"Untersuchung der Effekte der ERp29-Defizienz auf ER-Stress

und auf physiologische Parameter in vitro und in vivo"

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor rerum naturalium

vorgelegt der

Naturwissenschaftlichen Fakultit I
Biowissenschaften

der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg
von

Irina Hirsch

geb. am: 12.08.1975 in Uwa, Russland

Gutachter /in
1. Prof. Dr. G. Fischer
2. Prof. Dr. T.M. Magin

3. Prof. Dr. E. Schwarz

Halle (Saale), 16.07.2012



Inhalt

1 Literaturiibersicht

1.1 Endoplasmic Reticulum Protein 29 (ERp29).........ccccvviininn.. 1
1.1.1  Die Struktur von ERp29.........cooii 1
1.1.2  Vorkommen und biologische Funktionen von ERp29.................. 2
1.1.3  Die Rolle von ERp29 bei der Krebsentstehung und bei der
Krebsentwicklung ...........ocooiiiiiii i, 3
1.2 Das Endoplasmatische Retikulum und die
Proteinfaltungsmaschinerie...............coceiiiiiiiiiiii i, 4
1.3 Ein Beispiel fiir die Proteinfaltung im ER: Faltung und
Prozessierung von Thyreoglobulin..........................o 3
1.4 Stressantwort auf ungefalteten Proteine (UPR)........................ 6
1.5 Biologische und physiologische Bedeutung von ER-Stress und
UPR ... ?
1.5.1 ER-Stress und Immunitat................oo 9
1.5.2  ER-Stress und Lipidmetabolismus..............c..cooiiiiiiiiiiiin 9
1.6 Intrazelluldrer Proteinabbau...................ccooiiiiiiiiiiiin... 10
1.6.1 ER-assoziierte Degradation (ERAD)..............coooiiiiiiiiin 10
1.6.1.1 Erkennung von ungefalteten Proteinen......................... 11

1.6.1.2 Retro-Translokation von misgefalteten Proteinen in das

ZYTOSOL. ..t 12
1.6.1.3 Ubiquitin-Proteasome System (UPS): Definition,
Regulation und biologische Rolle............................... 12
1.6.2  Autophagie: Definition, Regulation und biologische Rolle............ 13
L7 Zelltod......oeineii e 14
1.7.1  Apoptose: Definition, Regulation und biologische Rolle................ 15
1.7.2  Nekrose: Definition, Regulation und biologische Rolle................ 16

1.8 Signalintegration im ER: Was ist entscheidend fiir Uberleben und
0 TG 17

1.9 Mechanismus und Regulation des Lipidstoffwechsels............... 19

2 Untersuchungsobjekt — das transgene Mausmodell.............. 22



3 Aufgabenstellung und wissenschaftliche Fragen.................

4 Material und Methoden

4.1

4.2

Material.......ooooiii
4.1.1 Chemikalien...........oooiiiiii e
4.1.2  PrimarantikOrPer........oviriiti it
413 SekundarantikOrper. ......oovvviiiii e
4.1.4  GroBen- und Molekulargewichtsstandards...................c..ooeen.
4.1.5 Enzyme. ... ..o
4.1.6  Farbstoffe.........ooiiiiii

4.1.7  Kits

4.1.8 PrimerS. ..o
4.1.9  Material fiir die Zellkultur...............cooiii
o U 0T Y 154 T3 s
4.1.11 Pufferund LOSUNGEN.......ovvviiiiiiii e,
4.1.12  Material fiir Western Blot...............coooiiiiiii i,
O T B € 1 v (O
Methoden. ... ..o
4.2.1 Tierhaltung und Zucht..............ooi

4.2.2  Primédre Phenotypisierung in German Mouse Clinic......................

423 Phenotypisierung von altersbedingten Veranderungen in ERp29KO

424  Molekularbiologische Methode - Genotypisierung mittels PCR......

4.2.4.1 Isolierung genomischer DNA.................ocoiiiiiit.
4.2.4.2 Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction -
PCR). .t
4.2.43 Analyse der PCR Produkte mittels DNA Agarose Gel
Elektrophorese. .........oooviiiiiiiii
4.2.5  Zellbiologische Methoden................ooooiiiiiiiiiiiiiii,
4.2.5.1 Anlegen von Primérkulturen aus Maus-Embryo-
Fibroblasten.............o.oooiiiiiiiii
4.2.5.2  Kultivieren und Passagieren von adherenten Zellen......
4.2.5.3  Einfrieren und Auftauen...................o..

4.2.5.4  Spontane Immortalisierung von Maus-Embryo-

Fibroblasten (MEF) mittels 3T3 Protokoll..................

23

24

24
25
26
26

26
26
27
27
27
28
28
29

30

30
30

32



4.2.6

4.2.7

4.2.8

4.2.9

42.5.5 Klonogenitdt Studien bei embryonalen Fibroblasten......

4.2.5.6  Untersuchung der radialen Zellmigration aus einem
Monolayer bei embryonalen Fibroblasten..................

4.2.5.7  Anlegen von Primérkulturen aus dermalen
Mausfibroblasten. ...

4.2.5.8  Isolierung von Follikeln aus der murinen Schilddriise...
4.2.5.9  Behandlung von Thyreozyten mit Tunicamycin...........
4.2.5.10  Zellkulturbasierte Analyse.............cccevviiiiiiiiininnn

4.2.5.11 Untersuchung der Caspase-3-Aktivitit in gestressten
Thyreozyten. .......oooeiinii e

4.2.5.12 Induktion von oxidativem Stress bei Fibroblasten.........

4.2.5.13 Nachweis der Apoptose und Nekrose mittels
Durchflusszytometrie............c.ooovviiiiiiii i,

Immunzytochemische Methode und Fluoreszenzmikroskopie:
Immunfarbung von Fibroblasten......................oooi

Proteinanalytische Methoden.....................oo,
4.2.7.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten.........................
4.2.7.2 Herstellung von murinen Organextrakten.....................

4.2.7.3 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Pierce ® 660
nm Protein assay Kit...............oooii

4.2.7.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS PAGE)......
4.2.7.5 Western Blot-Analyse...........cooovviiiiiiiiiiiiniianan.n

Analytische Methode: Konzentrationsbestimmung von
Wasserstoffperoxid im Medium mittels ferrous oxidation - xylenol
orange (FOX)-Analyse...........cooiiiiiiiiiie e,

Statistische Auswertung der Messdaten................cooooviiinnne.

5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung primérer und immortaler ERp29-defizienter

........................................................................

Spontane Immortalisierung primirer Maus-Embryo-Fibroblasten......
Charakterisierung der primdren MEF und der immortalen Zelllinien..

Charakterisierung der embryonalen Fibroblasten mittels
Fluoreszenzmikroskopie............cooviiiiiiiiiiiiiiii

Prédparation der dermalen Fibroblasten und ihre Charakterisierung
mittels Fluoreszenzmikroskopie..............ooooviiiiiiiiiiiiiinn..

Préaparation von Thyreozyten..............ccooiiiiiiiiiiiiii i

43

48



5.2

53

54

Untersuchung der Antwort auf oxidativen Stress in embryonalen
und adulten ERp29-defizienten Zellen.........................ooeell

5.2.1 Konzentrationsbestimmung von Wasserstoffperoxid im Medium
mittels ferrous oxidation - xylenol orange (FOX)-Analyse.............

5.2.2  Untersuchung der Antwort auf oxidativen Stress in embryonalen
Fibroblasten. ........co.ouiiiiiiii i

5.2.3 Untersuchung der Antwort auf oxidativen Stress in dermalen
Fibroblasten. ........c..ouiiiiiiiii i

5.23.1 FACS-Analyse......ccoovvuiiiiiiiiiiiiiiciie
5.2.3.2  Western Blot-Analyse............ccooviiiiiiiiiiiiiiinan.n

Inhibierung der N-Glykosylierung von Thyreoglobulin mittels
Tunicamycin-Behandlung......................ooonl.

Phenotypisierung der ERp29 Knockout Maus......................

5.4.1 Reproduktive Eigenschaften......................oooiiiiiiiin
5.4.1.1 Analyse der reproduktiven Erfolgsrate und der Wurfsgrofe.

5.4.1.2 Analyse der Genotyp-Verteilung bei Nachwuchs von
heterozygoter Verpaarungen und des elterlichen Verhaltens

5.4.2 Primire Phenotypisierung der ERp29 KO Maus in der German
Mouse CIRIC. ........coooiiiiii i

5.4.2.1 Steroid-MetaboliSmus...........cccvveiiiiiiiiiiiniiinen..

5.4.2.2 Klinisch-chemische Analyse von Blutplasma..................
5.4.2.3 Analyse der Energie-Balance........................cooeina.
5.4.2.4 Neurologische Phenotypisierung.................ccooovieiinnn.
5.4.2.5 Analyse des Verhaltens................cooeiiiiiiiiiiiiiiiinnnn.
5.4.2.6 Analyse der Lungenfunktion.....................oooeiiiiininn,
5.4.2.7 Skelett-Phenotypisierung...........cccooviiiiiiiiiiiiinnnnnnnn.
5.4.2.8 Kardiovaskuldre Phenotypisierung......................oeeee.

5.4.2.9 Immunologische Phenotypisierung...................ccoevnnnn
5.4.3 Altersbedingte Verdnderungen des Korpergewichtes.....................

5.4.4 Altersbedingte Verdnderungen der Chaperonen-Expression in
verschiedenen Organen der KO Maus............cooooviiiiiiiiinn,

5.4.4.1 Chaperonen- und Leptin-Expression im Gehim...............
5.4.4.2 Chaperonen-Expression im Herz................................

5.4.4.3 Chaperonen-Expression in Nieren............c.ccoeeieeennen...

58

67

71

72
72

73



5.4.4.4 Expression einiger ER-Chaperone und einiger
Fettstoffwechsel-Proteine in Leber.............................. 85

5.4.4.5 Expression einiger UPR-Proteine in sekretorischen Organen 87

6 Diskussion

6.1 Untersuchung der Funktion von ERp29 in der Zellkultur............ 88
6.1.1 Maus-Embryo-Fibroblasten als Modell fiir Studien der Rolle von
ERp29 bei der Krebsentstehung und beim oxidativen Stress.......... 88
6.1.1.1 Immortalisierung der ERp29-defizienten MEF............... 88
6.1.1.2  Charakterisierung primédrer und immortalisierter ERp29KO
MEF ... 90
6.1.1.3 Studien der Antwort auf oxidativen Stress bei embryonalen
Fibroblasten.............coooiiiiiiiiii 93
6.1.2 Dermale Fibroblasten als Modell fiir Studien der Rolle von ERp29
bei der Alterung und beim oxidativen Stress..............ocevvvvennnnn.. 96
6.1.3 Inhibierung der N-Glykosylierung des Thyreoglobulins mittels
Tunicamycin-Behandlung..................ooooiiiiiiiii 99
6.2 Phenotypisierung der ERp29 Knockout Maus........................ 101
6.2.1 Verhalten und Reproduktivitat................coooiiiiiiiiiiiii 101
6.2.2 Endokrinologie und Stoffwechsel......................ooo 103
6.2.3  Immunitdt... ... 104
6.2.4 Anatomie und Organfunktion.................ccooiiiiiiiiiiiii i, 105
6.3 Untersuchung der Proteinexpression in ERp29-defizienten
Organen mittels Western Blot..................cooiiii. 106
6.4 Ubersicht iiber die Effekte der ERp29-Abwesenheit in Maus. ...... 109
7 ZusammenfasSung............co.oiiiiiiiii i 113
8 Literaturliste.........oooiiiiiiii i 114
O ANNaNg...... ... 125
Anhang 1 FACS-Messung des Zelltodes bei MEF beim oxidativen Stress..... 125
Anhang 2 FACS-Messung des Zelltodes bei adulten dermalen Fibroblasten
beim oxXidativen Stress. .......ovuiieieiiiiii i 127
Anhang 3 Klinische Chemie............oooiiiiiii i, 128

Anhang 4  Studien von Energie-Metabolismus mittels indirekter Kalorimetrie. 129



Anhang 5  Neurologische Phenotypisierung.................ccooooii 129

Anhang 6 Analyse des Verhaltens. ... 130
Anhang 7 Analyse von Korperautbau mittels NMR......................... 131
Anhang 8 Lungenfunktion............oooiiiiiiiii e 131
Anhang 9 Kardiovaskuldre Phenotypisierung.............c...cooeviiiiiiiiiiinann.... 132
Anhang 10 Immunologische Phenotypisierung..............ccooevviviiiiiinnann... 133
Anhang 11 Studien der Nozizeption als Reaktion auf die Heizplatte............... 133
Anhang 12 Untersuchung der AUZeN...........iiuiiiiiiiii i 134
Anhang 13 HAmatolo@ie. .. ..ot 134

Abkiirzungsverzeichnis. ... 135



Literaturiibersicht

1 Literaturiibersicht

1.1 Endoplasmic Reticulum Protein 29 (ERp29)

1.1.1 Die Strukur von ERp29

Das Protein wurde urspriinglich aus humanem und aus Ratengewebe isoliert (Demmer et al.,
1997; Ferrari et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass ERp29 im Endoplasmatischen Retikulum
(ER) lokalisiert ist und ein Molekulargewicht von 24,8 kDa besitzt (Ferrari et al., 1998).
ERp29 gehort zur PDI-Familie, weil es eine gewisse Sequenzihnlichkeit zu den Mitgliedern
dieser Familie aufweist. ERp29 besitzt kein Thioredoxin-aktives Motiv CXXC, und, als
Folge dessen, auch keine Oxidoreduktase- und Isomerase-Aktivitit (Ferrari et al., 1998).

Das humane erp29 Gen befindet sich auf dem Chromosom 12q24.13 und kodiert fiir das
Protein mit 261 Aminosdureresten (Ferrari et al., 1998). ERp29 besteht aus einer redox-
inaktiven Trx-dhnlichen b-Domine und einer C-terminalen, o-helikalen D-Doméne (Abb. 1
(a)). Letztere enthélt eine ER-Riickfiithrung-Signalsequenz KEEL. Die zwei Dominen sind
durch eine flexible Schleife (Reste 149 - 159) miteinander verbunden (Barak et al., 2009).
ERp29 legt als Homodimer vor, dessen Monomere eine nicht-kovalente Interaktion

miteinander eingehen (Abb. 1 (b)) (Ferrari et al., 1998; Barak et al., 2009).

(b)

b-domain D-domain

Abbildung 1. Struktur von humanem ERp29 (Barak et al., 2009).

(a) Struktur eines ERp29-Monomers, mit der Reihenfolge der Sekundirstrukturelemente. Die Trx-ghnliche b-
Domaine ist links gezeigt und die helikale D-Doméne ist rechts gezeigt. Das Dimer ist in (b) gezeigt. (Das
Molekil ist um 90° im Vergleich zum Monomer in (a) gedreht). Die Strukturelemente, die an der Dimer-
Interaktion teilnehmen, sind markiert. B-Strénge sind gelb, a-Helicies sind in Rot hervorgehoben, Schleifen sind

in Griin dargestellt.

Die dreidimensionale Struktur von ERp29 zeigt eine grofe strukturelle Ahnlichkeit zu

seinem Ortholog Wind-Protein aus Drosophila melanogaster (Ma et al., 2003). Das Wind-
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Protein spielt eine wichtige Rolle wihrend der embryonalen Entwicklung bei der dorsal-
ventralen Differenzierung und fiir den Pipe-Transport aus ER zum Golgi. Pipe ist ein Golgi-
Resident Transmembranprotein Typ II, das ein Homolog des Heparan-Sulfat-2-O-
Sulfotransferase in Mammalia ist (Sergeev et al., 2001; Kobayashi et al., 1997; Ma et al.,
2003, Barnewitz et al., 2004).

