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Einleitung 1

1.Einleitung

Der vesikulare Transport in der eukaryotischen Zelle spielt sowohl eine
zentrale Rolle in der Bildung als auch der Aufrechterhaltung von
Kompartimenten sowie in der Kommunikation von Zellen. Im biosynthetisch-
sekretorischen Transportweg der Zelle werden neu synthetisierte Proteine
vom endoplasmatischen Retikulum (ER) Uber den Golgi-Apparat zu
Endosomen und Lysosomen, der Plasmamembran oder sekretorischen
Organellen sortiert. Der endozytotische Weg fuhrt umgekehrt von der
Plasmamembran zu den genannten intrazellularen Kompartimenten.

Die einzelnen Transportschritte werden von Vesikeln Ubernommen, deren
Bildung einem generellen Mechanismus folgt: Die spezifische
Lipidzusammensetzung und die zytoplasmatisch angelagerten Proteine
bewirken eine Krimmung der “Donor’-Membran. Die Anlagerung weiterer
Proteine fuhrt zur Knospung des Vesikels. Die Endphase ist charakterisiert
durch die Trennung des ,Membranstiels® der Knospe. Daran beteiligt sind
mechanoaktive Proteine und Zytoskelettkomponenten. Entlang einem
Netzwerk aus Zytoskelettfilamenten transportieren Motorproteine das Vesikel
zum Zielkompartiment. Spezifische Interaktionen fihren dort zum Andocken
und Fusionieren mit der ,Acceptor‘-Membran. Zuvor muss allerdings die
Schicht aus angelagerten Proteinen auseinanderfallen. Um Protein-
Sortierungsfunktionen zu erfullen, muss jedes gebildete Vesikel spezifische
Komponenten enthalten. Es darf nur die adaquaten Proteine tragen, um mit
der richtigen Zielmembran fusionieren zu konnen. Dies erfordert zahlreiche

konzertierte und regulierte Proteininteraktionen.

1.1 Vesikularer Transport

Genetische und biochemische Studien in den vergangenen vierzig Jahren
haben zu einem detaillierten Bild der molekularen Mechanismen des
selektiven Proteintransports zwischen Zellorganellen gefuhrt. Die den

sekretorischen Transportweg bildenden Vesikel sind alle mit spezifischen
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Proteinhillen besetzt, die die Knospung der Membran und die selektive
Erkennung der zu transportierenden Proteine (Cargo) steuern. Der Transport
vom ER zum Golgi-Apparat wird von COP-Il (,coat protein)‘“-umhullten
Vesikeln vermittelt (vgl. Abbildung 1). Sie werden an speziellen Stellen des
ER, Ribosomen-freies Ubergangs-ER genannt, zusammmengebaut. Hefe-
Studien schreiben dem Ubergangs-ER eine wichtige Rolle in der Golgi-
Morphologie zu (Glick, 2002). COP-ll besteht aus zwei dimeren
Unterkomplexen und einer kleinen GTPase, die in einem stdéchiometrischen
Verhaltnis eingebaut ist. COP-I-Vesikel bewegen sich zwischen den einzelnen
Golgi-Zisternen und sind fur den Rucktransport vom Golgi zum ER
verantwortlich. Der COP-I-Komplex setzt sich aus sieben, stabil miteinander
verbundenen Untereinheiten zusammen. Sie sind in einem trimeren und zwei
dimeren Subkomplexen organisiert. Auf dem Weg vom ER zum Golgi oder
zuruck wird das Zwischenkompartiment, ,ER-Golgi intermediate

compartment® (ERGIC), passiert (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Vesikularer Transport in einer Saugertierzelle

Dieses Schema beschreibt den Proteintransport in sekretorischen,
endozytotischen und lysosomalen Kompartimenten. Die Pfeile stellen die
einzelnen Transportschritte dar. Die Lage der Coatproteine ist farblich kodiert.
(COP-I — rot; COP-Il — blau; Clathrin — gelb) Clathrin bildet heterogene
Komplexe mit verschiedenen Adaptorproteinen an unterschiedlichen
Membranen (vgl. hierzu Abbildung 3). ER — Endoplasmatisches Retikulum;
ERGIC - ,ER-Golgi intermediate compartment®; TGN — trans-Golgi-Netzwerk
(modifiziert nach Bonifacino und Glick, 2004)
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Clathrin, in Gemeinschaft mit unterschiedlichen Adaptorproteinkomplexen,
vermittelt den Transport auf verschiedenen Routen zwischen dem trans-
Golgi-Netzwerk (TGN) und der Plasmamembran (PM). Wie in der Abbildung 1
zu sehen, dient das TGN als Sortierungsstelle und Ausgangspunkt fur
verschiedene Transportwege. Welchen Weg ein Vesikel nimmt, wird vom
Cargo und dem assoziierten Adaptorproteinkomplex bestimmt.

Um sicherzustellen, dass ein Vesikel von einer bestimmten Membranstelle
knospt und dabei selektiv seine zu transportierenden Proteine einschliel3t,
leisten viele weitere regulatorische Proteine ihren Beitrag zur Vesikelbildung.
Integrale Membranproteine dienen den Hullproteinen als Andockstelle. Auch
Membraneigenschaften beeinflussen diesen Prozess. Durch biosynthetische
Enzyme wird eine Kompartiment-Domanen-spezifische Zusammensetzung
von Phospholipiden geschaffen. Viele Proteine der Transportmaschinerie
enthalten bestimmte Erkennungsmotive flir Phosphatidylinositolphosphate.
Die Membranbindung der Cargo-sortierenden Proteine wird zusatzlich durch
monomere GTPasen, den ARF-Proteinen (,ADP-ribosylation factor) reguliert
(Nie und Randazzo, 2006). G-Proteine gehen von einer inaktiven GDP-
gebundenen Form in eine GTP-gebundene, aktive Form Uber und umgekehrt.
Dieser GDP-GTP Kreislauf der kleinen GTPasen ist Bestandteil der
raumlichen und zeitlichen Auspragung der Vesikelbildung. Auf der einen Seite
binden verschiedene GDP-Nukleotid-Austausch-Faktoren (GDP-nucleotide
exchange factor) oder GEFs fur eine GTPase an unterschiedlichen
Membranen und flhren zu bestimmten Vesikelpopulationen. GTPase-
aktivierende Proteine (GAP) oder GDP-Dissoziations-Inhibitoren (GDI)
determinieren auf der anderen Seite das Zeitfenster fur die Etablierung
spezifischer Interaktionen.

Einige der Proteine, die wahrend der Vesikelformation als Cargo-Proteine
eingestuft sind, gehodren auch zur Transportmaschinerie. Rab Proteine, eine
zweite Familie der kleinen GTPasen, verknupfen die Vesikel mit dem
Zytoskelett und regeln ihr korrektes Andocken an der Zielmembran. SNARE-
Proteine vermitteln den letzten Schritt des Transports, die Fusion der
Membranen. SNARE-Proteine sitzen in der Vesikel- und in der Zielmembran.

Spezifisches Andocken setzt die Bildung des korrekten SNARE-Komplexes
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voraus, was gleichzeitig die Membranoberflachen einander annahert und die

Fusion vorbereitet (zusammengefasst in Jahn et al., 2003).

1.1.1 Clathrin

Transportvesikel werden anhand der Komponenten ihrer sie umgebenden
Proteinhille klassifiziert. Eine der bekanntesten und am genauesten
charakterisierten Klasse sind die sogenannten dreischichtigen Clathrin
umhullten Vesikel (clathrin-coated vesicles; CCV). Ihren Namen haben diese
Vesikel von dem Protein Clathrin, welches den Hauptbestandteil der
Vesikelhulle darstellt, indem es ein polymeres Gerust an der Vesikel-
oberflache bildet. Die innenliegende Membran-Schicht mit ihren eingebetteten
Cargo-Proteinen wird mit der Clathrinschicht durch eine mittlere Ebene
verbunden. Diese Schicht kann aus verschiedenen Clathrin-Adaptor-
Proteinen und deren Bindepartnern gebildet werden, die unterschiedliche, z.T.
regulatorische Funktionen wahrend des Vesikelzusammenbaus haben.
Bislang wurden zwanzig verschiedene Adaptoren beschrieben (Owen et al.,
2004). Viele von ihnen interagieren mit einer Vielzahl weiterer Proteine, so
dass ein kompliziertes Netzwerk moglicher Wechselwirkungen entsteht.

Eine Clathrinhllle ist eine dreidimensionale Anordnung von sogenannten
Triskelia. Jedes Triskelion besteht aus drei schweren Ketten (190 kDa) und
drei leichten Ketten (25 kDa). Diese Triskelia polymerisieren in gleichmallige,
polyedrische Gitter. Dabei liegt das Zentrum jeder Einheit auf einer Ecke und
die Beine fuhren strahlenférmig auf die Kanten des Vielecks (vgl. Abbildung
2). Die N-terminalen Domanen der schweren Ketten zeigen nach innen, um
einen Kontakt zu den Adaptorproteinen herzustellen, die Clathrin an die

Membran rekrutieren.
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Abbildung 2: Clathrin-Aufbau:

(@) Schema eines Clathrin-Kafigs mit der Position eines blau
hervorgehobenen Triskelions; (b) eine schematische Darstellung eines
Triskelions, die die einzelnen Domanen farbig codiert: rot — terminale
Domane: B-Propeller; gelb — Knécheldomane: ,Clathrin-heavy-chain-repeat®
(CHCR) Module 0-2; dunkelgrun — distale Domane: CHCR 3-5; Knie-Domane:
CHCRS5; blau - proximale Domane: CHCRG,7; violett — Trimerisationsdomane:
Helikaler  Dreifu®; (c) Rekonstruktion eines Clathrinkafigs aus
elektronenmikroskopischen Aufnahmen und Rontgenstrukturen; die leichten
Ketten sind in gelb hervorgehoben. Modifizert nach (Heldwein et al., 2004)

Aufgereinigtes Clathrin kann in vitro bei leicht saurem pH spontan Polyeder
bilden (Kirchhausen und Harrison, 1981). Unter physiologischen Bedingungen
sind Adaptorproteine noétig, um eine Polymerisation zu erreichen. Die
entstehenden Hullen sind kleiner und regelmaldiger (Pearse und Robinson,
1984).

Clathrin spielt eine Rolle in zahlreichen Transportschritten, vor allem bei der
Endozytose an der Plasmamembran und bei den Sortierungsmechanismen
zwischen dem TGN und den endosomalen Kompartimenten. Clathrin umhulite
Vesikel an der Plasmamembran und am TGN sind nicht statisch, sondern
dynamische Strukturen. Mit Hilfe von ,fluorescence recovery after
photobleaching® (FRAP) konnte gezeigt werden, dass Clathrin und Adaptine
an Membranen, zusammen und unabhangig voneinander, schnell durch freie
Molekule aus dem Zytosol ausgetauscht werden (Wu et al., 2003). Eine
weitere Studie hat durch elektronenmikroskopische Aufnahmen von Clathrin-
defizienten Zellen gezeigt, dass Membrandoméanen, die mit Adaptorproteinen

dekoriert sind, keine Krummung aufweisen (Hinrichsen et al., 2006). Dies
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weist darauf hin, dass Clathrin notwendig ist, um eine Einstulpung der
Membran zu erreichen und dass eine Rekrutierung von Proteinen, die eine
Beugung der Membran bewirken (z.B. wie Epsin), durch Clathrin stabilisiert
wird. Abgesehen von der wichtigen Rolle, die Clathrin im vesikularen
Transport spielt, wurden kurzlich zwei neue, unkonventionelle Aufgaben von
Clathrin beschrieben: Die schwere Kette von Clathrin wurde in
Proteomanalysen an der mitotischen Spindel gefunden (Andersen et al,
2003) und spater eine fur sie stabilisierende Rolle beschrieben (Royle et al.,
2005). Eine kurzlich erschienene Studie kann dieses Ergebnis zwar in der
humanen Zelllinie HEK293 verifizieren, nicht jedoch in einer B-
Lymphomzelllinie aus Huhn, so dass eine zellspezifische Funktion diskutiert
wird (Borlido et al.,, 2008). Gemeinsam mit AP-1 bildet Clathrin ein
stabilisierendes Gerust fur die initiale Faltung von von Willebrand-Faktor
Multimeren zu Filamenten, die die Bildung eines ,Zigarren-formigen” Weibel-

Pallade Korperchens steuern (Lui-Roberts ef al., 2005).

1.1.2 Adaptorprotein-Komplexe

Ursprunglich wurden zwei Adaptorprotein-Komplexe, AP-1 und AP-2, aus
Clathrin-umhullten Vesikeln aufgereinigt (reviewed in (Hirst und Robinson,
1998; Robinson und Bonifacino, 2001; Schu, 2001)). Da sie den
Zusammenbau von Clathrinkafigen in vitro fordern, wurden sie auch
.,assembly polypeptides® oder Adaptine genannt (Pearse und Robinson,
1984). AP-1 bindet am TGN und an Endosomen, wohingegen AP-2 an der
Plasmamembran sitzt. Zwei weitere Mitglieder der Familie, AP-3 und AP-4,
wurden bei Recherchen in cDNA-Datenbanken gefunden (Pevsner et al.,
1994; Hirst et al., 1999). Ursprunglich wurde eine perinukleare Lokalisation
von AP-3 beschrieben, wie sie fur das TGN Ublich ist (Dell'Angelica et al.,
1997a; Simpson et al., 1997). Neuere Studien zeigen aber eine hauptsachlich
endosomale Verteilung in der Zelle und ein AP-3 vermittelter Transport von
den frihen Endosomen zu Lysosomen konnte fur das virale Protein gp48
gezeigt werden (Reusch et al., 2002; Peden et al., 2004). Die Rolle von
Clathrin an der AP-3-Vesikelbildung ist nicht geklart. Es konnte gezeigt
werden, dass AP-3 mit Clathrin interagiert (Dell'Angelica et al., 1998) und
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kolokalisiert ist (Simpson et al., 1997; Peden et al., 2004). In aufgereinigten
CCVs aus Hirngewebe konnte bisher kein AP-3 gefunden werden (Simpson
et al., 1996; Dell'Angelica et al., 1997b; Blondeau et al., 2004). Funktionelle
Studien mit mutiertem AP-3 Clathrin-Bindemotiv zeigten ebenfalls keine
Interaktion. Es scheinen jedoch Clathrin-assozierte, wie auch Clathrin-freie
Populationen in der Zelle zu existieren (Peden et al., 2004). Aus der
humanen, epithelialen Tumorzelllinie HeLa konnten AP-3 gebundene CCVs
isoliert werden (Borner et al., 2007). Es kdnnte daher sein, dass die Clathrin-
AP-3 Bindung sehr fragil ist oder die Menge an AP-3-bindenden, Clathrin-
umhullten Vesikeln in unterschiedlichen Zelltypen variiert (Newell-Litwa et al.,
2007). Der AP-4 Komplex besitzt keine klassische Clathrin-Box und es wurde
auch keine spezifische Interaktion nachgewiesen. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde jedoch AP-4 in der
Nachbarschaft von Clathrin detektiert (Barois und Bakke, 2005).

Basolaterale Plasmamembran

=2

b eE AP-1B
-y

- 3\

AP- 1A/ AP-1A
GGA1-3

Lys
Apicale

Plasmamembran

Abbildung 3: Spezifische, von Adaptorproteinen vermittelte
Transportwege

TGN: Trans-Golgi-Netzwerk; b eE: basolaterales frihes Endosom; a eE:
apicales fruhes Endosom; Lys: Lysosom, rE: recycling Endosom weitere
Erklarungen siehe Text (nach Schu, 2005).
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Alle Adaptorproteinkomplexe bestehen aus 4 verschiedenen Untereinheiten
(Adaptinen). Die jeweils zwei gro3en Untereinheiten y/0/6/e, entsprechend
den Komplexen AP-1 bis 4 zugeordnet, und B1-4 sind ungefahr 100 kDa
schwer. |hr amino-terminales Ende bildet eine globulare ,trunk‘(Rumpf)-
Doméne, die uber eine unstrukturierte ,hinge“(Scharnier)}-Domane mit der
carboxy-terminalen ,ear‘(Ohr)-Domane verbunden ist. Die beiden ,trunk®-
Domaénen bilden zusammen mit den mittelgro3en Untereinheiten pu1-4 (ca. 50
kDa) und den kleinen Untereinheiten o1-4 (ca. 20 kDa) den Kern des
Komplexes. Zwischen AP-1 und AP-2 sind p1 und p2, mit einer
Sequenzhomologie von 84%, die am hochsten konservierten Untereinheiten.
Die Sequenzen der p- und o-Adaptine sind zu 40% identisch, wohingegen nur
25% der Aminosaurereste von yund o (AP-1 und AP-2) konserviert sind.
Diese geringere Ubereinstimmung liegt vor allem in den Unterschieden der
Ohr-Domanen begrindet. Vergleiche der Kristallstrukturen von AP-1 und AP-
2 zeigen jedoch ubereinstimmende Tertiarstrukturen und Komplextopologien,
so dass diese Kristallstrukturen als Modell fur die gesamte Familie dienen.
Die groRen Untereinheiten bilden aus a-Helices gebogene Bereiche, in deren
jeweiliger Krimmung die globulare Domane von o1 und o2 an y bzw. o und
der N-Terminus der p-Untereinheiten an den p-Adaptinen binden. 62 und N-
M2 bestehen beide aus einem zentralen 5-strangigen p-Faltblatt, umgeben
von a-Helices, wobei die Sequenzen keine signifikanten Homologien
aufweisen. N-p2 ist durch eine 23-Aminosduren lange Schleife mit der
carboxyterminalen Doméane verbunden. Diese besteht nur aus p-Faltblattern.
Alle Untereinheiten haben innerhalb des Komplexes Kontakt zueinander, aber
die Bindungen zwischen o und o2 sowie (2 und p2 sind stabiler.
Phylogenetische Analysen weisen daraufhin, dass sich die AP- und COP-
Komplexe ausgehend von einem Dimeren-Komplex aus einer grof3en und
einer kleinen Untereinheit entwickelt haben (Schledzewski et al., 1999). Am
Kern des AP-2 Komplexes befinden sich zwei Pl-4,5-P, Bindestellen, eine in
der C-terminalen Domane von p2 und eine am amino-terminalen Ende der a-
Untereinheit (siehe Abbildung 4). Die von Heldwein et al. 2004 veroffentlichte
Rontgen-Kristallstruktur des AP-1 zeigt, dass die y-Untereinheit eine Pl-4-P
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Bindungsstelle besitzt, aber die pu1-Untereinheit, im Gegensatz zu p2, kein
Phosphatidylinositolphosphat-Bindemotiv tragt.

Abbildung 4: Struktur und Zusammensetzung von (a) AP-1 und (b) AP-2
Einzelne Untereinheiten sind durch die entsprechenden Farben, wie sie den
Schemata (b) und(d) zu entnehmen sind, gekennzeichnet. Die jeweilige Yxx©
Bindestelle ist durch ein Oval und die PI-4-P Bindestelle im AP-1 und die
durch D-myo-inositol-hexakisphosphate (IP6) besetzte Pl-4,5-P, —Bindestelle
im AP2 durch einen Kreis hervorgehoben. In der p1-Untereinheit des AP-1
fehlt im Vergleich zur p2-Untereinheit die Phosphatidylinositol-Bindestelle.
(Collins et al., 2002; Heldwein et al., 2004)

Der Kern der Adaptorkomplexe misst ungefahr 100 A x 80 A, wobei sich die
Scharnier-Domane der beiden grol3en Untereinheiten wahrscheinlich bis zu
200-300 A weit erstrecken kann, da sie keine stabile Sekundarstruktur hat.
Daher kénnen sich die Ohr-Domanen weit entfernt vom membrangebundenen
Kern des Komplexes befinden und im Zytoplasma mit anderen Proteinen

interagieren.
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87% identis

80% Identisch zu zuoiA

HiB
69% identisch zu o1A

Abbildung 5: Schematische Darstellung der unterschiedlichen
Isoformen der Untereinheiten des AP-1.

Sowohl fur y als auch fur y1 sind je zwei Isoformen bekannt. Flr o sind sogar
drei Isoformen beschrieben. o©1B wurde in drei Spleillvarianten
nachgewiesen.

Fur viele der Adaptine sind bei Saugetieren Isoformen beschrieben, die durch
mehrere Gene kodiert sind. Lediglich fur a-Adaptin wurden zusatzlich
Spleilvarianten gefunden. Im Fall des AP-1 wird fur alle beteiligten Proteine,
auller der B1-Untereinheit, mindestens eine alternative Isoform exprimiert.
Eine schematische Zusammenstellung dieser Proteine zeigt Abbildung 5. Die
y2-Isoform ist zu 60% homolog zum y1-Adaptin. Sie ist in der variablen
Scharnier-Region verkurzt. Im Gegensatz zur y1-Untereinheit kann im ,yeast-
two-hybrid“-System keine Interaktion von y2 zur (-Untereinheit nachgewiesen
werden. Dies deutet daraufhin, dass es keinen in vivo Komplex mit y2 gibt.

Drei Gene sind fur das o1-Adaptin bekannt, o1A, -B und -C. Sie zeigen eine
70-80%-ige Identitat auf Proteinebene (Riel, 2004). In vitro binden o1A und
o1B an beide y-Isoformen (Takatsu et al., 1998; Takatsu et al., 2001).

Daruberhinaus wurden in unserem Labor drei unterschiedlich SpleilRvarianten
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fur das o01B-Gen beschrieben. Sie zeigen ein gewebsspezifisches
Expressionsmuster. Die mRNA von ¢1B1 wurde hauptsachlich im Herz und in
Fettgewebe nachgewiesen, c1B2 vor allem im Gehirn und o1B3 ist am
dominantesten im Skelettmuskel exprimiert (Riel, 2004 ).

Zusatzlich zur ubiquitar vorhandenen Untereinheit y1A wird in polarisierten,
epithelialen Zellen y1B exprimiert und in den abweichenden Komplex AP-1B
eingebunden (Folsch et al., 1999; Ohno et al., 1999; Eskelinen et al., 2002).
a-Adaptin existiert in zwei verschiedenen Varianten, oA und oC, die zu 80%
identisch sind (Ball et al., 1995). Zusatzlich zu einer ubiquitaren Isoform von
03, 03B sind neuronale Untereinheiten fur p3-Adaptin, u3B und p3-Adaptin
bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass diese Untereinheiten einen
alternativen AP-3B Komplex in Neuronen bilden (Faundez et al., 1998). Fur

AP-4 wurden keine Isoformen beschrieben.

1.1.2.1 AP-1 vermittelte Vesikelbildung

Der Mechanismus der Bildung von Clathrin-umhullten Vesikeln und den sich
anschliellenden Vorgangen wurde am ausfuhrlichsten fur AP-2 im Verlauf
der Endozytose untersucht, da diese experimentell leicht zuganglich ist.
Aufgrund der Themenstellung dieser Arbeit wird im Folgenden aber
ausschlieBlich der Mechanismus der Vesikelbildung durch den AP-1 im Detail
beschrieben.

Die hochaffine Membranbindung von AP-1 bendtigt drei Faktoren: Cargo-
Protein, PI-4-P und ARF-1°"". Die Reihenfolge, in der diese Bindungen
etabliert werden, ist nicht bekannt. Wahrscheinlich wird die Bildung der Hulle
durch eine Rekrutierung von ARF1 an die Membran initiiert. Dort wird es mit
Hilfe eines Brefeldin A (BFA)-sensitiven GEF in seine GTP gebundene Form
uberfuhrt. Unter den vielen fur ARF1 bekannten GEF Proteinen scheint BIG2
ein guter Kandidat, da seine Uberexpression den Effekt von BFA auf AP-1,
aber nicht auf COP-| beeinfluRt. Aktiviertes ARF1 bindet direkt an y-Adaptin
und an pB-Adaptin (Shinotsuka et al., 2002). Aber Letzteres kann auch mit
anderen ARFs interagieren (Austin et al., 2002).
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AP-1 erkennt Sortierungsmotive in der zytoplasmatischen Doméane von
Cargo-Proteinen, um diese anzukonzentrieren und in Vesikel zu verpacken
(siehe 1.1.2.2). Tyrosin-basierte Motive binden an die p-Untereinheit, vor
allem nach seiner Phosphorylierung. Dies bewirkt eine
Konformationsanderung, bei der die C-terminale Domane aufklappt, wodurch
die Bindestelle zuganglich wird (Collins et al., 2002; Ricotta et al., 2002;
Ghosh und Kornfeld, 2003 b). Die Kinase GAK/Auxilin2 bindet an die y-
Adaptin  Ohr-Domane des AP-1 und gilt daher als Kandidat fur die
Phosphorylierung (Umeda et al., 2000). 1, y1-Adaptine und ein Dimer aus y
und o1 wurden als Bindepartner flr Leucin-basierte Motive beschrieben
(Bremnes et al., 1998 ; Rapoport et al., 1998; Janvier et al., 2003). Da Cargo-
Proteine und ARF1 in vivo in verschiedenen Membrankompartimenten sind,
konnen sie nicht die Stelle des Hullenzusammenbaus bestimmen. Zusatzlich
zu diesen Interaktionen muss eine direkte Bindung von AP-1 an ein
Phosphatidylinositolphosphat, namlich PI-4-P, stattfinden (Wang et al., 2003).
Analog zu AP-2, dessen Membranlokalisation durch PIl-4,5-P,-Bindung
gesteuert wird, kdonnte die Phospholipid-Interaktion von y und p1 vermittelt
werden (Collins et al., 2002). Bisher wurde aber nur eine Bindestelle in der
v-Untereinheit beschrieben (Heldwein et al., 2004). Die
Phospholipidzusammensetzung ist eine individuelle und dynamische
Eigenschaft jeden Kompartiments, da die sie bildenden und abbauenden
Enzyme spezifisch verteilt und reguliert sind. So spielt PI-4,5-P, eine wichtige
Rolle in der Plasmamembran, wohingegen PI-3-P in Endosomen und PI-4-P
im Golgi-Apparat angereichert sind. Die Bindung von AP-1 an die Membran
ist also von mehreren Komponenten abhangig, eine genaue Abfolge der
Interaktionen ist aber nicht bekannt. Da fur ARF1 und Clathrin eine Aufgabe in
der Regulation des Phosphatidylinositolphosphatmetabolismus diskutiert wird,
konnte es eine ,Feedback“-Aktivierung geben (Godi et al., 1999; Gaidarov et
al., 2001).

Clathrin wird durch eine Bindung an die beiden grof3en Untereinheiten von
AP-1 an den umhullten Membranausstilpungen fixiert. Jede ,hinge“-Region
enthalt zwei ,clathrin-box“ Motive der Sequenz LL(N/D)L(D/L), die in vitro eine

Clathrin Zusammenlagerung bewirken (ter Haar et al., 1998; Doray und
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Kornfeld, 2001). Weitere Schritte des Knospens der Vesikel sind nur
unzureichend verstanden. Es ist wahrscheinlich die Aktivitat der GTPase
Dynamin notwendig. Das Ablosen der Proteinhulle von den fertig geformten
Vesikeln erfordert die Phosphorylierung der p1-Untereinheit, wodurch die
Bindung an Clathrin zerstort wird (Wilde und Brodsky, 1996; Ghosh und
Kornfeld, 2003 b). Die Rekrutierung von Hsc70 (,heat shock cognate protein®)
(Hannan et al., 1998) durch Auxilin und die folgende ATP-Hydrolyse sowie die
Dephosphorylierung der p1-Untereinheit durch die Proteinphosphatase PP2A
(Doray und Kornfeld, 2001; Ricotta et al., 2008) und damit ihre geringere
Affinitat fur Erkennungsmotive spielen eine wichtige Rolle im Abl6seprozess
von Clathrin und AP-1.

