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Kapitel 1
Einleitung

Eukaryotische Zellen sind durch die Bildung von Kompartimenten hochgradig organisiert.
Verschiedene Typen von Organellen und Vesikeln haben jeweils spezifische Aufgaben im
Transport oder in der Prozessierung von Material. Die Fusion solcher Vesikel mit anderen
Vesikeln oder Membranen wird Uber Soluble N-Ethylmaleimide Sensitive Factor
Attachment Receptor (SNARE) Proteine katalysiert. Zwei SNARE Proteine, Vtila und
Vtilb, werden in Sdugern ubiquitar exprimiert und vermitteln Fusionen im endosomalen
System. Wahrend die Defizienz eines der beiden Proteine in der Maus toleriert wird, ist ein
Fehlen beider Proteine perinatal letal. Diese Arbeit befasst sich mit der Untersuchung des
murinen Doppelknockouts von Vtila und Vtilb.

1.1 Intrazellulare Transportwege

Der Austausch von Membranen und Material zwischen einzelnen Kompartimenten der
Zelle ist essentiell. Er verlauft groftenteils (ber Vesikel, die sich von einem
Ursprungsorganell abschniren, zum Ziel beférdert werden und dort mit dem
Zielkompartiment verschmelzen. Vereinfacht gesehen gibt es fiir den intrazelluldren
Transport zwei Richtungen. Der anterograde Transport verlauft vom endoplasmatischen
Retikulum (ER) tber den Golgi-Apparat hin zur Plamamembran. Der retrograde Transport
ist dem entgegen gerichtet und fihrt von der Plasmamembran zum Golgi-Apparat und ER
(Abb. 1.1).

Das Prinzip des Transports durch Vesikel und tubulovesikuldre Strukturen entlang des
sekretorischen Weges wurde erstmals von Georg Palade beschrieben (Palade 1975).
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Abb. 1.1 Vesikuldres Transportnetzwerk zwischen den Kompartimenten der Zelle

Endoplasmatisches
Retikulum

Proteine werden vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) anterograd tber cis- und medialen Golgi-
Apparat zum trans-Golgi transportiert. Das trans-Golgi-Netzwerk (TGN) fungiert als Sortierstation der
Zelle, von wo aus Material und Membranen direkt zur Plasmamembran gebracht oder zum endosomalen
System weitergeleitet werden. Andersherum kann Material aus dem Extrazellularraum zusammen mit
Regionen der Plasmamembran in die Zelle aufgenommen werden. Aufgenommenes Material erreicht
zumeist erst das frihe Endosom (FE), das neben dem TGN eine weitere zelluldre Sortierstelle ist. Von
dort aus kann es unter anderem zum TGN, lber das Recycling-Endosom zuriick zur Plasmamembran
oder Uber spate Endosomen (SE) zum degradativen Lysosom (Lys) transportiert werden. Die Organellen
des endosomalen Systems sind Uber vielfédltige Wege miteinander verbunden.

1.1.1 Anterograder Transport, Endoplasmatisches Retikulum & Golgi-Apparat

In anterograder Richtung beginnt der Transport am ER und fuhrt Gber den Golgi-Apparat
entweder direkt zur Plasmamembran oder zum endosomalen System (Abb. 1.1).

1.1.1.1 Das endoplasmatische Retikulum

Etwa ein Drittel aller transkribierten Proteine sind fiir den sekretorischen Weg oder zur
Integration in Membranen bestimmt. Diese werden aufgrund spezifischer Lokalisations-
signale von den Ribosomen in das Lumen des ERs transloziert (Walter und Johnson 1994).
Dort werden die naszierenden Proteine unter stdndiger Qualitatskontrolle gefaltet und erste
post-translationelle Modifikationen wie die N-Glykosylierung und die Hydroxylierung von
Prolinresten durchgefihrt. An speziellen ER-Austrittsregionen werden die so prozessierten
Proteine in Coat Protein Complex Il (COPII) Vesikel sortiert (Bannykh et al. 1996;
Hughes und Stephens 2008). Im ER herrscht ein anndhernd neutraler pH-Wert, der die
Bindung l6slicher Proteine an Transportadapter beglnstigt (Wu et al. 2001). Die
Sortierungssignale fur die Interaktion mit COPII sind vielféltig und beinhalten di-azide und
hydrophobe bzw. aromatische Motive (Barlowe 2003).
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1.1.1.2 Der Golgi-Apparat

Die COPII-Vesikel werden zum cis-Golgi transportiert und entlassen dort ihre Fracht zur
weiteren Prozessierung. ER-Transportadapter und andere Proteine, die eine durch die
KDEL Sequenz codierte ER-Zugehorigkeit haben, werden an dieser Stelle in Coat Protein
Complex | (COPI) Vesikeln konzentriert und retrograd zum ER zuriickgeleitet (Munro und
Pelham 1987; Hughes und Stephens 2008).

Im Golgi-Apparat werden Proteine des sekretorischen Weges sequenziell durch cis-Golgi
und medialen Golgi zum trans-Golgi-Apparat transportiert. In jedem dieser
Kompartimente laufen unterschiedliche O-Glykosylierungen und proteolytische
Spaltungen ab. Der pH-Wert im Golgi wird von cis-Golgi bis trans-Golgi azider und
betragt dort etwa 6,2 (Wu et al. 2001).

Das trans-Golgi-Netzwerk (TGN) ist eine Sortierstation des sekretorischen Weges. Von
hier aus konnen Proteine entweder in Kkonstitutiv sekretorischen Vesikeln zur
Plasmamembran gebracht, in Granula der kontrollierten Sekretion zwischengespeichert
oder aber tber Clathrin-umhllte Vesikel an das endosomale System bergeben werden
(Traub und Kornfeld 1997).

1.1.2 Retrograder Transport und das endosomale System

In retrograder Richtung beginnt der Transport an der Plasmamembran und fiihrt zum
endosomalen System oder weiter zum TGN und ER (Abb. 1.1). Saugerzellen
internalisieren (endozytieren) pro Stunde etwa einen Anteil ihrer Plasmamembran, welcher
der kompletten Zelloberflache entspricht (Steinman et al. 1976). Die meisten der
endozytotischen Wege fiihren innerhalb weniger Minuten zundchst zum friih-endosomalen
Kompartiment (Schmid et al. 1989).

1.1.2.1 Das friihe Endosom

Das frilhe Endosom hat einen leicht aziden pH-Wert von 6,2 — 6,8, der die Dissoziation
aufgenommener Ligand-Rezeptor-Komplexe bewirkt. Es dient, ahnlich dem TGN, als
Sortierstation: VVon hier aus kdnnen Proteine und Membranen zum Recycling-Endosom, zu
spaten Endosomen oder zum TGN weitergeleitet werden. Mehrere frilhe Endosomen
kénnen auch homotypisch zu einem groReren Kompartiment verschmelzen (Gruenberg et
al. 1989). Mikroskopisch stellt sich das frihe Endosom als Kompartiment dar, das aus
Vesikeln mit ca. 400 nm Querschnitt und tubul&ren Strukturen mit einem Querschnitt von
60 nm besteht (Gruenberg et al. 2001).
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1.1.2.2 Das Recycling-Endosom

Obwohl Material vom friihen Endosom aus in einem schnellen Schritt wieder an die
Plasmamembran gelangen kann, werden z.B. internalisierte Rezeptoren auch in einem
langsameren Transport ber das Recycling-Endosom wieder aus der Zelle entlassen (Sheff
et al. 1999). Das Recycling-Endosom besteht aus vesikul&r-tubuldaren Strukturen mit einem
Querschnitt von 50 nm, die in Kernnahe akkumulieren (Hopkins et al. 1983). Der pH-Wert
des Recycling-Endosoms ist etwa um 0,4 Einheiten niedriger als der des friilhen Endosoms
und dient der vollstandigen Dissoziation von Ligand-Rezeptor-Komplexen (Sipe et al.
1987).

1.1.2.3 Das spatendosomal-lysosomale Kompartiment

Nicht recyceltes Material gelangt vom friihen Endosom aus entweder zum TGN oder zum
spaten Endosom. Proteine und Lipide werden fur letzeres in multivesikularen Koérpern an
der Membran friher Endosomen gesammelt und unter Ansauerung zum spaten Endosom
transportiert (Gruenberg und Stenmark 2004).

Dieses sortiert wiederum die Fracht retrograd zum TGN oder weiter zu den Lysosomen
(van der Goot und Gruenberg 2006). Der niedrige pH-Wert spater Endosomen von ca. 5,0
— 5,5 ist unter anderem Voraussetzung fur den Weitertransport zum Lysosom (van Weert et
al. 1995). Das tubulédr-vesikulare, spatendosomale und das dichte, lysosomale
Kompartiment haben viele Gemeinsamkeiten (van der Goot und Gruenberg 2006). Eines
der Hauptmerkmale des Lysosoms ist jedoch die degradative Funktion durch saure
Hydrolasen, die in diesem Milieu (ca. pH 4,5) maximal aktiv sind. Die Hydrolasen werden
im TGN durch Mannosephosphat-Rezeptoren erkannt und Uber das endosomale System
zum Lysosom transportiert (Figura et al. 1986). Zusatzlich konnen sekretorische
Lysosomen reguliert mit der Plasmamembran verschmelzen. Sie dienen so z.B. als
Reparatursystem der Membran oder zur Sekretion lytischer Enzyme in zytotoxischen T-
Zellen (Andrews et al. 2000; Burkardt et al. 1990).

1.1.2.4 Transportmodelle im endosomalen System

Auf welche Art Makromolekile innerhalb des endosomalen Systems und zum Lysosom
transportiert werden, wird stark debattiert. Es sind verschiedene Mechanismen denkbar, die
entweder einen rein vesikuldaren Transport, Reifung der Organellen, Kkurzzeitige
Verschmelzung von Organellen oder direkte Fusion der Kompartimente beinhalten
(Mullins und Bonifacino 2001). Besonders durch live-cell-imaging Experimente gewinnen
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momentan Modelle an Bedeutung, in denen die Organellen direkt miteinander interagieren
(Gan et al. 2009; Bright et al. 2005). In einer anderen Studie wurde beobachtet, dass sich
aus frihen Endosomen Vesikel von 400 nm bis 800 nm bilden, die dann von frihen zu
spaten Endosomen reifen (Rink et al. 2005).

1.1.3 Verschiedene Mechanismen der Endozytose

Extrazelluldres Material erreicht das endosomale System (ber verschiedene Mechanismen,
die eine friihe Mdoglichkeit der Sortierung an der Plasmamembran darstellen (Doherty und
McMahon 2009). Drei dieser Mechanismen spielen in dieser Arbeit eine Rolle und werden
daher kurz vorgestellt: Die Clathrin-abh&ngige und die Caveolae-spezifische Endozytose
sowie die Makropinozytose (Abb. 1.2).

Clathrin
spez. Rezeptor

r Aktin
@ W =~ = Caveolin-1
Clathrirzabhéngig

z.B. Dextran

2.B. Transferrin

$
0004 (

z.B. Choleratoxin

Abb. 1.2 Verschiedene Aufnahmewege fiihren zum endosomalen System

Makromolekiile konnen Uber die unspezifische Aufnahme von extrazelluldrer Flissigkeit in
die Zelle gelangen (Makropinozytose). Eine spezifische Aufnahme setzt die Interaktion mit
einem Rezeptor voraus. Der Ligand-Rezeptor-Komplex wird (iber mehrere mogliche
Mechanismen endozytiert. So wird z.B. Transferrin spezifisch Gber den Transferrin-Rezeptor
erkannt und dieser wiederum spezifisch Gber Clathrin-abhangige Mechanismen internalisiert.
Ein anderer Mechanismus ist die Endozytose in Caveolae. Dieser wird z.B. von Choleratoxin
zur Aufnahme in die Zelle genutzt.

1.1.3.1 Makropinozytose

Durch Markopinozytose gebildete Makropinosomen sind, abhangig vom Zelltyp, bis zu
5 um grof3e Strukturen. Sie bilden sich durch gewellte Einbuchtungen der Plasmamembran
(Fawcett 1965). Durch die Grolie der endozytierten Bereiche ist das Verhaltnis zwischen
Inhalt und umschlieBender Membran recht gering, so dass Makromolekile aus der
extrazelluldren Umgebung sehr effizient internalisiert werden. Makropinosomen besitzen
aufler der Membran keine weitere Hiille. Die Zusammensetzung der Membran ist dabei zu
derjenigen der Plasmamembran weitgehend identisch (Bretscher und Thomson 1983).
Makropinozytose ist ein unspezifischer VVorgang, der sich tiber dynamische Reorganisation
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des Zytoskeletts unter Beteiligung von Aktin vollzieht (Watts und Marsh 1992; Allison et
al. 1971). Der Inhalt von Makropinosomen wird zu frilhen Endosomen transportiert, von
wo aus er zur Degradation ins Lysosom gelangt (Racoosin und Swanson 1993).

Ein Beispiel fur makropinozytierte Molekile ist niedermolekulares Dextran, das bei
Fluoreszenzmarkierung zur Verfolgung des Makropinosoms genutzt werden kann (Berlin
und Oliver 1980).

1.1.3.2 Clathrin-abhangige Endozytose

Clathrin ist ein Hull-Strukturprotein, das bei vielen Prozessen an der Vesikelbildung von
der Plasmamembran, aber auch von Kompartimenten des endosomalen Systems beteiligt
ist (Schmid und McMahon 2007). Die Vielfalt und Spezifitdt der Uber Clathrin
endozytierten Makromolekiile liegt in den multiplen Frachtadaptoren, Rezeptoren und
akzessorischen Proteinen begrindet, die mit Clathrin in Wechselwirkung treten kdnnen
(Ungewickell und Hinrichsen 2007). Diese koordinieren die Nukleation von Clathrin an
der zu internalisierenden Membran, beginnend mit der Bindung der Hull-Proteine an
Phosphatidylinositol(4,5)bisphosphat (Haucke 2005). Durch Zusammenwirken von
Adapterproteinen und Clathrin wird die Membran gekrimmt und das entstehende Vesikel
schlielich Gber die GTPase Dynamin von der Plasmamembran abgetrennt (Hinrichsen et
al. 2006; Hinshaw et al. 1995). Der Prozess von der Akkumulation der Komponenten bis
zur Abspaltung des Vesikels dauert in etwa 20 — 150 s (Merrifield et al. 2005). Solche
Clathrin-coated pits bzw. Vesikel sind aufgrund der polymeren Struktur des Clathrins sehr
gleichférmig und zwischen 10 nm und 500 nm grof3 (Heuser 1980). Nach der Abspaltung
des Vesikels wird das Clathrin-Polymer durch Auxilin und Hsp70 disassembliert und das
Vesikel zum Ziel transportiert (Ungewickell et al. 1995).

Clathrin-vermittelte Endozytose kann unter anderem (ber den fluoreszenzmarkierten
Transferrin-Rezeptor verfolgt werden. Dessen Y XRF Motiv wird vom Adapterprotein AP2
erkannt und die Nukleation von Clathrin gestartet (Collawn et al. 1990).

1.1.3.3 Caveolae-spezifische Endozytose

Caveolae sind flaschenférmige Invaginationen mit einem Durchmesser von 60 — 80 nm
(Yamada et al. 1955). Sie befinden sich auf der Oberflache der meisten Zelltypen mit
Ausnahme von z.B. Neuronen und Leukozyten (Stan 2005). Nach der Clathrin-vermittelten
Endozytose gehort die Aufnahme Uber Caveolae zu den am hé&ufigsten beobachteten
Mechanismen (Parton und Simons 2007). Caveolin-1, Caveolin-2 und Caveolin-3 sind in
Caveolae lokalisierte Proteine, wobei Caveolin-1 und Caveolin-3 direkt an der Bildung und
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Strukturgebung der Caveolae beteiligt sind (Razani et al. 2002; Drab et al. 2001; Galbiati
et al. 2001). Caveolin-1 ist mit einer Hairpin-Doméne in die Membran eingebettet; N- und
C-terminus befinden sich im Zytosol (Richter et al. 2007). Es bildet Oligomere, bindet
Cholesterin und Fettsauren und ist in Lipid Rafts akkumuliert (Monier et al. 1996; Dietzen
et al. 1995). Wie genau Caveolae assemblieren, spezifische Rezeptoren akkumulieren und
schlieBlich endozytiert werden, ist zurzeit noch nicht bekannt. Vieles wird aber Uber die
Assoziation mit Lipid Rafts reguliert (Parton und Simons 2007).

Bei der Abtrennung des caveolaren Vesikels von der Membran ist unter anderem Dynamin
essentiell (Oh et al. 1998). Nach Internalisierung bleibt die Hullstruktur von Caveolae
erhalten, wahrend die Fracht durch transiente Interaktionen in das friihe Endosom
abgegeben wird (Pelkman et al. 2004). Ein Beispiel fur die Caveolae-spezifische
Aufnahme ist Choleratoxin, das an das Gangliosid GM1 als Rezeptor bindet und so
endozytiert wird (Orlandi und Fischman 1998).

1.1.4 Nicht-sekretorischer Weg und unkonventionelle Sekretion

Neben dem sekretorischen (konventionellen) Weg des vesikuldren Transports existieren
weitere Mechanismen, die einen intrazelluléren Transport von Proteinen vermitteln.

So werden mitochondriale und peroxisomale Proteine, die nicht in den Organellen selbst
synthetisiert werden, Uber spezifische Translokalisationskomplexe direkt aus dem Zytosol
importiert (Wickner und Schekman 2005). Zum Transport in den Zellkern vorgesehene
Proteine werden Uber den Nuclear Pore Complex ebenfalls aus dem Zytosol aquiriert
(Strambio-De-Castillia et al. 2010).

Aber auch sekretorische Proteine werden tUber Mechanismen exozytiert, die bisher kaum
untersucht sind und unter dem Oberbegriff der unkonventionellen Sekretion zusammen-
gefasst werden (Nickel und Seedorf 2008). Die unkonventionelle Sekretion definiert sich
uber eine von ER und/oder Golgi unabhdngige Prozessierung und Exozytose. In
Leishmania besitzen z.B. nur 5% der sekretierten Proteine ein Signal fir den konven-
tionellen Transportweg, wéhrend 57 % der Proteine iber unkonventionelle Mechanismen
exportiert werden (Cuervo et al. 2009). Fur die unkonventionelle Sekretion sind vor allem
vier Mechanismen in der Diskussion: Direkte Translokation vom Zytoplasma in den
Extrazellularraum, lysosomale Sekretion, Sekretion Uber Vesikel aus multivesikuléren
Strukturen sowie Exozytose Uber Vesikel, die sich aus der Plasmamembran bilden (Nickel
und Seedorf 2008).
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1.2 Spezielle Funktionen des endosomalen Systems

Der Transport durch das endosomale System ist Teil hochgradig dynamischer und
regulierter Prozesse. Die Anforderungen an das Endosom sind dabei stark vom Zelltyp
abhéngig. Zwei dieser Funktionen sollen hier besonders hervorgehoben werden: Die
regulatorische Rolle in der Signaltransduktion und bei der Entwicklung von Neuronen.

1.2.1 Signaltransduktion und endosomale Signalgebung

Als Signaltransduktion werden Prozesse bezeichnet, in denen Zellen ein extrazellulares
Signal Uber Rezeptoren in eine intrazelluldire Reaktion umwandeln. Viele dieser
Rezeptoren vermitteln dabei nach Aktivierung durch ihren Liganden das Signal nicht nur
von der Plasmamembran aus, sondern werden endozytiert und dadurch reguliert (Sorkin
und von Zastrow 2009).

Eines der am besten untersuchten Beispiele dafur ist die Regulation des Epidermal Growth
Factor (EGF)-Rezeptors (Sorkin und Goh 2009). Die Bindung verschiedener Liganden an
den EGF-Rezeptor induziert dessen Dimerisierung, Aktivierung der Tyrosinkinase-
Aktivitat und anschlieBende Endozytose (Yarden et al. 2001). Abhéngig vom Zelltyp und
der Konzentration des Liganden erfolgt die Endozytose Uber Clathrin-abhéngige oder
-unabhéngige Wege (Kazazic et al. 2006; Sigismund et al. 2005). Es wird aber davon
ausgegangen, dass der EGF-Rezeptor unter physiologischen Bedingungen hauptsachlich
uber Clathrin-abhdngige Endozytose internalisiert wird (Sorkin und Goh 2009; Sigismund
et al. 2008). Anschlielend gelangt er Uber frihe Endosomen zu Recycling-Endosomen
oder in multivesikuldare Kompartimente des spaten Endosoms. Aus allen drei
Kompartimenten kann der Ligand-Rezeptor-Komplex mit unterschiedlichen Kinetiken
zurick zur Plasmamembran recycelt werden. Je nach Ligand dissoziiert der
Rezeptorkomplex pH-abhéngig, was wiederum (ber den weiteren Transportweg und die
Aktivitadt des Rezeptors entscheidet (French et al. 1995). Der Ligand EGF bleibt pH-
unabhangig gebunden und resultiert in einer anhaltenden, durch vesikuldren Transport
auch raumlich regulierten Signalgebung (Welch und Mullins 2002; Teis et al. 2002).
Weiterhin kann die endosomale Signalgebung in den multivesikuldren Kompartimenten
reguliert werden, indem der Rezeptor von der duf3eren Membran des Kompartiments in ein
inneres Vesikel internalisiert wird. Dies geschieht abh&ngig von der Ubiquitinierung des
Rezeptors und nachfolgender Sortierung durch die ESCRT-Maschinerie (Huang et al.
2006). Schlussendlich wird der Rezeptor zur Signalattenuierung zum Lysosom
transportiert und degradiert (Futter et al. 2006).
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Uber die beschriebenen Wege ist eine sehr genaue zeitliche und raumliche Regulation von
Signaltransduktionsvorgéngen durch das endosomale System madglich.

Dies beschrénkt sich nicht nur auf Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie den EGF-Rezeptor.
Ahnliche Mechanismen werden auch bei z.B. der Familie der Sieben-Transmembran-
Rezeptoren oder Notch-Rezeptoren untersucht (Sorkin und von Zastrow 2009).

1.2.2 Neuronale Entwicklung und Signaltransport

Neuronen bestehen aus einem Zellkdrper und spezialisierten, langen Fortsatzen, den
Neuriten. Aufgrund dieses polaren Aufbaus und der Lange der Neuriten sind Neuronen
besonders stark auf einen funktionellen endosomalen Transport angewiesen.

Das fur die Reizweiterleitung verantwortliche Axon ist in der Regel der langste Neurit
eines Neurons. Wahrend eine typische, spharische Zelle eine Plasmamembran-Oberflache
von ca. 1500 um2 hat, mussen Neuronen fir das Wachstum ihres Axons eine Flache dieser
GroRe pro Tag neu synthetisieren (Pfenninger 2009). Die Insertion neuer Membran beim
wachsenden Axon geschieht hauptsachlich am distalen Ende, dem Wachstumskegel (Craig
et al. 1995). Das Membranmaterial wird am Golgi-Apparat synthetisiert und vermutlich
uber sekretorische Lysosomen anterograd zum Wachstumskegel transportiert, wo es mit
der Plasmamembran fusioniert (Arantes und Andrews 2006; Martinez-Arca et al. 2001).
Ein weiterer Mechanismus, bei dem endosomaler Transport essentiell ist, ist die
Signalubertragung vom Wachstumskegel bzw. spéter der Synapse bis zum Zellkdrper
(Cosker et al. 2009). Am Axon erhaltenen Signale sind Bedingung flr das Wachstum des
Axons, Auffindung und Innervation des Ziels sowie das Uberleben der Zelle (Sann et al.
2009). Die Mechanismen dieser Signalweiterleitung sind ahnlich zu denen, die in 1.2.1
besprochen wurden. Ein Beispiel ist die Signalgebung durch Neurotrophine wie den Nerve
Growth Factor (NGF), die an Tropomyosin receptor kinase (Trk)-Rezeptoren am
Wachstumskegel binden (Ghattacharyya et al. 1997). Die Rezeptoren induzieren ein
lokales Signal am Wachstumskegel, werden aber auch endozytiert und retrograd in
Signaling-Endosomen zum Zellkdrper transportiert. Dort geben sie weiterhin Signale, die
z.B. das Uberleben der Zelle vermitteln (Ginty und Segal 2002; Watson et al. 2001).

Hat ein Neuron Synapsen ausgebildet, ist das endosomale System an deren Funktion Gber
die Bildung, Exozytose, Wiederaufnahme und das Recycling von Neurotransmittern
synaptischer Vesikel beteiligt (John et al. 2010).
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1.3 Vesikularer Transport

Der Transport zwischen den verschiedenen Kompartimenten des sekretorischen Weges
beruht auf einem gemeinsamen Mechanismus. VVon der Zusammenstellung eines Vesikels
aus der Ursprungsmembran bis zur Fusion mit der Zielmembran ist eine ganze Reihe

verschiedener Proteinfamilien beteiligt (Abb. 1.3).

) 1. Zusammenlagerung
- \ 2. Abknospung

A 3. Transport

4. Tethering

5. Andocken
6. Hemifusion

7. Fusion 8. Komplex-
Dissoziation

Zielmembran

~mmmns R-SNARE — Hullprotein A& Rab-GTPase &= SM-Protein
ﬁ Qabc-SNARE =@ Fracht == Tethering-Faktor 882 NSF/aSNAP

Abb. 1.3 Vesikuldrer Transport: Von der Zusammenlagerung bis zur Fusion

Fracht-Proteine, Adaptoren und Hullproteine assemblieren (1). Daraus resultiert eine Kriimmung der
Membran, von der sich schlieBlich ein fertiges Vesikel abschniirt (2). Wahrend des Transportes zum Ziel
werden die Hullprotein-Polymere dissoziiert (3). An der Membran angekommen, erfolgt erst die lockere
Anbindung des Vesikels an die Zielmembran (Tethering (4)), dann das stabilere Andocken (5). Beteiligte
Proteine sind regulatorische Tethering-Faktoren, Rab-GTPasen und SM-Proteine. Durch Bildung eines RQ,,-
SNARE-Komplexes von SNAREs gegeniberliegender Membranen erfolgt zunachst die Hemifusion (6), dann
die Fusion des Vesikels mit der Zielmembran (7). Der SNARE-Komplex wird fir ein funktionelles Recycling
durch NSF/aSNAP disassembliert (8).

Der vesikuldre Transport l&sst sich in einzelne Schritte einteilen: Zusammenlagerung und
Abknospung des Vesikels, Transport zur Zielmembran, spezifische Erkennung und
Tethering am Ziel und abschlielRend die Fusion der Membranen.

An der Membran des Donor-Organells lagern sich zundchst (ber spezifische
Adaptermolekdile die zu transportierenden Proteine und Hull-Proteine an die Membran an
(McMahon und Mills 2004). Dabei kommt in Transportwegen zwischen Golgi-Apparat
und Plasmamembran hauptsdchlich Clathrin als Huillprotein vor, im Transport zwischen
ER und Golgi je nach Richtung entweder COPI oder COPII (1.1.1 bzw. 1.1.3.2). Die
dynamische Rekrutierung der Hullkomplexe geschieht durch unterschiedliche Faktoren:
Durch kleine GTPasen der Arfl/Sarl Familie im Fall von COPI/COPII oder durch
Phosphatidylinositolphosphate und verschiedenste Adaptoren im Fall von Clathrin (Owen
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et al. 2004; Springer et al. 1999). Die Anlagerung des Hull-Komplexes bewirkt eine
Krimmung der Membran und schlieBlich die meist durch Dynamin vermittelte
Abknospung des Vesikels (1.1.3.2).

Nach der GTP-abhdngigen Dissoziation des Hull-Komplexes wird das Vesikel zur
Zielmembran transportiert. Dieser Transport erfolgt Uber kurze Strecken, z.B. zwischen ER
und Golgi in Hefe, durch Diffusion (Preuss et al. 1992). Ein Transport Uber langere
Strecken wird durch das Zytoskelett unter Nutzung von Motorproteinen wie Kinesin,
Dynein und Myosin erreicht (Hammer und Wu 2002).

Am Zielorganell angekommen, findet das Tethering statt. Hierunter versteht man die
Interaktion multipler Tethering-Faktoren mit Rab-GTPasen (Ras-like protein from brain)
und SNARE-Proteinen der Vesikel, durch die das Vesikel spezifisch mit der Zielmembran
verbunden wird (Sztul und Lupashin 2006). Die vollstandige Assemblierung dieser
Faktoren flhrt zu einer festen Bindung des Vesikels an die Zielmembran, dem Docking
(Bethani et al. 2009; Zerial and McBride 2001).

Die tatsachliche Fusion der Membran erfolgt durch die Bildung eines Komplexes aus
SNARE-Proteinen, die in den gegenuberliegenden Membranen verankert sind. Der
Vorgang der durch SNARE-Proteine vermittelten Fusion wird in Abschnitt 1.4.2 detailliert
besprochen. Abschliefend wird der gebildete SNARE-Komplex durch die ATPase NSF
und deren Co-Faktor aSNAP dissoziiert (Barnard et al. 1997).

1.4 SNARE-Proteine

Nach der Beschreibung des vesikuldren Transports durch Palade ermdglichte die in vitro
Rekonstitution von ER- und Golgi-Vesikeln erstmals Experimente zur Charakterisierung
der beteiligten Proteinmaschinerie (Fries und Rothman 1980). Die ATPase NSF (N-
ethylmaleimid Sensitive Factor) wurde als erstes fiir die Fusion essentielles Protein
entdeckt, spater dann dessen Co-Faktor aSNAP (Soluble NSF Attachment Protein) (Clary
et al. 1990; Block et al. 1988). Ein Komplex der eigentlich fur die Fusion verantwortlichen
SNARE-Proteine wurde durch Co-Immunprazipitationsexperimente mit aSNAP isoliert
und die Proteine daher als aSNAP Rezeptoren bezeichnet (SOllner et al. 1993).
Mittlerweile sind in Sdugern ca. 40 verschiedene SNARE-Proteine bekannt (Jahn und
Scheller 2006).
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1.4.1 Struktur von SNARE-Proteinen

Die Familie der SNAREs besteht aus kleinen, etwa 100 — 300 Aminosdure umfassenden
Proteinen mit einem evolutiondr konservierten, 60 — 70 Aminosauren langen SNARE-
Motiv (Weimbs et al. 1997). Aufgrund struktureller Aspekte werden sie in vier Sub-
Klassen eingeteilt: Qa-, Qb-, Qc- und R-SNAREs (Fasshauer et al. 1998, Abb. 1.4 A).

A B
Membranoberflache —
N-terminale Domdnen SNARE-Motiv Transmembran- R
doméne )\ i{“v‘
HHEHE— - 0-shARe / ™ Transmembran-
SNARE-Motiv domiine
> - o S
—<>— - QcSNARE
C
Syntaxinla (Qa) -
. = & SEEET SNAP23 (G

Synaptobrevin (R)

inme
TV S WV wWe
. Sl

Qbc-SNARE

]

Abb. 1.4 Struktur der SNARE-Proteine und des SNARE-Motivs

A Die meisten SNARE-Proteine haben eine C-terminale Transmembrandomaéne, direkt gefolgt vom SNARE-
Motiv und verschiedenen N-terminalen Domdnen. Qbc-SNAREs besitzen zwei SNARE-Motive und keine
Transmembrandomane, dafiir aber meist eine palmitoylierte Region zur Membraninsertion. Gestrichelte
Linien symbolisieren Domanen, die in manchen SNAREs der Sub-Klasse fehlen. Abbildung nach Jahn und
Scheller 2006. B Liegen SNARE-Proteine nicht in einem SNARE-Komplex vor, ist das SNARE-Motiv (griine
Helix, unstrukturierte Region und blaue Helix) weitgehend unstrukturiert (gezeigt ist Synaptobrevin /
VAMP-1 aus Ellena et al. 2009). C Im SNARE-Komplex dagegen bilden die SNARE-Motive eine hoch
organisierte coiled-coil Struktur aus, die sich bis in die Membranregion erstreckt (gezeigt sind die Strukturen
der SNARE-Motive ohne N-terminale Domanen aus Stein et al. 2009).

Die meisten SNARESs besitzen eine C-terminale Transmembrandoméne, die direkt an das
SNARE-Motiv anknipft (Stein et al. 2009; Hong 2005). Strukturierte, N-terminale
Doménen sind ebenfalls in den meisten SNAREs vorhanden. In Qa-SNAREs (auch
,echte® Syntaxine genannt), sowie manchen Qb- und Qc-SNAREs ist ein Bundel dreier
antiparalleler Helices charakteristisch. Dieses kann in Syntaxin 1 und Syntaxin 7 mit dem
SNARE-Motiv interagieren und so dessen Funktion beeinflussen (Fasshauer 2003). In
einer in Sdugern evolutiondr konservierten Klasse von R-SNAREs (Longine) findet sich
N-terminal die regulative Longin-Doméne, die einer evolutiondr weniger gut konservierten
Klasse (Brevine) fehlt (Rossi et al. 2004).

Einen anderen Aufbau haben Qbc-SNARES. Sie besitzen je ein Qb- und ein Qc-SNARE-
Motiv, aber keine Transmembrandoméne. Eine Membranassoziation findet meist tber
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Palmitoylierung der Linker-Region zwischen Qb- und Qc-Motiv statt (Hong 2005).

Ein funktionaler SNARE-Komplex besteht aus vier SNARE-Motiven, von denen jedes
einer anderen Subklasse angehort. Wahrend im einzelnen SNARE-Protein das SNARE-
Motiv weitgehend unstrukturiert vorliegt (Ellena et al. 2009; Abb. 1.4 B), bildet sich bei
Zusammenlagerung in der Form RQabc eine hoch organisierte coiled-coil Struktur (Abb.
1.4 C). Diese ist in den verschiedenen SNARE-Komplexen konserviert, wie sich durch die
Auflésung mehrerer Kiristallstrukturen gezeigt hat. Zu den Komplexen, deren
Kristallstruktur bekannt ist, gehort der neuronal-sekretorische Komplex VAMP-2 /
Syntaxin 1 / SNAP25, der spat-endosomale Komplex VAMP-8 / Syntaxin 7 / Vtilb /
Syntaxin 8 und der friih-endosomale Komplex VAMP-4 / Syntaxin 13 / Vtila / Syntaxin 6
(Zwilling et al. 2007; Antonin et al. 2002; Sutton et al. 1998).

Im SNARE-Komplex haben die Helices der einzelnen SNARE-Motive eine Gangweite
von 7 Aminoséuren, so dass es entlang der coiled-coil Struktur 16 Ebenen interagierender
Aminosduren gibt. Diese Interaktionen sind, bis auf die der mittleren Ebene (0-Ebene),
hydrophob. In der 0-Ebene dagegen finden sich hydrophile Wechselwirkungen zwischen
drei Glutamin (Q)-Seitenketten und einer Arginin (R)-Seitenkette. Entsprechend der in der
0-Ebene des Komplexes beigesteuerten Seitenkette erfolgte die Klassifikation in R- und Q-
SNAREs. Die weitere Differenzierung in Qa, Qb und Qc geschieht tiber Homologien zu
den Q-SNARE-Motiven des zuerst kristallisierten, neuronalen SNARE Komplexes:
Syntaxin 1 (Qa) und SNAP25 (Qb- bzw. Qc-Helix) (Sutton et al. 1998; Fasshauer et al.
1998).

1.4.2 Die SNARE-vermittelte Membranfusion

Die Ausbildung eines SNARE-Komplexes ist im sekretorischen System der maRgebliche
Schritt bei der Fusion zweier Membranen (Jahn und Scheller 2006, zur Veranschaulichung
siehe Abb. 1.3 Schritte 5 — 8). Von den am Fusionskomplex beteiligten vier SNARE-
Proteinen muss auf jeder Seite der gegenuberliegenden Membranen mindestens eines tber
eine Transmembrandomane verankert sein (Jun et al. 2007). Die SNARE-Motive lagern
sich dann, beginnend am membranfernen N-terminus, reillverschluBartig zu der
beschriebenen coiled-coil Struktur zusammen.

Dieser Prozess setzt genligend Energie frei, um die elektrostatische Abstolung der
gegeniiberligenden Membranen zu Uberwinden (Fasshauer et al. 2003). Durch die
mechanisch ber die Transmembrandoménen (Ubertragene Kraft erfolgt vermutlich
zunachst eine Hemifusion der aneinanderliegenden Membranschichten, dann die
vollstandige Fusion (Langosch et al. 2007). Dabei ist die SNARE-Maschinerie so effizient,
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dass ein einziger Komplex zur Fusion zweier Vesikel genugt (van den Bogaart et al. 2010).
Die SNAREs gehen wéhrend der Membranfusion von einem trans-Komplex (meistens
R-SNARE und Qabc-SNAREs auf gegenuberliegenden Membranen) zu einem cis-
Komplex (alle SNAREs auf der Zielmembran) uber. Dieser cis-Komplex wird von NSF
ATP-abhéangig disassembliert, so dass die einzelnen SNAREs fir eine neue
Fusionsreaktion zur Verfugung stehen. Dafiir assoziiert zundchst aSNAP mit der
Oberflache der coiled-coil Struktur des SNARE-Komplexes (Marz et al. 2003). Dadurch
wird NSF rekrutiert und 16st, vermutlich beginnend an der strukturell schwachen 0-Ebene,
den SNARE-Komplex auf (Marz et al. 2003; Barnard et al. 1997).

1.4.3 Regulation der SNARE-vermittelten Membranfusion

Die Integritat der Organellen, die Balance der Verteilung von Membranmaterial und viele
weitere Prozesse sind auf eine strikte Regulation der Transportprozesse angewiesen. Durch
funktionelle Inhibition oder Knockout einzelner SNARE-Proteine wurde gezeigt, dass
jeweils spezifische RQabc-Kombinationen die Fusion bei spezifischen Transportschritten
vermitteln (Jahn und Scheller 2006). Einzelne SNARE-Proteine kénnen Teil unterschied-
lich kombinierter SNARE-Komplexe sein.

SNARE-Proteine selbst sind in der Komplexbildung wenig selektiv, so lange die RQabc-
Regel eingehalten wird (Brandhorst et al. 2006; Yang et al. 1999). Zum Beispiel beim
Recycling von SNAREs sind allerdings zwangsweise SNARE-Proteine auf Vesikeln
vorhanden, die nur als Fracht transportiert werden, aber keinen aktiven Fusionskomplex
bilden durfen. Die Spezifitdt des Transports wird daher Uber eine ganze Reihe von
Faktoren gewahrleistet. Die wichtigsten Gruppen dieser Faktoren wurden teilweise bereits
kurz angesprochen und sollen hier kurz vorgestellt werden.

1.4.3.1 Hiillproteine

Ein erster Schritt der Spezifitat besteht in der Sortierung von SNARE-Proteinen zu
demjenigen Kompartiment, in dem sie Fusionen vermitteln sollen. Diese Sortierung kann
uber Teile des Hullkomplexes von Vesikeln geschehen. Beispiele sind die ER-Golgi
SNAREs Betl, Sed5 und Sec22, die an Untereinheiten des COPII-Komplexes binden oder
Vtilb, das mit dem Clathrin-Adapterprotein EpsinR interagiert (Miller et al. 2007;
Mossessova et al. 2003).
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1.4.3.2 SM-Proteine

Die Familie der SM-Proteine (Secl/Muncl8-related proteins) ist an der Regulation von
SNAREs beteiligt, hat aber vermutlich auch direkten Einfluss auf die Fusionskatalyse
(Carr und Rizo 2010). Durch Bindung von SM-Proteinen an das N-terminale Drei-Helix-
Bundel von Qa-SNAREs wird beispielsweise bei Syntaxin 1 eine geschlossene, inaktive
Konformation stabilisiert (Yang et al. 2000; Dulubova et al. 1999). Dadurch wird nach
einer erfolgten Fusion eine sofortige Reassemblierung des SNARE-Komplexes verhindert.
Gleichzeitig ist aber z.B. Munc18-1 in der Lage, unabhéngig von einer N-terminalen
Interaktion die SNARE-vermittelte Fusion zu stimulieren (Diao et al. 2010). Es wird daher
ein sequentieller Mechanismus vorgeschlagen, in dem SM-Proteine zunéchst die
Assemblierung des SNARE-Komplexes regulieren und anschlieRend kooperativ zur Fusion
beitragen (Carr und Rizo 2010).

