,
welcher das Problem der Koexistenz der zwei GLUTs noch weiter reduziert [249]. Fir
zukunftige Investigationen soll angemerkt sein, dass in einer Untersuchung an humanen,
retinalen Endothelzellen, nach Kultivierung in einem sehr hyperglykdmischen Milieu (15
mM; ahnlich des hier verwendeten Mediums mit 11,11 mM — siehe Tabelle 2), die mRNA-
Synthese fir beide GLUTs anscheinend maximal war [250].

In vitro versus in vivo

Ein Nachteil des hier verwendeten Methodendesigns ist, dass homogene
lymphoblastoide Zelllinien in Zellkulturen untersucht wurden, mit dem Versuch, die
Ergebnisse auf das heterogene, reich verknipfte Nervengewebe zu lbertragen, welches
ein anderes Genexpressionsmuster aufweist und einem anderen Milieu ausgesetzt ist
[251] [61]. In vitro kbdnnen kultivierte Zellen ihre gewebespezifische Glukosetransporter-
Isoform-Auspragung andern [155], was in dieser Dissertation vorteilhaft in der Auswabhl
der Nahr-Glukosekonzentration genutzt wird. Dieser Kompromiss wurde aus praktischen

Grinden eingegangen, was jedoch eine gangige Praxis in Wissenschaft und Forschung
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darstellt [252] [253]. Anzumerken ist, dass die spezielle Lipidzusammensetzung der
Biomembran die GLUT-Umsatzrate ebenfalls beeinflusst [254]. In vitro wurde dieser
mdgliche Effekt durch ein standardisiertes Medium (siehe Tabelle 2) gleichgeschaltet
und wird hier lediglich als moégliche Differenz zu in vivo angefuhrt. Auch der zerebrale
Kofaktor des Glykogen-Stoffwechsels wurde in vivo bisher von der Forschung weniger
stark untersucht [255] [90].

4.3 Nervengewebe und ADHS

Die ADHS-Hypothese, die Pathologie sei auf eine verzdgerte Reifung zuriickzufiihren
[30], kann durch die Gain-of-Function-Mutation nur unter besonderen Konditionen in
Betracht gezogen werden. Hierfir mussten weitere Kofaktoren gefunden werden,
welche einen chronischen Effekt auf die neuronale Reifung verschiedener Gehirnareale
mit sich fuhren. Die Vermutung liegt nahe, dass weitere Effekte/Faktoren, die zu einer
gesteigerten GLUT3-(mRNA-)Expression fihren, durch eine zusatzliche Gen-Kopie im
Genom ebenfalls verstarkt werden (vergleiche unter anderem mit Kapitel 4.4.2 —

Hypoxie).

4.3.1 Histologie

Eine aktuelle Ubersichtsarbeit zu Metaanalysen Uber die Neurobiologie der ADHS von
Pievsky et al. (2018) schlussfolgert, dass die ADHS und ihre pathologischen Folgen vor
allem aus der Schwierigkeit des Gehirns resultieren, vom Ruhemodus in einen aktiven
Modus umzuschalten [14]. Die genauere Verteilung von GLUT3 im humanen Gehirn
sollte untersucht werden, mit einem speziellen Augenmerk auf die neuroanatomische
Konnektivitit des Default Mode Network (DMN)® und die beeinflussenden Strukturen

[256] [257] [258]. Das DMN wurde zudem in Verbindung mit weiteren neuronalen

Pathologien wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Epilepsie und Affektstérungen
gebracht [259]. Méglicherweise fuhren Gain-of-Function-Mutationen von SLC2A3 in
sensitiven Perioden der Neurogenese zu einer alterierten neuronalen Konnektivitat,
sodass eintreffende synaptische Signale zu einer veradnderten neuralen

Informationsverarbeitung fuhren.

% Mit zwei ,,Hauptknotenpunkten® im posterioren cinguliren Kortex und dem
anterioren medialen prifrontalen Cortex, sowie zwei Subsystemen.
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4.3.2 Neuroplastizitat durch Neuroinflammation

Zhou et al. (2017) diskutieren den Zusammenhang von Entzindungen, dem
Immunsystem und ADHS [260]. Dies ist in Verbindung mit der erhdhten
GLUT3-Expression in entzindetem Gewebe interessant und sollte weiter verfolgt
werden [137]. Es wird vermutet, dass ein Grofteil des erhdhten Glukosebedarfs
inflammatorischen Gewebes von aktivierten Makrophagen67 ausgeht [261]. Dies ist
besonders interessant, da die SLC2A3-Duplikation einen starkeren Effekt auf die mRNA-
Expression in Makrophagen hat als in den hier untersuchten B-Lymphoblasten; ebenso

exprimieren Duplikations-PBMCs das GLUT3-Protein relativ starker als LCLs [56].

Potentiell 1asst sich auch eine verbindende Brlicke zu Pharmaka wie Methylphenidat
(MPH) und inflammatorischen Prozessen schlagen (siehe fortfUhrend Kapitel 4.4.1).
MPH zeigte neuroplastische Veranderungen in der Ratte [262]. Auch das Alter von
Probanden ist fir die neuronale Plastizitdt und Entziindungsprozesse von besonderer
Bedeutung, das Augenmerk wird in der Forschung allerdings haufig auf die Adoleszenz

gelegt [14].

4.3.3 Zuckerkonsum

Genetische Varianten von Glukosetransportern kénnen zudem mit dem Zuckerkonsum
in Verbindung stehen [263]. So konnte gezeigt werden, dass SLC2A3-Duplikationstrager
hochkalorische Nahrung als weniger energiereich einschatzten als Kontrollprobanden
mit nur zwei SLC2A3-Kopien. Auch fir ein SGLT-Gen wird bereits eine Korrelation zu
ADHS diskutiert [264]. So sollten in Zukunft auch weiterhin die Beziehungen zwischen
Ernahrungsgewohnheiten und anderen Lebensstilfaktoren untersucht werden [265].
Ferner liegen Befunde =zu gesteigertem Zuckerkonsum bei Entziindungen,
Veranderungen des mesolimbischen Dopaminsystems und des prafrontalen Kortex im
Zusammenhang mit ADHS vor [266] [260] [267] [268] [269]. Fur die intrazellulare
Verwertung energiereicher Substrate sind Verdnderungen der Hexokinasen® und des
PPAR-y im Auge zu behalten [270] [271] [157]. Da zurzeit die Beziehung des Mikrobioms

mit der Darm-Hirn-Achse intensiv investigiert wird, kdnnte in diesem Kontext auch eine

%7 Etwa drei Stunden post Endotoxin-Administration in der Peripherie zu beobachten.
% Sie sind wichtige Enzyme aus dem Kohlenhydratstoffwechsel, sie phosphorylieren
Hexosen.