1.1.2.2 Adaptorproteinkomplex-Erkennungsmotive

Mindestens drei Klassen von Sortierungssignalen im Zusammenhang mit
AP-1 vermitteltem Transport wurden bisher beschrieben (Bonifacino und
Traub, 2003). Am besten untersucht sind die Tyrosin-basierten Motive mit der
Konsensussequenz Yxx¢ (Y entspricht Tyrosin, ¢ steht fur einen sperrigen,
hydrophoben Aminosaurerest), die ausschlieldlich von der mittleren
Untereinheit y erkannt werden. Eine Kokristallisation der p2-C-terminalen
Domane mit Peptiden, die ein Tyr-Motiv enthalten, bestatigten die Bindestelle
(Owen und Evans, 1998). Yxx¢—Motive sind an vielen Transportschritten
beteiligt, darunter Endozytose, lysosomaler Transport und Sortierung zur
basolateralen Membran (Marks et al., 1996; Bonifacino und Traub, 2003). Alle
vier Adaptorproteinkomplexe binden in vitro Ubereinstimmend an Yxx¢ -
Motive, zeigen dabei aber unterschiedliche Praferenzen fur bestimmte Motive
(Ohno et al., 1998). Die umliegenden Reste als auch die Lage des Motivs
innerhalb der zytoplasmatischen Domane des Cargo-Proteins tragen zur
Spezifitat bei. Endozytotische Motive wurden meist 10-40 Aminosauren von
der Transmembrandomane entfernt gefunden, nicht jedoch am C-Terminus
des Proteins. Im Gegenteil dazu liegen Motive fur den lysosomalen Transport
nur 6-9 Reste von der Transmembrandomane entfernt oder nah am C-

Terminus. Wie fur das lysosomale Membranprotein Lamp1 gezeigt wurde,
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interferiert eine Veranderung der Distanz des GYQTI-Signals von der
Membran mit der Sortierung in die Lysosomen, aber nicht mit der
Internalisierung an der Plasmamembran (Rohrer et al., 1996).

Ein weiteres Tyr-basiertes Motiv mit der Konsensussequenz FxNPXY ist nur
an der Clathrin-vermittelten Endozytose beteiligt. Peptide, die dieses Signal
einschlieRen, konnen in vivo an die N-terminale Domane der schweren Kette
von Clathrin und an aufgereinigtes AP-2 binden. Es ist aber noch unklar, ob
diese Interaktion in vivo an der Sortierung beteiligt ist. AulRerdem gibt es eine
Gruppe von monomeren Adaptorproteinen, wie ARH, Dab2 und numb, die
initial ,akzessorische Proteine” genannt und als Tyrosin-bindende Proteine
beschrieben wurden (siehe 1.1.2.3). Funktionell sind sie an den intrazellularen
Signalwegen von Rezeptortyrosinkinasen beteiligt. Sie zeigen eine Affinitat fur
das unphosphorylierte Peptid FXNPxY und werden Uber Interaktionen mit
AP-2, Phospholipiden und Clathrin in umhdullte Vesikel eingebaut.
Leucin-basierte Motive wurden als bestimmender Faktor fur die Sortierung an
der Plasmamembran und am TGN zu den Endosomen und Lysosomen
identifiziert. Es gibt offenbar zwei unterschiedliche Klassen. (D,E)xxxL(L,I)-
Signale binden, wie Yxx¢, an Adaptorkomplexe und zeigen Praferenzen fur
bestimmte Komplexe. Diese Peptide liegen sowohl nahe an
Transmembrandomanen als auch am C-Terminus. Der saure Rest an der
ersten Position ist nicht unbedingt notwendig, aber bevorzugt.
Kompetitionsexperimente mit Tyr- und Leu-Motiven haben gezeigt, dass sie
von unabhangigen Bindestellen erkannt werden (Marks et al., 1996). Es
wurde von einigen Untereinheiten gezeigt, dass sie eine solche Bindestelle
besitzen. Mehrere in vitro Studien zeigen dies fur y, und  wurde an dieses
Peptid Uber ,crosslinker® gebunden (Rapoport et al., 1998; Hofmann et al.,
1999). In Yeast-3-Hybrid-Experimenten konnte eine Interaktion zwischen
(D,E)xxxL(L,l)-Signalen und einem Dimer aus vy1-01, o-02 und 6-03
nachgewiesen werden, wohingegen keine der Untereinheiten von AP-1, AP-2
oder AP-3 alleine an dieses Motiv gebunden hat (Janvier et al., 2003; Doray
et al., 2007). Die zweite Klasse der Leu-basierten Motive, DxxLL scheint fur
den Transport zwischen dem TGN und den Endosomen bendtigt zu werden

(Reusch et al.,, 2002). Da den Leucinen innerhalb dieser Sequenz im
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Allgemeinen mehrere saure Aminosaurereste vorangehen, werden diese
auch saure-Cluster-Dileucin Motive genannt. In diesem Fall kann das Aspartat
(D) nicht ersetzt werden. Im Gegensatz zu den (D,E)xxxL(L,l)-Signalen bindet
DxxLL in vitro nicht an AP-Komplexe, aber an die monomeren Adaptoren der
GGA-Familie (Puertollano et al., 2001; Zhu et al., 2001) (s.1.1.3).

Eine weitere Familie von Sortierungsmotiven besteht aus einer Folge von
Aminosauren, die ein bis drei Phosphorylierungsstellen fur die Caseinkinase |l
(CKIl) enthalt. Dieses Motiv ist in vielen Transmembranproteinen zu finden,
die zwischen dem TGN und Endosomen zirkulieren. Eine Phosphorylierung
durch CK-Il ist vor allem fur den Rucktransport von den Endosomen zum TGN
notwendig. Fur das Protein PACS1 (phosphofurin acidic cluster sorting protein
1) konnte gezeigt werden, dass es sowohl phosphorylierte, saure Gruppen als
auch AP-1 und AP-3 bindet. Die Bindungsflache am AP-1 wurde auf y und o
identifiziert (Wan et al., 1998; Crump et al., 2001).



Einleitung 16

1.1.2.3 Interaktionen von AP-1 mit akzessorischen Proteinen
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Abbildung 6: Das Netzwerk aus AP-1 und seinen Interaktionspartnern
Die Verbindungslinien zwischen den einzelnen Proteinen symbolisieren eine
Interaktion.

Es wurden zusatzliche Interaktionspartner beschrieben, von denen
angenommen wird, dass sie ein fur AP-1 CCVs spezifisches Umfeld
generieren. Die meisten dieser ,accessory proteins“ binden an die Ohr-
Domaénen der gro3en Untereinheiten von AP-1, wobei y1 Interaktionen die
hochste Affinitat besitzen. Da diese Domanen unter den Adaptinen die
geringste Ahnlichkeit aufweisen, werden sehr spezifische Verbindungen
eingegangen. In Abbildung 6 sind die AP-1 bindenden Proteine dargestellt
und die Interaktionen zwischen den Komponenten durch Linien symbolisiert.
Von diesen Proteinen konnen nicht alle im Folgenden ausfuhrlich diskutiert
werden, so dass ich mich auf die beschranke, Uber die die meisten
Informationen vorliegen. Von den meisten dieser Proteine sind die Funktionen
nicht bekannt und auch die Bedeutung der Bindung an AP-1 ist nur fur einige
untersucht. Zur letzteren Gruppe gehort das ARF1GAP, welches fur die

Auflésung der Proteinhille bendtigt wird. Des Weiteren kann man Rabaptin5
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dazu zahlen, das in vitro an die Ohrdomanen von y1 und y2 bindet. Es dient
als bivalenter Linker zwischen Rab5 und Rab4, zwei GTPasen, die im
endosomalen Transport wichtig sind (Stenmark et al., 1995). Es wurde
gezeigt, dass es mit einem Dimer aus y1 und o1 an Endosomen interagiert
und diesen mit Rab4 verbindet (Deneka et al., 2003). Ob dies wahrend der
Hullenbildung stattfindet oder bei spateren Transportprozessen eine Rolle
spielt, ist nicht bekannt.

Nach derzeitigem Kenntnisstand kann man die weiteren Proteine in zwei
Klassen einteilen. Solche, denen ebenfalls Proteinsortierungsfunktionen
zugeschrieben werden und solche, die keine Sortierungsfunktion im Laufe der
Vesikelbildung zu zeigen scheinen. Zu denen mit Sortierungsfunktion zahlen
die GGA-Proteine, die im folgenden Kapitel genauer beschrieben werden.
EpsinR und Eps15 konnten ebenfalls Sortierungsfunktionen erfiullen. Eps15
wurde vor allem im Kontext der Clathrin vermittelten Endocytose
charakterisiert. Obwohl es schon langer bekannt war, dass es eine BFA-
sensitive, perinukledre Anfarbung zeigt (Kent et al., 2002), ist erst kurzlich in
vivo eine Interaktion mit AP-1 beschrieben worden, die im MPR-abhangigen
Transport (siehe 1.1.4) wichtig zu sein scheint (Chi et al., 2008). EpsinR
(synonym zu Enthoprotin/Clint) gehort zu einer Gruppe von Proteinen, die mit
ihren ,epsin N-terminal homology® oder ENTH-Domanen mit PI-4-P
interagieren (Hirst et al., 2003; Mills et al., 2003). Uberraschenderweise zeigte
die Kristallstrukur der verwandten Epsin1 ENTH-Domane in der Anwesenheit
von Phospholipidmolekulen, im Vergleich zur lipidfreien Form, eine
zusatzliche amphipathische a-Helix (Ford et al., 2002). Bei einer Inkubation
mit Liposomen erzeugt diese ENTH-Doméane dunne, tubulédre Strukturen.
Diese Beobachtung fuhrte zu dem Schluss, dass ENTH Proteine eine
amphipathische Helix in die Membran einbauen konnen und damit eine
Krimmung erzeugen. Obwohl EpsinR scheinbar mit geringerer Affinitat an
Membranen bindet, ist die bewegliche Helixregion konserviert. Ahnlich zu
Eps15 ist EpsinR in CCVs angereichert und wird ARF-abhangig, aber AP-1-
unabhangig an die Membran gebunden. Es kann sogar direkt an Clathrin
(Mills et al., 2003) und das SNARE Protein Vti1b (Chidambaram et al., 2004)

binden. Dies stutzt die Rolle als ,tethering“- und Stabilisierungsfaktor der
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Hullenbildung. Alle Mitglieder interagieren und kolokalisieren mit AP-2 und
Clathrin (Chen et al., 1998). Die beiden Hefeproteine der Epsinfamilie, Ent1p
und Ent2p, vermitteln die Endozytose von ubiquitinylierten Rezeptoren.
Epsine in Saugern besitzen ein Ubiquitin-Interaktionsmotiv (UIM), so dass sie
wahrscheinlich ebenfalls die Endozytose ubiqutinylierter Rezeptoren, wie
Lepithelial growth factor receptor” (EGFRs), steuern. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass in Saugetierzellen mit einem gleichzeitigen ,knock-down® durch
RNAi von eps15/eps15R und Epsin ubiquitinylierte EGF-Rezeptoren in der
Zellmembran verbleiben (Sigismund et al., 2005). Sowohl Epsin als auch
eps15 interagieren preferentiell mit polyubigitinylierten Ketten (Hawryluk et al.,
2006). Die anderen Mitglieder dieser Gruppe haben kein UIM. Zudem konnte
bislang keine direkte Interaktion mit Cargomolekilen beobachtet werden, so
dass eine hauptsachlich die Vesikelhllle stabilisierende und formgebende
Funktion denkbar ist (Ahle und Ungewickell, 1986; Meyerholz et al., 2005).
y-synergin assoziiert mit cytosolischem und membrangebundenen AP-1 und
ist in CCVs angereichert. Sowohl eine GTPase als auch AP-1 sind fur eine
Rekrutierung zur Membran notwendig. Des Weiteren enthalt es eine Eps15-
Homologie (EH) Domane, ein unter Endozytose-Proteinen ubliches Modul,
das an die Tripeptidyl-Sequenz NPF bindet. Dies legt eine Funktion als
VerknUpfungsprotein nahe (Page et al., 1999; Hirst et al., 2003). y-synergin
und EspinR Bindemotive an der y1-Ohr-Domane Uuberlappen und eine
Aminosaure ist an der Bindung beider beteiligt.

Fur ,Sorting nexin 9“ (Snx9) wurde gezeigt, dass Snx9 die Membran zu
tubularen Strukturen formen kann und Dynamin2 und Actin bindende
Proteine, wie Arp2/3 und N-Wasp, bindet (Lundmark und Carlsson, 2003;
Shin et al., 2008).

v-BAR (y1-adaptin Brefeldin A Resistance) interagiert mit der y1-Ohr-Domane,
aber nicht mit der sehr homologen GAE Doméane von GGA1 und reguliert die
Dynamik der AP-1 Membranbindung (Neubrand et al., 2005). Fur andere
Proteine, wie aftiphilin und NECAP (adaptin-ear-binding coat-associated
protein) 1und 2 wurde gezeigt, dass sie sowohl die y1-Ohr Domane als auch
die GAE Doméane von GGA1 sowie die a-Ohr Domane mit unterschiedlichen

Affinitaten binden. Es wird spekuliert, dass diese Unterschiede durch saure
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Reste verursacht werden, die abwarts der identifizierten Motive, WVQF und

WGDF, dieser assoziierten Proteine liegen (Mattera et al., 2004).

1.1.3 GGA Adaptoren

Die monomeren GGA Proteine (Golgi-localised, y-ear-containing, ARF-binding
proteins) wirken an der Bildung von Clathrin-umhullten Proteinen am TGN mit.
Die GGA-Proteine wurden aufgrund der Homologie einer ihrer Domanen zur
v-Adaptin-Ohr-Doméane in Datenbanken identifiziert und im Hinblick auf ihre
Rolle in Sortierungsprozessen am TGN hin untersucht (Bonifacino, 2004).
Zusatzlich befinden sie sich auch an Endosomen. In Saugern sind drei Gene
beschrieben, die fir GGA1, GGA2 und GGA3 kodieren. Die Familie ist in
Eukaryoten konserviert, und auch die Hefe besitzt zwei GGA-Proteine. Die
GGA-Proteine sind modular aufgebaut (siehe Abbildung 7). lhre drei

gefalteten Domanen sind durch unstrukturierte Sequenzen verbunden.

GAT Domi
Arf1, Rabaptin-5, Ubiquitin

Ohr* Domi
Rabaptin-5,
p56, p200

f saures di-Leu-Motiv
GGA1/3

Abbildung 7 : Modell der Struktur von GGA1

Die Strukturen der einzelnen Domanen wurden hier zu einem Modell
zusammengefligt und den einzelnen Domanen wurden ihre Bindepartner
zugeordnet. Modifiziert nach (Ghosh und Kornfeld, 2004)
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Am N-Terminus enthalten sie eine VHS-Domane (eine Abklrzung der ersten
drei Mitglieder der Familie: Vps27p, Hrs und STAM), die auch in anderen am
Membrantransport beteiligten Proteinen zu finden ist. Es folgt eine GAT-
Doméne (GGA and TOM1) und am C-terminalen Ende die GAE-Domane (y-
adaptin-ear-homologous). Die einzelnen Domanen haben Eigenschaften, die
denen des AP-1 ahneln. Die VHS-Domane erkennt Cargo-Proteine, wie
Sortilin und die Mannose-6-phosphat-Rezeptoren (Nielsen et al., 2001;
Puertollano et al., 2001). Diese Interaktion hangt vom Motiv des DxxLL-Typs
ab. Das essentielle Aspartat ist dabei von sauren Resten umgeben und die
Phosphorylierung eines aufwarts liegenden Serinrestes wirkt sich verstarkend
aus. Mit Hilfe der GAT-Domane binden die GGAs an ARF1 und ARF3 in ihrer
GTP-gebundenen Form. Des Weiteren wird PI-4-P von der GAT-Domane
gebunden. Beide Interaktionen sind fur eine Rekrutierung an das TGN
notwendig (Wang et al., 2007). Clathrin bindet an Clathrin-Box Motiven in der
unstrukturierten Region und zusatzlich eine Stelle in der GAT-GGA1-Domane.
Analog zu den Ohrdoméanen der Adaptinen ist die GAT-Domane fur
Interaktionen mit akzessorischen Proteinen zustandig. Darunter sind p56 und
Rabaptind. Wahrend in vitro p56 und y-synergin sowohl mit GGA und AP-1
interagieren, kolokalisiert in vivo p56 ausschlieBlich mit GGA und y-synergin
nur mit AP-1, und ihr Erscheinen an der Membran hangt jeweils vom
Vorhandensein von GGA oder AP-1 ab (Liu et al, 2001). Rabaptinb
assoziiert mit GGA-Proteinen Uber GAT und GAE-Domanen und ist an der
endosomalen Verteilung der GGAs beteiligt (Mattera et al., 2003).

Trotz der Ahnlichkeit der drei GGAs sind sie nicht komplett redundant.
Kristallstrukturen und die Bestimmung von Cargo-Affinitaten haben gezeigt,
dass die VHS-Domane von GGAZ2 sich erheblich von GGA1 und GGAS3
unterscheidet. Im Gegensatz zu GGA2 werden die beiden anderen durch eine
Phosphorylierung reguliert, die eine Konformationsanderung bewirkt. Die
Phosphorylierung eines Serinrests, der einem internen, im Linker liegenden,
sauren Dileucin-Motiv benachbart liegt, ermdglicht es eben diesem Motiv an
der VHS-Domane die Cargo-Bindestelle zu blockieren. Da dies auch andere
Bindestellen, z.B. fir ARF, verdeckt, wird dieser Zustand als geschlossene,

zytosolische Konformation von GGA1 und GGA3 bezeichnet. Wahrscheinlich
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fuhrt eine Dephosphorylierung durch PP2A zur Membranassoziation,
wohingegen die AP-1 assoziierte Kinase CKIl die Phosphorylierung bewirkt
(Doray et al., 2002; Ghosh et al., 2003 a). Es konnte gezeigt werden, dass
alle GGAs in Ausstulpungen am TGN kolokalisieren und dass die
membrangebundenen Proteine Uber mehrere Domanen interagieren
untereinander. Die Depletion eines GGA-Proteins resultiert in einer
gesteigerten Degradation der anderen zwei (Ghosh et al., 2003 a). Obwohl
GGA-Proteine die grundlegenden Eigenschaften von Adaptoren zeigen und in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen unter Uberexpressionsbedingungen
in Clathrin-umhullten Gruben und/oder Vesikeln zu sehen sind, konnten sie
bislang nicht in aufgereinigten CCVs nachgewiesen werden. Des Weiteren
zeigt eine Studie, dass die GGA Scharnier-Region an die y-Ohr-Domane von
AP-1 bindet. Dies lakt vermuten, dass AP-1 und GGA-Proteine interagieren
und bei den gleichen Transportwegen kooperieren (Doray et al., 2002). In
Studien konnte gezeigt werden, dass stabil mit GGA2 transfizierte Zellen eine
Kolokalisation von GGA2 und AP-1 in umhillten Krimmungen am TGN
aufweisen. Mutierte MPRs, die nicht mehr an GGA-Proteine binden koénnen,
werden nicht in AP-1-Vesikel sortiert. Dies fuhrte zu der These, dass GGA-
Proteine nicht zwangsweise auch in die Vesikel mit aufgenommen werden,
sondern nur beim Rekrutieren von Hullkomponenten und beim Verpacken von
Cargo-Proteinen in Vesikel helfen. Zusatzlich fihrten Beobachtungen, bei
denen eine Phosphorylierung von GGA1 und 3 einen selbstinhibierenden
Zustand zur Folge hatte, zu der Hypothese, dass GGAs Adaptoren sind, die
AP-1 beim Verpacken von Transmembranproteinen in Vesikel unterstutzen.
Dieses Modell lasst sich aber nicht auf GGAZ2 Ubertragen, da hier der
entsprechende Serinrest, der zyklisch phosphoryliert und dephosphoryliert
wird, fehlt. Unklar ist, ob GGA-Proteine unabhangig von AP-1
Transportvesikelbildung vermitteln oder ob sie ausschlieRlich akzessorische
Funktionen haben. Es wird eine Konzentrierung von Proteinen durch die
GGA-Proteine diskutiert, die diese Proteine an den AP-1 weiterreichen, um
eine effiziente Vesikelbildung zu ermdglichen.

Far alle drei GGA-Proteine wurde eine Interaktion mit ubiquitinylierten
Proteinen gezeigt, wobei GGA3 die hdochste Affinitat hat. Eine Depletion von

GGA3 verlangsamt die Degradation von EGF in Lysosomen. GGA3 bindet
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zudem an eine Untereinheit des ESCRT-Komplexes, so dass eine Rolle in der
Ubiquitin  vermittelten Sortierung wahrscheinlich ist (Puertollano und
Bonifacino, 2004). Ubiquitinylierung von endozytierten Proteinen bestimmt
diese fur einen lysosomalen Abbau. Die Auswahl des Cargo findet in den
frihen Endosomen statt. Darin involviert sind die ESCRT-Maschinerie und
spezielle mit Clathrin besetzte Membranabschnitte, die durch den monomeren
Adaptor Hrs initiiert werden (Raiborg et al., 2001a). Im Gegensatz zu anderen
umhullten Gruben generieren diese Regionen keine Vesikel, haufen aber
eventuell Komponenten von multivesikularen Koérperchen an (Sachse et al.,
2004). Wie die GGA-Proteine enthalt Hrs eine VHS-Domane, gefolgt von
einem FYVE-Modul, welches eine Zink-Finger Faltung hat und spezifisch an
PI-3-P bindet. Ein Ubiquitinbindemotiv. sammelt ubiquitinylierte Proteine fur
den Abbau in Lysosomen. Aullerdem gibt es zwei ,coiled-coil*-Domanen,
gefolgt von einem C-terminalen Clathrin-Box-Motiv. Die endosomale
Lokalisation von Hrs bendtigt eine funktionelle FYVE-Domane und die ,coiled-

coil-Domanen (Raiborg et al., 2001b).

1.1.4 AP-1 vermittelter Transport

Nach der |dentifizierung von AP-1 und AP-2 als Hauptbestandteil von CCVs
wurde ihre Bindung an zu transportierende Proteine in vitro nachgewiesen.
Dies waren die MPR und LAP (lysosomal acidic phosphatase) (Sosa et al.,
1993; Honing et al., 1997). Immunfluoreszenz und elektronenmikroskopische
Aufnahmen des AP-1 zeigen eine Lokalisation in Clathrin-umhullten
Ausstulpungen am TGN. Experimente mit AP-1 defizienten Zelllinien von
,knock out® Tieren zeigten, dass AP-1 sowohl anterograden als auch
retrograden Transport vermittelt (Meyer et al.,, 2000). Video-Mikroskopie mit
fluoreszierenden Untereinheiten des AP-1 zeigte, dass AP-1 den TGN in
Vesikeln oder tubuldren Strukturen verlasst. Ahnliche Carrier werden auf dem
Rucktransport zum TGN beobachtet (Huang et al., 2001; Waguri et al., 2003).
Biochemisch konnte eine Beteiligung von AP-1 tragenden Vesikeln im
retrograden Weg bislang nicht nachgewiesen werden (Medigeshi und Schu,
2003).
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Das TGN als Austrittspunkt des Golgi-Apparats ist morphologisch ein
tubulares, verzweigtes System. Legt man das Modell der reifenden Zisternen
zugrunde, wird die gesamte Organelle standig in Richtung der endosomalen
Kompartimente und der Plasmamembran zerstreut und durch neue
nachkommende Zisternen ersetzt. Einige Bestandteile werden dabei zu
medialen Golgi Elementen zurlck transportiert. Zu den vom TGN
ausgehenden Transportstrecken gehort die konstitutive und regulierte
Sekretion an der Plasmamembran und die Zufuhrung von Proteinen in die
Lysosomen uber die Endosomen. Das endosomale Kompartiment besteht
aus vesikularen und tubularen Elementen, die kontinuierlich fusionieren und
sich abspalten. Durch bestimmte Rab-Proteine und ihre Effektoren definierte
Mikrodomanen spielen eine entscheidende Rolle im endosomalen
Sortierungsmechanismus.

Es wurde eine grolde Anzahl an Cargoproteinen beschrieben, die mit AP-1 am
TGN interagieren und in Clathrin und AP-1 umhdliten Vesikeln vom TGN zu
den Endosomen transportiert werden. Die klassischen sind die MPRs
(Mannose-6-Phosphat Rezeptoren MPR46 und MPR300), die variablen
Ketten des MHC- || Komplexes, Furin, das virale Glycoprotein gp48 und das
HIV-1-Protein Nef. MPRs werden selektiv am TGN in CCVs sortiert (Geuze et
al., 1984; Sosa et al., 1993) und verlassen dieses Kompartiment in AP-1
umhullten Vesikeln. MPRs sind in aufgereinigten CCVs angereichert (Le
Borgne und Hoflack, 1997). Elektronenmikroskopische Aufnahmen haben
gezeigt, dass beide MPRs und AP-1 oder Clathrin in knospenden Strukturen
des TGN kolokalisieren. Es gibt eine direkte Interaktion zwischen dem
zytoplasmatischen Erkennungsmotiv des MPR300 und AP-1 (Honing et al.,
1997). AP-1 vermittelter Transport stellt sicher, dass neu synthetisierte,
lysosomale Hydrolasen, die im TGN an die MPRs binden, von den an der
Plasmamembran sezernierten Proteinen getrennt und effizient zu den
Lysosomen transportiert werden. Lange Zeit war AP-1 der einzige bekannte
Adaptor am TGN, der Mannose-6-Phosphat abhangigen Transport vermittelt
(Hille-Rehfeld, 1995). Aber seit die GGA-Proteine mit ahnlichen
Eigenschaften beschrieben wurden, ist die genaue Funktion dieser beiden
Adaptoren flr den Transport zwischen TGN und den endosomalen

Kompartimenten kontrovers diskutiert worden.
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Der Transport von MPRs in y1A ,knock out® Mausen (Meyer et al., 2000)
erbrachte den ersten Hinweis fur eine Aufgabe von AP-1 im retrograden
Transport von den Endosomen zum TGN. Wurde AP-1 den anterograden
Transport, also vom TGN zu den Endosomen, vermitteln, wirde man
erwarten, dass in AP-1 defizienten Zellen die MPRs im TGN stecken blieben.
Uberraschenderweise verlassen die MPRs den Golgi, erreichen auch die
Plasmamembran und konnen zirkulieren, akkumulieren aber in frihen
Endosomen, die das Markerprotein EEA1 enthalten. Dass AP-1 den
retrograden Transport vom TGN vermittelt, wird unterstitzt durch in vitro
Transportexperimente. Der retrograde Transport von frihen Endosomen zum
TGN des bakteriellen Shiga-Toxins ist jedoch AP-1 unabhangig. Es bendtigt
aber sowohl EpsinR als auch Clathrin (Saint-Pol et al., 2004).

In polarisierten, epithelialen Zellen missen Cargoproteine zwischen zwei
strukturell unterschiedlichen, getrennten Plasmamembranen, der apikalen
und der basolateralen Membran, sortiert werden. Der Adaptorkomplex AP-1B,
der sich durch eine alternative Untereinheit y1B definiert, vermittelt hier den
basolateralen Transport einiger Proteine, wie dem “low-density-lipoprotein
(LDL)-receptor” (Folsch et al, 1999). Manche dieser Proteine werden
aufgrund des Yxx¢ Motivs erkannt, andere binden mit unkonventionellen
Motiven (Sugimoto et al., 2002). AP-1B bindet am TGN und an Endosomen,
kolokalisiert aber nicht mit AP-1A. Scheinbar kann y1B u1A in Fibroblasten
teilweise substituieren. So werden die MPRs wieder richtig sortiert, Furin aber
nicht gebunden (Fdlsch et al., 2001; Eskelinen et al., 2002).

Neben AP-1B scheint auch AP-4 eine Sortierung zur basolateralen Membran
zu vermitteln. Die transportierten Proteine Uberlappen dabei zumindest
teilweise, aber AP-4 ist auch in polarisierten Zellen zu finden, in denen AP-1B
nicht exprimiert ist (Simmen et al., 2002), z.B. in Neuronen (Dilaver et al.,
2003; Matsuda et al., 2008). Es ist daher nicht klar, ob es sich um einen
gemeinsamen oder alternativen basolateralen Transportweg handelt.