1.4.3.3 Tethering-Faktoren

Fur fast alle SNARE-Fusionskomplexe wurden spezifische Tethering-Faktoren identifiziert
(Sztul und Lupasin 2006; Whyte und Munro, 2002). Sie stellen zusammen mit Rab-
Proteinen einen ersten, spezifischen Kontakt zwischen Vesikel und Zielmembran her und
kénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden: Proteine mit langen coiled-coil Doménen oder
Komplexe mit mehreren Untereinheiten (Cai et al. 2007).

1.4.3.4 Rab-GTPasen

Im menschlichen Genom werden fast 70 unterschiedliche Rab-Proteine codiert (Colicelli
2004). Rab-Proteine sind kleine GTPasen, die inaktiv im Zytoplasma vorliegen, durch
Austausch von GDP zu GTP aktiviert werden und sich dann kompartimentspezifisch an
Membranen anlagern. Aktive Rab-Proteine vernetzen durch ihre multiplen Bindestellen
verschiedene Effektoren auf der Membranoberflache (Aivazian et al. 2006; Zerial und
McBride 2001). Auf diese Weise spielen sie eine Rolle in Sortierungsprozessen bei der
Vesikelbildung, der Rekrutierung von Hullkomplexen und Motorproteinen sowie
schlieBlich bei der spezifischen Erkennung von Tethering- und SNARE Molekiilen.
(Markgraf et al. 2007; Jordens et al. 2005; Carroll et al. 2001).



Kapitel 1 Die endosomalen Qb-SNAREs Vtila und Vtilb

16

1.5 Die endosomalen Qb-SNAREs Vtila und Vtilb

Vtila und Vtilb sind in Sdugern ubiquitdre Qb-SNAREs des endosomalen Systems. Sie
sind spezialisierte Homologe eines einzelnen Vorlaufer-SNAREs in Hefe, Vtilp (Vpsl0
tail interacting, Fischer von Mollard und Stevens 1998).

Vtilp ist Teil mehrerer SNARE-Komplexe im retrograden Transport zum cis-Golgi, im
Transport vom TGN zum prévakuolaren Kompartiment (vergleichbar mit dem spaten
Endosom) und bei der Fusion des pra-vakuoldaren Kompartiments mit der Vakuole
(vergleichbar mit dem Lysosom) (Brickner et al. 2001; Fischer von Mollard und Stevens
1999; Fischer von Mollard et al. 1997).

Ein Knockout von VTIL ist letal und wird auf den Verlust des cis-Golgi-Transports
zuriickgefuhrt (Fischer von Mollard et al. 1997). Vtilp ist demnach essentiell und kann im
entsprechenden SNARE-Komplex nicht ersetzt werden. Dies bestétigt eine spéatere
phylogenetisch-funktionelle Einteilung der SNARE-Proteine, in der Vtilp in Hefen das
einzige endosomal-lysosomale Qb-SNARE représentiert (Qb.111 Subgruppe, Kloepper et
al. 2007). In Saugern besteht die Qb.l11 Subgruppe aus zwei Proteinen: Vtila und Vtilb.

1.5.1 Vtila

Vtila hat ein Molekulargewicht von 27 kDa und ist zu Vtilp 33 % homolog (Fischer von
Mollard und Stevens 1998; Lupashin et al. 1997). Anstelle des ansonsten hoch
konservierten Glutamins enth&lt es in der 0-Ebene einen Aspartatrest (Antonin et al.
2000a). Dieser besetzt im SNARE-Komplex die gleiche Position wie das Glutamin und ist
an einem &hnlichen Netzwerk von Wasserstoffbindungen beteiligt (Zwilling et al. 2007).
Immunfluoreszenzmikroskopie und Immunelektronenmikroskopie zeigten, dass Vtila
hauptsachlich in TGN und Golgi, aber auch in kleinen, endosomalen Strukturen lokalisiert
ist. Entsprechend konnte beobachtet werden, dass nach Brefeldin A induziertem Zerfall des
Golgi-Apparats auch Vtila dispers in der Zelle verteilt vorliegt (Kreykenbohm et al. 2002).
Die Funktion von Vtila spiegelt sich in dessen Lokalisation wieder (Abb. 1.5).

Antikorper gegen Vtila blockieren den Transport innerhalb des Golgi-Apparats (Xu et al.
1998), die Fusion friiher Endosomen (Antonin et al. 2000b) und den retrograden Transport
von friihen Endosomen / Recycling-Endosomen zum TGN (Mallard et al. 2002).

In Co-Immunprazipitationsexperimenten wurde Vtila in einem spezifischen SNARE-
Komplex mit Syntaxin 13 (Qa), Syntaxin 6 (Qc) und VAMP-4 (R) nachgewiesen, der die
homotypische Fusion friiher Endosomen vermittelt (Brandhorst et al. 2006).
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Abb. 1.5 Vtila ist ein SNARE mit hauptsdchlicher Funktion im frithen Endosom und TGN

Vtila spielt bei Transportprozessen innerhalb des Golgi-Apparates eine Rolle. Weiterhin
vermittelt es die homotypische Fusion frither Endosomen (FE) und den retrograden Transport
von frithen Endosomen und spaten Endosomen (SE) zum trans-Golgi-Netzwerk (TGN). Vtila ist
an weiteren, nicht abgebildeten Routen des unkonventionellen Transports beteiligt.

Vtila

Vtila wurde auch mit Syntaxin 5 (Qa), einem cis-Golgi SNARE co-immunprazipitiert (Xu
et al. 1998). Uber colokalisations- und funktionelle siRNA-Studien wurde nachgewiesen,
dass Vtila in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen an einer unkonventionellen
Transportroute vom ER zur Plasmamembran beteiligt ist (Flowerdew et al. 2009). Dabei
fungiert VAMP-7 als R-SNARE.

Vtila, Syntaxin 5 und VAMP-7 sind weiterhin in einem vollstandigen SNARE-Komplex
mit Rbetl (Qc) isoliert worden (Siddiqi et al. 2006). Der von diesem Komplex vermittelte
Transportschritt ist jedoch sehr speziell. In Enterozyten werden Triacylglyceride ber ein
einzigartiges Lipoprotein von 250 nm Durchmesser gebunden. Die Fusion von
spezifischen Vesikeln, die dieses Lipoprotein vom ER zum Golgi transportieren, wird Gber
den genannten Komplex katalysiert (Siddigi et al. 2006).

Weiterhin existiert von Vtila eine hirnspezifische SpleiRvariante, das Vtila-f (Antonin et
al. 2000a). Die Variante unterscheidet sich Uber die zusatzliche Heptapeptidsequenz
LIKLREE, die direkt N-terminal des SNARE-Motivs liegt. Im SNARE-Komplex liegt es
mit Syntaxin 16 (Qa), Syntaxin 6 (Qc) und VAMP-4 (R) vor. Vtila- lokalisiert in
immunelektronenmikroskopischen Aufnahmen auf Clathrin-beschichteten Vesikeln friher
Endosomen. Es ist in Nervenendigungen zu finden und konnte in synaptischen Vesikeln
angereichert werden. Co-Prézipitationsexperimente zeigten jedoch, dass Vtila-p nicht Teil
des neuronalen, exozytotischen SNARE-Komplexes ist. Zusammengenommen spricht dies
fur die Moglichkeit, dass Vtila-p eine Funktion in der Recycling-Maschinerie in Synapsen
hat (Antonin et al. 2000a).
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1.5.2 Vtilb

Vtilb hat ein Molekulargewicht von 29 kDa und ist zu Vtilp 27 % homolog. Die
Homologie zwischen Vtila und Vtilb betrégt untereinander ebenfalls nur 30 % (Fischer
von Mollard und Stevens 1998; Lupashin et al. 1997).

In immunfluoreszenzmikroskopischen und immunelektronenmikroskopischen Aufnahmen
war Vtilb, wie Vtila, im TGN und auf endosomalen Strukturen zu finden. Diese
erstreckten sich jedoch weiter in die Zellperipherie. Ein induzierter Zerfall des Golgi-
Apparates durch Brefeldin A veranderte die Lokalisation von Vtilb nicht wesentlich. Dies
lie} darauf schlieRen, dass Vtila und Vtilb in unterschiedlichen Organellen lokalisiert sind
(Kreykenbohm et al. 2002).

Funktionelle Daten bestatigten diese Vermutung. Antikorper gegen Vtilb hemmten die
homotypische Fusion spater Endosomen (Antonin et al. 2000b). Dabei vermittelt Vtilb
diesen Fusionsschritt im Komplex mit Syntaxin 7 (Qa), Syntaxin 8 (Qc) und VAMP-8 (R).
Die Fusion spater Endosomen mit Lysosomen wird vom gleichen Qabc-SNARE-Komplex
geleistet, allerdings mit VAMP-7 als R-SNARE (Pryor et al. 2004).

Syntaxin 7 %

Vtilb Syntaxin 7

Syntaxin 8
Vt|1b
VAMP 8 Syntaxin 8
VAMP-7

Abb. 1.6 Vtilb hat Funktionen im spitendosomal-lysosomalen Kompartiment

Vtilb ist im gleichen Qabc-Komplex mit zwei unterschiedlichen R-SNAREs aktiv. Es
vermittelt die homotypische Fusion spater Endosomen, wie auch die Fusion spater
Endosomen mit dem lysosomalen Kompartiment.

In aktivierten Makrophagen wurde Vtilb tber Co-Immunprazipitation in einem weiteren
Q-SNARE-Komplex nachgewiesen (Murray et al. 2005). Es vermittelt in diesen Zellen
zusammen mit Syntaxin 7 (Qa), Syntaxin 6 (Qc) und VAMP-3 (R) die Fusion von Golgi-
Vesikeln mit dem Recycling-Endosom (Murray et al. 2005a). In einem anschliel3enden,
VAMP-3 abhédngigen Schritt fusioniert das Recycling-Endosom mit der Plasmamembran
und exozytiert auf diese Weise das Zytokin TNFa.



Kapitel 1 Die endosomalen Qb-SNAREs Vtila und Vtilb

19

1.5.3 Muriner Knockout von Vtila und Vtilb

Um die in vivo Funktionen von Vtila und Vtilb ndher zu untersuchen, wurden murine
Knockout-Modelle erstellt. Dafiir wurden Mauslinien hergestellt, in denen gezielt das fur
das SNARE-Motiv codierende Exon von entweder Vtila oder Vtilb zerstért wurde

(Kunwar et al. Manuskript in Vorbereitung, Atlashkin et al. 2003).

1.5.3.1 Einzeldefizienz von Vtila oder Vtilb

Vtila defiziente Mause erwiesen sich als lebensfahig, fertil und zeigten keinen auffalligen
Phénotyp (Kunwar et al. Manuskript in Vorbereitung). Ebenso sind Vtilb defiziente
Mause fertil und lebensfahig (Athlaskin et al. 2003). Allerdings waren 20 % der
defizienten Tiere kleiner und leichter als ihre Wurfgeschwister. Vtilb defiziente
Hepatozyten zeigten eine verlangsamte lysosomale Degradation von Asialofetuin und
teilweise Akkumulationen von multivesikuldren Koérpern und Autophagosomen. Dies lief3
auf einen Defekt in der Reifung spater Autophagosomen schlieBen. In allen Gewebe-
homogenaten der Vtilb negativen Tiere war der Proteingehalt des Vtilb-Komplexpartners
Syntaxin 8 signifikant reduziert. Syntaxin 8 wird in Vtilb defizienten Zellen verstérkt
lysosomal degradiert und somit im Umkehrschluss durch Vtilb stabilisiert (Atlashkin et al.
2003).

1.5.3.2 Doppeldefizienz von Vtila und Vtilb

Waéhrend der Verlust von Vtila vom Organismus scheinbar vollstandig kompensiert
werden kann, ist die Kompensation der Vtilb Defizienz offensichtlich etwas weniger
effektiv. Da die Deletion des funktionell einzigen Hefe-Homologen VTI1 als letal bekannt
war, wurde angenommen dass Vtila und Vtilb sich bei einer Einzeldefizienz
moglicherweise gegenseitig ersetzen kdnnen (Fischer von Mollard et al. 1997; Fischer von
Mollard, unveroffentlicht).

Um dies zu Uberprifen, wurden Méuse beider Linien gekreuzt. Vtila/Vtilb doppel-
defiziente Embryonen entwickelten sich entgegen der Erwartung bis zur Geburt
weitgehend normal, starben aber perinatal. Dieser Befund bestatigte, dass Vtila und Vtilb
sich bei einzelner Defizienz gegenseitig ersetzen konnen. Er zeigte aber auch, dass in den
meisten Geweben ein weiterer Mechanismus zur Kompensation beider SNAREs vorhan-
den sein muss (Kunwar et al. Manuskript in VVorbereitung).
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Eine nahere Untersuchung der Embryonen kurz vor der Geburt zeigte bei Vtila/Vtilb
doppeldefizienten Tieren einen interessanten Phanotyp. Im Gegensatz zu normal
entwickelten doppelt heterozygoten Vtila*"Vtilb™ und triallelen Vtila’Vtilb*" bzw.
Vtila*Vtilb” Embryonen wiesen sie zu diesem Zeitpunkt schwere Defekte in der
neuronalen Entwicklung auf.

Das Gehirn war kleiner, zeigte vergrof3erte Ventrikel und fehlende sowie verkirzte und
fehlgeleitete axonale Bahnen. Im peripheren Nervensystem wurde ab dem 12. Tag der
embryonalen Entwicklung eine schwere, progressive Neurodegeneration offensichtlich.
Besonders solche Ganglien, die im Verlaufe ihrer Entwicklung langere Axone ausbilden,
waren betroffen. Die Dorsalwurzelganglien waren an Tag 18,5 der embryonalen
Entwicklung zu 98,4 % reduziert, Ganglion nodosum und Ganglion petrosum zu 96,2 %
sowie Ganglion geniculi zu 96 % (Kunwar et al. Manuskript in Vorbereitung).

Aufgrund der Tatsache, dass in den neuronalen Systemen besonders diejenigen vom
Knockout betroffen sind, die l&ngere Axone ausbilden, wurden mehrere Mechanismen fur
den Phénotyp diskutiert. Bei den Neuronen kénnte der Transport entlang der anterograden
Route zum Axon gestort sein, wodurch an der axonalen Wachstumszone bendtigtes
Material nur langsam transportiert wiirde. Eine andere Mdoglichkeit ist, dass ein retrograder
Defekt bei der Aquirierung neurotropher Wachstumsfaktoren vorliegt. Welcher
Mechanismus der Wahrscheinlichste ist, bleibt offen (Kunwar et al. Manuskript in
Vorbereitung).

1.6 Ziel der Arbeit

Fur den Vtila/Vtilb Doppelknockout (DKO) war zu Beginn dieser Arbeit lediglich der
neuronale Phanotyp beschrieben (Kunwar et al. Manuskript in VVorbereitung).

In dieser Arbeit sollte geklart werden, wie sich die Vtila/Vtilb Defizienz auf zellularer
Ebene auswirkt. Erste morphologische Studien an DKO mausembryonalen Fibroblasten
(MEF) hatten keine wesentlichen Unterschiede zu Kontrollzellen aufgezeigt (Browski
2006). Daher galt es, weitere Marker zur Untersuchung der endosomalen Morphologie
einzusetzen und das endosomale System der DKO MEF eingehend auf seine Funktion zu
untersuchen.

Um ein weiteres Modellsystem der Vtila/Vtilb Defizienz zu entwickeln, dass eher dem
neuronalen Phanotyp der Embryonen entspricht, sollten Kulturen DKO hippocampaler
Neuronen prépariert und charakterisiert werden.

Auch sollte geklart werden, ob DKO Embryonen neben der beschriebenen neuronalen
Degeneration weitere phanotypische Besonderheiten zeigen.



2.1 Material

2.1.1 Laborausstattung

Kapitel 2
Material und Methoden

Gerat Hersteller
Autoklaven
Webeco CS-Lab/IDK WEBECO
Webeco Automat V WEBECO
Biophotometer Eppendorf AG

Durchflusszytometer FACScan
Eismaschine Ziegra B-100
Elektrophoresekammern
Elektrophorese-Netzgerate
Biometra P25
Power Supply EPS 200
Netzteil 250 V /0-0.1 A
Elektroporationsmaschinen
Electroporator 2510
Amaxa Nucleofector Il
Exfo X-Cite® 120 PC
Fluoreszenzmikroskope
Leica DM IRB
Kamera: Leica DC 300 F
Leica DM 5000B
Kamera: Leica DFC 350 Fx
Zeiss LSM 710

Fujifilm LAS 3000 ECL-Kamera

Gasbrenner Gasprofi 2
Geldokumentationssystem
Heiztisch
HeraCell Inkubator
Kuhltruhen
Herafreeze HFC 7150 TOP
Herafreeze HFC 586 TOP
Laboport Vakuumpumpe
LabStyle 3002 Laborwaage

Becton-Dickinson
Ziegra-Eismaschinen
Mechanische Werkstatt Universitat Bielefeld

Biometra
Pharmacia Biotech
Elektronische Werkstatt Universitat Bielefeld

Eppendorf AG
Lonza
Exfo

Leica Microsystems
Leica Microsystems

Zeiss

Fuji

WLD-Tec GmbH
Peqlab

Medax

Heraeus Instruments

Heraeus Instruments
Heraeus Instruments
KNF Neuberger
Mettler Toledo
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Gerat Hersteller
Leica DMIL Lichtmikroskop Leica Microsystems
Magnetrithrer MR80 Heidolph
Millipore Destillationsanlage Millipore Synergy UV
Mikroplattenleser Infinite M200 Tecan
Pipetten
PIPETMAN 2/10/20/200/1000 pL Gildon S.A.S.

Glaspipetten 5/10/20 mL
Pasteur-Pipetten
Préparationsbesteck
Préazisionswaage
PTC-200 Peltier Thermal Cycler
Schittelinkubator
SevenMulti pH-Meter
Stereolupe Discovery.V8
Kamera AxioCam MRc5
Sterilwerkbanke
Holten LaminAir HVR2448
Heraeus Herasafe HS12
Spektrophotometer NanoDrop ND-1000
Thermomixer 5436 Heizblock
TriCarb 2800TR Szintillationsz&hler
Ultraschallgeréat 450
Vortex-Genie2, G-560
Wasserbader
Paratherm U4 electronic
Thermostat 2761
Memmert WB
Westernblot-Kammern
Zentrifugen
Biofuge 13 Tischzentrifuge
Eppendorf Centrifuge 5417R
Eppendorf Centrifuge 5810R
Rotor A-4-62
Eppendorf Centrifuge 5804
Rotor A-4-44
Sorvall RC-5B
Rotor SS-34, Rotor SLA1500

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Hirschmann EM

Brand GmbH & Co KG
F.S.T.

Sartorius

Biozym Diagnostik GmbH
New Brunswick Scientific
Mettler Toledo

Zeiss

Heto-Holten AIS

Kendro Laboratory Products
Peglab

Eppendorf AG

Perkin Elmer

Branson

Scientific Industries Ind.

Juchheim Labortechnik, Seelbach
Eppendorf-AG

Memmert

Mechanische Werkstatt

Heraeus Instruments
Eppendorf-AG
Eppendorf-AG
Eppendorf-AG

DuPont Instruments

Material Hersteller
Deckgléser Menzel GmbH
Dialyseschlauche Roth
Elektroporationskivetten Eppendorf AG
Eppendorfgeféalie 1,5/2 mL Eppendorf AG

Flussigszintillationsgefale
Gewebekulturflaschen und —platten
Glasflaschen und —schalen, Becherglaser

Zinsser Analytic
Greiner bio-one GmbH
Schott
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Material Hersteller
Kryoréhrchen Nunc

Mikrotiterplatten Greiner bio-one GmbH
Objekttréger Paul Marienfeld GmbH

Omnifix Injektionsspritzen
Parafilm® M
PCR-Gefalie 200 pL
Pipettenspitzen

Braun

Pechiney

Biozym Scientific GmbH
Sarstedt AG & Co

Plastikréhrchen 10/15/50 mL
Protran® Nitrozellulosemembran
Sterican Injektions-Kanilen

Greiner bio-one GmbH
Schleicher und Schill
Carl Roth GmbH & Co

Sterilfilter Sarstedt
Whatman Paper GB002 Schleicher und Schiill
Zellschaber Sarstedt

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Verwendete Standard-Chemikalien, die hier nicht aufgelistet sind, wurden von den Firmen

Roth, Sigma-Aldrich und Merck im Reinheitsgrad pro analysi bezogen.

Chemikalie/Reagenz Hersteller
Alcianblau Sigma Aldrich
Alizarinrot Sigma Aldrich
B27 Medienzusatz 50x Gibco
Bacto-Agar DIFCO, U.S.A.
Bacto-Pepton DIFCO, U.S.A.
Bacto-Trypton DIFCO, U.S.A.
BD Matrigel ™ Basement Membrane Matrix BD Bioscience
Bovine Serum Albumin (BSA) Serva, PAA
14C-L-Vvalin Hartmann
DAKO® Mounting Medium Carpinteria
Deferoxamin Mesylat Sigma-Aldrich
Dextran, MW15000, FITC Konjugat Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Pulver Gibco BRL

Dimethylsulfoxid (DMSO)

E64D

Ethidiumbromid

Fotales Kélberserum (FKS)
Glutamax 100x

Hefe-Extrakt

Hoechst 33342, MW 615,99
Immersionsol fur Mikroskopie
Krebs-Henseleit Puffer, 2g/L Glukose, Pulver
Leupeptin

L-Glutamin 200 mM

Lumasafe Plus Szintillationscocktail
LysoTracker Red DND-99
3-Methyladenin

Fischer Scientific

Sigma
Serva
PAA
Gibco

DIFCO, US.A.

Invitrogen
Leica
Sigma-Aldrich
Biomol

Gibco BRL
Lumac LSC
Cambrex
Sigma-Aldrich
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Chemikalie/Reagenz Hersteller
4-Methylumbelliferyl-g-D-Substrate Sigma-Aldrich
Milchpulver Lasana
Neurobasal-A Gibco
Olsaure Sigma-Aldrich
Pepstatin A Biomol
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich
Ponceau S Serva
Poly-L-Lysin Hydrobromid Sigma-Aldrich
Proteinase K Roth
Roti-Histokitt 11 Roth
Rotiphorese Acryl/Bisacrylgemisch Roth
SaeKem LE Agarose Lonza
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Serva
Nilrot Sigma-Aldrich
N,N,N',N'-Tetrametyhlethylene diamine (TEMED) Sigma-Aldrich
N2 Medienzusatz 100x Gibco
Triton X-100 Roth
Trypsin, Pulver Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA) Gibco BRL
Tween-20 Fluka

2.1.4 Proteinkonjugate und Wachstumsfaktoren
Protein/Faktor Hersteller
BSA, Alexa Fluor 488 Konjugat Invitrogen

Epidermal Growth Factor (EGF)
EGF, Alexa Fluor 488 Konjugat

Santa Cruz Biotechnology
Molecular Probes

Holo-Transferrin, human Sigma-Aldrich
Low Density Lipoprotein (LDL), BODIPY® Konjugat Invitrogen
Neurotrophin-3 (NT-3) Sigma-Aldrich
Streptavidin-Polymer, Peroxidasekonjugat Roth
Transferrin, human, Biotinkonjugat Sigma-Aldrich
2.1.5 Antikorper
Antikorper Nr. Spezies WB IF Quelle
a-Kaninchen 488/546 Ziege 1:400 Invitrogen
a-Kaninchen Cy2/3 Ziege 1:400 Dianova
a-Kaninchen HRP Ziege 1:10000 Sigma
a-Maus 488/546 Ziege 1:400 Invitrogen
a-Maus Cy2/3 Ziege 1:400 Dianova
a-Maus HRP Ziege 1:10000 Sigma
a-Ratte 488/546 Ziege 1:400 Invitrogen
a-Ratte Cy2/3 Ziege 1:400 Dianova
a-Ratte HRP Ziege 1:10000 Sigma
Aktin Kaninchen 1:10000 1:1000 Gonsior et al., 1999
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Antikdrper Nr. Spezies WB IF Quelle

p3-Tubulin Kaninchen 1:1000 Promega

Caveolin-1 Kaninchen 1:5000 1:200 Transduction Lab

EEAl Maus 1:400 Transduction Lab

EGF-Rezeptor Kaninchen 1:300 1:250 Santa Cruz

GM130 Maus 1:800 1:400 Transduction Lab

L1 ASCS4 Maus 1:400 Hybridoma Bank

LAMP1 1D4B  Ratte 1:800 1:400 Hybridoma Bank

LAMP2 ABL93 Ratte 1:800 1:400 Hybridoma Bank

LC3 PDO014 Kaninchen 1:1000 MBL

MAP2 Kaninchen 1:3000 1:1000 Abcam

MPR300 I-5 Kaninchen 1:500 1:300 Honing, Koéln

MPR46 KII-5 Kaninchen 1:300 Honing, Kéln

MPRA46 MSCI  Kaninchen 1:500 Honing, Koéln

p42/44 (Erk) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling

Phospho p42/44 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling

Syntaxin 8 60 Kaninchen 1:1000 1:200 G. F. v. Mollard

Synaptobrevin Maus 1:1000 1:400 Jahn, Gottingen

TGN38 Maus 1:800 1:400 Transduction Lab

Vtila Kaninchen 1:1000 1:400 G. F. v. Mollard

Vtilb Kaninchen 1:3000 1:400 G. F. v. Mollard
2.1.6 Antibiotika, Enzyme, Nukleotide und Standards

Antibiotikum/Enzym/Nukleotid/Standard Hersteller

1 kb DNA Ladder Gibco

Ampicillin Roth

Deoxynucleosid Triphosphate (ANTPS) Roche

Kanamycin Roth

Penicillin/Streptomycin 100x (10000 U/mL) Lonza

Precision Plus Protein Standards All Blue Sigma-Aldrich

Restriktionsendonukleasen
Tag DNA Polymerase

2.1.7 Kits zur Arbeit mit DNA und Proteinen

New England Biolabs
Roche, Bioline, Fermentas

Kit Hersteller
Amaxa Nukleofection Kit K Lonza
Coomassie Plus Bradford Protein Assay Reagent Pierce
Lipofectamin LTX und PLUS Reagenz Invitrogen
QIAEX®11 Agarose Gel Extraction Kit Qiagen
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAprep Plasmid Midiprep Kit Qiagen
Supersignal West Pico Enhanced Chemilum. Reagenz Pierce
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2.1.8 Plasmide
Plasmid Beschreibung Quelle
pPMSSVLT pMSE, Amp/Kana-Resistenz. Enthélt Mdller, IMT Marburg

SV40-Fragment mit Large-T und Small-T
cDNA via Stul und BamHI.

pXT-1-GFP pcDNA3.1, Amp-Resistenz. Enthélt S. Schon, K. Kleesiek
Xylosyltransferase | mit C-term. GFP via
BstXI und Xbal.

Rab4-EGFP pPEGFP-C3, Kana-Resistenz. Enthalt M. Zerial
humanes Rab4a via Xhol und HindlIlI

Rab7-CFP pECFP-C3, Kana-Resistenz. Enthdlt Rab7  S. Pfeffer
via Xhol und Kpnl.

Rab9-CFP pECFP-C1, Kana-Resistenz. Enthdlt Rab9  D. Chowdry
via Sall und BamHI.

Rab11-YFP PEYFP-C1, Kana-Resistenz. Enthélt Rab9  D. Chowdry
via Sall und BamHI.

2.1.9 Primer zur Genotypisierung

Primer Ziel Sequenz

Ak32 Neo-Kassette CCTGCGTGCAATCCATCTTG

Xho Vtila-KO GCAAATAAGCTCCCAATTGTCTC
ASalC Vtila-WT ATGAACTGTCTGCTAAAATTTAAC
Seq6 Vtilb-KO TACCAATTTGATCAGTTTCTGTGG
Seq7 Vtilb-WT ATACCTTCTCCTGGCATCCATG

2.1.10 Bakterienstamme

Stamm Beschreibung Quelle

DH5-a E.coli supE44 thi-1 recAl hsdR17(rK'mK") thi-1 Gibco BRL
AlacU169 (080 lacZaAM15) endAl gyrA (Nal').

2.1.11 Mauslinien

Bezeichnung Genotyp Hintergrund Referenz

Vtila/Vtilb  Vtila™ Vtilb"™ Gemischt C57BL/6 und 129/Sv)  G.F.v. Mollard
Vtilza*" Vtilb”
vtila” Vtilb*"

Vtila/b BL6  Vtila™ Vtilb™  C57BL/6 durch Riickkreuzung G.F.v. Mollard
Vtila*" Vvtilb™
vtila” Vtilb*"
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2.1.12 Mausembryonale Fibroblastenlinien

Bezeichnung Genotyp Mauslinie Immortalisierung Referenz
DHET E3 Vtila*™ vtilb*™  Vtila/Vtilb  Passage N. Kanwar
DKO E1 Vtila” Vtilb” Vtila/Vtilb  Passage N. Kanwar
a’b" E2 Vtila*" Vtilb”  Vtila/Vtilb  Passage N. Kanwar
a’b" E5 Vtila” Vtilb*"  Vtila/Vtilb  Passage N. Kanwar
DHET T3 Vtila*" vtilb™™  Vtila/Vtilb  pMSSVLT S. Browski
DKO T1 Vtila™ Vtilh” Vtila/Vtilb  pMSSVLT S. Browski
a’b" T2 Vtila* vtilb”  Vtila/Vtilb  pMSSVLT S. Browski
a’b" T5 Vtila” Vtilb*~  Vtila/Vtilb  pMSSVLT S. Browski
DHET TBL6-2  Vtila*™ Vtilb™  Vtila/lbBL6 pMSSVLT Diese Arbeit
DKO TBL6-4  Vtila’ Vtilb” Vtila/b BL6  pMSSVLT Diese Arbeit
a’b” TBL6-1  Vtila™ vtilb”  Vtila/bBL6  pMSSVLT Diese Arbeit
a’b* TBL6-5  Vtila” Vtilb™  VtilabBL6 pMSSVLT Diese Arbeit

2.1.13 Medien zur Kultivierung von E. coli

Medium

Zusammensetzung

Luria-Bertani (LB) Medium
Autoklavieren
Lagerung bei 4 °C

1 g/L Glukose

5 g/L Bacto-Hefeextrakt

5 g/L NaCl

10 g/L Bacto-Trypton

mit ddH,0 auf 1 L auffillen, pH 7,0 einstellen. Ggf. nach
Autoklavieren Selektionsantibiotika zugeben (100 pg/mL
Ampicillin, 50 pg/mL Kanamycin).

LB Agar
Autoklavieren
Lagerung bei 4 °C

Zusammensetzung wie LB Medium, jedoch mit 1,5 %
Agar. Nach Erhitzen des LB-Agars bis zur Verflissigung
und Abkuhlen auf ca. 60 °C wurde der LB-Agar steril in
10 cm Petrischalen gegossen erstarren gelassen.

SOC Medium
Autoklavieren
Lagerung bei 4 °C

2 g Bacto-Trypton

0,5 g Bacto-Hefe-Extrakt

60 mg NaCl

10 mg KCI

200 mg MgCI2-6H20

mit ddH,0 auf 200 mL auffullen.
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2.1.14 Medien und Losungen fiir die Zellkultur

Medium

Zusammensetzung

DMEM
Steril filtrieren
Lagerung bei 4 °C

13,38 g/L DMEM Pulver
3,4 g/L NaHCO4

8 mL/L 1 M HCI

0,1 g/L Phenolrot

pH auf 7,4 einstellen.

DMEM BSA
Lagerung bei 4 °C

5 % (v/v) L-Glutamin (200 mM)

5 % (v/v) Penicillin/Streptomycin 100x
10 g/L BSA

in DMEM.

DMEM Kryokonservierung
Lagerung bei -20 °C

10 % (v/v) FKS
10 % (v/v) DMSO
in DMEM Vollmedium.

DMEM Vollmedium
Lagerung bei 4 °C

5 % (v/v) L-Glutamin (200 mM)
5 % (v/v) Penicillin/Streptomycin 100x
10 % (v/v) FKS

in DMEM.
Neurobasal-A Vollmedium 2 mL B27 50x
Lagerung dunkel bei 4 °C 1 mL Glutamax 100x
2 mL FKS

200 U/mL Penicillin/Streptomycin
mit Neurobasal-A auf 100 mL auffillen, innerhalb einer
Woche verbrauchen.

Neurobasal-A-N2
Lagerung dunkel bei 4 °C

1 mL N2 100x

1 mL Glutamax 100x

200 U/mL Penicillin/Streptomycin

mit Neurobasal-A auf 100 mL auffiillen, innerhalb einer
Woche verbrauchen.

Krebs-Henseleit Puffer
Sterilfiltrieren
Lagerung bei 4 °C

9,55 g/L Krebs-Henseleit Puffer, Pulver

373 mg/L CaCl+2H,0

2,1 g/L NaHCO3

mit ddH,O auf 1 L auffiillen, pH auf 7,4 einstellen.

PBS fir Zellkultur
Autoklavieren
Lagerung bei 4 °C

136 mM NaCl

2,5 mM KCI

8 mM Na,HPO,

1,4 mM KH,PO,
0,002 % Phenolrot
pH auf 7,4 einstellen.

Préparations-Puffer
Sterilfiltrieren
Lagerung bei 4 °C

818,2 mg NaCl

37,2 mg KClI

20 uL 1 M CacCl,

119,2 mg HEPES

198 mg Glukose

25 U Penicillin/Streptomycin

in ddH,0 losen, pH auf 7,3 einstellen und auf 100 mL
auffullen.
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2.1.15 Haufig verwendete Puffer und Losungen

Puffer/Losung Zusammensetzung

Bouin-Fixans 35,7 mL geséttigte Pikrinséure
12 mL Formalin (40 %ig)
2,4 mL Eisessig
jeweils frisch ansetzen.

DNA-Ladepuffer 6x 0,15 % (w/v) Bromphenolblau
0,15 % (w/v) Xylencyanol FF
40 % (w/v) Saccharose

in TAE losen.

0,5M EDTA 14,61 g Ethylendiamintetraacetat (Titriplex I11)
in ddH,0 ldsen, pH 8,0 mit NaOH einstellen, auf 1 L
auffullen.

EDTA-NaOH 20 g Ethylendiamintetraacetat (Titriplex I11)

in 80 mL ddH,O unter rihren erhitzen
NaOH zugeben, bis EDTA gelost ist
pH auf 7,4 einstellen.

Féarbeldsung 5 mL 0,3 % filtriertes Alcianblau 8GS in 75 % Ethanol
5 mL 0,1 % filtriertes Alizarinrot S in 95 % Ethanol
5 mL Eisessig
85 mL 70 % Ethanol
Hoechst 1000x 100 mg/mL Hoechst 33342 in ddH,O.
10x PBS 87,7 g NaCl
Autoklavieren 28,28 g Na;HPO,

5,52 g NaH,PO,
in ddH,0 lbésen, pH 7,4 einstellen, auf 1 L auffillen.

PBS-T 0,1 % (v/v) Tween-20%
in PBS losen.

Proteinaseinhibitor-Mix 100x 50 pL 100 mM PMSF (17,4 mg/mL in Ethanol)
10 pL Pepstatin
39 pL Methanol
1 pL Leupeptin
jeweils frisch ansetzen, innerhalb 1 h verwenden.

Proteinase K Ldsung 200 mM NacCl
Sterilfiltrieren 20 mM Tris pH 8,0
5mM EDTA

0,02 % Tween-20®
2 mg/mL Proteinase K jeweils frisch zugeben.

10 % SDS 10 g Natriumdodecylsulfat
in 100 mL ddH,0 ldsen.

10x SDS Laufpuffer 10 g/L SDS
30,2 g/L Tris
144 g/L Glycin
in ddH,0.

10x Semi-Dry Puffer 5,8 g/L Tris
2,92 g/L Glycin
3,7 mL/L 10 % SDS
mit ddH,O auf 1 L auffiillen, pH 9,2 mit NaOH.
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Puffer/Losung

Zusammensetzung

Semi-Dry Puffer

20 mL 10x Semi-Dry Puffer
50 mL Methanol

mit ddH,0 auf 200 mL auffillen.

3x Stop Puffer

4,5 g SDS

1 Spatelspitze Bromphenolblau
15 g Saccharose

18,8 mL 1 M Tris-HCI, pH 6,8

26,2 mL ddH,0

vor Verwendung 10 % (v/v) p-Mercaptoethanol

hinzufugen.

50x TAE 242 g Tris

37 g Na;EDTA (Titriplex 111)

57 mL Essigséaure

mit ddH,0 auf 1 L auffillen.

TE 10 mM Tris-HCI pH 7,5
50 mM EDTA aus 0,5 M EDTA

1 M Tris-HCI 12,11 g Tris

in ddH,0 lésen, pH mit HCI einstellen, auf 100 mL

auffillen.

2.1.16 Programme und Internetseiten

Programm/Internetseite

Zweck

Adobe Photoshop (Adobe Systems)
Aida 4.06.117 (Fuji)

AxioVision 4.6 (Zeiss)

CellQuest Pro 4.0.2 (Becton Dickinson)
Citavi 2.5 (Swiss Academic Software)
E-capture (Vilber Lourmat)
http://scholar.google.de/

http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
i-Control 1.4 (Tecan)

Inkscape 0.46 (www.inkscape.org)
ImageJ 1.42q (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij/)
Leica Application Suite 1.8.0 (Leica)
MS Office 2007

Quantasmart 2.0 (PerkinElmer)

Bildbearbeitung

LAS-Steuerung

Stereomikroskop
FACS-Steuerung und Auswertung
Literaturverwaltung
Geldokumentationssystem
Literatursuche

Pubmed Literatursuche
Mikroplattenleser
Grafikerstellung
Bildbearbeitung/Auswertung
Fluoreszenzmikroskop
Textbearbeitung/Tabellenkalkulation
und Grafikerstellung
Szintillationszahler
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2.2 Methoden

2.2.1 Methoden zur Behandlung prokaryotischer Zellen

2.2.1.1 Kultivierung prokaryotischer Zellen

Prokaryontische Zellen wurden in LB-Medium als Flussigkulturen oder auf LB-Agar-
Platten kultiviert. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C im Inkubator (LB-Agar Platten) bis
zur gewinschten KoloniengrélRe oder im Schuttler (Flussigkulturen) bis zur gewiinschten
ODsgo.

2.2.1.1.1 Kryokonservierung prokaryontischer Zellen

Zur Kryokonservierung wurde der jeweilige Stamm zun&chst auf einer LB-Agar Platte mit
entsprechendem Selektionsantibiotikum ausgestrichen und G.N. kultiviert. Von den frisch
gewachsenen Bakterien wurde eine stecknadelkopfgroRe Menge mit einem Zahnstocher in
1 mL 7 % (v/v) DMSO-L6sung transferiert und umgehend bei -80 °C gelagert.

2.2.1.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli

Eine kleine Menge E. coli wurde in 10 mL LB-Medium geldst und 0.N. kultiviert. Diese
Vorkultur wurde vollstdndig in 1 L LB-Medium Uberfiihrt und 2 h bei 37 °C im Schuttler
bis zu einer ODggo von 0,3 - 0,35 kultiviert. Die Kultur wurde 20 min auf Eis abgekihlt
und 15 min bei 5000 rpm und 4 °C im Rotor SLA 1500 abzentrifugiert. Das Pellet wurde
in 1 L kaltem, sterilem ddH,O resuspendiert und wie zuvor abzentrifugiert. Das Pellet
wurde nacheinander in 0,5 L kaltem, sterilem ddH,O gel6st, wiederum abzentrifugiert und
in 20 mL kaltem, sterilem 10 %igen Glycerol resuspendiert. Die Losung wurde in 40 pL
Aliquots aufgeteilt und umgehend auf Trockeneis gelagert. Die endglltige Lagerung
erfolgte bei -80 °C.