55



Briicke zu Zuckerkonsum, GLUT-Expression und ADHS geschlagen werden [272] [70]
[131] (siehe Kapitel 1.1.2). In diesem Zusammenhang scheint vor allem die mikrogliale
Reifung bedeutsam fir die Entwicklung neuropsychiatrischer Erkrankungen zu sein
[273].

4.3.4 Epigenetik von ADHS

Epigenetische Veranderungen der DNS durch Stress wurden bereits in verschiedenen
Maus-Modellen beobachtet. Die veranderten Methylierungsmuster zeigten sich vor
allem an Genen, welche schon mit psychischen Erkrankungen assoziiert wurden [274].
Auch die Untersuchung der generationenuibergreifenden epigenetischen Vererbung ist
fur ein besseres atiopathogenetisches Verstandnis der ADHS spannend zu verfolgen
[275][276] [277]. So kbnnte dieser Forschungszweig das Erkrankungsbild der ADHS vor

dem Hintergrund von Umwelteinflissen scharfen [278]. Die jingere Wissenschaft der

Epigenetik kdnnte Methylierungsmuster® des SLC2A3-Gens hinsichtlich der
Auswirkungen auf die Neuroplastizitat bei ADHS untersuchen [279] [280]. Eine aktuelle
systematische Ubersichtsarbeit zu ADHS und Epigenetik von Dall'’Aglio et al. (2018)
warnt zwar vor voreiligen Schlussen in diesem jungen Feld, erwahnt allerdings das mit
der Nahrungsaufnahme in Verbindung stehende VIPR2-Gen” mit der héchsten
Korrelation zur ADHS [281] [282].

Auch ein mdglicher transregulatorischer Effekt auf das SLC2A3-Gen in Kindern mit
Dyslexie wurde in signifikanter Korrelation flir zwei Einzelnukleotid-Polymorphismen auf
dem Chromosom 4 beobachtet [283].

% Es sei hier angemerkt, dass sowohl fiir GLUT3, als auch fiir GLUT10 regulatorische
Methylierungen in der Plazenta gefunden wurden. Jedoch noch nicht fiir GLUT].
7% Gen zu einem Rezeptor fiir das vasoaktive intestinale Peptid.
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4.4 Ausblick

Gegebenenfalls kann die untersuchte GLUT3-Mutation als ,Neben-Gen* fir einige
assoziierte Pathologien angesehen werden [284]. Sehr interessant fiir die intrazellularen
Auswirkungen der SLC2A3-Duplikation sind auch hier mdgliche Kofaktoren — wie die

folglich erwahnten.

4.4.1 Variation der Untersuchung:
Mogliche Kofaktoren auf die SLC2A3-Duplikation

Die Einflussnahme mdglicher Kofaktoren auf das SLC2A3-Gen und die CNVs sollte
hinsichtlich ~ Energieverwertung, = Enzym-Expression,  Signaltransduktion  und
Expressionsveranderungen unbedingt untersucht werden: Zum Beispiel von Pharmaka
wie Metformin [285] [286] oder MPH, welches die Glukoseaufnahme im Gehirn von
Ratten erhoht [287] und sogar die bendtigte Basisversorgung herabsetzen kann [288].
Dies ist vor allem im Zusammenhang mit der paradoxen Wirkung von MPH auf ADHS-
Patienten interessant [289] [290] [291] [292].

Weiterfihrend zu untersuchen sind Sympathomimetika wie Noradrenalin [293] oder
Cortisol [172], Hormone wie Insulin [195], Androgene [294] [230] sowie diverse
Wachstumsfaktoren [295] [237] wie Interleukin-3 [296], Neurotransmitter/Gliotransmitter
[297] wie dem exzitatorischen, mit ADHS assoziierten Glutamat [298] [299], welches bei
einem Uberangebot auch neurotoxisch wirken kann [102], Gasotransmitter wie
Stickstoffmonoxid [300] oder Drogen wie Nikotin [301] [302].

Interessant zu beforschen waren auch andere Zuckerformen wie zum Beispiel
Galaktose, fir welche der GLUT3 eine héhere K, als zu Glukose aufweist [125]. Auch

Laktat oder Ascorbinsdure beeinflussen den GLUT3 in Neuronen [303].

So konnten in vertiefenden Untersuchungen zum Beispiel durch FDG-PET-Scans

Einflisse in vivo auf verschiedene Gewebe gezeigt werden [304] [305] [139]. Wahrend

in einer ,Megaanalyse bildgebender Verfahren signifikante Abweichungen von
partiellen Gehirnregionen im Volumen fir Patienten mit ADHS im Vergleich zur
Kontrollgruppe gefunden wurden, ware eine solch riesig angelegte Untersuchung an
Tragern der SLC2A3-Duplikation von immensem Aufschluss [306]. Auch die in vivo
Glukose-Aufnahme durch die Magnetresonanzspektroskopie koénnte im direkten

Vergleich zwischen der Duplikations- und der Kontrollgruppe weitere Erkenntnis Uber
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das physiologische Wirken der hypermorphen Duplikation aufzeigen [94]. Insbesondere
kénnten spezielle Hirnregionen/-strukturen, auf ihre Aktivitat und Expression untersucht
werden [307].