Der AP-1 Komplex wurde weiterhin auf unreifen sekretorischen Granula
gefunden. Eine Funktion scheint in der Reifung der Granula zu liegen, indem
AP1 gebundene CCV Proteine entfernen. Kirzlich wurde eine essentielle

Funktion bei der Biogenese von Weibel-Palade-Bodies (WPB) nachgewiesen
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(Lui-Roberts et al., 2005). Ein ,Knock-down® von aftiphilin und y-synergin hat
gezeigt, dass von Willebrand-Faktor aus reifen WPB unreguliert freigesetzt
wird. Es wird postuliert, dass AP-1 die Rekrutierung von Clathrin, welches als
Gerust fur die initiale Granulabildung fungiert, mit der Rekrutierung von
aftiphilin ~ verbindet, welches WPB zum regulierten, sekretorischen
Transportweg dirigiert (Lui-Roberts et al., 2008). Des Weiteren wird eine
Beteiligung von  Adaptor-Proteinen an der  Sortierung vom
Glukosetransporter 4 (GLUT4) in Insulin-abhangig ausgeschuttete Granula
der Adipocyten und des Skelettmuskel diskutiert. Zwar konnten AP-1 und
ARF1 an aufgereinigten GLUT4-Vesikeln nachgewiesen werden (Marsh et al.,
1998; Gillingham et al., 1999) und in Yeast-2-Hybrid Experimenten wurde
eine Bindung von GLUT4 an py1 gefunden (Al-Hasani et al., 2002), aber eine
Funktion ist nicht bekannt. ,Knock-down“-Experimente ergaben Hinweise auf
eine funktionelle Beteiligung von GGA-Proteinen an der GLUT4-
Vesikelbildung (Li und Kandror, 2005; Hou et al, 2006). Fur GGA-
Fusionsproteine wurde ebenfalls eine Lokalisation an GLUT4-Vesikeln
beschrieben, jedoch keine direkte Interaktion mit GLUT4 (Li und Kandror,
2005). Letztere wurde dagegen fur Sortilin beschrieben, das Uber seine
Vps10p-Domane an GLUT4 binden kann und eine wichtige Rolle bei der
Insulin-abhangigen Ausschittung GLUT4-haltiger Granula spielt (Shi und
Kandror, 2005; 2007).

1.2 Maus ,,knock-out“ Modelle der AP-1 Adaptine

1.2.1 Phanotyp der y1-,knock-out” Mause

Trotz der starken Konservierung von AP-1 von der Hefe bis zum Sauger
verursacht die Depletion der Adaptine in Hefen keinen ernsthaften Phanotyp
(Yeung et al.,, 1999). Wohingegen Mause, deren Allele des y-Adaptin-Gens
durch eine nicht funktionelle DNA ersetzt wurden, zwischen Tag 3,5 und 4,5
in ihrer embryonalen Entwicklung sterben. Wahrscheinlich fehlt diesen
Mausen nicht nur die y-Untereinheit, sondern der gesamte AP-1 Komplex, da

in heterozygoten Zellen, in denen die Menge an y-Adaptin auf 50% reduziert
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ist, trotz unveranderter mRNA-Mengen keine freien p1- oder p1-
Untereinheiten oder Teilkomplexe gefunden wurden. Tiere, die fir den y-
Genlokus heterozygot sind, zeigen ein verlangsamtes Wachstum, solange sie
von der Mutter ernahrt werden. Im Gegensatz zu ES-Zellen, gewonnen aus
Wildtyp-Embryonen, waren Zellen der 3,5 Tage alten ,ko“-Embryonen in
Kultur nicht Uberlebensfahig. Es findet keine Komplementierung durch die
vorhandenen Adaptorproteine statt, d.h. AP-1 ist essentiell fur die Entwicklung
eines multizellularen Organismus (Zizioli et al., 1999). Im Gegensatz dazu
sind Mause mit defizientem AP-3 Komplex lebensfahig und fertil (Kantheti et
al., 1998; Odorizzi et al., 1998).

1.2.2 Phanotyp der p1-,knock-out” Mause

Der ,knock-out® des p1-Gens ist im Mausmodell in der Embryonalphase letal.
Die Entwicklung der homozygot defizienten Embryonen bricht nach Tag 13,5
ab. Es treten Einblutungen in den Riuckenmarkskanal und die Ventrikel auf,
deren Ursache noch ungeklart ist. Die im Vergleich zum y1-,knock-out"
deutlich fortgeschrittene Entwicklung kann durch die epithelspezifische Isoform
p1B bedingt sein. In y1A-depletierten, embryonalen Mausfibroblasten tritt eine
Veranderung in der Verteilung AP-1 abhangig sortierter Proteine auf. Beide
Mannose-6-Phosphat Rezeptoren (MPR) konnen verstarkt im endosomalen
Kompartiment nachgewiesen werden, da der Rucktransport zum TGN
blockiert ist. MPR-bindende, lysosomale Enzyme werden vermehrt sezerniert.
Eine vermehrte Endozytoserate des MPR300, aufgrund einer rascheren
Internalisierung, fuhrt zu einer vermehrten Aufnahme von MG6P-reichen
Enzymen in die Zelle (Meyer et al., 2000; Meyer et al., 2001).

1.2.3 Phanotyp der 61B-,,knock-out“ Mause

Zur Analyse der o1-Funktionen wurden in einer vorhergehenden Doktorarbeit
unserer Arbeitsgruppe das o1B-Gen auf dem X-Chromosom durch Einfligen

einer Neomycinresistenzkasette in Exon 3 =zerstort (Riel, 2004). o1B
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defiziente Mause beiderlei Geschlechts wurden gezichtet. Es wurden keine
offensichtlichen Unterschiede zu Geschwistern mit Wildtypallelen gefunden.
Auch erste histologische Untersuchungen zeigten keine Auffalligkeiten (Riel,

2004). Dies deutete eine Redundanz der o1-Adaptine an.
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2. Fragestellung

Der Adaptor-Proteinkomplex AP-1 ist Bestandteil des Clathrin vermittelten
Transports zwischen dem TGN und dem endosomalen Kompartiment. Der
Komplex besteht aus vier Untereinheiten, die alle unterschiedliche
Funktionen in der Bildung von Transportvesikeln wahrnehmen. y1 und p1
binden Clathrin und weitere Hilfsproteine und pu1 bindet Carga-Proteine. In
vitro konnte nachgewiesen werden, dass auch y1/01 Hemikomplexe Cargo-
Protein Sortierungsmotive erkennen konnen. Gleiches ist fur die Komplexe
AP-2 und AP-3 beschrieben. o1 besitzt im Vergleich zu seinem nachsten
Homologen o2 des AP-2-Komplexes, jedoch zusatzliche Doméanen, so dass
funktionelle Unterschiede angenommen werden mussen. Fur die kleinste
Untereinheit o1 sind drei Isoformen beschrieben, deren in vivo Funktionen
unklar sind. Da in der Dissertation von Frau C. Riel eine gewebsspezifische
Expression der o1-Isoformen beschrieben ist, sollten die entsprechenden
Organe genauer auf ihre Funktionen Uberprift werden. Ziel dieser Arbeit ist
es, mit Hilfe von ,knock-out® Mausmodellen zur Aufklarung der Funktionen
von o1 beizutragen. Dazu wurde auch ein o1A-defizientes Mausmodell

etabliert.
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3. Material und Methoden

3.1 Haufig verwendete Losungen und Gerate

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle LOsungen mit aqua dest.

angesetzt, das uber eine spezielle Anlage (MilliQ, Millipore) deionisiert und

sterilfiltriert worden ist.

3.1.1 Puffer

PBS (phosphate buffered saline) :

TE (Tris-EDTA-Puffer) :

10xSSC:

10xTBS:

3.1.2 Nahrmedien

Lysogenic-Broth-Medium (LB):

SOC-Medium:

Ampicillin-Stocklosung:

140 mM NaCl
2,5 mM KClI
6,5 mM Na;HPO4
1,5 mM KH,PO4 pH 7,5
10 mM Tris

1 mM EDTA pH 8,0

1,5 M NacCl

0,15 M Na-Citrat pH 7,4
100 mM Tris/HCI

10 mM EDTA pH 7,6

1% (w/V) Trypton

0,5% (w/V) Hefeextrakt

1,72 M NaCl ad 1L ad.
0.5% (w/V) Yeast Extract

2% (w/V) Tryptone

10 mM NaCl

2.5 mM KCI

10 mM MgCI2

10 mM MgSO4

20 mM Glucose

25 mg/mL (Sigma, Deisenhofen) in a.d.

Die Losung wurde steril filtriert und aliquotiert bei —20°C gelagert.
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Kanamycin-Stocklosung: 25 mg/mL in a.d.
Die Losung wurde steril filtriert und aliquotiert bei —20°C gelagert.

Nach dem Autoklavieren wurde zur Herstellung von Selektionsmedien eine
dieser Antibiotokalosungen in einer Endkonzentration von 50 pg/mL

zugegeben.

Agarplatten enthielten 15 g Agar (Roth, Karlsruhe) auf einem Liter LB-

Medium.

3.1.3 Gerate

Acrylamidgel-Elektrophoresekammer Biorad, Munchen

Agarosegel-Elektrophoresekammer Werkstatt des Instituts

Bio-Photometer Eppendorf, Hamburg

Branson Sonifier 450 Heinemann, Schwabisch
Gmuind

Durchlicht-Mikroskop Zeiss, Jena

Heizblock Thermomixer Eppendorf, Hamburg

LAS-1000 Gel Dokumentationssystem Fuji, Japan

Laser Scan Mikroskop TCS Sp2 AOBS Leica, Heidelberg

Mastercycler Gradient Eppendorf, Hamburg

Nassblot-Kammer Biorad, Munchen

Sensoquest Labcycler, Gottingen

Semi-Dry Western Blot Kammer Werkstatt des Instituts

Phosphoimager PMI Biorad, Munchen

Procise cLC sequenator Applied Biosystems, USA

Tecan Mikrotiterplatten Photometer Spectra Il Tecan, SLT, Schweiz
Vakuumkonzentrator Sped Vac SVC100H Bachofer, Reutlingen

3.1.4 Zentrifugen und Rotoren

Kahlzentrifuge 5804R mit Rotor A-4-44 Eppendorf, Hamburg
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Tischkuhlzentrifuge Mikro 200R Hettich, Tuttlingen
Kuhlzentrifuge J2-MC mit Rotor JA-10 Beckmann Coulter, Krefeld
Tisch-Ultrazentrifuge TL-100 mit Rotor TLA-45 Beckmann Coulter, Krefeld

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien

Lysispuffer: 100 mM NacCl
10 mM Tris pH 8,0
25 mM EDTA pH 8,0
0,5% SDS
Stockldsung Proteinase K: 2 mg/mL in
100 mM NacCl
10 mM Tris pH 8,0
25 mM EDTA pH 8,0

Im Alter von 4-6 Wochen wurde den Mausen circa 0,5 cm der Schwanzspitze
abgeschnitten. Dieses Stuck wurde in 450 yL Lysispuffer und 50 pL
Proteinase K-Stocklosung bei 56°C unter Schutteln Uber Nacht verdaut. Das
Lysat wurde 5 min bei 13000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Eppendorfgefald uberfuhrt und 500 pL Isopropanol zugegeben. Nach
mehrmaligem Invertieren bildet sich eine milchige Wolke aus. Die DNA wurde
auf eine verschlossene und gebogene Pasteurpipette gewickelt und in 70%
Ethanol getaucht. Danach wurde die DNA bei RT getrocknet und schlie3lich
in 50-200 pL Wasser bei 37°C gelost.

3.2.2 Fallung von DNA durch Ethanol

Natriumacetat-Losung: 3 M Natriumacetat pH 5,5
100% und 70% Ethanol
1xTE-Puffer
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Die Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsauren aus wassriger Losung
erfolgte durch Fallung. Dazu wurde die DNA-L6sung mit 0,1 Volumen 3M
Natriumacetat pH 5,5 gemischt und anschlie®end zwei Volumina 100%-iger
Ethanol zugegeben, gut gemischt und fur zehn Minuten bei -20°C inkubiert.
Die prazipitierte DNA wurde durch zehnminltige Zentrifugation bei 13.000
rom sedimentiert. Der Niederschlag wurde zweimal mit 70%-igem Ethanol
gewaschen, bei Raumtemperatur oder im Speed Vac Concentrator (Bachofer,
Reutlingen) getrocknet und in einem kleinen Volumen (z.B. 20-100 pL) 1xTE-
Puffer oder H,O gelost.

3.2.3 Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA

P/C/TE: Phenol/Chloroform im Verhaltnis 1:1, mit 1xTE-Puffer aquilibriert und

Uberschichtet.

Proteine und andere Verunreinigungen wurden aus einer wassrigen DNA-
Losung durch Extraktion mit Phenol/Chloroform entfernt. Dazu wurde die
Probe mit gleichem Volumen Phenol/Chloroform/TE gut gemischt (Vortex)
und anschlieBend zur Phasentrennung funf Minuten bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Die obere wassrige, DNA-haltige Phase wurde in ein neues
Reagenzgefal® Uberfuhrt. Die extrahierte DNA wurde mit Natriumacetat und

Ethanol prazipitiert (siehe 3.2.2).

3.2.4 RNA Isolierung aus Geweben

Diethylpyrocarbonat (DEPC Roth, Karlsruhe)
Trizol® (Invitrogen, Karlsruhe)

Chloroform

Isopropanol

75% Ethanol

Alle Losungen fur die Arbeiten mit RNA wurden, soweit nicht anders vermerkt,
in Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem a.d. angesetzt. Hierzu wurde
1mL DEPC auf 1L a.d. gegeben, die Losung Uuber Nacht bei
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Raumtemperatur gerthrt und anschlieRend fur 30 min autoklaviert. Es wurde
nur RNase-freies Material verwendet und die Gerate wurden zuvor Uber
Nacht in 1 M NaOH gereinigt und mit DEPC-H,0 gespult. 100 mg Gewebe
wurden mit einem Milliliter Trizol® versetzt und mit einem Ultraturrax
homogenisiert. Handelte es sich um die Aufarbeitung von Fettgewebe wurde
das Homogenat zehn Minuten bei 4°C und 12.000 rpm zentrifugiert. Das
eingelagerte Fett konnte anschlieRend als oberste Schicht abgenommen
werden.

Nach einer funfminutigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 pL
Chloroform hinzugegeben, mindestens funfzehn Sekunden stark geschuttelt
und erneut drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer
funfzehnmindtigen Zentrifugation bei 4°C und 12.000 rpm enthalt die obere,
wassrige Phase die RNA. Diese wurde durch Zugabe von 500 uL Isopropanol
prazipitiert, mit 75% Ethanol gewaschen und in RNAse freiem H)O

aufgenommen. Dazu folgte eine zehnminutige Inkubation bei 60°C.

3.2.5 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung der DNA erfolgte spektrometrisch durch Messung der
Extinktion bei 260 nm. Die Probe wurde hierzu 1: 50 mit Wasser verdunnt und
gegen Wasser als Leerwert gemessen. Eine OD von 1,0 entspricht dabei
einer Konzentration von 50 pg/mL doppelstrangiger DNA bzw. einer RNA-

Konzentration von 40 pg/mL.

3.2.6 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase chain reaction; PCR) ist
eine Methode zur selektiven enzymatischen Amplifizierung eines DNA-
Bereichs, der von Regionen bekannter Sequenz flankiert wird. Der PCR-
Ansatz wird zunachst fur funf Minuten auf 95°C erhitzt, so dass die
doppelstrangige Ausgangs-DNA denaturiert wird. Anschlieend erfolgt bei
einer niedrigeren Temperatur die spezifische Anlagerung der Oligonukleotide

an die komplementaren Sequenzen der Ziel-DNA. Die gewahlte



Material und Methoden 34

Hybridisierungstemperatur ist abhangig von der Lange und Sequenz des
jeweiligen Primer. Nach diesem, in der englischen Terminologie als Annealing
bezeichneten Prozess, findet die Primerextension statt. Das heif’t, die freien
3'OH-Enden der Oligonukleotide werden bei 72°C von einer hitzestabilen
DNA-Polymerase verlangert. Durch abermaliges Denaturieren werden nun die
neusynthetisierten Doppelstrange in Einzelstrange zerlegt und der Zyklus
kann erneut beginnen. Die Polymerasekettenreaktion fuhrt letztlich zu einer

exponentiellen Amplifikation der Ziel-DNA.

Tag-DNA-Polymerase: 5 U/uL (Roche Applied Science, Indianapolis, USA)
10xPCR Reactionbuffer (Roche)

10mM dNTP-Mix ( aus je 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, Roche)
PCR-Maschinen:

Sensoquest, Labcycler oder Eppendorf, Mastercycler gradient

Standardansatz:
ca. 100 ng DNA-Template
5 uL Reaktionspuffer
2 yL 3’-terminaler Primer (20 pM pro Ansatz)
2 uL 5’-terminaler Primer (20 pM pro Ansatz)
2 uL dNTP-Mix
0,5 uL Taq DNA-Polymersase
mit dH,O auf 50 yL auffillen

Standard-PCR-Programm :

Temperatur Dauer
Denaturierung 94°C 3 Minuten
94°C 45 Sekunden
Anlagerung 54°C 45 Sekunden
Extension 72°C 1 Minute/kb
Anzahl der Zyklen 25x
Ende 4°C Unendlich
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3.2.6.1 PCR-Ansatz zur Genotypisierung der S1B™- Mause

Der Nachweis der Allele zur Genotypisierung erfolgte mittels PCR. Die beiden
eingesetzten Oligonucleotidprimer waren so gewahlt, das von einem Wildtyp-
Allel ein DNA-Fragment der Lange von 90 bp amplifiziert wird. Ist in diesem
Bereich aber die NEO-Kassette inseriert ((-/-)-Allel), ist die Fragmentlange
statt dessen 1,2 kb.

Ansatz: (50 pL)

1-5 yL genomische DNA
10 yL Reaktionspuffer
2,5 uL Primer s1be3de
2,5 uL Primer s1be3u2
1 uL dNTP-Mix
0,5 yL Tag-DNA-Polymerase
2,5 uL DMSO
mit dH,O auf 50 yL auffillen

Programm:
Temperatur Dauer

Denaturierung 94°C 3 Minuten

94°C 30 Sekunden
Anlagerung 62°C 30 Sekunden
Extension 72°C 4 Minuten
Anzahl der Zyklen 30x
Ende 4°C unendlich
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3.2.6.2 PCR zur Genotypisierung der S1A Gene Trap-Mause

Der Nachweis der Genotypen der S1A Gene Trap Mause erfolgte durch zwei
PCRs mit einem gemeinsamen 5’-Oligonucleotidprimer und zwei Allel-

spezifischen 3’-Oligonucleotidprimern (s. 4.2.4).

Ansatz: (50 pL)

1-5 uL genomische DNA
5 uL Reaktionspuffer
2 uL Primer s1aF1
2 uL Primer s1aR3 bzw. s1aR1
2 uL dNTP-Mix
1 uL Tag-DNA-Polymerase
2,5 uL DMSO
2,5 uL 20%Triton X-100
mit dH,O auf 50 yL auffillen

Programm:
Temperatur Dauer

Denaturierung 94°C 3 Minuten

94°C 30 Sekunden
Anlagerung 54°C 30 Sekunden
Extension 72°C 1 Minute
Anzahl der Zyklen 30x
Ende 4°C Unendlich
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] Tm der
Name Sequenz Beschreibung
PCR
Genotypisierungs-
s1be3de CAG ATA TGC CAG TCT ATATTT TTG 62°C
CTG PCR o1b-Maus
Genotypisierungs-
s1be3u?2 CTT GTC AAG TAA TTC CAC GTAACG A 62°C
PCR c1b-Maus
Genotypisierungs-
S1AF1 CTG CAG GAC ACC TCC AAG AA 54°C
PCR cla-Maus
Genotypisierungs-
S1AR1 TGT CCT CCA GTC TCC TCC AC 54°C
PCR cla-Maus
Genotypisierungs-
S1AR5 CAC AGA CCC CTC ATG TCA GA 54°C
PCR cla-Maus
S1A for Identifizierung Gene
ATG TCC AGG ACA CCT CCA AGA _ 52°C
exon3 Trap Insertion
Identifizierung Gene
GT R1 CAC TCC AAC CTC CGC AAA CTC _ 52°C
Trap Insertion
Identifizierung Gene
GT R2 CGG GAG AGG CCT GGC CTGCTC 52°C
Trap Insertion
GAPDH Generierung der
CGC ATC TTC TTG TGC AGT GC 56°C
mus F2 Northern Sonde
GAPDH Generierung der
GGT GGT CCA GGG TTT CTT AC 56°C
mus R3 Northern Sonde
Nachweis der
AK 30 TTT CCC TGC CAG CCT CTG CAG AAG _ 62°C
Neomycinkassette
Nachweis der
AK 31 CTT GAT GTC AGT TGT GGA ATC CAT 62°C

Neomycinkassette

Tabelle 1: verwendete Oligonucleotidprimer
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3.2.7 Restriktionsverdau von DNA

Beim Restriktionsverdau wird DNA mit Hilfe von Enzymen, die ursprunglich
aus Bakterien isoliert wurden, gespalten. Die unterschiedlichen Enzyme
erkennen spezifische Sequenzen der DNA und schneiden diese somit in

genau definierte Bruchstucke.

Restriktionsenzyme (NEB, New English Biolabs, Frankfurt am Main)
10 x Restriktionspuffer fir Restriktionsenzyme (NEB)
1 mg/mL BSA (NEB)

Je nach Art der Anwendung wurde ein Gesamtreaktionsvolumen von 100 pL
fur praparative Verdaue, bzw. 20 pL fur einen analytischen Verdau gewahit.
Die Menge an Reaktionspuffer und BSA betrug jeweils ein Zehntel des
Gesamtvolumens, die Menge der DNA variierte je nach Anwendung. Fur
einen praparativen Verdau wurden immer 10 uyg DNA eingesetzt, bei einem
analytischen Verdau nach einem Miniprap s. 3.2.13 wurden 5 yL DNA-L6sung
eingesetzt. Das Volumen wurde mit a.d. aufgefullt, der Ansatz gevortext und
kurz zentrifugiert. Zuletzt wurde das Restriktionsenzym zugegeben und der
Ansatz vorsichtig mit der Pipettenspitze gemischt. Bei der Menge der
verwendeten Enzyme ist zu beachten, dass hochstens ein Zehntel des
Gesamtvolumens verwendet wurde, um inhibitorische Effekte einer zu hohen
Glyzerolkonzentration zu vermeiden.

Die Reaktionsansatze wurden bei 37°C fur 2h, bzw. 6h oder U.N., wenn es
sich um genomische DNA fur einen Southernblot handelte, im Warmeschrank

inkubiert.

3.2.8 Gelelektrophoretische Auftrennung der DNA auf
Agarosegelen
DNA weist durch ihre Phosphatgruppen eine negative Ladung auf und kann

somit in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden. Dazu tragt man die DNA

auf ein Agarosegel auf. Agarose ist ein Polysaccharid, das sich bei Erhitzen in
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Wasser 16st und beim Abkuhlen ein dreidimensionales Netzwerk bildet. Die
Agarosekonzentration bestimmt dabei die Porengrol3e.

Kleine DNA Molekule wandern dabei schneller durch die Gelmatrix als
groRere. Aber auch die Molekulstruktur hat Einfluss auf die Geschwindigkeit.
So wandern linearisierte DNA Molekule schneller als Plasmide.

Durch die Zugabe des Interkalators Etidiumbromid (EtBr) kann man unter
Bestrahlung mit UV-Licht die DNA sichtbar machen und durch den Vergleich
mit einem DNA-Standard-Marker die Grolle der einzelnen Fragmente
abschatzen (s. Abbildung 8).

50 x TAE-Puffer:
2 mM Tris-Essigsaure pH 8,0
100 mM EDTA
EtBr-Losung: 10 mg/mL
Agarose: (Carl Roth GMBH, Karlsruhe)
DNA Auftragspuffer:
0,4% (w/v) Bromphenolblau oder
0,4% (w/v) Xylencyanol
50% (v/v) Glycerin
1 mM EDTA, pH 8.0

Die Agarose wurde abgewogen und mit 1XTAE in einem Erlenmeyerkolben
vermischt. Die Mengen richteten sich dabei nach Konzentration und GrofRe
der Gele. (0,8% - 3% Agarose, 50 mL oder 350 mL) Nach Erhitzen des
Gemischs in der Mikrowelle und 50 ug/L EtBr zugegeben. Die Losung wurde
in einen zuvor abgedichteten Geltrager mit zuvor eingesetztem Probenkamm
gegossen. Durch Abkuhlen auf Raumtemperatur polymerisierte das Gel und
der Probenkamm konnte anschliefend entfernt werden. Danach wurde das
Gel in eine mit TAE gefullte Gelkammer eingesetzt. Die DNA-Proben wurden
6:1 mit DNA Auftragspuffer versetzt und in die Probentaschen gefullt. Bei
einer konstanten Spannung von 100 V lief das Gel je nach Gro3e 1-3 h. Die

Auswertung erfolgte durch Fotografieren des Gels auf einem UV-Schirm.
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DNA-GroRenstandard
1 kb DNA-Leiter 1,0 mg/mL (Invitrogen) (Abb.8)
Von diesem GroRenstandard wurden je 10 pL auf ein Agarosegel

aufgetragen.

Hia T fragmeals
Bf 1= werber

Abbildung 8: 1 kb DNA-Leiter aufgetrennt auf einem 1%-igen

Agarosegel.

3.2.9 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

QIAquick Gel Extraktion Kit® (Quiagen, Hilden) mit QG-Puffer,
QlAquick-Saulen, PE-Puffer)

Isopropanol (Riedel de Haen, Niederlande)

TE-Puffer: s. 3.1.1

Die DNA-Isolierung erfogte gemal den Angaben im Herstellerprotokoll. Die
aufzureinigenden Banden wurden auf dem UV-Schirm moglichst zugig

ausgeschnitten und in ein 15 mL-Plastikgefald Uberfuhrt und gewogen.
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Anschliefliend wurde das dreifache Volumen an QG-Puffer zu den Gelstiicken
zugegeben und fur 10 min bei 50°C im Wasserbad erwarmt. Anschlief3end
wurde das Gemisch auf die QIAquick-Saule pipettiert und fur 1 min bei
13.000 rpm zentrifugiert. Die Saule wurde dann einmal mit QG-Puffer und
einmal mit PE-Puffer gewaschen. Um die DNA wieder zu eluieren, wurden
30 uL TE-Puffer auf die Saulenmitte gegeben, 1 min bei Raumtemperatur
inkubiert und dann bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde in einem

Eppendorfgefal aufgefangen.

3.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4-Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen
dem 5'-Phosphat und dem 3' Hydroxyl-Ende einer doppelstrangigen DNA.
Dabei werden meist kohasive, durch Restriktionsverdau entstandene Enden

der Vektor-DNA und des zu integrierenden Fragments, miteinander verknupft.

10xLigasepuffer (NewEnglandBiolabs, Frankfurt am Main)
T4-DNA-Ligase (NewEnglandBiolabs, Frankfurt am Main)

Ligationsansatz: 2 pL linearisierte Vektor-DNA
4 uL Insert
1 uL Puffer
0,5 uL Ligase
ad 10 uL HO

Der Ligationsansatz wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur oder Uber
Nacht bei 15°C im Waserbad inkubiert. Fur eine anschlielende

Transformation in kompetenten E.coli (DH5a) wurden 1-5 pL eingesetzt.
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3.2.11 Praparation von chemisch kompetenten E. coli- Zellen

Losung 1:

30 mM KoAcetat
100 mM RbCl,

10 mM CaCl;

50 mM MnCl;
15% Glycerol

pH 5,8 eingestellt mit Essigsaure

Losung 2:

10 mM MOPS

75 mM CaCl,

10 mM RbCl;
15% Glycerol, pH 6,5 eingestellt mit NaOH

Eine Ubernachtkultur wird 1:100 in frischem LB-Medium verdinnt und
anschlielend bei 37°C in einem Schuttler angezogen. Nach Erreichen einer
ODeoo von 0,45 wurden die Bakterienkultur 15 min auf Eis gelagert. Danach
wurden die Zellen bei 4°C und 3500 rpm 10 min abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in der eiskalten Lésung 1
resuspendiert (30 mL/100 mL Kultur). Nach einer 15-minutigen Inkubation auf
Eis wurde die Suspension erneut 15 min bei 4°C und 300rpm zentrifugiert.
Das erhaltene Pellet wurde in eiskalter Losung 2 aufgenommen (5 mL/100 mL
Kultur). Es folgte eine 10-minutige Inkubation auf Eis. Aliquots dieser Losung

wurden im Trockeneisbad eingefroren und bei -80°c gelagert.