2.2.1.3 Transformation von E. coli mit plasmidischer DNA

Elektroporationsklvetten wurden mit 70 %igem Ethanol gereinigt, mit sterilem ddH,0
gewaschen und 30 min unter UV-Licht entkeimt. 40 pL elektrokompetente E. coli wurden
auf Eis aufgetaut, schnell mit 0,1 pg Plasmid versetzt und gemischt. Die Mischung wurde
in eine vorgekihlte Elektroporationskiivette gegeben, bei 1800 V elektroporiert und mit
500 pL SOC-Medium versetzt. Nach 30 — 60 min Inkubation im Wasserbad bei 37 °C
wurden 50 puL und 450 uL der Suspension auf LB-Agarplatten mit entsprechendem
Selektionsantibiotikum ausplattiert und 0.N. kultiviert.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Prdparation plasmidischer DNA aus E. coli

Zur Praparation analytischer Mengen plasmidischer DNA wurden entsprechende
kryokonservierte oder bei 4 °C auf LB-Agar gelagerte E. coli Stimme in 3 mL LB-
Medium angeimpft und G.N. kultiviert. Die Bakteriensuspension wurde 1 min bei
15000 x g abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die plasmidische DNA mit dem
QIAprep Spin MiniPrep Kit extrahiert (Qiagen, Handbuch 2006).

Die Préaparation préaparativer Mengen plasmidischer DNA oder plasmidischer DNA zur
Transfektion eukaryotischer Zellen erfolgte analog mit dem QIAfilter Plasmid Midiprep
Kit (Qiagen, Handbuch 2005). Die E. coli Stamme wurden dafir in entsprechend groReren
Mengen von 25 — 50 mL LB-Medium angeimpft.

Die Lagerung der Plasmide erfolgte fiir bis zu 4 Wochen bei 4 °C, fiir langere Zeitrdume
bei -20 °C.

2.2.2.2 Bestimmung von DNA-Konzentration und -Reinheitsgrad

1pL der DNA-Losung wurden mit dem NanoDrop ND-1000 analysiert. Die DNA-
Konzentration wird automatisch tUber die Absorption bei 260 nm Wellenlange bestimmt.
Eine Absorption von 1 entspricht im linearen Bereich empirisch etwa 50 pg/mL dsDNA.
Die Bestimmung des Reinheitsgrades erfolgte Uber die zusatzliche Messung der
Absorption bei 280 nm Wellenldnge. Der Quotient aus Absyso/Absygy gibt den
Reinheitsgrad der DNA wieder und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2.2.3 Enzymatische Restriktion von DNA

Analytische Restriktionen erfolgten jeweils von 1 pL isolierter, plasmidischer DNA. Diese
wurden in 200 uL PCR-Gefélien zu folgendem Restriktionsmix gegeben:

Volumen Komponente
1pL  10x Enzympuffer
1 uL 10x BSA (sofern benétigt)
0,1 uL Restriktionsenzym A
0,1 pL Restriktionsenzym B
7,8 uL ddH,O

Der Ansatz wurde fiir 1 h im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und anschlieBend mit 2 puL
6x DNA Ladepuffer vermischt per Agarose-Gelelektrophorese analysiert.
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2.2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von DNA wurde eine entsprechende Menge
Agarose (1 % (w/v) fir 1 kb bis 10 kb grol’e Fragmente, 2,5 % fur Fragmente von 50 bp
bis 500 bp) durch Erhitzen in TAE-Puffer geldst. Nach Abkuhlen auf ca. 60 °C wurde das
Gel 1:10000 mit Ethidiumbromid versetzt, in eine Elektrophoresekammer gegossen und
ein Kamm eingesetzt. Nach Erstarren des Gels wurde die Kammer mit TAE-Puffer
aufgefillt, der Kamm aus dem Gel entfernt und die vorbereiteten DNA-Proben und ein
entsprechender Marker aufgetragen. Nach Anlegen einer je nach GelgroRe variierenden
Spannung von 60V bis 100V wurde die Elektrophorese durchgefuhrt, bis die
Bromphenolblau-Bande des Ladepuffers (bei 400 bp) ca. % der Laufstrecke des Gels
erreicht hatte. Die DNA-Banden wurden auf dem UV-Transilluminator des Geldokumen-
tationssystems sichtbar gemacht und dokumentiert.

2.2.2.5 Isolation von DNA aus Mausgewebe zur Genotypisierung

Wenige mg Gewebe (z.B. 2 — 3 mm Schwanzspitze) wurden 0.N. bei 55 °C und 700 rpm in
200 pL Proteinase K Losung geschuttelt. Die Proben wurden 10 min bei 18000 x g
zentrifugiert, 45 uL des Uberstands mit 5 pL 25 mM MgCl, versetzt und fiir 5 min auf
95 °C erhitzt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei 4 °C.

2.2.2.6 Bestimmung des Vtila/Vtilb Genotyps per PCR

Die Bestimmung des Vtila/Vtilb Genotyps erfolgte tber die Polymerasekettenreaktion
(PCR) Technik. Dafir wurde 1 pL nach 2.2.2.5 vorbereiteter Probe zum PCR-
Reaktionsmix gegeben. Es wurden jeweils fir Vtila und Vtilb die DNA fur Wildtyp und
Knockout in einem Ansatz gleichzeitig amplifiziert. Beispiel fiir PCR mit peQGOLD PCR-
Master-Mix Y System (Peglab):

Vtila  Vtilb Komponente
75uL 7,5l MastermixY
6,4uL 6,4 pL H,O
0,3uL  0,3pL Primer Ak32

- 03puL Primer Xho

- 03uL Primer ASalC
0,3uL -- Primer Seq6
0,3 pL -- Primer Seq7

Die Primer wurden in einer Konzentration von 5 uM eingesetzt. Die PCR erfolgte mit
35 Zyklen bei einer Elongationszeit von 30 s und einer Annealing-Temperatur von 51,5 °C.
Von den Proben wurden 8 pL mit 2 pL 6x DNA Probenpuffer versetzt und zur Analyse auf
ein 2 %iges Agarosegel geladen. Die erwarteten FragmentgroRen sind fur Vtila Wildtyp
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370 bp, Vtila Knockout 530 bp, Vtilb Wildtyp 510 bp und Vtilb Knockout 410 bp.

2.2.3 Zellbiologische und Zellkulturtechnische Methoden

2.2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Eukaryotische Zellen wurden in 5 % CO,-Atmosphére bei 37 °C und 100 % Luftfeuchtig-
keit inkubiert. Alle Medien wurden, sofern nicht anders angegeben, vor Benutzung auf
37 °C aufgewarmt. Alle Arbeiten mit den Zellen wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefihrt.

2.2.3.2 Trypsinieren und Passage adharenter Zellen

Zur Abldsung des adhérenten Zellrasens wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und
anschlieBend so viel vorgewdrmtes Trypsin-EDTA zugegeben, dass die Zellen damit
bedeckt waren. Sobald ein Ablésen des Zellrasens nach Schwenken des Kulturgefalies
sichtbar war, wurde zum Abstoppen des Trypsins DMEM Vollmedium im Uberschuss
zugegeben und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt.

Fir eine einfache Passage wurden die Zellen in der Regel 1:4 — 1:10 geteilt und in neuem
Vollmedium ausgesat. Empfindlichere Zellen oder Zellen, die sofort im Anschluss fir
weitere Experimente verwendet werden sollten, wurden nach Vereinzelung 5 min bei
200 x g abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und neues Medium zugegeben.

2.2.3.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl von Zellsuspensionen z.B. nach dem Trypsinieren wurden
10 pL der vereinzelten Zellsuspension in eine Neubauer Zdhlkammer gegeben. Es wurden
4 GroRquadrate ausgezéhlt und das Ergebnis gemittelt. Die Zellzahl pro mL ergab sich
durch Multiplikation mit dem Faktor 10*.

2.2.3.4 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Adhérente Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert, anschlieBend trypsiniert, in
eiskaltem PBS aufgenommen und bei 200 x g fur 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in eiskaltem Kryokonservierungsmedium vorsichtig
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 1 mL Aliquots in vorgekihlte Kryoréhrchen
gegeben, fir 30 min bei -20 °C belassen, dann 0.N. auf -80 °C gekdihlt und schliellich bei
-150 °C konserviert. Die Zellzahl wurde zuvor durch Zahlen in der Neubauerkammer auf
2 x 10° Zellen/mL eingestellt oder alternativ die Zellen einer konfluenten 75 cm?
Kulturflasche auf 4 mL Kryokonservierungsmedium aufgeteilt.
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2.2.3.5 Revitalisierung kryokonservierter eukaryotischer Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C schnell aufgetaut bis nur noch
ein kleiner Rest gefroren vorlag. 0,5 mL warmes Vollmedium wurden zugegeben, die
Suspension in einer 5 mL Glaspipette vorsichtig gemischt und in ein Falcon-Réhrchen mit
10 mL vorgelegtem, warmem Vollmedium tberfihrt. Die Zellen wurden bei 200 x g fur
5min pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 4 mL Vollmedium
resuspendiert. Nach Kaultivierung fur 4h oder 0.N. wurde ein Mediumwechsel
vorgenommen, um Reste von DMSO und abgestorbene Zellen zu entfernen.

2.2.3.6 Transfektion von Plasmiden in eukaryotische Zellen
2.2.3.6.1 Nukleofektion mittels Amaxa

Die Nukleofektion wurde nach Herstellerprotokoll (Amaxa Handbuch, Lonza 2009)
durchgefiihrt. In Kirze: Adharente Zellen wurden trypsiniert und in Portionen zu
1-15x10°% Zellen pelletiert. Die Pellets wurden in 100 pL Transfektionsreagenz L
aufgenommen und mit Programm L1 im Nucleofector Il transfiziert. Transfizierte Zellen
wurden in Vollmedium aufgenommen und je nach Verwendung portioniert kultiviert.

2.2.3.6.2 Transfektion mittels Lipofectamin LTX

Zur Lipofektion mit Lipofectamin wurde nach Herstellerangaben verfahren (Lipofectamin
Handbuch, Invitrogen 2008). In Kirze: Fur die Transfektion eines Wells einer 24-Well-
Schale wurden die Zellen am Tag zuvor so ausgesaht, dass sie ca. 50 % - 70 % konfluent
waren. 750 ng aufgereinigte DNA wurden in 100 pL serumfreies DMEM gegeben,
gevortext, 0,75 uL PLUS Reagenz zugefligt und vorsichtig gemischt. Nach 5 min
Inkubation bei RT wurden 1,5 uL Lipofectamin hinzugegeben, nochmals gevortext und
30 min bei RT inkubiert. Bei den zu transfizierenden Zellen wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt, dann der Lipofectamin-DNA-Mix hinzugegeben. Nach 4 h — 6 h Inkubation
erfolgte ein erneuter Mediumwechsel.

2.2.3.7 Herstellung mausembryonaler Fibroblasten

Eine trdchtige Maus wurde am Tag 12,5 der embryonalen Entwicklung durch cervicale
Dislokation getotet, bduchlings gedffnet und die Uterushdrner entnommen. Die
Embryonen wurden nach Isolation aus Uterus- und Amnionhille mit sterilem PBS
gewaschen, Kopf und innere Organe entfernt und jeweils in eine Schale mit 5 mL
vorgewarmtem Trypsin-EDTA (berfuhrt. Nach Zerkleinerung der Embryonen mit einer
Schere wurde die Suspension in je einen Schikanekolben tberfuhrt. Nach 15 min Schitteln
bei 37 °C im Wasserbad wurden 5 mL DMEM Vollmedium zugegeben, die Suspension in
ein Falconréhrchen Gberfiihrt und durch Auf- und Abpipettieren mit einer Glaspipette
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vereinzelt. Die Zellen wurden bei 200 x g fiir 5 min pelletiert, der Uberstand verworfen,
das Pellet in 5 mL DMEM Vollmedium aufgenommen und in einer 6 cm Schale kultiviert.

2.2.3.8 Herstellung mausembryonaler hippocampaler Neuronen

Eine trachtige Maus wurde am Tag 18,5 der embryonalen Entwicklung durch cervicale
Dislokation getotet und die Uterushdrner entnommen. Die Embryonen wurden daraus
isoliert und bis zur zeitnahen Praparation in eine feuchte, warme Schale gelegt. Zur
Préparation wurde je einem Embryo der Kopf abgeschnitten, die Schadeldecke getffnet
und mit einem kleinen Loffelspatel vorsichtig das Gehirn enthommen. Das Gehirn wurde
in eine 3cm Schale mit eiskalter Prédparationslosung gelegt und unter dem
Stereomikroskop die rechte und linke Hemisphare isoliert. Aus den Hemispharen wurde
jeweils der Hippocampus herausgeschnitten und von umliegendem Gewebe und Hirnhaut
befreit. Die Hippocampi wurden bis zur Praparation des letzten Embryos in 0,5 mL
eiskalter Préaparationslosung gelagert. Nach Zugabe von 0,5 mL Praparationslésung mit
1 mg/mL Trypsin wurden die Hippocampi 5 — 7 min bei RT inkubiert und anschlieRend 3 x
mit je 0,5 mL Neurobasal-A Vollmedium gewaschen. Zur Vereinzelung der Zellen wurden
sie in 1 mL Neurobasal-A Vollmedium aufgenommen und mit silikonbeschichteten
Glaspipetten, deren Offnung uber einer Flamme abgerundet und verkleinert wurde, auf-
und abpipettiert. Die Zellsuspension wurde auf 16 Wells einer 24-Well-Schale mit PLL-
beschichteten Deckglasern aufgeteilt. Nach Sedimentation fiir 30 — 60 min wurden je Well
0,5 mL Neurobasal-A Vollmedium zugegeben und U.N. kultiviert. Am Folgetag wurden je
0,5 mL Neurobasal-A Medium ohne FKS zugegeben (FKS-Endkonzentration 1 %). Eine
Transfektion erfolgte maximal 4 d bis 6 d nach der Praparation.

2.2.3.9 Immortalisierung mausembryonaler Fibroblasten
2.2.3.9.1 Immortalisierung durch Passage

Isolierte mausembryonale Fibroblasten (MEF) wurden in 15 cm Schalen wiederholt
passagiert, bis sie in eine Wachstumskrise eintraten (ca. Passage 12 — 14). In weiteren ca.
5 — 10 Passagen, in denen die Zellen nur sehr langsam die Konfluenz erreichten, wurde auf
Zellen selektioniert, die durch zuféllige Veranderungen ihres Genoms immortal waren.
Nach Eintreten der Zellen in eine Phase gleichmaRigen, starken Wachstums wurden sie in
Kulturschalen vermehrt und kryokonserviert.

2.2.3.9.2 Immortalisierung durch das Large-T Antigen

Eine weniger zeitaufwéndige Methode zur Immortalisierung von MEF ist die Transfektion
der Zellen mit Onkogenen wie dem Large-T Antigen des Simianvirus 40. Die cDNA des
large-T Antigens ist im Vektor pMSSVLT enthalten und codiert fir ein Protein, das durch
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Beeinflussung des Retinoblastoma- und p53 Tumor-Suppressor-Proteins die natirliche
Zellteilungsrestriktion ausschaltet (Schuermann 1990; Séenz-Robles et al. 2001).

Zur Immortalisierung durch das Large-T Antigen wurde der Vektor pMSSVLT beim
Erreichen der Wachstumskrise per Amaxa-System in die entsprechenden Zelllinien
transfiziert. Nach 2 — 3 Passagen wurde ein gegenilber untransfizierten Kontrollzellen
starkes Wachstum als Zeichen fiir eine erfolgreiche Immortalisierung gewertet, die Zellen
vermehrt und kryokonserviert.

2.2.3.10 PLL-Beschichtung von Deckglasern

500 — 1000 Deckglaser wurden in einem Becherglas 24 h in 1 N HCI geschittelt, mehrmals
mit ddH,O gewaschen und anschliefend 0.N. in Aceton geschittelt. Die Deckglaser
wurden nochmals tagstber in frischem Aceton geschuttelt, dann 0.N. in 70 % Ethanol.
Nach 4 — 6 x 5 min schwenken in ddH,O wurden die Deckgléser G.N. in 1 mg/mL Poly-L-
Lysin (PLL) in PBS geschwenkt. Abschlielend wurden die Deckglaser auf Alufolie unter
der Sterilbank vereinzelt und 2 — 4 h mit UV-Licht sterilisiert. Die Lagerung erfolgte bis
zur Verwendung in einem sterilen Falcon-Réhrchen.

2.2.3.11 Fixierung adhdrenter Zellen auf Deckglasern
2.2.3.11.1 Fixierung und Permeabilisierung mit Methanol

Adhérent wachsende Zellen wurden bis zur gewinschten Konfluenz auf Deckglasern
kultiviert, 1 x kurz mit PBS gespult und dann auf Eis fur 30 s mit -20 °C kaltem Methanol
bedeckt. Das Methanol wurde abgesaugt und die Zellen sofort mit PBS (berschichtet.
Sofern die Zellen nicht fir eine Immunfarbung bestimmt waren, wurden die Deckglaser
weitere 2 x mit PBS gewaschen, 1 x kurz in ddH,O getaucht, abgetropft und mit Dakofluor
Mounting Medium mit der Zellseite nach unten auf Objekttrager gelegt. Die Aushartung
des Mounting Mediums erfolgte (i.N. im Dunkeln bei RT.

2.2.3.11.2 Fixierung und Permeabilisierung mit PFA

Adhérent wachsende Zellen wurden bis zur gewinschten Konfluenz auf Deckglasern
kultiviert, 1 x kurz mit PBS gespdlt und dann mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS fir
15 min inkubiert. Anschlielend wurden sie 2x kurz mit PBS gespult und zur
Deaktivierung des PFAs fir 5 min mit 50 mM NH4CI in PBS Uberschichtet. Sofern die
Zellen fir eine Immunfarbung bestimmt waren, wurden die Deckgléser zur
Permeabilisierung 10 min mit 0,02 % Triton X-100 behandelt. Wenn nicht, wurden sie 2 x
mit PBS gespllt, 1 x in ddH,0 getaucht, abgetropft und mit Dakofluor Mounting Medium
mit der Zellseite nach unten auf Objekttrager gelegt. Die Aushdrtung des Mounting
Mediums erfolgte G.N. im Dunkeln bei RT.
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2.2.3.12 Indirekte Immunfarbung von fixierten Zellen

Fixierte und permeabilisierte Zellen wurden zur Immunféarbung zunéchst 45 min mit 1 %
BSA in PBS geblockt. Der erste Antikdrper wurde in 1 % BSA in PBS verdunnt und
vorsichtig so auf das Deckglas getropft, dass die Ldsung alle Zellen bedeckte. Die
Inkubation erfolgte fir 1 — 2 h in einer feuchten, dunklen Kammer. Nicht gebundener
1. Antikorper wurde durch 3x 5min waschen mit PBS entfernt und wiederum
unspezifische Bindestellen durch Inkubation mit 5 % Ziegenserum fir 20 min blockiert.
Der 2. Antikorper wurde analog zum 1. Antikorper verdiinnt, aufgetragen und fir 1 h in
einer feuchten, dunklen Kammer inkubiert. Die Deckgléser wurden im Anschluss 4 x
5 min mit PBS gewaschen, 1 x in ddH,O getaucht, abgetropft und mit Dakofluor Mounting
Medium mit der Zellseite nach unten auf einen Objekttrager gelegt. Die Aushértung des
Mounting Mediums erfolgte (.N. im Dunkeln bei RT.

2.2.3.13 Farbung des Zellkerns mit HOECHST

Zur Anfarbung des Zellkerns fur Fluoreszenzmikroskopie wurden auf Deckglésern fixierte
Zellen vor dem finalen Waschschritt mit einer 1:1000 in PBS verdinnten HOECHST-
Stammldsung fir 5 min inkubiert.

2.2.3.14 Farbung der Lysosomen mit Lysotracker

Zur Anféarbung azider Zellkompartimente wurden die Zellen bis zur gewinschten
Konfluenz kultiviert, das Medium abgenommen und durch DMEM-Vollmedium mit
50 nM Lysotracker ersetzt. Es folgte eine Inkubation fir 30 min im Inkubator unter
Standardbedingungen; die Zellen wurden dann mit PFA fixiert und auf Objekttrager
aufgebracht.

2.2.3.15 Farbung von Lipidtropfen mit Nilrot

Nilrot ist ein lipophiles, fluoreszierendes Reagenz, das zur Farbung intrazellularer
Lipidakkumulationen genutzt werden kann. Zur Induktion einer vermehrten Bildung von
Lipidtropfen wurden Zellen bis zur gewiinschten Konfluenz kultiviert und dann fir die
angegebenen Zeitradume unter Standardbedingungen mit DMEM Vollmedium mit 600 uM
Olséure inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen PFA-fixiert, aber nicht permeabilisiert
und mit einer 1:1000 Verdunnung der Nilrot-Lésung (0.5 mg/mL in Aceton, Lagerung bei
-20 °C) in PBS fir 5 min bei RT inkubiert. Die Deckglaser wurden im Anschluss 5 x 5 min
mit PBS gewaschen, 1 x in ddH,O getaucht, abgetropft und mit Dakofluor Mounting
Medium auf Objekttragern fixiert. Die Aushartung des Mounting Mediums erfolgte 0.N.
im Dunkeln bei RT.
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2.2.3.16 Endozytose von fluoreszenzmarkiertem Dextran

Zellen wurden in einer 4-Well-Schale auf Deckglasern bis zu einer Konfluenz von ca. 80 %
inkubiert, 2 x mit PBS gewaschen und je Well 200 pL vorgewarmtes DMEM BSA mit
2 mg/mL Dextran-FITC (Molekulargewicht von 15000 kDa) zugeben. Es folgte fur 30 min
eine Inkubation bei 37 °C unter Standardbedingungen, dann ein Wechsel auf DMEM
Vollmedium. Die Zellen wurden bei 37 °C unter Standardbedingungen fiir die angege-
benen Zeiten inkubiert, danach 1 x schnell mit PBS gespilt und umgehend mit PFA fixiert.
Dann wurden die Deckglaser 3 x mit PBS, 1x mit ddH,O gewaschen und mit
Dakofluor Mounting Medium auf Objekttrager gebracht. Die Aushértung des Mounting
Mediums erfolgte G.N. im Dunkeln bei RT.

2.2.3.17 Endozytose von fluoreszenzmarkiertem Transferrin

Zellen wurden auf in einer 4-Well-Schale auf Deckglasern bis zu einer Konfluenz von ca.
80 % inkubiert, 2 x mit PBS gewaschen und 1h in DMEM BSA ausgehungert. Die
Zellkulturschale wurde auf Eis gesetzt, das Medium entfernt und je Well 150 pL eiskaltes
DMEM BSA mit 50 ug/mL Transferrin-Alexa546 zugegeben. Es folgte fir 30 min eine
Inkubation auf Eis. Im Anschluss wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen, warmes
DMEM Vollmedium zugegeben und fur die angegebenen Zeiten bei 37 °C im Inkubator
unter Standardbedingungen auf vorgewéarmten Metallblocken inkubiert. Danach wurde 1 x
schnell mit PBS gespllt, die Zellen umgehend mit PFA fixiert, 3 x mit PBS, 1 x mit ddH,0
gewaschen und mit Dakofluor Mounting Medium auf Objekttréager gebracht.

2.2.3.18 Endozytose von fluoreszenzmarkiertem Choleratoxin, LDL oder EGF

Zellen wurden auf Deckglasern bis zu 80 %iger Konfluenz inkubiert, 2 x mit PBS
gewaschen und 2 h mit DMEM BSA ausgehungert. Im Anschluss wurden die Zellen auf
Eis gesetzt und mit eiskaltem DMEM BSA mit entweder 2 pg/mL Choleratoxin-FITC,
10 pg/mL Low-Density-Lipoprotein (LDL)-Bodipy oder 1 pg/mL EGF-Alexa488 fur 1 h
auf Eis inkubiert. Dann wurde das Medium entfernt, vorgewadrmtes DMEM Vollmedium
zugegeben und die Schalen bei 37 °C auf vorgewdrmten Metallblocken im Inkubator unter
Standardbedingungen fir die angegebenen Zeiten inkubiert. Die Zellen wurden dann mit
PFA oder Methanol fixiert, 3 x mit PBS, 1 x mit ddH,O gewaschen, abgetropft und mit
Dakofluor Mounting Medium auf Objekttrdger gebracht. Die Aushértung des Mounting
Mediums erfolgte U.N. im Dunkeln bei RT.

2.2.3.19 Exozytose von biotinyliertem Transferrin

Zellen wurden in einer 4-Well-Schale bis zur Bildung eines konfluenten Zellrasens
kultiviert, 2 x mit PBS gewaschen und fur 1 h in DMEM BSA unter Standardbedingungen
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ausgehungert. Das Medium wurde abgenommen und durch 200 uL DMEM BSA mit
50 pg/mL  biotinyliertem Transferrin ersetzt. Die Zellen wurden fir 30 min unter
Standardbedingungen kultiviert, dann die Schalen auf Eis gesetzt und 2 x mit eiskaltem
PBS gewaschen. Auf der Membran verbliebenes biotinyliertes Transferrin wurde durch
1 min Inkubation mit eiskalter 10 mM Essigséaure in 150 mM NaCl und nochmaliges
waschen mit PBS entfernt. Im Anschluss wurden 200 pL vorgewéarmtes DMEM BSA mit
0,5 mg/mL unmarkiertem Holo-Transferrin und 0,1 mM Deferoxamin-Mesylat zugegeben.
Die Schalen wurden fur die angegebenen Zeiten bei 37 °C unter Standardbedingungen auf
Metallblocken im Inkubator inkubiert. Fir jeden Zeitpunkt wurde anschliefend erst das
Medium abgenommen und mit Proteinaseinhibitoren vermischt auf Eis gestellt, dann die
Zellen in 200 uL PBS mit 1% Triton X-100, 0,1 % SDS und Proteinaseinhibitormix
abgeschabt, homogenisiert und auf Eis gestellt. Die Proben wurden mit je 100 pL 3x Stop
Puffer versetzt, per SDS Gelelektrophorese aufgetrennt, per Westernblot auf eine
Nitrozellulosemembran ubertragen und mit Streptavidin-HRP unter der ECL Kamera
detektiert. Die Auswertung erfolgte Uber densitometrische Bestimmung mit ImageJ.

2.2.3.20 EGF-Stimulierter Abbau von EGFR und pErk Signalgebung

Zellen wurden in 12-Well-Schalen bis zur Konfluenz inkubiert, 2 x mit PBS gewaschen
und 2 h in DMEM BSA ausgehungert. Das Medium wurde abgenommen und 500 pL
vorgewarmtes DMEM BSA mit 500 ng/mL oder 1,5 ng/mL EGF zugegeben. Die Zellen
wurden fiir die angegebenen Zeiten bei 37 °C auf vorgewédrmten Metallblécken im
Inkubator unter Standardbedingungen inkubiert. Im Anschluss wurden sie schnell 2 x mit
PBS gewaschen, umgehend in 200 uL 3x Stop Puffer aufgenommen, 5 min auf 95 °C
erhitzt und kurz anzentrifugiert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. Die Proben wurden im
Anschluss per SDS-Gelelektrophorese und Westernblot analysiert.

2.2.3.21 Bestimmung der EGF-Rezeptormenge auf der Zelloberflache per FACS

Zellen wurden in 10 cm Zellkulturschalen bis 80 % Konfluenz kultiviert. Sie wurden 3 x
mit PBS gewaschen und 2 h in DMEM BSA unter Standardbedingungen kultiviert. Die
Schalen wurden auf Eis 2 x mit eiskaltem PBS gewaschen und fur 10 min eiskaltes PBS
mit 1% EGTA zugegeben. Die Zellen wurden durch auf- und abpipettieren von der
Zellkulturschale gelost, bei 200 x g fur 4 min bei 4 °C abzentrifugiert und jeweils ein
Drittel der Zellen in je 1 mL eiskaltem DMEM BSA, DMEM BSA mit 500 ng
unmarkiertem EGF und DMEM BSA mit 500 ng EGF-Alexa488 resuspendiert. Die Zellen
wurden fir 1,5h bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Die mit unmarkiertem EGF
inkubierten Zellen wurden anchlieBend bei 200 x g fir 4 min bei 4 °C abzentrifugiert und
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nochmals fir 1,5 h mit 1 mL DMEM BSA und 500 ng EGF-Alexa488 auf dem Drehrad
bei 4 °C inkubiert (Kontrolle auf unspezifische Bindung). Alle Proben wurden nach der
jeweiligen Inkubation 3 x mit eiskaltem PBS gewaschen, in 500 pL PBS aufgenommen
und die Fluoreszenzintensitat von je 20000 Zellen pro Probe im L1-Filter am FACS
(Fluorescence Activated Cell Scanning) bestimmt.

2.2.3.22 Assay zur Sekretion lysosomaler Enzyme

Die zellulare Sekretion der lysosomalen Enzyme g-Hexosaminidase, p-Mannosidase, -
Glucuronidase und g-Galaktosidase wurde durch die Enzymaktivitaten im Uberstand und
in den Zellen gemessen. Daflir wurde von jedem Enzym der Umsatz eines spezifischen
4-Methylumbelliferyl (4-MU) Substrates zum fluoreszentem 4-Methylumbelliferon
bestimmt. Zellen wurden in 12-Well-Schalen bis zur Konfluenz kultiviert, 2 x mit PBS
gewaschen und dann 20 h mit 400 uL DMEM BSA inkubiert. Die Uberstande wurden
abgenommen, mit Proteinaseinhibitormix versetzt und auf Eis gelagert. Die Zellen wurden
in PBS mit 0,1 % Triton X-100 mit Proteinaseinhibitormix abgeschabt, durch Auf- und
Abpipettieren homogenisiert und ebenfalls auf Eis gelagert. Jeweils die angegebene Menge
der Proben (siehe Tabelle) wurde in 2 mL Eppendorfgefalen auf Eis vorgelegt, mit 50 pL
eiskaltem Probenpuffer (0,1 M Na-Citrat, pH 4,6; 0,08 % (w/v) NaNs; 0,4 % (w/v) BSA)
mit je 1 mM Substrat versetzt und fiir die angegebene Zeit (siehe Tabelle) bei 37 °C
geschuttelt. Zur Kontrolle wurde jeweils Substrat ohne Probe mit inkubiert. Im Anschluss
wurde die Reaktion mit 2 mL Stop-Puffer (0,2 M Glycin, mit NaOH auf pH 10,8)
abgestoppt, die Proben durch invertieren gut gemischt und je eine Doppelbestimmung des
umgesetzten 4-MU Substrates im Mikroplattenleser durchgefiihrt (Absorption: 360 nm;
Emission: 440 nm).

Substrat Probe/Verdinnung Inkubationszeit
4-MU-2-acetamido-deoxy-B-D-Glucopyranosid 10 pL (1:10) 30 min
4-MU-g-D-Mannopyranosid 20 pL 60 min
4-MU-B-D-Galaktopyranosid 10 L 120 min
4-MU-g-D-Glucuropyranosid 10 uL 120 min

2.2.3.23 Bestimmung der autophagozytotischen Aktivitat
2.2.3.23.1 Bestimmung durch radioaktiven pulse-chase

Zur Bestimmung der autophagozytotischen Aktivitat wurden Proteine in MEF zunéchst mit
radioaktivem Valin markiert und anschlielend deren Abbau untersucht. Dazu wurden je
Genotyp vier 3 cm Zellkulturschalen bis zum Erreichen einer ca. 90 %igen Konfluenz
inkubiert, dann 2 x mit PBS gewaschen und je mit 1 mL Valin-freiem DMEM (siehe
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unten), dem 0,63 pCi/mL **C-L-Valin zugesetzt wurden, fiir 24 h unter Standardbedin-
gungen inkubiert. Die Zellen wurden anschliefend 2 x mit PBS gewaschen und dann mit je
1 mL folgender Medien aufgefullt:

2 Schalen: DMEM Vollmedium mit 15 mM L-Valin

1 Schale: Krebs-Henseleit Puffer mit 15 mM L-Valin

1 Schale: Krebs-Henseleit Puffer mit 15 mM L-Valin und 10 mM 3-Methyladenin.
Die Schalen wurden fiir 3 h unter Standardbedingungen kultiviert, dann die Uberstinde
abgenommen, auf Eis gestellt und die Schalen wie zuvor wieder befllt und inkubiert. Von
den Uberstanden wurde eine TCA-Féllung durchgefithrt und Niederschlag und Uberstand
bei 4 °C aufbewahrt. Nach weiteren 5h wurde nur eine der Schalen mit DMEM
Vollmedium fiir insgesamt 24 h im Inkubator belassen. Bei den anderen Schalen wurde mit
den Uberstanden wie zuvor verfahren, die Zellen wurden in 1 mL PBS mit 0,1 % Triton-X
100 aufgenommen und nachfolgend wie die Uberstande TCA-prazipitiert und aufbewahrt.
Die letzte Schale wurde nach insgesamt 24 h ebenso behandelt. Uberstinde und Prazipitate
wurden mit jeweils 3 mL Szintillationscocktail vermischt und im Szintillationszahler
vermessen. Als Negativkontrolle wurde Szintillationscocktail ohne Probe sowie
Szintillationscocktail mit PBS genutzt. Die autophagozytotische Aktivitat wurde als

Quotient von l8slicher zu unléslicher Radioaktivitat berechnet.

Ansatz fir 1 L Valin-freies DMEM:

Aminosauren Vitamine Salze & andere Komp.

84 mg L-Arginin HCI 4 mg D-Calciumpantothenat 200 mg CaCl,

63 mg L-Cystin 2HCI 4 mg Cholinchlorid 0,1 mg Fe(NO3)*9H,0
584 mg L-Glutamin 4 mg Folsdure 400 mg KClI

30 mg Glycin 7,2 mg i-Inositol 97,67 mg MgSO,

42 mg L-Histidin HCIsH,O 4 mg Niacinamid 6400 mg NaCl

105 mg L-Isoleucin
105 mg L-Leucin

0,4 mg Riboflavin
4 mg Thiamin HCI

125 mg NaH;PO4*H,0

146 mg L-Lysin

30 mg L-Methionin

66 mg L-Phenylalanin

42 mg L-Serin

95 mg L-Threonin

16 mg L-Tryptophan

104 mg L-Tyrosine2Na2H,0

4500 mg D-Glukose
110 mg Natriumpyruvat
15 mg Phenolrot

5 % (v/v) dialysiertes
FKS

5 % (v/v) Penicillin/
Streptomycin 100x
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2.2.3.23.2 Bestimmung durch Akkumulation von LC3-II

Zur Bestimmung der Akkumulation von LC3-11 nach Initiation der Autophagozytose
wurden je Genotyp Zellen in acht 3 cm Zellkulturschalen bis zur Konfluenz unter
Standardbedingungen inkubiert. Die Zellen wurden dann 3 x mit PBS gewaschen und die
Schalen wie folgt befillt: 2 Schalen mit Vollmedium, 3 Schalen mit Krebs-Henseleit
Puffer und 3 Schalen mit Krebs-Henseleit Puffer, dem Proteinaseinhibitoren (10 ng/mL
E63D und 30 ng/mL Pepstatin) zugesetzt wurden. Die Schalen mit Vollmedium wurden
umgehend 2 x mit PBS gewaschen und die Zellen in 200 puL 3x Stop Puffer aufgenommen.
Die Ubrigen Schalen wurden unter Standardbedingungen inkubiert. Nach 1 h, 2 h und 4 h
wurde je eine Schale mit Krebs-Henseleit Puffer und eine Schale mit Krebs-Henseleit
Puffer und Proteinaseinhibitoren 1 x mit PBS gewaschen und die Zellen in 200 pL 3x Stop
Puffer aufgenommen. Die Proben wurden je Genotyp auf ein 12,5 %iges SDS-Gel aufge-
tragen und Westernblots angefertigt. Die Blots wurden zur Immundetektion abweichend
vom Standardprotokoll fur 24 h bei 4 °C mit 4 % Blotto + 1 % BSA blockiert. Der Anti-
korper zur LC3-Detektion wurde fiir weitere 24 h in 2 % Blotto bei 4 °C zugegeben.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Proteinextrakten eukaryotischer Zellen

Die Zellen wurden bis zur Konfluenz in 15cm Zellkulturschalen kultiviert, 2 x mit
eiskaltem PBS gespilt und mit dem Zellschaber in 1mL eiskaltem PBS mit
Proteinaseinhibitormix abgeschabt. Die Zellen wurden tber Scherkrafte durch zehnmaliges
Pressen durch eine kleine Kanile aufgeschlossen. Sofern die Zellen nicht fiir Experimente
genutzt wurden, in denen Detergenzien storen, erfolgte der Aufschluss durch Zugabe von
1% Triton-X 100 und mehrmaliges Auf- und Abpipettieren. Sofern die Zellen
ausschlieBlich fir Westernblot-Analysen eingesetzt werden sollten, wurden sie nach dem
Waschen mit PBS direkt in 3x Stop Puffer homogenisiert.

2.2.4.2 Herstellung von Proteinextrakten aus Gewebe

Mausgewebe wurde entnommen und zur spateren Verwendung bei -20 °C oder -80 °C
gelagert. Zur Herstellung von Proteinextrakten fir Westernblot-Analysen wurde das
Gewebe 1:9 (w/v) mit 3x Stop Puffer vermischt, zerkleinert und fir 5 min auf 95 °C
erhitzt. GrolRere Gewebestiicke, die nicht homogenisiert werden konnten, wurden durch
kurzes Abzentrifugieren entfernt.
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2.2.4.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Zunéchst wurden Proteinstandards mit 0/1,0/1,5/5,0/10,0/15,0 und 25,0 pug/mL BSA in
PBS angesetzt. Gleichzeitig wurden verschiedene Mengen der Proben (1 pL bis 10 pL) auf
je 1 mL mit PBS aufgefullt. Alle Proben und Standards wurden gevortext, 200 pL
Bradford Protein Assay Reagenz zugesetzt und nochmals gevortext. Nach 15 min
Inkubation bei RT wurde die ODsgs aller Proben bestimmt. Aus den ODsgs Werten der
Standardlosungen wurde eine Eichgerade erstellt und Uber die Steigung der linearen
Regressionsgeraden die Proteinkonzentration der Proben errechnet.

2.2.4.4 TCA-Fallung von Proteinen

Zur Féllung von Proteinbestandteilen in Losung wurde der Losung 1/5 Volumen eiskalter
50 %iger Trichloressigsaure (TCA) zugesetzt und gevortext. Nach 15 min Inkubation auf
Eis wurden die Prézipitate 10 min bei 18000 x g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Pellets in einer entsprechenden Menge 500 mM NaOH solubilisiert.

2.2.4.5 Dialyse von FKS

Zur Entfernung niedermolekularer Bestandteile wie Aminosduren aus FKS wurden 50 mL
FKS in einen Dialyseschlauch mit einem molekularen cut-off von 4500 kDa gefiillt und
dicht verschlossen. Die Dialyse erfolgte unter standigem Rihren 5 x fiir 8 — 14 h bei 4 °C
in 1L PBS. Das FKS wurde anschlieend steril abgefillt und portioniert bei -20 °C
gelagert.