1.1.2 Vorkommen und biologische Funktionen von ERp29

ERp29 wird ubiquitdr in allen Geweben von Mammalia exprimiert, eine besonders hohe
Expression wurde jedoch in sekretorischen Geweben (Leber, Gehirn, Niere, Speicheldriise,
Schilddriise usw.) festgestellt (Mkrtchian and Sandalova, 2006).

Ahnlich anderen Mitgliedern der PDI-Familie fungiert das ERp29 als Chaperon und Eskorte-
Protein, das vermutlich an der Stabilisierung des monomeren Connexin43 (Cx43) und seinem
Transport aus dem ER beteiligt sein soll. Cx43 ist ein gap juncnions-Protein, das multimere
Membran-Kanéle fiir die interzelluldire Kommunikation bildet. Seine Oligomerisierung findet
im Golgi statt. Assemblierung von Cx43-Monomeren zu gap junctions ist mit ihrer
Stabilisierung durch Disulfid-Briicken zwischen Doménen verbunden. ERp29 besitzt kein
katalytisches (CXXC) Motiv, das fiir die Bildung von Disulfid-Briicken notwendig ist. Es
wird vermutet, dass die Stabilisierung der monomeren Form von Cx43 durch die Interaktion
mit redox-inaktivem ERp29 stattfindet. ERp29 blockiert dabei Cys-Reste zwischen Domédnen
und verhindert so ihre Oligomerisierung im ER (Das et al., 2009).

Mehrere Autoren zeigten eine erhohte ERp29-Expression in durch Radioaktivitit (Zhang et
al., 2008), Dopamin (Dukes et al., 2008) und Homocystein (Hung et al., 2009) gestressten
Zellen, und schlieBen daraus eine Beteiligung dieses Proteins an der zelluldren Stressantwort
und, moglicherweise, einen Schutz gegen Stress (Zhang and Putti, 2010). Eine
Hochregulation von ERp29, nicht aber von PDI oder BiP, wurde auch beim ER-Stress in
Krebszellen festgestellt (Mkrtchian et al., 1998a; Shnyder et al., 2008). Dies weist auf eine
Abweichung des ERp29 von der klassischen ER-Stress-Antwort hin (siehe 1.4). Es wurde
gezeigt, dass die erhohte Expression von ERp29 den ER-Stressweg verdndert und zum
Wachstumsarrest flihrt. Einen direkten Einfluss von ER-Stress auf die Regulation der ERp29-
Transkrition konnte nicht nachgewiesen werden (Ferrari et al., 1998). Deshalb erfolgt die
Hochregulation von ERp29 unter ER-Stress-Bedingungen wahrscheinlich durch die
Beteiligung anderer regulatorischer Elemente, die bei diesem Stimulus betroffen sein
konnten. Eine Analyse des erp29-Promoters zeigte mehrere Bindungsstellen fiir eine Anzahl
verschiedener Transkriptionsfaktoren (z.B. GATA-1, Spl, E2F, CRE-BP1), die die basale

Expression von ERp29 durch ihre gemeinsame Aktivitét bestimmen (Sargsyan et al., 2002a).
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Der genaue Mechanismus der Transkriptionsaktivitit von ERp29 in verschiedenen
Gewebetypen oder in verschiedenen Zellen bleibt jedoch ungeklart.

Der néichste Aspekt der Funktion von ERp29, der zur Zeit in der Literatur diskutiert wird, ist
seine Beteiligung an der Befruchtung bei Rodenta. Mittels LSCM (laser scanning confocal
microscopy) und mittels Western Blot-Analyse wurde gezeigt, dass wiahrend des Reifens von
Spermien eine ERp29-Akkumulierung in Zellen des Nebenhodens stattfindet (Guo et al.,
2007). Die funktionelle Blockierung von ERp29 durch spezifische Antikorper verhinderte
das Durchdringen von Spermien in die Oozyte und reduzierte so die Befruchtungsrate bei
Maiusen (Ying et al., 2010). Demzufolge wird vermutet, dass ERp29 ein wichtiger Faktor fiir

die Reifung der Spermien und fiir die Spermium-Oozyt-Verschmelzung ist.

1.1.3 Die Rolle von Erp29 bei der Krebsentstehung und bei der Krebsentwicklung

In Krebszellen ist die ER-Homeostase durch verschiedene physiologische und pathologische
Faktoren, wie z.B. oxidativen Stress, DNA-Schaden, Ca2+-Entzug, onkogene Faktoren,
gestort. Unter diesen Bedingungen erfolgt eine Akkumulation von nicht-gefalteten und nicht-
nativ gefalteten Proteinen, was zum ER-Stress und demzufolge zur Aktivierung der ER-
spezifischen Signalwege fiihrt (Ron and Walter, 2007).

AuBerdem spielen epithelial-mesenchymale und mesenchymal-epitheliale Ubergiinge eine
Schliisselrolle im Krebsverlauf. Der epithelial-mesenchymale Ubergang steuert durch die
steigende Invasion die Verbreitung von Metastasen und durch die therapeutische Resistenz
der Krebsentwicklung bei, wihrend der mesenchymal-epitheliale Ubergang einen
entscheidenden Prozess fiir die nachfolgende Bildung von entfernten Metastasen darstellt
(Chaffer et al., 2007).

Der epithelial-mesenchymale Ubergang kann durch multiple oncogene Signalwege ausgeldst
werden. Dies sind: (1) der TGF-p Signalweg; (2) der (Wnt)/B-Catenin Signalweg; (3) der
AKT-Signalweg; und (4) der Notch-Signalweg (Polyak and Weinberg, 2009). Das
entscheidende molekulare Ereignis am Ende dieser Signalwege ist die Herunterregulierung
des Zell-Adhiasion-Molekiils E-Cadherin (Polyak and Weiberg, 2009; Brcken et al., 2009). In
diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die Uberexpression von ERp29 in
mesenchyméhnlichen MDA-MB-231 Brustkrebszellen in dem Verlust des mesenchymalen
Zellmarker-Vimentin und im Erwerben von epithelialem Zellmarker-E-Cadherin resultiert
(Bambang et al., 2009b). Der ERp29-gesteuerte mesenchymal-epitheliale Ubergang wurde
durch die Herunterregulation der Transkriptionsfaktoren Twist, Slug and Etsl charakterisiert
(Bambang et al., 2009b). Somit wurde gezeigt, dass ERp29 eine wichtige Rolle im
mesenchymal-epithelialen Ubergang in MDA-MB-231 Brustkrebszellen spielt.
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AulBlerdem wurde auch eine hohe Expression von ERp29 in einigen primédren Tumoren, wie
z.B. Basalzellenkrebs und Lungenkrebs, festgestellt (Cheretis et al., 2006; Shnyder et al.,
2008). Trotz mehrerer Untersuchungen ist die Rolle von ERp29 in der Tumorgenese nicht
aufgeklart bzw. zum Teil widerspriichlich. Eine onkogene Rolle von ERp29 in Brustkrebs
wurde Dbeispielsweise anhand der ERp29 Knockdown nicht-invasiven MCF-7
Brustkrebszellen mit einer verringerten Krebsbildung abgeleitet (Mkrtchian et al., 2008).
Durch spitere Studien wurde jedoch eine tumorsuppressive Wirkung von ERp29 durch die
ERp29-transfizierte MDA-MB-231 Xenotransplantante belegt (Bambang et al., 2009b). Es
wurde auch gezeigt, dass die Uberexpression von ERp29 indirekt in der
Transkriptionsaktivitit von Genen mit supressiver Funktion (E-Cadherin und Milz Tyrosin
Kinase) resultieren konnte. AuBlerdem inhibiert ERp29 den epidermalen Wachstumsfaktor
(uPAR)/B-Integrin Komplex, der die Zellmigration und die Zellinvasion fordert (Gondi et al.,
2007). Diese Daten unterstiitzen jedoch die Annahme {iber die Rolle von ERp29 als neuer

Modulator von mehreren Signalwegen.

1.2 Das Endoplasmatische Retikulum und die Proteinfaltungsmaschinerie
Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist eine Organelle mit wichtigen biosynthetischen
und Signalfunktionen in eukaryotischen Zellen. Das ER ist nicht nur der grof3te intrazellulédre
Ca®" -Speicher, sondern bietet auch eine geeignete Umgebung fiir die Synthese, Faltung und
Modifikationen von Proteinen, die fiir die Seckretion oder fiir das Einbauen in die
Plasmamembran bestimmt sind. AuBlerden ist das ER der wichtigste Ort in der Zelle fiir die
Biosynthese von Steroiden, von Cholesterol und von Lipiden (Berridge, 2002).

Faltung und Assemblierung von Polypeptiden im ER werden von mehreren Chaperonen und
Ca’"-bindenden Proteinen unterstiitzt und iiberwacht. Gefaltete Proteine miissen eine strenge
Kontrolle durch die evolutiondr konservierte ER-Qualitdtskontrolle bestehen. Dazu gehoren
drei Klassen von Proteinen: Faltungsenzyme, molekulare Chaperone und Lektine (Calnexin,
Calretikulin, EDEM). Die bedeutendsten Beispiele von Foldasen sind cis-trans peptidyl-
prolyl Isomerasen und Proteindisulfidisomerasen (PDI).

Molekulare Chaperone ermdoglichen die Proteinfaltung durch die Abschirmung der
ungefalteten Regionen von umgebenden Proteinen und verhindern die Proteinaggregation
durch Interaktion mit hydrophoben Bereichen. Sie werden in mehreren Gruppen unterteilt:
HSP70 Chaperone im ER sind BiP, Lhs1p und GRp170 (Schroder and Kaufman, 2005). BiP
nimmt zudem an der Translokation von freiwerdenden Polypeptidketten in das ER teil.

HSP90 Chaperone (z.B. GRp94/Endoplasmin) erkennen eine Vielzahl von Peptidsubstraten
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(abgestimmt mit anderen Chaperonen, wie z.B. BiP) und erleichtern eine Présentation von
immunogenen Peptiden an MHC Klass 1 Komplexen. Zusitzlich besitzt PDI die
Eigenschaften eines Faltungsenzyms und molekularen Chaperons zugleich. PDI oxidiert Cys-
Reste in freiwerdenden Proteinen, was in der Bildung von intra- und intermolekularen
Disulfid-Briicken  resultiert, wéihrend reduzierte @PDI  wiederum durch die
Thioloxidoreduktase ERO1 oxidiert wird. ERO1 iibertrigt reduzierte Aquivalente zum
molekularen Sauerstoff und erzeugt dabei eine stochiometrische Menge an H,O,. Dies fiihrt
zu einer Abnahme des reduzierten Gluthation-Pools (Sevier and Kaiser, 2008).

Der Calnexin/Calretikulin-Zyklus kontrolliert die Konformation von Glykoproteinen und
bestimmt, ob ein Protein zum Golgi oder zur ER-assoziierten Degradation (ERAD)
transportiert wird.

Die Abweichungen in ER-Funktion verursachen mehrere Krankheiten, die in vier Klassen
unterteilt werden (Ubersicht bei Schroder und Kaufman, 2005):

1. Mutante Transportmolekiile. Mutationen in Transportmolekiilen resultieren im
Zuriickhalten der Beladung im ER. Dazu gehdren solche Krankheiten, wie Zystische
Fibrose, Amyloide Toxizitdt und Autosomal-dominante Diabetes bei Akita-Maus.

2. Fehlerhafte ER-Faltung und Transportmaschinerie verhindern, dass ein Wildtyp
Protein sein Ziel erreicht. Ein typisches Beispiel fiir diese Krankheitsklasse ist die
Faktor V—und Faktor VIII-Defizienz durch die Mutation im Lektinkomplex.

3. Fehlerhafte UPR-Signalgebung. Diese Krankheiten werden durch den Ausfall
einer UPR-Achse (unfolded protein response) verursacht. Das ist als Beispiel
Insulin-unabhingiger Diabetes (Wolcott-Rallison Syndrom), bedingt durch die
Kinase-Mutation in PERK-Achse.

4. Hemmung adaptiver Antwort, die durch UPR reguliert wird. Polyglutamin-
Wiederholungen verursachen proteasomale Dysfunktion, das zum Ausfall einer
UPR-Achse fiihrt und, als Folge dessen, zur Apoptose-Aktivierung durch das ASKI.
Diese Art der Storung verursacht neurodegenerative Krankheiten, wie z. B.

Huntington’s Krankheit, Spinobulbare muskulare Atrophie u.a.

1.3 Ein Beispiel fiir die Proteinfaltung im ER: Faltung und

Prozessierung von Thyreoglobulin
Thyreoglobulin (Tg) ist ein komplexer Klient der ER-Faltungsmaschinerie. Es ist das meist
sekretierte Protein von Thyreozyten. Es handelt sich hierbei um ein extrem grof3es

Glykoprotein, das 13 % der gesamten Proteinsynthese ausmacht und als Vorldufer-Protein
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fiir die Synthese von Thyreoidhormonen und als Jod-Speicher dient (Dunn et al., 1985). Ein
Tg-Molekiil besteht aus 2750-Aminosdureresten, das grole Verdnderungen durchmacht,
bevor es in das follikulare Lumen als 660 kDa Homodimer freigesetzt wird (Malthiery et al.,
1989). Es enthélt bis zu 60 intramolekulare Disulfid-Bindungen und 10 - 15 N-gebundene
Oligosaccharide pro Tg-Molekiil, woraus ein grof3es Potential fiir MiB3faltungen erzeugt wird
(Kim and Arvan, 1995). Daher kann die Faltung von Tg als eine anspruchsvolle Aufgabe fiir
Chaperone und Faltungsenzyme betrachtet werden.

Tg ist aufgrund eines hohen Expressionsgrades und wegen auBlergewohnlicher Langsamkeit
beim Ausreifen der quarterndrer (dimerische) Struktur ein hervorragendes Modell zur
Untersuchung der Proteinfaltungsmaschinerie und des Exports aus dem ER. Die
Untersuchung der Tg-Faltung ermdglicht auBerdem Studien von einzelnen kinetischen
Stadien normaler Polypeptid-Faltung im ER in nicht-transformierten und nicht-infizierten
Zellen. Fiir die Faltung von Tg ist eine starke Unterstiitzung von Chaperonen erforderlich.
Mittels DTT fiir die langsame Auflosung von Aggregaten in vivo wurde gezeigt, dass
Calnexin und BiP als sequenzielle molekulare Chaperone in der Tg-Faltung fungieren (Kim
and Arvan, 1995). Andere Faltungsfaktoren sind GRp170, GRp94, ERp72, ERp29 und
Calreticulin (Kuznetsov et al., 1994; Sargsyan et al., 2002b; Baryshev et al., 2006; Christis et
al., 2008). Die Faltung von neusynthetisierten Tg-Molekiilen verlduft langsam. Fiir die
oxidative Faltung sind 60 - 90 min notwendig (Di Jeso et al., 2003), weil die Halbwertszeit
des ER-Golgi-Transports etwa 90-120 min betrégt.

1.4 Stressantwort auf ungefalteten Proteine (UPR)

Eine gesunde, ungestresste Zelle passt stindig ihre Proteinsynthese- und Degradation-
Kapazitit an, um eine Anhdufung von falsch gefalteten Proteinen zu vermeiden und um ihre
Homeostase aufrechtzuerhalten. Mehrere physiologische und pathologische Zustinde,
einschlieBlich Hypoxia, Ca®"-Entzug aus ER, oxidativer Stress, virale Infektion usw. konnen
eine Gleichgewichtsstorung zwischen ER-Beladung und ER-Faltungskapazitit verursachen.
Als Folge deren findet eine Akkumulierung von ungefalteten Proteinen im ER-Lumen statt,
die ER-Stress verursacht. Als Antwort auf ER-Stress wird eine evolutiondr konservierte
Signalkaskade aktiviert, auch bekannt als unfolded protein response (UPR) (Verfaillie et al.,
2010).