4.4.2 Anmerkungen zu fortfuhrenden Untersuchungen

Eine Herausforderung weiterer Untersuchungen wird die Vereinbarkeit einiger
Forderungen sein: Zum einen der Wunsch nach Untersuchung von Neuronen (fur
Gliazellen siehe Kapitel 4.3.2), zum anderen die exklusive Untersuchung des GLUT3
und seiner CNVs. Hierzu existieren flr weitere Studien mittlerweile auch pluripotente
Stammzellen mit der SLC2A3-Duplikation [308], die sich in neuronale Zellen
verschiedener Funktionssysteme, wie dem dopaminergen, serotonergen oder
glutamatergen System differenzieren lassen und damit ein geeignetes Instrument zur
Erforschung des Einflusses von Neurotransmittern in Zellen von Patienten darstellen.
Alternativ kdnnte ein genetisch alterierter Hefepilz, zum Beispiel nach der Methode von
Tripp et al. (2017), verwendet werden, um speziell die SLC2A3-CNVs isoliert zu

untersuchen [309].

Da das hier verwendete Protokoll 20 Minuten fir die Inkubation mit [3H]-Desoxyglukose
vorgibt, ware es auch interessant, die Glukoseaufnahme nach nur wenigen
Minuten/Sekunden Inkubation zu untersuchen. Hierfur kdnnte dann wieder Cytochalasin

B fur die Feinmessung herangezogen werden [194] [237] [145]. Eine Erhéhung der

Inkubationszeit iiber 20 Minuten scheint nicht sinnvoll zu sein, da die [*H]-Desoxyglukose
intrazellular nicht weiter metabolisiert wird [196]. Eine Verlangerung der Glukosekarenz
oder Variationen der Glukosekonzentration im Zellkulturmedium sind weitere

Anpassungen, durch die das Protokoll verbessert werden kdnnte.

Mit weiterfihrenden NMR-Untersuchungen kénnten spezifischere Protein-Bewegungen
beobachtet werden, welche Investigationen zum Abbau der SLC2A3-mRNA sowie zum
Transport von GLUT3 zwischen verschiedenen zellularen Kompartimenten erméglichen
[310], um so mehr Aufschluss Uber die Signalwege des SLC2A3-Gens zu generieren.
Wenn die Verfahren zur Entschlisselung der Proteinstrukturen, der Protein-Ligand-
Interaktionen und der Protein-Protein-Interaktionen in Zukunft weiter voranschreiten,
kénnten unter Umstanden auch weitere Differenzen zwischen der Duplikation und der

einfachen GLUT3-Variante gezeigt werden [128] [111].
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Hypoxie, Rauchen und Friuhgeburten

Hypoxie fiihrt bei der Ratte zu einer gesteigerten GLUT3-Expression im Gehirn [311].”
Hypoxie ist eine haufige Komplikation bei Friihgeburten, welche die Nervenreifung
beeinflusst [312]. Gegebenenfalls liele sich auch hier eine differenzierte Verbindung /
ein genaueres Verstandnis schaffen, wenn jene speziell betroffene Gruppe auf eine
GLUT3-Mutation untersucht wird, da die Frihgeburtlichkeit einen Risikofaktor fur ADHS-
Symptome darstellt [313]. Janzen et al. (2013) untersuchten den humanen plazentalen
Glukosetransport intrauteriner Wachstumsrestriktionen. Dabei fanden sie eine
gesteigerte GLUT3-Proteinexpression’?, vermutlich durch eine Perfusionsstérung,
gegebenenfalls bedingt durch ein plazentales Trauma. Weiter mutmalten sie, dass in
solch einer pathologischen Situation eine erhdhte GLUT3-Protein-Expression,
fehlgeletiet in den Langhans-Zellen” fehigeleitet, eine fétale Hypoglykamie verstéarken
konne [314]. Auch konnte gezeigt werden, dass Tabak-Missbrauch in der
Schwangerschaft die SLC2A3-mRNA-Expression in der Plazenta steigert [302].

4.4.3 Genetik und Therapie

Wir bendtigen ein klareres Verstandnis fur die Interaktion unserer Gene und wie diese
auf ein verandertes Milieu reagieren. Weitere Grundlagenforschung kann dazu fihren,
dass wir in der Lage sind, das Gehirn, den Menschen und die Nosologie bestimmter
Krankheitsbilder angemessener zu verstehen. Ebenso mag dies in Zukunft zu einem
besseren Verstandnis der Prozesse in den unterschiedlichen Geschlechtern fuhren. All
dies stellt einen weiteren Schritt zur personalisierten Medizin dar, sobald unter anderem
auch die non-coding-RNA-Abschnitte (~98% der genomischen Ausgabe) genauer
untersucht sind, wie bereits von Mustafin et al. (2018) gefordert [315] [316]. Bluttests
sind bereits in der Erprobung [317]. So kdnnte es eines Tages Medikamente speziell fir
die Biomembran geben, welche eine Pathologie méglicherweise bereits in ihrer Genese

unterdricken [318] (siehe auch Kapitel 1.2.3) oder mit Genen interagieren [319].

! fiir die anaerobe Glykolyse

72 via HIF-1a (Hypoxie-induzierter Faktor 1a-Untereinheit)

7> Langhans-Zellen — unreife Stammzellen — bilden den Zytotrophoblasten, sind Teil der
Plazentaschranke und fetaler Teil der Zottenwand.
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4.4.4 Geschichtlicher Kontext

Wahrend sich die Wissenschaft, Medizin und Diagnostik im letzten Jahrtausend mit dem
Zeitgeist und der Weltanschauung wandelten und unter anderem auf Moral, Ethik oder
Tugenden begriundet waren [25] [320], verandert sich auch aktuell das diagnostische
Bild der ADHS. Erst kiirzlich wurden die tberlappenden Spektren des Autismus und der
ADHS genauer differenziell dargestellt und in Richtlinien umgesetzt, welche die
Diagnostik fir das Individuum sensitiver’* machen. Der Trend steuert gegenwartig von
einer Klassifikation als Verhaltensstérung zu einer Charakterisierung als neurologische
Entwicklungsstorung, von Alterationen in einzelnen Hirnregionen zu komplexen
neuronalen Netzwerkstdrungen und weg von monokausalen zu multifaktoriellen
Erklarungsmodellen. Die Subtypen-Klassifikation wandelte sich vom DSM-IV zu DSM-V

zu einer Auspragungs-Klassifikation [321] [17] [174]. Parallel dazu entwickeln das