2.2.4.6 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteingemischen wurde durch Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erreicht. Um eine hohere Bandenscharfe
zu erlangen, wurde ein diskontinuierliches Gel verwendet, in dem zunéchst die Proben in
einem Sammelgel aufkonzentriert und anschlielend im Trenngel aufgetrennt werden.
Daflr wurden zundchst zwei Glasplatten (10 cm x 1 cm) mit Ethanol gesdubert, mit 1 mm
Spacern zusammengesetzt und die Kanten uber einen Gummischlauch abgedichtet. Das
Trenngel wurde bis 0,5cm unterhalb des Kammes aufgefillt, mit Isopropanol
uberschichtet und ca. 30 min auspolymerisiert. Nach Entfernung des Isopropanols durch
Spulen mit ddH,O wurde das Sammelgel eingefillt, der Kamm eingesteckt und das Gel fur
ca. 10 min auspolymerisiert. Dichtungsschlauch und Kamm wurden entfernt, das Gel in die
Laufkammer eingespannt, SDS-Laufpuffer aufgeflllt und Luftblasen unter dem Gel
entfernt. Nach Beladen des Gels mit den vorbereiteten Proben wurde die Elektrophorese
mit 20 mA pro Gel laufen gelassen bis die Bromphenolblaufront das Ende des Gels fast
erreicht hatte. Die Gele wurden umgehend zur Westernblot-Analyse eingesetzt.
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Zusammensetzung fir je 1 Gel (Trenngel 5 mL, Sammelgel 1,5 mL):

Komponente 8 % Gel 10 % Gel 12,5% Gel Sammelgel
10 % SDS 50 pL 50 pL 50 pL 15 puL

10 % APS 50 pL 50 pL 50 pL 15 uL
ddH,0 2,3mL 2mL 1,6 mL 1mL
1,5M Tris-HCIpH 8,8 1,25 mL 1,25 mL 1,25 mL --

1 M Tris-HCI pH 6,8 - -- -- 190 pL

30 % Acrylamid / 1,35 mL 1,7mL 2,1mL 280 pL

0,8 % Bisacrylamid

TEMED 2,5uL 2,5 L 2,5 L 2 uL

2.2.4.7 Westernblot Analyse / Semi-Dry Transfer

Zum Transfer von im SDS-Gel aufgetrennten Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran
wurden zundchst 6 Stiicke Whatman-Papier und eine Nitrozellulosemembran auf Gelgroie
zurechtgeschnitten. Die Nitrozellulosemembran wurde 5 min in Semi-Dry Puffer getrankt,
auch das Whatman-Papier und das Polyacrylamidgel wurden kurz in Semi-Dry Puffer
gelegt. Dann wurden drei Lagen Whatman-Papier, Nitrozellulose, Polyacrylamidgel und
nochmals drei Lagen Whatman-Papier in dieser Reihenfolge luftblasenfrei Ubereinander
auf die untere Elektrode der Blot-Apparatur geschichtet. Die obere Elektrode der Blot-
Apparatur wurde aufgesetzt, mit einem zusatzlichen Gewicht beschwert, die
Spannungsquelle angeschlossen (positiver Pol unten, negativer Pol oben) und der Transfer
fur 1— 2 h (abhangig von der GréRe des nachzuweisenden Proteins) mit ca. 1 mA/cm?
gestartet. Zur Kontrolle des Transfers wurde die Nitrozellulosemembran kurz in Ponceau-S
Losung (0,2% Ponceau-S in 3% TCA) geschwenkt, mit ddH,O gespult bis der
Hintergrund entfarbt war und das Ergebnis dokumentiert. Die Membran wurde entweder

sofort weiter verwendet oder getrocknet und dunkel gelagert.
2.2.4.8 Immundetektion spezifischer Proteinbanden

Nach dem Westernblot wurden zur Detektion spezifischer Proteinbanden zunéchst alle
unspezifischen Bindestellen auf der Nitrozellulose durch Blocken mit 2 % Milchpulver in
PBST fur 30 min bei RT besetzt. AnschlieBend wurde der 1. Antikorper entsprechend in
2 % Milchpulver in PBST verdinnt und die Membran 2 h bei RT oder G.N. bei 4 °C darin
geschwenkt. Die Membran wurde dann 3 x 5 min mit PBST gewaschen und der in PBST
verdiinnte 2. Antikdérper zugegeben und fiir 1 h bei RT geschwenkt. AbschlieBend wurde
4 x 5 min mit PBST und 2 x 5 min mit PBS gewaschen, Supersignal ECL-Reagenz auf die
Membran gegeben und das Signal mit dem LAS 3000 System detektiert.
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2.2.5 Methoden zur Histologie und Skelettfarbung

2.2.5.1 Alcianblau- und Alizarinrot-Farbung des embryonalen Skeletts

Embryonen oder neugeborene Tiere wurden durch Dekapitation get6tet, Haut sowie innere
Organe entfernt und mindestens 4 d in 100 % Ethanol fixiert. Anschliefend wurden die
Skelette 24 h in Aceton entfettet und fiir 2 — 3 d bei 37 °C in frischer Farbelésung (2.1.15)
belassen. Nach 15 min vorsichtigem Spulen in Leitungswasser wurden sie fur 1 -2 d in
1 % KOH belassen, bis die Knochen durch das verbliebene Gewebe klar sichtbar wurden.
Die Skelette wurden 1 —5d in 20 % Glycerin mit 1 % KOH, 1 -3 d in 50 % Glycerin und
nochmals 1 — 3 d in 80 % Glycerin in dieser Reihenfolge entwassert. Die Lagerung erfolgte
in 100 % Glycerin im Dunkeln.

2.2.5.2 Herstellung von Paraffinschnitten

E18,5 Embryonen wurden durch Dekapitation getdtet und die Haut zum besseren
Eindringen des Fixans entfernt. Die Fixation erfolgte tber 24 h bei 4 °C in Bouin-Ldsung.
Anschlieend wurde zum Entkalken das Bouin-Fixans entfernt und das Praparat fur 24 h in
EDTA-NaOH leicht geschittelt. Das Praparat wurde 24 h in (mehrfach ausgetauschtem)
Leitungswasser gewassert und anschlielend fir je 24 h in 50 %, 70 %, 90 % und 100 %
Ethanol sowie 100 % Isopropanol, und 2 x Xylol in dieser Reihenfolge entwéssert. Zum
Einbetten wurden die Praparate flir mindestens 24 h bei 60 °C in Paraffin gegeben und
nochmals 24 h in frischem Paraffin inkubiert. Das Praparat wurde in Gussformen platziert,
diese mit frischem Paraffin bei 60 °C aufgefillt, die Mikrotom-Halterung aufgelegt und
das Paraffin bei RT erstarren gelassen. Zum weiteren Ausharten wurde der Paraffinblock
U.N. bei -20 °C gekdihlt. Paraffinschnitte wurden am Mikrotom mit einer Schichtdicke von
7 um angefertigt.

2.2.5.3 Hamatoxilin-Eosin Farbung von Paraffinschnitten

Paraffinschnitte wurden auf Objekttrdgern G.N. bei 37 °C getrocknet. Sie wurden im
Anschluss je 10 min in folgender Reihenfolge entparaffiniert und gewéssert: 2 x Xylol,
Isopropanol 100 %, Ethanol 100 %, Ethanol 90 %, Ethanol 70 %, Ethanol 50 %, ddH,O.
Die Objekttrager wurden 10 min in Hamatoxilin-Lésung belassen, 20 min mit langsam
flieBendem Leitungswasser gewassert und fur 10 min in Eosin belassen. Im Anschluss
folgte die Entwésserung fur je 2 — 3 min in folgender Reihenfolge: 50 %, 70 %, 90 % und
100 % Ethanol sowie 100 % Isopropanol, 2 x Xylol. Die geféarbten Paraffinschnitte wurden
luftblasenfrei mit Roti-Histokitt I eingedeckt und dunkel und trocken aufbewahrt.
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Ergebnisse

3.1 Vtila/Vtilb doppeldefiziente Embryonen

Fur Vtila/Vtilb negative Embryonen wurde bisher ein ausgepragter neuronaler Phanotyp
beschrieben. Bis zum perinatalen Tod zeichnet sich dieser vor allem durch progressive
Neurodegeneration der meisten peripheren Ganglien sowie gravierende Verdnderungen in
axonalen Bahnen aus (Kunwar et al. Manuskript in Vorbereitung). Im Verlauf der
vorliegenden Arbeit fielen bei der Préparation von E18,5 Tieren weitere phanotypische
Besonderheiten des Doppelknockouts auf.

3.1.1 E18,5 Embryonen haben einen duBerlich erkennbaren Phanotyp

Zur Praparation von Vtila’Vtilb™ Embryonen wurden Vtila’Vtilb”" Mause mit
entsprechenden Vtila™"Vtilb” Tieren verpaart. Aus trachtigen Weibchen wurden am Tag
18,5 der embryonalen Entwicklung (E18,5) die Embryonen entnommen und vor der
Weiterverwendung fotografiert.

Bei einem Vergleich der jeweiligen Wurfgeschwister fiel auf, dass die Vtila’Vtilh”
(DKO) Tiere oft weniger weit entwickelt wirkten als Vtila*Vtilb"”" (DHET),
Vtila”Vtilh*" oder Vtila™ Vtilb” (triallele) Tiere (Abb. 3.1 A). Sie zeigten eine abgerun-
dete, weniger ausgepragte Kopfform. Die vorderen Gliedmalien lagen parallel zur
Korperachse, wahrend sie bei den Wurfgeschwistern angewinkelt waren. Auch die hinteren
Gliedmalien lagen jeweils sehr eng am Korper an. Eine Bestimmung der Kopf-Rumpf-
Lange bei 9 Wirfen ergab, dass DKO Embryonen gegenliber DHET eine im Schnitt um
16 + 2 % signifikant verringerte GroRe aufwiesen (Abb. 3.1 B).
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Abb. 3.1 DKO Embryonen weisen duflerlich erkennbare phanotypische Verdnderungen auf

E18,5 Embryonen wurden nach Praparation aus dem Muttertier vor der Weiterverwendung
fotografiert. A DKO Embryonen wirken weniger weit entwickelt als ihre Wurfgeschwister. Sie
haben einen abgerundeteren Kopf sowie eine auffillige Stellung der GliedmaRen. Triallele
Tiere lassen sich von DHET nicht unterscheiden. B Gegeniiber DHET Embryonen sind DKO
Tiere um 16 £ 2 % signifikant kleiner. Es wurde von 9 Wirfen die Kopf-Rumpf-Lénge der
Embryonen bestimmt und auf DHET normalisiert. * bezeichnet eine Signifikanz von p=0,0009
im t-Test nach Student (ungepaart, zweiflachig). Die statistische Auswertung wurde vor der
Normalisierung durchgefiihrt. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

3.1.2 Defekte in der Knochenbildung

Um zu Gberprifen, ob die auRerlichen Merkmale Vtila/Vtilb defizienter Embryonen auf
Veranderungen im Skelett zurtickzufiihren sind, wurden diese mit Alcianblau und
Alizarinrot gefarbt. Dabei erscheint Knorpel in blau, wahrend calcifizierte, also knécherne
Bereiche, rot angefarbt werden. Dies erlaubt es, neben der allgemeinen Anatomie des
Skeletts auch Unterschiede in der Struktur festzustellen, die Rickschlisse auf
Knochenbildung und -entwicklung zulassen.

Die Farbung wurde an 5 Wirfen durchgefiihrt, darunter waren 7 DKO und 13 DHET
Embryonen. Die Schédel wurden jeweils zuvor zur Préparation von Neuronen genutzt und
wegen der daraus resultierenden Schaden nicht zum Vergleich herangezogen. Gezeigt sind
Bereiche, die in DKO Tieren im Vergleich zu DHET verandert sind (Abb. 3.2). Ebenfalls
untersuchte E18,5 Vtila” und Vtilb” Embryonen zeigten keinerlei Auffalligkeiten.

Auch im skelettierten Zustand blieb die verénderte Stellung der vorderen Extremitéten
erhalten (A-C). Humerus und Radius waren im DKO (B,C) wesentlich weniger
angewinkelt als in DHET Tieren (A). Am auffélligsten waren die Claviculae (Pfeilspitze
A-C). Das Claviculum ist ein bogenférmiger Knochen, der das Schultergelenk mit dem
Sternum verbindet. Die medialen Enden sind mit dem Manubrium verbunden und laufen
zunachst gerade, dann in einem Bogen zu Humerus und acromialem Fortsatz der Scapulae.
Wahrend dies bei DHET Embryonen der Fall war, beschrieben die Claviculae bei DKO
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Abb. 3.2 DKO Embryonen zeigen Deformationen im Skelett und teils fehlende Calcifizierung

Skelette von E18,5 Tieren wurden mit Alcianblau (Knorpel) und Alizarinrot (Knochen) gefarbt. A,B,C
Anteriorale Ansicht von Halswirbelsdule, Claviculae und vorderen Extremitaten. Der Winkel zwischen
Humerus und Radius ist im DKO wesentlich groBer. DKO Claviculae sind verformt (Pfeilspitzen). D,E,F
Anteriorale Ansicht von Manubrium, Claviculae und erster Rippe. DKO 2 zeigt einen zusétzlichen,
knorpeligen Auswuchs an der ersten Rippe (Pfeilspitze). G,H,l Anteriorale Ansicht von Sternum und Rippen.
Es sind im DKO Defekte in der Calcifizierung zu erkennen (Pfeilspitze) sowie in DKO 1 eine longitudinale
Verschiebung von Rippen und Sternebrae (Asterisk). J,K,L Laterale Ansicht der vorderen Extremitdten. Die
Tuberositas deltoidea ist beim DKO weniger ausgepragt (Pfeilspitze). M,N,O Laterale Ansicht der hinteren
Extremitaten und Pelvis. Bei DKO1 ist das Os Pubis nicht calcifiziert (Pfeilspitze). P,R,T Manus und Q,R,T Pes:
Die Calcifizierung in den distalen Extremitaten fehlt bei DKO Tieren teilweise. MalRstabsangaben bei DKO 2
gelten fir die jeweilige Bildzeile. Cl=Claviculum, Fe=Femur, Fi=Fibia, Hu=Humerus, Is=Ischium,
M=Manubrium, Pu=Pubis, Rl=erste Rippe, S1-S4=Sternebra 1-4, Td=Tuberositas deltoidea, Ti=Tibia,
Ul=Ulna.

Tieren einen sehr viel ausgeprégteren, teils doppelt S-férmigen Bogen. Sie verliefen im
Gegensatz zu den unaufféalligen DHET Tieren von ihren medialen Enden ausgehend nicht
dorsal, sondern ventral. Bei einem DKO Embryo war ein Claviculum nicht calcifiziert, das
andere fehlte vollstandig.

An der ersten Rippe zeigte sich bei einem der DKO Skelette (DKO 2) eine uberzéhlige,
knorpelige Verzweigung (Pfeilspitze D-F).

In allen untersuchten DKO Embryonen war das vierte Sternebra nicht calcifiziert
(Pfeilspitze G-I). Ebenso waren die Zentren der Ossifizierung in den Ubrigen Sternebrae
nicht zusammengewachsen. In einem der untersuchten DKO Embryonen (DKO 1, Asterisk
G-1) waren Rippen und Sternebrae des Sternums beiderseits longitudinal versetzt. In zwei
anderen DKO (nicht gezeigt) waren S1-S4 vollstandig nicht calcifiziert.

Die Tuberositas deltoidea (Td) war bei DKO Tieren weniger ausgepragt (Pfeilspitze J-L).
Insgesamt wirkten Humerus, Radius und Ulna etwas dicker und weniger gerade geformt.
Eine nicht vollstandige Calcifizierung lasst sich in einigen, aber nicht allen DKO Tieren
feststellen. In zwei Féllen war das Pubis nicht calcifiziert (DKO 1, Pfeilspitze M-0), in
mehreren Fallen Pes und Manus (Pfeilspitze P,R, T: Pes; Pfeilspitze Q,S,U: Manus).
Zusammengenommen weisen diese Befunde auf eine Beteiligung von Vtila/Vtilb in der
Entwicklung der Knochen hin. Besonders interessant sind dabei die Auffélligkeiten an
Clavicula und Sternum der DKO Embryonen. Diese werden aus Anlagen gebildet, die etwa
zur selben Zeit entstehen, an der sich der neuronale Phanotyp manifestiert (siehe 4.2.1).
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3.1.3 Pathologische Veranderungen der Lunge

Zusétzlich zu den Skelettfarbungen wurde ein Teil der verfligharen E18,5 Tiere nach
Dekapitation umgehend fixiert und in Paraffin eingebettet. Es wurden Schnitte mit 7 um
Schichtdicke angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt (Christiane Wiegand).
Hé&matoxylin farbt saure Strukturen blau und macht so vor allem den Zellkern sichtbar.
Eosin l&sst basische Strukturen wie Zellplasmaproteine in rot erscheinen und farbt dadurch
das Zellplasma. HE-Paraffinschnitte geben auf zellularer Ebene einen guten Uberblick
uber die Struktur des Gewebes.

Fur Magen, Leber, Niere und Milz konnten an den vorhandenen Proben keine einheitlichen
Veranderungen festgemacht werden. Um Uber eventuelle Verdnderungen eindeutige
Aussagen treffen zu kdnnen, werden in néchster Zeit Gewebsschnitte weiterer Embryonen
angefertigt.

Abb. 3.3 DKO Lungen zeigen pathologische Veranderungen

E18,5 Embryonen wurden nach Dekapitation umgehend fixiert und HE-geféarbte
Paraffinschnitte angefertigt. A,B DKO Lungen wirken bereits bei geringer
VergroRerung wesentlich dichter als beim DHET. Lateraler Schnitt, MaRstab: 500 um.
C,D Die Septen haben im DKO mehr Zellschichten (Pfeil) und die Alveolen sind weniger
expandiert. MaRstab: 50 um.



Kapitel 3 Vtila/Vtilb doppeldefiziente Embryonen

52

Die Lungenstruktur von DKO Embryonen wies jedoch in allen Féllen offensichtliche
Abweichungen auf. Schon bei geringen VergroRerungen wirkte die Lunge im DKO
gegeniiber DHET Tieren wesentlich dichter (Abb. 3.3 A,B). Die Alveolen waren weniger
expandiert und die alveolaren Septen wiesen eine hohere Schichtdicke auf (Pfeile Abb. 3.3
C,D). Im Idealfall besteht ein Septum aus zwei Zellschichten, jeweils einer Schicht pro
angrenzender Alveole. Dies war bei DHET Tieren in guter Annaherung der Fall, wéhrend
DKO Embryonen haufig drei oder mehr Schichten ausbildeten.

Zur quantitativen Erfassung des Phéanotyps wurde die Zelldichte in DKO und DHET
Lungen ermittelt. Dazu wurden fir jeden Embryo die Zellkerne in 4 Aufnahmen der Lunge
mit 400x VergroRerung (Leica DM IRB) ausgezéhlt und das Ergebnis gemittelt. Dies
wurde fir Lungen von 3 DHET und 3 DKO Tieren aus 3 Wurfen durchgefuhrt. W&hrend
der ermittelte Wert bei den DHET Tieren bei 1227 + 57 Zellen/Feld lag, waren es im DKO
1900 + 172 Zellen/Feld (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4 Die Zelldichte ist in DKO Lungen wesentlich erhoht

Von HE gefarbten Paraffinschnitten der Lunge wurden jeweils 4 Aufnahmen (40x Objektiv,
Leica DM IRB) angefertigt, die Zellkerne gezihlt und gemittelt. Es wurden aus 3 Wiirfen 3 DHET
und 3 DKO Tiere ausgezahlt. Die Zelldichte in der Lunge ist mit 1900 + 172 Zellen/Feld beim
DKO signifikant hoher als bei DHET Tieren mit 1227 £ 57 Zellen/Feld. Der Fehler ist in SEM
angegeben, * entspricht p=0,05 im t-Test (zweiflachig, ungepaart).

Ahnliche Veranderungen der Lunge wurden teils auch in Vtila” Tieren sowohl an E18,5
als auch an adulten Tieren beobachtet. Die Veranderungen waren jedoch nur in einigen
Tieren zu sehen und nicht einheitlich. Um zu untersuchen, inwieweit die Penetranz dieses
Phéanotyps eventuell vom genetischen Hintergrund der Tiere abhangt, werden zur Zeit
E18,5 Embryonen verschiedener Vtila/Vtilb Genotypen mit C57BL/6 und 129/Sv]
Hintergrund zur Anfertigung von Gewebsschnitten prapariert (Christiane Wiegand).

Die beobachteten Verénderungen im DKO konnten unter anderem auf eine fehlerhafte
Zelldifferenzierung und daraus folgender Fibrose oder aber auf einen Sekretionsdefekt
hindeuten, durch den die Alveolen destabilisiert werden (siehe 4.2.2).
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Ein zur Vtila/Vtilb defizienten Lunge phanotypisch dhnliches Bild zeigen Caveolin-1
Knockout-Mause (Drab et al. 2001). Caveolin-1 und Caveolae sind in vielfacher Weise mit
dem endosomalen System verbunden (Hansen und Nichols, 2010). Daher wurde gepruft,
ob der Lungenphénotyp Vtila/Vtilb defizienter Mduse auf einem veranderten Proteinlevel
von Caveolin-1 beruht. Daflir wurde Lungengewebe von E18,5 Embryonen zerkleinert, in
3x Stop Puffer aufgenommen und per SDS-PAGE und Westernblot auf den Caveolin-1-
Gehalt hin analysiert. Es zeigte sich jedoch keine Verdnderung des Proteinlevels (Abb.
3.5). Ein Effekt der Vtila/Vtilb Defizienz auf den zelluldren Gehalt von Caveolin-1 kann
damit ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.5 Das Proteinlevel von Caveolin-1 ist in DKO Lungengewebe nicht verandert

Lungengewebe von E18,5 DHET und DKO Embryonen wurde per SDS-PAGE und Westernblot auf
den Gehalt an Caveolin-1 hin untersucht. Der Vergleich von Gewebe jeweils dreier Tiere aus
zwei Wirfen zeigt, dass Caveolin-1 in dhnlichen Konzentrationen vorhanden ist.
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3.2 Vtila/Vtilb doppeldefiziente mausembryonale Fibroblasten

Vtila und Vtilb sind SNAREs mit Funktionen im endosomalen System. Da die
Phénotypen Vtila/Vtilb doppeldefizienter Embryonen auf Defekte dieses Systems
zuruckzufuhren sein mussen, wurde die Morphologie und Funktion der Endosomen in
Zelllinien entsprechenden Genotyps untersucht. Dafir wurden mausembryonale
Fibroblasten (MEF) aus E12,5 Tieren isoliert und immortalisiert (Browski 2006 und diese
Arbeit). Die nahezu unbegrenzte Verfligbarkeit der hergestellten Zelllinien bietet die
Madglichkeit, Untersuchungen unter gut reproduzierbaren Bedingungen durchzufihren.

3.2.1 Verwendete Zelllinien

Die fir die nachfolgenden Versuche verwendeten MEF verschiedener Vtila/Vtilb
Genotypen haben teils einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund und unterscheiden
sich in der Methode der Immortalisierung. E-Linie und T-Linie sind aus den gleichen
Vorlauferzellen entstanden und haben einen gemischten C57BL/6 - 129/SvJ Hintergrund.
Um eventuelle Einflisse des genetischen Hintergrunds zu berlcksichtigen, wurde eine
weitere Zelllinie (TBL6) aus Embryonen mit reinem C57BL/6-Hintergrund erzeugt. Die E-
Linien sind durch Passage immortalisiert worden, die T-Linien und TBL6-Linien durch
Transfektion mit dem Large-T-Antigen. Experimente wurden zur Absicherung der
Ergebnisse meist mit mehreren Zelllinien durchgefihrt. In Versuchen, in denen dies
relevant ist, sind die jeweils verwendeten Zelllinien angegeben.

3.2.2 MEF zeigen keinen offensichtlichen morphologischen Phanotyp

Die Morphologie des endosomalen Systems und damit verbundener Organellen zeigte sich
bereits im Hinblick auf mehrere Marker als unauffallig (Browski 2006). Der cis-Golgi
Marker GM130, der Vtilb-Komplexpartner Syntaxin 7 sowie LAMP1 und LAMP2 als
Marker fir das spatendosomal-lysosomale Kompartiment waren in fluoreszenzmikro-
skopischen Aufnahmen gegeniber DHET Zellen nicht veréndert. Syntaxin 8, ein
Komplexpartner von Vtilb, war in DKO MEF und Vtila™ Vtilb” MEF diffuser verteilt.
Hier wird vermutet, dass Syntaxin 8 durch Vtilb stabilisiert wird und bei Vtilb Defizienz
Syntaxin 8 in entsprechend geringeren Mengen vorliegt (Atlashkin et al. 2003).

In dieser Arbeit wurden weitere Marker flr eine eingehendere morphologische
Untersuchung per Fluoreszenzmikroskopie verwendet.
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3.2.2.1 Morphologie von Lysosomen, Golgi-Apparat und friihen Endosomen

Zusétzlich zu Antikorpern gegen LAMP1 und LAMP2 wurde Lysotracker zur Farbung des
Lysosoms eingesetzt. Lysotracker ist eine azidotrope Base und fluoresziert bei Proto-
nierung in saurer Umgebung. Nach Zugabe zum Medium diffundiert der membrangangige
Lysotracker in die Zellen und akkumuliert im sauren spatendosomal-lysosomalen
Kompartiment. Zur Farbung wurden die Zellen auf Deckglasern kultiviert, fir 30 min mit
50 nM Lysotracker in Vollmedium inkubiert, mit PBS gewaschen, PFA-fixiert und auf
Objekttrager aufgebracht.

Sowohl in DHET als auch DKO MEF zeigte der Marker azide Kompartimente mit einer
heterogenen Verteilung. Gemittelt war sowohl die ungefdhre Anzahl als auch die
Lokalisation der Lysotracker-positiven Kompartimente (zytoplasmatisch verteilt mit einer
perinukledr hoheren Dichte) im DKO nicht verandert (Abb. 3.6).

Lysotracker XT-1-GFP Rab4-GFP

DHET

DKO

Abb. 3.6 Lysosomen, medialer Golgi-Apparat und frithe Endosomen sind morphologisch unauffillig

In DHET und DKO MEF sind Lysotracker-markierte Lysosomen {iber eine gréBere Anzahl von Zellen
gemittelt in gleicher Quantitdt und Verteilung zu sehen. Sowohl der cis- und mediale Golgi-Apparat (XT-
I-GFP) als auch friihe Endosomen (Rab4-GFP) sind tber fluoreszenzmikroskopische Bilder nicht
unterscheidbar. Lysotracker wurde 50 nM in Vollmedium eingesetzt, die Zellen fir 30 min damit
inkubiert und im Anschluss PFA-fixiert. Die XT-I-GFP und Rab4-GFP-Plasmide wurden jeweils transfiziert
und die Zellen vor PFA-Fixation fiir 24 h unter Standardbedingungen kultiviert. Gezeigte Zelllinie: TBL6.
Auch durchgefiihrt mit: T- und E-Linie (Lysotracker), T-Linie (XT-I-GFP, Rab4-GFP). Malstab: 20 um.

Fur eine weitergehende Féarbung des cis- und medialen Golgi-Apparates wurde ein GFP-
Xylosyltransferase | (XT-1)-Konstrukt genutzt, das in diesem Bereich lokalisiert (Schon et
al. 2006). Dafur wurden Zellen auf Deckglasern kultiviert, mit dem XT-I-GFP-Plasmid
transfiziert und fur 24 h inkubiert. Nach kurzem Waschen mit PBS wurden die Zellen
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PFA-fixiert und auf Objekttrager aufgebracht.

Die Verteilung von XT-I &hnelte derjenigen von GM130 (vgl. Abb. 3.13 und Abb. 3.14).
XT-I ist sowohl im DKO als auch in DHET Zellen erwartungsgemal® in tubuléren
Strukturen sichelférmig um den Zellkern lokalisiert (Abb. 3.6).

Das trans-Golgi-Netzwerk zeigt sich tber den Marker TGN38 (Luzio et al. 1990) in
DHET und DKO Zellen gleichermalien als vom Nukleus in die Peripherie ausgehendes
Netzwerk tubuldrer Strukturen. Die Farbung wurde in einem anderen Zusammenhang
angefertigt und ist daher in Abb. 3.13 und Abb. 3.14 zu finden.

Zur Visualisierung des friih-endosomalen Kompartiments wurde ein GFP-Konstrukt der
GTPase Rab4 genutzt, die hauptséchlich dort lokalisiert ist (van der Sluijs et al. 1991). Das
Plasmid wurde in DKO und DHET MEF transfiziert (methodisch analog zu XT-I) und
zeigte vesikulare Strukturen gleicher Verteilung mit hoherer Dichte am Zellkern (Abb.
3.6).

Frihe Endosomen, Lysosomen und der cis-mediale Golgi Apparat sind somit in DHET
und DKO MEF uber die verwendeten fluoreszenzmikroskopischen Techniken nicht
unterscheidbar.

3.2.2.2 Co-Fluoreszenzfarbung von spaten Endosomen und Recycling-Endosomen

Zur Visualisierung von spaten Endosomen und Recycling-Endosomen standen
Fluoreszenz-Konstrukte der GTPasen Rab7, Rab9 und Rabll zur Verfugung. Rab7 und
Rab9 sind beide im spaten Endosom lokalisiert, gelangen jedoch durch unterschiedliche
Rekrutierungsmechanismen dorthin (Soldati et al. 1995). Eine Co-Farbung durch
Rab7-CFP und Rab9-YFP sollte zeigen, ob in DHET und DKO MEF beide spezifisch
spatendosomalen Rab-GTPasen gleich lokalisiert sind und die Morphologie des
Kompartiments Unterschiede aufweist. Dazu wurden MEF auf Deckglésern kultiviert, mit
beiden Konstrukten gleichzeitig transfiziert, fir 24 h unter Standardbedingungen inkubiert,
PFA-fixiert und auf Objekttrédger aufgebracht.

Rab7 und Rab9 zeigten in DHET und DKO eine nahezu vollstandige Colokalisation
(Uberlagerung Abb. 3.7). In MEF beiden Genotyps waren Rab7 und Rab9 in fiir das
endosomale System typischer Verteilung zu sehen: Perinukledr gehduft und dann zur
Peripherie hin in einzelnen, vesikuldren Strukturen.

Rabll ist vorwiegend im Recycling-Endosom zu finden (Ullrich et al. 1996). Die Co-
Farbung von Rab9 und Rab1l zeigte, dass in DHET und DKO MEF spéte Endosomen und
Recycling-Endosomen in ihrer Kompartimentierung und Lokalisation vergleichbar waren
(Uberlagerung Abb. 3.8; methodisch analog zur Farbung mit Rab7/9).
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Die Recycling-Endosomen waren in feineren vesikuldren Strukturen zu finden als spate
Endosomen. Die beiden Kompartimente Uberlagerten vor allem am Ort ihrer hochsten
Dichte am Zellkern. Zur Zellperipherie hin bildeten sie unterscheidbare Strukturen.

Rab7-CFP Rab9-YFP Uberlagerung

DHET

DKO

Abb. 3.7 Die spatendosomalen Marker Rab7 und Rab9 colokalisieren in DHET und DKO

Rab7 und Rab9 sind sowohl in DHET als auch DKO MEF in typisch endosomalen Strukturen
verteilt. Sie colokalisieren in beiden Fallen fast vollstandig. Rab7-CFP und Rab9-YFP wurden zur
Fluoreszenzfarbung gleichzeitig in MEF transfiziert, diese 24 h kultiviert und anschlieBend PFA-
fixiert. Gezeigt: TBL6-Linie. Auch durchgefiihrt mit: T-Linie. MaRstab: 20 um.

Rab9-CFP Rab11-YFP Uberlagerung

DHET

DKO

Abb. 3.8 Rab9 und Rab11 sind in DHET und DKO gleich verteilt und colokalisieren perinukledr

Spatendosomale Strukturen (Rab9) sind in DHET und DKO in groReren Vesikeln verteilt als das
Recycling-Endosom (Rab11). Spates Endosom und Recycling-Endosom colokalisieren vor allem
in Golgi-Nahe (Uberlagerung). Zur Zellperipherie hin sind die Kompartimente vereinzelter und
in ihrer Lokalisation unterscheidbar. DHET und DKO MEF sind bezlglich Verteilung und
Lokalisation identisch. Zur Fluoreszenzfarbung wurde ein Ansatz von Rab9-CFP und Rab11-YFP
in MEF transfiziert, diese 24 h kultiviert, PFA-fixiert und auf Objekttrager aufgebracht. Gezeigt:
TBL6-Linie. Auch durchgefiihrt mit: T-Linie. MaRstab: 20 um.
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3.2.3 DKO MEF zeigen keinen Defekt in der Autophagozytose

Der Abbau zytoplasmatischen Materials geschieht hauptsachlich durch Autophagozytose
(Henell et al. 1987; Mortimore et al. 1987). Dabei wird zunéchst eine Doppelmembran-
Struktur gebildet, die Teile des Zytoplasmas umschlie3t: Das Autophagosom. Dieses reift
in mehreren Schritten (ber Fusion mit dem endosomal-lysosomalen System zum
Phagolysosom, wo die Degradation des Materials stattfindet. In Hefen ist das Vtila/Vtilb
homologe Vtilp essentiell fur die Autophagozytose (Ishihara et al. 2001). In einer
Subklasse von Vtilb” Mausen akkumulieren spate autophagozytotische Vakuolen, was auf
einen Defekt der Autophagosomenreifung hindeutet (Atlashkin et al. 2003).

3.2.3.1 Abbau radioaktiv markierter Proteine

Um zu Uberprifen, ob in Vtila/Vtilb negativen MEF die Autophagozytose beeintréchtigt
ist, wurde der Abbau radioaktiv markierter Proteine verfolgt. Daflir wurden die Zellen
zunéchst 24 h in Medium mit 0,63 uCi/mL **C-Valin kultiviert. Im Anschluss wurden sie
kurz mit PBS gewaschen und dann flr verschiedene Zeitpunkte zur Induktion der
Autophagozytose mit Mangelmedium inkubiert. Als Kontrolle wurde jeweils eine Probe
mit dem Autophagozytoseinhibitor 3-Methyladenin (3MA) versetzt. Zur Erfassung der
konstitutiven Proteindegradation wurden parallel Zellen in VVollmedium inkubiert.
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Abb. 3.9 Die Proteindegradation durch Autophagozytose ist in DKO und DHET MEF vergleichbar

Die Proteindegradation ist in DHET und DKO unter Standardbedingungen in Vollmedium sowie bei
Induktion der Autophagozytose vergleichbar. Nach 3 h betragt die Autophagozytoserate beim DHET
3,4+£0,5% und beim DKO 3,8 +0,4%. Innerhalb der nachsten 5h werden beim DHET weitere
6,0 £ 0,7 %, beim DKO ebenso 6,0 + 1,0 % durch Autophagozytose degradiert.

Proteine in DHET und DKO MEF wurden mit “*C-Valin markiert, Autophagozytose durch Mangel-
medium induziert und anschlieRend I6sliche sowie unldsliche Radioaktivitat bestimmt. Die Proteinde-
gradation wurde als Quotient l|6sliche/unlésliche Radioaktivitit ausgedriickt. Der Autophago-
zytoseinhibitor 3MA reduzierte die Proteindegradation auf das entsprechend im Vollmedium
ermittelte Level. Die Degradation durch Autophagozytose berechnet sich aus [Degradation in
Mangelmedium]-[Degradation in Mangelmedium + 3MA] (zusammengehorige Wertepaare siehe
Grafik). Werte sind gemittelt aus 3 Versuchen. Jeder Versuch wurde mit Zellen anderen genetischen
Hintergrunds (T-Linie, TBL6-Linie, E-Linie) durchgefiihrt. Fehler sind SEM.
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Medium und lysierte Zellen wurden jeweils gesammelt und das radioaktive
Gesamtmaterial durch Proteinfallung in l6sliche und unldsliche Radioaktivitat getrennt.
Von den Zellen degradiertes Material wurde als % der Iéslichen Radioaktivitdt von der
Gesamtradioaktivitat ausgedrickt (Abb. 3.9).

Die konstitutive Proteindegradation war in DHET und DKO MEF nach 3 h und weiteren
5h bzw. 21 h vergleichbar. Die in Mangelmedium induzierte Autophagozytose wurde
durch Zugabe von 3MA auf das Level der Proteindegradation in Vollmedium reduziert.
Entsprechend konnte der Anteil der Degradation durch induzierte Autophagozytose als
[Degradation in Mangelmedium] — [Degradation in Mangelmedium + 3MA] berechnet
werden. Nach 3 h wurden durch Autophagozytose im DHET 3,4 £ 0,5 % und beim DKO
3,8+ 0,4 % der Gesamtproteinmenge degradiert (zusammengehdrige Wertepaare siehe
Verbindungslinien, Abb. 3.9). Es wird also in DHET und DKO ein vergleichbarer Anteil
von Proteinen mit einem relativ kurzen Lebenszyklus abgebaut. Um den Abbau
langlebigerer Proteine ebenfalls zu erfassen, wurde bei einem Teil der Zellen nach 3 h das
Medium durch jeweils frisches ersetzt und sie wurden fiir weitere 5 h inkubiert. Nach
dieser Zeitspanne wurden in DHET MEF 6,0 £ 0,7 % autophagozytiert, beim DKO ebenso
6,0 + 1,0 %. Dies lasst darauf schliel3en, dass Reifung und Funktion des Phagolysosoms im
getesteten System nicht in kritischem Mal3e von Vtila oder Vtilb abhdngen.

3.2.3.2 Abbauvon LC3

Furuta et al. konnten kirzlich einen Autophagozytosedefekt in Vtilb Knockdown Zellen
beobachten. Nach siRNA-vermitteltem Knockdown von Vtilb oder VAMP-8
akkumulierten die Zellen nach Induktion der Autophagozytose das Protein LC3 (Furuta et
al. 2010). Daher wurde die Autophagozytosekapazitat Vtila/Vtilb defizienter MEF
nochmals Uber eine alternative Methode getestet. Rat microtubule-associated protein 1
light chain 3 (LC3) ist ein Protein, das nach Synthese und posttranslationaler Modifikation
zytosolisch als LC3-1 (Molekulargewicht: 18 kDa) vorliegt. Bei Initiation wvon
Autophagozytose wird es zu membranstdndigem LC3-1I mit einem apparenten
Molekulargewicht von 16 kDa konvertiert. Es lokalisiert in Autophagosomen und wird
dort schnell abgebaut (Kabeya et al. 2000). Durch Vergleich der Proteinmenge von LC3-II
nach induzierter Autophagozytose mit oder ohne Proteinaseinhibitoren lasst sich eine
Aussage Uber die Funktion des Autophagosoms treffen (Furuta et al. 2010). Bei normal
ablaufender Autophagozytose sollte LC3-11 abgebaut werden, wahrend es bei Zusatz von
Proteinaseinhibitoren oder einem Defekt in der Autophagosomenreifung akkumuliert.
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Daher wurden MEF entsprechenden Genotyps bis zur Konfluenz kultiviert, 3 x mit PBS
gewaschen und anschlieBend fir die angegebenen Zeiten in Mangelmedium die
Autophagozytose initiiert. Den Kontrollzellen wurden die Proteinaseinhibitoren E64D
(10 ng/mL) und Pepstatin (30 ng/mL) zugesetzt. Zu allen anderen Schalen wurde 1 pL/mL
DMSO gegeben, um Effekte des Losungsmittels von E64D/Pepstatin zu beriicksichtigen.
Im Anschluss wurden die Zellen gewaschen, in 3x Stop Puffer aufgenommen und per
SDS-PAGE und Westernblot analysiert.

DMSO E64D/Pepstatin DMSO E64D/Pepstatin
0 1 2 4 01 2 4 h 0 1 24 01 2 4 h
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Abb. 3.10 LC3-1l akkumuliert bei induzierter Autophagozytose nicht in DHET, DKO oder triallelen MEF

Bei MEF der verschiedenen Vtila/Vtilb Genotypen wurde fiir die angegebenen Zeiten Autophagozytose
induziert. Kontrollzellen wurden die Proteinaseinhibitoren E64D und Pepstatin zugesetzt. AnschlieBend
wurden die Zellen gewaschen, in 3 x Stop Puffer aufgenommen und per SDS-PAGE und Westernblot auf
LC3-Gehalt hin analysiert. In allen getesteten Zelllinien wurde im Verlaufe der Inkubation LC3-I (18 kDa) zu
LC3-Il (16 kDa) konvertiert und dieses degradiert. Der Versuch wurde mit der TBL6-Linie durchgefihrt.

In allen getesteten Zelllinien nahm die LC3-1-Konzentration innerhalb von 1 h Inkubation
ab. Dies lieR auf eine Autophagozytose-abhangige Konvertierung zu LC3-Il schlieRen.
Unabhdangig vom Vtila/Vtilb-Genotyp war wiederum nach 4 h die LC3-11-Konzentration
in Proben ohne Proteinaseinhibitoren erheblich geringer als in Proben mit E64D/Pepstatin.
Im Ruckschluss ist die Autophagozytose also weder in DKO noch in triallelen MEF
gegeniiber DHET verringert. Dies bestatigt die in 3.2.3.1 erhaltenen Ergebnisse. Der von
Furuta et al. nachgewiesene Einfluss von Vtilb auf die Autophagosomenreifung ist
demnach im Vtilb-Knockdown, nicht aber im -Knockout zu beobachten (4.3.4.2).

3.2.4 Vtila/Vtilb DKO fiihrt zu erhohter Sekretion lysosomaler Enzyme

Neu synthetisierte lysosomale Hydrolasen werden (ber Mannosephosphatrezeptoren
(MPR) vom TGN zum Lysosom transportiert (Figura et al. 1986). In einem sauren, pra-
lysosomalen Kompartiment trennen sich Rezeptoren und Enzyme: Die lI6slichen Enzyme
erreichen das Lysosom, wahrend die MPR zuriick zum TGN transportiert werden. Es gibt
zwei Formen des MPR mit unterschiedlichem Molekulargewicht und etwas
unterschiedlicher Funktion, den MPR46 und MPR300. Fehlt eine der Varianten oder wird
MPR46 Uberexprimiert, werden lysosomale Enzyme verstarkt sekretiert (Chao et al. 1990;
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Kasper et al. 1996). Vtila ist am retrograden Transport von MPR46 vom Endosom zum
TGN beteiligt (Medigeshi und Schu 2003). Inhibition von Vtila fiihrte zu erhohter
Sekretion der lysosomalen p-Hexosaminidase (Ganley et al. 2008).