Drei transmembrane Proteine leiten das durch die Akkumulierung von ungefalteten Proteinen
entstandene Signal durch die ER-Membran (Abb. 2). Die ER-lumenale Doméne des Typ I
Transmembranproteins IRE1 und PERK sind ER-Stress regulierte Oligomerisationsdoménen

(Liu et al., 2002). Der Typ Il Transmembranprotein-aktivierende Transkriptionsfaktor 6
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(ATF6) enthdlt zwei unabhingige ER-Stress-regulierte Golgi-Lokalisierungssequenzen
(GLS) (Shen et al., 2002).

Im inaktiven Zustand sind die lumenalen Doménen von IRE1 und PERK mit BiP assoziiert.
Nach dem ER Stress 16st sich das BiP durch den Uberschuss von ungefalteten im ER-Lumen
Proteinen von den lumenalen Doménen der IRE1 and PERK ab. Dabei findet eine
Oligomerisation von IRE1 und PERK sowie die Aktivierung ihrer proximalen

Signaltransducer statt.
BiP
BiP o

IRE1

ER Lumen

-~ T 2N

S2P > Phosphorylierung
MAPK- von e[F2a

ATF6 Kaskade
Annondan\ er
Antwort ATF
SREBP'? XBP1 Zellzyklus

CHOP Al"]l"‘““ G1-Phase l
CHOP
Autophagie
Lipid-Synthese
Ltpoptose (EDE“)
Apoptose
Phospholipid-

ER-Qualititskontrolle Synthese,
ER/Golgi-Biogenese

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Signaltransduktionswege wihrend UPR
Im Schema sind drei UPR-Achsen dargestellt: BiP - ATF6 (grau), BiP — PERK (rot) und BiP — IRE1 (griin).
Uber diese Achsen werden mehrere zellulidre Signaltransduktionswege aktiviert, die entweder in der Anpassung

der Zelle auf ER-Stress und in ihrem Uberleben, oder im programmirten Zelltod resultieren.

Laut diesem Modell ist die Interaktion von BiP mit seinen Substraten kurzlebig. Daher sind
fiir eine Freisetzung von IRE1 und PERK nur kleine Schwankungen in der freien BiP-
Population notwendig. In IREla iiberlappen sich teilweise die Doménen, die fiir die
Signaliibertragung, Oligomerisierung und BiP-Bindung notwendig sind (Liu et al., 2002).
Dabei kann BiP ein wichtiges Oligomerisierungsmotiv in IREla sogar maskieren und es in
seinem inaktiven monomeren Zustand halten (Ma et al., 2002). Die Oligomerisierung von
IRE1 resultiert in einer trans-Autophosphorylierung, die zur Prozessierung der uXBP1
(unspliced XBP1) fiihrt (Calfon et al., 2002). sXBP1 (spliced XBP1) kodiert den

Transkriptionsfaktor XBP1, der die Transkription von mehreren Genen reguliert. Diese Gene
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sind an der ER-Qualitdtskontrolle, der ER/Golgi-Biogenese, und auch an den ERAD-
Komponenten, der redox-Homeostase und der Antwort auf oxidativen Stress beteiligt (Lee et
al., 2005; Acosta-Alvear et al., 2007). Eine anhaltende Aktivierung von IREIl ist zur
Weiterleitung der MAP-Kinase-Kaskade fahig. Dabei dient das IRE1 als molekulare
Plattform fiir die Rekrutierung des Adaptor-Proteins TRAF2 und der E3 Ubiquitin-Ligase,
die zur Aktivierung von ASK1 (Apoptose-Kaskade), von MAP3K und von JNK/p38 MAPK
Signaltransduktionsweg fiihrt. In Abhéngigkeit vom zelluliren Zustand ermoglicht eine
Aktivierung von JNK entweder die Aktivierung der Autophagie, oder beglinstigt Apoptose
als Antwort auf einen anhaltenden oder irreversiblen ER-Stress.

Die Aktivierung von PERK induziert Veranderungen seiner Konformation und erhéht somit
seine Affinitdt fiir eIF2a. Phosphorylierung von elF2a am Ser51 durch PERK resultiert in
einem schnellen Umschalten von der normalen Translation auf ER-Stress und auf Arrest in
der Gl-Phase des Zellzyklus (DuRose et al., 2009). PERK phosphoryliert zusétzlich zu
elF2a auch NRF2. Diese Phosphorylierung begiinstigt eine Dissoziation von Keapl, was zur
Akkumulierung von Nrf2 im Zellkern fiihrt. Dort bindet NRF2 an Promoter der Gene, die fiir
detoxifizierende Enzyme, wie z.B. HO-1 (heme oxygenase 1), kodieren (Ishii et al., 2000).
Dies zeigt, dass die PERK-Achse widhrend der UPR in zwei parallele
Signaltransduktionswege divergieren kann: PERK-elF2a-ATF4-CHOP, der zur Apoptose
filhrt, und PERK-NRF2, deren Rolle im ER in einer Anpassung an den oxidativen Stress
besteht.

Alle Isoformen von ATF6 (ATF6o und ATF6B) kommen in allen Zelllinien als Typ II
transmembrane Proteine vor. ATF6 ist auf dhnliche Art und Weise wie PERK oder IRE1
reguliert. Die Unterschiede bestehen darin, dass BiP nicht die Aktivitit von
Oligomerisierungsdoménen in ATF6, sondern die Aktivitit von zwei Golgi-
Lokalisierungssequenzen GLS1 und GLS2 reguliert. Unter normalen Bedingungen bindet
BiP nur an GLS1. In Abwesenheit von BiP beim ER-Stress dominiert GLS2, was in der
Translokation von ATF6 zum Golgi und seiner Spaltung durch S1P (site I protease) und S2P
(site 2 protease) resultiert (Shen et al., 2002). Das N-terminale zytosolische ATF6-Fragment
reguliert Aktivitdt transkriptioneller Zielmolekiile (XBP1) und der Proteine, die sowohl
Chaperon-Aktivitét, als auch den Abbau von ER-Proteinen steigern. Dadurch spielt das
ATF6 eine wichtige Rolle bei der ,,Erholung® vom akuten ER-Stress und der Anpassung der
Zellen an den chronischen ER-Stress. Aullerdem wirkt die ATF6-Aktivierung dem SREBP
etgegen und unterdriickt seine lipogene Funktion (Schroder and Kaufman, 2005).
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1.5 Biologische und physiologische Bedeutung von ER-Stress und UPR
ER-Stress und ER-Homeostase sind fiir die Aufrechterhaltung der Kdorperfunktionen auf

mehrern Ebenen notwendig.

1.5.1 ER-Stress und Immunitit

Es gibt immer mehr Beweise, die einen Zusammenhang zwischen ER-Stress und der
Funktion des Immunsystems zeigen. Dabei spielen Glukokortikoide der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse eine entscheidende Rolle. Die molekulare Basis dieser
Erreignisse ist noch nicht genau geklért. Bekannt ist aber, dass dabei eine Aktivierung von
ATF6 und XBP1 stattfindet, die die Expression von Zytokinen beeinflussen (Smith et al.,
2008; Zhou et al., 2010).

1.5.2 ER-Stress und Lipidmetabolismus

Ein Uberfluss an Nahrung und an Energie stimuliert Fett-Synthese und fiihrt zur Supression
der Proteinsynthese (Fu et al., 2011). Eine steigende Lipidsynthese fiihrt zur Akkumulierung
von Cholesterol in ER-Membranen, fordert ER-Stress und aktiviert die UPR (Abb. 3). Dabei
findet wahrscheinlich eine Aktivierung des IRE1-JNK-Signalweges statt, der seinerseits die
Signaliibertragung abwirts vom Insulin-Rezeptor unterdriickt (Scheuner et al., 2005).

Die PERK-vermittelte eIF2a-Phosphorylierung und ATF6-Aktivierung wirken dem SREBP2
entgegen. SREBPs kontrollieren mehrere Signalwege des Lipidstoffwechsels in tierischen
Zellen. Sie sind mit ER verbunden und teilen Aktivierungskomponenten mit UPR (Ye et al.,
2000).

UPR begiinstigt eine Expansion von Lipidkomponenten in der Zellmembran. Die Rolle von
IRE1 und XBP1 in der Proliferation von Endomembranen und in der Phospholipid-
Biosynthese ist in Mammalia konserviert (Sriburi et al., 2004). Dies erkldrt wahrscheinlich
die essenzielle Rolle von XBP1 bei der Entwicklung von mehreren Typen sekretorischer
Zellen (Lee et al., 2005). Es bleibet dennoch unklar, welche Effekte begiinstigen die UPR-
Aktivierung. Entweder passiert es infolge einer indirekten Storung der Proteinfaltung im ER-
Lumen, oder es konnten IRE1, PERK oder ATF6 direkt die Verdnderungen in der

Lipidzusammensetzung des ER-Bilayers erkennen (van der Sanden et al., 2003).



Literaturiibersicht

) T Cholesterol /
T Adipose Phospholipid Rate
ER-Stress @
IRE1 eIF2a (P )
@ SREBP
Insulin-Aktivitit Phospholipid-Biosynthese
4
Biogenese der Biosynthese von
| Cholesterol / ER-Membran Cholesterol und Fettsiiuren
Phospholipid Rate
A J ¥
ER-Stress T Cholesterol /
l Phospholipid Rate

Abbildung 3. Schema der Zusammenhinge zwischen ER Stress und Lipidmetabolismus

(Ron and Walter, 2007).

Akkumulierung von Cholesterol in der ER-Membran fiihrt zum ER-Stress. ER-Stress aktiviert IRE1, dass zur
Erhohung der XBP1-abhingigen Phospholipid-Biosynthese und zur Aktivierung von JNK fiihrt. Durch die
Phosphorylierung von IRS1 (insulin receptor substrate-1) unterdriickt JNK die Insulin-Signalwirkung und fiihrt
so zur Insulin-Resistenz. Die PERK-vermittelte Phosphorylierung von elF2a wirkt der Aktivierung von SREBP

entgegen und reduziert dadurch die Cholesterol-Synthese.

1.6 Intrazellulirer Proteinabbau

Die Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes zwischen der Proteinsynthese und dem
Proteinabbau ist grundlegend wichtig fiir die korrekte Zellfunktion, die zellulire Homeostase
und das Uberleben der Zellen in wechselnder extrazellulirer Umgebung. Zwei Systeme
fithren in fast allen Zelltypen zu einem kompletten Abbau von intrazelluldren Proteinen: den
ER-assoziierten Proteinabbau (ERAD) durch das Ubiquitin-Proteasome System (UPS) und
das Autophagie-lysosomales System (Meusser et al., 2005; Orenstein and Cuervo, 2010;
Korolchuk et al., 2010).

1.6.1 ER-assoziierte Degradation (ERAD)
ERAD ist ein zelluldrer Signaltransduktionsweg, der falsch gefaltete ER-Proteine zur
Ubiquitinylierung und danach zum proteasomalen Abbau lenkt. ERAD besteht aus drei

10
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Schritten: Erkennung von falsch gefalteten Proteinen im ER, Retro-Translokation in das

Zytosol und Ubiquitin-abhéngiger Abbau durch die Proteasomen.

1.6.1.1 Erkennung von ungefalteten Proteinen

Erkennung von ungefalteten Proteinen durch BiP

BiP hat eine N-terminale ATPase und eine C-terminale Substrat-bindende Doméne. In der
ADP-bindenden Form hat BiP eine hohe Affinitét fiir die Proteinsubstrate. Substrate binden
an BiP und stimulieren seine ATPase-Aktivitit. Ein Wechsel von ADP zu ATP setzt das
Substrat von BiP frei. Die nachfolgende ATP-Hydrolyse bringt BiP zu der ADP-bindenden
Form zuriick. Beide Reaktionen, Nukleotidwechsel und ATP-Hydrolyse, werden durch Ko-
Chaperone und Nukleotid-Austauschfaktoren reguliert (Schroder and Kaufman, 2005).

BiP wechselt zwischen monomeren und oligomeren Zustinden. Im oligomeren Zustand ist
BiP durch die Phosphorylierung und ADP-Ribosylierung post-translationall modifiziert. Nur
monomeres unmodifiziertes BiP assoziiert mit ungefalteten Proteinen (Hendershot et al.,
1988). Die Akkumulierung von ungefalteten Proteinen erhoht die Population von
monomerem BiP. Hierbei dient vermutlich das oligomere BiP als eine Speicherpopulation fiir
die monomere Form (Gething, 1999). Dies ist das erste Ereignis bei der Signaltransduktion
als Antwort auf die Akkumulation von ungefalteten Proteinen im ER-Lumen.

Erkennung von ungefalteten Proteinen durch UGGT

In Gegensatz zu BiP erkennt UGGT gleichzeitig zwei Merkmale bei ungefalteten Proteinen:
freiliegende hydrophobe Sequenzen und Oligosaccharid-Reste. UGGT erkennt den N-
Acetylglucosamin Rest (Sousa and Parodi, 1995). Die strukturelle Flexibilitdt dieses Restes
und der benachbarten Aminoséurereste kann der bestimmende Faktor bei der Erkennung von
ungefalteten Proteinen durch UGGT sein (Wormald and Dwek, 1999)

Falsch gefaltete oder, im Falle von multimeren Proteinen, nicht korrekt oligomerisierte
Proteine werden durch ERAD in das Cytosol transportiert und weiter durch Proteasome
abgebaut.

Erkennung von ungefalteten Proteinen durch Mitglieder der PDI-Familie

Mitglieder der PDI-Familie sind multi-Doméne Proteine mit katalytischen a- und nicht-
katalytischen b-Doménen. Dabei ist die b’-Domine von PDI notwendig und ausreichend fiir
die Bindung kleiner Peptide, wihrend die zwei katalytischen Doménen vermutlich zur
Bindung von groBeren Peptiden und nicht-nativen Proteinen beitragen. Die Bindugsspezifitit
von PDI basiert vermutlich auf hydrophoben Wechselwirkungen mit Peptiden. Speziell in der
PDIb’-Doméne wird dies wahrscheinlich durch die Anreicherung hydrophober Aminoséuren

in der Substratbindungstasche verursacht (Hatahet and Ruddock, 2007). Hinsichtlich der

11
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Substrat-Bindungsspezifitit der iibrigen PDI-Familienmitglieder existieren dagegen nur
wenige Erkenntnisse.

Erkennung von ungefalteten Proteinen durch ERp29

Das ERp29 gehort zur PDI-D-Subfamilie der PDI-Proteine. Diese Unterteilung erfolgte
aufgrund der Pridsenz einer C-terminalen D-Doméne (sieche 1.1.1). Mittels
Immunprézipitation wurde eine Interaktion von ERp29 mit einigen ER-Proteinen, unter
anderem mit BiP, nachgewiesen. Der Mechanismus dieser Erkennung ist zwar unklar, es
wird jedoch vermutet, dass ERp29 als Homodimer ein Bindungspotenzial besitzt (Mkrtchian
et al., 1998b). Ein indirekter Hinweis auf ERp29-Erkennungsmotiv wurde durch die Studien
von seinem Ortholog Wind-Protein aus Drosophila melanogaster erhalten (Barnewitz et al.,
2004). Es wurde festgestellt, dass die D-Doméne aus murinem ERp29 funktionell die D-
Domine von Wind-Protein im Pipe-Prozessing ersetzen kann. Die Bindungseigenschaften
dieser Proteine sind vermutlich auf die Arg®”,- Arg*'®- und Leu™” -Reste zuriickzufiihren
sind, da die Mutagenese dieser Reste im Wind-Protein den Pipe-Transport zum Golgi
verhindern konnte. AuBlerdem sind diese Aminosdurereste in allen PDI-D-Proteinen hoch

konserviert sind (Barnewitz et al., 2004).