amerikanische National Institue of Health (NIH) das Projekt ,Research Domain Criteria“
(RDoC), eine neue systematische Datenbank fir die psychiatrische Forschung. Sie ist
im Gegensatz zur DSM- oder ICD-Klassifikation weniger auf Symptome und
Einschrankungsgrad basierend und versucht starker auf den atiologischen Kontext einer
Auspragung einzugehen (emotionale Wertigkeit sowie kognitive, soziale und
anregende/regulierende Systeme). Das Projekt soll unter anderem die Entwicklung von
individualisierten Therapiestrategien férdern, indem es ,molekulare, genetische,
zellulare, neuronale Schaltkreise [und unter anderem] das Verhalten® analysiert [322]

k“’S etabliert,

[323]. Auch in der Genetik werden neue Begriffe, wie die ,Omnigeneti
welche bendtigt werden, da klassische Modelle nicht alle Beobachtungen einbeziehen
kénnen. Das omnigenetische Modell versucht die Ergebnisse von GWAS und SNPs"®
zusammenzufliihren und schlagt die Moglichkeit von ,Haupt- und Nebengenen® in
bestimmten Zellpopulationen vor, welche zu einer bestimmten Pathologie/Auspragung

fihren oder deren Auspragung unterstiitzen [284] [6].””

7 bezogen auf die Richtig-positiv-Rate (Statistik); siehe Kapitel 1.1.1

7 Die Omnigenetik befasst sich mit phenotypischen Ausprigungen einer Pathologie,
welche sich nicht eindeutig durch ein Gen oder eine bestimmte, zusammengehorige
Gengruppe erkldren lésst.

76 Sie vermitteln in ihrer Kontribution zu bestimmten Pathologien nur eine sehr geringe
Signifikanz.

77 Auch in der Evolutionsbiologie zeigen neue Erkenntnisse, dass neuronale Prozesse
wohl transgeneralen Einfluss auf die Keimbahn haben via RNA.
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Auch die Forschung zur Glukose- / Energie-Homoostase hat im letzten Jahrhundert
einen Wandel vom ZNS in die Peripherie und wieder zuriick erfahren. Dabei verspricht

die Beobachtung der weiteren Entwicklung sehr spannend zu bleiben [76].

Die vorliegende Forschungsarbeit ,Funktionelle Untersuchung zur Duplikation des
SLC2A3-Gens in Patienten mit Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstérung*
versucht einen weiteren kleinen Baustein fur die Zukunft mitzugeben und hoch aktuelle
Verbindungen zu knipfen, helfen Diagnostik zu verfeinern, Leidenden tber Umwege zu
helfen, gegebenenfalls Erklarungsstitzen fir Modelle zu liefern und ihren winzigen Teil

zum riesigen Gesamtbild der Pathologie und zum Nervengewebe beizutragen.
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5 Zusammenfassung

5.1 Fragestellung und zentrale Untersuchung

Unter der Hypothese, dass die Transportrate des Glukosetransporters Typ 3 (GLUT3)
abhangig von der Kopienanzahl (CNV) des fir ihn kodierenden Gens SLC2A3 ist,
wurden Zelllinien mit drei Kopien (Duplikation) mit Kontroll-Zelllinien mit nur zwei Kopien
bezuglich ihrer Glukoseaufnahme miteinander verglichen (n=2; N=9). Hierzu wurde die
zelluldre Glukoseaufnahme mittels radioaktiv markierter 2-Desoxyglukose in via
Eppstein-Barr-Virus  immortalisierten  lymphoblastoiden  Zelllinien  (EBV-LCLs)
gemessen. In den initialen Untersuchungen zeigt sich, dass das Protokoll an manchen
Stellen zu viel Spielraum lasst. Die Methode wird daraufhin standardisiert und beztiglich
einiger Parameter angepasst: g-Zentrifugeneinstellung, Mischen/Aliquotieren,

Zellanzahl, Replikatanzahl, Inkubationszeit/-intervalle und Durchfiihrungsdauer.

5.2 Wichtigste Ergebnisse

Die funktionelle Untersuchung zur Duplikation des SLC2A3-Gens in Patienten mit
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung  (ADHS)  zeigt  schliellich  im
dynamischen Aushungerungsversuch der EBV-LCLs lber vier Tage (Vergleich t; zu t)
statistisch fur die Gruppen eine deutliche Differenz mit mittlerer Effektstarke (Lineares
Gemischtes Modell; p = 0,06; Cohens d = 0,37).

Zum zweiten Messzeitpunkt (t2) zeigt sich statistisch zwischen den Gruppen eine sehr
signifikante Differenz mit hoher Effektstarke (Lineares Gemischtes Modell; p < 0,006;
Cohens d = 0,55).

Damit konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass die SLC2A3-Duplikation
neben dem Gendosiseffekt auf mMRNA-Ebene auch hypermorph funktionelle
Veranderungen auf zelluldrer Ebene nach sich zieht. Nachfolgende Untersuchungen
sollten vor diesem Hintergrund mdgliche Kofaktoren investigieren und auf Alterationen

in nachgeschalteten Signalwegen abzielen.
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7  Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Glukosemetabolismus und -homdostase — Glukose ist die Haupt-
Energiequelle des menschlichen Gehirns. Aufgenommen wird es vor allem uber
den Gastrointestinaltrakt (Gl; A). Spezialisierte Zentren im Gehirn (B), unter
anderem im , hehmen zentrale und periphere
Glukosespiegel wahr und regulieren dabei Uber die Mikrobiom-Darm-Hirn-Achse
(C) (unter anderem durch den Nervus vagus und neuroendokrine Signale im

Blutkreislauf) die Glukosehomdostase. Quelle: eigene Darstellung,
GroRenverhaltnisse nicht realistisch dargestellt, einige Zellen zur besseren
Darstellung nicht abgebildet 10

Abbildung 2: Glukosezufuhr zum Zentralen Nervengewebe — Glukose gelangt Uber die
Blut-Hirn-Schranke (BHS; D) ins Gehirn mit seinem reich verknlpften

Nervengewebe. sind dabei sehr eng mit der BHS verkniipft. Im
Gehirn wird die Energie vor allem zur Signaltransduktion an Neuronen (E) und zur
Zytogenese utilisiert. bilden die Myelinschicht der