3.2.4.1 Bestimmung der Sekretion lysosomaler Enzyme in MEF

Zur Bestimmung der Sekretionsrate lysosomaler Enzyme wurden MEF kultiviert, 2x mit
PBS gewaschen und fir 20 h in serumfreiem Medium mit 1% BSA inkubiert. Die
Aktivitat lysosomaler Enzyme wurde in Medium und Zellextrakten durch fluorimetrische
Messung des Umsatzes spezifischer 4-Methylumbelliferylsubstrate bestimmt. Die
Sekretion wurde als prozentualer Anteil der Aktivitat im Uberstand zur Aktivitit in den
Zellen berechnet.
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Abb. 3.11 Signifikant erh6hte Sekretion lysosomaler Enzyme bei Vitla/Vtilb negativen MEF

Im DKO ist die Sekretion lysosomaler Enzyme gegenliber DHET MEF signifikant erhoht: Bei
B-Mannosidase auf 141 +3 %, p-Galactosidase 180+ 12 %, B-Hexosidase 152+9 % und
B-Glucuronidase 195 + 10 %. Triallele MEF zeigen ebenfalls leicht erhohte Sekretion, die teils
statistisch signifikant ist. Fir den Versuch wurden Zellen 20 h in serumfreiem Medium
inkubiert und die Aktivitit lysosomaler Enzyme in Uberstand und Medium bestimmt. Die
Sekretion wurde als Anteil [Aktivitat Uberstand] / [Aktivitdt Zellen] angegeben und auf DHET
normiert. Fehlerbalken sind SEM aus 3 —5 Versuchen an den Zelllinien T und TBL6; die
Ergebnisse wurden auch fir die Zelllinie E bestatigt. * bezeichnet statistische Signifikanz im t-
Test nach Student (zweiflachig, gepaart, p<0,05); die statistische Auswertung erfolgte vor
Normierung der Werte.

Auf diese Weise wurde die Sekretion fur MEF der E-, T- und TBL6-Linie bestimmt. Da
diese Zelllinien jeweils ein unterschiedliches Hintergrundniveau an Sekretion zeigten,
wurden die Ergebnisse zum besseren Vergleich auf DHET normalisiert (Abb. 3.11).

Es zeigte sich, dass in DKO MEF gegentber DHET alle vier getesteten lysosomalen
Enzyme in signifikant hoherem Malie sekretiert wurden. Die Sekretion von f-Mannosidase
war auf 141 + 3 % erhoht, die von B-Galactosidase auf 180 + 12 %, B-Hexosidase auf
152 £ 9% und B-Glucuronidase auf 195 + 10 %. Auch in den triallelen MEF war die
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Sekretion leicht erhoht; die Erhohung war hier vor allem bei Vtila”Vtilb™" Zellen
gegentiber DHET signifikant. Die Ursache dieser erhohten Sekretion ist vermutlich auf
eine Beeintrachtigung des MPR-vermittelten Transports zurlickzufuhren. Dabei kénnte das
Expressionsniveau eines oder beider MPR verdndert sein oder aber ein Defekt im
Recycling der Rezeptoren vorliegen.

3.2.4.2 Proteinmenge der Mannosephosphatrezeptoren

Das Proteinniveau von MPR46 wurde in den hergestellten Zelllinien sowie in
embryonalem Mausgewebe Gberprift, um Ruckschlisse auf den Mechanismus der
erhdhten Sekretion lysosomaler Enzyme zu erhalten (3.2.4.1). Daflr wurden Zellextrakte
und Gewebshomogenate von E18,5 Embryonen per SDS-PAGE und anschlieRendem
Westernblot analysiert. Eine ebenfalls angestrebte Analyse des MPR300-Proteinniveaus
lie sich aufgrund der mangelhaften Qualitat des MPR300-Antikdrpers im Westernblot
nicht realisieren.

Das MPR46 Proteinlevel unterschied sich in den getesteten MEF nicht wesentlich (Abb.
3.12). Innerhalb mehrerer unabhangiger Versuche zeigten sich zwischen DHET und DKO
Schwankungen des MPR-Niveaus, die jedoch keine eindeutigen Tendenzen aufwiesen.
Ebenso verhielt es sich mit den getesteten Gewebshomogenaten: Teils unterschieden sich
die MPR-Konzentrationen, allerdings auch innerhalb gleicher Genotypen eines Wurfs, teils
waren sie vergleichbar. Hier sind die Schwankungen eventuell dadurch zu erkléren, dass
die préparierten Embryonen unterschiedlich vital waren. In einigen Geweben kénnte daher
bereits Proteolyse eingesetzt haben. Da die Unterschiede im Gehalt an MPR46 in MEF und
Geweben insgesamt nicht signifikant waren, ist dies als Ursache fiir die erhohte Sekretion
lysosomaler Enzyme auszuschlieRen.

oé‘é 0‘*0 oé‘é o*‘o oé\é o‘@ oé‘é
MPR46-|‘4|—.|_- -d

Hirn Niere Leber MEF

Abb. 3.12 MPR46 Proteinlevel unterscheiden sich in MEF und Gewebe nicht signifikant

MEF und Gewebeproben gleicher Konzentration von E18,5 Embryonen wurden per SDS-
PAGE und anschlieRendem Westernblot auf ihren MPR46-Gehalt analysiert. Das MPR-
Niveau schwankt teilweise zwischen DHET und DKO oder auch unterschiedlichen Proben
eines Gewebes gleichen Genotyps. Insgesamt lasst sich keine eindeutige Tendenz fiir eine
erhohte oder verringerte Expression von MPR46 in DKO gegeniiber DHET feststellen.
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3.2.4.3 Die Lokalisation von MPR46 und MPR300 ist unverdndert

Ein Defekt im MPR-vermittelten Transport kénnte auch durch eine Fehllokalisation von
MPR46 oder MPR300 entstehen. Eine Anreicherung der MPR in einem bestimmten
Kompartiment konnte auf einen nicht funktionalen oder mit verminderter Kinetik
ablaufenden Transportschritt schlieBen lassen. Die Transportroute von MPR46 und
MPR300 umfasst das TGN sowie friih- und spatendosomale Kompartimente (Figura et al.
1986). Zur Lokalisation der MPR wurden sie in DHET und DKO MEF mit Markern dieser
Kompartimente co-immungefarbt.

Sowohl MPR46 als auch MPR300 waren in DHET und DKO MEF sichelférmig in
vesikularen Strukturen um den Zellkern verteilt (Abb. 3.13 und Abb. 3.14). Die Vesikel
schienen, Uber eine Vielzahl von Zellen betrachtet, in DKO MEF geringfligig disperser zu
sein als in DHET. Die Colokalisationen waren jedoch in Zelllinien beiden Genotyps
gleich: Die MPR waren jeweils nahe an den Strukturen des Golgi-Apparats (GM130) zu
finden und colokalisierten nicht mit TGN (TGN38) oder friihen Endosomen (EEAL).
MPR-positive Vesikel colokalisierten jeweils teilweise mit dem spatendosomal-
lysosomalen Marker LAMP2. Die Colokalisation war in Bereichen mit geringer
Vesikeldichte gut erkennbar (Pfeilspitzen, Abb. 3.15 A). Auch im kernnahen Bereich, in
dem sich endosomale Kompartimente haufen, war die sichtbare Colokalisation kein durch
die Vesikeldichte hervorgerufenes Artefakt. Der angefertigte Linescan zeigte, dass die
Intensitat der Fluoreszenz von MPR und LAMP2 entlang einer Linie im Bild teils
voneinander abwich, teils aber exakt parallel verlief (Abb. 3.15 B). Diese parallelen
Bereiche im Intensitatsverlauf deuteten darauf hin, dass sich dort MPR und LAMP2 im
gleichen Kompartiment befanden.

Insgesamt sind die Mannosephosphatrezeptoren demnach in DKO MEF geringfiigig
disperser verteilt als in DHET, die Colokalisation mit verschiedenen Organellenmarkern
aber ist unverandert und entspricht den Erwartungen. Eine Akkumulation in einem der
getesteten Kompartimente ist nicht zu beobachten.
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MPR46/GM130 MPR46/TGN38 MPR46/LAMP2 MPR46/EEAL

DHET

DKO

Abb. 3.13 Die Lokalisation von MPR46 ist in DKO gegeniiber DHET MEF nicht verdndert

MPR46 (jeweils griin) ist in vesikuldaren Strukturen sichelférmig um den Zellkern verteilt. Die
Colokalisation mit dem Golgi-Marker GM130 zeigt, dass MPR46 jeweils dicht am, nicht aber im cis-
Golgi-Apparat zu finden ist. MPR46 colokalisiert nicht mit dem TGN-Marker TGN38 oder dem Marker
fir frihe Endosomen EEA1, wohl aber teilweise mit LAMP2 als spatendosomal-lysosomalem Marker
(siehe Abb. 3.15). Es besteht kein Unterschied zwischen DHET und DKO Zellen. Zur Immunfarbung
wurden die Zellen jeweils auf Deckglasern kultiviert, PFA-fixiert und mit den entsprechenden
Antikorpern co-inkubiert. Gezeigt: TBL6-Linie; durchgefiihrt auch mit T- und E-Linie. Mal3stab: 20 um.
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MPR300/GM130 MPR300/TGN38  MPR300/LAMP2 MPR300/EEA1

DHET

DKO

Abb. 3.14 Die Lokalisation von MPR300 ist in DKO MEF gegeniiber DHET nicht verdndert

Wie MPR46 auch ist MPR300 (jeweils grin) in vesikuldren Strukturen halbmondférmig um den
Zellkern verteilt. Die Co-Farbung mit den Markern fiir Golgi-Apparat (GM130), TGN (TGN38), friihen
Endosomen (EEA1) und spaten Endosomen / Lysosomen (LAMP2) zeigt keine Unterschiede zwischen
DHET und DKO MEF auf. MPR300 lokalisiert am, aber nicht im Golgi, colokalisiert nicht mit TGN oder
frihen Endosomen, jedoch teilweise mit spdten Endosomen / Lysosomen (siehe Abb. 3.15). Zur
Immunfarbung wurden die Zellen jeweils auf Deckglasern kultiviert, PFA-fixiert und mit den

entsprechenden Antikérpern co-inkubiert. Gezeigt: TBL6-Linie; durchgefiihrt auch mit T- und E-Linie.
Malfstab: 20 um.



Kapitel 3 Vtila/Vtilb doppeldefiziente mausembryonale Fibroblasten

66

A DHET DKO DHET
o (q)]
o a
> >
< <
| |
Q %)
Q <
o o
o [a
S =
o o
C C
> >
S S
(O] (]
oo oo
© ©
— —
(D) (D)
o] o]
D D
B
MPR46/LAMP2
1,0 - Linescan DHET 1,0 - Linescan DKO
E 0,8 A 3 0,8
£ 06 £ 06
(%2} wv
] ]
E 014 T E 014 7
s s
%02 - ® 0,2 -
(7)) wm
——LAMP2 —— MPR46 ——LAMP2 —— MPR46
0,0 T T T 0,0 T T T
0 20 40 60 0 20 40 60
Scanlinie [Pixel] Scanlinie [Pixel]
1,0 - Linescan DHET 1,0 - Linescan DKO
E 0,8 1 E 0,8 -
20,6 1 € 06 A
e 2
()
£ 04 1 204 -
T N E
©0,2 - w® 0,2
<2 J—LAMPZ ——MPR300 < ——LAMP2 —— MPR300
0,0 T T T 0,0 T T T
0 20 40 60 0 20 40 60

Scanlinie [Pixel] Scanlinie [Pixel]

Abb. 3.15 MPR46 und MPR300 colokalisieren in DHET und DKO mit LAMP2

Die teilweise Colokalisation der MPR (griin) mit dem spdtendosomal-lysosomalen Kompartiment (LAMP2,
rot) ist in DHET und DKO MEF etwa gleich ausgepragt. A In Bereichen mit geringerer Vesikelkonzentration
sind einzelne Colokalisationen von MPR und LAMP2 gut zu erkennen (Pfeilspitzen). MaRstab: 2,5 pum.
B Auch in Kernndhe ist die gezeigte Colokalisation kein Artefakt erhohter Vesikeldichte. Die
Fluoreszenzintensitat wurde fur die getrennten Kandle (MPR: GFP-Kanal, LAMP2: Cy3-Kanal) im
Mikroskopiebild entlang einer 1 Pixel breiten Linie in Kernndhe per Image) bestimmt (weiRRe Linie). Die
Intensitatsverlaufe der Kandle wurden Uberlagert. Bereiche, in denen die Intensitdat der Kanale parallel
verlauft, deuten auf eine Lokalisation von MPR und LAMP2 im gleichen Vesikel hin.
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3.2.5 DKO MEF haben keine Defekte in der Endozytose

Da Vtila und Vtilb an frih- und spatendosomalen Transportschritten beteiligt sind, wurde
untersucht, ob ein Fehlen der beiden Proteine eine Beeintrdchtigung der Endozytose
extrazellularen Materials zur Folge hat. Extrazellulare Materialien koénnen auf
unterschiedlichen Wegen endozytiert werden. Daher wurde die Aufnahme von drei
Markern analysiert, die jeweils einen anderen Mechanismus zur Endozytose benétigen.
FITC-gekoppeltes Dextran wurde als Marker fir unspezifische Pinozytose und FITC-
gekoppeltes Choleratoxin als Marker flir caveolaespezifische Endozytose eingesetzt. Zum
Test der clathrinvermittelten Endozytose wurde Bodipy-markiertes Low Density
Lipoprotein (LDL) benutzt.

3.2.5.1 Unspezifische Aufnahme von niedermolekularem Dextran

Niedermolekulares, FITC-gekoppeltes Dextran wird rezeptorunabhéngig in Zellen
endozytiert und dann uber friihe und spate Endosomen zum Lysosom transportiert (Berlin
und Oliver 1980; Chastellier et al. 1983). Dort akkumuliert es aufgrund seiner Resistenz
gegen saure Hydrolasen (Ohkuma und Poole 1978). Zur Untersuchung der unspezifischen
Endozytose wurden MEF auf Deckglasern kultiviert, kurz gewaschen und mit 2 mg/mL
Dextran-FITC in DMEM BSA fiir 30 min unter Standardbedingungen kultiviert. Nach so
erfolgter Aufnahme des Dextrans wurde das Medium abgenommen und durch DMEM
Vollmedium ersetzt. Die Zellen wurden fur die angegebenen Zeiten inkubiert, dann PFA-
fixiert und auf Objekttrager aufgebracht.

0 min 30 min 60 min 120 min

Abb. 3.16 Die Pinozytose von Dextran verlduft in DHET und DKO MEF gleich

In beiden Zelllinien ist bereits am Zeitpunkt direkt nach der Dextran-Aufnahme (0 min) eine
Lokalisation in endosomalen Strukturen zu erkennen. Diese Verteilung bleibt Gber den
beobachteten Zeitraum fast unverdndert. Die Zellen wurden fiir 30 min mit Dextran-FITC
(MW = 15000 kDa) beladen, fur die angegebenen Zeiten mit Vollmedium inkubiert und
anschlieBend PFA-fixiert. Der Versuch wurde mehrmals mit der T-Linie durchgefiihrt. MaRstab:
20 um.

DHET

DKO
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Bereits direkt nach der Aufnahme des Dextrans befand sich ein Grofteil des Materials in
groReren vesikularen Strukturen (Abb. 3.16). Nur ein Bruchteil war in kleineren Strukturen
zu sehen, die frihe Zeitpunkte der Aufnahme an der Membran darstellen. Nach 30 min
befand sich samtliches Dextran in Vesikeln mit perinukledrer Haufung. Diese Verteilung
anderte sich fir den beobachteten Zeitraum nicht und entsprach der erwarteten
Akkumulation im lysosomalen Kompartiment. Die Aufnahme von niedermolekularem
Material tber unspezifische Pinozytose und der anschlieRende Transport ins Lysosom sind
also in DKO MEF nicht in kritischem MaRe beeintréchtigt.

3.2.5.2 Aufnahme von Choleratoxin tiber Caveolae

Choleratoxin bzw. die hier genutzte Untereinheit B, bindet an der Zellmembran an das in
Caveolae lokalisierte Gangliosid GM1 und wird internalisiert (Orlandi und Fischman
1998). Es erreicht Golgi-Apparat und TGN Uber frihe Endosomen und kann zwischen
TGN und ER transportiert werden (Nichols et al. 2001; Fujinaga et al. 2003). Zum Test der
Caveolin-abhangigen Endozytose wurden MEF auf Deckglasern kultiviert, 2 h in DMEM
BSA ausgehungert, 2 x mit eiskaltem PBS gewaschen und im Anschluss 1 h mit 2 pg/mL
Choleratoxin-FITC auf Eis inkubiert. Nach Wechsel auf vorgewédrmtes Vollmedium
wurden die Zellen fur die jeweils angegebene Zeit bei 37 °C inkubiert, PFA-fixiert und auf
Objekttrager aufgebracht.

5 min nach Beginn der Inkubation bei 37 °C war eine Féarbung Uberwiegend auf der
Plasmamembran und in wenigen, vesikuldren Strukturen zu erkennen (Abb. 3.17). Bereits
10 -20 min spater war Choleratoxin vorwiegend in Golgi-Strukturen um den Kern
lokalisiert. Nach 35 min trat eine starke Hintergrundfarbung weitlaufig um den Kern
herum auf, die darauf hindeutete, dass Choleratoxin das ER erreicht hatte. Die Intensitat
der Farbungen lieR mit dem Abbau von Choleratoxin im weiteren Verlauf nach. Zwischen
DHET und DKO konnte auch hier kein Unterschied im retrograden Transport von der
Plasmamembran zu Endosomen, Golgi und ER festgestellt werden.
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5 min 15 min 25 min

Abb. 3.17 Aufnahme und Transport von Choleratoxin zu Golgi und ER sind nicht beeintrachtigt

Kurz nach der Aufnahme der Choleratoxin-Untereinheit B ist der Marker noch groRtenteils auf der
Plasmamembran verteilt und zeigt nur wenige verteilte vesikuldre Strukturen. Nach 15 —25 min
befindet sich Choleratoxin in Golgi-Strukturen in Kernndhe. Nach 35 min ist eine ER-Farbung zu
beobachten, nach 60 min der Abbau des Materials. DHET und DKO unterscheiden sich nicht.

Die Zellen wurden 2 h ausgehungert, 1 h auf Eis mit Choleratoxin-FITC in DMEM vorinkubiert, fir die
angegebenen Zeiten bei 37 °C inkubiert und PFA-fixiert. Gezeigt: TBL6-Zellen; ebenso mit Zellen der T-
Linie durchgefiihrt. Mal3stab: 20 um.
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3.2.5.1 Clathrin-abhdngige Endozytose von LDL

LDL wird Ober den LDL-Rezeptor in spezialisierten Membranbereichen, den Clathrin
coated pits, gebunden und Clathrin-abhé&ngig internalisiert. Durch die Ansduerung im
endosomalen Kompartiment diffundiert LDL von seinem Rezeptor. Der LDL-Rezeptor
wird zurtick an die Zelloberflache transportiert, wahrend LDL im Lysosom degradiert wird
(Anderson et al. 1982; Goldstein et al. 1985).

Um die Aufnahme und Degradation von LDL zu verfolgen, wurden MEF auf Deckgléasern
kultiviert, 2 h in DMEM BSA ausgehungert und 1 h zur Anlagerung mit 10 pg/mL LDL-
Bodipy in DMEM BSA auf Eis vorinkubiert. Das Medium wurde gegen Vollmedium
ausgetauscht, die Zellen fur die angegebenen Zeiten bei 37 °C inkubiert und PFA-fixiert.
Nach Anlagerung von LDL an die Zellen war zundchst eine gleichmaRig feine, punktuelle
Verteilung auf der Plasmamembran zu beobachten (Abb. 3.18 A). Nach 15 min war das
LDL in groReren vesikularen Strukturen zu erkennen. Die Anzahl kleinerer Vesikel wurde
nach 30 min geringer. Zwischen 30 min und 60 min begann die Bildung einiger auffallend
grolRer LDL-Strukturen, die auch im Phasenkontrast sichtbar waren (nicht gezeigt). Nach
4 h waren keine kleineren Vesikel zu sehen; sémtliches fluoreszentes Material befand sich
in wenigen grof3en Strukturen, die eine fur Lysosomen untypische Verteilung hatten und
im Phasenkontrast deutlich sichtbar waren (Abb. 3.18). Eine Anfarbung mit Nilrot zeigte,
dass es sich um Lipidtropfen innerhalb der Zellen handelte (Uberlagerung, Abb. 3.18).
Nach Aufnahme von LDL im Uberschuss wird daraus hydrolysiertes Cholesterin in
veresterter Form in diesen Strukturen gespeichert (Brown et al. 1980). Bodipy ist, wie
Nilrot auch, ein Marker fiir solche Lipidakkumulationen (Ohsaki et al. 2010).
Zusammengefasst zeigt der Versuch, dass die clathrinabhédngige Endozytose von LDL in
DHET und DKO MEF gleich verlauft. LDL wird aufgenommen, hydrolysiert und daraus
entstandenes Cholesterin in Lipidtropfen gespeichert. Die Speicherung und Hydrolyse von
Fettsduren in Lipidtropfen wurde in 3.2.8 nochmals gesondert untersucht.
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Abb. 3.18 In DHET und DKO MEF wird LDL-Bodipy gleichermaBen aufgenommen und degradiert

DKO und DHET MEF wurden ausgehungert, 1 h mit LDL-Bodipy auf Eis vorinkubiert, fir die
angegebenen Zeiten in Vollmedium bei 37 °C inkubiert und PFA-fixiert. A LDL ist zunachst in feinen
Strukturen an der Plasmamembran verteilt (0 min), dann in groReren vesikuldren Strukturen sichtbar
(15 min). MaRstab: 20 um. B Im Verlauf des Experiments bilden sich im Phasenkontrast sichtbare,
grofle Strukturen, in denen sich nach 4 h samtliches fluoreszentes Material befindet. Nilrotfarbung
der Zellen zeigt, dass es sich um Lipidtropfen handelt. Gezeigt: TBL6-Linie. Ebenfalls mit T- und E-
Linie durchgefiihrt. MalRstab: 20 um.

3.2.6 Das Recycling von Transferrin ist in DKO MEF nicht gestort

Da in den getesteten Endozytosewegen (3.2.5) kein Defekt vorlag, wurde tberprift, ob
Vtila/Vtilb negative Zellen in anschlieBenden Transportschritten Beeintrachtigungen
zeigen. Mit Eisen geséttigtes Transferrin wird (ber den Transferrin-Rezeptor zunéchst
Clathrin-abhéngig endozytiert. Nach Ansduerung im endosomalen System wird das
gebundene Eisen abgegeben. Das Transferrin selbst wird Uber das Recycling-Endosom
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wieder zur Plasmamembran transportiert und zur Bindung von neuem Eisen freigesetzt
(Daniels et al. 2006).

3.2.6.1 Aufnahme von Transferrin

Zunéchst wurde geprift, ob die Endozytose von Transferrin im DKO &hnlich zu DHET
MEF ablauft. Zwar wird Transferrin (iber ahnliche Mechanismen internalisiert wie das
bereits als unaufféllig getestete LDL, bereits kurz nach der Internalisierung befinden sich
Transferrin und LDL aber in frihen Endosomen leicht unterschiedlichen Charakters
(Lakadamyali et al. 2006). Fir das Experiment wurden Zellen auf Deckglasern kultiviert,
zur maximalen Oberflachenprasenz des Transferrin-Rezeptors 1 h mit DMEM BSA
ausgehungert und zur Bindung 30 min mit 50 pg/mL Transferrin-Alexa546 in DMEM
BSA auf Eis inkubiert. Nach Inkubation bei 37 °C fur die angegebenen Zeiten wurden die
Zellen PFA-fixiert und auf Objekttrager aufgebracht.

5 min 15 min 30 min 45 min

DHET

DKO

Abb. 3.19 Die Clathrin-abhdngige Aufnahme von Transferrin zeigt keine Unterschiede

5 min nach Rezeptorbindung des Transferrins ist es liber das Zytoplasma verteilt in vesikuldren
Strukturen mit perinukledrer Haufung lokalisiert. Dieses Bild andert sich in DHET und DKO MEF
Uber den beobachteten Zeitraum kaum. Die Zellen wurden 1 h ausgehungert, 30 min mit
Transferrin-Alexa546 auf Eis vorinkubiert, fliir die angegebenen Zeiten bei 37 °C in Vollmedium
belassen und PFA-fixiert. Gezeigt: T-Linie; ebenfalls mit E-Linie durchgefihrt. MalRstab: 20 um.

Schon 5 min nach Rezeptorbindung war Transferrin internalisiert und befand sich in
vesikuldren Strukturen vor allem in der N&he des Zellkerns. Wéhrend im Verlauf des
Beobachtungszeitraumes die Fluoreszenzintensitat nachlie}, wies die Verteilung keine
grolReren Veranderungen mehr auf. Dies entsprach den Erwartungen und war in DHET und
DKO MEF gleichermalien der Fall.
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3.2.6.2 Exozytose von internalisiertem Transferrin

Um nach der Aufnahme auch die Abgabe des Transferrins verfolgen zu kénnen, wurden
Zellen nach dem Aushungern in DMEM BSA fir 30 min bei 37 °C mit 50 pg/mL
biotinyliertem Transferrin in DMEM BSA inkubiert. Nach so erfolgter Sattigung der
Zellen mit Transferrin-Biotin wurde auf der Oberflache verbleibendes Transferrin mit
eiskalter Essigsaure und anschliefendem Waschen entfernt. Die Zellen wurden dann fir
die angegebene Zeit mit einem Uberschuss unmarkierten Holo-Transferrins in Vollmedium
inkubiert. Das Medium wurde abgenommen, ebenso wie die Zellen mit Stop-Puffer
versetzt und per SDS-PAGE und anschlieBendem Westernblot auf den Gehalt an
biotinyliertem Transferrin untersucht. Exozytiertes Transferrin wurde als Anteil des
Transferrins im Medium gegenuber dem Anteil in den Zellen berechnet.
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Abb. 3.20 Die Exozytose internalisierten Transferrins verlduft in DKO und DHET mit gleicher Kinetik

Sowohl in DHET als auch in DKO MEF wird innerhalb von 10 min ein GroRteil des endozytierten Transferrins
(Tf) abgegeben: Bei DHET 83 + 3 %, bei DKO 78 £+ 4 %. Im Westernblot, wie auch im Verlauf des Graphen,
wird deutlich, dass die Kinetik der Transferrin-Exozytose vergleichbar ist.

MEF wurden mit biotinyliertem Transferrin gesattigt, auf der Oberflache befindliches Transferrin entfernt
und die Zellen dann fiir die angegebenen Zeiten in Vollmedium mit Uberschuss an unmarkiertem
Transferrin inkubiert. Uberstinde und Zellextrakte wurden per SDS-PAGE mit anschlieRendem Westernblot
auf den Gehalt an biotinyliertem Transferrin untersucht. Beispiele fiir erhaltene Westernblots mit Detektion
von Transferrin durch Streptavidin-HRP sind gezeigt. Der Graph zeigt den per Densitometrie Uber Image)
ermittelten Verlauf aus 4 unabhangigen Versuchen; Fehler sind SEM. Exozytiertes Transferrin wurde als
Quotient [Transferrin Uberstand] / [Transferrin Zellextrakt] errechnet. Der Versuch wurde mit T- und E-Linie
durchgefiihrt.

Die Kinetik der Transferrin-Exozytose war in DHET und DKO MEF identisch (Abb.
3.20). Innerhalb der ersten 10 min hatten die Fibroblasten 83 £ 3 % (DHET) bzw. 78 £ 4 %
(DKO) des Materials in den Uberstand abgegeben. Im weiteren Verlauf naherten sich
beide Zelllinien asymptotisch der vollstandige Exozytose (nicht gezeigt).

Aufnahme (3.2.6.1) und Abgabe von Transferrin sind demnach im DKO nicht beein-
trachtigt. Das Recycling nach Clathrin-vermittelter Aufnahme Uber frihes Endosom,
Recycling-Endosom und die anschlieRende Exozytose des Transferrins an der
Plasmamembran laufen mit unverénderter Kinetik ab.
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3.2.7 EGF-Rezeptor Abbau, Signalgebung und Dysregulation

Die Signalgebung des Epidermal Growth Factor Receptors (EGFR) wird durch
Endozytose und anschliefende Degradation reguliert (Carpenter et al. 1976). Nach EGF-
Stimulation dimerisiert der membranstandige EGF-Rezeptor und wird internalisiert. Der
EGF-EGFR-Komplex wird anschlielend Uber den Multivesicular Body (MVB) zur
Degradation ins Lysosom transportiert (Futter et al. 1996). In HeLa-Zellen injizierte
Antikorper gegen Vtilb resultieren in einem verzogerten EGFR-Transport (Antonin et al.
2000). Es wurde daher gepruft, wie sich die Vtila/Vtilb Doppeldefizienz auf Abbau und
Signalgebung des EGF-Rezeptors auswirken.

3.2.7.1 Aufnahme und Transport von EGF zum Lysosom

Da EGF und EGF-Rezeptor nach der Aufnahme in die Zelle bis zur Degradation
komplexiert bleiben, kann der Transport und Abbau von EGFR (ber fluoreszenz-
gekoppeltes EGF mikroskopisch verfolgt werden. Dazu wurden MEF fir 2 h in DMEM
BSA ausgehungert und zur Anlagerung 1 h auf Eis mit 1 ug/mL EGF-Alexa488 in DMEM
BSA inkubiert. Nach Wechsel auf Vollmedium wurden die Zellen fir die angegebenen
Zeiten bei 37 °C inkubiert und dann PFA- oder Methanolfixiert. Teils folgte eine
Immunférbung des spatendosomal-lysosomalen Markers LAMP2.

5 min 15 min 30 min 45 min

DHET

DKO

Abb. 3.21 Aufnahme und Abbau von EGF-Alexa488 ist in DKO MEF nicht beeintrachtigt

EGF ist nach 5 min Inkubation bei 37 °C in endosomalen Strukturen zu beobachten. Die Prasenz der
Farbung ist nach 15 min am starksten, bei 30 min bereits deutlich schwacher und bei 45 min fast
verschwunden. Die Zellen wurden 2 h ausgehungert, 1 h auf Eis mit EGF-Alexa488 in DMEM BSA
vorinkubiert und dann fiir die angegebenen Zeiten in Vollmedium bei 37 °C inkubiert. Gezeigt:
TBL6-Linie. Ebenfalls mit T- und E-Linie durchgefiihrt. MaRstab: 20 um.
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Abb. 3.22 Der EGF-Transport zum Lysosom verlduft in DKO und DHET mit dhnlicher Geschwindigkeit

EGF und der spatendosomal-lysosomale Marker LAMP2 sind 5 min nach beginnender Endozytose in deutlich
getrennten Strukturen sichtbar (VergroRerung). 10 min spater colokalisieren EGF und LAMP2 teilweise. Nach
35 min befindet sich samtliches EGF im spatendosomal-lysosomalen Kompartiment. MEF wurden 2 h ausge-
hungert, 1 h mit EGF-Alexa488 in DMEM BSA vorinkubiert und dann fiir die angegebenen Zeiten mit Vollmedium
inkubiert. Nach Methanolfixierung wurden die Zellen gegen LAMP2 immungefarbt und konfokale Schnitte der
Zellen aufgenommen. Gezeigt: TBL6-Linie; ebenfalls mit T- und E-Linie durchgefiihrt. MafRstab: 20 um.
VergroRerung jeweils 2,7x.
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Die Aufnahme von EGF erfolgte in DKO und DHET in gleichen Schritten (Abb. 3.21).
Kurz nach Beginn der Endozytose befand sich EGF in Uber die Zelle verteilten,
endosomalen Strukturen. Diese endosomale Farbung erreichte nach 15 min ihre hochste
Intensitdt und wurde dann langsam geringer, was mit einem Abbau des EGF-EGFR-
Komplexes konform geht. Um zu sehen, zu welchem Zeitpunkt EGF in den Bereich des
spatendosomal-lysosomalen Kompartiments eintritt, wurde eine Co-Immunfarbung von
LAMP2 angefertigt (Abb. 3.22). Auf den konfokalen Aufnahmen zeigten sich EGF und
LAMP2 nach 5min als deutlich getrennte Strukturen, die nach 15 min teilweise
colokalisierten. Spatestens nach 35 min befand sich samtliches EGF im spaten Endosom /
Lysosom. Zwischen DHET und DKO konnte dabei nicht unterschieden werden.

Der Transport, das Erreichen des Lysosoms und der darauf folgende Abbau des EGF-
Rezeptors sind demnach in Vtila/Vtilb doppeldefizienten MEF nicht beeintrachtigt.

3.2.7.2 Degradation des EGF-Rezeptors

In einem alternativen Ansatz wurde direkt die Degradation des EGF-Rezeptors verfolgt.
Hierfur wurden die MEF 2 h in DMEM BSA ausgehungert und dann direkt 500 ng/mL
EGF in DMEM BSA zugegeben. Die Zellen wurden fir die angegebenen Zeiten bei 37 °C
inkubiert, 2 x mit PBS gewaschen und in Stop-Puffer aufgenommen. Der EGFR-Gehalt der
Zellextrakte wurde per SDS-PAGE mit anschlieBendem Westernblot analysiert.
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Abb. 3.23 Die Degradation des EGF-Rezeptors verlauft mit gleicher Kinetik

In DHET und DKO MEF wurde nach EGF-Stimulation der EGF-Rezeptor schnell abgebaut.
Nach 30 min waren im DHET noch 51 + 10 %, im DKO 36 + 10 % der Ausgangsmenge des
Rezeptors vorhanden. Auch im beispielhaft angeflihrten Westernblot ist in DHET und DKO
eine etwa gleich schnelle Degradation erkennbar. Fir den Versuch wurden MEF
ausgehungert und anschlieBend mit 500 ng/mL EGF in DMEM BSA stimuliert. Die Zellen
wurden nach den angegebenen Zeiten gewaschen, in Probenpuffer aufgenommen und
per SDS-PAGE und Westernblot auf ihren EGFR-Gehalt analysiert. Die Westernblots
wurden densitometrisch per Imagel) ausgewertet und die Bandenintensitiaten auf den
EGFR-Gehalt bei 0 min normalisiert. Fehler sind SEM aus 4 unabhangigen Versuchen
(TBL6-Linie; ebenfalls mit T-Linie und E-Linie durchgefiihrt).
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Es zeigte sich, dass der EGF-Rezeptor in DHET und DKO MEF mit gleicher bzw. im
DKO etwas beschleunigter Kinetik abgebaut wird (Abb. 3.23). 30 min nach Beginn der
Rezeptorinternalisierung waren in DHET MEF noch 51 £ 10 %, im DKO 36 + 10 % der
Ausgangsmenge des Rezeptors vorhanden. Auch wenn im DHET nach 60 min der EGF-
Rezeptor im Mittel weniger vollstandig degradiert wurde als in DKO MEF, ist der Verlauf
des Rezeptorabbaus ahnlich. Dies zeigt, in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen des
EGF-Transports aus 3.2.7.1, dass Transport und Degradation des EGF-Rezeptors im DKO
nicht beeintrachtigt sind.

3.2.7.3 Signalgebung und endosomale Lokalisation des EGF-Rezeptors

Nach Internalisierung des aktiven EGF-Rezeptors erfolgt nicht nur dessen Degradation,
vielmehr ist die endosomale Lokalisation des Rezeptors maRgeblich an seiner
Signalgebung beteiligt (Sorkin und von Zastrow, 2009). Nach EGF-Stimulation wird durch
den Rezeptor unter anderem die Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) Signalkaskade
aktiviert, was sich durch den Phosphorylierungszustand von Extracellular Regulated
Kinase 1/2 (Erk1l/2 bzw. Erk) verfolgen lasst. Nur bei korrekter spatendosomaler
Lokalisation des Rezeptors durch entsprechende Gerustproteine lasst sich eine starke, tiber
einen langeren Zeitraum anhaltende Phosphorylierung von Erk (pErk) beobachten (Teis et
al. 2006; Teis et al. 2002). Um eine mdgliche Fehllokalisation des EGF-
Rezeptorkomplexes im DKO zu uberprifen, wurde das Erk-Signal analysiert. Dafir
wurden MEF ausgehungert, mit 500 ng/mL EGF stimuliert und die Zellextrakte per SDS-
PAGE und Westernblot analysiert (s.0.). Die Westernblots wurden nach Inkubation mit
Antikorpern gegen Erk und pErk ausgewertet.

pErk= &-— pet | DHET
pErk=— u DKO
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Abb. 3.24 Die endosomale Signalgebung des EGF-Rezeptors ist intakt

Die Phosphorylierung von Erk erreicht bei 5 min ein Maximum, sinkt dann erst stark und
nach 15 min im weiteren Verlauf langsam ab. Fir den Versuch wurden MEF 2 h
ausgehungert und dann mit 500 ng/mL EGF in DMEM BSA stimuliert. Die Zellen wurden in
Stop-Puffer gel6st und die Extrakte per SDS-PAGE und anschlieBendem Westernblot auf Erk
und pErk-Gehalt untersucht (Erk1: 42 kDa, Erk2: 44 kDa). Dargestellt ist ein reprasentativer
Westernblot. Dieser wurde per Imagel densitometrisch ausgewertet und graphisch
dargestellt: Der pErkl-Gehalt wurde auf den Erk-Gehalt normalisiert und als Faktor des
Signals bei 0 min berechnet. Durchgefiihrt mit TBL6-Zellen.
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Die endosomale Signalgebung in DKO Zellen war intakt (Abb. 3.24). Das Maximum der
Erk-Phosphorylierung nach 5 min war auf die Signalgebung des EGF-Rezeptors von der
Plasmamembran zuriickzufuhren. Der Schulterbereich des Verlaufs, d.h. das langsame
Absinken der Phosphorylierung nach 15 min, deutete nach Teis et al. auf eine
langerfristige Signalgebung des internalisierten Rezeptors im spaten Endosom hin. Die
Vtila/Vtilb Doppeldefizienz fuhrte demnach nicht zu einer Fehllokalisierung oder
beeintrachtigten Signalgebung des EGF-Rezeptors. Dies lasst den Schluss zu, dass auch
die entsprechenden EGFR-Geriistproteine wie z.B. p14 im endosomalen System korrekt
transportiert und lokalisiert werden.

3.2.7.4 EGFR-stimulierte Zellmigration

Die EGFR-Signalgebung ist unter anderem fur die Zellmigration essentiell. Fokale
Adhésionspunkte  werden durch Transport des aktiven, endosomalen EGF-
Rezeptorkomplexes dorthin dynamisch reguliert; dies fihrt zur Migration der Zellen
(Welch und Mullins 2002). Ein Verlust von entsprechenden EGFR-Gerustproteinen hat
eine verminderte Migration zur Folge (Zhang et al. 2010). Um auszuschlielen, dass das
EGFR-Signal im DKO zwar endosomal lokalisiert (3.2.7.3), der anschlielende Transport
zu fokalen Adhasionspunkten jedoch beeintrachtig ist, wurde ein Migrationstest
durchgefuhrt. Dabei wurden MEF zundchst bis zur Konfluenz kultiviert und anschlieRend
1d in DMEM BSA ausgehungert. Die Zellschicht wurde durch Abschaben mit einer
Pipette auf einer schmalen Linie unterbrochen und die entstandene ,,Wunde“ in der
Zellschicht dokumentiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in
DMEM BSA mit 500 ng/mL EGF, 1,5 ng/mL EGF sowie ohne EGF fur 27 h inkubiert und
abermals die Wunde dokumentiert. Die Differenz der Wundbreite vor- und nach der
Inkubation wurde berechnet und die Migration der Zellen als Halfte dieses Wertes
angegeben (Abb. 3.25).