1.6.1.2 Retro-Translokation von misgefalteten Proteinen in das Zytosol

Da das Ubiquitin-Proteasome System im Zytoplasma lokalisiert ist, werden falsch gefalteten
Proteine aus dem ER in das Zytosol zuriicktransportiert. Der Proteinkomplex Sec61 bildet
Kanile, die fiir den Transport von misgefalteten Proteinen notwendig sind. Damit dieser
Transport stattfinden kann, ist eine Polyubiquitinylierung der misgefalteten Proteine
notwendig. Dies wird durch die Ubiquitin-bindenden Faktoren gewihrleistet (Liu and Ye,

2011).

1.6.1.3 Ubiquitin-Proteasome System (UPS): Definition, Regulation und biologische
Rolle

UPS ist ein zytosolischer Proteasen-Komplex, der aus mehreren Untereinheiten besteht und
den Abbau von Ubiquitin-markierten Proteinen erlaubt. Ubiquitin ist ein Polypeptid, das aus
76 Aminosdureresten besteht (Ciechanover et al., 1980). Die Spezifitit und die Selektivitit
dieser Markierung wird durch drei Enzyme gewdhrleistet: E1 (Ubiquitin-aktivierende
Enzym), E2 (Ubiquitin-konjugierende Enzym) und E3 (Ubiquitin-Ligase) (Lowe et al., 1995;
2010; Nijholt et al., 2011). Durch die Ubiquitinylierung werden die UPS-Substrate markiert
und zu den Proteasomen transportiert. Die Untereinheiten des proteosomalen regulatorischen

Komplexes erkennen den Ubiquitin-Tag, entfernen ihn und vermitteln eine Entfaltung des
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Substrates. Dies ermdoglicht den Zugang zum katalytischen Bereich eines Proteasoms
(Pickart, 2001; Pickart and Eddins 2004).

Durch Proteasome werden Proteine zu Oligopeptiden abgebaut, die spéter in das Zytoplasma
oder in das Nukleoplasma freigesetzt werden und dort mit Hilfe von 16slichen Peptidasen zu
Aminosduren abgebaut werden. Mit bestimmten Ausnahmen sind die meisten Proteasom-
Substrate kurzlebige Proteine, wie z.B. neu synthetisierte, falsch gefaltete und regulatorische
Proteine, die in die Zellteilung, in die Signaliibertragung und in die Transkription involviert
sind. Phosphorylierte und oxidierte Proteine werden auch bevorzugt durch diese zytosolische

Proteasen abgebaut (Orenstein and Cuervo, 2010; Korolchuk et al., 2010).

1.6.2 Autophagie: Definition, Regulation und biologische Rolle

Autophagie ist einer von mehreren Mechanismen fiir die Aufrechterhaltung der zelluldren
Homeostase. Dieser Signaltransduktionweg ist kein direkter Zelltodweg, sondern ein
evolutiondr konservierter, partieller Selbstverdau. Vermittelt durch den lysosomalen Abbau
ist dieser Weg fiir die Degradation von langlebigen zelluldren Proteinen und Organellen
verantwortlich. Der Begriff ,,Autophagie” umfasst drei Prozesse: Mikroautophagie,
Makroautophagie und Chaperon-vermittelte Autophagie.

Mikroautophagie ist am besten in Hefe untersucht, kommt aber auch in Sdugerzellen vor.
Fiir Mikroautophagie ist ein nichtspezifischer Transfer von cytosolischen Komponenten in
ein Lysosom von Bedeutung (Dubouloz et al., 2005). Der Abbau von Substraten findet hier
durch die lysosomalen Hydrolasen statt (Ahlberg and Glaumann, 1985; Uttenweiler et al.,
2007).

Wihrend der Chaperon-vermittelten Autophagie (CMA chaperone-mediated autophagy)
findet ein selektiver Abbau von spezifischen Substraten (z.B. zytosolische Proteine) statt.
Dieser Autophagie-Typ wurde bisher nur fiir Sdugerzellen beschrieben (Orenstein and
Cuervo, 2010). Die selektivitdit der CMA wird durch zwei Faktoren festgelegt: Durch die
Prisenz einer Erkennungsequenz KFERQ an Substrat-Proteinen und durch die Tatsache, dass
die entfalteten Proteine eines nach dem anderen in das lysosomale Lumen eintreten kdnnen.
Die KFERQ-Sequenz wird durch eine Gruppe von Chaperonen und Ko-Chaperonen erkannt,
deren wichtigste Mitglieder Hsc70 und HSP90 sind. Hsc70 steuert die CMA-Substrate zu
den Lysosomen, interagiert mit dem CMA-Rezeptor und ermdglicht so wahrscheinlich die
Substrat-Entfaltung. HSP90 ist nicht nur fiir die Substrat-Entfaltung verantwortlich
(Agarraberes and Dice, 2001), sondern stabilisiert auch die wesentlichen Komponenten des

Translokationskomplexes (Bandyopadhyay et al., 2008).
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Makroautophagie ist der meist untersuchte und wichtigste Typ der Autophagie, der zur
Bildung von Doppel-Membran-Strukturen (Autophagosomen) fiihrt. Sie beinhalten
zytosolisches Material, das in den Lysosomen abgebaut wird. Durch diesen Abbau kann eine
selektive Beseitigung von beschiddigten Organellen und eine nicht selektive Degradation von
l6slichen zytosolischen Proteinen gewéhrleistet werden. (Uttenweiler et al., 2007).
Die Regulation der Autophagie beruht auf mehreren Autophagie-spezifischen Genen (atg),
die durch einen hohen Konservierungsgrad zwischen verschiedenen Spezies gekennzeichnet
sind (He and Klionsky, 2009). Autophagie kann in vier Stadien unterteilt werden:
1. Induktion: Durch externe/interne Impulse (z.B. Mangel an Nahrstoffen) wird mTOR
inhibiert, das zur Induktion der Autophagie fiihrt (Hoyer-Hansen and Jaitteld, 2007).
2. Beim nédchsten Stadium wird die Bildung von Autophagosomen durch PI3K und
ATG6, bekannt auch als ,,.Beclinl“, eingeleitet. Dabei werden cytosolische Proteine
und Organellen in die Vesikel eingeschlossen. Der Ursprung dieser Vesikel ist noch
unklar, sie konnten aber vom ER stammen (Hoyer-Hansen and Jaitteld, 2007; Lepine
et al., 2011). Fiir die Bildung von Autophagosomen ist aulerdem ein multumerer
Komplex aus ATGS5-ATG12-Dimer und ATGI6L notwendig. Zuséitzlich ist das
ATGS zur Aktivierung der Apoptose fahig (Eisenberg-Lerner et al., 2009).
3. Andockung und Verschmelzung mit Lysosomen. Der Inhalt von Autophagosomen
16st sich in Lysosomen durch den Abbau durch lysosomale Proteasen.
4. Beim letzten Stadium findet ein Zerfall von autophagischen Vesikeln statt.
Obwohl schon unter normalen Bedingungen ein bestimmtes Level der Makroautophagie und
der CMA Aktivitidt in verschiedenen Zellen und Gewebetypen detektierbar ist (basale
Autophagie), werden beide unter Stressbedingungen maximal aktiviert (induzierte
Autophagie). Die Aktivierung dieser Signaltransduktionswege ist oft sequentiell, vermutlich
gibt es einen cross-talk zwischen Makroautophagie und CMA (Kaushik et al., 2008). Eine
Blockierung dieser beiden Formen der Autophagie hat eine direkte Auswirkung auf die
proteasomale Aktivitit. Es wurde eine Anhdufung von polyubiquitinierten Proteinen wéihrend
der akuten Phase der CMA-Blockade beobachtet. Oft ist das eine Form von

Proteinaggregaten, die durch das Proteasom-System beseitigt wird (Korolchuk et al., 2009).

1.7 Zelltod
Dauerhafter ER-Stress beeintrichtigt die Schutzmechanismen, die die korrekte Proteinfaltung
und die Degradation defekter Proteine gewihren. Dies fiihrt schlieBlich zur Fehlfunktion von

Organellen und zum Zelltod. Untersuchungen zum Zelltod haben eine lange
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wissenschaftliche Geschichte seit Anfang des 19. Jahrhunderts. Die erste morphologische
Klassifizierung verschiedener Zellarten wurde von Schweichel und Merker (1973)
unternommen. Dabei unterteilten sie den Zelltod in drei Typen: Typ I Zelltod verbunden mit
Heterophagie, Typ II Zelltod verbunden mit Autophagie und Typ III Zelltod ohne
Verdauung. Mittlerweile werden, gemdll den neuesten morphologischen und biochemischen
Erkenntnissen, Apoptose, Autophagie (siche 1.6.2.) und Nekrose unterschieden (Kroemer et
al., 2005).

1.7.1 Apoptose: Definition, Regulation und biologische Rolle

Die haufigste und bisher am besten definierte Zelltodart ist die Apoptose, die 1972 erstmalig
beschrieben wurde (Kerr et al., 1972). Apoptose (oder programmierter Zelltod) ist ein in
eukaryotischen Zellen evolutionir konserviertes Programm, das zur Eliminierung der
betroffenen Zelle fiihrt.

Der programmierte Zelltod ist sowohl in verschiedenen Entwicklungsstadien, als auch im
adulten Zustand erforderlich, um defekte oder entartete Zellen kontrolliert zu entfernen.
Dadurch kann das Gleichgewicht zwischen proliferierenden und sterbenden Zellen
geschaffen werden. Die Apoptose hat eine zentrale Stellung bei der Regulation des
Immunsystems und wirkt durch die Eliminierung autoreaktiver sowie nicht mehr benétigter
aktivierter T-Zellen Autoimmunerkrankungen entgegen. AuBlerdem werden entartete oder
mit Viren infizierte Zellen durch die Apoptose beseitigt und so grofler Schaden, wie z.B. eine
Tumorbildung, verhindert. Dementsprechend sind die Storungen von apoptotischen
Prozessen fiir viele Krankheitsbilder charakteristisch. Tumorzellen entwickeln oft wihrend
der Tumorgenese eine Resistenz gegeniiber bestimmten Apoptose-Stimuli (Brown and
Attardi, 2005).

Zu morphologischen Charakteristika der Apoptose gehoren ein Abrunden und Abldsen der
Zellen und eine Reduzierung des Zellvolumens (Pyknose). Der Kern wird dabei fragmentiert
und das Chromatin kondensiert, wihrend die nukleire DNA durch gezielte Spaltung
zwischen den Nukleosomen degradiert wird. Die Zellmembran bleibt bis zum Ende der
Apoptose intakt, zeigt aber eine Vesikelbildung (blebbing). Anschlieend wird die Zelle
fragmentiert und apoptotische Korperchen gebildet, die durch Phagozyten (Makrophagen,
dendritische Zellen) aufgenommen und eliminiert werden (Lauber et al., 2004).

Fir die meisten charakteristischen Verdnderungen einer apoptotischen Zelle sind die
Mitglieder der Caspasen-Familie (Aspartatspezifische Cysteinyl-Proteasen) verantwortlich.
Diese Proteasen werden wihrend der Apoptose kaskadenartig aktiviert und fiihren durch die

gezielte Spaltung einer Vielzahl von Substraten das apoptotische Programm aus. Insgesamt
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wurden 15 Mitglieder dieser Protein-Familie identifiziert, von denen elf im Menschen
exprimiert werden (Reed et al., 2003). Sie werden entsprechend ihrer Funktion und der
Sequenzhomologien in einen inflammatorischen und einen apoptotischen Zweig eingeteilt.
Der apoptotische Zweig ist beim Menschen und bei der Maus bis auf das Vorkommen von
Caspase-10, die eine hohe Homologie zur humanen Caspase-8 aufweist, identisch (Janicke et
al., 20006).

Der apoptotische Zweig kann nach Funktion und Aufbau der Caspasen in zwei weitere
Gruppen geteilt werden, die Initiator- und die Effektor-Caspasen. Die Effektor-Caspasen
werden im Verlauf der Apoptose durch Initiator- und andere Effektor-Caspasen
kaskadenartig aktiviert.

Zwei Signaltransduktionswege kontrollieren die Apoptose — ein intrinsischer Weg, der auf
die intrazellulire Schiden (z.B. DNA-Schidigung) reagiert und ein extrinsischer Weg, der
auf die extrazelluldre Impulse reagiert. Intrinsischer Apoptose-Signalweg verlift iiber die
Mitochondrien-Aktivierung, die daraufhin Cytochrom c¢ freisetzen und die Caspasen-
Kaskade initiieren (Li et al., 1997; Slee et al., 1999). Aullerdem bildet sich wihrend der
Apoptose eine Offnung an den Mitochondrien - PTP (permeability transition pore), die beide
mitochondriale Membranen durchspannt (Newmeyer and Ferguson-Miller, 2003). Dies fiihrt
zu einem lonen-Gleichgewicht zwischen Zytoplasma und mitochondrialer Matrix und damit
zu einem Verlust des mitochondrialen Membranpotentials. (Newmeyer and Ferguson-Miller,
2003).

Extrinsischer Apoptose-Signalweg wird {iber Todesrezeptoren und ihre Liganden induziert.
Todesrezeptoren sind Mitglieder der TNF-Rezeptor-Superfamilie, die aus 29 Rezeptoren und
19 Liganden besteht (Aggarwal, 2003). Nach Bindung des entsprechenden Liganden wird
eine Oligomerisierung der TNF-Rezeptore induziert, und Caspasen-Kaskade aktiviert. Uber
den TNF-Rezeptor werden nicht nur Apoptose- sondern auch Uberlebenssignale iibermittelt,
die hauptsédchlich auf eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB zuriickzufiihren sind
(Wajant et al., 2003).

Der Erfolg einer Apoptose-Induktion hingt von der Stirke des Signals, den
Expressionsmengen der pro- und anti-apoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder ab

(Hockenbery et al., 1990).

1.7.2 Nekrose: Definition, Regulation und biologische Rolle
Nekrose wurde traditionell als eine Konsequenz von physiko-chemischem Stress und daher
als ein zufalliger und unkontrollierter Prozess beschrieben. Mittlerweile wurde in mehreren

Studien gezeigt, dass die Nekrose ebenso kontrolliert und programmiert wie die Caspasen-
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abhédngige Apoptose ablduft, und eine wichtige Zelltodart, die sowohl pathologisch, als auch
physiologisch relevant ist (Festjens et al., 2006).

Zu morphologischen Charakteristika der Nekrose gehdren Zytoplasmaschwellung,
irreversible Schiadigung der Plasmamembran und Organellen-Zerfall. Der DNA-Abbau
geschiet in nekrotischen Zellen randomisiert durch die extrazelluldre DNase I oder durch die
lysosomale DNase II, was letztendlich einen DNA-Schmier auf dem Agarose-Gel ergibt
(Fiers et al., 1999).

Nekrotischer Zelltod ist zwar kein Ergebnis einer bestimmten Signalkaskade, dennoch
geschiet er als eine Folge mehrerer biochemischen und molekularen Erreignisse auf
verschiedenen zelluldiren Ebenen. Nekrose kann durch drei aufeinanderfolgenden Phasen
charakterisiert werden: Initiation, Weiterleitung und Ausfithrung. Es gibt aber keine klare
Differenzierung zwischen diesen Phasen (Festjens et al., 2006).

Ca *" und ROS (reactive oxigen species) sind die Hauptbeteiligten an der Weiterleitungs- und
an der Ausfiihrungsphase der Nekrose, die direkt oder indirekt Schiddigungen von Proteinen,
Lipiden und DNA verursachen. Am Ende werden die Zellorganellen und die Zellintegritit
zerstort. Wahrend der Nekrose tritt der zelluldre Inhalt in den Extrazelluldirraum aus, was
eine Entziindung hervorruft. Zellen, die durch die Nekrose sterben, leiten die pro-
inflammatorische  Signalkaskade durch die Aktivierung der Freisetzung von
inflammatorischen Zytokinen ein.