Neuronenfortsatze. Mikrogliazellen (H) sind Gewebsmakrophagen im Gehirn.
Quelle: eigene Darstellung. Groflenverhaltnisse nicht unbedingt realistisch
dargestellt; Perizyten, und Endothelzellen (je in D) zur
Vollstandigkeit ebenfalls dargestellt. 13
Abbildung 3: schematische Darstellung der GLUT-Sekundarstruktur anhand GLUT1
und GLUT4 (wobei die roten Aminosauren einzigartig fur GLUT4 sind.) Quelle: in
Anlehnung an [81] 16
Abbildung 4: Glukoseaufnahme durch GLUT1 und GLUT3 in Abhangigkeit der
Glukosekonzentration — in vitro (Assay auf Proteoliposom-Basis) Quelle: in
Anlehnung an [145] 19
Abbildung 5: Mausegehirn, Koronalschnitt. Rechts zu sehen ist der dargestellte
Nachweis der SLC2A3-RNA-Expression, links eine In-situ-Hybridisierung (ISH).
Eine hohe Expression zeigt sich zum Beispiel im Iso-kortex (SG) und im
Hippocampus (HPF), Hypothalamus (HTH), Artefakt im histologischen Préparat
(A), schwacher exprimiert wird SLC2A3 in der weiflen Substanz (SA). 20
Abbildung 6: a) 3D-Modell der GLUT3-Struktur. Das Peptid- Rickgrat wird durch eine
Schleifenstruktur dargestellt. Die Amino (N)- (schwarz) und Carboxyl (C)-Enden
(weil®) wurden beschriftet, sowie die einzige extrazellular glykolisierte Seite (CHO)
b) Blick auf die Pore mit einem D-Glukosemolekul (schwarz) im Zentrum der
Offnung. Die 12 Transmembransegmente (TM) wurden nummeriert. Die
intrazellularen Segmente wurden bei dieser Darstellung weggelassen Das
Molekulargewicht des Proteins betragt 53,9 kDa [181]. 24
Abbildung 7: Transportmechanimus von Glukose (rot-graue Struktur, mittig) Uber die
GLUTs; Die Offnung des GLUTS3 ist extrazellular (links) und GLUT1 nach
intrazellular gerichtet (rechts); C = C-Domane, N = N-Doméne Quelle: in
Anlehnung an [182] 25
Abbildung 8: SLC2A3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) des menschlichen
Chromosoms 12. Zur Hybridisierung des Chromosoms 12 (p13.31) wurde das BAC
RP11-277E18 benutzt. Es wird ein homologes Chromosomenpaar (blau) eines
SLC2A3-Duplikationstragers gezeigt. Das linke Homolog zeigt ein sichtbar
groleres und helleres Signal ( ), was auf eine zusatzliche Kopie der BAC-
Probe hinweist. Quelle: zur Verfugung gestellt von Dr. Indrajit Nanda, Institut flr
Humangenetik, Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg 26
Abbildung 9: Scan einer Chip-Kammer mit (links) und derselbe Scan
gezahlt (rechts; , rot: Zellreste/tote Zellen,
) Quelle: eigene Darstellung [CellometerTM Auto T4 Cell Counters
(Nexcelom Bioscience)] 35



Abbildung 10: Variationskoeffizient der Replikate (Y-Achse), experimentelle
Durchfihrung mit EBV-LCL-Kulturen (X-Achse), initiales Protokoll (rot; gestrichelte
horizontale Linie = Mittelwert; 84,4%) und nach der Modifizierung (grun;
durchgehende horizontale Linie = Mittelwert; 10,2%) 36

Abbildung 11: Histogramm der Messwerte (alle Gruppen und Zeitpunkte) — links
(originare Messwerte), rechts (transformierte Messwerte) Quelle: eigene
Darstellung 39

Abbildung 12: Mittelwerte von Duplikations- (blau) und Kontrollgruppe (gelb) zu t4;
Deutlich zu erkennen ist die Varianzreduktion bei den transformierten Daten
innerhalb der jeweiligen Gruppe, anhand kirzerer Fehlerbalken (rechts) im
Vergleich mit den originaren Messwerten (links). 40

Abbildung 13: Mittelwerte der origindren Werte von Duplikations- (blau) und
Kontrollgruppe (gelb), vergleiche t; (links) und t, (rechts); oben Histogramme, unten
Boxplots (mit Median) 41

Abbildung 14: transformierte Daten von Duplikation- (blau) und Kontrollgruppe (gelb), t
(links) und t, (rechts); oben Histogramme, unten Boxplots Median zu t, fur die
Duplikations- (173 VCPM) und Kontrollgruppe (172 VCPM) Median zu t, fiir die
Duplikations- (153 YCPM) und Kontrollgruppe (117 YCPM) 42

Abbildung 15: Die GLUT-Mitglieder. Der wurzellose, polygenetische Baum zeigt die
Verwandschaft zwischen den 14 humanen GLUTs. Hergestellt mit CLUSTAL W
Software. Die Abstane zwischen den abzweigenden Asten und die Linienlange
weist auf den divergierenden Evolutionsgrad hin; 11-a und 9-1 als Isoform a und 1.

Abbildung 16: RNA- und Proteinexpression des GLUT3 (SLC2A3) Quelle: [349]
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10 Abkiirzungen

et e e et e e et a e e ere e e eaaeeearens Grad (Geometrie)
O ettt ettt Grad Celsius
B .ttt ettt ettt e enees eingetragene Handelsmarke
B C-GIUKOSE............ooooeooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e radioaktiv-markierte Glukose
3D et dreidimensional
TH e Tritium
I H-2-DeSOXYGIUKOSE.............o.oeoeeoeeeeeeeeeeee e H-Glukose
AMP ... Adenosinmonophosphat
ANOVA............ Varianzanalyse oder Streuungszerlegung; englisch: analysis of variance
APA oo American Psychiatric Association
AS e Aminosdure
ATP oo Adenosintriphosphat (ein Nukleotid)
BAC ... Bacterial Artificial Chromosome [Vektor]
BAY-876........ [N4-[1-(4-cyanobenzyl)-5-methyl-3-(trifluoromethyl)- 1 H-pyrazol-4-yl]-7-
fluoroquinoline-2,4-dicarboxamide]
BHS ..o Blut-Hirn-Schranke
CHO ... extrazelluldr glykolisierte Seite
Clueeeeeeeeee e Curie (1 Ci~ 3,7+ 10"10 Bg)
CI/MMOL........oiiiiiei e Curie / millimol
CNV oo, copy number variation; deutsch: Kopienanzahlvariation
CO2ueee et Kohlenstoffdioxid
COOH ...ttt Carboxylgruppe
CPM ..o Counts per minute, deutsch: Zdihlimpulse pro Minute
CREB. ..o cAMP response element-binding protein
DMN.......cccoovvvnani. Default Mode Network, deutsch: Basis- oder Ruhemodusnetzwerk
DINS .o Desoxyribonukleinsdure