3.2.12 Transformation chemisch kompetenter E.coli- Zellen

Zunachst wurden 100 mL Zellsuspension langsam auf Eis aufgetaut. Nach
Zugabe von 10 pL Ligationsansatz oder 1ug Vektor-DNA erfolgte eine 20
minutige Inkubation auf Eis. Die Probe wurde danach exakt 2 sec bei 65°C
inkubiert und anschliel3end sofort wieder 20 min auf Eis gestellt. Es wurde
1 mL LB-Medium zugegeben und 1h bei 37°C auf dem Drehrad inkubiert.



Material und Methoden 43

50 pL-250 uL dieses Transformationsansatzes wurden anschlieend auf eine
LB-Trager-Platte mit entsprechendem Selektionsantibiotikum (Ampicillin oder
Kanamycin) pipettiert und mit einem Drigalsky-Spatel verstrichen. Die Platte

wurde Uber Nacht bei 37°C im Warmeschrank inkubiert.

3.2.13 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli uber

QIlAprep Spin Plasmid Miniprep Saulen

QIAprep Spin Saulen, Puffer aus QlAprep Spin Plasmid Miniprep Set (Fa.
Qiagen, Hilden). Genaue Angaben zu Puffern und Saulenmaterial sind der
Anleitung des Herstellers zu entnehmen.

2-3 mL einer E. coli-Ubernachtkultur in LB-Ampicillin oder -Kanamycin

Medium.

Die E.coli-Ubernachtkulturen wurden abzentrifugiert und in 250 uL gekiihltem
P1 Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 250 pL P2 Lysepuffer und
anschlieBend 350 pL N3 Neutralisationspuffer wurde das Zelllysat bei
13000 rpm 10 Minuten sedimentiert, der klare Uberstand auf eine QlAprep
Minisaule aufgetragen und wieder 1 Minute zentrifugiert. Die an die
Saulenmembran gebundene Plasmid-DNA wurde mit 750 yL PB Puffer und
gewaschen und die DNA am Ende durch Zugabe von 30-50 pL H2O eluiert.

3.2.14 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli uber

QIlAprep Spin Plasmid Midiprep Saulen

QIAprep Spin Saulen, Puffer aus HiSpeed Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden)
Genaue Angaben zu Puffern, Saulenmaterial und Vorgehensweise sind dem
HiSpeed Plasmid Midi Kit zu entnehmen.

50-100 mL einer E. coli-Ubernachtkultur in LB-Ampicillin- oder -Kanamycin-

Medium wurden zur Aufreinigung eingesetzt.
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3.2.15 DNA-Sequenzierung

Plasmid-DNA wurde mit einem ABI PRISM® 3100 Sequenzierautomat
(Applied Biosystems, Foster City, USA) nach Sanger sequenziert. Der
Sequenziermix beinhaltet ein Gemisch aus allen vier unmarkierten und
Fluoreszenz-markierten Nukleotiden.
Standard Sequenzieransatz:

1 yL Plasmid-DNA (0,2-0,5 mg)

1 L 5’- oder 3’- Primer (10 pmo)/uL)

1.5 uL Sequenzierpuffer (ABl PRISM®)

1.5 yL ABI PRISM® Dye Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction Premix

ad 10 yL HPLC-H0O

Sequenzier-Programm:

Temperatur Dauer
Denaturierung 96°C 10 Sekunden
Anlagerung 50°C 5 Sekunden
Extension 60°C 4 Minuten
Anzahl der Zyklen 25x
Ende 4°C unendlich

Danach wurde die Sequenzierreaktion von Uberschissigen, freien
Fluoreszenz-markierten dNTPs gereinigt. Das PCR-Produkt wurde mit 2 pL
3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 50 pL 95% Ethanol fir § Minuten bei
Raumtemperatur gefallt. Das Prazipitat wurde bei 13.000 rpm fir 20 Minuten
sedimentiert. Das Pellet wurde danach mit 250 pL 75% Ethanol gewaschen
und erneut zentrifugiert (13000 rpm, 10 min), getrocknet und anschlie3end in
15 uL HighDye® geldst.
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3.2.16 Northern-Blot

3.2.16.1 Auftrennung der RNA mittels Gelelektrophorese

DEPC-H,0:
10 x MOPS-Puffer:

37% Formaldehyd
RNA-Probenpuffer:

Laufpuffer:

1:1000; autoklaviert

0,2 M MOPS

50 mM NaAc

10 mM EDTA pH8,0 ad 1 L in DEPC-H,0 (dunkel
gelagert)

10 mL Formamid

3.5 mL 37% Formaldehyd

2 mL 10x MOPS-Puffer 2

3.8 mg Xylencyanol

3.8 mg Bromphenolblau (steril filtriert)
1xMOPS-Puffer

Fur 100 mL Agarose-Formaldehydgel wurden 1,23 g Agarose in 87 mL

DEPC-H,0 in der Mikrowelle aufgekocht. Nachdem die Losung auf ungefahr
65°C abgekuhlt war, wurden 9,6 mL 10xMOPS-Puffer und 2,87 mL 37%

Formaldehyd hinzugegeben und anschlielend in einen Gelschlitten

gegossen. Zu 10-20 ug RNA wurden 15 yL Probenpuffer hinzugegeben und

anschlie3end 15 min bei 65°C denaturiert. Die am Gel anliegende Spannung

betrug 60-100 V.

3.2.16.2 Transfer der RNA auf eine Nylonmembran

10xSSC-Puffer

50 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,0
RNA-Farbeldsung: 0,04% Methylenblau in 0,5 M Natriumacetat pH 5,5 (steril

filtriert)

Filterpapier (Whatman, GB002)

Parafilm

Hybond*N-Membran (Amersham Pharmacia)
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Der Transfer beruht auf Kapillarkraften, die die zuvor, wie unter 3.2.16.1
beschrieben, aufgetrennte RNA aus dem Gel auf eine Membran transferieren.
Dazu wurde auf eine mit 10xSSC gefullte Wanne eine Glasplatte gelegt, die
mit einem Filterpapier bedeckt war, dessen beide Enden in den Puffer ragten.
Das Gel wurde mit der Beflllungsseite nach unten auf dieses Filterpapier
gelegt und seitlich mit Parafilm begrenzt. Auf das Gel kamen wiederum die
Hybond*N-Membran und drei in 10xSSC getrankte Filterpapiere. Zur
Erzeugung der Kapillarkrafte wurden trockene Papierticher aufgelegt und der
gesamte stapel durch ein Gewicht beschwert. Nach 12 Stunden wurde der
Blot abgebaut. Die Membran wurde danach kurz in 50 mM Na.Phospaht-
Puffer gewaschen und anschlieRend getrocknet. Die Membran wurde zehn
Sekunden mit UV-Licht bestrahlt um die RNA zu fixieren. Als
Qualitatskontrolle diente eine zwei- bis dreimindtige Anfarbung mit

Methylenblau. Die Membran wurde mit Wasser entfarbt.

3.2.16.3 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Rediprime Il Random Prime Labelling System (Amersham Pharmacia, GE
Healthcare)

¥p_dCTP (10 uCi/uL, Hartmann Analytic, Braunschweig)

Quick Spin S300 (Amersham Pharmacia)

1xTE-Puffer

Heringssperma-DNA (9-12 mg/mL, Sigma)

1x TE-Puffer

100 ng DNA wurden in einem Endvolumen von 45 pL Wasser aufgenommen,
funf Minuten bei 90°C denaturiert und auf Eis abgekuhlt (mindestens 5 min).
Ein lyophilisierte Aliquot des Rediprime |l Random Prime Labelling System
wurde mit dieser DNA geldst und mit 50 uCi 2p_dCTP gemischt. Es erfolgte
eine 15-minutige Inkubation bei 37°C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
150 pyL TE-Puffer gestoppt. Die ¥2P_markierten DNA-Fragmente wurden mit
Hilfe einer Sephadex-Saule (Quick Spin S300) von freien Nukleotiden

gereinigt. Die radioaktivmarkierte DNA wurde mit 30 pyL Heringssperma
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gemischt und funf Minuten bei 95°C denaturiert. Eventuell wurden die Sonden

bei 4°C in einem Bleibehalter bis zur Verwendung gelagert.

3.2.16.4 Hybridisierung

Rapid-hyb Buffer (GE Healthcare)
2xSSC-Puffer, 0,2% SDS
0,2xSSC-Puffer, 0,2% SDS

Zur Prahybridisierung wurde die Membran mit 5 mL Rapid-hyb Buffer in einer
Hybridisierungsrohre fur mindestens funfzehn Minuten bei 65°C inkubiert. Die
denaturierte DNA wurde danach zugegeben und uber Nacht bei 65°C im
Hybridisierungsofen unter Rotation inkubiert.

Die Membran wurde zunachst dreimal zehn Minuten mit 2xSSC-Puffer, 0,2%
SDS bei RT und anschlieend dreimal mit auf 65°C vorgewarmtem 0,2xSSC-
Puffer, 0,2% SDS gewaschen. Der Erfolg des Waschvorgangs wurde mit dem
Geigerzahler Uberpruft, es sollten noch ungefahr 100 CPS gezahlt werden.
Anschlielend erfolgte eine Exposition der Membran auf einer
Phosphoimagerplatte. Die Dauer variierte mit der Qualitat der Hybridisierung
und lag zwischen zwei Stunden bei GAPDH und zwei bis drei Tagen. Die

|TM

Auswertung erfolgte in einem Phosphoimager (PMI'™ System, Biorad).

3.2.16.5 Strippen der Membran eines Northern-Blot

Die Membran wurde mit kochender 0,1%-iger SDS-LOsung Ubergossen und
unter Schwenken abgekuhlt. Das Ergebnis wurde durch eine Expostion der

Membran Uber Nacht kontrolliert.
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3.2.17 Southern Blot

Hybond*N-Membran (GE Healthcare, Miinchen)
Filterpapier (Whatman, GB002)
0,25 M Salzsaure
Denaturierungspuffer: 0,5 M NaOH

1,5 M NaCl
Neutralisierungspuffer: 0,5 M NaCl

1 M Tris/HCI, pH 7,2
20xSSC-Puffer: 3 M NaCl

300 mM Trinatriumcitrat-2-hydrat, pH 7,0
50 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7.0
Hybond*N-Membran (Amersham Pharmacia)
Filterpapier (Whatman, GB002)

Der Southern Blot diente zum Nachweis von bestimmten DNA-Abschnitten in
genomischen DNA-Proben. Durch einen Uber Nacht durchgefuhrten
Restriktionsverdau wurden spezifische Fragmente erzeugt, die anschlielend
in einem 0,8%-igen Agarosegel aufgetrennt wurden. Um die DNA partiell zu
depurinieren wurde das Gel 20 Minuten in 0.25 M Salzsaure geschwenkt. Zur
Denaturierung der DNA wurde das Gel anschlieRend zweimal 20 Minuten in
0,5M NaOH, 1,5M NaCl gewaschen. Nach einer 20-minutigen
Neutralisierung in 0,5 M NaCl, 1 M Tris/HCI, pH 7,2, wurde das Gel zehn
Minuten in 20xSSC aquilibriert. Der Blotaufbau erfolgte wie unter Methode
3.2.16.2 beschrieben. Allerdings wurde beim Southern Blot 20xSSC-Puffer
fur den Transfer der DNA auf die Membran eingesetzt. Der Kapillarblot
erfolgte wiederum Uber Nacht. Die DNA wurde auf der Membran durch UV-
Licht (312 nm) fixiert.
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3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Zelllinie Beschreibung

Referenz

Primare embryonale

S1B111 D5
Mausfibroblasten, Genotyp +/+
Primare embryonale

S1B111 E8
Mausfibroblasten, Genotyp -/-
Maus embryonale Fibroblasten;

3T3-L1 Entwicklung zu Adipozyten

induzierbar

Neomycin-resistente, embryonale
Feederzellen _
Mausfibroblasten

Murine embryonale Stammzelllinie
ES-Zellklon

mit einer Gene Trap-Insertion im
AZ0216

Intron 1 des AP1S1 Gens

Eigene Praparation aus
Embryonen Tag 12,5
Eigene Praparation aus

Embryonen Tag 12,5

European Collection of
Cell Cultures (ECACC)

Transgenic Research
Facility, University
Stanford

Mutant Mouse Regional
Resource Center
(MMRRC) at UC Davis

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien

Léosungen und Medien:
PBS: 150 mM NacCl
120 mM KCI

10 mM NazHPO4/KH;PO4
0,1 g Phenolrot pH 7,4

Trypsin-EDTA Losung: (Gibco Invitrogen, Karlsruhe)

0,5 g/L Trypsin
0,2 g/L EDTA

Medium: Dulbecos modifiziertes Eagle Medium , 4,5 g/L
(DMEM) (Gibco Invitrogen, Karlsruhe)
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10% (v/v) Fotales Kalberserum (FKS) (PAN,
Aidenbach)

1% (v/v) Penicilin/Streptomycin (100x Stocklosung)
(Gibco Invitrogen, Karlsruhe)

1% (v/v) Glutamin (200 mM, 100x Stocklésung)
(Gibco Invitrogen, Karlsruhe)

Plastikwaren:

Gewebekulturschalen: Gewebekulturflaschen und -platten (Greiner,
Nurtingen)
Zellschaber: (Sarstedt, USA)

Die Zellen wurden in einem Brutschrank in einer wassergesattigten
Atmosphare bei 37°C unter Begasung mit 5% COz kultiviert.

Die Zellen wurden im Allgemeinen bei Erreichen der Konfluenz unter sterilen
Bedingungen passagiert. Dazu wurden die adharenten Zellen mit 37°C
warmem PBS gewaschen und mit 1 mL Trypsin-Gebrauchsldosung von der
Kulturschale gelost. Durch Zugabe von 9 mL auf 37°C vorgewarmtem
Kulturmedium wurde der Vorgang gestoppt. Die Zellen wurden durch
mehrmaliges Aufsaugen mit einer Pipette vereinzelt und anschlieRend in der

gewunschten Dichte ausgesat.

3.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Zahlung in der Neugebauer-Kammer

Die Neugebauer-Kammer fasst ein bestimmtes Volumen, mit ihrer Hilfe kann
die Zellzahl pro Volumeneinheit bestimmt werden.

Mit einer Pasteurpipette wird die Zellsuspension in die mit einem
Deckglaschen abgedichtete Zahlkammer eingefullt. Am
Phasenkontrastmikroskop wird dann die Zellzahl in 16 Kleinstquadraten der
Kammer ermittelt. Multipliziert mit dem Faktor 10.000 ergibt sich die Zellzahl
pro Milliliter.
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3.3.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur langfristigen Lagerung wurden Zellen bei —80°C oder in flissigem
Stickstoff gelagert. Hierzu wurden die Zellen wie unter 2.2.2 beschrieben vom
Boden der Zellkulturschalen abgel6st, das Medium zum Abstoppen der
Trypsinreaktion hatte Raumtemperatur um die Zellen schrittweise auf
Lagerungstemperatur abzukuhlen. AnschlieRend wurden die Zellen 3 min bei
500 x g zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in 1
mL eisgekuhltem Einfriermedium resuspendiert. Das Einfriermedium bestand
aus dem normalen Kulturmedium mit zusatzlichen 10% (v/v) Serum und 5%
(v/v) Dimethylsulfoxid. Nach 15 min auf Eis wurden die Zellen in Kryorohrchen
uberfuhrt; diese wurden zur Isolation mehrmals mit Alufolie umwickelt und bei
—80°C eingefroren. Gemeinsam mit dem Dimethylsulfoxid im Medium dient
dies zur Vermeidung der Bildung von schadlichen Eiskristallen.

Beim Auftauen von Zellen ist ein zugiges Arbeiten wichtig um
Zellschadigungen zu vermeiden. Die Zellen wurden in einem auf 37°C
erwarmten Wasserbad aufgetaut zu 10 mL vorgewarmtem Medium
zugegeben. Nach einer 3-minutigen Zentrifugation bei 500xg wurde das

Pellet in frischem Medium gel6st und normal ausgesat.

3.3.4 Herstellung Maus-embryonaler Fibroblasten (MEF)

1xPBS

DMEM s. 3.3.1

Trypsin s. 3.3.1

Glasperlen (4-5 mm) (Schutt, Gottingen)

Am Tag 12,5 nach der Befruchtung (festgestellt durch eine Plaque-Kontrolle)
wurden die schwangeren Mause mit CO; betaubt und anschlieRend durch
Genickbruch getotet. Dann wurden die Embryonen mit ihrer Ammnionhdlle
aus dem Uterus der Mutter enthommen und in sterilem PBS gewaschen.
Nach dem Entfernen der Ammnionhulle wurden die Kopfe abgetrennt. Aus
diesem Material wurde spater DNA zur Genotypisierung isoliert. Im nachsten

Schritt wurden die Organanlagen entfernt und die restlichen Gewebe mit Hilfe



Material und Methoden 52

von Pipetten zerkleinert. Diese Stlicke wurden in einen kleinen
Erlenmeyerkolben Uberfuhrt, der zuvor schon mit Glasperlen und & mL
Trypsinlosung gefullt war. Zum Verdau des Gewebes wurden diese Kolben
15 min bei 37°C geschuttelt. Durch Zugabe von 5 mL Kulturmedium wurde die
Reaktion gestoppt. Die Zellen wurden anschliefend durch mehrmaliges auf-
und abpipettieren vereinzelt. Nach einer 5-minutigen Zentrifugation mit 500xg
wurde das entstandene Pellet in Kulturmedium resupendiert und in 6 cm
Platten kultiviert.

Die primaren Fibroblasten wurden ublicherweise jeden zweiten Tag 1:2

passagiert.

3.3.5 Differenzierung von MEF bzw. 3T3-L1-Zellen zu Adipozyten

DMEM s. 3.3.1

Induktionsmedium: DMEM
Insulin from bovine pancreas 25 uM (Stocklésung
25 mM in Hepes, Sigma)
Dexamethason 1 yM (Stocklosung 10 mM in
Ethanol, Sigma)
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) 0,5 mM
(Stocklésung 0,5 M in DMSO, Fluka)

DMEM /Insulin: DMEM
Insulin from bovine pancreas 25 uM (Stocklésung

25 mM in Hepes, Sigma)

Frisch gewonnene, primare Fibroblasten (s. 3.3.4) wurden spatestens nach 3
Passagen zur Differenzierung in Adipozyten zwei Tage nach Erreichen der
Konfluenz induziert. Dazu wurden sie 48 Stunden lang mit Induktionsmedium
kultiviert. Anschlielend erfolgte ein Wechsel zu DMEM/Insulin. Nach sieben
Tagen wurde die Effizienz der Differenzierung anhand einer Anfarbung mit Oil
Red (s. 3.6.3) bestimmt. Analog hierzu wurden Fibroblasten der Zelllinie 3T3-
L1 induziert. Die Differenzierung wurd allerdings bereits nach 3-4 Tagen
DMEM/Insulin Gberpruft.
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3.3.6 ES-Zellkultur

3.3.6.1 Medien und Lésungen

MEF-Medium:
500 mL DMEM (Knock-Out DMEM; Gibco invitrogen, Karlsruhe
10829-018)
6 mL MEM non-essential amino acids (100x; Gibco 11140-035)
6 mL L-Glutamine (100x; Gibco invitrogen, Karlsruhe
25030-024)
3 mL Penicillin/Streptomycin (100x; Gibco 15140-122)
6 mL p-Mercaptoethanol-Stocklosung
diese Losung wurde vor FKS-Zugabe sterilfiltriert (0,2 pm)
95 mL FKS (entspricht 15%; Hyclone, Thermo Fisher Scientific,
Schwerte)

fur ES-Zellen Zugabe von:
65 uL ESGRO leukocyte inhibitory factor (LIF) — 1000 U/mL
(Chemicon, Millipore, Schwalbach/Ts.)

Es wurde eine 48-stundige Sterilkontrolle angelegt und alle 7 Tage erneut

L-Glutamin zugegeben.

B-Mercaptoethanol-Stocklosung: 7,2 pL einer 14 M Losung (Sigma,
Munchen) in PBS

PBS s. 3.3.1

Gelatine-Stocklosung: 1 g Gelatine (Sigma G-1890) in 100 mL
Wasser, autoklaviert

Gelatine-Gebrauchslosung: 0,1% Gelatinelosung in PBS

Trypsin: Trypsin-EDTA 1x (0,5%; Gibco invitrogen,

Karlsruhe 25300-054)
Mitomycin C (Sigma Aldrich M0503) 0,5 mg/mL in PBS (50x)
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3.3.6.2 Gelatinisieren der Zellkulturflaschen

Es wurde genug Gelatine-Gebrauchslosung, um die gesamte Oberflache der
Flasche zu bedecken, in die jeweilige Kulturflasche hinein pipettiert. Nach
einer mindestens zweistundigen Inkubationszeit bei RT wurde die Losung

wieder entfernt und einmal mit PBS gespult.

3.3.6.3 Kultivierung und mitotische Inaktivierung von

Neomycin-resistenten Mausfibroblasten

Die Neomycin-resistenten Mausfibroblasten wurden kultiviert wie unter 3.3.1
beschrieben und nach einer Behandlung mit Mitomycin C zur mitotischen
Inaktivierung als Feederzellen fur embryonale Stammzellen benutzt. Dazu
wurden die Zellen nach Erreichen der Konfluenz maximal zweieinhalb Sunden
mit Mitomycin C-haltigem (0,01 mg/mL) Medium bei 37°C inkubiert. Danach
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit Trypsin behandelt.
Nach grundlichem Vereinzeln wurden die Zellen mit der doppelten Zelldichte

ausgesat wie zuvor.

3.3.6.4 Kultivierung muriner, embryonaler Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) werden direkt nach dem Auftauen auf
einen Zellrasen aus mitotisch inaktivierten Fibroblasten ausgesat. Es wurde
jeden Tag das Medium gewechselt, auch drei bis vier Stunden vor dem
Passagieren. Bei 80%-iger Konfluenz wurden die Zellen mit 1 mL
Trypsin/EDTA abgelost. Nachdem diese Reaktion durch Mediumzugabe
beendet wurde, erfolgte eine finfzehn mindtige Inkubation bei 37°C. In dieser
Zeit setzen sich nur die wesentlich schwereren Fibroblasten auf dem
Gefallboden ab, so dass die ES-Zellen im Medium abgenommen werden
konnten und auf einem frischen Feederrasen im bendtigten

Verdinnungsverhaltnis (1:2 — 1:10) ausgesat wurden.
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Die Mikroinjektion der auf diese Weise kultivierten ES-Zellen und der
Retransfer der injezierten Blastocysten in Ammen erfolgte im Tierhaus des

Max-Planck-Instituts fir experimentelle Medizin durch Frau Monika Schindler.

3.3.7 stabile Transfektion von 3T3-L1-Zellen

1xPBS

DMEM s. 3.3.1

Trypsin s. 3.3.1

MATra-A-reagent (IBA, Gottingen)

Universal Magnet-Platte, 8x13 cm (IBA, Gottingen)
Zeocin™ 1:200 (Stockldsung 1000 mg/mL, Invitrogen)

Zur Transfektion der adharenten Zellen in Zellkultur wurde die “Magnet
Assisted Transfection” (MATra) - Reagenz verwendet. Die Transfektion wurde
auf 10 cm-Zellkulturschalen nach den Vorgaben des Herstellers (MATra-
Handbuch, Stand Mai 2005, IBA, Gottingen) durchgefuhrt. Die Zellen wurden
24 h vor der Transfektion mit 30%-Konfluenz ausgesat. Fur die Transfektion
wurden 17,2 yg DNA mit 1mL serumfreien Medium vermischt und zu 17,2 pL
Transfektionsreagenz hinzugegeben. Dieser Ansatz wurde zwanzig Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend zu dem frischen
Zellkulturmedium zugetropft. Es folgte eine 15-minutige Inkubation der Zellen
bei 37°C auf der Magnet-Platte.

Zur Selektion der transfizierten Zellen wurde das Medium 24 h nach erfolgter
Transfektion gewechselt. Die Zellen wurden mit DMEM mit 50mg/mL Zeocin
inkubiert. Als Sterbekontrolle wurden zusatzlich untransfizierte Zellen unter
den gleichen Selektionsbedingungen kultiviert. Das Medium wurde alle 48 h
ausgetauscht. Nachdem die Zellen der Kontrolle vollstandig abgestorben
waren, wurden Zellklone, die sich durch starkes Wachstum im
Selektionsmedium auszeichneten und sich gut von anderen Zellen
abgrenzten, gepickt und in einer 24-well-Platte ausplattiert. Die Zellen eines

Klons wurden vermehrt und kryokonserviert.
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3.4 Tierexperimentelle Methoden

3.4.1 Zucht und Analyse der Mause

Die Mause wurden entweder in der Zentralen Tierexperimentalen Einrichtung
(ZTE) der Universitatsmedizin Gottingen oder in den Mausstallen der
Abteilung Biochemie 2 gezuchtet. Sie wurden unter standartisierten
Bedingungen, mit 21-23°C, 45-60% Luftfeuchte und einem 12h
Tag/Nachtrhythmus gehalten. Wasser und Futter waren unbeschrankt

zuganglich.

3.4.2 Gewinnung von Serum

Den Mausen wurde mit Hilfe einer Glaskapillare hinterm Auge Blut
entnommen. Dieses wurde zur Gerinnung 30 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen und anschlielfend 15 min bei 4°C und 3000 rpm zentrifugiert. Der

klare Uberstand wurde abgenommen und bei -80°C gelagert.

3.4.3.1 Ermittlung verschiedener Parameter von Mausurin

Die ausgewerteten Urinproben wurden Uber 24 Stunden in speziellen
Stoffwechselkafigen gesammelt. Die Tiere hatten unbegrenzten Zugang zu
Futter und Waser. Diese speziellen Kafige ermdglichten die Messung der
Trinkmengen und der Mengen an ausgeschiedenem Urin in einem Zeitraum
von 24 Stunden. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels
Bradford-Assay (s. 3.5.3).

Urin-Teststreifen (Heike Urban-Diagnostics, Mannheim) zur Bestimmung von
Urobilinogen, Glukose, Bilirubin, Keton, pH, Blut, spezifischem Gewicht,

Protein, Nitrit und Leukozyten
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3.4.3.2 Assay zur Bestimmung der Harnstoffkonzentration im

Mausurin

QuantiChrom™ Urea Assay (DIUR-500 Fa. BioAssay Systems, Hayward,
USA)

Die Konzentrationsbestimmmung erfolgte nach den Anweisungen des
Herstellers. Es wurde eine chromophore Losung eingesetz, die mit Harnstoff
einen farbigen Komplex bildet. Diese Farbung wurde bei 520 nm gemessen

und ist proportional zur Konzentration an Harnstoff im Urin.

3.4.4 Glukosetoleranz Test

Nachdem die Mause 16h (Uber Nacht) gehungert wurden, wurde ihnen 2 g/kg
Kdrpergewicht Glucose intraperitoneal injiziert. Zu den Zeitpunkten 0 min,
15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min, 90 min, 120 min, 150 min wurde aus
der jeweiligen Schwanzspitze ein Tropfen Blut enthommen. Die
Blutglukosekonzentration wurde mit Hilfe eines Glucometers (Ascenia

Contur®, Bayer) bestimmt.

3.4.5 Fettdiat

Den Mausen wurde ab dem 30. Tag nach der Geburt ein mit Fett
angereichertes Futter (ssniff EF D12108 R/M; statt 5% hier 21% Fett)
gegeben. Die Menge des Futters war unbeschrankt. Alle 7 Tage wurden die

Mause gewogen.