Da die Nekrose sowohl bei physiologischen, als auch bei pathophysiologischen Prozessen
auftritt, konnte diese Art vom Zelltod zur Eliminierung von Krebszellen und zur Entwicklung

neuer therapeutischer Strategien auf deren Basis niitzlich sein (Festjens et al., 2006).

1.8 Signalintegration im ER: Was ist entscheidend fiir Uberleben und
Tod?
Die Priasenz eines zytotoxischen Potenzials durch die Akkumulierung von nicht-gefalteten
oder falsch gefalteten Proteinen fiihrt zur Uberlastung und Stérung des ER-Faltungsmilieus
in Verbindung mit der Zelltod-Aktivierung (Abb. 4). Der molekulare Mechanismus dieser
Kaskaden ist noch nicht vollstindig gekldrt. Ca®" aus dem ER kann zum Beispiel an der
Aktivierung von zytoplasmatischen Proteasen, die zum Zelltod beitragen, beteiligt sein
(Nakagawa and Yuan, 2000). Es bleibt aber unklar, wie ER-Stress den Ca**-Verlust
begiinstigt. ER-Stress kann auch eine Aktivierung von verschiedenen Todeseffektoren, wie
BAK und BAX zur Folge haben (Wei et al., 2001). Sie leiten das Signal durch die

Mitochondrien oder durch die Caspase-12 weiter. Aktivierte Caspase-12 induziert weitere
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Caspase-Kaskade durch die Spaltung von proCaspase-9 und proCaspase-3. Dieser
Signaltransduktionsweg ist unabhéngig von Apaf-1 und von der mitochondrialen Cytochrom
c-Freisetzung. Aus dem ER freigesetzte Ca*"-Ionen werden schnell durch die Mitochondrien
aufgenommen. Dies kdnnte zum Kollaps des inneren Membranpotenzials fiihren und

darauffolgend zur Apoptose (Nakagawa et al., 2001).

ER Stress

Synthese von
anti-apoptotischen
Proteinen

Mitochondrium

Abbildung 4. ER-Stress und Zelltod (nach Ron und Walter, 2007).

Ein hypothetisches Schema der Bezichung zwischen ER-Stress und Zelltod setzt eine Verinderung der Ca*'-
Konzentration voraus. Dies fordert die Translokation der Todeseffektoren BAX und BAK aus dem ER in die
Mitochondrien und eine Aktivierung von Caspase-12. Die IRE1-vermittelte Aktivierung von JNK kann zum
Zelltod durch die Phosphorylierung und Inaktivierung des anti-apoptotischen Regulators Bcl-2 beitragen. Diese
Aktivierung konnte sich im Komplex mit BAX/BAK abspielen. Die PERK-vermittelte Phosphorylierung von
elF2a kann durch die Synthese-Inhibierung von anti-apoptotischen Proteinen zum Zelltod beisteuern. Als
Beispiel dafiir dient die Hemmung der Bcl-2-Expression durch den Transkriptionsfaktor CHOP. Die schiitzende
Wirkung der PERK-Achse gegen den Zelltod besteht in der negativen Riickkopplung, die bei UPR eine elF2a-
Dephosphorylierung fordert.

Die anti-apoptotischen Effekte von Bcl-2 werden durch den Transkriptionfaktor CHOP
herunterreguliert. Die CHOP-Expression beim ER-Stress ist durch das ATF6 hochreguliert,
und durch die Synthese von ATF4 nach der Phosphorylierung von elF2a durch PERK
begiinstigt (siche 1.4). Der komplette Ausfall von PERK-vermittelter elF2a-
Phosphorylierung erhoht die Empfindlichkeit der Zellen zum Tod beim ER-Stress.
Andererseits induziert die Phosphorylierung von elF2a die CHOP-Transkription (Harding et
al., 2000). Die Deregulierung der CHOP-Expression fordert den Zelltod, wihrend sein
kompletter Verlust die ER-gestresste Zellen von der Apoptose schiitzt (Zinszner et al., 1998).

Es wird auBerdem vermutet, dass das Uberleben beim milden ER-Stress durch die
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Instabilitdit von UPR-induzierten Zelltod-Mediatoren wie CHOP und GADD34 ermdoglicht
wird. Laut diesem Modell iibersteigt die Konzentration dieser Proteine den Todesschwellwert
nur nach einem anhaltenden und heftigen Stress (Rutkowski et al., 2006). Mittlerweile gibt es
einige Untersuchungen zur Rolle von ERp29 wihrend der UPR. Es wurde gezeigt, dass die
exogene Expression von ERp29 erhohtes Spleilen der XBPI-mRNA in MDA-MB-231
Brustkrebszellen hervorruft (Zhang and Putti, 2010). Eine Uberexpression von ERp29 in
diesen Zellen verringerte zwar die basale Expression von elF2a, beeinflusste aber nicht die
Phosphorylierung des elF2a (Zhang and Putti, 2010). Niedrige elF2a-Expression verursachte
vermutlich eine Herunterregulation von Cyclin Di/D2, eine Aktivierung der Expression von
Cyclin-abhéngigen Kinase Inhibitoren (p15, p21 and p27) und, als Folge deren, den Arrest in
der G1-Phase des Zellzyklus. Demzufolge kann die erhdhte Expression von ERp29 den ER-
Stressweg verdndern und zum Wachstumsarrest fiihren.

Durch weitere Untersuchungen wurde jedoch festgestellt, dass p38 und XBP1 die ERp29-
Expression in Brustkrebszellen negativ regulieren und so auf einen Zusammenhang zwischen
ERp29 und ER-Stress hinweisen (Bambang et al., 2009a). Die Regulation verlduft vermutlich
iiber die p38-PERK-elF2a-Achse. Repression dieser Achse in ERp29-transfizierten Zellen
hemmte die elF2a-Phosphorylierung und schiitzte die Zellen gegen die Caspase-3-
vermittelten Apoptose (Gao et al., 2011).

Der gegenwirtige Stand dieser Untersuchungen basiert auf indirekten Studien in
transfizierten Zellen und fiihrt zu kontroversen Aussagen iiber den Aktivierungsmechanismus
(z.B. Phosphorylierung von elF20) wihrend der UPR. Demzufolge erfordet eine Aufklarung
der ERp29-Stellung beim ER-Stress weiterer Untersuchungen.

1.9 Mechanismus und Regulation des Lipidstoffwechsels

Lipide sind Wasser-unlosliche organische Verbindungen mit vielfdltigen Funktionen in
lebenden Organismen. Als ein wichtiger Bestandteil der biologischen Membran sind sie fiir
ithre Integritéit zustdndig. Lipide dienen als Energie-Speicher, als enzymatische Co-Faktoren,
als Hormone und als intrazelluldre Signal-Triager (Xenoulis and Steiner, 2010).
Lipidstoffwechsel ist ein komplexer Vorgang, der mehrere Prozesse beinhaltet und darum in
zweil Stufen unterteilt wird (Xenoulis and Steiner, 2010). Die Erste Stufe — exogener
Lipidstoffwechsel - beginnt mit der Verdauung von Fetten im Verdauungstrakt. Hier werden
die Fette emulgiert und mit Hilfe von verschiedenen Enzymen (pankreatische und Darm-
Lipasen) zerlegt. In der Diinndarmwand (in Enterozyten) werden die Produkte dieser

Hydrolyse in Form von Fettsduren, Monoglyceriden und Cholesterol aufgenommen. Aus
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diesen entstehen dann zusammen mit Apoproteinen Chylomikronen, die in die Lymphe
abgegeben werden und schlieBlich in die Blutbahn gelangen. Im Blut werden Lipide mit
Hilfe von Lipoproteinen zur Leber transportiert. Insgesamt ca. 80 % der aus der Verdauung
stammenden Triglyceride werden vom Muskel- und Fettgewebe aufgenommen.

Im endogenen Lipidstoffwechsel werden dagegen Lipoproteine hepatischen Ursprungs
metabolisiert und aus dem Blut ausgeschleust. Daran sind vor allem drei Typen von Lipiden
beteiligt: VLDL (very low-density lipoproteins), LDL (low-density lipoproteins) und HDL
(high-density lipoproteins).

Eine wichtige Rolle im endogenen Lipidmetabolismus spielt das PPARa (peroxisome
proliferator-activated receptor alpha). Das PPARa ist ein Hormonen-Rezeptor, der im
Zellkern lokalisiert ist und durch eine Reihe von strukturell unterschiedlichen Verbindungen
(peroxisome proliferators) aktiviert wird. PPARa steuert die Aktivitdt von allen Fettsdure-
Oxidationssystemen (mitochondriale und peroxisomale B-Oxidation und mikrosomale -
Oxidation) und reguliert daher das Energie-Gleichgewicht. Anhaltende Aktivierung von
PPARa fiihrt zur Entwicklung hepatozelluldrer Karzinoma als Ergebnis des dauerhaften
oxidativen und ER-Stresses (Pyper et al., 2010).

Im Allgemeinen untersteht die Regulation des Lipidstoffwechsels der Hypothalamus-
Kontrolle. Der Hypothalamus ist ein Teil des zentralen Nervensystems, der anatomisch durch
die Ansammlung von neuronalen Kernen definiert werden kann (Dieguez et al., 2011). Die
Hypothalamus-Kerne sind fiir die Néhrstoffe, Hormone und Neurotransmitter empfindlich
und an der Regulation der Energie-Homeostase beteiligt.

Die Regulation der Hormonsekretion erfolgt iiber komplexe negative und positive
Riickkopplungsmechanismen. Bei der funktionellen Verbindung verschiedener endokriner
Driisen spricht man von einer Achse. Die Hauptachsen des endokrinen Systems sind die
Achsen Hypothalamus-Hypophysen-periphere Driisen. Dauerhaft erhohte Aktivitit der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse  fithrt  beispielsweise  zur  erhdhten
Freisetzung von Cortisol bei Menschen, die in Insulin-Resistenz, in viszeralen
Fettablagerung, in Osteopenie und Osteoporose resultiert (Plotsky and Meany, 1993; Mello
et al., 2003).

Das prominenteste Beispiel dafiir ist jedoch die Regulation der Hypothalamus-Aktivitét
durch das Hormon Leptin. Leptin wird durch das ,,0bese**-Gen kodiert und hauptséchlich von
Fettzellen und vom Hypothalamus freigesetzt und steht somit an der Spitze der
Hypothalamus-Hypophysen-periphere Driisen-Achsen. Die Leptin-Rezeptoren befinden sich

in niedrigen Konzentrationen (5 - 8 %) in vielen Geweben des menschlichen Korpers (Galic
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et al., 2010). Am meisten sind sie im Gehirn (etwa 30-40 %), speziell in Hypothalamus-
Kernen und in den Gehirn-Regionen, die fiir die Futteraufnahme zustindig sind, vertreten
(Tartaglia, 1997). Die Hochregulation dieses Hormons hemmt das Auftreten vom
Hungergefiihl und spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Fettstoffwechsels und
reproduktiver Funktion von Mammalia. Dementsprechend fiihrt seine Herunterregulation zur
Fettsucht und Sterilitit (Zhang et al., 1994, Karsenty, 2006; Bab and Yimiya, 2010). Die
lipolytische Aktivitdt dieses Hormons findet iiber die Supression der AMPK-Aktivitdt im
Hypothalamus statt (Steinberg et al., 2006). In Skelettmuskeln fiihrt seine Aktivitdt zur
erhohten Fettsdure-Oxidation (Minokoshi et al., 2002).

Storungen der Regulation des Lipidstoffwechsels fithren zu Pathologien. Eine davon ist die
Fettleibigkeit, die durch einen rapiden Anstieg in der Bevolkerung Industrieldnder
gekennzeichnet ist und ein akutes Gesundheitsproblemm darstellt. Dieses metabolische
Syndrom ist fiir die Entstehung der Insulin-Resistenz (Diabetes Typ-II), kardiovaskuldrer
Krankheiten und der Leber-Verfettung verantwortlich (Galic et al., 2010). Untersuchung der
molekularen und biochemischen Mechanismen des Fettstoffwechsels und seiner Regulation
erdffnet grofle Perspektiven fiir die Entwicklung neuartiger Therapien bei der Bekdmpfung

von oben genannten Krankheiten.



Untersuchungsobijekt

22

2 Untersuchungsobjekt — das transgene Mausmodell

Wihrend der letzten Jahrzehnten zeigte sich die Maus als ein niitzliches Tiermodel fiir die
Untersuchung der genetischen Faktoren, die in die Enstehung und in den Verlauf
verschiedener Krankheiten involviert sind. Dabei bieten speziell Knockout Méiuse eine
attraktive Moglichkeit fiir die vollstindige Blockade eines Gens, um deren Auswirkungen zu
untersuchen.

In dieser Arbeit wurden die ERp29 Knockout Mause vom Stamm C57BL/6N verwendet. Das
ist der meist benutzte Stamm, der etwa um 1920 von Abbie Lathrop (Grandby,
Massachusetts, USA) etabliert wurde (Hedrich and Bullock, 2006). Urspriinglich wurde
dieser Stamm fiir Karzinogenese-Studien geziichtet. Maiuse dieses Stammes sind auch
bekannt fiir ihre verstiarkte Vorliebe fiir Alkohol und Narkotika, deshalb werden sie fiir die
Suchtstudien eingesetzt. Auflerdem werden sie bei kardiovaskuldren Studien und als
,background® Stamm fiir spontane oder zielgerichtete Mutationen benutzt. Die Méduse vom
Stamm C57BL/6N haben eine schwarze Fellfarbe und dunkelbraun-pigmentierte Augen. Sie
zeigen durchschnittliche bis gute Verpaarungseigenschaften, bei mittlerer WurfgroBBe (Beck
et al., 2000).

Die ERp29KO Miuse wurden urspriinglich von C. Guo und D.M. Ferrari (Max-Planck-
Institut, Gottingen) durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen von
C57BL/6N Miéusen erzeugt. Danach wurden sie durch mehrere Riickkreuzungen mit Wildtyp
Miusen in Martin-Luther-Universdt Halle-Wittenberg vom Hintergrund gesdubert. WT
C57BL/6N Miuse wurden von Charles River (C.R., Kisslegg, Germany) bezogen.