Es stellte sich heraus, dass DHET und DKO MEF gleichermallen zur Migration
stimulierbar waren. Eine EGF-Konzentration von 1,5 ng/mL reichte aus, um eine
gegentber der Kontrolle héhere Migration zu erreichen. Bei Stimulation mit 500 ng/mL
legten DHET MEF eine Wegstrecke von 145 + 9 um (Kontrolle: 75 + 39 pum) und DKO
MEF 149 + 16 um (Kontrolle: 87 £ 31 um) zurtick. Dies l&sst den Rickschluss zu, dass
nach der korrekten Lokalisation des aktiven EGFR-Komplexes im spédten Endosom auch
der Transport zu fokalen Adhé&sionspunkten ungestort ablauft.
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Abb. 3.25 Die EGF-stimulierte Zellmigration erfolgt in DHET und DKO gleichermallen

A DHET und DKO Zellen migrieren Uber eine Licke in der Zellschicht mit steigender EGF-
Konzentration im Medium mehr aufeinander zu. B Bereits bei 1,5 ng/mL EGF ist die Migration héher
als bei der Kontrolle ohne EGF. Bei Stimulation mit 500 ng/mL EGF betragt sie schlieRlich in DHET
145 £ 9 um und 149 * 16 um in DKO MEF (ohne EGF: DHET 75 * 39 um, DKO 87 + 31 um). Die EGF-
induzierte Migration von DHET und DKO ist also auf gleichem Niveau.

MEF wurden bis zur Konfluenz kultiviert, 1 d in DMEM BSA ausgehungert, entlang einer schmalen
Linie die Zellen abgeschabt und die entstandene Wunde dokumentiert. Die Zellen wurden 27 h mit
DMEM BSA ohne EGF, mit 1,5 ng/mL und 500 ng/mL EGF inkubiert und die Wunde nochmals
dokumentiert. Die Differenz aus [Wundbreite vor Inkubation] - [Wundbreite nach Inkubation] wurde
an 9 unterschiedlichen Stellen ermittelt, der Durchschnitt berechnet und fiir die Migration der Zellen
die Halfte des erhaltenen Wertes angegeben. Fehler sind als Standardabweichung zweier
unabhangiger Versuche (T-Linie und TBL6-Linie; E-Linie zeigt gleiche Tendenz) angegeben.

3.2.7.5 Bei Stimulation mit niedriger EGF-Konzentration ist der EGFR dysreguliert

Internalisierung und endosomaler Transport des EGF-Rezeptors sind abhangig von der
eingesetzten Konzentration des Liganden. Bei Stimulation mit hohen EGF-
Konzentrationen erfolgt die Endozytose des EGFR-Komplexes hauptsachlich Clathrin-
unabhéngig und der Rezeptor wird degradiert. Ist die EGF-Konzentration dagegen niedrig,
wird der Rezeptor tberwiegend uber Clathrin coated pits internalisiert und anschlieRend
zur Plasmamembran recycelt (Sigismund et al. 2008). Physiologische Konzentrationen von
EGF entsprechen im Serum von Mausen 1-3 ng/mL (Perheentupa et al. 1985). Es wird
angenommen, dass Zellen in vivo durch EGF-Konzentration von 1-20 ng/mL reguliert
werden (Sigismund et al., 2005). Zusétzlich zu den in 3.2.7.2 mit 500 ng/mL EGF
durchgefuhrten Versuchen zur EGFR-Degradation wurde daher untersucht, wie der EGFR-
Abbau bei Konzentrationen von 1,5ng/mL ablduft. Hierfir wurde, von der EGF-
Konzentration abgesehen, analog zu 3.2.7.2 verfahren.
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Abb. 3.26 Dysregulation des EGF-Rezeptors bei Stimulation mit niedriger EGF-Konzentration

MEF wurden 2 h ausgehungert, anschlieBend mit 1,5 ng/mL EGF in DMEM BSA fur die angegebenen Zeiten
stimuliert und die Zellextrakte per SDS-PAGE und Westernblot auf ihren EGFR-Gehalt untersucht.
A Wihrend bei DHET MEF der EGFR-Gehalt zunachst stark ansteigt, fallt er bei DKO ab. Im DHET ist das
EGFR-Level nach 30 min auf 274 + 60 % gestiegen, im DKO wurde EGFR bis auf 41 + 7 % abgebaut. Fehler
sind SEM aus 6 unabhéngigen Versuchen mit Zellen unterschiedlichen Hintergrunds (T-Linie, TBL6-Linie, E-
Linie). EGFR-Banden im Westernblot wurde densitometrisch per Image) ausgewertet und auf den EGFR-
Gehalt bei 0 min normalisiert. B Durch das Aushungern der MEF vor der Stimulation wird EGFR vermehrt
exprimiert. C In den reprasentativen Westernblots ist zu erkennen, dass der EGF-Rezeptor nicht nur in DHET
MEF, sondern auch in triallelen Zellen hochreguliert wird, wahrend er im DKO abgebaut wird.
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Interessanter Weise wurde der EGF-Rezeptor bei niedrigen EGF-Konzentrationen im
DHET nicht abgebaut, sondern im Gegenteil zunéchst vermehrt exprimiert (Abb. 3.26 A,
C). So stieg der EGFR-Gehalt im DHET nach 30 min Stimulation auf 274 + 60 % an,
wahrend der EGF-Rezeptor im DKO auf 41 + 7 % abgebaut wurde. Der Abbau im DKO
entsprach dabei in etwa der Degradationsrate bei Stimulation mit 500 ng/mL (36 = 10 %,
3.2.7.2). In triallelen MEF wurde, wie im DHET auch, der EGF-Rezeptor heraufreguliert
(Abb. 3.26 C). Dies war bei Vtila”Vtilb"" MEF deutlich zu erkennen. In Vtila™"Vtilb”
Zellen war das EGFR-Level in zwei Versuchen insgesamt niedrig und daher im
Westernblot schlechter erkennbar, eine Erhdhung des EGFR-Gehalts im Vergleich zum
0 min Wert war jedoch offensichtlich.

Der Anstieg des EGFR-Gehalts in den DHET und triallelen Zellen war auf eine vermehrte
Expression des EGF-Rezeptors durch die zweistiindige Inkubation in serumfreiem Medium
zurlickzufuhren (Abb. 3.26 B). Der EGFR-Gehalt stieg bei Zellen aller Genotypen in
mehreren Versuchen jeweils 2 - 3 h nach Serumentzug an. Dieser Anstieg wurde im DKO
scheinbar schon durch geringe EGF-Stimulation herunterreguliert, im DHET dagegen erst
bei hoheren EGF-Konzentrationen (3.2.7.2). Dies konnte im DKO auf eine Fehlsortierung
des EGF-Rezeptors hindeuten, die statt zum Recycling zur Degradation fihrt. Eine solche
Dysregulation konnte in vivo erhebliche Auswirkungen auf die Entwicklung des
Organismus haben (siehe 4.3.2).
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3.2.7.6 Konzentration von EGFR auf der Plasmamembran

Ebenfalls eine mogliche Erklarung fur die in DHET und DKO unterschiedliche EGFR-
Regulation bei Stimulation mit niedriger EGF-Konzentration kdnnte in einer verénderten
Verteilung des Rezeptors zwischen Plasmamembran und Zytoplasma zu finden sein. Die
Aktivierungskinetik des EGF-Rezeptors ist stark von dessen Dimerisierung abhéngig
(Canals 1992). Eine hohere Konzentration des Rezeptors an der Oberflache hétte
dementsprechend eine groRere Sensitivitat fur EGF zur Folge. Dies wiederum konnte
erklaren, weshalb der EGFR im DKO bei geringer Stimulation internalisiert und abgebaut
wird, im DHET dagegen nicht. Die Oberflachenkonzentration des EGF-Rezeptors wurde
daher Uber Durchflusszytometrie (FACS) bestimmt. Die Zellen wurden daflr zunéchst wie
in den vorherigen Experimenten 2 h in DMEM BSA ausgehungert. Nach Waschen mit
eiskaltem PBS wurden sie mit 1% EGTA in PBS vom Schalenboden abgel6st und
nochmals gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen 1 h bei 4 °C in DMEM BSA mit
500 ng EGF-Alexa488 zur Markierung des Oberflachen-EGFR inkubiert. Danach wurden
sie 3x mit PBS gewaschen und im FACS die Fluoreszenzintensitdt untersucht. Als
Kontrolle wurden die Zellen zuerst mit DMEM BSA mit 500 ng/mL unmarkiertem EGF
zur Absattigung der Bindestellen und anschlieBend nochmals mit der gleichen
Konzentration EGF-Alexa488 inkubiert. Zur Berlcksichtigung der Autofluoreszenz
wurden ebenfalls MEF in DMEM BSA ohne Zusétze behandelt.

DHET Autofluoreszenz
DHET Prainkubation
DHET EGF-Alexa488
DKO Autofluoreszenz
DKO Préainkubation
DKO EGF-Alexa488

Zellen
40 80 120 160 200
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Abb. 3.27 Auf der Plasmamembran befinden sich bei DHET und DKO gleiche Mengen EGFR

Oberflachen-EGFR wurde nach 2 h Aushungern in DMEM BSA bei DHET und DKO mit EGF-
Alexad488 markiert und je 2 x 10" Zellen im FACS vermessen. Es zeigt sich, dass bei beiden
Zelllinien gleiche Mengen des Rezeptors auf der Oberflaiche vorhanden sind (durchgezogene
Linie). Zur Kontrolle der Signalspezifitdt wurden Zellen zunachst mit unmarkiertem EGF, dann
mit EGF-Alexa488 inkubiert (gestrichelte Linie). Die Autofluoreszenz wurde durch Inkubation
der Zellen in DMEM BSA ohne Zusatze bericksichtigt (gepunktete Linie). Gezeigt ist einer von
zwei gleich verlaufenen Versuchen an der T-Linie.

Der EGF-Rezeptor befand sich bei DHET und DKO in gleicher Menge auf der
Zelloberflache (Abb. 3.27, durchgezogene Linie). Die Verschiebung des Signals zu
geringeren Intensitaten bei Préinkubation mit unmarkiertem EGF zeigte die Spezifitat der
EGFR-Markierung (gestrichelte Linie). Der Versuch wurde an Zellen der T-Linie und
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TBL6-Linie (nicht gezeigt) durchgefiihrt. Bei der TBL6-Linie wies der DKO, entgegen der
T-Linie, in zwei unabhangigen Versuchen eine leicht erhthte EGFR-Konzentration an der
Oberflache auf. Die zwischen DHET und DKO unterschiedliche Regulation des EGFR trat
jedoch bei allen verwendeten Zelllinien (T, TBL6, E; 3.2.7.5) auf. Daher ist anzunehmen,
dass die EGFR-Oberflachenkonzentration eher Zelllinien- als Genotypabhangig differiert.
Ein Zusammenhang mit der beobachteten EGFR-Dysregulation scheint nicht zu bestehen.

3.2.8 Lipidtropfen: Aufbau, Abbau und dynamisches Gleichgewicht

Intrazelluldre Lipidtropfen bestehen aus einem Kern neutraler Lipide, der von einer
einzelnen Schicht Phospholipide umschlossen ist. Sie dienen nicht nur als Energiespeicher,
sondern sind dynamische Organellen und beeinflussen z.B. die Signaltransduktion der
Zelle (Walther et al. 2009). Zu den Proteinen, die sich auf der Tropfenoberflache befinden,
gehoren auch SNARE-Proteine. So wird die Fusion von Lipidtropfen unter anderem durch
den Vtila-Komplexpartner VAMP-4 vermittelt. Ein Knockdown von VAMP-4 fiihrte zu
einer verlangsamten Fusion und geringeren Grof3e von Lipidtropfen (Bostrém et al. 2007).

3.2.8.1 Aufbau und Degradation von Lipidtropfen

Es wurde getestet, ob der Vtila/Vtilb Doppelknockout ebenfalls Konsequenzen bei Auf-,
Abbau und Fusion der Lipidtropfen hat. Die Synthese von Lipidtropfen wurde durch
Inkubation entsprechender Zellen in Vollmedium mit 600 uM Olsaure induziert. Nach den
angegebenen Zeiten wurden die MEF PFA-fixiert und Lipidakkumulationen mit Nilrot
angefarbt (Abb. 3.28 A).

Es zeigte sich, dass sowohl in DHET als auch DKO MEF von vornherein vereinzelte,
kleine Lipidtropfen vorlagen. Durch die Inkubation mit Olsaure stieg die Anzahl und
GroRe der Tropfen nach 2-3 h deutlich an und erreichte nach 6 h ein Maximum. Auch nach
weiteren 6 h Inkubation wurde keine wesentliche VergroRerung oder Vermehrung der
Tropfen beobachtet (nicht gezeigt). GroRe, Anzahl und Lokalisation der Lipidtropfen
waren in DHET und DKO zu den untersuchten Zeitpunkten im Wesentlichen gleich.

Auch der Abbau der Lipidtropfen durch anschliefende Inkubation in DMEM BSA (Abb.
3.28 B) verlief in beiden Genotypen vergleichbar: Zweistlindiges Aushungern der MEF
verringerte die Anzahl und GroRe der Lipidtropfen leicht; nach 4 h waren die Tropfen
deutlich reduziert. Nach 6 h waren fast keine Lipidakkumulationen mehr sichtbar.
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Abb. 3.28 Synthese und Degradation von Lipidtropfen sind in DKO MEF unauffallig

A In DHET und DKO MEF wurde die Bildung von Lipidtropfen durch Inkubation in Vollmedium
mit 600 uM Olsdure induziert. Im Steady-State Zustand der Zellen bei 0 h sind bereits
vereinzelte Lipidakkumulationen vorhanden. Nach 2-3 h ist ein deutlich sichtbarer Anstieg in
Anzahl und GroRe der Lipidtropfen zu erkennen; nach etwa 6 h ist dabei ein Maximum
erreicht. DHET und DKO sind nicht unterscheidbar. Maf3stab: 20 um. B Im Anschluss wurden
die Zellen in DMEM BSA ausgehungert. Nach 2 h nimmt die Anzahl und GroRe der
Lipidtropfen leicht, nach 4 h stark ab. Nach ca. 6 h ist der Grundzustand sowohl in DHET als
auch DKO Zellen wieder erreicht. MaRstab: 20 um.

Zur Anfarbung der Lipidtropfen wurden die Zellen nach den angegebenen Zeiten PFA-fixiert
und mit Nilrot inkubiert. Durchgefiihrt wurde der Versuch mit TBL6-, T- und E-Linie.
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3.2.8.1 Erhohte Anzahl von Lipidtropfen in DKO MEF der E-Linie

Der Versuch 3.2.8.1 wurde mehrmals unter Verwendung unterschiedlicher Zelllinien
entsprechenden Vtila/Vtilb Genotyps durchgefuhrt (T-Linie, TBL6-Linie, E-Linie). In
DKO MEF der E-Linie (immortalisiert durch Passage) fiel auf, dass die Zellen im
Grundzustand, also bei Inkubation unter Standardbedingungen in Vollmedium, gegenuber
DHET eine deutlich erhdéhte Anzahl von Lipidakkumulationen aufwiesen (Abb. 3.29, vgl.
Abb. 3.28 A, Wert bei 0 h).

Nilrot / Lipidtropfen Phasenkontrast Uberlagerung

DKO E-Linie

Abb. 3.29 DKO MEF der E-Linie zeigen eine erhdhte Anzahl Lipidtropfen

DKO MEF der E-Linie (Immortalisierung durch Passage) wurden unter Standardbedin-
gungen in Vollmedium inkubiert, PFA fixiert und mit Nilrot gefarbt. Gegenliber DHET der-
selben Zelllinie weist ein deutlich hoherer Anteil von Zellen eine teils drastisch erhéhte
Lipidakkumulation auf. Diese ist auch im Phasenkontrast sichtbar. DHET verhalt sich wie
Zellen aus der TBL6-Linie und T-Linie, bei denen dieser Unterschied nicht auftrat (vgl. Abb.
3.28). Maldstab: 20 um.

Waéhrend beim DHET in vereinzelten Zellen einige Lipidtropfen vorhanden waren, zeigte
beim DKO eine deutlich hohere Anzahl von Zellen eine teilweise vergleichbare, teilweise
drastisch erhohte Lipidakkumulation. Dies wurde in der T- und TBL6-Linie nicht
beobachtet. Auch in einer weiteren, nachtraglich durch Passage immortalisierten MEF-
Linie mit BL6-Hintergrund wiesen DKO Zellen keine erhohte Lipidakkumulation auf
(siehe 4.3.3).
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3.3 Vtila/Vtilb doppeldefiziente hippocampale Neuronen

Neuronale Zellen sind in ihrer Entwicklung, Funktion und fiir ihr Uberleben besonders
stark auf endo- und exozytotische Prozesse angewiesen. Entsprechend schwerwiegend sind
die neuronalen Phé&notypen der Vtila/Vtilb defizienten Embryonen (Kunwar et al.
Manuskript in Vorbereitung). Uberraschender Weise zeigten die Experimente an
Vtila/Vtilb defizienten mausembryonalen Fibroblasten bisher kaum Beeintrachtigungen
des endosomalen Systems (4.2). Um ein Modellsystem des Vtila/Vtilb Knockouts zu
testen, das eher dem neuronalen Charakter des Phanotyps entspricht, wurden hippocampale
Neuronen aus E18.5 Embryonen prépariert. Der Hippocampus gehort zu den Hirnregionen,
die im DKO an E18.5 nicht einer starken Degeneration unterliegen (Kunwar et al.
Manuskript in Vorbereitung). Die Préparation hippocampaler Neuronen sollte daher
genugend Zellmaterial liefern, um in vitro Experimente durchfiihren zu kénnen.

3.3.1 Kultivierung, Neuritenausbildung und Neuritenwachstum

Die Préparation hippocampaler Neuronen wurde wie in 2.2.3.8 beschrieben ausgefihrt. In
Kirze: Embryonen wurden an E18.5 beide Hippocampi entnommen, 5 min bei RT in
Préaparationslosung mit 0,5 mg/mL Trypsin belassen und anschlielend 3 x mit
Neurobasal-A Vollmedium gewaschen. Die Hippocampi wurden mit silikonisierten
Glaspipetten in Vollmedium vereinzelt und die Suspension auf 16 — 24 PLL-beschichtete
Deckglaser getropft. Nach 30-60 min hatten sich die Zellen abgesetzt und Neurobasal-A
Vollmedium wurde zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei Standardbedingungen. Am
néchsten Tag wurde Neurobasal-A Medium ohne FKS zugegeben, so dass sich eine FKS-
Endkonzentration von 1 % ergab.

Die in vitro Kulturen Vtila/Vtilb defizienter Neuronen unterschieden sich nach ein- oder
zwei Tagen (days in vitro, DIV) von DHET oder triallelen Kulturen (Abb. 3.30 A). Bereits
bei der Durchlichtmikroskopie der in vitro Kulturen, besonders aber nach PFA-Fixation
und Immunfluoreszenzfarbung des neuronenspezifischen BllI-Tubulins wurde deutlich,
dass DKO Kulturen eine wesentlich geringere Neuronendichte aufwiesen. Auch bei
langerer Kultivierungsdauer setzte sich dieser Trend fort. Nur bei wenigen Préparationen
erreichten DKO-Kulturen annahernd die Dichte von DHET oder triallelen Kulturen.

Es wurde daher getestet, wie sich die Neuronen in Kultur entwickeln. Daflr wurden
Neuronen nach den angegebenen DIV PFA-fixiert, BlII-Tubulin immungefarbt und
ausgezahlt, welcher Anteil der neuronalen Zellen Neuriten ausbildet (Abb. 3.30 B). Am
ersten Tag nach In-Kulturnahme der hippocampalen Neuronen waren dies bei DHET und



Kapitel 3 Vtila/Vtilb doppeldefiziente hippocampale Neuronen

86

A B
100 -
§ 80 -
5 60 -
[}
g
+ 40 A
€
X 20 A
0 —e—DHET —e—DKO
DIV1 DIV2 DIV3
C
= 150 4
=
(0]
2100 -
Hel
=
]
T 50 -
>
(]
= —e—DHET —e—DKO
& 0 T T 1
DIV1 DIV2 DIV3
D
70 - DIV1 60 - DIV2 50 - DIV3

% Neuriten
% Neuriten
% Neuriten

50 100 150 200 >200 50 100 150 200 >200 50 100 150 200 >200
Neuritenlange [um] Neuritenldnge [um] Neuritenldnge [um]

Abb. 3.30 DKO hippocampale Neuronen zeigen in vitro einen deutlichen Phidnotyp

Hippocampale Neuronen wurden aus E18.5 Embryonen prapariert und auf PLL-Deckgldsern kultiviert.
A Nach zwei Tagen in Kultur (DIV2) sind DHET und triallele Neuronen gut angewachsen, wahrend die
Zelldichte der DKO Kulturen deutlich geringer ist. Die Zellen wurden PFA-fixiert und BllI-Tubulin immun-
gefarbt, Mal3stab ist 250 um. B Die kultivierten Neuronen entwickeln sich unterschiedlich gut: Nach DIV1
bilden in DHET und DKO etwa die Hélfte der Zellen Neuriten aus. Nach DIV2 und DIV3 sind es beim DHET
89 +1 % bzw. 88 + 4 %, beim DKO dagegen nur 71 £ 5 % bzw. 73 + 4 %. Hierflir wurden Neuronen nach den
entsprechenden DIV PFA-fixiert und neuronale Zellen Uber BllI-Tubulin Farbung identifiziert. Zellen, die
neuritenahnliche Fortsadtze (Fortsatze > 10 um) zeigten, wurden als % aller gefarbten Zellen angegeben.
Angegebene Fehler sind Standardabweichungen aus Messungen zweier unabhangiger Praparationen. Fir
jeden Wert wurden 200 - 400 Zellen ausgezahlt. C Die Ldnge der ausgebildeten Neuriten ist im DKO mit
zunehmender Kultivierungsdauer geringer als beim DHET. Nach DIV1 sind die Neuriten noch in etwa gleich
lang (DHET: 57 13 um; DKO: 5117 um). An DIV3 werden die Unterschiede deutlicher (DHET:
132 + 23 um; DKO: 107 £ 28 um). Die Zellen wurden jeweils PFA-fixiert, Blll-Tubulin immungefarbt und der
jeweils langste Fortsatz von > 100 Zellen vermessen. Neuriten mit weniger als 15 um wurden nicht
bericksichtigt. Fehler sind Standardabweichungen von zwei Versuchen unabhédngiger Praparationen.
D Darstellung der Daten aus (C) in Histogrammen. Die Haufigkeitsverteilung ist beim DKO an allen DIV zu
geringeren Neuritenlangen hin verschoben.
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DKO Zellen gleichermaRen etwa 50 %. Wéhrend dieser Wert fiir DHET Neuronen an
DIV2 auf 89 + 1 % anstieg, erhohte sich der Anteil beim DKO nur auf 71 £ 5 %. An DIV3
blieben die Werte fur DHET und DKO in etwa auf dem jeweiligen Niveau.

Da die DKO Neuronen offensichtlich in ihrer Entwicklung beeintréchtigt waren, wurde im
Weiteren untersucht, ob die ausgebildeten Neuriten Auffalligkeiten im Wachstum zeigten.
Dafiir wurde jeweils der langste Fortsatz der neuronalen Zellen nach verschiedenen DIV
gemessen (Abb. 3.30 C). Auch hier wiesen die DKO Neuronen Defizienzen gegeniber
DHET auf. Nach einem Tag in Kultur lag die durchschnittliche Neuritenldnge bei DHET
und DKO noch ungefahr bei gleichen Werten (57 + 13 pum bzw. 51 + 17 um). An DIV3
allerdings waren die DHET Neuriten durchschnittlich auf 132 + 23 um gewachsen, im
DKO nur auf 107 £ 28 um. Im Histogramm zeigt sich, dass die Haufigkeitsverteilung der
Neuritenldangen beim DKO an allen DIV zu geringeren Werten hin verschoben ist (Abb.
3.30 D).

Zusammengefasst zeigte sich, dass hippocampale Neuronen Vtila/Vtilb defizienter
Embryonen gegeniiber DHET in vitro deutlich weniger vital sind, zu einem geringeren
Anteil Neuriten ausbilden und die Neuriten im Durchschnitt kiirzer sind. Ein Phanotyp
dieser Neuronen ist auBerhalb ihrer in vivo Umgebung demnach offensichtlich (siehe 4.4).

3.3.2 Unauffdllige Morphologie der hippocampalen Neuronen

Da die Vtila/Vtilb defizienten Hippocampusneuronen in Kultur deutliche Unterschiede
zum DHET zeigten, wurde die Morphologie genauer untersucht. Wie schon bei den
hergestellten  Fibroblasten geschehen (3.2.2), wurden von den Neuronen
Immunfluoreszenzfarbungen verschiedener Marker des endosomalen Systems angefertigt.
Dafiir wurden Neuronen an DIV2 oder DIV3 PFA-fixiert, mit den entsprechenden Erst-
und Zweitantikorpern inkubiert und mikroskopisch analysiert (Abb. 3.31).

In DHET und DKO bildete der Golgi-Apparat (GM130) tubuldre Strukturen, die an einer
Seite des Zellkerns zu finden waren. Das trans-Golgi-Netzwerk (TGN38) war in tubular-
vesikul&ren Strukturen im Zytoplasma lokalisiert. MPR46 ist ein Marker fur TGN, friihe
und spate Endosomen (Figura et al. 1986) und war sowohl in DHET als auch DKO
punktuell im Zellkdrper verteilt. Die Lysosomen der Neuronen fanden sich als groRere
Kompartimente im Zellkdrper (LAMP1). Die Lysotracker-Fluoreszenz deutete auf die
erwartete Aziditat dieses Kompartiments hin. Der Vtilb-Komplexpartner Syntaxin 8 war,
wie in Fibroblasten auch, im DKO deutlich disperser.

Synaptobrevin ist ein R-SNARE synaptischer sektretorischer Vesikel (Baumert et al.
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Synaptobrevin  Syntaxin 8 Lysotracker LAMP1 TGN38 MPR46 GM130

L1

Abb. 3.31 DKO hippocampale Neuronen sind in Imnmunfirbungen weitgehend unauffallig

Hippocampale Neuronen wurden an DIV2 oder DIV3 PFA-fixiert, mit entsprechenden Erst-
und Zweitantikorpern inkubiert und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Der Vtilb-
Komplexpartner Syntaxin 8 ist, wie in Fibroblasten, im DKO diffuser verteilt. Die Ubrigen
getesteten Marker weisen keinen Unterschied zwischen DHET und DKO auf. Verwendete
Marker: cis-Golgi (GM130), TGN/frilhe- und spdte Endosomen (MPR46), trans-Golgi-
Netzwerk (TGN38), Lysosom (LAMP1, Lysotracker), Vtilb-Komplexpartner Syntaxin 8,
Synapsen (Synaptobrevin), Transzytoseaktivitat (L1). Malstab: 10 um.
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1989), das dementsprechend als synaptischer Marker dienen kann. Es war in DHET und
DKO punktuell im Zellkdrper, vor allem aber in grof3eren synaptischen Strukturen der
Neuriten zu finden.

L1 bzw. NgCAM st ein neuronales Adhasionsmolekil, das vom Zellkérper zu den
Axonen transportiert wird (Wisco et al. 2003). L1 war in DHET und DKO in gréReren
Konzentrationen im Zellkdrper, sowie punktuell in Neuriten vorhanden. Dies deutete auf
einen funktionierenden anterograden axonalen Transport in DKO Neuronen hin. Da jedoch
die L1-Farbungen keine einwandfreie Qualitat hatten, missen diese fiir eine eindeutige
Aussage optimiert und wiederholt werden.

Zusétzlich wurde die Lokalisation der Marker Rab7 (spates Endosom) und Rabll
(Recycling-Endosom) durch Co-Immunfluoreszenz getestet. Dafiir wurden Neuronen an
DIV1 mit Rab7-CFP und Rabll-YFP transfiziert, fur zwei Tage unter Standard-
bedingungen kultiviert und anschlieRend PFA fixiert.

Rab7-CFP Rab11-YFP Uberlagerung

DHET

DKO

Abb. 3.32 Rab7 und Rab11 sind in DHET und DKO gleich lokalisiert

Spate Endosomen (Rab7-CFP) sind in DHET und DKO als groRere, vesikulare
Strukturen im Zellkoérper zu sehen. Sie colokalisieren dort teils mit dem Marker
der Recycling-Endosomen, Rab11-YFP. Recycling-Endosomen finden sich in DHET
und DKO jedoch auch an Orten synaptischer Aktivitat in Neuriten. Zur Co-Farbung
wurden hippocampale Neuronen an DIV1 mit Rab7-CFP und Rabl1-YFP
transfiziert, 2 d kultiviert und anschlieRend PFA-fixiert. Mal3stab: 20 um.

Sowohl fiir Rab11 als auch Rab7 zeigte sich in DHET und DKO das gleiche Bild. Die
spaten Endosomen (Rab7) waren als gréRere vesikuldre Strukturen im Zellkdrper sichtbar.
Rab11-YFP colokalisierte dort teilweise, erstreckte sich aber weiter in die Peripherie.
Zudem war das Recycling-Endosom auch in Neuriten zu finden. Dort wurde es unter
anderem an Orten synaptischer Aktivitat erwartet, was sich durch die zu Synaptobrevin
ahnliche Lokalisation bestétigte (siehe Abb. 3.31).
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3.3.3 Stimulation hippocampaler Neuronen mit NT-3

Die schwerwiegende Neuronale Phénotyp der DKO Embryonen sowie die Defizienzen
hippocampaler Neuronen in vitro koénnten ihre Ursache in einem gestorten Transport
neurotropher Faktoren haben. Bei Abwesenheit des hippocampus derived neurotrophic
factor bzw. Neurotrophin-3 (NT-3) ist zum Beispiel ein ahnlich verlaufender Verlust
peripherer Ganglien zu beobachten wie in Vtila/Vtilb DKO Méusen (Farinas et al. 1996).
In hippocampalen Zellkulturen hat NT-3 positive Auswirkungen auf Neuritenldange und
-anzahl. Es wird Uber den Rezeptor TrkA internalisiert, fur dessen Transport wiederum ein
funktionales endosomales System Voraussetzung ist (Belliveau et al. 1997; Ascano et al.
2009).

Um herauszufinden, ob die NT-3 Signalgebung in Vtila/Vtilb defizienten hippocampalen
Neuronen gestort ist, wurden die Neuronen direkt nach der Préparation und der erfolgten
Adhésion auf den Deckglasern mit PBS gewaschen. Das so entfernte Medium wurde durch
serumfreies Neurobasal-A-N2 Medium mit oder ohne 30 ng/mL NT-3 ersetzt. An DIV2
wurden die Zellen PFA-fixiert und das neuronenspezifische BlII-Tubulin immungeférbt.
Zur Ermittlung der durchschnittlichen Neuritenldnge wurde jeweils der langste Fortsatz
eines Neurons vermessen.
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Abb. 3.33 DKO Neuronen zeigen bei NT-3-Stimulation gegeniiber DHET geringeres Neuritenwachstum

Hippocampale Neuronen wurden prapariert, fir 2 d in serumfreiem Medium mit oder ohne 30 ng/mL NT-3
inkubiert, PFA-fixiert und Blll-Tubulin immungefarbt. A Inkubation mit NT-3 bewirkt bei DHET und DKO
eine vermehrte Neuritenbildung. B Bei DHET und DKO zeigt NT-3 einen positiven Effekt auf die
Neuritenldnge. DHET Neuriten erreichen 139 + 6 um (Kontrolle: 99 * 6 um), DKO Neuriten 131 £ 9 um
(Kontrolle: 110 £ 6 um). Das Wachstum NT-3 stimulierter Neuriten gegeniiber der Kontrolle fallt also bei
DKO Neuronen wesentlich geringer aus (DHET: 41 £ 6 um, DKO: 21 + 8 um). Gemessen wurde jeweils der
langste Fortsatz eines Neurons; Fortsdtze < 15 um wurden nicht beriicksichtigt. Fehler sind Standard-
abweichungen von ~ 100 Messwerten aus 3 DHET und 3 DKO Praparationen zweier Wiirfe.
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Der Zusatz von NT-3 wirkte sich in DHET und DKO positiv auf die Anzahl der Neuriten
aus (Abb. 3.33 A). Wahrend Kontrollzellen zumeist vergleichsweise einfach strukturiert
waren, wies ein Grofteil der NT-3 stimulierten Neuronen zahlreichere Fortsétze auf.

Auch auf die durchschnittliche Neuritenlange hatte NT-3 bei DHET und DKO Zellen einen
positiven Effekt (Abb. 3.33 B). Dieser Effekt war allerdings bei DHET Neuronen
wesentlich stérker als bei DKO Neuronen. Die Differenz zwischen unstimulierten und
stimulierten Neuriten betrug beim DHET 41 + 6 um, beim DKO nur 21 + 8 um.

Waéhrend DKO Neuronen also eindeutig auf die Stimulation mit NT-3 reagieren, zeigen sie
gleichzeitig Beeintrachtigungen in der Auswirkung der Stimulation. Dies macht zumindest
den vollstandigen Verlust der NT-3 Signalgebung unwahrscheinlich (siehe 4.4.2).



Kapitel 4
Diskussion

In dieser Arbeit sollten die Auswirkungen des murinen Knockouts von Vtila und Vtilb
naher charakterisiert werden. Neben dem bekannten neuronalen Ph&notyp von Vtila/Vtilb
defizienten Mausembryonen fielen an E18,5 Tieren weitere Veranderungen von Skelett
und Lunge auf (Kunwar et al. Manuskript in VVorbereitung). Aus DKO Tieren hergestellte
mausembryonale Fibroblasten waren durch die Defizienz nur wenig beeintrachtigt. Sie
wiesen aber eine erhdhte Sekretion lysosomaler Enzyme und eine verénderte Regulation
des EGF-Rezeptors auf. In kultivierten hippocampalen Neuronen dagegen zeigten sich
deutlichere Defekte.

4.1 AuBerlicher Phinotyp der Embryonen

Bereits aulerlich waren an E18,5 DKO Embryonen Unterschiede zu ihren triallelen oder
DHET Wurfgeschwistern erkennbar (3.1.1). Die kleinsten Embryonen einer Prdparation
waren meist DKO-Tiere; sie hatten im Durchschnitt eine um 16 +2 % signifikant
verringerte Kopf-Rumpf-L&nge. Vor allem war auch die Position der vorderen Gliedmalien
auffallig, die beim DKO in allen Féllen parallel zur Kérperachse lagen. In DHET und
triallelen Tieren waren sie angewinkelt.

Uber diese Merkmale ist es bereits bei der Praparation moglich, DKO Embryonen von
ihren Wurfgeschwistern zu unterscheiden. Entsprechend kénnen die DKO Tiere z.B. bei
der Herstellung von Kulturen hippocampaler Neuronen bevorzugt behandelt werden. Dies
ist insofern relevant, als dass DKO Tiere zumeist bereits direkt nach der Prdparation wenig
und nach einigen Minuten gar keine Reflexe mehr zeigen. DHET und triallele Tiere sind
deutlich langer vital, so dass davon ausgegangen werden kann, dass daraus prapariertes
Gewebe erst spater Zerfallserscheinungen aufweist.

Fur diese Arbeit wurden ausschliellich E18,5 Tiere prapariert. Um zu untersuchen, ob z.B.
die Fehlstellung der vorderen Extremitdten sich erst spater entwickelt oder von vornherein
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gegeben ist, wére eine Praparation von Embryonen auch in friiheren Entwicklungsstadien
interessant.

4.2 Skelett und Lunge

Da die Embryonen bereits dulerliche Veranderungen aufwiesen, wurden sie eingehender
untersucht. Dazu wurden von E18,5 Embryonen Skelette préapariert und mit Alcianblau
(Knorpel) und Alizarinrot (Knochen) gefarbt (3.1.2). Weitere Embryonen wurden in
Paraffin eingebettet und HE-gefarbte Schnitte zur histologischen Analyse angefertigt
(3.1.3).

4.2.1 Veranderungen am Skelett

DKO Embryonen zeigten teilweise eine distal (Pes, Manus, Os pubis) verringerte Calci-
fizierung. Am Auffalligsten waren jeweils die verformten Claviculae und das Sternum,
welches teils gar nicht, immer aber am 4. Sternebra nicht calcifiziert war. In allen Féllen
war der deltoide Vorsprung am Humerus weniger ausgepragt (3.1.2). Einzeln aufgetretene
Befunde, wie der longitudinale Versatz der beiden Leisten des Sternums oder der
uberzahlige knorpelige Auswuchs an der ersten Rippe eines DKO Embryonen kdnnten
zufallige Mutationen sein. Hier muss durch Praparation weiterer Skelette geklart werden,
ob diese oder dhnliche Fehlbildungen in statistisch relevanter Haufigkeit auftreten und auf
den Genotyp zurtickzufiihren sind. Die Ubrigen, hdufiger aufgetretenen Befunde kénnten
uber verschiedene Mechanismen mit der Defizienz von Vtila/Vtilb verknipft sein.

4.2.1.1 Mangelnde Innervierung und Auswirkung auf das Knochenwachstum

Die Entwicklung von Muskulatur und das Wachstum der Knochen ist eng miteinander
verbunden. Dies basiert, zumindest zu einem groRen Teil, auf der mechanischen Kraft, die
ein Muskel durch Kontraktion auf den sich bildenden Knochen auswirkt (Hall und Herring
1990; Herring und Lakars 1982).

Durch die Vtila/Vtilb Defizienz sind an E18,5 Ganglien und auch Motorneuronen der
Lendenwirbelsdule stark reduziert (Kunwar et al. Manuskript in Vorbereitung). Es ist
demnach wahrscheinlich, dass die Innervierung der Muskeln in den Embryonen
unvollstdndig ablauft. Solange die DKO Embryonen vital waren, zeigten sie erkennbare
Reaktionen auf eine Berlhrung hin und atmeten auch teilweise. Demnach ist zwar eine
unvollstandige Innervierung der Muskeln wahrscheinlich, ein vollstandiges Fehlen der
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Innervierung kann aber ausgeschlossen werden. Es ist mdglich, dass frilhe Muskelkon-
traktionen ausbleiben oder schwécher sind und deshalb weniger Kraft auf die wachsenden
Knochen ausgetibt wird.

In einer Untersuchung amyogener Embryonen, bei denen keine gestreifte Muskulatur
gebildet wird, wurde der reziproke Einfluss der Muskelbildung auf das Knochenwachstum
analysiert (Rot-Nikcevic et al. 2006). Bei den amyogenen Embryonen sind die vorderen
Extremitaten genau so angewinkelt wie die der WT Embryonen. Die gestreckte Form bei
Vtila/Vtilb negativen Tieren kann also Uber eine fehlende Muskelaktivitat nicht erklart
werden. Auffallig war an den amyogenen E18,5 Embryonen besonders das Fehlen aller
Rippen und die Fusion cervicaler Wirbel. Dies ist bei Vtila/Vtilb defizienten Embryonen
nicht zu beobachten; allerdings kann hier auch nicht von einem vollstandigen Fehlen der
Muskelaktivitat ausgegangen werden (s.0.).

Besonders hervorzuheben ist, dass die Claviculae amyogener E18,5 Embryonen als
kleiner, deformiert und stark gebogen beschrieben werden. Auch ist der deltoide
Vorsprung am Humerus nicht ausgebildet. Beides wird vermutlich erst durch die
Krafteinwirkung entstehender Muskeln geformt (Rot-Nikcevic et al. 2006). Diese
phanotypische Ahnlichkeit zum DKO Skelett (sieche Abb. 3.2) legt nahe, dass mangelnde
Muskelinnervierung hier eine Rolle spielt. Dies konnte z.B. in histologischen Schnitten
durch Anfarben von Nervenbahnen in den entsprechenden Muskelgeweben Uberpriift
werden.

Da sich beispielsweise die Calcifizierung amyogener Embryonen im Gegensatz zu
Vtila/Vtilb defizienten Embryonen als normal erwies, erklart eine mdglicherweise
mangelnde Muskelinnervierung nur Teile des Vtila/Vtilb Phanotyps.