3.4.6 Messung der Triglyceridkonzentration im Serum

Triglycerin-Assay TG (Roche/Hitachi)
Die Konzentrationsbestimmmung erfolgte nach den Anweisungen des
Herstellers. Dabei wurden 500 pL der Reagenz mit 5 yL Serum vermischt und

zehn Minuten bei 25°C inkubiert. Die entstandene Farbung wurde im
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Photometer bei 546 nm gegen einen Reagenzlerwert gemesssen und verhalt

sich proportional zur Serumkonzentration von Trigyceriden.

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Ganzzellproteinextraktion aus Zellen

Proteinase-Inhibitor-Cocktail, PIC (Fa. Sigma, Deisenhofen)
Lysispuffer 1xPBS
PIC 1:100

Die Zellen wurden durch Trypsinbehandlung abgeldst und pelletiert. Dieses
Pellet wurde zweimal mit PBS gewaschen und in 200-500 pL eiskaltem
Lysispuffer aufgenommen. Anschliel3end wurde die Zellsuspension 10x durch
eine 22G Nadel aufgezogen, um die Zellen zu homogenisieren. Bei einer
kleinen Zellmenge wurde diese alternativ 3x 10 sec sonifiziert. Das

Homogenat wurde 10 min bei 4°C und 13.000 rpm abzentrifugiert.

3.5.2 Herstellung von Gewebehomogenat

Proteinase-Inhibitor-Cocktail, PIC (Sigma, Deisenhofen)
Lysispuffer 1xTBS

PIC 1:100
Ultra-turrax T8 (IKA Labortechnik, Staufen)

Zur Gewinnung von Gewebehomogenaten wurden die Mause durch
Genickbruch getotet. Nach der Entnahme wurden die Gewebe gewogen und
neun Volumen Lysispuffer zugesetzt. Alle folgenden Schritte fanden auf Eis
statt. Zur Homogenisierung wurden die Gewebe mit einem Ultraturrax
zerkleinert, 3x20 Sekunden sonifiziert und anschliefend 15 min bei 4°C und
12.000 rpm zentrifugiert. Die Proteinbestimmung im Uberstand erfolgte, wie

unter 3.5.3 beschrieben.
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3.5.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die von Bradford
beschriebene Methode verwendet. Durch Bindung an Protein verschiebt sich
das Absorptionsmaximum von Coomassie Brilliant-Blau G250 von 465 nm
nach 595 nm. Die Extinktion ist dabei proportional zur Menge an Protein in

der Losung.

Biorad-Farbreagenz:  Fa. Biorad, Munchen

Proteinstandardlosung: 1 mg/mL Rinderserumalbumin (BSA)

Mit Hilfe der Standardlosung wurde eine Verdlinnungsreihe der
Proteinkonzentrationen von 0-16 pg/mL hergestellt. 2-10 pL der Proteinlésung
wurde jeweils eingesetz. Das Gesamtvolumen jeder Probe wurde mit Wasser
auf 800 pL erganzt. Danach wurden 200 uL der Farbreagenz zugegeben, der
gesamte Ansatz gevortext und 5 min bei RT inkubiert. Zur Bestimmung der
Absorption bei 595 nm wurden 200 pL in Doppelwerten auf eine 96-well-Platte

pipettiert und im ELISA-Reader ausgelesen.

3.5.4 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) nach Laemmli

Bei der Gelelektrophorese werden geladene Moleklle, in diesem Fall
Proteine, in einer Gelmatrix unter dem Einfluss eines auleren elektrischen
Feldes bewegt. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine ist dabei
abhangig von der Feldstarke des angelegten Stroms, der Ladung der
Molekule und der Reibung, wobei letztere von der Matrix beeinflusst wird.

Bei Polyacryamidgelen besteht die Matrix aus inerten Acrylamidpolymeren,
die Uber N’N’-Methylenbisacrylamid quervernetzt sind. Dabei entstehen
Poren, deren GroRe von der Konzentration der Polyacrylamidmonomere und
dem Grad der Quervernetzung abhangig ist. Die Polymerisation wird durch
den radikalischen Zerfall von Peroxidsulfationen eingeleitet. Diese wiederum
aktivieren Tetramethylethyldiaminmolekule, die in Form ihrer Radikale die

eigentlichen Starter der Radikalkettenpolymerisation bilden.
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Bei einer denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese werden die
Proteine in Gegenwart eines Uberschusses an Natriumdodecylsulfat (SDS)
und an reduzierenden Thiolverbindungen, die Disulfidbricken zwischen
Cysteinen spalten, nahezu ausschliefdlich aufgrund ihrer molekularen Masse
elektrophoretisch aufgetrennt. Das anionische Detergenz SDS degradiert die
nichtkovalenten Bindungen im nativen Protein und verleiht diesem eine
negative Nettoladung. Da nahezu alle Proteine die Sulfatgruppen des SDS in
einem konstanten Verhaltnis von Masse zu Ladung binden, kdnnen diese im
elektrischen Feld ein einheitliches Wanderungsverhalten in Richtung Anode
zeigen und gemal ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden.

Bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese wird dem eigentlichen Trenngel
ein Sammelgel mit sehr groRer Porenweite vorangestellt, dessen pH-Wert um
zwei Einheiten niedriger liegt als im Trenngel. Dies fuhrt zur Ankonzentrierung
der denaturierten Proteine an der Grenze zwischen Sammelgel und Trenngel

und im weiteren zu einer Trennung mit hoherer Auflosung.

Rotiphorese®-Gel30: Acrylamid-/Bisacrylamidldsung (Carl Roth
GMBH, Karlsruhe)

4xSammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8, 0,4% (w/v)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

4xTrenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
0,4% (w/v) SDS

10% APS: 10% (w/v) Ammoniumperoxidsulfat ( Fa.

Merck, Darmstadt) in a.d. , Lagerung:
lichtgeschutzt bei 4°C

TEMED: Tetramethylethyldiamin (Carl Roth GMBH,
Karlsruhe)

1 x Lauf-Puffer: 50 mM Tris
400 mM Glycin (Carl Roth GMBH,
Karlsruhe)

0,05% (w/v) SDS
0,1 mL 0,1% Bromphenolblau, pH 8,3
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6x Reduzierender Probenpuffer:
600 mM Tris/HCI, pH 6,8
400 mM DTT
12% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)
0,6% (w/v) Bromphenolblau
60% (v/v) Glycerol

Die Losung wird aliquotiert und bei —20°C gelagert.

Trenngel, 10% PAA Sammelgel, 4% PAA

a.d. 3,2 mL 1,7 mL
Acrylamid 2,67 mL 0,45 mL
Trenngelpuffer 2mL -
Sammelgelpuffer - 0,75 mL
10% APS 80 L 30 pL
TEMED 8 uL 3 L

Tabelle 5: Zusammensetzung der Gellosungen

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophoresen wurden in Kammern der Firma
BioRad, Munchen, durchgefuhrt. Zwei von 1 mm dicken Abstandhaltern
getrennte, fettfreie Glasplatten wurden in eine dafur vorgesehene Halterung
eingespannt und bis etwa dreiviertel der Hohe mit Trenngellosung gefullt (s.
Tabelle 5). Die Losung wurde eingefullt und vorsichtig mit 70%-igem Ethanol
Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des Gels wurde der Alkohol
abgeschuttet, die restliche Kammer mit Sammelgellésung (s. Tabelle 5) gefullt
und sofort der Probentaschenkamm eingesetzt. Nachdem auch das
Sammelgel auspolymerisiert war, wurde das Gel mit Glasplatten und
Abstandhaltern in die Minigelkammer eingesetzt, die Kammer mit Lauf-Puffer
gefullt und der Probentaschenkamm entfernt.

Die Proteinproben wurden 6:1 mit 6x Probenpuffer versetzt, 10 min bei 95°C
denaturiert und anschlielend in die Probentaschen eingeflllt. Solange sich

die Proben im Sammelgel befanden, wurden die Gelelektrophoresen bei einer
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konstanten Stromstarke von 15 mA durchgefuhrt. AnschlieBend wurde die

Stromstarke verdoppelt.

Proteinmolekulargewichtsmarker:

Um die Grole der Proteine besser zuordnen zu konnen, wird pro Gel eine
Tasche mit einem Proteinmarker gefullt. Molekulargewichtsmarker fur
Gelelektrophoresen sind Gemische von Proteinen definierter GroRe. Der
verwendete, vorgefarbte Marker Precision Plus Protein All Blue Standard
stammte von der Firma Biorad, Munchen und wurde aliquotiert bei —20°C

gelagert.

— 250 kD

All Blue

Abb.9: Proteinstandard

3.5.5 Proteintransfer auf Nitrozellulose ( Western Blot )

Nach der elektrophoretischen Auftrennung in einem SDS-Polyacrylamidgel
tragen die Proteine eine negative Nettoladung. Durch das Anlegen eines
Stromes konnen die Proteine daher auf der der Anode zugewandten Seite
austreten und auf einer PVDF-Membran gebunden werden. Hier liegen sie in
der gleichen relativen Position zueinander vor und sind fur weitere

Reaktionen, wie die Anfarbung durch Antikorper, zuganglich.
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3.5.5.1 Halbtrockenblot

2xAnodenpuffer: 75 mM Tris/HCI pH 7,4

20% Methanol
2xKathodenpuffer: 20 mM Tris/HCI pH 9,0

40 mM e-Aminocapronsaure

20% Methanol
Nitrozellulose-Membran (GE-Healthcare, Schleicher und Schull, Dassel)
PVDF-Membran (GE-Healthcare, Schleicher und Schiull, Dassel)
Filterpapier (Whatman)

Ponceau S-Losung (Sigma): 0.5% PonceauS-Konzentrat in 1% Essigsaure

Zunachst wurden 6 Filterpapiere und eine Nitrozellulosemembran Protran®
auf die GroRe des Gels geschnitten. Die Filterpapiere wurden in
Transferpuffer getrankt. Die PVDF-Membran wurde erst mit Methanol gespuilt
und dann ebenfalls in Transferpuffer getrankt. Die Schichtung erfolgte

folgendermalden:

Kathode
Filterpapier
Nitrozellulose
Filterpapier
Anode

Der Transfer der Proteine erfolgte bei 1 mA/cm? Gelflache fiir 75 min.

3.5.5.2 Nassblot

Da der Transfer sehr groler Proteine (> 100 kDa) im Halbtrockenblot
problematisch sein kann, wurden einige Gele im Naliblot-Verfahren auf

Membran transferiert.
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Transferpuffer: 20 % (v/v) Methanol
192 mM Glycin
25 mM TrisBase

Die Westernblots wurden mit Hilfe einer vertikalen Tankblot-
Standardapperatur der Firma Bio-Rad durchgefihrt. Der Blotvorgang erfolgte
im Kuhlraum bei konstanter Stromstarke von 250 mA fur 6 h oder bei 200 mA
uber Nacht.
Blotaufbau:

Anode (+)

Schwamm, getrankt in Nassblotpuffer

3 Lagen Filterpapier, getrankt in Nassblotpuffer

PVDF- (mit Methanol befeuchtet) oder Nitrozellulose-

Membran

Polyacrylamidgel

3 Lagen Filterpapier, getrankt in Nassblotpuffer

Schwamm, getrankt in Nassblotpuffer

Kathode (-)

3.5.5.3 Immunfarbung auf Nitrozellulose/PVDF-Membranen

Die transferierten Proteine kdnnen mit Hilfe von Antikdrpern nachgewiesen
werden. Hierzu werden zunachst die unspezifischen Bindungsstellen durch
Inkubation mit Blockpuffer abgesattigt und danach erkennen Erstantikorper
ein spezifisches Protein. Ein zweiter mit Meerrettich Peroxidase (HRP)
gekoppelter Antikorper, der gegen die konstanten Domanen der schweren
Kette von Antikorpern gerichtet ist, bindet wiederum diese ersten spezifischen
Antikorper. Der Immunkomplex kann nun durch eine Enzymreaktion der
Peroxidase in Anwesenheit von H»O; sichtbar gemacht werden.
TBS-Tween-Milch: 5% Magermilchpulver

150 mM NacCl

25 mM Tris pH 7,4

0,05% Tween 20
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Waschpuffer: 0,05% Tween 20 in TBS
Luminol-Detektionsfertigsystem SuperSignal® (Thermo Sientific, USA):

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrat

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrat, wurde 1:10 mit Pico
Chemiluminescent Substrat verdunnt

Intelligent Dark Box II,LAS-1000+ (Fuji, Japan)

Phosphoimager Fujix BAS1000 (Fuji, Japan)

Name Klonalitat Herkunft Verdiinnung

Anti-Sortilin aus

_ polyklonal Abcam, UK 1:300
Kaninchen
Anti-HSC70 aus

monoklonal Abcam, UK 1:1000

Ratte
Anti-GLUT4 Polyklonal Abcam, UK 1:1000

Tabelle 6: Erstantikorper Western Blot

Name Herkunft Verdiinnung
Ziege anti Kaninchen |Dianova, Hamburg 1:10000
Ziege anti Maus Dianova, Hamburg 1:10000

Tabelle 7: Zweitantikorper, Meerrettich Peroxidase (HRP)
gekoppelt

Zur Abdeckung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran 45 min
mit  Blockpuffer inkubiert. Anschlielend fand eine Inkubation der
Nitrozellulosemembran mit dem Erstantikorper fur 2h bei Raumtemperatur
oder alternativ bei 4°C Uber Nacht statt. Um Uberschissigen Antikorper zu
entfernen, wurde die Membran dreimal in TBS-Tween-Losung gewaschen.
Hierauf erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper, fir mind. 45
min bei Raumtemperatur. Anschlielend wurde erneut durch dreimaliges
Waschen uberschussiger Antikorper entfernt. Alle Inkubations- und

Waschschritte wurden auf dem Schuttler ausgefuhrt, so dass die Membran in
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den Flussigkeiten standig leicht geschwenkt wurde. In der anschlieRenden
Chemolumineszenz-Nachweisreaktion findet eine Oxidation von zugefligtem
Luminol durch die Meerrettichperoxidase statt. Wahrend des
Substratumsatzes wird Licht der Wellenlange 428 nm emittiert, das Uber
einen Detektor (Fuji LAS-1000) ausgewertet wird. Die Belichtungszeit lag in

der Regel zwischen 10 Sekunden und 5 Minuten.

3.6 sonstige Methoden
3.6.1 ELISA zur Messung von Serumkonzentrationen

verschiedener Adipokine

Es wurden auflschlieBlich kommerziell erhaltliche, etablierte Assays
verwendet. Dabei wurden die jeweiligen Anleitungen der Hersteller befolgt. Es
handelte sich bei allen um quantitative “sandwich”-Enzym-Immunoassays.
Dabei wurde eine 96 well-Mikrotiterplatte mit einem monoklonalem
spezifischem Antikdrper beschichtet. Dieser bindet das nachzuweisende
Protein aus den Standards, Kontrollen und Proben. Nachdem ungebundene
Serumbestandteile abgewaschen wurden, wurde ein enzym-gekoppelter,
polyklonaler Antikdorper gegen das entsprechende Protein hinzugegeben.
Ungebundener Antikorper wurde ebenfalls abgewaschen, bevor eine
Substratlésung in die Vertiefungen pipettiert wurde. Die so entsehende blaue
Farbung schlug nach Zugabe einer Stopplosung in Gelb um. Die Intensitat
dieser Farbung korreliert mit der Menge an dem im ersten Schritt
gebundenem Protein und kann in einem Platten-Lesegerate (Spectra, Fa.

Tecan, Mannedorf, Schweiz) bei 450 nm bestimmt werden.

Gemessen wurden die Konzentrationen folgender Proteine:
Resistin (Quantikine® R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt)
IGF-I (Quantikine® R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt)
Leptin ( Firma Mediagnost, Reutlingen)

Adiponectin (Firma Invitrogen, Carlsbad, Californien)
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3.6.2 FACS (fluorescence-activated cell sorting) —

Analyse von isolierten Adipozyten

Krebs-Ringer-Bicarbonat-Puffer (KRB) 12,5 mM HEPES-NaOH pH7.,4
120 mM NacCl
6 mM KCI
1,2 mM MgSO,4
1 mM CaCl,
1 mM NazHPO,4
10 mM NaHCO;
10 mM Glukose
crude collagenase — Typ Il (Sigma)
1xPBS

FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, Heidelberg)

Zur Isolierung der Adipozyten wurden o1B-Mausen epididymale Fettpolster
entnommen. Das Gewebe wurde mit einer Skalpellklinge zerkleinert, in KRB-
Puffer mit 10 mg/mL Kollagenase aufgenommen und bei 37°C 30 Minuten
unter Schatteln inkubiert. Das so verdaute Gewebe wurde anschlief3end 5-
mal mit 2 mL KRB-Puffer gewaschen. Dazu wurde es bei 600xg eine Minute
zentrifugiert. Der Uberstand und das Pellet aus Bindegewebe und
Erythrozyten wurde dabei vorsichtig abgesaugt, so dass nur die obenauf
schwimmenden Fettzellen Ubrig blieben. Danach wurden die Zellen durch drei
weitere Zentrifugationen in PBS umgepuffert. Dabei wurde die Zelldichte auf

107 Zellen pro mL eingestellt. Es wurden 30.000 Zellen pro Tier analysiert.

3.6.3 Anfarbung von Adipozyten mit Oil Red O

Oil Red (1-([4-(Xylylazo)xylyl]azo)-2-naphthol, Sigma, Deisenhofen) ist ein
Farbstoff der Triglyceride, Fettsduren und Lipoproteine anfarbt. In dieser

Arbeit wurde es als Marker fur Adipozyten verwendet.
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Stockldsung: 3 mg/L in Isopropanol (7,3 uM)

Gebrauchslosung: 3 Teile Stocklosung plus 2 Teile H,O
Nach zehn Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
wurde diese Losung mit einem Faltenfilter (Nr. 595 7%, Fa
Schleicher und Schull, Dassel) geklart. Sie ist max. zwei
Stunden stabil.

10% Formalin (Carl Roth, Karlsruhe)

Die Zellen wurden durch eine halbstundige Inkubation bei Raumtemperatur
mit 10% Formalin fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit 1xPBS folgte eine
zehnminutige Anfarbung bei Raumtemperatur mit der Gebrauchslosung. Nach
dreimaligem Waschen mit H,O wurde die Farbung am Mikroskop
ausgewertet. Zur Quantifizierung wurde die Hintergrundfarbung durch
einmaliges Waschen mit 60%-igem Isopropanol entfernt und anschliel3end mit
1 mL reinem Isopropanol in einer 10 minutigen Inkubation die Zellen komplett
entfarbt. Die Menge des zuletzt ausgewaschenen Red Oil konnte dann

photometrisch bei einer Wellenlange von 510 nm bestimmt werden.
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4. Ergebnisse
4.1 Phédnotypisierung des o1B-defizienten

Mausstamms

In einer vorangegangenen Arbeit wurde in unserer Arbeitsgruppe ein o1B-
defizienter Mausstamm generiert (Riel, 2004). Hierzu wurde das auf dem X-
Chromosom gelegene, fur die Expression von 1B verantwortliche AP1S2-
Gen durch Einfiugen einer Neomycin-Resistenz-Kassette in Exon 3 zerstort.
Die Zucht hat den genetischen Hintergrund einer Mischung aus C57/B6J und
129/0la-Mausen. o1B-defiziente Tiere beiderlei Geschlechts entwickeln sich
wie ihre Wildtyp-Geschwister. Sie wachsen gleich schnell, sind gleich grol3,
fertil und erreichen ein normales Alter. Erste histologische Studien einiger
Gewebe (wie Skelettmuskel, lymphatische Organe, Leber, Gehirn und Milz)
zeigten bisher keine Unterschiede auf Grund der o1B-Defizienz. Northern-
Blots bestatigten das Fehlen eines o1B-Transkriptes und zeigten, dass die
o1A und o1C Transkription nicht hochreguliert sind. In der vorliegenden Arbeit
sollten die Organe mit hochster o1B-Expression noch genauer auf

phanotypische Unterschiede auf Grund der o1B-Defizienz untersucht werden.

4.1.1 Wasserhaushalt der o1B-defizienten Mause

Bei der Beobachtung von o1B-defizienten Tieren fiel auf, dass insbesondere
mehrere mannliche Tiere, duBerst schmerzempfindlich waren. AuRerlich
waren bei diesen Tieren Vorwolbungen an der Bauchseite zu sehen. Nach
der Er6ffnung des Abdomens wurde meist eine stark mit Urin angeflllte
(hydropische) Blase beobachtet. Haufig waren auch eine, manchmal sogar
beide Nieren Dbetroffen. Letztere zeigten ebenfalls eine grolle
Flassigkeitsansammlung im Nierenbecken mit hydropischer Schwellung. Das
eigentliche Nierengewebe wurde dadurch an den Rand gedrangt. Beispielhaft
zeigt die Abbildung 10 den Situs eines solchen Tieres. Bei den weiteren
Untersuchungen wurden keine Abflussbehinderungen im Bereich der unteren

Harnwege festgestellt. Insgesamt wurden in einem Jahr 35 mannliche o1 B"-
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Mause getotet und 4 dieser Tiere waren, wie oben beschrieben, dramatisch
verandert. Von 40 méannlichen o1B**-Mausen zeigte keine eine Auffalligkeit
im Bereich der Nieren oder der Blase. Es gab auch einen Fall eines
betroffenen weiblichen o1B”-Tieres. Wegen der deutlichen Assoziation der
Fehlbildung mit dem mannlichen Geschlecht haben wir uns bei den weiteren

Untersuchungen auf mannliche Tiere des o1B-Mausstammes konzentriert.

Abbildung 10: Photo einer 5 Monate alten, mannlichen, c1B-defizienten
Maus, deren Niere und Blase stark mit Urin angefiillt sind.

Der Pfeil mit der ausgefullten Spitze deutet auf die Blase, wahrend der Pfeil
mit nicht ausgefullter Spitze auf die Flissigkeitsansammlung in der Niere
hinweist.

Zunachst wurde auf Grund der beschriebenen Auffalligkeiten der Urin der
o1B-defizienten-Mause naher untersucht, um Hinweise auf eine mdgliche
Fehlfunktion der Nieren zu bekommen. Dazu setzten wir 5 1B~ und 5
01B"*-Mause jeweils fir 24h in spezielle Stoffwechselkafige, die es
ermoglichen, die Exkremente getrennt aufzufangen und die Menge an

aufgenommener Nahrung und getrunkenem Wasser zu messen. In einem
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ersten Versuch wurde die Menge an ausgeschiedenem Urin innerhalb von
24h bestimmt. Die circa 1Jahr alten, mannlichen Mause wurden im Abstand
von jeweils 2 Tagen funfmal in die Kafige gesetzt und der in dieser Zeit
produzierte Urin wurde aufgefangen und gemessen. Die Gruppe aus 5 o1B-
defizienten Tieren schied fast 3,5 mL in 24h aus. Dies war im Vergleich zur
Kontrollgruppe mehr als die doppelte Menge Urin (s. Abbildung 11). Die
Kontrollgruppe bestand aus 5 gleichaltrigen Mannchen, die einer parallel
gefuhrten Kontrollzucht entstammten. Sie schieden ungefahr 1,5 mL in 24h
aus. Dies entspricht der fur Mause normalen Menge von 1,6 mL, die von der
,Mouse Genome Informatics’-MGl im Internet angegeben wird
(http://www.informatics.jax.org/mgihome/other/mouse_facts1.shtml). Im
gleichen Zeitraum hatten die 01B”-Mé&use 5,4 mL und die Kontrollmause 3,7

mL Wasser getrunken.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der in 24h ausgeschiedenen
Harnmengen von o1B-defizienten-Mausen und Mausen aus einer
Kontrollzucht.

Der Harn der Mause wurde an 5 nicht aufeinander folgenden Tagen uber
einen Zeitraum von 24h in speziellen Stoffwechselkafigen gesammelt.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Mengen an ausgeschiedenem Urin von 5
Mausen je Gruppe. Die Gruppen bestehen aus o1B-defizienten Tieren (-/-)
und aus Tieren einer Kontrollzucht (+/+). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen an. Mann-Whitney-Test: p=0,0079

Da unter anderem Uber die Menge an ausgeschiedenem Harn auch der
Blutdruck reguliert werden kann, wurde dieser sowohl bei o1B-defizienten
Mausen als auch bei Kontrolltieren gemessen (vgl. Tabelle 8). Der mittlere
Blutdruck beider Gruppen mit jeweils 5 Tieren betrug 1,1 mmHg. Die
maximalen Werte lagen bei 2,82 mmHg (Kontrolltiere) und 2,54 mmHg (o1B-
defiziente Mause). Es zeigen sich also keine Genotyp-abhangigen

Unterschiede.
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Kontrolle (n=5) | o1B” (n=>5)

mittlerer Blutdruck (mmHg) 1,10 1,10
maximaler Blutdruck (mmHg) 2,82 2,54

Tabelle 8: Messung des Blutdrucks von Kontrollmdusen und
o1B-defizienten Mausen. Dargestellt sind der mittlere und der maximale
Blutdruck von Kontrollmausen (Kontrolle) und o1B-defizienten Mausen.

Bei der Wiederholung der Messung des Wasserhaushalts blieb die
Anordnung unverandert, die Tiere waren jedoch erst 4 bis 5 Monate alt im
Gegensatz zu den 11-12 Monate alten Tieren des ersten Versuchs. Die
Kontrollgruppe bestand aus 5 mannlichen Wildtyp-Tieren, die direkt aus der
Zucht der o1B-defizienten Tiere entstammten (o1B**). In dieser Zucht werden
in der Regel heterozygote (+/-) Weibchen mit Wildtyp- oder defizienten
Mannchen (+/Y bzw. -/Y) verpaart, so dass sowohl Wildtyp-Mause (+/+) als
auch heterozygote Tiere (+/-) und o1B-defiziente (-/-) Nachkommen geboren

+/+

werden. Im Vergleich zu dieser Kontrollgruppe aus 5 c1B™"-Mausen konnten
keine Unterschiede in der Menge an ausgeschiedenem Urin beobachtet
werden. Im Durchschnitt wurden in 24h 3 mL pro Tier aufgefangen. Dies
entspricht der Menge an Harn der o1B-defizienten Tiere aus dem ersten
Versuch. Es gab jedoch ein o1B-defizientes Tier, das weit Uber dem
Durchschnitt lag und im Mittel der 5 Tage 5,5 mL urinierte. Ahnliche
Einzelfalle waren auch zuvor schon beobachtet worden.

Um die Funktion der Nieren zu Uberprifen, wurden, neben der Menge des
gesammelten 24h-Urins, weitere Parameter bestimmt, wobei alle Kontrolltiere
der 01B-Zucht entstammten und ca. 5 Monate alt waren. Zunachst wurde die
Proteinkonzentration des Harns mittels eines Bradford-Assays (s. 3.5.3), und

damit die Gesamtmenge an ausgeschiedenem Protein bestimmt. Die
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+/+

Konzentrationen betrugen 8,10 pg/uL im Urin der 61B™"-Mause und 8,3 pg/pL
im Urin der 61B"-Mause. Die Gesamtmenge an ausgeschiedenem Protein lag
bei 22,6 g (01B*"*-Mause) bzw. 19,7 g (c1B"Mause) in 24h, d.h. es konnten
keine Unterschiede zwischen o1B-defizienten Tieren und Wildtyp-Kontrollen
beobachtet werden (siehe Abbildung 12 A). Auch das Proteinmuster im Urin
der o1B-defizienten Mause, das durch eine SDS-Page unter reduzierenden
Bedingungen ermittelt wurde, zeigte keine Veranderungen im Vergleich zu
den Wildtyp-Mausen (Daten nicht gezeigt). Eine Erhdhung hochmolekularer
Proteine (> 60 kDa) hatte dabei auf eine Schadigung der glomerularen
Filtration hinweisen konnen, wohingegen eine vermehrte Ausscheidung
niedermolekularer Proteine (< 60 kDa) auf eine gestorte Ruckresorption im
tubularen Bereich hingedeutet hatte.