Durch das kontinuierliche Inbreeding werden Méuse produziert, die genetisch einheitlich und
homozygot fiir C57BL/6N Allelen sind. Die Einheitlichkeit des inbreden Stammes reduziert
die Anzahl der moglichen Fehlerquellen, da unterschiedliche Stimme grof3e Unterschiede in

physiologischen Parametern samt Proteinexpression aufzeigen kénnen.
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3 Aufgabenstellung und wissenschaftliche Fragen

Der Einsatz von ERp29KO Maiusen als Modell empfiehlt sich insbesondere aufgrund der
widerspriichlichen Studien aus den erwédhnten siRNA-Studien an ERp29 Knockdown Zellen
(Bambang et al., 2009a; Zhang and Putti, 2010). Die Interpretationsschwierigkeiten beim
Einsatz der siRNA werden durch das KO-System umgegangen. Auflerdem bietet sich bei
vollstindiger ERp29-Blockade die Moglichkeit zur Untersuchung alternativer ERp29-
unabhingiger Reaktionswege und mdoglicher Auswirkungen einer ERp29-Langzeitblockade,
wie z.B. wihrend der Alterung.
In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb folgende Fragestellungen bearbeitet:
1. Hat die ERp29-Abwesenheit Auswirkungen auf wichtigste Lebensfunktionen im Maus-
Modell? In Langzeitstudien wurden die Parameter Korpergewicht, Reproduktivitit sowie die
Bluteigenschaften und Organmorphologie am histologischen Priparat bewertet.
2. Welche Chaperone werden lokal von der ERp29-Abwesenheit beeinflusst? Welche
Kompensationsmechanismen fallen auf?
3. Wie reagieren ERp29 defiziente Zellen auf die Anhdufung von ungefalteten Proteinen
(UPR) und auf oxidativen Stress. Welche Signaltransduktionswege werden durch die ERp29-
Abwesenheit beeinflusst? In diesem Zusammenhang erfolgte die Beurteilung

e verschiedener Zelltodwege: Apoptose, Nekrose und Autophagie

e der UPR anhand der Expression von spezifischen UPR-Signalmolekiilen.
Mit diesen Studien soll ein Beitrag zur Kldrung der Rolle von ERp29 im Stoffwechsel, sein
Zusammenspiel mit anderen Chaperonen des Korpers aufgekldrt werden, insbesondere seine
potentielle Beteiligung an der Pathogenese. Damit konnten weitere Voraussetzungen fiir die

Entwicklung und Evaluierung neuartiger Therapiestrategien geschaffen werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien
Bezeichnung

Aceton

Agarose low EEO
Albumin-Fraktion V
Ammonium ferrous sulfate
(NH4)2F6(SO4)2'6H20
Borsaure

CHAPS

Chicago sky blue
Diamide

DMSO

EDTA

Ethanol

Glycerin

Glycin

Harnstoff

HEPES

Imidazol

KClI

KH,PO,

Menadion sodium bisulfite
Methanol

NaCl

Na,HPO,
Paraformaldehyd
Protease Inhibitor Koktail
Schwefelsdure

SDS

D-Sorbitol
Thioharnstoff
Trichloressigsdure

Tris

Tween 20

Triton X-100
Tunicamycin
Wasserstoffperoxid 30%

Herkunft

AppliChem
AppliChem
Sigma

Sigma

Roth

Sigma

Sigma
AppliChem
KMF optiChem
Merck

Sigma

Serva
GEHealthcare
Roth

Roth
AppliChem
Merck

Sigma

AppliChem
AppliChem
Sigma
Sigma
Merck
AppliChem
Sigma

GE Healthcare
Merck
Applichem
Sigma
Applichem
Calbiochem
Sigma

Katalognummer

A2114
A1391
203505

31146
1479.2
C8679
D3648
A3672
KMF.08-549
1.00983.2511
15524
23390
17-1319-01
9105.3
3899.2
A3582
1.04873
M2518

A2942
A3567
P6148
P8465

A2572
85529
RPN6301
1.00807
A1086
P7949
A4975
654380
H1009
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4.1.2 Primérantikorper

Bezeichnung Spezifikation Anwendung
Verdiinnung

Anti-B-Aktin-Peroxidase Monoklonaler Maus-Antikdrper gegen das N-terminale WB 1:25000
Segment. (Sigma-Aldrich, # A3854)

Anti-ATF6 Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das N- WB 1:1000
terminale Segment (18 Aminoséurereste). (Abcam,
#37149)

Anti-ATF4aq, Polyklonaler Kaninchen-Antikoérper gegen das C- WB 1:1000
terminale Segment. (Abcam, # ab 23760)

Anti-ATGS Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das N- WB 1:1000
terminale Segment (Epitop humane 1-50). (Abcam, #ab  IF 1:200
54033)

Anti-alfa CaBP2 (ERp72) Polyklonaler Kaninchen-Antikérper (MPG Gottingen) WB 1:1000

Anti-Calnexin Polyklonaler Kaninchen-Antikérper (MPG Gottingen) WB 1:1000

Anti-Calreticulin Polyklonaler Kaninchen-Antikorper (MPG Géttingen) WB 1:1000

Anti-Caspase-3 Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen die aktive WB 1:1000
+ pro Caspase 3. (Abcam, # ab 47131)

Anti-Connexin 43 Polyklonaler Kaninchen-Antikoérper gegen das C- IF 1:500
terminale Segment (Epitop 363-382). (Sigma-Aldrich, #
C 6219)

Anti-Cytochrom ¢ Monoklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das N- WB 1:1000
terminale Segment. (Abcam, # ab 76237)

Anti-elF2alfa Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das C- WB 1:1000
terminale Segment. (Cell Signaling Technology, # 9722)

Anti-elF2alfa Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen die WB 1:1000

(Phospho Ser51) umgebende Ser51 Aminosédurereste. (Cell Signaling
Technology, # 9721)

Anti-ERp29 Polyklonaler Kaninchen-Antikorper (MPG Géttingen) WB 1:1000

Anti-ERp46 Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen TXNDCS WB 1:500
(Epitop murine 76-417). (Abcam, # ab 10292)

Anti-GADD 153 Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das gesamte WB 1:1000

(CHOP) murine GADD153 (Epitop 1-168). (Santa Cruz Biotech.,
# sc 575)

Anti-GAPDH Monoklonaler Maus-Antikdrper. (Sigma-Aldrich, # WB 1:1000
G9295)

Anti-GRp78 Polyklonaler Kaninchen-Antikoérper gegen das C- WB 1:1000

(BiP) terminale Segment. (Sigma-Aldrich, # SAB 4501452)

Anti-GRp94 Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das C- WB 1:1000
terminale Segment. (Sigma-Aldrich, # G 4420)

Anti-Hsc70 Monoklonaler Kaninchen-Antikérper gegen das C- WB 1:1000
terminale Segment. (Abcam, # ab 51052)

Anti-LAMP-2A Polyklonaler Kaninchen-Antikoérper gegen das C- WB 1:1000
terminale Segment. (Abcam, # ab 18528) IF 1: 200

Anti-PDI Polyklonaler Kaninchen-Antikorper (MPG Géttingen) WB 1:1000

Anti-P5 Polyklonaler Kaninchen-Antikérper (MPG Gottingen) WB 1:1000

Anti-PPARa Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das N- WB 1:1000
terminale Segment (Epitop murine 1-18). (Abcam, # ab
8934)

Anti-Thyreoglobulin Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das C- WB 1:1000
terminale Segment. (Abcam, # ab 56192)

Anti-XBP1 Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen das N- WB 1:1000
terminale Segment (Epitop 18 Aminoséurereste).
(abcam, # ab37152)

Anti-Vimentin Polyklonaler Kaninchen-Antikorper. (abcam, # C 8545) IF 1:200
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4.1.3 Sekundirantikorper

Bezeichnung Konjugat Herkunft é:m(:inndnuunngg
Ziege anti-Kaninchen HRP Bio-Rad WB 1:10000
IgG (H+L)
Ziege anti-Kaninchen Cy5 Jackson laboratories WB 1:10000
IgG (H+L) Inc., USA
Ziege anti-Kaninchen Cy3 Jackson laboratories IF 1:10000
IgG (H+L) Inc., USA
4.1.4 Grofien- und Molekulargewichtsstandards
Bezeichnung Herkunft Katalognummer
Page Ruler' " prestained protein Fermentas SM0671
ladder
1 kb DNA-Léngenstandard Gene Fermentas SM0311
Ruler™
100 bp DNA-Léngenstandard Fermentas SM0321
Gene Ruler™
4.1.5 Enzyme
Bezeichnung Herkunft Katalognummer
Accutase PAA L11-007
Collagenase Typ | Sigma C0130
Dispase Gibco 17105-041
DyNAzyme' " DNA Polymerase 1U/ul  Finnzymes F505S
Proteinase K Qiagen 1017738
RNase A from bovine pancreas Sigma R5125
Taq DNA Polymerase Fermentas EP0403
Trypsin/EDTA 0,05% in PBS PAA L11-004
4.1.6 Farbstoffe
Bezeichnung Herkunft Katalognummer
Bis-Benzimide H33342 Sigma B2261
trihydrochloride (HOECHST 33342)
Bromphenolblau Sigma B5525
Endoplasmic reticulum stain Chemicon international 90322
Kristallviolett Sigma C3886
Trypan blau-Losung 0,4 % Sigma T8154
Xylenolorange Natriumsalz Fluka 33825
4.1.7 Kits
Bezeichnung Herkunft Katalognummer
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen 51306
Supersignal West Pico Chemiluminescent Pierce 34080
Substrate Kit
Supersignal West Dura Extended Duration  Pierce 34075
Annexin-V FITC Apoptose Detection Kit BD Biosciences 556547
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EnzChek® Caspase-3 assay kit Invitrogen E13184
Pierce ® 660 nm Protein assay Kit Thermo 22660
scientific

4.1.8 Primers

Alle Primers wurden von der Firma MWG-Biotech AG synthetisiert.
Primer p366: CTGGCAACACTCCAATGGAGGCCTCTGGTG
Primer p393: CTCAGGAAGATCGCACTCCAGCCAGCTTTC

Primer p278: TGCTCCTGGGCCTGCTGCTCCTCTTTGCTCCGCAC
Primer p304: CTTGGCATGCTAACCCAGTTCTCTCGGCCATCTCC

4.1.9 Material fiir die Zellkultur

Bezeichnung Herkunft
Cryo 1°C Freezing Container Nalgene
Glasobjekttrager, 8-Kammer BD Falcon

Deckgléser 22 x 22 mm
Kryordhrchen, 2 ml

Costar assay Platte, 96-Well, black
polystyrene

Neubauer-Kammer, Tiefe 0,100 mm
0,0025 mm”

Sterile Pipettenspitzen

S5ml, 10 ml, 25 ml

Costar Platten: 96-Well, 6-Well
Zellkulturplatten Cell Star

15cm, 10, cm, 3 cm

Menzel-Glédser Germany
Greiner bio-one

Corning Incorporated
Marienfeld Germany

Corning Incorporated

Corning Incorporated
Greiner bio-one

Zellabkratzer 25 cm Sarstedt

Zentrifugenrdhrchen Corning Incorporated

50 ml, 15 ml

Zellsieb 70 um nylon filter BD Falcon

4.1.10 Medien

Fibroblasten-Medium
DMEM high Glucose (4,5 g/L) PAA
15 mM HEPES (pH 7.4) Sigma
100 U/ml Penicillin PAA
100 pg/ml Streptomycin PAA
25 pg/ml Ampicillin Sigma
1 mM Sodiumpyruvat PAA
2 mM L-Glutamin PAA

10% (v/v) FCS PAA
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Thyreozyten-Medium

4.1.11 Puffer und Losungen
PBS Puffer:

TBE Puffer:

Lysepuffer:

FOX Reagenz

SDS PAGE
4 x Ladepuffer:

SDS Laufpuffer:

4.1.12 Material fiir Western blot

DMEM nutrient mixture F-12 Sigma
Ham
2 mM L-Glutamin PAA
100 U/ml Penicillin PAA
100 pg/ml Streptomycin PAA
10 pg/ml Insulin Sigma
10 nM Hydrocortison Sigma
5 pg/ml Transferrin Sigma
10 ng/ml Gly-His-Lys-Acetat Sigma
10 ng/ml Somatostatin Sigma
1,0 mU/ml TSH Sigma
5% (v/v) FCS PAA

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

8,1 mM NazHPO4
1,4 mM KH,PO4 pH 7,4

89 mM Tris-Cl
&89 mM Borsaure
2 mM EDTA

7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff

4 % (w/v) CHAPS

30 mM Tris-Cl pH 8,5

100 uM Xylenolorange

250 uM Ammonium ferrous sulfate
100 mM Sorbitol

25 mM HZSO4

160 mM Tris-Cl pH 6,8

12 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerin

2 % (w/v) Bromphenolblau
400 mM DTT

25 mM Tris-Cl pH 8.75
0.1% (w/v) SDS
200 mM Glycin

Blotting nitrocellulose Membran (Pall Corp. # P/N66485)

Gel Blotting Papier (Whatman # 10426994)

Blot-Puffer:

25 mM Tris/HCI1 pH 8,3
192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol
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Blocking-Losung: 3 % (w/v) BSA in PBS / 0,05 % Tween 20

Incubationspuffer: 1 % (w/v) BSA in PBS / 0,05 % Tween 20

Waschpuffer: 1 % (w/v) BSA in PBS / 0,05 % Tween 20

4.1.13 Gerite

Bezeichnung Herkunft

Bio imaging system Gene Genius Syngene
Blotapparatur und Detektionseinheit: Phase
Semi-Dry-Blotter Pegasus

Centrifuge 5415R Eppendorf
Centrifuge Rotofix 32 Hettich Zentrifugen
Chemilumineszenz-System Peqlab
Fusion-SL 4.2 MP

Electrophoresis power supply CONSORT
FACSCalibur BD Biosciences
Homogenisator Polytron Kinematika AG
Incubator HERA cell 150 Heraeus
Inversionsmikroskop AE 20 Motic
Konfokalmikroskop EZ-C1 Nikon
Magnetriihrer MR 3001K Heidolph

MS1 Minishaker IKA

Multifuge 3 S-R Heraeus

Spektrophotometer NanoDrop 2000
Neubauer Kammer 0,0025 mm?

Thermo scientific
Marienfeld, Germany

Nukleinsdure-Elektrophorese-Kammer Bio-Rad

pH-Meter pH 540 GLP Multical ®
PCR-Maschine Tpersonal Biometra

Plate Reader Synergy HTTR w/injectors Bio-Tek
Prizisionswaage BP 211D, BP1200 Sartorius
Proteinelektrophorese-Kammer Bio-Rad
Schaukelplattform GFL

Sterilbank HERA safe Heraeus instruments
Thermomoxer comfort Eppendorf

Ultracentrifuge Sorval RC M120 GX
UV-Visible Spektrophotometer
Ultrospec 2100 pro

Variable Mode Imager Typhoon TRIO+
Wasserbad

Thermo scientific
Amersham Biosciences

GE Healthcare
GFL
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4.2 Methoden

4.2.1 Tierhaltung und Zucht

In dieser Studie wurden Paare und mehr als 200 ménnliche ERp29-Knockout (KO) und
Wildtyp (WT) Maiuse im Alter von 3 bis 24 Monaten des Stammes C57BL/6N untersucht.
Die Maéuse wurden in Gruppen von maximal sechs Tieren unter standardisierten
Bedingungen bei einem konstanten 12 h Hell-/ Dunkelrhythmus gehalten. Als Nahrung
diente standardisiertes Ratten-Méduse Standard-Diét-Futter (Altromin #1324) und
Leitungswasser. Die Durchfilhrung der Tier-experimentellen Untersuchungen ist vom
Verwaltungsamt des Landes Sachsen-Anhalt genehmigt.

Zur Zucht wurde jeweils ein Weibchen im gebirfahigen Alter (8 - 40 Wochen) mit einem
Mainnchen (8 - 40 Wochen) zusammengesetzt. Die Nachkommen wurden im Alter von drei
bis vier Wochen durch PCR-Analyse der DNA aus Schwanzgewebe genotypisiert. Im Alter
von vier Wochen wurden die Jungtiere von den Elterntieren abgesetzt und nach ihrem

Geschlecht getrennt.

4.2.2 Primire Phenotypisierung in German Mouse Clinic

Fiir die primdre Phenotypisierung waren 20 KO Ménnchen und 20 KO Weibchen notwendig.
Als Kontrolle diente dieselbe Anzahl an WT Geschwister. Im Alter von sieben Wochen
wurden markierte und genotypisierte Méduse mit einem Gesundheitszeugnis nach FELASA
(erweitert) zu unseren Kollaborationspartnern in der German Mouse Clinic, Helholtzzentrum
Miinchen verschickt.

Da ERp29KO Maiuse urspriinglich mit dem Endoparasit Syphacia sp. und Pasteurellaceae
infiziert wurden, erfolgte eine Behandlung der 42 KO Weibchen in einem speziell dafiir
gesdubertem Raum. Gegen Pasteurellaceae bekamen die Miuse ein Antibiotikum — Baytril®
2,5 % (Bayer HealthCare) mit Trinkwasser (200 mg/L) verabreicht. Diese Behandlung wurde
2 x 14 Tage mit einem Abstand von vier Wochen, wobei das Trinkwasser alle drei Tage
gewechselt wurde.