4.2.1.2 Fehlerhafte Signaltransduktion in Osteoblasten

Knochen werden (ber zwei verschiedene Mechanismen aufgebaut (Kersenty et al. 2009;
Kronenberg 2003; de Crombrugghe et al. 2001). Zundchst formen Mesenchymzellen durch
Expression von Adhésionsmolekilen dichte Zellgruppen. In einigen Elementen des
Skeletts  differenzieren solche Zellen direkt zu Osteoblasten und bilden
Mineralablagerungen (desmale Ossifikation). Die meisten Knochen werden allerdings
durch endochondrale Ossifikation gebildet. Hierbei differenzieren die Mesenchymzellen zu
Chondrozyten (Knorpelzellen), die zunéchst proliferieren und eine knorpelige,
extrazelluldre Matrix aus Collagen und Aggrecan aufbauen. Im né&chsten Schritt
differenzieren sie zu hypertrophen (vergroRerten) Chondrozyten, die die Calcifizierung der
Matrix regulieren und schlieBlich in die Apoptose eintreten.
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Der Eintritt von Chondrozyten in das hypertrophe Stadium sowie die Differenzierung von
Mesenchymzellen zu Osteoblasten ist ein Prozess, der malgeblich durch den
Transkriptionsfaktor Runx2 (runt domain related transcription) reguliert wird (Ducy et al.
1997). Interessanterweise sind bei Dysregulationen von Runx2 besonders die Entwicklung
von Claviculae und Sternum betroffen (Kimura et al. 2010; Huang et al. 1997). Claviculae
bilden sich sowohl durch desmale wie auch durch endochondrale Ossifikation, so dass zu
ihrer  korrekten Ausbildung eine préazise Kontrolle wvon Osteoblasten- und
Chondrozytendifferenzierung nétig ist (Huang et al. 1997). Eine Haplodefizienz von
Runx2 fihrt an E18,5 zu verkleinerten Claviculae, eine Defizienz von Runx2 zu fehlender
Calcifizierung im Sternum (Kimura et al. 2010; Ge et al. 2007). In DKO Embryonen sind
die Claviculae an E18,5 verformt und das Sternum nicht oder mindestens am 4. Sternebra
nicht calcifiziert (Abb. 3.2).

In einer normal verlaufenden Entwicklung ist das 4. Sternebra der letzte Teil des Sternums,
der calcifiziert (Chen 1953). Das Sternum bildet sich ab E12 in zwei voneinander
unabhéngigen, knorpeligen Leisten, die im Laufe der Entwicklung aufeinander zu
migrieren und schliellich das Sternum bilden. Die Sternebrae calcifizieren ab E16 bis E18
vom caudalen S1 ausgehend zu S4 (Storm et al. 1996; Chen 1952/1953).
Zusammengenommen konnte der im Vtila/Vtilb DKO beobachtete Phénotyp, besonders
von Claviculae und Sternum, auf eine Beteiligung von Runx2 hindeuten. Sehr interessant
ist, dass Runx2 bei normaler Entwicklung an E12 in Claviculum und Sternum bereits stark
exprimiert wird (Kimura et al. 2010; Otto et al. 1997). Dies entspricht etwa dem Zeitraum,
in dem die neuronale Degeneration in Vtila/Vtilb DKO Embryonen beginnt (Kunwar et al.
Manuskript in Vorbereitung). Ob Runx2 tatsdchlich dysreguliert ist, lieBe sich zum
Beispiel Uber in situ-Hybridisierung zu verschiedenen Zeitpunkten der Embryonal-
entwicklung tberprifen.

4.2.1.3 Zwei Regulatoren von Runx2: Wnt und MAP-Kinasen

Die Verbindung zwischen einer moéglichen Runx2-Dysregulation (4.2.1.2) und einer
Vtila/Vtilb Defizienz kann Uber verschiedene Faktoren erfolgen, die Runx2 regulieren.

Dazu gehort der vom Faktor Wnt induzierte Signalweg, der sowohl bei der
Knochenentwicklung tGber Runx2 als auch in der neuronalen Entwicklung eine essentielle
Rolle spielt (Grigoryan et al. 2008; Dong et al. 2006). Unter anderem ist Wnt im Zeitraum
von E10-E12 malgeblich an der Entwicklung von Ganglien beteiligt (Hari et al. 2002).
Auch das axonale Wachstum von Neuronen des Corpus Callosum, welches im Vtila/Vtilb
DKO deutlich reduziert ist, hangt von einem Whnt-Signalgradienten ab (Keeble et al. 2006).
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Die Sekretion des Whnt-Faktors aus Wnt-exprimierenden Zellen ist von dem Wnt-
bindenden Protein Wntless (WIs) abhéngig (Banziger et al. 2006; Bartscherer et al. 2006;
Goodman et al. 2006). Wnt bindet WIs am trans-Golgi-Netzwerk und wird zur
Plasmamembran transportiert. Nach der Dissoziation von Wnt wird WIls Clathrin-abhangig
endozytiert und Uber das frihe Endosom zum TGN recycelt (Lorenowicz und Korswagen
2009; Yang et al. 2007). Sowohl bei der homotypischen Fusion friher Endosomen sowie
beim retrograden Transport von frilhen Endosomen zum TGN ist Vtila beteiligt (Mallard
et al. 2002; Antonin et al. 2000b). Es ist demnach denkbar, dass in Vtila/Vtilb defizienten
Zellen das Recycling von WIs und damit die Wnt-Sekretion beeintréchtigt ist. Eine daraus
folgende, defiziente Wnt-Signalgebung tber Runx2 koénnte eine verspéatete Differenzierung
von Chondrozyten und Fehlentwicklungen im Skelett nach sich ziehen (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1 Maogliche Beteiligung von Vitla/Vtilb am Wils-recycling

Die Sekretion des Wnt-Proteins ist von dessen Transporter WIs (rotes Symbol) abhangig. Dieser
wird nach der Sekretion wieder endozytiert und in frilhen Endosomen fiir das Recycling zum
TGN sortiert. Vitla/Vtilb Defizienz kdnnte zu einer Fehlsortierung oder einer verlangsamten
Kinetik des WIs-Recyclings fihren.

Ein weiterer Mechanismus zur Runx2-Regulation verlduft uber MAP-Kinasen. Durch
Aktivierung des MAP-Kinase/Erk-Signalwegs wird die Runx2-Transkriptionsaktivitét
gesteigert, durch Blockieren des Signalwegs wird sie gehemmt (Ge et al. 2007). MAP-
Kinasen werden Uber Rezeptortyrosinkinasen wie FGF-Rezeptoren oder den EGF-
Rezeptor aktiviert. Ein Knockout des EGF-Rezeptors fiihrt in Mausembryonen zu einer
verspateten Rekrutierung von Osteoblasten und nachfolgenden Defizienzen in der
Ossifikation (Wang et al. 2004). In Vtila/Vtilb defizienten MEF liegt eine Dysregulation
des EGF-Rezeptors bei Stimulation mit physiologischen Konzentrationen von EGF vor
(3.2.7.5, siehe auch 4.3.2). Der beobachtete, rapide Abbau des EGF-Rezeptors kdnnte zu
einer verminderten Runx2-Aktivitdt und damit zu mangelnder Calcifizierung und
Fehlbildungen der Knochen in DKO Embryonen fiihren.
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4.2.2 Veranderungen der Lunge

In HE gefarbten Paraffinschnitten zeigte sich eine eindeutige Veranderung der Lunge in
DKO Embryonen (3.1.3). Die Alveolen waren gegeiuber DHET Embryonen weniger
expandiert und die Interstitialrdume der Septen wiesen haufig mehr als zwei Zellschichten
auf. Aufnahmen der Lungen wurden mit 400x VergroRerung angefertigt und die Zellen pro
aufgenommenem Feld gezéhlt. Dies zeigte eine im DKO mit 1900 + 172 Zellen/Feld
gegentber DHET mit 1227 £+ 57 Zellen/Feld deutlich héhere Zellzahl.

Ein dazu dhnliches phénotypisches Bild der Lunge zeigen Caveolin-1 Knockout-Mause
(Drab et al. 2001). In diesen Mausen sind in 30 % der Flachen eines Lungenschnitts die
Septen deutlich verdickt. Durch Farbung mit Flk1, einem Marker fiir nicht-differenzierte
Endothelzellen, wurde deutlich, dass es sich um eine durch Hyperproliferation ausgel6ste
Fibrose handelte (Drab et al. 2001). Diese Hyperproliferation beruht auf einer
Verénderung der Aktivitat von Transforming Growth Factor g (TGF-B) und MAP-Kinase-
Kaskaden, die normalerweise durch Caveolin-1 reguliert werden (Wang et al. 2006).
Aufgrund des engen Zusammenhangs von Caveolin-1 und dem endosomalen System
(siehe 1.1.3.3) wurde Uberprift, ob der Phanotyp in Vtila/Vtilb defizienten Lungen
maoglicherweise mit einer verdnderten Expression von Caveolin-1 verbunden ist. Die
Analyse von Lungengewebe mehrerer Embryonen ergab jedoch, dass Caveolin-1 in DKO
und DHET in vergleichbaren Mengen vorlag (3.1.3). Auch der Caveolae-abhangige
Transport ist in DKO MEF nicht beeintrachtigt (3.2.5.2, siehe auch 4.3.4). Eine
Vtila/Vtilb abhangige Beteiligung von Caveolin am Phénotyp der DKO Lungen ist damit
unwahrscheinlich.

Es konnten zwei weitere Mechanismen zur Erklarung des Phanotyps in Frage kommen.
Zum einen konnte, &hnlich wie fir den Phanotyp der Knochen vorgeschlagen, die
Signaltransduktion im Lungenepithel gestort sein. Weiterhin ist eine Beeintrachtigung in
der Bildung der Lamellarkdrper, die den alveolaren Surfactant sekretieren, denkbar.

4.2.2.1 Defiziente Bildung von Lamellarkorperchen und Surfactant-Sekretion

Unter Surfactant versteht man ein Gemisch aus Lipiden und Proteinen, welches das
alveolare Endothel auskleidet (Goerke 1998). Der Surfactant-Film vermindert unter
anderem die Oberflachenspannung der Alveolen und verhindert auf diese Weise, dass die
ansonsten instabilen alveolaren Strukturen kollabieren (Whitsett et al. 2010). Der
Surfactant-Film wird durch physikalischen Stress beim ersten Atemzug von alveolaren
Zellen des Typs Il sekretiert (Andreeva et al. 2007).

Vtila/Vtilb heterozygote und defiziente Embryonen reagierten bei der Praparation an
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E18,5 auf &ullere Reize und zeigten teils deutlich sichtbare Schnappatmung. Unter diesen
Gesichtspunkten konnten die Alveolen im DKO aufgrund einer gegentiber DHET
ungeniigenden Sekretion von Surfactant weniger expandiert sein und so das beobachtete
Bild erzeugen.

Surfactant wird in Lamellarkérperchen der Alveolaren Typ Il Zellen gespeichert
(Andreeva et al. 2007; Schmitz und Miller 1991). Unter anderem (ber eine Bestimmung
des Proteoms der Lamellarkorperchen zeigte sich, dass sie lysosomalen Charakter haben
(Wang et al. 2008). Sie entstehen aus multivesikularen Strukturen spater Endosomen und
vermutlich auch unter Mitwirkung des Autophagosoms (Lajoie et al. 2005; Weaver et al.
2002; Hariri et al. 2000). Wahrend bekannt ist, dass zur Sekretion der Lamellarkdrperchen
die SNAREs Syntaxin 2 und SNAP-23 an der Plasmamembran essentiell sind, sind an der
Biosynthese des Organells beteiligte SNARESs noch unbekannt (Wang et al. 2008; Abonyo
et al. 2004).
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Abb. 4.2 Mégliche Beteiligung von Vitla/Vtilb an der Bildung von Lamellarkérperchen

B Lamellar-
korperchen

Alveolare Lamellarkérperchen werden vermutlich iber zwei Wege gebildet. Zum einen
enthalten sie spatendosomal-lysosomale Komponenten, zum anderen sind autophagoso-
male Prozesse beteiligt. An beiden Synthesewegen konnte Vtilb beteiligt sein. Eine
Vitla/Vtilb Defizienz kénnte zur verminderten Bildung von Lamellarkérperchen fiihren, was
wiederum eine verringerte Sekretion von Surfactant zur Folge hatte.

Da Vtilb an der homotypischen Fusion spéater Endosomen und der Fusion spater
Endosomen mit dem Lysosom beteiligt ist (Pryor et al. 2004; Antonin et al. 2000b) sowie
eine Rolle bei der Autophagosomenreifung spielt (Furuta et al. 2010; Atlashkin et al.
2003), ist eine Funktion bei der Bildung von Lamellarkérperchen wahrscheinlich. Eine
Defizienz von Vtila/Vtilb konnte in diesem Fall zu einer Stérung in der Bildung von
Lamellarkorperchen fiihren. Die daraus resultierende Verminderung in der Sekretion von
Surfactant kénnte zum Phéanotyp der DKO Lunge fiihren (Abb. 4.2).

Zur Uberpriifung des vorgeschlagenen Mechanismus kénnten elektronenmikroskopische
Aufnahmen der DKO Lunge angefertigt werden, um Struktur und Quantitat der Lamellar-
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korperchen zu analysieren. In einem alternativen Ansatz wére es moglich, an Zellkulturen
des Lungengewebes die Beteiligung von Vtilb an der Bildung von Lamellarkérpern
nachzuweisen.

4.2.2.2 Dysregulation der Proliferation/Differenzierung von Lungenepithel

Wie bereits in 4.2.1.3 dargelegt, konnte eine Vtila/Vtilb Defizienz Einfluss auf die Wnt-
Signalgebung haben. Auch die Entwicklung der Lunge ist hochgradig von einer streng
regulierten Wnt-Signalgebung abhangig (Pongracz und Stockley 2006; Okubo et al. 2004).
Sowohl eine Hyperaktivierung als auch eine Blockade des kanonischen Wnt-Signals fiihrt
zu einer fehlerhaften Entwicklung der Lunge, in der besonders die peripheren, alveolaren
Bereiche nicht ausgebildet wurden (Okubo et al. 2004; Mucenski et al. 2003). Ein
Knockout von Wnt5a, das Uber einen nicht-kanonischen Weg Signale transduziert, fuhrte
in E18 Lungen unter anderem zu einer wesentlich erhdhten Proliferation von Epithelzellen
(Li et al. 2002).

Insgesamt sind an der Morphogenese und Entwicklung der Lunge zahlreiche Wnt-
Isoformen beteiligt (Pongracz und Stockley 2006). Welche Auswirkungen ein eventueller
Einfluss der Vtila/Vtilb Defizienz auf Wnt-Faktoren und Signalgebung haben konnte, ist
daher ohne umfangreiche Untersuchungen nicht vorherzusagen. Auch andere Signalwege,
beispielsweise (ber den EGF-Rezeptor, haben erheblichen Einfluss auf die
Lungenentwicklung. In EGFR defizienten E18 Embryonen sind die Alveolen
unregelmaRig ausgebildet und teilweise kollabiert, zeigen entgegen den Vtila/Vtilb
defizienten Tieren aber Septen von verminderter Zellstarke (Cardoso und LU 2006;
Miettinen et al. 1997).

Zur Kléarung einer moglicherweise gestorten Signalgebung muss zuerst festgestellt werden,
ob die in Vtila/Vtilb defizienten Embryonen vorliegenden Veranderungen tatsachlich auf
eine Ubermé&Rige Proliferation oder verdnderte Differenzierung von Epithelzellen
zurlickzufuhren ist. Dies konnte Uber Farbungen von histologischen Schnitten
unterschiedlicher Embryonalstadien mit verschiedenen Markern erfolgen. Je nach Ergebnis
waére dann zu kl&ren, welche Signalwege bei der Entwicklung im DKO verandert sind.
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4.3 Mausembryonale Fibroblasten

Um auf zelluldrer Ebene die Mechanismen zu analysieren, die zu den phanotypischen
Verdnderungen an DKO Embryonen fiihren, wurden mausembryonale Fibroblasten
immortalisiert. An diesem Modell der Vtila/Vtilb Defizienz zeigte sich, dass das
endosomale System in Morphologie und Funktion erstaunlich wenig beeintrachtigt war.

Im Folgenden wird zunéchst die Bedeutung der im DKO beobachteten erhdhten Sekretion
lysosomaler Hydrolasen, der veranderten EGFR-Regulation und der méglichen Stérung im
Lipidhaushalt diskutiert. Anschlieend wird auf die Ubrigen Experimente, den daraus
gefolgerten, milden Phanotyp und moégliche Ursachen dafiir eingegangen.

4.3.1 Erhohte Sekretion lysosomaler Hydrolasen

In DKO MEF war gegenuber DHET die Sekretion der getesteten lysosomalen Hydrolasen
B-Mannosidase, p-Galactosidase, B-Hexosidase und B-Glucuronidase um teilweise fast das
Doppelte der normalen Sekretion signifikant erhoht (3.2.4.1). Auch Vtila’Vtilh*" MEF
zeigten eine leichte, aber bei drei der getesteten Enzyme signifikante Erhohung. Bei
Vtila™ Vtilb” MEF war eine leichte Sekretionssteigerung nur fir die p-Glucuronidase
signifikant.

Die Sekretion lysosomaler Hydrolasen entsteht demnach durch einen additiven Effekt der
Defizienz von Vtila und Vtilb. Dabei spielt der Verlust von Vtila offensichtlich eine
groRere Rolle als der Verlust von Vtilb. Es wére allerdings auch denkbar, dass der
Sekretionseffekt in den Vtila™Vtilb” MEF allein auf der Halbierung des Vtila-
Proteingehalts beruht: Die Proteinmengen von Vtila und Vtilb hdngen direkt von der
Anzahl der codierenden Allele ab. Da keine vergleichbaren MEF des Genotyps
Vtila™*Vtilb” zur Verfiigung standen, konnte diese Moglichkeit jedoch nicht Gberpriift
werden.

Neu synthetisierte lysosomale Hydrolasen werden iber MPR vom TGN zum Lysosom
transportiert (Figura et al. 1986). Die Route flhrt Gber frilhe Endosomen zu spéten
Endosomen, wo MPR und Hydrolasen aufgrund des niedrigen pH-Wertes dissoziieren
(Pfeffer 2009; Tong und Kornfeld 1989). Die Hydrolasen werden (ber Fusion an das
Lysosom abgegeben, wéhrend die MPR zum TGN recyceln (Gosh et al. 2003). Fehlt eine
der beiden MPR-Varianten oder wird die 46 kDa-Form Uberexprimiert, resultiert dies in
einer vermehrten Sekretion der transportierten Proteine aus einem pra-lysosomalen
Kompartiment (Kasper et al. 1996; Chao et al. 1990).

Unter Beriicksichtigung der fur MPR beschriebenen Transportroute missten Vtila und
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Vtilb beide an Fusionen wahrend des MPR-Recyclings beteiligt sein. Tatsachlich wurde
dies fur Vtila direkt nachgewiesen (Medigeshi und Schu 2003). Ebenfalls wurde gezeigt,
dass Zugabe von Antikdrpern gegen Vtila in HeLa-Zellkulturen eine erhohte Sekretion
lysosomaler 3-Hexosaminidase zur Folge hat (Ganley et al. 2008).

Die in Vtila/Vtilb defizienten MEF beobachtete Sekretionserhéhung basiert demnach
héchstwahrscheinlich auf einem Fehler im Recycling der MPR. Die Lokalisation von
MPR46 und MPR300 erwies sich jedoch in DHET und DKO MEF auch gegeniber
Markern des endosomalen Kompartiments als unverandert (3.2.4.3). Ebenfalls konnte fir
MPR46 keine genotypabhéngige Verdnderung der Proteinkonzentration festgestellt
werden, die beispielsweise auf eine Degradation aufgrund einer Fehlsortierung hinweisen
wirde (3.2.4.2). Die Proteinkonzentration von MPR300 konnte allerdings wegen des fur
den Westernblot ungeeigneten Antikorpers nicht quantifiziert werden. Dies sollte mit
einem anderen Antikorper nachgeholt werden. Wenn fir die 300 kDa-Variante des MPR
eine verminderte Konzentration nachgewiesen werden konnte, ware die Sekretion der
Hydrolasen auf einen verhaltnismaBigen Uberschuss von MPR46 zuriickzufiihren (Chao et
al. 1990).

A Wildtyp B Doppelknockout
Lysosomale Hydrolasen Lysosomale Hydrolasen
0 00 4 000°%, 0. U
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Abb. 4.3 Erhohte Sekretion lysosomaler Hydrolasen durch beeintrichtigtes Endosom/TGN-Recycling

A MPR transportieren lysosomale Hydrolasen zum spaten Endosom, wo der MPR-Hydrolase-Komplex
dissoziiert. Die Hydrolasen werden ins Lysosom abgegeben, wahrend die MPR zum TGN recycelt werden.
Eine geringe Menge der Hydrolasen wird sekretiert. B Durch Defizienz von Vtila und Vtilb kénnten
mehrere Schritte im Recycling der MPR beeintrachtigt sein. Dies fiihrt zu einer insgesamt verringerten
Kinetik des MPR-Transports. Dadurch sind die Rezeptoren (ibersattigt und Hydrolasen werden vermehrt
sekretiert.

Die beobachtete, geringfligig dispersere Verteilung der MPR in DKO gegentber DHET
MEF konnte auf verénderte Strukturen MPR-positiver Kompartimente hinweisen, die mit
einer Defizienz in Vtila/Vtilb vermittelten Fusionsschritten zu erkléren ist. Denkbar waére,
dass wegen solcher struktureller Veranderungen das Recycling der MPR beeintréchtig ist
und so die vermehrte Sekretion der Hydrolasen zustande kommt. Da diese Veranderungen
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sehr geringfugig sind und auch andere endosomale Marker in der konventionellen
Fluoreszenz-mikroskopie keine Unterschiede zeigen (3.2.2), mussten zur Bestatigung
genauere Analysen mit hochauflésenden Methoden wie der PALM-Mikroskopie
durchgefiihrt werden. Eine elektronenmikroskopische Aufnahme der MEF wird zurzeit
angefertig und konnte zeigen, ob Golgi-Apparat und Vesikel der DKO Zellen generell
morphologische Unterschiede aufweisen.

Bis solche Daten vorliegen, ist ein insgesamt verlangsamtes Recycling der MPR der
wahrscheinlichste Mechanismus fir die verstdrkte Sekretion (Abb. 4.3). Unter der
Annahme, dass anterograder und retrograder Transport zwischen Endosom und TGN
gleichermalien durch Vtila/Vtilb Defizienz beeintréchtigt sind, ware weder eine Fehlsor-
tierung der MPR noch eine kompartimentspezifische Akkumulation oder Degradation zu
beobachten. Dies entsprache den erhaltenen Ergebnissen. Durch Abséattigung der verlang-
samt recycelten MPR kodnnte dann am TGN eine Fehlsortierung in sekretorische Vesikel
erfolgen. Ein verlangsamtes TGN/Endosom-Recycling konnte eventuell tber live-cell-
imaging aufgeklart werden. Dazu wirde die Aufnahme exogener, fluoreszenzmarkierter
MPR in die Zelle verfolgt werden. Ein schnelles Erreichen des endosomalen Systems und
nachfolgende Akkumulation oder Verlangsamung des Transports im DKO wirde auf
entsprechende Defekte hindeuten.

4.3.2 Dysregulation des EGF-Rezeptors

Der EGF-Rezeptor wird, bei Stimulation mit physiologisch niedrigen EGF-
Konzentrationen, Gber Clathrin coated pits aufgenommen und ein Grof3teil der Rezeptoren
wieder zur Plasmamembran recycelt (Sigismund et al. 2008). Bei Stimulation mit
1,5 ng/mL EGF zeigten DHET MEF einen Anstieg im EGFR-Gehalt, der nach 30 min bei
274 £ 60 % des Ursprungswertes lag, wahrend der EGFR im DKO rapide abgebaut wurde
und nach 30 min 41 = 7 % des Ausganswertes aufwies (3.2.7.5). Der Anstieg des EGFR-
Gehalts im DHET st nicht auf die EGF-Stimulation zurlickzuftihren, sondern geschieht
durch den experimentell bedingten, vorherigen Serumentzug. Sowohl in DHET als auch
DKO war EGFR nach 2-3h in DMEM BSA vermehrt exprimiert. Die Induktion der
EGFR-Expression durch Serumentzug wurde auch in anderen Zelllinien beobachtet
(Halatsch et al. 2004). Ebenso wird beispielsweise der verwandte Rezeptor flr Vascular
Endothelial Growth Factor VEGF unter Serumentzug hochreguliert (Akagi et al. 1998).
Der Anstieg der zellularen EGFR-Konzentration 2 -3 h nach Beginn der Induktion,
Expression und posttranslationalen Modifikationen liegt bei DHET und DKO im
erwarteten Zeitrahmen (Olson et al. 1989).
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4.3.2.1 Fehlsortierung des EGF-Rezeptors

Wahrend der EGFR-Anstieg im DKO bei physiologischer EGF-Stimulation durch rapiden
Abbau verhindert wird, ist ein EGF-Einfluss beim DHET nicht zu erkennen. Dies spricht
dafiir, dass der EGF-Rezeptor im DHET recycelt wird, wahrend er im DKO einer
degradativen Route zugefihrt wird (Sigismund et al. 2008).

Da die Aktivierungskinetik des EGF-Rezeptors und damit die Empfindlichkeit fir EGF
stark von dessen Dimerisierung abhangt, wurde spekuliert, dass die Verteilung des
Rezeptors zwischen Plasmamembran und endosomalem System im DKO verandert sein
konnte (Canals 1992). Bei erhohter Oberflachenkonzentration ware zu erwarten, dass der
Rezeptor schon bei geringeren EGF-Konzentrationen starkere Signale generiert und daher
degradiert wird. Es zeigte sich jedoch ber FACS-Analysen, dass die Oberflachen-
konzentrationen in DHET und DKO MEF vergleichbar waren (3.2.7.6).

Daher ist anzunehmen, dass die Ursache der verdnderten EGFR-Regulation zu spéteren
Zeitpunkten nach der Internalisierung zu suchen ist. Im Normalfall tritt der EGF-Rezeptor
teils schon nach 2 min in das frih-endosomale Kompartiment ein, von wo aus er schnell
recycelt oder durch homotypische Fusion friher Endosomen zum weiteren retrograden
Transport sortiert wird (Sorkin und Goh 2009; Hopkins et al. 1985; Dunn et al. 1984). Im
spaten Endosom erfolgt wiederum eine Sortierung entweder zum langsamen Recyceln oder
zur Internalisierung in multivesikulére Strukturen, was zur Degradation im Lysosom fiihrt
(Sorkin und Goh 2009). An allen Stellen des endosomalen Transportes hangt die
Sortierung von der Interaktion mit mehreren Adapterproteinen und vielfachen Signalen wie
der genauen Phosphorylierung und Ubiquitinylierung ab (Sorkin und Goh 2009; Huang et
al. 2006; Futter et al. 2006).

EGFR-Dimer

o
N

Route DHET @
Route DKO

Abb. 4.4 Der EGF-Rezeptor kénnte im DKO fehlreguliert und daher degradiert werden

Nach Endozytose des aktiven EGFR-Komplexes wird er im friih- und spatendosomalen System
verschieden sortiert. Nach Stimulation mit physiologischen EGF-Konzentrationen wird der EGF-
Rezeptor im DHET zum Recycling an die Plasmamembran sortiert. Im DKO fiihrt vermutlich eine
Fehlsortierung in den endosomalen Kompartimenten zu einer Degradation im Lysosom.
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Vtila und Vtilb sind demnach an Fusionen der Kompartimente beteiligt, durch die der
EGF-Rezeptor transportiert wird (Abb. 4.4). An welcher Stelle genau der EGFR-Transport
im DKO jedoch vom DHET abweicht, kann nur durch genaue Verfolgung der Route mit
multiplen Markern erschlossen werden. Hierzu konnte die gleichzeitige Aufnahme von
EGF und anderen Markern der Clathrin-abhangigen Endozytose, wie Transferrin oder LDL
(deren Transport nicht gestort ist, siehe 4.3.4, 3.2.5 und 3.2.6), mikroskopisch verfolgt
werden. Auch sollten die Kompartimente, durch die der EGF-Rezeptor transportiert wird,
wéhrend der EGF-Aufnahme mit Rab4 (Recycling-Vesikel des friihen Endosoms), Rab5
(frihes Endosom), Rab7 (spates Endosom) oder Rabll (Recycling-Endosom) spezifisch
co-gefarbt werden (Stenmark 2009). Alternativ sollte zur Degradation des EGF-Rezeptors
Uber Pulse-Chase-Experimente mit radioaktiv markiertem EGF Uberprift werden, wie viel
des Rezeptorkomplexes in DHET und DKO jeweils recycelt wird.

Ist der Schritt bekannt, an dem die Fehlsortierung eintritt, kénnten daran beteiligte
Faktoren bestimmt werden. Denkbar wére beispielsweise, dass die Sortierung durch das
verénderte Recycling eines EGFR-Adapters beeintrachtigt wird.

4.3.2.2 Weitere Konsequenzen der Dysregulation

Auch wenn der genaue Mechanismus der EGFR-Fehlsortierung noch nicht bekannt ist, ist
die Tatsache dieser Dysregulation hochgradig interessant. Eine korrekt regulierte
Signalgebung des EGF-Rezeptors ist wahrend der Embryogenese fiir eine normal
verlaufende Entwicklung essentiell (Sibilia et al. 2007). Im Hinblick auf die regulative
Funktion der Rezeptordegradation (siehe 1.2.1) ist eine Beeintrachtigung der Signalgebung
des Rezeptors im DKO zu erwarten.

Erste  Versuche zur Bestimmung des bei physiologischen EGF-Konzentrationen
induzierten Erk-Signals zeigten in MEF zwar noch keine eindeutigen Ergebnisse, weitere
Untersuchungen sollten dies jedoch klaren. Auch die EGF-induzierte Zellmigration erwies
sich bei DHET und DKO bei physiologischen Konzentrationen als vergleichbar (3.2.7.4).
Es ist jedoch anzumerken, dass sich die EGFR-Konzentrationen in DHET und DKO nach
einer langeren Inkubationszeit mit EGF wieder ihren Ausgangswerten néhern (siehe Abb.
3.26). Sofern die Dysregulation also nur innerhalb eines Zeitraums von ca. 60 — 120 min
Auswirkungen zeigt, ist ein Unterschied in der MEF-Migration Uber 27 h nicht zu
erwarten. Es sollten also vor allem kurzfristige Reaktionen der Zelle, wie die vom EGFR
ausgelosten Signalkaskaden, untersucht werden. Dies entspricht vermutlich auch eher den
in vivo-Bedingungen, unter denen EGF von mehreren Zellen kompetitiv aufgenommen
werden muss und nicht wie im getesteten in vitro-System im Uberschuss vorhanden ist.
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Im Weiteren ist der EGF-Rezeptor Teil der Gibergeordneten Familie der Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen, zu denen auch der Fibroblast Growth Factor Receptor FGFR oder der fir die
neuronale Entwicklung essentielle Rezeptor TrkA gehéren (Hubbard und Miller 2007,
Wiley und Burke 2001). Da auch diese Rezeptoren einer endosomalen Regulation
unterliegen ist zu klaren, ob sie im DKO &hnliche Effekte aufweisen. Selbst wenn nur die
bisherigen Ergebnisse berucksichtigt werden, ist eine Beteiligung der EGFR-
Dysregulation am Phanotyp der Vtila/Vtilb defizienten Embryonen sehr wahrscheinlich.
Im Hinblick auf die mogliche Beteiligung der Wnt-Signalgebung an der Fehlentwicklung
von DKO Embryonen ist besonders hervorzuheben, dass EGFR- und Wnt-Signalgebung
miteinander mechanistisch verbunden sind. Eine Aktivierung des EGFR hat beispielsweise
eine Transaktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges zur Folge (Ji et al. 2009).

4.3.3 Aufbau, Abbau und Gleichgewicht von Lipidtropfen

Lipidtropfen sind dynamische Organellen, an deren Bildung vermutlich Caveoline beteiligt
sind (Walther et al. 2009; Pohl et al. 2002). Caveolin-1 defiziente Mause haben Defekte in
der Lipolyse und daraus isolierte MEF zeigen eine beeintrédchtigte Synthese von
Lipidtropfen (Cohen et al. 2004). Umgekehrt ware auch eine Beeinflussung der zellularen
Caveolin-Verteilung durch eine verdnderte Homoostase von Lipidtropfen denkbar. Dies ist
bei einigen SNARE-Proteinen der Fall, die auf Gberzédhlige Lipidtropfen rekrutiert werden
und daher an anderer Stelle fehlen (S6llner 2007; Bostrom et al. 2007). So ware Uber
diesen Umweg beispielsweise ein Effekt der Lipidtropfen auf die Entwicklung des
Lungenendothels moglich (siehe 4.2.2). Da der Vtila-Komplexpartner VAMP-4 an der
Fusion von intrazellularen Lipidtropfen beteiligt ist (Bostrom et al. 2007), wurde
untersucht, ob die Vtila/Vtilb Defizienz einen Einfluss auf den Auf- und Abbau von
Lipidtropfen haben konnte. Auch eine indirekter Effekt der Vtila/\Vtilb Defizienz durch
veranderte Recycling-Kinetiken des endosomalen Systems wére denkbar, da bereits
nachgewiesen wurde, dass frihe Endosomen, vermutlich zum Lipid-Austausch, mit
Lipidtropfen interagieren (Liu et al. 2007).

Dies bestatigte sich jedoch nicht; die Lipidtropfen in DHET und DKO MEF wurden mit
gleicher Geschwindigkeit synthetisiert und wieder degradiert (3.2.8.1). Es zeigte sich
allerdings, dass in einer von drei getesteten Zelllinien (E-Linie) im DKO bereits bei
Inkubation unter Standardbedingungen eine erhohte Anzahl der Lipidakkumulationen
vorlag (3.2.8.1).

Der so erhaltene Hinweis, dass Vtila oder Vtilb funktional am zelluldaren Lipidgleich-
gewicht beteiligt sind, bestatigte sich jedoch in Zellen der T-Linie und TBL6-Linie nicht.
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Diese durch das Large-T-Antigen immortalisierten Zelllinien proliferieren allerdings fast
doppelt so schnell wie die durch Passagieren immortalisierte E-Linie. Da Lipidtropfen bei
einer Zellteilung gleichmaRig zwischen den Tochterzellen aufgeteilt werden (Nagayama et
al. 2007), bestand die Mdoglichkeit, dass eine im DKO veranderte Lipidhomdostase durch
die hohe Proliferationsrate der T- und TBL6-Linien tberdeckt wurde.

Nilrotfarbungen einer nachtraglich durch Passage immortalisierten MEF-Linie mit BL6-
Hintergrund zeigten jedoch ebenfalls keine erhohte Lipidakkumulation im DKO. Die
Proliferationsrate dieser Zelllinie entspricht ungefahr derjenigen der E-Linie. Die héhere
Anzahl von Lipidtropfen im DKO der E-Linie ist demnach eine zufallige, vom Genotyp
unabhéngige Eigenschaft.

4.3.4 Das endosomale System Vtila/Vtilb defizienter MEF

Da Vtila und Vtilb an essentiellen Fusionsschritten des endosomalen Systems beteiligt
sind, wurden offensichtliche Defizite in der Morphologie und Funktion des Systems in
DKO MEF erwartet. Mit der erhohten Sekretion lysosomaler Enzyme und der Dysre-
gulation des EGF-Rezeptors (siehe 4.3.1 und 4.3.2) wurden wichtige Hinweise auf die
in vivo Funktion von Vtila/Vtilb gefunden. Eine Vielzahl endosomaler Eigenschaften ist
jedoch in DKO und DHET MEF unverandert (Ubersicht in Abb. 4.5).

Morphologie und Lokalisation des cis- und medialen Golgi-Apparats (XT-1), friher
Endosomen (Rab4, EEAL) und der aziden spat-endosomalen und lysosomalen Kompar-
timente (Lysotracker) waren in DHET und DKO vergleichbar (3.2.2.1). Ebenso wies die
Colokalisation von spatem Endosom und Recycling-Endosom ein gleiches Muster auf
(3.2.2.2). Die Autophagozytose wurde Uber zwei unterschiedliche experimentelle Ansétze
bestimmt und erwies sich als funktionell (Akkumulation von LC3-I1 und Abbau radioaktiv
markierter Proteine, 3.2.3). Die Endozytose Uber Makropinozytose (Dextran), Clathrin
coated pits (LDL) und Caveolae (Choleratoxin) sowie der anschlielende endosomale
Transport erfolgte im DKO mit unverénderter Kinetik. Nach vergleichbar verlaufender
Aufnahme von Transferrin wurde dieses in DHET und DKO gleichermaRen zur Abgabe
recycelt (3.2.6). Nach Stimulation durch hohe Konzentrationen an EGF wird der EGF-
Rezeptor hauptséchlich Caveolae-spezifisch endozytiert (Sigismund et al. 2008). Der
nachfolgende Weg und die Degradation wurden im Detail verfolgt, es zeigten sich aber
unter diesen Bedingungen, entgegen den Beobachtungen nach vorwiegend clathrinab-
héngiger Aufnahme (4.3.2), keine Unterschiede zwischen DHET und DKO. Ebenso war
die Signalgebung des Rezeptors, die Uber Erk-Phosphorylierung und Zellmigration
bestimmt wurde, im DKO nicht beeintréchtigt (3.2.7.3 und 3.2.7.4).
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Unter Bertcksichtigung dieser Fakten stellen sich zwei Fragen. Erstens: Wie kdnnen in
DKO MEF Transportwege funktional sein, die essentiell von der Funktion von Vtila/Vtilb
abhdangen? Und zweitens: Wenn der siRNA-vermittelte Knockdown von Vtilb zu
Defizienzen in der Autophagozytose fuhrt (Furuta et al. 2010), weshalb zeigt dann der
Knockout von Vtilb nicht den gleichen Effekt? Beide Fragen werden im Folgenden
diskutiert und jeweils ein moglicher Mechanismus zur Beantwortung aufgezeigt.
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Abb. 4.5 Untersuchte Morphologie und Transportwege in MEF

DKO MEF sind in vielerlei Hinsicht gegeniiber DHET MEF unverdndert. Getestet wurde die Aufnahme
und der anschlieBende Transport von Dextran, LDL und Choleratoxin tber Makropinozytose, Clathrin-
vermittelte und Caveolae-abhéangige Endozytose. Fiir Transferrin wurde sowohl die Aufnahme als auch
das Recycling verfolgt. Stimulation der Zellen mit hohen Konzentrationen an EGF fiihrt zur vorwiegend
Caveolae-abhangigen Endozytose, wonach der EGFR-Komplex zum lysosomalen Kompartiment
transportiert und degradiert wurde. Die autophagozytotische Kapazitat der Zellen wurde lber den
Abbau radioaktiv markierter Proteine sowie die Umwandlung und die anschlieRende Degradation von
LC3 Uberprift. Die Morphologie der Zellen wurde lber die Marker Rab4/7/9/11, EEA1, LAMP2,
Lysotracker, TGN38, GM130 und XT-1 analysiert.

4.3.4.1 Vtila und Vtilb werden durch andere SNARE Proteine ersetzt

Die Eigenschaft der SNARE-Proteine, auch mit nicht-spezifischen Komplexpartnern
SNARE-Komplexe ausbilden zu konnen, solange die RQabc-Regel eingehalten wird,
wurde bereits erwédhnt (siehe 1.4.3). Ein Beispiel dafur ist der murine Knockout von
VAMP-3, der vermutlich volistandig durch VAMP-2 kompensiert wird und keinen
Phanotyp aufweist (Yang et al. 2001). Auch die Defizienz des neuronalen SNARESs
Syntaxin 1A verursacht fast keinerlei Defekte, da es im Komplex wahrscheinlich durch
Syntaxin 1B ersetzt wird (Fujiwara et al. 2006). In anderen Fallen kommt es zu
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gewebespezifischen Unterschieden, wie beim letalen Knockout von VAMP-2 (Schoch et al.
2001). In chromaffinen Zellen wird die VAMP-2 Defizienz vollstandig durch VAMP-3
kompensiert, wahrend in Synapsen, wo VAMP-3 nicht vorliegt, die Vesikelfusion
wesentlich beeintrachtigt ist (Borisovska et al. 2005; Schoch et al. 2001).

Der Phanotyp Vtila/Vtilb defizienter Mause legt ebenfalls einen kompensatorischen
Mechanismus nahe, der abhangig vom Gewebetyp ist. Wéhrend neuronales System, Lunge
und Skelett Fehlbildungen aufweisen, sind Vtila/Vtilb abhangige Transportrouten in MEF
fast vollstandig funktional (3.1 und 3.2; Kunwar et al. Manuskript in VVorbereitung).