Mit einem colorimetrischen Assay, der speziell auf biologische Proben
abgestimmt ist (siehe 3.4.3.2), wurde aullerdem die Menge an
ausgeschiedenem Harnstoff bestimmt. Die errechnete Konzentration an
Harnstoff im Urin der 01B*"*-Mé&use betrug 1,45 mmol/L und die Konzentration
des Harnstoffs im Urin der 61B"-Mause lag bei 1,36 mmol/L. Dies entspricht
0,41 nmol bzw. 0,35 nmol an ausgeschiedenem Harnstoff in 24h. Die
errechneten Mittelwerte der Harnstoffkonzentrationen im 24h-Urin der o1B-
defizienten Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigten also keine
Unterschiede (s. Abbildung 12 B).
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der Proteinkonzentrationen des
24h-Urin von o1B-defizienten Mausen und Wildtyp-Mausen der gleichen,
isogenen Zucht

Der Harn der Mause wurde an 5 nicht aufeinander folgenden Tagen uber
einen Zeitraum von 24h in speziellen Stoffwechselkafigen gesammelt.
Abgebildet werden die mittleren Proteinkonzentrationen des Urins (A) und die
Mittelwerte der Mengen an ausgeschiedenem Harnstoff (B). Die Gruppen
bestehen aus o1B-defizienten Tieren (-/-) sowie aus Tieren, die der gleichen
Zucht entstammen, aber zwei Wildtyp-Allele besitzen (+/+).

Die Osmolaritat des 24h-Urins wurde Uber die Bestimmung des
Gefrierpunktes ermittelt. Sie zeigte in beiden Gruppen erhebliche individuelle
Unterschiede mit Werten von 1180 mosmol/kg bis 3000 mosmol/kg. Die
Gruppen bestanden aus 5 01B**-Mausen und 5 o1B”-Mausen, von denen
jeweils 5 Messwerte ausgewertet wurden. Die Mittelwerte beider Gruppen
lagen bei 2100 mosmol/kg bzw. 1900 mosmol/kg, so dass sich keine

Genotyp-abhangigen Veranderungen ergaben (vgl. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Messung der Osmolaritit des Urins von 61B**-und o1B™
-Méausen

Zur Bestimmung der Osmolaritat des Urins wurde an 5 Tagen von je 5
mannlichen Mausen pro Genotyp der Urin Uber 24h gesammelt und
ausgewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte Uber 5 Tage fur die einzelnen
Tiere, grau sind die Kontrollen und rot die defizienten Tiere, und die
Mittelwerte aller Tiere eines Genotyps. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung.

Des Weiteren wurde der 24h-Urin mittels Urinteststreifen noch auf folgende
Parameter hin untersucht (s. 3.4.3.1): Urobilinogen, Ketone, Blut
(Hamoglobin), Nitrit und Leukozyten. Dabei ergaben sich keine signifikanten

+/+

Unterschiede zwischen o1B™*- und 61B”-Méausen (Daten nicht gezeigt). Der
gleichfalls ermittelte pH-Wert des Urins schwankte zwischen 6 und 7. Auch
hier ergab sich kein signifikanter Unterschied.

+/+

Sowohl 01B™- als auch o1B**-Mause scheiden also im Mittel 3 mL Urin in
24h aus. Die Tiere aus der Kontrollzucht mit dem gleichen genetischen

Hintergrund scheiden allerdings nur 1,5 mL Urin in 24h aus. Da alle weiteren
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gemessenen Parameter des Urins der Tiere des o1B-Mausstammes
unauffallig waren, liegt es nahe, dass es sich bei dieser Beobachtung um eine
fur diese Inzucht spezifische Eigenschaft handelt, die unabhangig von der
o1B-Defizienz zu sein scheint. Es sollte jedoch nicht Ubersehen werden, dass
auch in der zweiten, jungeren Kohorte eine o1B-defiziente Maus deutlich
mehr Harn ausgeschieden hat. Mogliche Grunde fur die initiale Beobachtung,
dass o1B-defiziente Mause diese extremen Rulckstauungen des Harns

zeigen, werden unter 5.2.1 weiterfuhrend diskutiert.
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4.1.2 Serumanalyse o1B-defizienter Mduse

Zur Untersuchung des Serums wurde den mannlichen o1B-defizienten
Mausen und Kontrollmausen retrobulbar Blut entnommen und durch
Gerinnung und Zentrifugation daraus Serum gewonnen. Diese Seren wurden
am Tierarztlichen Institut, Abteilung Hygiene der Nutztiere der Universitat
Gottingen analysiert. Es wurden einige Parameter untersucht, die auf eine
maogliche Veranderung der Nierenfunktion oder der Modulation der Wirkung
von Insulin hindeuten konnten (vgl. 4.1.1 und 4.1.3.2). Alle analysierten
Parameter waren in den o1B-defizienten Mausen und den Kontrolltieren

vergleichbar (s. Tabelle 9).

Kontrolle (n=5) o1B™ (n=5)

Gesamtprotein (g/dL) 5,7 +£0,34 55 0,28

Harnstoff (mg/dL) 57,7 +£835 553 5,0

Kreatinin (mg/dL) 045 +0,03 0,44 £0,03
Cholesterin (mg/dL) 110 +284 98,9 +286
Glukose (mg/dL) 142 +246 149 104

Tabelle 9: Analysierte Serumwerte von Kontrollmausen und o1B-
defizienten Mausen

Zur Analyse des Serums wurde je Genotyp 5 mannlichen Tieren im Alter von
4-5 Monaten retrobulbar Blut entnommen und aus diesem Serum gewonnen.
Die Bestimmung der Serumwerte erfolgte am Tierarztlichen Institut, Abteilung
Hygiene der Nutztiere der Universitat Gottingen. Angegeben sind der
errechnete Mittelwert der Untersuchungsergebnisse und die
Standardabweichung.
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4.1.3 o1B-abhéangige Funktion von Fettgeweben

Bereits im ersten Wurf der c1B-F1 Generation wurde auffallig, dass die 5
defizienten, mannlichen Tiere sich schon auferlich von ihren 3 Wildtyp-
Geschwistern unterschieden. Im Alter von 6 Monaten war ein Buckel zu
erkennen. Rontgenaufnahmen zeigten allerdings nur moderate Verformungen
der Wirbelsaule. Nach dem Entfernen der Haut wurde ersichtlich, dass das
Fettgewebe zwischen den Schulterblattern und an den Oberarmen vollstandig
fehlte. Das Fehlen dieses Gewebes erweckte den Eindruck eines Buckels bei
den Tieren (siehe Abbildung 14). Daher konzentrierten sich die nachsten
Versuche darauf, die Funktion des Fettgewebes der o1B-defizienten Mause

zu untersuchen.

+/+ -/-

Abbildung 14: Fehlendes Fettgewebe in 01B defizienten Mausen Diese
Photos zeigen den Extremfall eines Wurfs (4 Mannchen 2:2), bei dem die 1B
defizienten Geschwister im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren fast keine
Fettpolster an den Oberarmen und zwischen den Schulterblattern haben. Auf
beide Stellen deuten jeweils Pfeile. Dies ergab am lebenden o1B™-Tier den
Eindruck eines Buckels. Rontgenuntersuchungen zeigten aber keine
Skelettveranderungen (Riel, 2004).
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4.1.3.1 Charakterisierung des Fettgewebes

Da dieser geschilderte Fall einer extremen Buckelbildung nicht mehr
beobachtet wurde, sollte die Menge an vorhandenem Fettgewebe aus o1B**-
und o1B"-Mausen verglichen werden. Dazu wurden epididymale Fettpolster
entnommen. Diese Fettpolster befinden sich um den Nebenhoden
(Epididymis) und ziehen weiter am Samenstrang entlang. Da sie distinkt und
gut abgrenzbar sind, lassen sie sich besonders leicht vollstandig und ohne
Verunreinigungen durch umliegendes Gewebe entnehmen. Da sie
naturgemafly nur bei mannlichen Mausen zu finden sind, beschrankten sich
alle in diesem Kapitel gemachten Untersuchungen auf das Fettgewebe

mannlicher Mause.
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Abbildung 15: Verhidltnis des Gewichts isolierter epididymaler
Fettpolster zum Koérpergewicht von 01B** - und o1B™-Mausen

Bei je 6 01B™*- und o1B”-Mausen wurden die epididymalen Fettpolster
entfernt und ihr Gewicht ins Verhaltnis zum jeweiligen Korpergewicht gesetzt.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Genotypen und ihre Standardabweichung
als Fehlerbalken. Mann-Whitney-Test: p=0,0022
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Nachdem die epididymalen Fettpolster von je 6 61B**- und o1B"-Méausen
entnommen worden waren, wurden sie gewogen und zum Korpergewicht der
entsprechenden Maus ins Verhéltnis gesetzt. Der Mittelwert der 01B**-Méause
betrug 0,016 g epididymales Fett pro g Kérpergewicht und die o1B™-Mause
hatten 0,009 g epididymales Fett pro g Korpergewicht (s. Abb. 15). Die
o1B-defizienten Mause besal3en also schon im Alter von 3 Monaten weniger
(epididymales) Fettgewebe. Die zuvor beschriebene Reduktion des
Fettgewebes war prinzipiell durch zwei Mechanismen erklarbar: Entweder war
die absolute Zahl an Fettzellen (Adipozyten) vermindert oder die einzelnen
Adipozyten waren bei gleicher Zellzahl kleiner, z.B. weil sie weniger Fett
speichern als bei den Kontrolltieren. In mikroskopischen Aufnahmen von
Kryoschnitten des Fettgewebes war dies schwer zu beurteilen, da die Grolde
der einzelnen Adipozyten sehr heterogen ist. Daher wurden aus
epididymalem Fettgewebe von 6 Tieren Adipozyten isoliert und mit einem
Durchflusszytometer analysiert (s. 3.6.2). Der Parameter ,sideward scatter”
ermoglicht dabei den Vergleich der GrolRe der analysierten Zellen. Pro Tier
wurden 30.000 Einzelereignisse gezahlt und in einem Histogramm dargestellt.
Ein reprasentatives Beispiel zeigt Abbildung 16. Es gab keine Unterschiede
zwischen o1B"*- und 61B"-Mausen. Auch in einem Fenster mit besonders
groRen Zellen gab es keine Veranderungen (s. Abb. 16). Dies legt den
Schluss nahe, dass nicht die einzelnen Adipozyten bei den o1B-defizienten
Tieren kleiner waren, sondern deren absolute Zahl um durchschnittlich 50

Prozent reduziert ist.
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Abbildung 16: FACS-Analyse isolierter Adipozyten

Die Zellgrole wurde durch den Parameter ,forward scatter® eines
Durchflusszytometers analysiert. Die untersuchten Zellen waren aus
epididymalen Fettpolstern isoliert worden. Jedes Histogramm besteht aus
30.000 gezahlten Signalen. Je Genotyp ist die graphische Auswertung eines
reprasentativen Ergebnisses dargestellt. Ausgewertet wurden je 3 61B™- und
o1B**-Mause.
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4.1.3.2 Funktionelle Untersuchung des Fettgewebes

4.1.3.2.1 Glukosetoleranz der c1B-defizienten Mause

Da bei den o1B-defizienten Mausen quantitative Veranderungen des
Fettgewebes beobachtet wurden, sollte als nachstes eine Untersuchung von
Funktionen der Adipozyten bei o1B-defizienten Tieren durchgefuhrt werden.
Eine der wichtigen und spezifischen Funktionen des Fettgewebes ist die
Insulin-abhangige Aufnahme von Glukose aus dem Blut, die Uber komplexe
vesikulare Transportmechanismen vermittelt wird. Diese Funktion wurde
durch einen Glukosetoleranztest Uberprift (s. 3.4.4). Dazu wurden die Mause
zunachst Uber Nacht (16 h) ohne Nahrung, aber mit freiem Zugang zu
Wasser, gehalten. Pro Genotyp wurden 8 Mausen jeweils 2 g Glukose pro kg
Kdrpergewicht intraperitoneal injiziert. Zu den Zeitpunkten 0 min, 15 min, 30
min, 45 min, 60 min, 75 min, 90 min, 120 min und 150 min wurde aus der
Schwanzspitze ein  Tropfen Blut entnommen und mit einem
Blutzuckermessgerat analysiert. Der initial gemessene Anstieg der
Glukosekonzentrationen variierte stark, lie3 sich aber in zwei Gruppen mit
vergleichbaren Werten unterteilen. Dies kdnnte an einer leicht verschobenen
Kinetik liegen, so dass nach 15 min nicht bei allen Tieren das Maximum der
erreichten Blutglukosekonzentration lag. Wahrscheinlich ist jedoch, dass die
Injektion  der Glukose nicht immer direkt in den Bauchraum erfolgte.
Abbildung 17 zeigt die Graphen der absoluten und der prozentualen
Glukosekonzentration Uber die Zeit. Unabhangig von der Hohe des initialen
Anstiegs war die Blutglukosekonzentration nach zwei Stunden wieder auf das
Ausgangsniveau abgesunken. Dabei konnten keine Unterschiede der Insulin-
abhangigen Glukoseaufnahme aus dem Blut von 61B™- und o1B**-Mé&usen
beobachtet werden. Das bedeutet, dass weder die Sensitivitat noch die

Kapazitat dieses Systems gestort sind.
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Abbildung 17: Glukosetoleranztest

Graue Graphen reprasentieren die Werte der 1B™"-Mause und rote Graphen
die der 01B™-Mause. Den ¢1B**- und ¢1B”-Mausen wurde nach einer 16-
stindigen Nahrungskarenz jeweils 2 g Glukose pro kg Korpergewicht i.p.
injiziert und zu den Zeitpunkten 0 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75
min, 90 min, 120 min und 150 min der Blutglukosespiegel gemessen.
Entsprechend der HoOhe des initialen Anstiegs der Glukosekonzentration
wurden die Tiere in zwei Gruppen eingeteilt (2,5-3 und 4-4,5 fach). Dargestellt
ist der Verlauf der prozentualen Blutglukosewerte Uber die Zeit und der
Verlauf der Mittelwerte der absoluten Glukosekonzentrationen.

+/+
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4.1.3.2.2 Konzentrationen von Adipozytokinen im Serum

Zur Funktion des Fettgewebes gehort auch die Ausschuttung verschiedener
I6slicher Proteine, sogenannter Adipozytokine oder kurz Adipokine, die den
Metabolismus beeinflussen. Da auch hier vesikulare Transportprozesse
beteiligt sind, wurden deren Konzentrationen im Serum von o1B™- und
o1B™*-Mausen bestimmt. Zu den untersuchten Proteinen zzhlen: Leptin,
Adiponectin und Resistin. Aulerdem wurde die Serumkonzentration an IGF-|
(,Insulin-like Growth Factor I*) bestimmt, da diesem Protein eine Rolle in der
Differenzierung von Adipozyten zugeschrieben wird (Scavo et al., 2004). Den
Mausen wurde zunachst retrobulbar Blut entnommen und daraus durch
Gerinnung und anschlieRende Zentrifugation Serum gewonnen. Die
Konzentrationen der Adipozytokine im Serum von je 18 o1B™*- und o1B™
-Mausen wurden in Doppelbestimmungen in ELISA-Assays bestimmt
(s. 3.6.1). Ein Antikorper, der spezifisch fur die nachzuweisenden Proteine ist,
wurde in den Vertiefungen einer 96-well-Platte immobilisiert. Die Seren und
Standardlosungen wurden inkubiert, so dass die entsprechenden
Serumproteine von den immobilisierten Antikdrpern gebunden wurden. Das
gebundene Protein wurde von einem zweiten Antikorper erkannt, der
wiederum in einem nachsten Schritt von einem HRP-konjugierten Spezies-
spezifischen IgG gebunden wurde. Anschlielend wurde eine Substratlosung
zugegeben, die zu einer Farbung fuhrt, deren Intensitat proportional zur
Menge an gebundenem Serumprotein ist. Dieser Vorgang wird abgestoppt
und anschlieRend kann die Intensitat der Farbung in einem Photometer
bestimmt werden. Dies ergab fur Adiponectin eine mittlere Konzentration von
149,9 pg/mL im Serum der o1B**-Mause und 137,3 pg/mL im Serum der
01B”-Méuse. Resistin lag in einer Konzentration von 32,6 ng/mL im Serum
der o1B**-Mause bzw. 30,6 ng/mL im Serum der o1B”-Mause vor. Es
zeigten sich also keine Unterschiede in den Mittelwerten der
Serumkonzentrationen von o1B**- Mausen und o1B”-M&usen beziiglich der
untersuchten Adipokine (vgl. Abbildung 18). Fur Leptin wurden

+/+

Serumkonzentrationen von 0,95 ng/mL bei 61B""-Mausen und 0,94 ng/mL
bei 01B"-Mausen errechnet. Auffillig sind jedoch die groRen individuellen

Unterschiede in der Leptinkonzentration, die zum Teil um das Doppelte vom
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Mittelwert abwichen. Dieses Ergebnis wurde mit verschiedenen Leptin-ELISA-
Kits zweier Anbieter erzielt. Da andere Adipokine in den gleichen Seren
bestimmt werden konnten, kann man Praparationsartefakte als Ursache
ausschlie®en. Mdgliche physiologische Einflusse auf die Leptinkonzentration
im Serum werden unter 5.2.3 diskutiert. Die starken Abweichungen vom
errechneten  Mittelwert lassen  eine  verlassliche  Aussage  zur
Leptinserumkonzentration mit der hier gewahlten Anzahl an M&usen nicht zu.
Die mittlere Konzentration von IGF-1 betrug 0,68 pg/mL im Serum der o1B*/*-
Mause und 0,67 pg/mL im Serum der o1B"-Mause, so dass auch beziiglich

dieser Serumkonzentrationen keine Unterschiede gemessen wurden.
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Abbildung 18: Serumkonzentrationen der Adipozytokine von o1B**-und
o1B”-Mausen

In dieser Abbildung sind die Ergebnisse der ELISA-Assays zur Bestimmung
der Serumkonzentrationen von Adiponectin, Resistin, IGF-l und Leptin
zusammengefasst. Graue Balken représentieren die Mittelwerte der o1B**-
Mause und rote Balken die der 01B”-Méause. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichungen.
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Zusatzlich zur im Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren unveranderten
Glukosetoleranz scheint das vorhandene Fettgewebe der o1B-defizienten
Mause also auch funktionell — in Bezug auf die Sekretion von Adipokinen —
vergleichbar dem von Kontrolltieren zu sein. Dies bestatigte auch ein Assay
zur Bestimmung der Triglyceridkonzentration im Serum, dessen Ergebnisse
hier nicht gezeigt werden, da auch hier keine Unterschiede der Werte der
01B"-Mause im Vergleich zu den Werten der o1B"*-Mausen beobachtet

wurden.

4.1.2.3.2 Einfluss einer fettreichen Diat auf das Gewicht c1B-
defizienter Mause

Eine fettreiche Kost fuhrt bei Menschen und Nagern zu anwachsenden
Fettpolstern. Daher haben wir den Effekt einer fettreichen Diat auf das
Gewicht von o1B-defizienten Mausen untersucht. Es wurden 8 mannliche
Wurfgeschwister 10 Wochen lang mit einer speziellen Diat ernahrt. Jeder
Genotyp (01B**; 01B™) war mit 4 Tieren vertreten. Dabei war der Fettgehalt
des Futters von 5% des Standardfutters auf 21% erhoht. Die Mause hatten
freien Zugang zu diesem Futter. Der Versuch startete im Alter von 30 Tagen,
da die Tiere zu diesem Zeitpunkt bereits seit einer Woche nicht mehr gesaugt
wurden und somit an festes Futter gewohnt waren und sich noch in der
Wachstumsphase befanden. Die Mause wurden einmal in der Woche
gewogen und parallel dazu wurde die Gewichtsentwicklung von zwei
Kontrollgruppen aus 8 ¢1B**-Mausen und 6 61B"-Mausen verfolgt, die das
Standardfutter bekamen. In Abbildung 19 sind die normalisierten Mittelwerte

+/+

des Gewichts aller Gruppen Uber die Zeit dargestellt. Sowohl 61B™"-Mause
als auch o1B”-Mause nehmen durch das fettreiche Futter im getesteten
Zeitraum mehr an Gewicht zu als mit dem fettarmeren Standardfutter (vgl.
Abbildung 19 A). Dies bedeutet, dass ein vorhandenes Fettpolster der o1B-
defizienten Tiere durch eine erhdohte Fettaufnahme expandieren kann. Eine
Regressionsgerade durch die ersten drei Werte der fettreich erndhrten o1B™-
Tiere, also dem Zeitraum, in dem entwicklungsbedingt eine starke

+/+

Gewichtszunahme stattfindet, verlauft wesentlich steiler als die der ¢1B
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Tiere. Dies konnte auf eine Kompensation fur eine mogliche
Entwicklungsstorung des Fettgewebes hindeuten, die unter normalen
Ernahrungsbedingungen nicht als Unterschiede im Korpergewicht messbar
sind und erst durch die erhohte Energiezufuhr nachweisbar oder aktiv
werden. Um statistisch signifikante Aussagen treffen zu kdnnen, musste aber
der Versuch mit einer grolReren Anzahl an Tieren wiederholt werden. Im
weiteren Verlauf sinkt die Steigung der Regressionsgeraden und damit die
Geschwindigkeit der prozentualen Gewichtszunahme deutlich ab. Ein
Genotyp-abhangiger Unterschied ist nicht mehr zu beobachten (s. Abbildung
19 B und C).
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Abbildung 19: Gewichtszunahme der 61B**-Mause und o1B™-Mause

unter Fettdiat

A) 8 mannliche Geschwister wurden ab einem Alter von 30 Tagen 10 Wochen
lang mit freiem Zugang zu einem fettreichen Futter (ssniff EF D12108 R/M;
21% statt 5% Fett) gehalten. Alle 8 Tage wurde das Gewicht kontrolliert.




Ergebnisse 90

Abgebildet ist der Verlauf der, auf das Anfangsgewicht bezogenen,
prozentualen Mittelwerte von 4 Mausen je Genotyp Uber die Zeit. Graue
Graphen mit Dreiecken reprasentieren die Werte der ¢1B**-Mause und rote
Graphen mit Rechtecken die der 61B-Mause. Die gestrichelten Graphen mit
den ungeflllten Symbolen zeigen den Gewichtsverlauf von zwei
Kontrollgruppen aus 8 o1 B**-M&usen und 6 o1B”-Mausen mit dem Ublichen
Futter.

Teil B) der Abbildung zeigt die Regressionsgerade durch die Werte der
01B**-Mause und o1B”-Mause mit einer fettreichen Diat lber die ersten 3
Wochen.

Im Teil C) sind die Regressionsgeraden fur den weiteren Verlauf abgebildet.
Die Gleichungen der Geraden sind im entsprechenden Farbcode (s.A)
dargestellt.

4.1.3.3 Differenzierung des Fettgewebes

Im vorhergehenden Kapitel konnte gezeigt werden, dass die epididymalen
Fettpolster von o1B-defizienten Mausen kleiner sind. Da aber die einzelnen
Zellen keine GroRenunterschiede aufweisen und auch alle weiteren
untersuchten physiologischen Funktionen des vorhandenen Fettgewebes
unverandert waren, wurde die Differenzierung dieses Gewebes untersucht.
Dazu wurden am Tag 13,5 nach einer terminierten Verpaarung murine
embryonale Fibroblasten (MEF) isoliert (vgl. 3.3.4). Diese Zellen kdnnen
innerhalb der ersten 3-4 Passagen mit Hilfe von Insulin, Dexamethason und
3-Isobutyl-1-methylxanthin als Zusatze im Medium zu Adipozyten-ahnlichen
Zellen differenzieren (vgl. 3.3.5 zusammengefasst in (Rosen und
MacDougald, 2006)). Dazu werden sie 2 Tage nach Erreichen der Konfluenz
weitere 2 Tage lang mit obigen Zusatzen induziert und noch 7 weitere Tage
kultiviert. Wahrend dieser letzten Phase ist dem Medium nur Insulin
zugesetzt. Die dabei gebildeten fettspeichernden Vesikel dienten als Marker
fur die Entwicklung zu Adipozyten-ahnlichen Zellen. Nach der Fixierung der
Zellen kann das gespeicherte Fett mit dem lipophilen Farbstoff Oil Red O
angefarbt werden (vgl. 3.6.3). Abbildung 20 A =zeigt entsprechende
Ubersichtsaufnahmen. Zur Quantifizierung wurde anschlieRend der
gebundene Farbstoff mit Isopropanol ausgewaschen. Die Farbintensitat der
daraus entstandenen Losung wurde bei einer Wellenlange von 510 nm
photometrisch bestimmt (s. Abbildung 20B). Der Mittelwert der
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Doppelbestimmungen von 6 Wildtyp-Zellklonen lag bei einer Extinktion von
0,3. Die mittlere Extinktion der Doppelbestimmungen von 9 o1 B”-Klonen
betrug 0,12. Bei allen Werten wurde die Extinktion von undifferenzierten
Zellen subtrahiert. Das heil3t, dass die Differenzierung von MEF, die aus o1B-
defizienten Embryonen gewonnen wurden um 60% weniger effizient zu sein

scheint als die von Wildtyp-Fibroblasten.

++ -)-

Abbildung 20: Differenzierung von MEF zu Adipocyten

Murine, embryonale Fibroblasten wurden in einem Assay (vgl. 3.3.5) zu
Adipozyten-ahnlichen Zellen differenziert. Nach 9 Tagen wurden die
eingelagerten Lipide mit einem roten Farbstoff (Oil Red O) angefarbt. In Teil
A der Abbildung sind reprasentative Photos der angefarbten Zellen zu sehen.
Im Teil B der Abbildung ist die anschlieRende Quantifizierung dargestellt.
Dazu wurden die Zellen mit Isopropanol entfarbt und die Menge des
ausgewaschenen Farbstoffs bei 510 nm photometrisch bestimmt. Der graue
Balken stellt den Mittelwert der Ergebnisse aus Doppelwerten der Zellen aus
6 o1B**-Embryonen und der rote Balken den Mittelwert der Zellen aus 9
o1 B"'—Embryonen dar. Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Abweichung.
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In einer vorangegangen Doktorarbeit unserer Gruppe (Radhakrishnan, 2006)
konnte gezeigt werden, dass im Fettgewebe von o1B-defizienten Mausen im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen ein vierfacher Anstieg des Proteins Sortilin zu
verzeichnen ist (s. Abbildung 21 C und D). Um zu sehen, ob dieser
Unterschied auch auf mRNA-Ebene vorhanden ist, wurde ein Northern-Blot
durchgefuhrt. Drei Tiere je Genotyp wurden getestet. Je 15 ug RNA aus
epididymalem Fettgewebe wurde im Agarose/Formaldehydgel aufgetrennt,
auf eine HybondN Membran transferiert und mit einer cDONA Sonde gegen die
mMRNA von Sortilin hybridisiert (s. Tabelle 1). 15 yg RNA aus Lebergewebe
diente als Negativkontrolle, da Sortilin dort nicht exprimiert wird (Petersen et
al., 1997). Als Ladekontrolle wurde die Membran mit einer weiteren Sonde
gegen die mRNA von GAPDH hybridisiert. Die Signale von Sortilin wurden
durch Densitometrie quantifiziert und auf die GAPDH-Werte normalisiert. Die
Mittelwerte der Genotypen zeigen keine Unterschiede (s. Abbildung 21 B). Es
kann also davon ausgegangen werden, dass der Unterschied zwischen o1B-
defizienten Mausen und Wildtyp-Mausen in der Proteinmenge nicht aufgrund

einer erhdhten Transkriptionsrate zustande kommt.
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Abbildung 21: Expression von Sortilin im Fettgewebe

Teil A) dieser Abbildung zeigt einen Northern-Blot. Es wurden jeweils 15 pg
gesamt-RNA aus Fettgewebe von 3 o¢1B**-Mausen und 3 o1B”-Mausen
aufgetragen. Als Negativkontrolle diente RNA aus Lebergewebe. Die
Membran wurde mit einer Sonde gegen Sortilin und einer gegen GAPDH als
Ladekontrolle hybridisiert. Der Graph im Teil B dieser Abbildung zeigt die
Quantifizierung des Northern-Blot. Dabei wurden die Banden der Sortilin-
Sonde auf das jeweilige GAPDH-Signal normalisiert und der Mittelwert aus
den drei Tieren und zwei unabhangigen Northern-Blots gebildet. Die
Signalintensitat der Wildtyp-Tiere wurde dann auf 100% gesetzt. Graue
Balken reprasentieren die Mittelwerte der 61B**-Mause und rote Balken die
der 01B"-Mause. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen.