Gegen Syphacia sp. bekamen die Méuse sechs Monate lang eine Spezialdidt — Futter mit
einem Zusatz von 3 g/kg Fenbendatat (ssniff Spezialdidten GmbH, #A112F0300). Die
Auswahl der Antibiotika sowie ihre Dosierung und der Behandlungsverlauf fand durch
Unterstlitzung und Betreuung des Tierarztes Dr. Woitow statt.

Drei Monate nach dem Behandlungsbeginn wurden KO Weibchen im Alter von sechs
Monaten mit 35 WT Ménnchen (Fa. Charles River) verpaart. Die Nachkommen dieser Eltern

sind heterozygot. Von Geburt an bekamen auch diese Miuse eine Spezialdidt gegen Syphacia
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sp. Im Alter von vier bis fiinf Monaten wurden 84 heterozygote Mannchen und 89 Weibchen
miteinander verpaart. Aufgrund des mehrfach beobachteten selektiven Fressens der
Nachkommen von heterozygoten Eltern (siehe 5.4.1.2) wurden etwa doppelt so viele Méuse
verpaart, wie von der German Mouse Clinic empfohlen wurde. Sie wurden an einem Freitag
nachmittag zusammengesetzt und am Dienstag der darauf nachfolgender Woche getrennt. So
konnten etwa gleiche Geburtstermine bei verschiedenen Weibchen gewiéhrleistet werden. Bei
diesen Verpaarungen wurde insbesondere darauf geachtet, nah verwandte Verpaarungen zu
vermeiden, um eine moglichst groe genetische Diversitit zu erhalten. Zwei Wochen nach
der Geburt der nichsten Generation wurde die Spezialdidt durch das herkdémmliche Futter
ersetzt. Mit vier Wochen wurden die Nachkommen heterozygoter Mause markiert und
anschlieBend mit Hilfe von Schwanzbiopsie genotypisiert.

Wiéhrend der gesamter Zucht wurden entsprechend strenge hygienische MafBnahmen
getroffen und eingehalten, um eine neue Infektion zu vermeiden. Laut des letzten
Gesundheitszeignisses waren die Méuse frei von den oben genannten Parasiten. Sie wurden
im Alter von sieben Wochen in kleinen Gruppen (drei bis sechs Méuse pro Karton) fiir die
Phenotypisierung bereitgestellt.

German Mouse Clinic ist die erste und bisher einzige weltweit bekannte Einrichtung dieser
Art. Hier werden mutante Méuse aus der ganzen Welt mit Hilfe von standardisierten
Protokollen auf mehr als 550 Parameter getesten. Diese Studien beinhalten Untersuchungen
des Verhaltens, Aufbau der Knochen und Knorpel, Neurologie, klinische Chemie, Aufbau
der Augen, Immunologie, allergische Reaktionen, Steroidmetabolism, energetische
Metabolismus, Funktionen von Lungen, Sehvermdgen und Schmerzempfinden, molekulare

Phenotypisierung, kardiovaskuldre Analyse sowie Pathologie (Gailus-Durner et al., 2009).

4.2.3 Phenotypisierung von altersbedingten Verinderungen in ERp29KO Miusen

Die Untersuchungen stellen einen Vergleich der jeweiligen KO Miusen mit WT Méusen im
Alter von drei bis zwolf Monaten dar.

Die Messung der Korpermasse [g] bei lebenden Tieren erfolgte zwei Jahre lang. Die Tiere
wurden zwischen 10 und 11 Uhr mittels einer Hochprizisionswaage gewogen.

Fiir die Proteom-Analyse wurden die Organe nach lethalen CO,-Behandlung etwa zeitgleich
von KO und WT Maiusen entnommen. Bevor Haut und innere Organe entfernt wurden,
wurde die Leber mit einem PBS / Protease Inhibitor Koktail perfundiert, bis das Organ
auferst blutfrei war. Danach wurden die Organe (Leber, Nieren, Herz, Gehirn, Schilddriise,

Speicheldriise, Magen, Pankreas, Prostata, Haut) mehrmals mit PBS gewaschen und
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entweder fiir histologische Analysen in Formalin eingelegt, oder fiir Western Blot-Analyse
im fliissigen Stickstoff eingefroren und bei -80° C aufbewahrt.

Histologische Analysen dieser Organe wurde von unseren Kollaborationspartnern Dr. U.
Lippert (Stidtischen Kliniken Dessau) und Dr. B. Naton (German Mouse Clinic Miinchen)
durchgefiihrt.

4.2.4 Molekularbiologische Methode - Genotypisierung mittels PCR

4.2.4.1 Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA aus murinen Zellen, Schwanz- und Embryobiopsien
erfolgte laut der Beschreibung aus QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Dabei wurde das
Material mit Hilfe einer Protease-Losung aufgeschlossen. Die Inkubation der Schwanz- und
Embryo-Biopsien erfolgte im Thermomixer bei 56 °C itiber Nacht, der Zellen - vier Stunden
bei 56 °C.

Danach wurde die DNA mittels Ethanol gefillt. Alle nachfolgenden Schritte wurden mit
Hilfe von QIAamp Spin Séulen durchgefiihrt, in denen DNA an die Sdule gebunden,
gewaschen und mit destiliertem H,O eluiert wurde. Langfristig wurde DNA bei -20 °C
gelagert.

Die Messung der DNA / RNA-Konzentration erfolgte photometrisch mittels NanoDrop bei
260 nm. Die Reinheit von DNA und RNA wurde aus dem Verhéltnis OD bei 260 nm / OD
bei 280 nm abgeschitzt. Die Quotient lag tiber 1,7, was auf eine saubere Priparation

hinweist.

4.2.4.2 Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction - PCR)

Das Prinzip der PCR ist die selektive und hocheffiziente Anreicherung in vitro amplifizierter
DNA von definierter Lange und Sequenz. In einem zyklischen Prozef3 aus Denaturierung,
Annealing und Elongation synthetisiert die thermostabile Tag-DNA-Polymerase in einem
exponentiellen Reaktionsverlauf DNA-Fragmente, die von spezifischen Oligonukleotid-
Primern flankiert sind.

Die erwarteten Groflen der PCR-Produkte betragen fiir das WT Allel 0,7 kb und fiir das
deletierte ERp29-Allel 2,5 kb. Die Bedingungen fiir diese Reaktionen sind in den Tab. 1 und
Tab. 2 aufgelistet.
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Tabelle 1. PCR I fiir das deletierte ERp29-Allel

Komponente Menge
10 x Puffer (mit MgCl,) Sul
DNA 100 ng
dNTP (10 mM) 1 pl
Primer p366 (10 pmol/ul) 1 ul
Primer p393 (10 pmol/ul) I ul
DMSO (5 %) 2,5 ul
DNA Polymerase (FINNZYMES) 2 ul
zugeben ddH,O auf 50 pl

Parameter
Temperatur Zeit
1.94 °C 4 min
2.94°C 50 sek
3.64°C 50 sek
4.72°C 2 min zu Schritt2 30 Zyklen
5.72°C 5 min
6.4 °C

Tabelle 2. PCR 1I fiir das Wildtyp Allel

Komponente Menge
10 x Puffer (ohne MgCl,) Sul
DNA 100 ng
dNTP (10 mM) 1 ul
MgCl, (25 mM) 4 ul
Primer p278 (10 pmol/pl) 1 ul
Primer p304 (10 pmol/ul) 1 pul
Tag Polymerase (Fermentas) 1 ul
zugeben ddH,O auf 50 pl

Parameter
Temperatur Zeit
1.94°C 3 min
2.94 °C 30 sek
3.58°C 30 sek
4.72°C I min zu Schritt 2 30 Zyklen
5.72°C 10 min
6.4°C

4.2.4.3 Analyse der PCR Produkte mittels DNA Agarose Gel Elektrophorese

Das Prinzip der Methode besteht darin, dass im elektrischen Feld negativ geladene DNA-
Fragmente von der Kathode =zur Anode migrieren. Dabei hidngt die
Migrationsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente im Gel von ihrer Groe ab: Je grofer das
Fragment ist, desto langsamer wandert es im Gel im elektrischen Feld.

Die Trennung der PCR Produkte erfolgte im 1 % Agarose / TBE Gel bei 150 V. Die Banden
wurden mit SYBR safe DNA gel stain (1:10000 v/v) gefarbt. Dieser Farbstoff bildet
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Komplexe mit DNA, die unter UV Licht bei 320 nm sichtbar werden. Die Ergebnisse wurden

mit Hilfe des Gene genius Bio image Systems (Syngene) dokumentiert.

4.2.5 Zellbiologische Methoden

4.2.5.1 Anlegen von Primérkulturen aus Maus-Embryo-Fibroblasten

Die schwangeren Weibchen (14. — 15. Schwangerschaftstag) wurden durch CO,-Behandlung
getotet. Danach wurden sie auf einem Préiparationsbrett fixiert und mit 70 % Ethanol
desinfiziert. Die Embryonen wurden durch einen Schnitt in der Bauchdecke steril entfernt
und mit PBS mehrmals gewaschen. Jedes Embryo wurde dekapitiert, ausgenommen und in
einer Zellkulturplatte mit PBS gewaschen. Mit einem Skalpel zerkleinerte Embryonen
wurden mit 5 ml Trypsin / EDTA bei 37 °C inkubiert. Nach 10 - 15 min wurde diese
Reaktion durch die Zugabe von 5 ml serumhaltigen Medium gestoppt. Die Zellsuspension
wurde durch ein Zellsieb filtriert, und 4 min bei 100 x g zentrifugiert.

Das Zellpellet wurde in 1 ml Fibroblasten-Medium resuspendiert und auf 10 — 15 cm Platten
in 10 — 15 ml Medium ausplattiert. Die adhédrente Kultur von murinen embryonalen
Fibroblasten wurde bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Am nichsten Tag wurde das Medium

gewechselt.

4.2.5.2 Kultivieren und Passagieren von adherenten Zellen

Die Kultivierung eukaryotischer Zellen erfolgte standardméfig bei 37 °C, atmosphérischer
Sauerstoffkonzentrationen (21 % O3), 5 % CO,, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
95 %. Adhérente Zelllinien aus Maus-Embryo-Fibroblasten (MEF) wurden als Monolayer-
Kulturen in Zellkulturplatten subkonfluent gehalten. Sie wuden alle drei Tage passagiert. Fiir
die Subkultivierung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden sie
durch fiinfminiitige Inkubation mit Trypsin / EDTA von der Platte abgeldst. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe des gleichen Volumens am serumhaltigen Medium gestoppt. Die
Zellsuspension wurde 5 min bei 100 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Medium
resuspendiert und fiir die Zellzahl-Bestimmung verdiinnt. Ein Aliquot dieser Suspension
wurde mit 0,4 % Trypan blau-Losung gefarbt. Die Zellkonzentration (Zellen/ml) wurde nach

Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Kammer nach folgender Formel berechnet:

Zellkonzentration =L x F x 10*/ 4
L - die Gesamtzahl der Zellen der vier Quadrate
F - Verdiinnungsfaktor

10* - konstanter Faktor, der sich aus der GroBe der Zellkammer ergibt
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4.2.5.3 Einfrieren und Auftauen

Ein Teil der expandierten Zellen wurde eingefroren und im fliissigen Stickstoff fiir die
spétere Versuche aufbewahrt. Dafiir wurden die von der Platte abgeldsten Zellen 5 min bei
100 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Fibroblasten Medium mit 10 % (v/v) DMSO
resuspendiert, in Kryordhrchen tiberfithrt und im Freezing Container bei -80 °C iiber Nacht
eingefroren.

Nach Bedarf wurden die Zellen aus dem fliissigen Stickstoff geholt und im Wasserbad bei
+ 37 °C aufgetaut. Danach wurden die Zellen mit 3 - 5 ml Fibroblasten-Medium verdiinnt,
5 min bei 100 x g zentrifugiert und anschlieend in eine Zellkulturplatte ausplatiert.

Fiir eine bessere Uberlebensrate war ein langsames Einfrieren (1°/min) und schnelles

Auftauen (maximal 5 min) notwendig.

4.2.5.4 Spontane Immortalisierung von Maus-Embryo-Fibroblasten (MEF) mittels 3T3
Protokoll

Fiir die Etablierung der C57BL/6N 3T3 Zelllinien wurden frisch isolierte MEF (E 14 - 15) in
einer Konzentration von 1,2 x 10° Zellen pro 10 cm Zellkulturplatte ausgesit. Diese Zellen
wurden alle drei Tage passagiert und erneut in der gleichen Dichte (1,53 x 10* Zellen/cm?)
ausgesit (Todaro und Green, 1963). Nach 10 - 12 Passagen durchlduft ein GroBteil der
Kultur eine sogenannte Krise, aus der die immortalisierten Zellen hervorgehen (15 - 20
Passagen).

Die Zellkonzentration wurde mittels Neubauer-Kammer bestimmt. Fiir die Ermittlung der
Wachstumsrate wurde die absolute Zellzahl nach dreitdgiger Kultur (N3) durch die absolute
Zellzahl zu Beginn des Experiments (NO) dividiert.

4.2.5.5 Klonogenitiit Studien bei embryonalen Fibroblasten

Um die Klonogenitdt zu ermitteln, wurden 1 x 10* Zellen in einer 10 cm Platte mit 10 ml
Medium bei Standardbedingungen 14 Tage lang inkubiert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle
drei Tage. Am Versuchsende wurden die Zellkulturplatten mit PBS gewaschen, die Zellen
mit einer Kristallviolett-Losung (0,1 % (v/w) in 70 % (v/v) Ethanol) fiir 5 min fixiert und
zeitgleich gefarbt. AnschlieBend wurden die Platten mit Leitungswasser gewaschen und sich
darauf befindende dunkelblau-gefarbte Kolonien ausgezihlt. Die Klonogenitit wurde sowohl
fiir die primdren Fibroblasten von unterschiedlichen Embryonen als auch fiir mehrere 3T3

Zelllinien ermittelt.
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4.2.5.6 Untersuchung der radialen Zellmigration aus einem Monolayer bei embryonalen
Fibroblasten

Dieser Versuch wurde mit mehreren 3T3 Zelllinien in 6-Loch Platten durchgefiihrt. Als
Ausgangspunkt diente ein Tropfen der Zellsuspension (50 pl mit 1 x 10* Zellen), der in die
Mitte eines Lochs platziert wurde. Die Platten wurden 6 h bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend zweimal mit je 2 ml PBS gewaschen. Die Kontrollplatte (0 h) wurde danach
mit 0,1 % (v/w) Kristallviolett in 70 % (v/v) Ethanol angefarbt und der Durchmesser des
Tropfens wurde vermessen. Zu anderen Platten wurden 2 ml Medium mit oder ohne
karzinogenen chicago sky blue (25 uM, 50 uM) zugegeben. Das Medium wurde alle drei
Tage gewechselt. Nach 14 Tagen wurden die Zellen mit 0,1 % (v/w) Kristallviolett in 70 %
(v/v) Ethanol angefarbt. Die Analyse der Zellmigration erfolgte nach der Methode von
Berens und Beaudry (2004). Hierbei wurde das Durchmesser des angefdrbten Flecks
gemessen und die Migrationsrate [uM/Tag] berechnet.

4.2.5.7 Anlegen von Primérkulturen aus dermalen Mausfibroblasten

Die primére dermale Fibroblasten wurden nach der Methode von Lichti et al. (2008) isoliert.
Als Quelle fiir dermale Fibroblasten diente Haut aus dem Riickenbereich ménnlicher WT und
KO Miuse im Alter von drei und zwolf Monate. Sie wurden durch CO,-Behandlung getdtet
und mit 70 % Ethanol desinfiziert. Die Haare auf dem Riicken wurden mit einem Rasierer
entfernt. Ein Hautfragment von etwa 4 x 2 cm wurde mit einer Scheere rausgeschnitten und
dreimal in sterilen PBS gewaschen. Nach 2 h Inkubation in Dispase-Losung (136 Units/ml
im Fibroblasten Medium) wurde die Epidermis von der Dermis abgelost. Die Dermis-Proben
wurden mit PBS gewaschen und auf die 10 cm Platten ausgebracht. Auf den Platten wurden
sie mit einem scharfen Skalpel in etwa 5 mm grof3e Vierecke geschnitten.