Das Vtila/Vtilb abhéngige Fusionen in DKO MEF von anderen SNARE-Komplexen
ubernommen werden, ist unwahrscheinlich. In einem Experiment an frihen Endosomen
zeigte sich, dass trotz Anwesenheit mehrerer potentieller Komplexe die Stérung des friih-
endosomalen SNARE-Komplexes spezifisch alle Fusionsvorgange unterband (Brandhorst
et al. 2006). Es sind daher hochstwahrscheinlich andere SNAREs der Qb-Klasse, die den
Verlust von Vtila und Vtilb in den jeweiligen Komplexen kompensieren.

In der Maus werden noch drei weitere Qb-SNARESs exprimiert: Sec20, Membrin und
Gos28 (Kloepper et al. 2008; Jahn und Scheller 2006). Diese SNAREs sind jedoch Teil
anderer Qb-Subklassen und Transportvorgange als Vtila/Vtilb (Sec20: Qb.I-SNARE im
ER-Transport; Membrin/Gos28: Qb.II-SNAREs im Golgi-Transport; Kloepper et al.
2007/2008). Sie besitzen zudem jeweils ein homologes SNARE-Protein in Hefe. Da Vtilp
in Hefen essentiell ist, ist eine kompensatorische Funktion dieser Qb-SNAREs bei der
VTI1 Deletion ausgeschlossen (Fischer von Mollard et al. 1997). Dass Sec20, Membrin
und Gos28 den murinen Knockout von Vtila und Vtilb in einem evolutiondr héheren und
komplexeren System kompensieren kénnen, ist daher sehr unwahrscheinlich.

Neben den genannten Qb-SNAREs kommen auch Qbc-SNAREs als Ersatz fiir Vtila/Vtilb
in Frage. Folglich wirde nicht nur das Qb-SNARE, sondern auch das Qc-SNARE in einem
Vtila/Vtilb abhéngigen SNARE-Komplex ersetzt. Ein Hinweis, dass dies tatsachlich der
Fall sein konnte, ist die disperse Verteilung und Destabilisierung des Qc-SNAREs
Syntaxin 8 im Vtilb Knockout sowie Vtila/Vtilb Doppelknockout (Atlashkin et al. 2003).
Dieses Verhalten von Syntaxin 8 in Vtilb defizienten Zellen ldsst auf einen
Funktionsverlust schlieBen, der durch eine Verdrdngung im physiologischen Komplex
durch ein Qbc-SNARE erklérbar ist. Syntaxin 6, der Qc-Komplexpartner von Vtila, ist bei
Vtila Defizienz allerdings weder in Lokalisation noch Proteinmenge beeintrachtigt.

Bisher sind vier Qbc-SNAREs in der Maus bekannt: SNAP-23, SNAP-25, SNAP-29 und
SNAP-47 (Jahn und Scheller 2006; Holt et al. 2006; Steegmaier et al. 1998). SNAP-25 ist
ein ausschlieBlich neuronales SNARE und kommt daher zur Kompensation in MEF nicht
in Frage (Jahn und Scheller 2006). SNAP-23 ist ubiquitar auf der Plasmamembran und in
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intrazellularen Vesikeln verteilt und vermittelt in Komplexen mit VAMP-3, VAMP-7 und
VAMP-8 sekretorische VVorgange (Jahn und Scheller 2006).

SNAP-29 besitzt, im Gegensatz zu SNAP-23 und SNAP-25, keine Lipidmodifikationen
zur Membranverankerung (Steegmaier et al. 1998). Es befindet sich auf der
Plasmamembran und in vesikuldren Strukturen und ist nicht nur an sekretorischen
Vorgéngen, sondern auch am endosomalen Recycling beteiligt (Rapaport et al. 2010;
Gordon et al. 2010). Ein Knockdown von SNAP-29 beeintrachtigt die Fusion friher
Endosomen und das Recycling von Transferrin (Rapaport et al. 2010). Zudem ist SNAP-29
ein negativer Regulator fir synaptisches Recycling und steht mit cutaner und neuronaler
Entwicklung direkt in Verbindung (Pan et al. 2005; Sprecher et al. 2005). In humanen
Patienten mit einer 1-bp Deletion im SNAP-29 Gen wird beispielsweise das Corpus
Callosum im Hirn nicht ausgebildet (Sprecher et al. 2005).

Unter den Qbc-SNARESs zeigt SNAP-29 die meisten Homologien zu dem erst kirzlich
entdeckten SNAP-47. Auch dieses ist nicht palmitoyliert und intrazellular dhnlich verteilt
wie SNAP-29. SNAP-47 wird im Mausembryo ubiquitar bereits ab E10 exprimiert und ist
spater verstarkt in Hirngewebe zu finden (Holt et al. 2006).

Berlicksichtigt man die Lokalisation und Funktion der genannten Qbc-SNAREs, sind
SNAP-29 und SNAP-47 die wahrscheinlichsten Kandidaten fiir einen funktionellen Ersatz
von Vtila und Vtilb. SNAP-29 zeigte in ersten Studien jedoch keine Lokalisations-
anderung in Vtila/Vtilb defizienten Zellen und lieR sich auch nicht mit dem Vtila-
Komplexpartner Syntaxin 16 co-prézipitieren (Browski 2006). Da SNAP-29 allerdings ein
in der Zelle sehr dispers verteiltes SNARE ist, ist eine verdnderte Verteilung schwer
nachzuweisen. Ebenso muss bedacht werden, dass in Zellen nur ca. 5 % eines SNARE-
Proteins zu einer gegebenen Zeit in einem SNARE-Komplex vorliegen (Jahn und Scheller
2006). Die Co-Immunprézipitation eines kompensatorischen SNARESs in einem eventuell
noch geringeren Prozentsatz von SNARE-Komplexen konnte demnach ebenfalls schwer
nachzuweisen sein.

Da die vorhandenen Daten klar auf einen kompensatorischen Mechanismus hinweisen,
wird eine Beteiligung von SNAP-23, SNAP-29 und SNAP-47 zurzeit im Rahmen einer
Masterarbeit weiter untersucht (Susanne Schoning).
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4.3.4.2 Veranderte Regulation der Membranfusion bei Knockout oder Knockdown

Uber kompensatorische SNARE-Proteine ist es plausibel erklarbar, dass viele Vtila/Vtilb
abhéngige Transportvorgéange in DKO MEF unvermindert stattfinden. Fur die Tatsache,
dass sich Knockdown und Knockout von Vtilb anders auf die autophagozytotische
Kapazitat der Zellen auswirken, muss es jedoch weitere mechanistische Grunde geben
(3.2.3; Furuta et al. 2010).

Weder DKO noch triallele MEF zeigten gegeniber DHET Defizienzen in der
Autophagozytose. Auch in frilheren Untersuchungen Vtilb defizienter Mause wiesen deren
Hepatozyten zwar teilweise Akkumulationen von multivesikuldaren Korpern und
Autophagosomen auf, ein Defekt in der Autophagozytose konnte in vitro aber nicht
nachgewiesen werden (Atlashkin et al. 2003; Atlachkine 2002). Der siRNA-vermittelte
Knockdown von Vtilb fihrt dagegen zur Akkumulation autophagosomalen Materials
(Furuta et al. 2010). Dieser Widerspruch lie3e sich in einem Modell erklaren, dass von
einer strikten Regulation der zelluldren Fusionsereignisse ausgeht.

In einer umfangreichen Studie wurde festgestellt, dass bei dem siRNA-vermittelten
Knockout friih-endosomaler SNARES typischerweise eine Restkonzentration der Proteine
von ca. 10 % verbleibt (Bethani et al. 2009). Diese Proteinmenge erwies sich fir die
Ausfuhrung von Fusionsvorgangen als ausreichend. Rab5 und EEAL sind hauptsachlich an
den fruhen Tethering- und Andockschritten der Fusion friher Endosomen beteiligt (Zerial
und McBride 2001; McBride et al. 1999). Beim Knockdown frith-endosomaler SNARES
wurde eine erhohte Membranassoziation von EEA1 an den endosomalen Vesikeln
beobachtet, die zu einem vermehrten Andocken der Vesikel fiihrte (Bethani et al. 2009).
Zudem wurde postuliert, dass das Andocken friher Endosomen unabhéngig von einer
anschlieBenden SNARE-Funktion ist (Geumann et al. 2008). In Studien mit
rekonstituierten Vesikeln zeigte sich, dass bereits ein einziger funktioneller SNARE-
Komplex zur Membranfusion geniigt (van den Bogaart et al. 2010). Jedoch steigt das
Zeitintervall vom Docking bis zur Fusion bei sinkender Anzahl von SNARE-Molekiilen
drastisch an (Karatekin et al. 2010).

Bei einem Knockdown von Vtilb wére demnach denkbar, dass die betroffenen
Fusionsschritte aufgrund der Restaktivitdt vorhandener SNARE-Komplexe ablaufen.
Durch die Induktion von Autophagozytose ist jedoch eine erhohte Belastung Vtilb
abhéngiger Transportrouten zu erwarten. Dies konnte dazu fiihren, dass die Restaktivitat
der vorhandenen SNARE-Komplexe nicht mehr zur vollstdndigen Ausfihrung aller
Fusionsvorgénge ausreicht und so zu der von Furuta et al. beobachteten Akkumulation
autophagosomalen Materials fuhrt.

Das Bestehen solcher Restaktivitdten konnte die Ursache der unterschiedlichen Auto-
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phagozytosekapazitat von Vtilb Knockdown und Knockout sein. Sowohl im Knockout als
auch im Knockdown ware unter der Berucksichtigung der dargestellten Fakten zu
erwarten, dass eine erhohte Anzahl angedockter Vesikel im autophagosomalen Weg
vorliegt. Es wurde beobachtet, dass an Kontaktstellen angedockter Vesikel SNAREs
ausgegrenzt werden, die nicht komplexspezifisch sind (Bethani et al. 2007). Innerhalb der
Kontaktstellen wiederum erhoht eine Kooperation der spezifischen Tethering-/Andock-
und SNARE-Maschinerie die Fusionsrate rekonstituierter Vesikel drastisch (Ohya et al.
2009). Wie genau solche regulatorischen Mechanismen funktionieren, welche exakten
Auswirkungen sie haben und was fiur Proteine beteiligt sind, ist momentan Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen und kontroverser Diskussionen (Ohya et al. 2009; Cai et al.
2007; Jahn und Scheller 2006).

Es wére denkbar, dass die Anwesenheit weniger Vtilb-SNAREs ausreicht, um (ber
regulatorische Mechanismen in Kooperation mit der dbrigen Fusionsmaschinerie
kompensatorische SNARE-Proteine auszuschlieffen. Beim Knockdown friih-endosomaler
SNAREs beispielsweise wurde untersucht, ob kompensatorische SNARE-Proteine
rekrutiert wurden; dies war nicht der Fall (Bethani et al. 2009). Bei vollstandiger
Abwesenheit von Vtilb kdnnten die gleichen oder dhnliche Faktoren jedoch dazu flhren,
dass sich die Spezifitat des Fusionskomplexes andert und eine Kompensation durch andere
SNAREs zugelassen wird (zur Veranschaulichung siehe Abb. 4.6). Eine Rekrutierung
kompensatorischer SNARE-Proteine wirde dann eine, auch gegenuber dem Vtilb
Knockdown, erhohte Anzahl funktioneller SNARE-Komplexe bedeuten.
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Abb. 4.6 Die SNARE-Komplexbildung kénnte bei Knockdown und Knockout verschieden reguliert werden

A Die SNARE-Komplexbildung ist ein streng regulierter Prozess mit hoher Selektivitat fur die jeweiligen
Komplexpartner. B Beim Knockdown eines SNAREs bleibt typischerweise eine Restproteinmenge von 10 %.
Diese konnte ausreichen, um in der Fusionsmaschinerie kompensatorische SNAREs auszuschliefen. Bei
hohen Anforderungen an den Fusionsmechanismus kénnte eine geringere Anzahl funktioneller SNARE-
Komplexe jedoch zu einer stark verlangsamten Kinetik fihren. C Das vollstdndige Fehlen eines SNARE-
Proteins im Knockout kénnte bewirken, dass regulatorische Faktoren die Akquisition kompensatorischer
SNAREs zulassen. Der kompensatorische SNARE-Komplex arbeitet moglicherweise mit geringerer Effizienz,
ist aber zur quantitativen Wiederherstellung der Fusionsvorgdnge in der Lage.
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Die Wechselwirkung solcher regulatorischer Faktoren koénnte bei Vtilb durch die
N-terminale Habc-Domane vermittelt werden (Antonin et al. 2002). Auch fir Vtila wurde
eine &ahnliche Drei-Helix-Struktur ermittelt (protein data bank, 1VCS, von Abe et al.
unveroffentlicht).

Uber diesen spekulativen Mechanismus ist erklarbar, dass die Autophagozytosekapazitat
Vtila/Vtilb einzel- und doppeldefizienter MEF derjenigen von heterozygoten MEF
entspricht, wéhrend ein Knockdown von Vtilb zur Akkumulation autophagozytotischen
Materials flhrt (Furuta et al. 2010). Um zu Uberprtfen, ob sich dieser oder ein &hnlicher
Mechanismus tatséchlich abspielt, missten die an der Bildung von Autophagosomen
beteiligten Vorgénge in Kockout- und Knockdown-MEF genauestens untersucht werden.
Wenn bekannt ist, welches SNARE flr Vtilb im Knockout kompensiert (4.3.4.1), kénnte
in einem ersten Ansatz Uber hochauflosende Mikroskopie geklart werden, ob
kompensatorische SNAREs in Knockout Zellen zur Autophagosomenbildung rekrutiert
werden, im Knockdown aber nicht. Die beschriebenen Differenzen in der
autophagozytotischen Kapazitat konnten ein sehr gutes Modell flr die weitere Erforschung
der regulatorischen Mechanismen des Fusionsapparates sein.

4.4 Hippocampale Neuronen

Da der Vtila/Vtilb Knockout in mausembryonalen Fibroblasten offensichtlich weitgehend
kompensiert werden kann (4.3.4), wurden hippocampale Neuronen als weiteres
Modellsystem der Vtila/Vtilb Defizienz eingefiihrt (3.3). Neuronen sind im Wachstum
wie auch in ihrer spateren Homoostase aufgrund ihrer stark ausgepréagten Zellpolaritat von
einem funktionalen endosomalen System abhéngig (siehe 1.2.2). Dies wird durch den
vorwiegend neuronalen Phénotyp der DKO Embryonen unterstrichen (Kunwar et al.
Manuskript in VVorbereitung).

Es zeigte sich, dass DKO hippocampale Neuronen gegenuber DHET in vitro-Kulturen mit
deutlich geringerer Zelldichte bildeten (3.3.1). An DIV3 hatten beim DKO nur 73 +4 %
der neuronalen Zellen Neuriten ausgebildet (DHET 88 + 4 %), die im Durchschnitt eine
Lange von 107 £ 28 pm erreichten (DHET 132 = 23 um). DKO Neuronen waren Uber das
Neurotrophin NT-3 stimulierbar, der Effekt auf das Neuritenwachstum jedoch geringer als
im DHET (Wachstumssteigerung um 21 = 8 um im DKO gegeniber 41 + 6 um im DHET;
3.3.3). Die per Immunféarbung zahlreicher Marker mikroskopisch analysierte Morphologie
der Neuronen war, wie auch in MEF, zwischen DHET und DKO vergleichbar (3.3.2).
Diese Beobachtungen kénnen mit einer Vtila/Vtilb Defizienz Uber mehrere Mechanismen
in Verbindung gebracht werden.
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4.4.1 Anterograder Membrantransport und Zelladhdsionsmolekiile

Zur Ausbildung der neuronalen Polaritat miissen neu synthetisierte Plasmamembran sowie
Signalmolekile und Rezeptoren in ausreichender Menge und Geschwindigkeit zur
Wachstumszone der Neuriten transportiert werden (Arimura und Kaibuchi 2007).

Dieser Transport vom TGN zu den Neuriten wird zum einen uber spéatendosomal-
lysosomale Kompartimente in Abhéngigkeit von VAMP-7 geleistet (Arantes und Andrews
2006; Martinez-Arca et al. 2001). Bei Expression einer dominant negativen Mutante des
Vtilb-Komplexpartners VAMP-7 in hippocampalen Neuronen wurden weder Dendriten
noch Axone gebildet (Martinez-Arca et al. 2000). Zum anderen sind sekretorische
Recycling-Endosomen in Abhéngigkeit des Vtila-Komplexpartners Syntaxin 13 beteiligt
(Hirling et al. 2000). Auch flr Syntaxin 6, einen weiteren Komplexpartner von Vtila, ist
eine Beteiligung am Neuritenwachstum nachgewiesen (Kabayama et al. 2008).

Da sowohl Vtila als auch Vtilb in die Mechanismen des anterograden Transports
eingreifen konnten, wére ein verlangsamtes Neuritenwachstum durch reduzierten
Materialtransport denkbar (Abb. 4.7). Uber eine Erweiterung dieser Hypothese lieRe sich
auch erkléren, weshalb DKO hippocampale Neuronen in vitro weniger dichte Kulturen und
zu einem geringeren Anteil Neuriten bilden.

Membran

@

A e

Vtila

Membran

Zellkorper

Abb. 4.7 Mégliche Vitla/Vtilb-Abhingigkeit des Material- und Membrantransports in Neuronen

Die Ausbildung neuer Neuriten bzw. Axone hangt von einem funktionellen endosomalen Transportsystem
ab. Das Zellhadhadsionsmolekiil L1 wird beispielsweise zunachst am Zellkérper sekretiert, wieder aufgenom-
men und zum Transport an den Wachstumskegel sortiert. An der Wachstumszone werden dynamische
Remodulationen der Membran unter anderem durch Endozytose und Recycling von L1 erreicht. Das zur
Ausbildung neuronaler Fortsdtze benétigte Membranmaterial wird {iber sekretorische Lysosomen
transportiert. Sowohl L1- als auch Membrantransport werden iber Vitla/Vtilb-abhédngige Routen geleistet.

Eine Voraussetzung fiir die Ausbildung neuronaler Fortsatze ist die Adh&sion an der
umgebenden Matrix in vivo bzw. der Zellkulturschale in vitro. Die Adhésion wird unter
anderem von Cellular Adhesion Molecules (CAM) vermittelt, die andere CAM, Integrine
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oder Komponenten der umgebenden Matrix binden und neurotrophe Signale generieren
(Schmid und Maness 2008). Der Transport von L1 bzw. NgCAM (neuronal/glial CAM) ist
gut untersucht (Winckler und Mellman 2010). L1 wird vom TGN zur somatodendritischen
Domane transportiert und dort in die Membran insertiert. Nach anschlieender Endozytose
gelangt es Uber frihe Endosomen zu Recycling-Endosomen, die den anterograden
Transport zum Wachstumskegel vermitteln (Wisco et al. 2003). Am Wachstumskegel
wiederum ist L1 an der dynamischen Remodulation der migrierenden Membran beteiligt
und wird durch Endo- und Exozytose reguliert (Dequidt et al. 2007; Abb. 4.7).

Ein Defekt im anterograden Transport sowie beim Recycling von Adhésionsproteinen wie
L1 und dadurch ausbleibende, neurotrophe Signale koénnte in DKO hippocampalen
Neuronen zu einer verringerten Adharenz fihren. Dies wirde die geringe Dichte von
DKO-Neuronen durch mangelnde Bindung an die Beschichtung der Kulturschale ebenso
erklaren wie die verringerte Ausbildung neuronaler Fortsatze. Eine angefertigte
Immunférbung von L1 sollte klaren, ob das Protein fehllokalisiert ist (3.3.2). Die
Aufnahmen waren jedoch von mangelnder Qualitdt und zeigten lediglich die diffuse
Anwesenheit tber die gesamten Neuronen verteilt mit Schwerpunkt im Zellkérper. Um
eine fundierte Aussage Uber die L1-Lokalisation treffen zu kénnen, muss die Farbung
optimiert und wiederholt werden.

4.4.2 Retrograder Transport und Signaling-Endosomen

Das neuronale Uberleben, das Neuritenwachstum und die Zielinnervierung sind vom
retrograden Transport am Wachstumskegel endozytierter Signalkomplexe abhéngig (Sann
et al. 2009; Zweifel et al. 2005; siehe auch 1.2). Ein gut untersuchtes Beispiel ist der
Rezeptor TrkA, der nach Bindung neurotropher Faktoren tiber zwei unterschiedliche Wege
endozytiert werden kann: Entweder Clathrin-vermittelt oder ber Pincher-vermittelte
Makropinozytose (Valdez et al. 2007; Shao et al. 2002). Im Anschluss wird TrkA zur
Signaltbermittlung in Signaling-Endosomen retrograd zum Zellkoérper transportiert und
aktiviert dort den MAP-Kinase Signalweg (Bronfman et al. 2007). Der Charakter der
Signaling-Endosomen ist nicht endgultig geklart und wird teils als friih-endosomal,
spatendosomal oder auch multivesikuldr beschrieben (Ibanez 2007).

Aus zwei Grinden lag die Vermutung nahe, dass Vtila/Vtilb an der retrograden
Signalgebung neurotropher Faktoren beteiligt sind (Kunwar et al. Manuskript in
Vorbereitung). Erstens ist die neuronale Spleiform von Vtila, Vtila-f, vorwiegend in
synaptischen vesikuldren Strukturen lokalisiert (Antonin et al. 2000a). Zweitens entspricht
der neuronale Phé&notyp der DKO Embryonen Mausmodellen, die fur neurotrophe Faktoren
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wie BDNF und NT-3 defizient sind (Kunwar et al. Manuskript in VVorbereitung).

In vitro-Kulturen DKO hippocampaler Neuronen zeigten jedoch neurotrophe Reaktionen
(vermehrte Bildung neuronaler Fortsatze und verstarktes Neuritenwachstum; Morfini et al.
1994) auf die Stimulation mit NT-3 (3.3.3). Der Effekt auf das Neuritenwachstum war im
DKO allerdings gegentiber DHET geringer. Dies kdnnte einerseits darauf schlie3en lassen,
dass die retrograde Signalgebung intakt ist, aber mogliche Defizienzen im anterograden
Transport eine Einschrankung des Neuritenwachstums verursachen (siehe 4.4.1). Der
beobachtete Effekt konnte aber auch auf einem nur teilweise intakten retrograden Trk-
Transport beruhen. Flr den EGF-Rezeptor, der durch ahnliche Mechanismen reguliert wird
wie Trk, wurde eine moégliche Fehlsortierung bereits ausfuhrlich diskutiert (Bronfman et
al. 2007; 4.3.2.1). Es ist vorstellbar, dass eine Fehlsortierung des Trk-NT-3-Komplexes an
einem Punkt des retrograden Transports zur Degradation fiihrt und damit nur ein teilweiser
neurotropher Effekt eintritt.

Um diese Vorgange ndher zu untersuchen, sollten idealerweise kompartimentierte
Versuchsaufbauten verwendet werden, in denen Zellkérper und Axone getrennt
voneinander stimuliert werden kdnnen (Campenot und Maclnnis 2004). Auf diese Weise
kann mit Bestimmtheit festgestellt werden, ob ein Faktor, der am Axon aufgenommen
wurde, retrograd zum Zellkorper transportiert oder aber degradiert wird. Auch wére eine
Stimulation der Neuronen mit anderen Neurotrophinen interessant, da jedes Neurotrophin
bestimmte Trk-Rezeptoren bevorzugt bindet und diese sich in ihrer Signalgebung
unterscheiden (Bronfman et al. 2007).

4.4.3 Weitere Schlussfolgerungen

Wurden die hippocampalen Neuronen fir Kontrollversuche zur NT-3-Stimulation in
Medium ohne jegliche Wachstumsfaktoren kultiviert, war die Lange von DKO Neuriten
nach DIV2 mit der von DHET vergleichbar. DKO Neuriten waren in diesem Fall sogar
etwas langer als DHET Neuriten (DHET 99 £ 6 um; DKO 110 £ 6 um). Bei Zugabe von
NT-3 oder Inkubation in Medium, dass geringe Mengen Serum enthielt, waren dagegen
DHET-Neuriten im Durchschnitt langer (3.3.1 und 3.3.3). Dies konnte (ber beide
vorgeschlagenen Mechanismen, also entweder mangelnden Materialtransport bei héherer
Belastung oder fehlerhafte Signalgebung, erklart werden.

Trotz der beobachteten Defizienzen war (ber die Immunfluoreszenzfarbung verschiedener
Marker des endosomalen Systems keine Veranderung in der endosomalen Morphologie der
Neuronen sichtbar (3.3.2). Zur Morphologie der DKO hippocampalen Neuronen wurden
allerdings bisher nur statische Aufnahmen angefertigt. Beispielsweise bei Untersuchungen
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zur Charakterisierung von Signaling-Endosomen wurde beobachtet, dass verschiedene
Rab5 oder Rab7 enthaltende, endosomale Strukturen im Axon entweder hochgradig
dynamisch oder aber stationar sind (Deinhardt et al. 2007). Bei einer Fehlsortierung von
z.B. Signalkomplexen in stationdre anstelle von dynamischen Strukturen ware ein Defizit
im axonalen Transport die Folge, das jedoch in statischen Bildern eventuell nicht sichtbar
ist. Es ware daher sinnvoll, in DHET und DKO hippocampalen Neuronen die
Transportvorgange verschiedener neuronaler Signalkomplexe uber live-cell-imaging-
Verfahren direkt zu verfolgen.

4.5 Ausblick
4.5.1 Zur weiteren Analyse von Skelett und Lunge

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde fur Vtila und Vtilb eine Rolle in der
Entwicklung von Skelett und Lunge aufgezeigt (4.2.1 und 4.2.2). Um zu untersuchen, ob in
beiden Fallen neben den makroskopischen Strukturen auch die extrazellulare Matrix
phanotypische Verdnderungen aufweist, sollten Gewebsschnitte der Embryonen mit
entsprechenden Markern analysiert werden. Besonders interessant ware die Erstellung von
in vitro-Kulturen des Lungenepithels und der Osteoblasten. Die Morphologie dieser Zellen
und ihre Reaktion auf Wachstumsfaktoren wirden Hinweise auf einen genauen Mecha-
nismus der Vtila/Vtilb-Abhangigkeit in der Skelett- und Lungenentwicklung geben.
Ahnlich wie es bei den hippocampalen Neuronen beobachtet wurde, wére es denkbar, dass
solche phanotypisch betroffenen Zellsysteme starkere Defizienzen auf zellularer Ebene
aufweisen als die ebenfalls untersuchten MEF-Linien (4.3.4).

4.5.2 Zur weiteren Analyse der MEF

Die Experimente an DKO MEF lieferten deutliche Hinweise auf eine Kompensation der
Vtila/Vtilb Defizienz durch andere SNARE-Proteine (4.3.4.1). Ob dies der Fall ist und
welche SNARE-Proteine involviert sind, wird zurzeit im Rahmen einer Masterarbeit
untersucht (Susanne Schoning). Zusatzlich sollte geklart werden, in welchem
Mechanismus der Unterschied in der autophagozytotischen Kapazitat von Vtilb Knockout
und Vtilb Knockdown begriindet liegt (4.3.4.2). Beides zusammen macht die MEF-Linien
zu einem sehr guten Werkzeug, um auch generelle regulatorische Mechanismen der
SNARE-vermittelten Membranfusion besser zu verstehen.

Mit der Dysregulation des EGF-Rezeptors und dem vermutlich verlangsamten Recycling
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zwischen Endosomen und TGN in DKO MEF wurden erste Hinweise auf die zelluldren
Grundlagen des DKO Phénotyps entdeckt (4.3.1 und 4.3.2). Es sollte im Weiteren
untersucht werden, wo die Ursache der Dysregulation liegt, ob auch weitere Rezeptor-
Tyrosinkinasen dysreguliert sind und wie sich eine Dysregulation auf die intrazelluldren
Signalkaskaden auswirkt. Daraus wirden sich genaue Erkenntnisse zur Beteiligung von
Vtila und Vtilb an der endosomalen Signalregulation ergeben. Dies wiederum wirde zu
einem vollstandigeren Bild der Funktionsweise des endosomalen Systems beitragen.

Das Recycling von Endosomen zum TGN sollte in DKO MEF idealerweise durch live-cell-
imaging-Verfahren tUberprift werden. Wie auch am Modell der hippocampalen Neuronen
diskutiert wurde ist es moglich, dass tber diese Verfahren dynamische Unterschiede
aufgeklart werden, die in den angefertigten statischen Bildern nicht offensichtlich sind
(4.4.3).

4.5.3 Zur weiteren Analyse hippocampaler Neuronen

Bei der Untersuchung an DKO hippocampalen Neuronen sollte der Fokus auf Experimente
zum axonalen Transport in kompartimentierten Zellkammersystemen gelegt werden. Diese
Methode bietet die beste Mdglichkeit, um beispielsweise eine Fehlsortierung von (ber
lange Strecken transportierten Signalkomplexen nachzuweisen (Campenot et al. 2003). Da
Vtila-p als vorwiegend in Synapsen lokalisiert beschrieben wurde (Antonin et al. 2000a),
sollten besonders auch Vorgénge beim endosomalen Recycling in Wachstumszonen und an
Synapsen hippocampaler Neuronen beobachtet werden.

Fur diese weiteren Untersuchungen wird viel Zellmaterial und daher eine entsprechend
hohe Anzahl an DKO Embryonen benétigt. Im Verlaufe der vorliegenden Arbeit zeigte
sich, dass die Zuchtfrequenz Vtila/Vtilb trialleler M&use sehr niedrig ist. Bei terminiert
angesetzten Verpaarungen waren es innerhalb des letzten Jahres ca. 95 % der Multtertiere,
die entweder nicht aufnahmen oder ihre Embryonen vor E18,5 verloren (Christiane
Wiegand). Es wird daher fir weitere Experimente an DKO hippocampalen Neuronen nétig
sein, die Mauszucht entsprechend auszuweiten.

Eine statistische Analyse zeigte interessanterweise, dass besonders Muttertiere mit Vtila’-
Hintergrund einen geringen Zuchterfolg aufwiesen (Christiane Wiegand). Auch wurde in
einem Kkirzlich veroffentlichten Artikel fir den Vtila-Komplexpartner VAMP-4 eine
essentielle Rolle bei der Spermatogenese beschrieben (Guo et al. 2010). Dies impliziert
eine weitere Rolle fur Vtila, aus der sich ein spannendes Forschungsprojekt ergeben
konnte.
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Zusammenfassung

In eukaryotischen Zellen wird die Fusion membranumschlossener Organellen durch
SNARE-Proteine katalysiert. Vtila und Vtilb sind in Sdugern ubiquitér exprimierte Qb-
SNAREs, welche die Membranfusion bei jeweils spezifischen Transportschritten im
endosomalen System vermitteln. Um die in vivo-Funktionen von Vtila und Vtilb n&her zu
charakterisieren, wurden murine Knockout-Modelle erstellt. Wahrend die einzelne
Defizienz von Vtila oder Vtilb zu keinem schwerwiegenden Phénotyp fiihrte, erwies sich
der Doppelknockout (DKO) als perinatal letal. Dies lieR darauf schlieBen, dass sich die zu
30 % homologen SNAREs Vtila und Vtilb in ihren jeweiligen SNARE-Komplexen
funktionell ersetzen kdnnen. An den DKO Embryonen fiel vor allem ein neuronaler
Phénotyp auf, der sich durch progressive Degeneration peripherer Ganglien und
Fehlbildungen axonaler Bahnen auszeichnete.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass DKO Embryonen am Tag 18,5 ihrer Entwicklung (E18,5)
bereits durch &uRerliche Merkmale von ihren Wurfgeschwistern unterscheidbar sind.
Préaparierte Skelette dieser Embryonen waren besonders durch Verformung der Claviculae
und mangelnde Calcifizierung des Sternums gekennzeichnet. In Paraffinschnitten der
Lunge waren die Alveolen weniger expandiert und die Septen verdickt. Diese
Veranderungen an Skelett und Lunge konnten tber mehrere Mechanismen, wie z.B. eine
fehlregulierte Signaltransduktion, mit der Vtila/Vtilb Defizienz in Verbindung stehen.

Zur Untersuchung der Defizienz von Vtila und Vtilb auf zelluldrer Ebene wurden
mausembryonale Fibroblasten (MEF) entsprechender Genotypen immortalisiert. DKO
MEF sekretierten vermehrt lysosomale Hydrolasen, was auf einen Defekt im Recycling
von Mannose-6-Phosphatrezeptoren (MPR) zwischen Endosomen und trans-Golgi-
Netzwerk schliel3en lieR. Konzentration und Lokalisation der MPR waren jedoch in DKO
und Kontrollen vergleichbar. In DKO MEF wurde der EGF-Rezeptor bei Stimulation mit
physiologischen Mengen EGF rapide abgebaut, was in Kontrollzellen nicht beobachtet
wurde. Dies deutet darauf hin, dass der EGF-Rezeptor im DKO nach der Endozytose
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fehlsortiert und daher degradiert statt recycelt wird. Da die Signalgebung des EGF-
Rezeptors und verwandter Rezeptor-Tyrosinkinasen essentiell fur die embryonale
Entwicklung ist, konnte diese Dysregulation eine Ursache fur die Fehlentwicklungen im
DKO sein.

Bei Stimulation des Rezeptors mit hohen EGF-Konzentrationen fanden dagegen Transport
und Degradation des Rezeptorkomplexes in DKO- und Kontrollzellen mit dhnlicher
Kinetik statt. Auch die EGF-abhéngige Phosphorylierung von Erk sowie die Zellmigration
verliefen in DKO und Kontrollen vergleichbar, so dass unter diesen Bedingungen
Sortierung und Transport des Rezeptors vermutlich nicht gestort sind.

Es wurde untersucht, ob Vtila und Vtilb eine Rolle beim Auf- und Abbau intrazellulérer
Lipidtropfen spielen; diese Hypothese bestatigte sich jedoch nicht.

Die Analyse der DKO Morphologie uUber mehrere Marker des endosomalen Systems
zeigte keine offenkundigen phénotypischen Veranderungen. Aufnahme und Recycling von
Transferrin sowie Aufnahme und Transport von Dextran, LDL und Choleratoxin waren im
DKO gegeniber Kontrollzellen nicht verdndert. Demnach ist die Endozytose Uber
Makropinozytose und Clathrin- bzw. Caveolin-abh&ngige Mechanismen, wie auch der
nachfolgende endosomale Transportweg, im DKO nicht beeintrachtigt. Auch die
autophagozytotische Kapazitat, die durch radioaktiven pulse-chase und tber die Akkumu-
lation von LC3-1I bestimmt wurde, war zwischen DKO MEF und Kontrollzellen vergleich-
bar. Vtila und Vtilb sind nach in vitro Daten fur Fusionen in allen genannten Transport-
wegen und Prozessen essentiell. In Hefen ist die Deletion von VTI1, des dort einzigen
Homologen von Vtila und Vtilb, letal. Zusammengenommen lasst dies darauf schlief3en,
dass im murinen Doppelknockout die Defizienz von Vtila und Vtilb durch andere Qb-
oder Qbc-SNAREs kompensiert wird.

Als weiteres Modellsystem der Vtila/Vtilb Defizienz wurden hippocampale Neuronen an
E18,5 prapariert. In vitro-Kulturen DKO hippocampaler Neuronen waren gegentber
Kontrollen wesentlich weniger dicht. Zudem bildeten DKO Neuronen zu einem geringeren
Anteil neuronale Fortsatze aus, die im Vergleich zu denen der Kontrollzellen verkdirzt
waren. Zwar zeigte sich, dass DKO Neuronen durch das Neurotrophin NT-3 stimuliert
werden konnten, das durch NT-3 induzierte Neuritenwachstum war jedoch im DKO
deutlich geringer als in Kontrollzellen. Diese Beobachtungen kénnten einerseits auf eine
Rolle von Vtila/Vtilb im anterograden Transport vom Zellkdrper zur Wachstumszone der
Neuriten hindeuten. Andererseits ware eine Beteiligung von Vtila/Vtilb am retrograden
Transport u.a. von Signaling-Endosomen denkbar. Beide Prozesse sind fir die neuronale
Entwicklung, das Neuritenwachstum und das Uberleben der Neuronen essentiell.
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Summary

In eukaryotic cells, the fusion of two membrane enclosed organelles is catalyzed by
SNARE proteins. vtila and vtilb are ubiquitously expressed mammalian Qb-SNARES,
performing the membrane fusion in specific transport steps of the endosomal system. For a
further characterization of the in vivo function of vtila and vtilb, a murine knockout was
generated. While a single deficiency for either vtila or vtilb did not show any overt
phenotype, the Vtila/Vtilb double knockout (DKO) was perinatally lethal. This led to the
conclusion that vtila und vtilb, which share 30 % of their amino acid sequence, are able to
functionally replace each other in a given SNARE complex. The DKO embryos were first
described to show a neuronal phenotype with progressive degeneration of peripheral
ganglia and impairment of axonal growth.

In this thesis DKO embryos at day 18,5 of their development (E18,5) turned out to have
distinct external features distinguishing them from their littermates. Dissected skeletons of
these embryos were marked by misformed claviculae and a deficiently calcified sternum.
In paraffin sections of lung tissue alveolae were less expanded and septa were thickened.
These alterations of skeleton and lung could be linked to the vtila/vtilb deficiency in
several ways, for example by a misregulation of signal transduction processes.

To analyze the Vtila/Vtilb knockout on a cellular scale, mouse embryonic fibroblasts
(MEF) of corresponding genotypes were generated and immortalized. DKO MEF secreted
higher amounts of lysosomal hydrolases, implying a defect in recycling of mannose-6-
phosphate receptors (MPR) between the endosomal system and the trans-Golgi-network.
However, concentrations and localization of MPR were similar in DKO and control. In
DKO MEF, the EGF-receptor was rapidly degraded upon stimulation with physiological
amounts of EGF. This was not observed in control cells and indicates a missorting of
endocytosed EGF-receptor in DKO MEF, leading to degradation rather than recycling.
Considering the essential importance of the EGF-receptor and related receptor tyrosine
kinases for embryonic development, this dysregulation might represent a causal link for the
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DKO phenotype. In contrast, when stimulated with high EGF-concentration, transport and
degradation of the receptor-ligand complex proceeded with similar kinetics in DKO and
control. Also, EGF-dependent phosphorylation of Erk and cell migration were comparable
between genotypes, indicating functional sorting and transport under these conditions.

A possible role for vtila and vtilb in synthesis and degradation of intracellular lipid
droplets was investigated; this hypothesis, however, did not prove to be valid.

Analysis of morphology by comparison of several endosomal markers did not show
phenotypic differences between DKO and control cells. Uptake and release of transferrin
as well as uptake and transport of dextran, LDL and choleratoxin were comparable in DKO
and control. Considering this, endocytosis and subsequent transport by means of
macropinocytosis and clathrin- or caveolae-mediated mechanisms are not impaired.
Additionally, the autophagocytic capacity of DKO cells was found to be fully functional by
radioactive pulse-chase experiments and determination of LC3-11 accumulation. According
to in vitro experiments, vtila and vtilb are essential for fusion events in all of these
pathways and processes. In yeast, deletion of the only vtila/vtilb homologue, vtilp, is
lethal. Taken together, these data suggest a compensation of the vtila/vtilb deficiency by
other Qb- or Qbc-SNAREs.

E18,5 hippocampal neurons were prepared as a further model system for the Vtila/Vtilb
double knockout. In vitro-cultures of DKO hippocampal neurons were notably less dense
compared to control cells. Also, less DKO neurons developed neurites, which in addition
were shorter when compared to those of control cells. While DKO hippocampal neurons
could be stimulated by the neurotrophin NT-3, the neurite outgrowth induced was
considerably less pronounced. On the one hand, these observations could imply a role for
vtila/vtilb in anterograde transport from the neuronal cell body to the growth cone. On the
other hand, vtila/vtilb might be involved in retrograde transport of e.g. signaling
endosomes. Both processes are essential for neuronal development, survival and neurite
outgrowth.
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TNF
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VAMP
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v/v
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w/v
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Transferrin
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Tropomyosin related kinase
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Uber Nacht
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Ultraviolett
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Membranprotein
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Volumen pro Volumen
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