Teil C) und D) stammen aus einer vorangegangenen Doktorarbeit.
(Radhakrishnan, 2006). C) zeigt einen Western-Blot, der mit Antikrpern
gegen die Proteine Sortilin und HSC 70 durchgefuhrt wurde. HSC 70 diente
als Ladekontrolle. Aufgetragen wurden je 100 ug Gesamtproteinextrakt aus
Fettgewebe von 2 61B**-Mausen und 2 o1B”-M&usen. Der Graph in D) zeigt
auch hier die densitometrische Auswertung der Signale des Blots.
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Sortilin ist in Adipozyten stark exprimiert und unter anderem ein
Hauptbestandteil von GLUT4-Vesikeln (Morris et al., 1998) (vgl. 1.1.4). Diese
bilden eine intrazellulare Reserve an Glukosetransporter 4, der unter
Insulineinwirkung in die Plasmamembran eingebaut wird. Daher wurde auch
die Expressionshohe von GLUT4 im Fettgewebe von o1B-defizienten Mausen

untersucht (s. Abbildung 22).
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Abbildung 22: Expression von GLUT4 im Fettgewebe

Abbildungsteil A) zeigt einen Northern-Blot. Es wurden jeweils 15 ug RNA aus
Fettgewebe von je 3 o1B**- und o1B"-Mausen aufgetragen. Eine Spur mit
15 pg Leber-RNA diente als Negativkontrolle. Die Membran wurde mit einer
Sonde gegen GLUT4 und einer gegen GAPDH als Ladekontrolle hybridisiert.
Im Teil C) ist ein Western-Blot abgebildet. Auf;;etragen wurden jeweils 100 ug
Proteinextrakte aus Fettgewebe von je 2 61B**-Mausen und 2 61B"-Mausen.
Dekoriert wurde die PVDF-Membran mit Antikdrpern gegen GLUT4 und Hsc
70 als Ladekontrolle. In B) und D) sind die graphischen Auswertungen von A)
bzw. C) gezeigt. Die grauen Balken reprasentieren die 01B**-Mause und die
roten Balken die 01B™-Mause. Dabei wurden die Signale fir GLUT4 auf die
Ladekontrollen normalisiert und aus den unterschiedlichen Tieren eines
Genotyps die Mittelwerte gebildet. Die Werte der Fettgewebe der o1B**-
Mause wurden auf 100% gesetzt. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung.

Fur einen Northern-Blot wurden 15 ug RNA aus Fettgewebe von jeweils 3
Tieren je Genotyp in einem Formaldehyd/Agarosegel aufgetrennt. Als
Negativkontrolle wurde 15 pg RNA aus Leber aufgetragen, da GLUT4 dort
nicht exprimiert wird. Die aufgetrennte RNA wurde auf eine Hybond’N-

Membran dbertragen und diese mit einer Sonde gegen GLUT4 und
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anschliel3end mit einer Sonde gegen GAPDH hybridisiert (s. Tabelle1). Mittels
Densitometrie wurden die Signale von GLUT4 quantifiziert. Nach einer
Normalisierung auf die Signalstarken der GAPDH-Banden war kein Genotyp-
abhangiger Unterschied erkennbar. Die Expression auf Proteinebene wurde
im Western-Blot Uberpruft. Dazu wurden aus dem Fettgewebe von 2 Tieren je
Genotyp Adipozyten isoliert und homogenisiert. 100 ug der postnuklearen
Uberstande nach einer Zentrifugation bei 500xg wurden in einem 10%-igen
SDS/Acrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die
Membran wurde mit einem AntikOrper gegen Sortilin inkubiert. Nach einer
Densitometrie und Normalisierung auf Hsc70 Signale gibt es in der Intensitat

der Sortilinsignale keine Genotyp-abhangigen Unterschiede.

Um Hinweise darauf zu erhalten, ob die vermehrte Expression von Sortilin im
Fettgewebe von o1B-defizienten Mausen und die verminderte
Differenzierungsrate der primaren Fibroblasten zusammenhangen, wurde
zunachst in einem Western-Blot die Menge an Sortilin in den MEF
untersucht. Dazu wurden 50 pg Proteinrohextrakt von 2 o1 B** MEF-Klonen
und 2 01B” MEF-Klonen auf einem 10% SDS/Polyacrylamidgel aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die Membran wurde mit einem
Antikorper gegen Sortilin und als Ladekontrolle mit einem Antikdrper gegen
Hsc70 inkubiert. Wie in Abbildung 23 zu sehen, gab es keine Veranderungen
in der Expressionshoéhe von Sortilin in o1B-defizienten MEF im Vergleich zu

den Wildtyp-Zellen.
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Abbildung 23: Sortilin-Expression in Fibroblasten

Gesamtproteinextrakt aus murinen, embryonalen Fibroblasten in der dritten
Passage von 2 o1 B**-Klonen und 2 ¢1B”-Klonen wurde auf einem 10%
SDS/Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf PVDF-Membran Ubertragen und mit
einem Antikorper gegen Sortilin inkubiert. Hsc 70 wurde als Ladekontrolle
verwendet. Die relative Position des Molekulargewichtsmarkers ist
angegeben.

Um die Auswirkungen einer erhohten Expression von Sortilin im Fettgewebe
von o1B-defizienten Mausen naher zu untersuchen, sollte eine artifizielle
Uberexpression von Sortilin durch Transfektion von Zellen erreicht werden.
Da dazu eine stabile Transfektion der MEF notwendig gewesen ware, der
Differenzierungsprozess jedoch 9 Tage dauert und die Zellen relativ schnell
(3-4 Passagen) nach der Isolation induziert werden mussen, um eine
auswertbare Differenzierungsrate zu erreichen, wurden fir diesen Versuch
3T3-L1 Zellen verwendet. Die murine, embryonale Fibroblasten-Zelllinie 3T3-
L1 kann sich von einem praadipozytaren Stadium zu Adipozyten entwickeln
und dient daher als Modell fur Studien zur Adipozytendifferenzierung (Rosen
und Spiegelman, 2000).

Durch eine Transfektion mit dem Vektorkonstrukt pcDNA3.1/zeo-sortilin und
anschlieBende Antibiotikaselektion wurden mehrere Zellklone generiert. Die
Klone zeigten sowohl in der Immunfluoreszenz als auch im Western-Blot eine

starke Uberexpression von Sortilin. Abbildung 24 A bis D zeigt exemplarisch
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zwei dieser Western-Blots mit ihren Quantifizierungen. 8 verschiedene
Sortilin-Uberexprimierende Zellklone und untransfizierte 3T3-L1 Zellen wurden
2 Tage nach Erreichen der Konfluenz in doppelten Ansatzen durch Zugabe
von Insulin, Dexamethason und 3-Isobutyl-1-methylxanthin induziert. Nach 2
Tagen wurde dem Medium nur noch Insulin zugesetzt. 3 Tage spater wurden
die Zellen fixiert und die entstandenen Adipozyten mit Oil Red O gefarbt. Der
vom eingelagerten Fett gebundene Farbstoff wurde anschlielend mit
Isopropanol ausgewaschen. Die Intensitat der Farbung des Isopropanol
wurde bei einer Wellenlange von 510 nm photometrisch bestimmt. Die
errechneten Mittelwerte der Extinktionen sind im Graph E der Abbildung 24
dargestellt. Die mittlere Extinktion der Uberexprimierenden Zellen ist im
Vergleich zu den untransfizierten Zellen um ca. 75% verringert. Dies
bedeutet, dass die Zellklone, die Sortilin stark Uberexprimieren, eine erheblich
geringere Differenzierungsrate haben als die untransfizierten 3T3-Zellen.

Da das Antibiotikum Zeocin in unterschiedlichen Differenzierungsstudien
verwendet wurde, kann ein Artefakt ausgeschlossen werden (Spassky et al.,
1998; Bhagavati und Xu, 2004; luchi et al., 2006).
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Abbildung 24: Uberexpression von Sortilin in 3T3-L1-Zellen

Die Western-Blots in den Abbildungsteilen A) und C) wurden beide zuerst mit
einem Antkorper gegen Sortilin und anschlieRend mit einem Antikdrper gegen
Hsc 70 als Ladekontrolle inkubiert. Sie zeigen die durch stabile Transfektion
erreichte Uberexpression von je einem exemplarischen 3T3-Zellklon im
Vergleich zu untransfizierten 3T3-L1-Zellen. Aufgetragen wurden jeweils 40
und 160 pg Gesamtproteinextrakt. Die Quantifizierung der Western-Blots ist in
B) und D) dargestellt. Dabei wurden die Mittelwerte aus zwei unabhangigen
Blots gebildet. Die Signalintensitat der untransfizierten Zellen wurden auf
100% festgesetzt. Es wurden insgesamt 8 verschiedene, Sortilin
Uberexprimierende  Zellklone und untransfizierte  3T3-L1-Zellen in
Doppelwerten zu Adipozyten differenziert. Nach 4 Tagen wurden die
eingelagerten Lipide mit einem roten Farbstoff (Red Oil O) angefarbt. Der
Farbstoff wurde anschlielend mit Isopropanol wieder ausgewaschen und
seine Menge photometrisch bestimmt. Der graue Balken reprasentiert die
untransfizierten 3T3-L1-Zellen und der rote die Sortilin Uberexprimierenden
Zellen. Die Standardabweichungen werden durch die Fehlerbalken dargestellt.
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4.1.4 Verhaltensstudien an o1B-defizienten Mdusen

In den Expressionsstudien der o1-Isoformen wurde eine hohe o1B-
Expression in Muskeln und im Gehirn gezeigt (Riel 2004). Uns fiel auf, dass
die o1B-defizienten Mause sich sehr ruhig und wenig aggressiv in ihrem
Verhalten zeigten. Aullerdem hatten die Tiere nach dem Umsetzen aus den
Stoffwechselkafigen (vgl. 4.1.1) Probleme, die Tranke zu finden. Daher wurde
das Verhalten von 21 weiblichen o1B-defizienten Mausen und 15 weiblichen
Kontrollmausen im Alter von 4 Monaten von Rudi D’Hooge im “Laboratory of
Biological Psychology, Department of Psychology” an der Universitat Leuven
in Belgien untersucht. Zur Dokumentation der Aktivitat im Kafig wurden die
Mause in 20 mal 30 cm grofde, transparente Kafige gesetzt, die zwischen 3
Lichtstrahlen standen. Die Aktivitat wird als die Haufigkeit angegeben, mit der
die Mause in 24 h einen der Lichtstrahlen kreuzen. Dabei sind die o1B-
defizienten Mause mit 12070 Strahlunterbrechungen in 24 h im Vergleich zu
den Wildtyp-Tieren mit 17356 Kreuzungen hypoaktiv (s. Abbildung 25 A). Im
,Open Field-Test® war ihre Aktivitat hingegen vollig normal. Sowohl die
zuruckgelegten Weglangen, die Latenzzeiten als auch die im Zentrum
verbrachten Zeiten waren zwischen beiden Gruppen vergleichbar. Im
Fluchtverhalten (elevated plus maze test) waren keine Unterschiede zwischen
o1B-defizienten Mausen und Kontrollmdusen zu erkennen. Auch die
Griffstarke der o1B-defizienten Mause war normal. Die neuromotorische
Koordination und die Balance wurden auf einem sich beschleunigenden,
rotierenden Balken (Rotarod, MED Associates Inc., USA) getestet. Dabei
werden die Mause erst bei konstanter Geschwindigkeit von 4 rpm trainiert,
bevor sie getestet werden. Hierbei beschleunigt der Balken von 4 rpm bis zu
40 rpm in funf Minuten und die Zeit, bis die Mause herunterfallen, wurde
gemessen. Der Mittelwert aus vier dieser Tests wurde zur Analyse
verwendet. Die o1B-defizienten Mause konnten schlechter die Balance halten
als die Wildtyp-Mause und fielen nach durchschnittlich 98 sec, verglichen mit
155 sec, die vergingen, bis die Kontrolltiere den Balken verlieRen (vgl.
Abbildung 25 B).
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Abbildung 25: Verhaltenstests an o1B-defizienten Mausen

Das Diagramm A) zeigt die Mittelwerte der Aktivitat von einzelnen Mausen.
Gezahlt wurde die Haufigkeit, mit der einer der drei im Kafig vorhandenen
Lichtstrahlen durch die sich bewegende Maus durchbrochen wurde. (RM-
ANOVA p=0,014)

In Teil B) ist die Zeit abgebildet, bis die Mause von einem sich
beschleunigenden, rotierenden Balken herrunterfallen. Dies testet die
motorische Koordinationsfahigkeit und Balance der Tiere (p=0,004). Graue
Balken reprasentieren die 61B**-Mause und rote Balken die o1B"-Mause.
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen.

Mit dem ,Morris Water Maze Test® wurde das Hippocampus-abhangige,
raumliche Lernvermogen getestet. In einem runden, wassergefillten Becken
(Durchmesser 150 cm) ist eine runde Plattform (Durchmesser 15 cm) 1 cm
unter der Wasseroberflache befestigt. Wahrend der vier taglichen
Trainingsphasen schwammen die Mause =zufallig von einer der vier
Startpositionen los. Die Mause, die nach zwei Minuten die Plattform nicht
erreicht hatten, wurden zu ihr hingefuhrt. Nach 15 sec wurden sie in die

Kafige zurickgesetzt. In einer weiteren Lernphase wurde die Plattform
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entfernt und das Suchverhalten der Mause 100 sec lang verfolgt. Nachdem
die Tiere einen Lernerfolg zeigten und eine klare Praferenz fir den
Zielquadranten, in dem zuvor die Plattform befestigt war, zu erkennen war,
fanden die eigentlichen Tests statt. Dazu wurde die Plattform im zur
Trainingsphase gegenuberliegen Quadranten verankert und die Latenzzeit bis
zum Erreichen der Plattform wurde gemessen. Dabei war die Fahigkeit der
o1B-defizienten Mause, zu schwimmen, nicht verandert. Schon wahrend der
Lernphase erreichten die o1B-defizienten Mause die Plattform spater als die
Kontrollmause. Auf’erdem waren ihre zurtuckgelegten Strecken bis zum
Erreichen der Plattform langer. Die Testphase zeigte ebenfalls Genotyp-
abhangige Unterschiede. Die Wildtypmause verbrachten mehr Zeit im
Zielquadranten als in allen anderen, wohingegen die o1B-defizienten Mause
eine fehlende raumliche Praferenz flir den Zielquadranten zeigten. Sie
verbrachten ahnlich viel Zeit im Zielquadranten wie in den anliegenden und im
gegenuberliegenden (s. Abbildung 26). Dies lasst den Schluss zu, dass die
Hippocampus-abhangigen Lernprozesse des raumlichen Gedachtnisses, die
durch diesen Test exemplarisch untersucht wurden, bei den o1B-defizienten

Mausen nachhaltig gestort sind.
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Abbildung 26: ,,Morris Water Maze“ — Test des raumlichen

Lernvermogens

Die Mause lernten eine unsichtbare, 1 cm unter einer Wasseroberflache
liegende Plattform zu finden. Das runde Wasserbecken ist in 4 Quadranten
aufgeteilt. Die Plattform befand sich im Zielquadranten. Gemessen wurde die
Zeit, in der sich ein Tier in einem der Quadranten aufhalt.
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4.2 Generierung eines o1A-defizienten Mausmodells

4.2.1 Die Gene Trap ES-Zelllinie AZ0216

Es existieren mehrere Datenbanken von ES-Zelllinien, in denen durch
ungerichtete Insertionen Gene mutiert wurden. Durch Sequenzierung der
Transkripte wurden die betroffenen Gene identifiziert. Auch der 1A-Adaptin-
Genlokus (AP1S1) wurde durch solch einen ,Gene Trap“-Ansatz
mutagenisiert. Die entsprechende Zellklon-Bibliothek wird durch das Welcome
Trust Sanger Institute verwaltet. Im Gegensatz zu einem gerichteten
Vorgehen wurden hier nicht gezielt Exonsequenzen mutagenisiert, sondern
der mutagenisierende Vektor integriert in einer Intronsequenz. Das
Vektorkonstrukt enthalt eine hochaffine Spleissakzeptorstelle, die mit den
endogenen Sequenzen beim Spleissen der mRNA konkurrieren. Die
Identifizierung des betroffenen Gens erfolgte daher durch die Ermittlung der
MRNA-Sequenz. Hierdurch wurde das Gen und das betroffene Intron
bestimmt, nicht aber die genaue Integrationsstelle, deren Kenntnis fur die
Etablierung einer spateren Genotypisierung erforderlich ist.

Laut Datenbank weist der Klon AZ0216 eine Insertion im Intron 4-5 des Gen
Ap1s1 auf. Der ES-Zellklon AZ0216 wurde durch Insertion des Gene Trap
Vektors pGTOIxr in ES-Zellen des Mausstamms 1290la generiert. Der Vektor
besteht aus einem pUC-Vektorgrundgerust. Er besitzt 1,5 kb des Maus En2
Introns1 (engraild2) gefolgt von einer En2-Spleissakzeptorsequenz (SA), die
in 3’-Richtung von einer loxP-Sequenz flankiert wird. Weiter in 3’-Richtung
folgt die fusionierte Sequenz des Reportergens p-Galaktosidase und des
Resistenzgens Neomycinphosphotransferase (f-geo) und abschlie3end ein
Siminan Virus 40-Polyadenylierungssignal (pA). Beim Spleissen wird die
RNA-Sequenz des p-geo-Konstrukts an Exon 4 des Ap1s1 angefugt. So
entsteht eine mRNA, die alle in 5’-Richtung gelegenen Exons des getrappten
Gens sowie die Vektorsequenzen ab dessen 5’-Spleissakzeptorstelle bis zum
Polyadenylierungssignal enthalt. Durch Translation entsteht aus diesem Gen
ein 166 kDa groRRes Fusionsprotein aus den Aminosauren M1 bis E143 des
o1A-Proteins, p-Galaktosidase (p-Gal) und Neomycinphosphotransferase

(NPT2), wobei o©1A und das Reporterprotein durch eine ,En2-leader’-
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Sequenz verbunden sind (s. Abbildung 27). Das Adaptorprotein o1A wird

also nicht vollstandig deletiert, sondern durch ein Fusionsprotein ersetzt. Im
Folgenden wird fur das AP1S1 Gene Trap Allel die Bezeichnung o1A-(-)-Allel

verwendet.

Chr. 5(137,510,863-137,522,005)
137,51Mb 137,52Mb

I:ﬁ:—:_:_:l

Ap1s1 Gen (Gene ID 11764)
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Abbildung 27: Darstellung der Gene Trap Insertion

Die Abbildung stellt schematisch das AP1S1-Gen auf Chromosom 5 mit
seiner Intron-Exon-Struktur und der Insertion des Gene Trap Konstrukts in der
ES-Zelllinie AZ0216 dar. Des Weiteren zeigt dieses Schema die durch
Transkription und Translation entstehende mRNA bzw. das dazugehorige
Protein. pA: poly-Adenylierungssequenz; SA: Spleissakzeptorsequenz; R-Gal:
R-Galaktosidase; NTP2: Neomycinphosphotransferase;
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4.2.2 Nachweis der Gene Trap Insertionsstelle

Das Ergebnis der 5-RACE-PCR aus der Datenbank zeigte, dass die Insertion
des Gene Trap-Vektors im Intron 4-5 des AP1S1-Gens stattgefunden hatte.
Zur spateren Genotypisierung der Mause war es wichtig, die genaue
Insertionsstelle des Vektors pGTOIxr zu finden. Dazu wurde genomische DNA
aus den ES-Zellen AZ0216 isoliert und ein Southern-Blot durchgefuhrt (s.
3.2.17). Jeweils 15 pug der genomischen DNA aus den AZ0216-Zellen und aus
Wildtyp-Zellen wurden dber Nacht mit folgenden Restriktionsenzymen
verdaut: Pst |, Apa | und Dra lll. Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden
anschliel3end in einem 0,8%-Agarosegel aufgetrennt und auf eine Hybond-N-
Membran geblottet. Diese wurde mit einer radioaktiv-markierten Sonde gegen
den inserierten Vektor hybridisiert. Diese 360 bp lange Sonde wurde durch
eine PCR mit genomischer DNA und den Primern AK30 und AK31 generiert
(s. 3.2.6). Abbildung 28 A zeigt eine graphische Darstellung des AP1S1-(+)-
Allels und des AP1S1-(-)-Allels sowie der Schnittstellen der verwendeten
Restriktionsenzyme. In der Vektorsequenz befindet sich je verwendetem
Enzym eine Schnittstelle. Fur Pst | gibt es zwei Schnittstellen im Intron 4-5.
Dra Il schneidet sowohl im Intron 3-4 als auch jenseits des Exon5. Apa |
erkennt eine Schnittstelle im Intron 4-5 und eine im Exon 5. Je nachdem, an
welcher Stelle im Intron 4-5 die Insertion des Gene Trap-Vektors
stattgefunden hatte, ergaben sich unterschiedlich lange Fragmente, die im
Southern-Blot identifiziert werden konnen. Der Restriktionsverdau des
AP1S1-(-)-Allels mit Dra Ill erzeugte im Southern-Blot eine deutliche Bande in
der Hohe von ca. 9,5 kb. Das durch den Apa I-Verdau generierte Fragment
lag etwas hoher. Durch den Restriktionsverdau mit Pst | entstand eine im
Southern-Blot markierte Bande zwischen 4 und 5 kb. Wie erwartet, wurde
nach keinem der drei durchgefuhrten Enzymreaktionen der Wildtyp-DNA ein
spezifisches Fragment identifiziert. Zusammengenommen kann eine
ungefahre Lage der Insertionsstelle 100 bp nach dem Ende des Exon4

angenommen werden.
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Abbildung 28: Southern Blot Analyse des AP1S1-(-)-Allels

Die Darstellung im Teil A) zeigt schematisch die Lage der im Southern-Blot
verwendeten Restriktionsenzyme im AP1S1-(+)-Allel und im AP1S1-(-)-Allel.
AuRerdem wird die, aus der Lange der identifizierten Banden des Southern-
Blots kalkulierte Lage der Insertionsstelle gezeigt. Das rote Rechteck
symbolisiert die Bindung der verwendeten Sonde.

Teil B) zeigt die Southern-Blot Analyse der durch Restriktionsverdau mit
Pstl, Apa | und Dra lll entstandenen DNA-Fragmente des AP1S1-(-)-Allels.
Durch Hybridisierung mit einer Sonde gegen den inserierten Gene Trap-
Vektor wird eine 9,5 kb - Bande (Dra lll), eine 4,8 kb — Bande (Pst |) und eine
9,6 kb — Bande (Apa ) identifiziert. Es wird erwartungsgemal® kein DNA-
Fragment des AP1S1-(+)-Allels nachgewiesen.

Zur genaueren Bestimmung der Insertionsstelle wurde eine PCR
durchgefuhrt, deren 5’ Primerseqenz (S1Aforexon3) auf dem Exon 3 liegt und
deren 3’ Oligonukleotidprimer (GTR1 bzw. GTR2) an der Intronsequenz des
inserierten Vektor binden (s. Abbildung 29 A). Beide PCR-Ansatze waren
erfolgreich und die Amplifikate unterschieden sich in der Lange wie erwartet
um ca. 100 bp (s. Abbildung 29 B und Kapitel 3.2.6). Das erhaltene Produkt

wurde uber eine TA-Ligation in einen Vektor integriert. Eine anschlielende
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Sequenzierung ergab eine Integration des Gene Trap- Vektors nach bp 8643
im Gen AP1S1. Dies bestatigt das Ergebnis des Southern-Blot. Die inserierte
Sequenz beginnt mit bp 54 der pGTOIxr Sequenz. Dazwischen befindet sich
eine Sequenz unbekannter Herkunft (s. Abbildung 29 C).

A
Exon3 Exond LoxP
— — En2intr || p-geo ————— AP1S1-(-)-Allel
<€4CTR2
_’
S1A for exon3 *CTR1
B € Ap1s1Gen
Intron 4-5 | unbekannte Sequenz

GBCCCCCCTCCCTETGGE GRTGAAATAGAT TATAT GT GA AN TATAN T CTTAG AAATA'

S1A for exon3 / GT R2
S1A for exon3 / GT R1

Abbildung 29: Identifizierung der Gene Trap Insertionsstelle

Teil A) stellt schematisch die Lage der Insertionsstelle und die der, in der PCR
benutzten Primer dar. Eine elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate
der PCR-Reaktion mit den Primern S1A forexon3/GTR1 und S1A
forexon3/GTR2 wird in B) gezeigt. In C) ist der Ausschnitt der Sequenz des
Amplifikats der PCR S1A forexon3/GTR2 zu sehen.
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4.2.3 Generierung von Chiméren durch Retransfer der
ES-Zellen und Etablierung des o1A-defizienten-
Mausstamms

Die ES-Zelllinie AZ0216 wurde von uns vom MMRRC (Mutant Mouse
Regional Resource Center, Davis, CA, USA) fur die Herstellung einer AP1S1-
Gene Trap Mauslinie bezogen. Zum Nachweis der Gene Trap Insertionsstelle
wurden aus den ES-Zellen genomische DNA isoliert. Aullerdem wurden ES-
Zellen zur Mikroinjektion in Blastocysten aus C57BL/6J-Weibchen vorbereitet.
Die Blastocysteninjektion und der anschlieBende Retransfer in
pseudoschwangere Weibchen wurden am Tierhaus des Max-Planck-Instiuts
fur experimentelle Medizin von Frau Monika Schindler durchgefuhrt. Durch die
Blastocysteninjektion wurden 10 chimare Mannchen erzeugt. Der
Chimarismus wurde anhand der Fellfarbe der Tiere beurteilt und lag zwischen
5% und 50%. Drei der verpaarten Mannchen =zeigten eine
Keimbahnbeteiligung der injizierten ES-Zellen und hatten agoutifarbene
Nachkommen. Die Genotypisierung der Nachkommen zeigte, dass ein Drittel
der agoutifarbenen Tiere heterozygot fur das AP1S1-Gene Trap-Allel waren.
Fur die weitere Zucht wurden heterozygote Nachkommen untereinander
verpaart, so dass der genetische Hintergrund des AP1S1-Mausstamms eine
Mischung aus 129/0OLA und C57BL/6J ist.

4.2.4 Genotypisierung des 01A Mausmodells durch PCR

Zur Genotypisierung des o1A-Mausstammes wurden zwei PCRs etabliert (s.
3.2.6.2). Als Forward-Primer (s1aF1) flir beide Ansatze wurde eine Sequenz
gewahlt, die im Intron 4-5 des AP1S1-Gens direkt 5’ vor der Insertionsstelle
bindet. Zum Nachweis des AP1S1-(+)-Allels wurde der Reverse-Primer
s1aR3 etabliert, der 3’ der Insertionsstelle im Intron 4-5 bindet. Fur eine
Amplifikation einer fur das AP1S1-(-)-Allel spezifischen DNA-Sequenz wurde
der Reverse-Primer s1aR1 nahe des 5 Ende des inserierten Gene Trap-
Vektors ausgewahlt. Bei einer PCR auf DNA einer heterozygoten Maus

ergeben beide PCRs ein Produkt der Lange von 300 bp. Bei homozygoten
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Mausen wird hingegen nur das spezifische PCR-Produkt amplifiziert.
Abbildung 30 zeigt exemplarisch ein Agarosegel, auf dem die PCR-Produkte
der genomischen DNA eines Wildtyptiers und einer o1A*"-Maus aufgetrennt
wurden. Mit Hilfe dieser beiden PCR-Reaktionen kann in Zukunft der Genotyp

der Mause bestimmt werden.

A

B e — (56| AP1S1-(+)-Allel

S1AF1  S1AR3

— ["Bore  |—Enzm || B-geo AP1S1-(-)-Allel

»> <« Lo
S1AF1 S1AR1

Primer: s1aF1/R1 s1a F1/R3
GT WT GT WT

S0 |
400
344
300

Abbildung 30: PCR zur Genotypisierung der c1A-Mause

Teil A) der Abbildung zeigt ein Schema der beiden AP1S1-Allele einer
heterozygoten o1A-Maus mit der Lage der verwendeten Primer.