DSM diagnostic and statistical manual of mental disorders, deutsch: diagnostischer und
statistischer Leitfaden psychischer Storungen

EBV e Epstein-Barr-Virus
EEG ..o Elektroenzephalografie
ETOH ... e et Ethanol
FDG ..o Fluordesoxyglukose
FISH ... Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
GBQ et giga Becquerel
G oo e Gastrointestinaltrakt
GLUT ..ottt Glukosetransporter
GLUTI ..o Glukosetransporter Typ 1
GLUTI .o Glukosetransporter Typ 14
GLUT2 ..o Glukosetransporter Typ 2
GLUT3 oo Glukosetransporter Typ 3; das Protein referierend
GLUTH ..o Glukosetransporter Typ 4
GLUTS .o Glukosetransporter Typ 5
P Stunde [Latein: horus], Hypothese, Stunde

() oottt Nullhypothese



HOO oo e Wasser

PGI7 oo humanes Genom (Ensembl Version 17)
HIF-1@.....cocoiiiiiiiiiiiiee e, Hypoxie-induzierter Faktor a-Untereinheit
HI-FBS ..o Fetal Bovine Serum, deutsch: fotales Kdlberserum

ICD....International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems;
deutsch: Internationale statistische Klassifikation von Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme

B STLICO .o Vorgdnge, die im Computer ablaufen
BFUSTEU .o in der natiirlichen Lage im Kérper
L VITFO .o im (Reagenz)Glas, auflerhalb des Korpers
invivo....... am lebenden Objekt [beobachtet oder durchgefiihrt] (von wissenschaftlichen
Versuchen)
TQ oo ettt Intelligenzquotient
LS e Immunsystem
ettt ettt et b bt e bt e ehe e et e eteeenteebeeenbeeaeens Kultur (Statistik)
K e, Kaliumion
KOV oo Kiloelektroenvolt [1keV = 1,6 x 10°(-16) Joule]
K e Michaelis-Menten-Konstante
LCLS ..o, lymphoblastoid cell lines; deutsch: Lymphoblastoide Zelllinien
LSC oo Liquid Scintillation Counter
M oo molar [mol * I7"]
TR, ettt ettt Milliliter
PM oo Millimeter [10™-3 m], Millimolar [mmol/l]
PIOL/L ..o Millimol pro Liter
MPH ...ttt Methylphenidat
MRNA ..o messenger ribonucleic acid; deutsch: Boten-RNA

n die Grofie der Grundgesamtheit (Statistik,; grof3-N), Normalverteilung, die Anzahl der
Merkmalsausprdgungen (hier: Gruppenanzahl; Statistik, klein-n)
.

ING e Natriumion
NA-K-ATPaASE ........ccoueeeeaiieeiaieaeeeen Natrium-Kalium-ATPase (Transportenzym)
NANOGRPI ...t Nanog Homeobox Pseudogene 1
INAOH ...t Natriumhydroxid
INH ..ottt Aminogruppe
NIH...........ccco..... National Institute of Health; deutsch: Nationale Gesundheitsinstitute)
ULt e e et e e e et a e e e e aaaaeeeaaaeeean Nanometer [10™-9 m]
NMR ......ooovviiiiiiiiiiiiiiiee, Nuclear Magnetic Resonance; deutsch: Kernspinresonanz
D ettt ettt e ettt teeenbe et e enaaen p-Wert (statistische Gréfie)
PBMC............... Peripheral Blood Mononuclear Cell; deutsch: mononukledire Zellen des
peripheren Blutes
PBS.............. Phosphate-Buffered Saline; deutsch: Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
PCR....coovv polymerase chain reaction; deutsch: Polymerase-Kettenreaktion
PET ..o Positronen-Emissions-Tomographie
PPAR ..o Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor
R 352 e R-Statistikprogramm (Version 3.52)
RAZ Regressionskoeffizient (Bestimmtheitsgrad, Statistik)
RDOC ..ottt Research Domain Criteria
RNA ..o, ribonucleic acid; deutsch: Ribonukleinsdure

RPIT-27TELS ..o Klonname des Vektors



RPMI ..o Roswell Park Memorial Institute

SEC vt e ettt e e et e e et e et e etae e Sekunde(n)
SGLT .o Natrium-Glukose-Transporter
SGLTssodium-dependent glucose transporter; deutsch: Natrium/Glukose-Kotransporter
SLC oo solute-carrier-transporter
SLC2A .o Glukosetransporter-Gene
SLC2AT .ottt et GLUTI14-Gen
SLOS A oot SGLT-Gene
B ettt Messzeitpunkt 1 (nach zwei Tagen)
B e ettt nee Messzeitpunkt 2 (nach vier Tagen)
TM ..o e Transmembransegment
UDM ..o Umdrehungen pro Minute
U-TES.c...ooeeeeeeee et Mann-Whitney-U-Test
Vi U Zoeeeeeee e e vor unserer Zeitrechnung
van-der-Waals-Krifte................... nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen Teilchen
ZINS. oo et Zentrales Nervensystem
O ettt he ettt e bt eat e bttt e enhe et te e aeeette et e e etbeenbeeenteebeeenseenteens alpha
D ettt h et e e a ettt et e b e e enteeteeeateebeenneas beta
D ettt ettt e aeee e heee e h—eea—teeaa—eeeaateeehteeattee ettt e anteeeanteeetaeeenaeeebteeenbeeeenbeeeenbeeenreas Gamma
L ettt ettt et et et e e et e e e et e e e et e e e te e e ereeeeaneas Mittelwert (Statistik)
LU oot h et he et e e te et e e teeenbeeteeenneeneeenees Mikrogramm
LD ettt enb et eeareen Mikroliter
LTI ottt et Mikrometer [10"—6 m]
JUTIOL oottt neas Mikromol