Im Teil B) ist ein Photo der, in einem 2%-igen Agarosegel
aufgetrennten,Amplifikate der Genotypisierungs-PCR auf der DNA einer (WT)
und auf der einer heterozygoten Gene Trap-Maus (GT) gezeigt.
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5. Diskussion

Der Adaptorproteinkomplex AP-1 ist essentiell fur den Clathrin-vermittelten,
vesikularen Transport von Proteinen zwischen dem TGN und dem
endosomalen Kompartiment. Er besteht aus vier Untereinheiten, f3, y, w und o,
die unterschiedliche Aufgaben wahrnehmen. In dieser Arbeit sollten mit Hilfe
von Mausmodellen neue Erkenntnisse Uber die spezifischen Funktionen der 3

unterschiedlich exprimierten o1-Isoformen, A, B und C gewonnen werden.

5.1 Etablierung neuer Mausmodelle

Es sollten zwei neue Mausmodelle etabliert werden. In Gene Trap
Datenbanken im Internet war sowohl eine ES-Zelllinie fur o1A als auch fur
o01C aufgefuhrt. Die Methode des “Gene Trapping” ist ein Hochdurchsatz-
Verfahren zur Integration von ungerichteten Mutationen in Inserts des
Genoms von murinen, embryonalen Stammzellen (zusammengefasst in
Stanford et al., 2001). Der ins Genom eingebrachte Gene Trap-Vektor enthalt
eine En2-Spleissakzeptorsequenz, 3’ von einem Reportergen-Konstrukt und
einem Siminan Virus 40-Polyadenylierungssignal gefolgt. Durch die Insertion
des Vektors entsteht beim Spleissen eine mRNA aus den 5 von der
Insertionsstelle des Vektors gelegenen Anteilen des Gens, an die sich 3’ die
Reportersequenz des Vektors anschlief3t. Nach der Translation wird ein Gene
Trap Fusionsprotein exprimiert, das aus einem N-terminalen Proteinanteil des
mutagenisierten Gens und C-terminal dem vektoriellen Reportergen besteht.
Bei der Gene Trap Methode ist also auf Grund des weiterhin exprimierten
Proteinanteils ein totaler Funktionsverlust des untersuchten Proteins nicht
garantiert. Dies bedeutet, dass fur jedes Mausmodell ein entsprechender
Nachweis erbracht werden muss. Zunachst muss jedoch die genaue
Insertionsstelle des Gene Trap Vektors im Genom nachgewiesen werden,
damit eine Genotypisierungsstrategie fur die Mause etabliert werden kann.
Fir die ES-Zelllinie mit einem mutagenisierten o1C-Adaptin-Genlokus

(AP1S3) erwies sich dies als sehr schwierig. Auf Grund von falschen
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Vorabinformationen und schwierigen genomischen Voraussetzungen hat
dieser Schritt mehr Zeit gebraucht und mehr Arbeitskraft gebunden als
geplant. Daher sind die bereits erbrachten Vorarbeiten nicht soweit
fortgeschritten, dass sie in diese Arbeit aufgenommen worden sind.

Auch der o1A-Adaptin-Genlokus (AP1S1) wurde durch solch einen ,Gene
Trap“-Ansatz mutagenisiert. Durch einen Southern-Blot und die Analyse der
genomischen o1A-Sequenz konnte die genaue Insertionsstelle im Intron 4-5
des AP1S1-Gens nachgewiesen werden (s. 4.2.2). Daraufhin wurde mit der
Generierung und Zucht eines c1A-Gene Trap Mausstamms begonnen und
eine Genotypisierungsstrategie etabliert (s. 4.2.4). Zum Zeitpunkt des
Entstehens dieser Arbeit waren die ersten heterozygoten Tiere der F1-
Generation genotypisiert. Es bleibt abzuwarten, ob eventuelle homozygot
mutierte Mause der F2-Generation embryonal letal sind. Dies ist nicht
unwahrscheinlich, da es sich bei 1A um die ubiquitar exprimierte Isoform
handelt (Riel, 2004) und bereits zuvor etablierte Mausmodelle anderer
Untereinheiten des AP-1 Komplexes embryonal letal sind (Zizioli et al., 1999;
Meyer et al., 2000). Auf Grund der hohen Homologien zwischen den
ol1-Isoformen ist es jedoch denkbar, dass alle ubiquitare ,house-keeping®
Funktionen erfullen koénnen. Unter diesen Bedingungen koénnte eine
o1A-Defizienz mit dem Leben vereinbar sein. Auch muss in den Geweben der
Mause gezeigt werden, dass die Gene Trap Insertion tatsachlich zu einer
vollstandigen Deletion der Wildtyp-RNA durch Spleissen fuhrt. Weiterhin ist
der Funktionsverlust des o1A-Adaptins durch die Entstehung des
Fusionsproteins nachzuweisen. Obwohl die Insertionsstelle des Gene
Trap-Vektors im Intron 4-5 liegt und somit dem Fusionsprotein lediglich die 16
letzten Aminosauren am C-Terminus fehlen, scheint ein Ausfall der Funktion
sehr wahrscheinlich. Diese Aminosauren bilden eine aus dem AP-1 Komplex
herausragende a-Helix (Heldwein et al, 2004), deren Lange und
Aminosaurensequenz unter den verschiedenen Isoformen stark variabel sind.
In 02 fehlen sie komplett. Da die Untereinheit ¢ ansonsten sehr stark
konserviert ist (Riel, 2004), liegt nahe, dass dieser Sequenzbereich eine
Isoform-spezifische Funktion ausubt. Des Weiteren ist es sehr

unwahrscheinlich, dass ein Fusionsprotein mit 166 kDa anstatt einer kleinen
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Untereinheit von 20 kDa in einen AP-1 Komplex (270 kDa) eingebaut werden
kann und dieser funktionell sein wird.

Sofern die homozygoten o1A-Gene Trap Mause lebensfahig sind und
o1A-defizient sind, konnen diese Tiere wichtige Erkenntnisse Uber die
Isoform-spezifischen Funktionen liefern. Sicherlich ist dann auch eine
Kreuzung mit dem o1B-defizienten Mausstamm von groflem Interesse, um

mogliche additive Effekte zu untersuchen.
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5.2 Charakterisierung des o1B-defizienten Mausstamms

Der Hauptteil der vorliegenden Arbeit beschreibt die Analyse eines o1B-
defizienten Mausmodells, das im Rahmen einer vorangegangen Doktorarbeit
in unserer Arbeitsgruppe von Frau C.Riel etabliert worden war. Auf Grund von
beobachteten Auffalligkeiten der Mause lag der Fokus der Experimente dieser
Arbeit auf dem Wasserhaushalt, dem Fettgewebe und Verhaltensstudien der

o1B-defizienten Tiere.

5.2.1 Untersuchungen des Wasserhaushalts der oc1B-defizienten

Mause

Die 01B-Defizienz ist mit einer Stérung der Harnausscheidung assoziiert (s.
4.1.1). Dies fuhrt zu einem extremen Ruckstau von Urin in der Blase und
meistens nur einseitig in einer Niere. Das eigentliche Nierengewebe ist dabei
komplett an die Wand der mit klarem Urin geflllten Zyste zurtickgedrangt. Die
daraufhin durchgefihrten Messungen des Wasserhaushalts der Mause haben
gezeigt, dass die o1B-Defizienz auch mit einer Erhohung des
ausgeschiedenen Harnvolumens assoziiert ist (s. 4.1.1).
Uberraschenderweise haben auch Kontrolltiere, die der o1B-defizienten Zucht
entstammten, ein den o1B-defizienten Tieren vergleichbares Volumen an Urin
ausgeschieden. Im Vergleich zu Kontrollmausen einer reinen Wildtypzucht
zeigen beide Gruppen eine ungefahr dreifache Erhohung. Der Wert der
Wildtypzucht ist vergleichbar zu anderen Kontrollgruppen in der Literatur
(Matsumura et al., 1999; Gamp et al., 2003; Fenton et al., 2004).
Bemerkenswert ist jedoch, dass in der Gruppe der o1B-defizienten Mause
einzelne Tiere mit ihrer ausgeschiedenen Menge an Harn weit Uber dem
Mittel lagen.

Daraus lasst sich zum einen folgern, dass die o1B-Defizienz in der Regulation
der Harnmengen eine Rolle spielt. Des Weiteren scheint es jedoch bei den
Mausen eine Anpassung an die o1B-Defizienz zu geben. Dadurch wird das
ausgeschiedene Volumen des Harns beim o1B-defizienten Mausstamm

allgemein erhoht. Das Phanomen der Ruckstauung des Urins ist eindeutig mit
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der 01B-Defizienz assoziiert. Es scheint also ein weiterer Mechanismus durch
den Verlust der o1B-Untereinheit beeintrachtigt zu sein. Auf Grund der o1B
Expressionshohe ist eine Funktionsstorung der Muskulatur in der Harnblase
denkbar. Zur Miktion ist ein Zusammenspiel aus Kontraktion (z.B. M. detrusor
vesicae) und Erschlaffung (M. sphincter urethrae) von unterschiedlichen
Muskelstrangen erforderlich. Die Verhaltensstudien an o1B-defizienten
Mausen ergaben allerdings keine Hinweise auf eine Beeintrachtigung der
quergestreiften Skelettmuskulatur. Sofern eine muskulare Fehlfunktion die
Ursache ware, erscheint es daher wahrscheinlicher, dass die glatte
Muskulatur der Harnblase betroffen ist.

Neben einer hohen Expression in Muskelgeweben ist 61B besonders stark in
neuronalem Gewebe exprimiert. Es ist daher auch moglich, dass die Ursache
des Ruckstaus von Urin in einer nervalen Fehlfunktion liegt. Denkbar ist hier
sowohl die nervale Steuerung der Harnblasenentleerung als auch die zentrale
Regulierung von Durst. Die Miktion ist zwar ein vollstandig automatischer
Ruckenmarksreflex, kann aber durch Zentren im Gehirn gehemmt oder
gefordert werden. Dass die o01B-Defizienz einen Einfluss auf
Transportprozesse in Neuronen hat, zeigen auch die Verhaltensstudien an

o1B-defizienten Mausen.

5.2.2 o1B-defiziente Mause zeigen gravierende Lernstérungen

Die o1B-defizienten Mause sind hypoaktiv, haben eine reduzierte
Motorkoordination und eine stark verminderte Gedachtnisleistung (vgl. 4.1.3).
Diese Daten unterstutzen die Ergebnisse eines genetischen Screens an
Menschen. Dabei wurden X-chromosomal gekoppelte Krankheiten analysiert.
Der  o1B-Genlokus  wurde mit einer  ernsthaften, geistigen
Entwicklungsverzégerung in Verbindung gebracht (Tarpey et al., 2006). Die
beschriebenen Patienten lernen erst in einem Alter von funf bis sechs Jahren
laufen, entwickeln keine normal intelligente Sprache und sind lebenslang auf
Unterstitzung angewiesen. Des Weiteren zeigen sie eine Tendenz zur
Entwicklung von langgestreckten Gesichtern und groRen Ohren. Weitere

Studien an o1B-defizienten Mausen zeigen, dass die molekularen
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Mechanismen, die zu den beobachteten Verhaltensanderungen fuhren, in
einem gestorten, prasynaptischen Vesikelrecycling liegen. In hypocampalen
Neuronen der o1B-defizienten Mause haben die Synapsen weniger
synaptische Vesikel in Ruhe. Nach einer Stimulation der Zellen ist die Anzahl
der synaptischen Vesikel dramatisch reduziert (Glyvuk N., Tsytsyura Y., Riel
C., dHooge R., Baltes J., Boning D., Klingauf J., und Schu P., zur Publikation

eingereicht).

5.2.3 Auswirkung der c1B-Defizienz auf die Differenzierung von

Fettgewebe

Im Vergleich zu Wildtyptieren der gleichen Zucht haben o1B-defiziente Mause
im Verhaltnis zu ihrem Korpergewicht 40 Prozent weniger epididymales
Fettgewebe (s. 4.1.3.1). Die vorhandenen Adipozyten sind aber gleich grofl3
und funktionell. Die Uberpriuften Serumkonzentrationen von sogenannten
Adipokinen, vom Fettgewebe sezernierte Proteine, zeigen keine Unterschiede
zwischen o1B-defizienten Mausen und der Kontrollgruppe (s. 4.1.3.2.2).
Getestet wurden: Resistin, ein 12,5 kDa gro3es Protein, dessen Sekretion
wahrscheinlich durch Insulin bewirkt wird. Es hat eine proinflammmatorische
Wirkung. Seine eigentliche physiologische Rolle bedarf weiterer Experimente,
liegt aber wahrscheinlich in einer Erhdhung der Insulinsensitivitat
(zusammengefasst in Fonseca-Alaniz et al., 2007).

Der Wachstumsfaktor ,Insulin like growth factor 1“ (IGF-1) induziert unter
anderem die Adipogenese (Scavo et al., 2004).

Leptin hemmt auf der Ebene des Hypothalamus die Entstehung von
Hungergefuhlen und erhdht den Energieumsatz (Henry und Clarke, 2008). Bei
der Messung der Leptinkonzentration im Serum gab es sehr grolde
Abweichungen (4.1.3.2.2). Wahrscheinlich ist dies auf eine hohe Fehlerrate
bei den kauflich erworbenen ELISA-Platten zurtickzufuhren. Es gibt aber auch
metabolische und endokrine Faktoren, die die Transkription von Leptin
beeinflussen. Dazu gehodren: Insulin, Glucokortikoide, inflammatorische

Zytokine, Korpertemperatur, Wachstumshormone und Melatonin (Fonseca-
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Alaniz et al.,, 2007). Da den ausgewachsenen und gesunden Tieren zur
gleichen Tageszeit Blut abgenommen wurde, kdnnen bis auf Insulin alle
Fehlerquellen ausgeschlossen werden. Der Zugang zum Futter und Wasser
war fur die Mause frei. Dennoch befanden sich die Tiere eigentlich in ihrer
Ruhephase, so dass man davon ausgehen kann, dass sie zum Zeitpunkt der
Blutentnahme alle in einer Postresorptionsphase mit niedrigen
Insulinkonzentrationen waren.

Adiponectin verstarkt die Insulinsensitivitdt und moduliert NFkB-Effekte und
inhibiert TNF-a. Die in dieser Arbeit gemessenen Serumkonzentrationen
liegen um einen Faktor 10 hoher als die Literaturwerte (Combs et al., 2003;
Gui et al., 2004). Es wurden aber keine Phanotyp-spezifischen Unterschiede
gemessen. In unterschiedlichen Organismen konnte gezeigt werden, dass die
Konzentration von Adiponectin sich umgekehrt proportional zur Fettmasse
verhalt (zusammengefasst in Berg et al, 2002). Der erhohte
Adiponectinspiegel konnte ein Versuch des Organismus sein, die
Adipogenese hochzuregulieren. Hiermit stimmt Uberein, dass die Tiere
wahrend einer fettreichen Diat Gewebemasse aufbauten. Dies war bei c1B-
defizienten Tieren in der Wachstumsphase sogar vermehrt, was ebenfalls
kompensatorische Mechanismen nahelegt.

Ein durchgeflhrter Glukosetoleranztest ergab keine Unterschiede zwischen
o1B-defizienten Mausen und Kontrolltieren (s. 4.1.3.2.1). Mit Hilfe von
Glukosetoleranztests kann man die, durch Insulin stimulierte Aufnahme von
Glukose aus dem Blut messen. Insulin fordert dabei die Glukoseaufnahme
durch die Muskulatur und das Fettgewebe. Dies bedeutet, dass die
Insulinsensitivitat der o1B-defizienten Mause unverandert ist.

Eine mogliche Erklarung fur die kleineren epididymalen Fettpolster der o1B-
defizienten Mause konnte in der Differenzierung der Adipozyten
(Adipogenese) liegen (zusammengefasst in (MacDougald und Mandrup,
2002; Rosen und MacDougald, 2006)). Dieser Prozess wurde in vitro intensiv
untersucht, da er bei haufigen Krankheiten wie Adipositas und Diabetes
mellitus eine wichtige Rolle spielt. Die Adipogenese beginnt bereits vor der
Geburt. Danach expandiert das Fettgewebe durch eine Zunahme der Anzahl

und Grolde der Zellen. Die Fahigkeit neue Adipozyten zu bilden, bleibt bis ins
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Erwachsenenalter erhalten. Adipozyten entstehen aus multipotenten,
mesenchymalen Stammzellen. In einer ersten Phase (Determination) bilden
sich Praadipozyten, die morphologisch von ihren Vorgangerzellen nicht zu
unterscheiden sind, aber die Fahigkeit verloren haben, sich in andere
Zelltypen, wie Myoblasten, Osteoblasten oder Chondroblasten, zu entwickeln.
In der zweiten Phase, der terminalen Differenzierung, entwickeln die Zellen
die Eigenschaften von reifen Adipozyten (Fettsynthese und —transport,
Insulinsensitivitat und Sekretion von Adipokinen). Die Differenzierung zu
Adipozyten ist ein extrem stark kontrollierter Prozess. Der wichtigste
Regulator der Adipogenese ist der Transkriptionsfaktor PPARy. Seine
Expression in Fibroblasten reicht zur Induktion der Adipogenese aus
(Tontonoz et al., 1994) und ohne ihn ist eine Differenzierung nicht moglich.
Ein biologischer Ligand konnte bisher nicht bestimmt werden aber, die
antidiabetisch wirkende Gruppe der Pharmaka Thiazolidindione (TZD,
Glitazone) wirkt antagonistisch. PPARy wird wahrend der terminalen
Differenzierung induziert und ist Bestandteil einer
Transkriptionsfaktorkaskade. Durch hormonelle Stimulation der Praadipozyten
wird C/EBP-B und -8 induziert. Diese Proteine binden direkt an den Promotor
von PPARy. Nach einer Aktivierung durch einen Liganden induziert PPARy
wiederum viele Zielgene, die in die Adipogenese und Lipidbildung involviert
sind. Darunter ist C/EBP- o, das seinerseits wieder an den Promotor von
PPARYy bindet und einen Ruckkopplungsmechanismus bildet (Linhart et al.,
2001). C/EBP-a induziert zusatzlich auch viele Adipozytengene direkt und ist
wichtig fur die Ausbildung der normalen Insulinsensitivitat (El-Jack et al.,
1999; Wu et al., 2003). Es gibt weitere Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle
spielen, u.a. SREBP-1c, STAT5a, CREB, GATAZ2/3 (inhibitorisch) und die
Familie der ,KrUppel-like factors® (KLF). KLF15 induziert die Expression von
GLUT4 (Gray et al., 2002) und KLF6 inhibiert die Expression von ,delta-like-
1/pre-adipocyte  factor-1“ (DLK1/PREF1) (Li et al, 2005). Die
Transkriptionsfaktoren stehen am Ende von Signalwegen, die extrazellulare
Informationen Uber die Konditionen flur eine Differenzierung weitergeben.
Ahnlich zu Notch besitzt DLK1/PREF1 mehrere ,EGF-like repeats* und wird

durch proteolytische Spaltung aktiviert. Dadurch wird ein extrazellularer Anteil
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freigesetzt, der hemmend auf die Adipogenese wirkt (Smas et al., 1997; Mei
et al., 2002). Der Wnt-Signalweg inhibiert durch einen Block der PPARy und
C/EBP- o Expression in vitro die Adipogenese (Ross et al., 2000; Bennett et
al., 2002; Ross et al., 2002). TGFp inhibiert Uber den SMAD-Signalweg in
vitro die Differenzierung von Praadipozyten (Choy und Derynck, 2003). Das
zur selben Superfamilie gehérende BMP4 fordert den Ubergang von
mesenchymalen Stammzellen zu Praadipozyten (Tang et al., 2004). Auch
Insulin hat deutliche Effekte auf die Adipogenese und wirkt in frihen Phasen
Uber eine Bindung an den IGF1-Rezeptor (Smith et al., 1988).

Mit einem Differenzierungsassay, bei dem embryonale, murine Fibroblasten
induziert werden und sich zu Adipozyten entwickeln, konnte gezeigt werden,
dass die Zellen der o1B-defizienten Mause eine verringerte
Differenzierungsrate aufweisen (s. 4.1.3.3).

In einer vorangegangenen Doktorarbeit (Radhakrishnan, 2006) wurde
gezeigt, dass im Fettgewebe der o1B-defizienten Mausen ein 4-facher
Anstieg des Proteins Sortilin stattfindet. Es ist bekannt, dass Sortilin eine
wichtige Rolle in der Bildung von insulinsensitiven GLUT4-Vesikeln in
Adipozyten innehat (Shi und Kandror, 2007). Diese Funktion scheint in den
o1B-defizienten Mausen aber nicht gestort zu sein. Das heil’t, diese Aufgabe
nimmt Sortilin entweder AP-1 unabhangig wahr oder eines der beiden
anderen ebenfalls im Fettgewebe exprimierten o1-Adaptine ist fur diesen
Aspekt verantwortlich oder ausreichend.

Zur Untersuchung der Auswirkung der Sortilin-Uberexpression auf die
Differenzierung von Adipozyten wurde ein fur Studien der Adipogenese
etabliertes Zellmodell, die 3T3-L1 Fibroblasten genutzt. Eine artifizielle, ca. 6-
7 fache Uberexpression von Sortilin in den 3T3-L1 Zellen fiihrte zu einer stark
verminderten  Differenzierungsrate  (4.1.3.3). Da der endogenen
Uberexpression im Fettgewebe von o1B-defizienten M&ausen keine erhohte
Transkriptionsrate zu Grunde liegt und auch andere Daten in der Literatur zu
dem Modell fihrten, dass die Familie der VPS10P-Domane-Rezeptoren, zu
der Sortilin gehort, AP-1- und GGA-abhangig transportiert wird (Willnow et al.,
2008), handelt es sich wahrscheinlich um einen Fehlsortierungsphanotyp.

Dies wird zurzeit in unserer Arbeitsgruppe detailliert analysiert. Bekannt ist,
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dass Sortilin eine Funktion in der neuronalen Entwicklung hat. Dabei sind
nicht nur Protein-sortierende Funktionen von Sortilin wichtig, sondern Sortilin
ist auch Bestandteil eines Rezeptorkomplexes in der Plasmamembran, der
der Signaltransduktion dient (Willnow et al, 2008). Ob Sortilin in der
Adipogenese eine analoge Funktion Ubernimmt, muss Gegenstand weiterer

Experimente sein.

5.3 Ausblick

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich folgende Fragen bzw.
Ansatzpunkte fur weiterfihrende Untersuchungen:

Um den durch die o1B-Defizienz betroffenen Mechanismus aufzuklaren, der
das Phanomen des Harnrickstaus hervorruft, sollten histologische
Untersuchungen der Harnblase folgen. So kdnnte man eventuell strukturelle
Veranderungen in der Muskulatur finden. In Zusammenarbeit mit einer
physiologischen Arbeitsgruppe koénnte man auch an Praparaten der
Harnblase Kraftmessungen von Muskelkontraktionen durchfuhren.

Ein zentrales Projekt der sich anschlieRenden Untersuchungen wird die
weitere Aufklarung des Mechanismus des synaptischen Vesikelrecyclings in
Neuronen von o1B-defizienten Mausen sein. Dazu sollen isolierte synaptische
Vesikel biochemisch charakterisiert werden.

Bezlglich der Fettdifferenzierung ist zu untersuchen, ob die im Fettgewebe
von o1B-defizienten Ma&usen gefundene Uberexpression von Sortilin
tatsachlich aus einer Fehlsortierung resultiert und wenn, in welchem
Kompartiment Sortilin akkumuliert. Dazu ware es von Vorteil, primare
Adipozyten in Kultur  zu nehmen, SO dass Sortilin in
Immunfluoreszenzaufnahmen dargestellt werden kann. In weiterfihrenden
Experimenten soll des Weiteren der Mechanismus der Differenzierung von
Adipozyten in o1B-defizienten Mausen analysiert werden. Dazu sollen die
bekannten Zwischenstufen im Einzelnen naher untersucht werden, um die
Funktion von o1B besser eingrenzen zu kdnnen. Ein Augenmerk liegt dabei

auf der Expression von Proteinen, die an Signalwegen beteiligt sein konnten
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uber die Sortilin Einfluss auf die Adipozytendifferenzierung nimmt. Dazu
gehoren: p75N™R EGF-Rezeptor und Pref-1.

Weitere Aufschlisse uUber die Isoform-spezifischen Funktionen der o1-
Untereinheiten sollte die Phanotypisierung der o1A-defizienten Mause
erbringen. Sind diese o1A-defizienten Tiere lebensfahig, konnen
doppeldefiziente Tiere gezichtet werden, um das Funktionsspektrum des

o01C-Adaptins einzugrenzen.



Zusammenfassung 122

6. Zusammenfassung

Der multimere Adaptorproteinkomplex AP-1 ist ein essentieller Bestandteil
Clathrin-umhullter Vesikel, die zwischen dem TGN und dem endosomalen
Kompartiment den Proteintransport aufrechterhalten. Er besteht aus 4
Untereinheiten, die beiden grof3en Untereinheiten f und vy, die mittlere
Untereinheit y und die kleinste Untereinheit o. Bisher waren fur die drei
unterschiedlichen Isoformen von o keine spezifischen Funktionen bekannt.

In dieser Arbeit konnte ein Gene Trap-Mausmodell fur o1A etabliert werden.
Das heil3t, die Insertionsstelle des Gene Trap-Vektors konnte bestimmt
werden, so dass nun eine Genotypisierung durchgefuhrt werden kann und bis
zum Ende des Jahres werden die ersten homozygoten Nachkommen
erwartet.

In einer vorangegangenen Arbeit wurde von Frau C. Riel ein o1B-defizientes
Mausmodell etabliert. Die o1B-defizienten Tiere sind lebensfahig, fertil und
entwickeln sich in Bezug auf GroBe und Gewicht vergleichbar zu
Wildtypgeschwistern. Es zeigen auffallig viele der mannlichen, o1B-
defizienten Mause einen sehr starken Harnruckstau, der zu einer hydropisch
angeschwollenen Harnblase und einer Flussigkeitsansammlung im
Nierenbecken fuhrt. Eine Abflussbehinderung im Bereich der ableitenden
Harnwege konnte nicht beobachtet werden. Die untersuchten Urin- und
Serumparameter ergaben keinen Hinweis auf eine Fehlfunktion der Nieren.
Im Mittel ist das ausgeschiedene Harnvolumen der o1B-defizienten Mause
nicht groRer als das der Kontrolltiere aus der gleichen Zucht. Es gibt
allerdings einige Ausrei3er nach oben. Im Vergleich zur reinen Wildtypzucht
ist das Harnvolumen deutlich erhoht.

Verhaltensstudien an o1B-defizienten Mausen haben gezeigt, dass sie
hypoaktiv sind und eine schlechtere motorische Koordination besitzen.
Weitere Untersuchungen ergaben, dass die o1B-defizienten Mause auf Grund
eines gestorten synaptischen Vesikelrecyclings eine verminderte raumliche

Gedachtnisleistung haben. Dies stutzt eine Studie, die den o1B-Genlokus mit
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einer schweren x-chromosomalen geistigen Entwicklungsstorung in Patienten
korreliert hat.

o1B-defiziente Mause haben im Vergleich zu den Kontrolltieren weniger
Fettgewebe. Das vorhandene Fettgewebe ist aber funktionell nicht
beeintrachtigt. In einem Differenzierungsassay von MEF zu Adipozyten sind
die Zellen von o1B-defizienten Mausen weniger potent. Eine Rolle in der
Regulation der Adipogenese des Proteins Sortilin, das im Fettgewebe von
o1B-defizienten Mausen Uberexprimiert wird, erscheint moglich.

Die o1B-Defizienz ist also mit drei unterschiedlichen physiologischen
Ablaufen assoziiert: der Regulation des Wasserhaushalts, der synaptischen

Vesikelbildung und der Adipozytendifferenzierung.
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