O e Varianz (Statistik)



13 Anhang

Tabelle 11: gewebespezifische Expression der GLUT-Familienmitglieder
Quelle: in Anlehnung an Yamamoto et al. (2011) [194]

nur bei Katzen, nicht beim
Menschen) [331]

Klasse Isoform | alte Namen [325] | Genname Expression Funktion Quelle Zusatz
é!ﬁeﬁedvézblga(:;rzg;n den B- 326, | Ersterisolierter
GLUTA SLC2A1 | aberva. inZNS E ’throz ten Grundversorgung und Glukosesensor 327 Zuckertransporter. [328]
o baston und oAV im menschlichen Pankreas [328] |492AS;
Endothelzellen) 113 Km -Wert: ~7 mmol * I-1. [71]
Klasse |
Leber, Niere proximal, 452 AS;
Darmmukosa, 397 55% mit GLUT-1
GLUT2 SLC2A2 Retina, Hypothalamus [329] Glukosesensor und Haupt-Glukosetransporter in 396 Ubereinstimmend;
330] [72] (Pankreas-B-Zellen; der Leber 307 ’ Km -Wert: 17-66 mmol * I-1;

transportiert ebenfalls Galaktose
und Fruktose [71]




GLUT3

ZNS; Nervenzellen; Plazenta
(gering) [139],
Niere (gering); Leber (gering);
Herz (gering)

unterstutzt oft GLUT1 in Geweben mit hohem
Energiebedarf; "neuronaler" Glucosetransporter
[122] Grundversorger fir Neurone und einige
Blutzellen [89] Fétus™ [332], Spermatozoen

Der GLUT-3 besitzt eine
geringere Glukose- K, im
Vergleich

zu den anderen Transportern
der Klasse | (3,44 mM),

somit kann er auch bei
niedrigerem BZ

eine Versorgung der Zellen
gewahrleisten oder bei hdherem
Glukosebedarf.
Dehydroascorbinsaure (1,7mM)
126

Fruktose ist kein Substrat.
Galaktose- K, (85mM) [125]
Xylose [89]

Muskel; Herz; Adipozyten
Neuronensubpopulationen

509 AS; nimmt lediglich Glukose
auf [336];
gleicht zu 65% GLUT1, zu 54%

(Purkinje- und Granulazellen im [—][ggi]f GLUT2, zu 58% GLUT3;
GLUT4 SLC2A4 | Cerebellum), Ganzkdrperzuckerspiegel [335]j Insulin-abhangig,
Zellen im Hippocampus, und 307 | vor Einbau liegt er in Vesikeln

einzelnen Zellen im Cortex und
Hypothalamus [89]

vor und erhéht nach Einbau die
Transportrate um 10-20x [80]
(811

7 Keine Studie konnte bisher GLUT3 oder GLUT4 im humanen Fotusgehirn nachweisen. [Stand 2017]



entstand evolutionar aus dem
Slicen von GLUT3 (Duplikation

GLUT14 | GLUT3 SLC2A14 | Testikel 119 von diesem),
bis zu 95% identisch (497-520
AS)
Dinndarm (apikale Membran), 501 AS
Testikel, Niere; ZNS; [74]; 40% Ubereinstimmung mit
GLUTS SLC2A5 Muskel (low levels); Adipozyten Fruktosetransporter [80] Klasse I-Transportern [80]
(low levels) [337 hohe Affinitat zu Fruktose
Klasse Il
,odd
transporters*
[336] Die anfanglich zugeschriebene
Sequenz fur GLUT-7
GLUT7 SLC2A7 338 \(/jvurde wleder zurlickgezogen,
a es sich
um ein Klon-Artefakt gehandelt
hat. [325
GLUT9 | GLUTX SLC2A9 | Leber; Niere 339
GLUT11 | GLUT8 SLC2A11 | Herz; Muskel 340
. . o) i
GLUT6 | cLuTo SLC246 Milz; Leukozyten; 341 .45/0 .mlt GLUT8
ZNS identisch
Klasse Ill
~even
transporters* Testikel; 342
[329] GLUT8 | GLUTX1 SLC2A8 | Blastocyste; 343
ZNS 344




GLUT10 SLC2A10 | Leber; Pankreas 345
GLUT12 | GLUT8 SLC2A12 | Herz; Prostata 346
HMIT GLUT13 SLC2A13 | ZNS Protonen-Myo-Inositol-Symporter 347




KLASSE |

GLUT2

GLUT1
GLUTS6

GLUT11-a GLUT8

GLUT9-1

GLUT10

GLUT7

GLUTS

KLASSE Il S i

GLUT13

* keine Affinitat zur 2-Desoxyglukose (HMIT)

* binden kein Cytochalasin B KLASSE il

* intrazellulares Lokalisationssignal
» Zuckerrest an der 9. extrazellularen Schleife

Abbildung 15: Die GLUT-Mitglieder. Der wurzellose, polygenetische Baum zeigt die Verwandschaft zwischen den 14 humanen GLUTs.
Hergestellt mit CLUSTAL W Software. Die Abstane zwischen den abzweigenden Asten und die Linienlange weist auf den divergierenden
Evolutionsgrad hin; 11-a und 9-1 als Isoform a und 1.

Quelle: in Anlehnung an [348]
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Abbildung 16: RNA- und Proteinexpression des GLUT3 (SLC2A3)

Quelle: [349]



Tabelle 12: aufbereiteter Input-Datensatz der Messungen; Gruppe (Kontrollgruppe und Duplikationsgruppe), Zeitpunkt 2 (nach 2 Tagen)
und 4 (nach 4 Tagen), CPM (Counts per Minute), Kultur (18 verschiedene Kulturen)

Gruppe Zeitpunkt| CPM | Kultur
Kontrollgruppe 2| 55442 1
Duplikation 2| 63362 2
Kontrollgruppe 2| 9326 3
Duplikation 2| 15014 4
Kontrollgruppe 2| 42502 5
Duplikation 2167370 6
Kontrollgruppe 2117930 7
Duplikation 2| 28963 8
Kontrollgruppe 2| 22045 9
Duplikation 2| 3515 10
Kontrollgruppe 2| 39660 11
Duplikation 2| 9018 12
Kontrollgruppe 2| 44530 13
Duplikation 2] 18100 14
Kontrollgruppe 2| 2282 15
Duplikation 2| 46261 16
Kontrollgruppe 2|1 10638 17
Duplikation 2| 32447 18
Kontrollgruppe 2| 57038 1
Duplikation 2| 58290 2
Kontrollgruppe 2111162 3




Duplikation 2| 9193 4
Kontrollgruppe 2| 43481 5
Duplikation 2|161042 6
Kontrollgruppe 2] 16931 7
Duplikation 2| 31040 8
Kontrollgruppe 2| 28472 9
Duplikation 2| 4124 10
Kontrollgruppe 2] 12381 11
Duplikation 2| 14981 12
Kontrollgruppe 2| 30464 13
Duplikation 2| 12960 14
Kontrollgruppe 2| 4003 15
Duplikation 2149135 16
Kontrollgruppe 2] 10980 17
Duplikation 2| 35983 18
Kontrollgruppe 2| 52197 1
Duplikation 260134 2
Kontrollgruppe 2| 5795 3
Duplikation 2 0 4
Kontrollgruppe 2| 48055 5
Duplikation 2| 64578 6
Kontrollgruppe 2 0 7
Duplikation 2| 27202 8
Kontrollgruppe 2| 28982 9
Duplikation 2 0 10




Kontrollgruppe 2| 44267 11
Duplikation 2| 11368 12
Kontrollgruppe 2| 36293 13
Duplikation 2112108 14
Kontrollgruppe 2| 3046 15
Duplikation 2| 44719 16
Kontrollgruppe 2| 7471 17
Duplikation 2| 31677 18
Kontrollgruppe 2| 51375 1
Duplikation 2| 53073 2
Kontrollgruppe 2 0 3
Duplikation 2 0 4
Kontrollgruppe 2| 37256 5
Duplikation 2| 61036 6
Kontrollgruppe 2 0 7
Duplikation 2| 23908 8
Kontrollgruppe 2 0 9
Duplikation 2 0 10
Kontrollgruppe 243778 11
Duplikation 2110707 12
Kontrollgruppe 2| 30826 13
Duplikation 2110243 14
Kontrollgruppe 2| 3461 15
Duplikation 2| 30954 16
Kontrollgruppe 2 0 17




Duplikation 2| 26442 18
Kontrollgruppe 2 0 1
Duplikation 2 0 2
Kontrollgruppe 2 0 3
Duplikation 2 0 4
Kontrollgruppe 2 0 5
Duplikation 2 0 6
Kontrollgruppe 2 0 7
Duplikation 2 0 8
Kontrollgruppe 2 0 9
Duplikation 2 0 10
Kontrollgruppe 2| 34758 11
Duplikation 2 0 12
Kontrollgruppe 2 0 13
Duplikation 2 0 14
Kontrollgruppe 2 0 15
Duplikation 2 0 16
Kontrollgruppe 2 0 17
Duplikation 2 0 18
Kontrollgruppe 4| 32986 1
Duplikation 4137931 2
Kontrollgruppe 4| 9725 3
Duplikation 4| 21573 4
Kontrollgruppe 4114147 5
Duplikation 4140018 6




Kontrollgruppe 4 0 7
Duplikation 4 0 8
Kontrollgruppe 4| 34725 9
Duplikation 4| 6340 10
Kontrollgruppe 4116796 11
Duplikation 4| 25967 12
Kontrollgruppe 4119335 13
Duplikation 4115494 14
Kontrollgruppe 4| 4660 15
Duplikation 4| 32888 16
Kontrollgruppe 4 453 17
Duplikation 4127094 18
Kontrollgruppe 4129970 1
Duplikation 4| 38789 2
Kontrollgruppe 4113908 3
Duplikation 4120283 4
Kontrollgruppe 4113564 5
Duplikation 4| 37585 6
Kontrollgruppe 4 0 7
Duplikation 4 0 8
Kontrollgruppe 4| 35955 9
Duplikation 4| 5493 10
Kontrollgruppe 4111475 11
Duplikation 4| 26288 12
Kontrollgruppe 4116621 13




Duplikation 4114235 14
Kontrollgruppe 4| 3757 15
Duplikation 4| 27867 16
Kontrollgruppe 4 421 17
Duplikation 4122509 18
Kontrollgruppe 4| 30441 1
Duplikation 4| 38589 2
Kontrollgruppe 4112310 3
Duplikation 4115384 4
Kontrollgruppe 4115913 5
Duplikation 4| 38820 6
Kontrollgruppe 4 0 7
Duplikation 4 0 8
Kontrollgruppe 4| 35279 9
Duplikation 4| 7095 10
Kontrollgruppe 4 0 11
Duplikation 4125711 12
Kontrollgruppe 4119055 13
Duplikation 4115137 14
Kontrollgruppe 4| 2796 15
Duplikation 4128489 16
Kontrollgruppe 4 660 17
Duplikation 4| 22460 18
Kontrollgruppe 4| 6522 1
Duplikation 4140590 2




Kontrollgruppe 4111457 3
Duplikation 4114294 4
Kontrollgruppe 4110485 5
Duplikation 4122640 6
Kontrollgruppe 4 0 7
Duplikation 4 0 8
Kontrollgruppe 4138701 9
Duplikation 4| 5960 10
Kontrollgruppe 4 0 11
Duplikation 4 0 12
Kontrollgruppe 4118563 13
Duplikation 4110510 14
Kontrollgruppe 4| 2592 15
Duplikation 4129509 16
Kontrollgruppe 4 380 17
Duplikation 4123438 18

Tabelle 13: erwartete Mittelwerte des Linearen Gemischten Modells mit festen Effekten (plus zusatzlich individuelle Effekte). Die Werte in
Klammern entsprechen den Gruppenmittelwerten der wurzeltransformierten Daten aus der Stichprobe — diese entsprechen exakt den
Schatzwerten des Modells unter Bericksichtigung der kulturindividuellen Zufallseffekte.

t4 t,

Duplikation 162,44 149,29
P (168,94) (149,69)
152,04 121,89

Kontrollgruppe (155.43) (112.28)