Dermale Fibroblasten wandern aus Dermis-Fragmenten auf die Platte. Dabei spielt der
Kontakt zwischen Dermis und der Platte eine wichtige Rolle. Um dies zu gewdihrleisten,
werden die Dermis-Fragmente auf einer trockenen und offenen Zellkulturplatte fiir etwa 15
min zum Antrocknen in der Sterilbank gelassen. Das ist ein kritischer Schritt: Trocknet die
Haut zu stark aus, sterben die Zellen ab. Dauert das Antrocknen nich lange genug,
schwimmen die Dermis-Fragmente bei der anschlieBenden tropfenweise Zugabe von 10 ml
Fibroblasten-Medium auf.

Das Kultivieren findet bei 37 °C und 5% CO; statt. Nach drei Tagen in der Kultur wandern
die ersten Fibroblasten auf die Platte aus. Nach etwa einer Woche werden die Dermis-Teile

entfernt und die Zellen alle drei Tage passagiert.
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4.2.5.8 Isolierung von Follikeln aus der murinen Schilddriise

Thyreozytenhaltige Follikel wurden aus der Schilddriise ménnlicher Miuse im Alter von drei
Monate nach der Methode von Jeker et al. (1999) isoliert. Sie wurden durch CO,-Behandlung
getotet und mit 70 % Ethanol desinfiziert. Die Schilddriise wurde unter sterilen Bedingungen
von der Trachee abgetrennt und mit einem scharfen Skalpel in mehrere kleine Teile
geschnitten. Danach wurden sie in einem 1,5 ml Tube mit 1 ml Verdauungsmedium (MEM
Medium mit 125 units/ml Kollagenase Typ I and 1,2 units/ml Dispase) inkubiert. Die
enzymatische Verdauung erfolgte in einem Schiittler bei 37 °C und 400 rpm 45 min lang und
diente zur Freisetzung der Follikel und Thyreozyten. AnschlieBend wurde diese Suspension
3 min bei 300 x g zentrifugiert. Der einzelne Zellen enthaltende Uberstand wurde verworfen,
das Pellet mit Follikeln in 3 ml Thyreozyten-Medium resuspendiert und in 6 cm Platten
ausplattiert. Die Follikel wurden etwa eine Woche lang bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert,

bevor sie fiir die Versuche verwendet werden konnten.

4.2.5.9 Behandlung von Thyreozyten mit Tunicamycin

Fiir diese Experimente wurden murine Thyreozyten nach der Préparation eine Woche lang in
6 cm Platten kultiviert. Dabei fand der Mediumwechsel alle drei Tage statt. Danach wurde
das Medium durch die verschiedenen Konzentrazionen an Tunicamycin im Thyreozyten-

Medium ersetzt (Tab. 3).

Tabelle 3. Behandlungsbedingungen

Inhibitor Wirkungsweise Stock Behandlungs-  Behandlungs-
in DMSO konzentration dauer
Tunicamycin inhibiert die N- 5 mg/ml 1,5 uM 18 h
Glykosylierung
10 uM 6 h

Die Behandlung mit derselben Menge an DMSO (0,08 %) im Medium diente als Kontrolle.
Nach einer bestimmten Zeit (gemil3 der Versuchseinleitung) wurden die Zellen geerntet, im

fliissigen Stickstoff eingefroren und fiir weitere Versuche bei -80 °C gelagert.

4.2.5.10 Zellkulturbasierte Analyse
Zellkulturbasierte Analyse wurde zur Ermittlung des ICsp-Wertes in 96-Loch Platten
eingesetzt. Hierzu wurden fiir mehrere Substanzen eine Titrationsreihe mit unterschiedlichem

Behandlungsdauer getestet (Abb. 5).
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Fibroblasten durchgefiihrt.

Es wurde eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml vorbereitet. Die
Bestimmung der Zellkonzentration wurde in einer Neubauer-Zellkammer durchgefiihrt.
200 pl Zellsuspension wurde in jedes Loch (2 x 10* Zellen/Well) pipettiert. Am nichsten
Tag wurde das Medium durch das Behandlungsmedium (200 pl pro Loch) mit oder ohne
Substanz (Kontrolle) ersetzt. Nach einer bestimmten Inkubationszeit (gemdl des
entsprechenden Protokolls) wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Durch die Behandlung 16sen sich apoptotische und nekrotische Zellen von der
Platte ab. Die lebenden Zellen wurden 10 min mit 4 %-igem PFA fixiert und erneut mit PBS
gewaschen. Fixierte Zellen wurden 30 min mit 100 pl 0,02 %-iger (v/w) Kristallviolett-
Losung im Wasser gefdrbt. Nach dem zweimaligen Waschen mit Wasser wurden zu jedem
Loch 180 pul 70 %-iges (v/v) Ethanol zugegeben und drei bis vier Stunden bei leichtem
Schiitteln inkubiert. Wahrend der Inkubation wird das Kristallviolett aus den fixierten Zellen
ins Ethanol freigesetzt. Dabei ist die Menge am Farbstoff direkt proportional zu der Anzahl
an Zellen im Loch. Die Absorption des Farbstoffes wurde in einem Platten-Reader bei 590
nm gemessen.

Die Analyse der Messdaten wurde unter Verwenden des “Vier Parameter logistischer Plot*

(Dulfa and Christensen, 2007) durchgefiihrt.

Y = (A-B) / [1+ (x/IC50)°] + B
A — maximale Fluoreszenz
B — minimale Fluoreszenz
S — Anstieg
ICso— Mittelpunkt des Dynamikbereiches

4.2.5.11 Untersuchung der Caspase-3-Aktivitit in gestressten Thyreozyten

Caspase-3 ist ein Schliisselenzym bei dem Caspase-3-vermittelten Apoptoseweg. Die
Messung der Caspase-3-Aktivitit erfolgte unter Verwendung des EnzChek® Caspase-3 assay
kits II (Molecular Probes). Basis der Methode ist Rhodamin 110 bis-(N-CBZ-L-Aspartyl-L-
Glutamyl-L-Valyl-L-Aspartic Sdureamid) (Z-DEVD-R110). Dieses Substrat ist ein Bisamid-
Derivat, in dem Rhodamin 110 (R110) kovalent mit dem Peptid DEVD verbunden ist. Nach
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der enzymatischen Spaltung durch Caspase-3 wird das nicht fluoreszierende Bisamid-
Substrat zuerst zum Monamid und anschlieBend zum fluoreszierenden R110 (Ext./Em.
496/520 nm) umgewandelt. Die Fluoreszenzintensitidt korreliert mit der Menge an
gespaltetem Substrat und entspricht der Caspase-3-Aktivitdt. Sie kann in einem Platten-
Reader gemessen werden. Die Messung der Caspase-3-Aktivitdt erfolgte in lysierten Zellen

gemal} des Protokolls des Herstellers.

4.2.5.12 Induktion von oxidativem Stress bei Fibroblasten

Primédre embryonale, dermale Fibroblasten und 3T3 MEF wurden in 6-Loch Platten mit einer
Zellzahl von 1 x 10° Zellen/Loch ausplattiert. Nach 24 Stunden wurde dieses Medium gegen
das Medium mit dem entsprechenden Reagenz ersetzt: mit Wasserstoffperoxid (0,2 mM, 0,6
mM, 1 mM), mit Menadion (5 uM, 10 uM, 20 uM) und mit Diamid (10 uM, 20 uM, 50
uM). Nach 6 h Behandlung mit oxidierenden Agenzien wurden die Zellen durch 5 min
Behandlung mit Trypsin von der Platte abgelost, mit PBS gewaschen und mit Annexin V-
FITC und Propidium lodid angefarbt. AnschlieBend erfolgte die Messung der Apoptose und
Nekrose mittels FACS (siehe 4.2.5.13).

4.2.5.13 Nachweis der Apoptose und Nekrose mittels Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt eine Methode zur Charakterisierung und gleichzeitigen
Isolierung von Zellpopulationen dar. Sie erfiillt den Anspruch einer hohen Sensitivitdt von
0,01 - 0,05 % und Spezifitat, die erforderlich sind, um sehr kleine Zellzahlen zu detektieren.
Hierbei wird die Externalisation von Phosphatidylserin (PS) auf der Oberfliche apoptotischer
Zellen durch FITC-markiertes Annexin V nachgewiesen und der Anteil PS-positiver Zellen
quatifiziert. Da auch nekrotische Zellen PS externalisieren, werden sie durch die
Propidiumiodid (PI)-Féarbung von anderen Zellen deskriminiert. Die intakte Membran
lebender und frithapoptotischer Zellen ist fiir PI nicht durchlassig.

Fiir die Analyse wurde das Annexin V-FITC Apoptosis detektion Kit I (BD Pharmingen ')
verwendet. Zur Fiarbung wurden 1 x 10° Zellen abzentrifugiert (5 min 200 x g) und in 1 ml
Bindungspuffer resuspendiert. 100 pl dieser Zellsuspension wurden mit 5 pul Annexin V-
FITC und mit 5 pl PI angefarbt. Nach 15 min wurde die Zellsuspension 5-fach verdiinnt und
innerhalb einer Stunde mit FACS analysiert.
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4.2.6 Immunzytochemische Methode und Fluoreszenzmikroskopie: Immunfirbung
von Fibroblasten

Fiir die Farbung wurden 0,5 x 10* Zellen pro Loch in ein 8-Loch Slide ausplattiert. Nach 18 h
(iiber Nacht) wurden die Zellen mit einer Methanol / Aceton Mischung (1:1) 10 min bei
-20 °C fixiert und permeabilisiert. Danach wurden sie dreimal kurz mit PBS gewaschen und
fiir 30 min in Blocking-Losung (PBS / 2% (v/v) FBS / 0,5 % (v/v) Triton X-100) inkubiert.
Die Inkubation mit dem Primédrantikorper in der Blocking-Losung dauerte eine Stunde bei
Raumtemperatur. Nach kurzem Waschen mit PBS erfolgte die 30-miniitige Inkubation mit
Sekundirantikorper (Ziege Anti-Kaninchen IgG-Cy3). Nachdem die Zellen erneut mit PBS
gewaschen wurden, wurden die Zellkerne 30 min mit HOECHST44432 und das
endoplasmatische Retikulum 30 min mit ER-stain gefarbt. AnschlieBend wurden die
Objekttrager gewaschen, mit Mounting-Medium beschichtet und mit Deckgldsern bedeckt.
Die gefarbten Zellen wurden mittels Konfokalmikroskop EZ-C1 visualisiert. Die Priparate

konnten tiber ldngere Zeit geschiitzt vom Licht bei +4 - +8 °C gelagert werden.

4.2.7 Proteinanalytische Methoden

4.2.7.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten wurden frisch sedimentierte oder eingefrorene
Zellsedimente auf Eis aufgetaut und mit 20 - 50 ul Lysepuffer versetzt. Danach wurden diese
Proben 5 min im Wasserbad bei 100 %, 4 °C sonifiziert. Nach der Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden die Proben mit einem entsprechenden Volumen an
4 x Ladepuffer versetzt. AnschlieBend wurde das Zelllysat entweder gleich analysiert, oder

im fliissigen Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

4.2.7.2 Herstellung von murinen Organextrakten

Etwa 30 - 100 mg Gewebe (Leber, Herz, Niere, Gehirn, Schilddriise, Speicheldriise, Prostata,
Pankreas, Magen) wurden zweimal mit PBS gewaschen und in kleine Teile geschnitten. Die
Teile wurden in ein Tube iibertragen, mit 20 - 100 pl Lysepuffer versetzt und mit dem
Mikromorser homogenisiert. Das Homogenisat wurde 20 min bei 13200 x g, 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Tube iibertragen, erneut mit 20 - 100 pl
Lysepuffer versetzt und 20 min bei 13200 x g, 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde

aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.
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4.2.7.3 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Pierce ® 660 nm Protein assay Kit
Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde in 96-Loch Platten durchgefiihrt. Fiir eine
Standardkurve wurde eine Verdiinnungsreihe aus 2 mg/ml BSA-Standardldsung vorbereitet

(Tab. 4).

Tabelle 4. Verdiinnungsreihe fiir die Eichgerade

Probe Nr. 1 2 3 4 5 6
BSA Standardléosung Opl  Spul 10ul 15ul 20l 25w
Proteinmenge Opg 10pg 20pug 30 pg 40 ug 50 pg

Je 10 pl jeder Probe wurden in eine 96-Loch Platte pipettiert. Zu jedem Loch wurden je
150 pl Pierce-Reagenz zugegeben. Unmittelbar danach wurde die Platte 1 min geschiittelt
und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption wurde in einem Platten-Reader bei
660 nm gemessen. Durch den doppelten Messeinsatz konnten Mittelwert und
Standardabweichung fiir jede Probe bestimmt werden. Die Mittelwerte wurden gegen die
entsprechenden Proteinkonzentrationen aufgetragen. Es wurde eine lineare Regression (in
Excel) erstellt, deren Gleichung fiir eine Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben

diente.

4.2.7.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS PAGE)

Diese analytische Methode wird zur Trennung von Proteinen im elektrischen Feld benutzt.
Das anionische Detergenz SDS (sodium dodecyl sulfate) denaturiert Proteine und verleiht
thnen negative Ladungen, sodall die Molekiile nur nach dem Molekulargewicht getrennt
werden. Bei der in dieser Arbeit benutzten diskontinuierlichen SDS PAGE wandern die
Proteine zuerst in ein Sammelgel, in dem sie aufkonzentriert werden und anschlieend in ein
Trenngel, in dem die eigentliche Auftrennung erfolgt. Sammel- und Trenngel unterscheiden
sich durch unterschiedliche Porengréf3en und pH-Werte.

Durch den Gehalt an Acrylamid kann die Porengrofe des Gels variiert werden, je nachdem
ob kleine oder groBe Proteine getrennt werden sollen (8 — 12 %): 8 % fiir 24 - 205 kDa
Proteine, 10 % fiir 14 — 205 kDa Proteine, 12 % fiir 14 — 66 kDa Proteine. Zur Herstellung
diskontinuierlicher Minigele (100 mm x 80 mm x 1,0 mm) wurde zuerst das SDS Trenngel
bis ca. 3,5 cm unter den Rand der vertikalen Glasplatten gegossen und mit 1 ml reinem 2-
Propanol iiberschichtet, um eine glatte Trennfldche zu erhalten. Nach Polymerisation des
Trenngels, wurde das 2-Propanol entfernt. Das Sammelgel wurde nun auf das Trenngel

gegossen und der Kamm luftblasenfrei aufgesetzt (Tab. 5).
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Die Proteinproben wurden auf Eis aufgetaut, mit Lysepuffer auf 4 ug/ul verdiinnt und mit
4 x Ladepuffer versetzt. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben

(20 pg Protein pro Probe) auf das Gel aufgetragen und bei 150 V aufgetrennt.

Tabelle 5. Zusammensetzung der SDS-Gele

Stock-Losung Sammelgel Trenngel

4 % 8% 10 % 14 %
0,4 % SDS, 0,5 M 2,5 ml - - -
Tris-Cl, pH 6.8
0,4 % SDS, 1,5 M Tris- 3,9 ml 3,9 ml 3,9 ml
CL pH 8,9 -
30 % Acrylamid 1,3 ml 4,2 ml 5,3ml 7,4 ml
H,O 6,1 ml 7,5 ml 6,5 ml 4,4 ml
10 % (w/v) Ammonium 50 ul 75 ul 75 ul 75 ul
persulfat
TEMED 15 pul 11,3 ul 11,3 pl 11,3 pl

4.2.7.5 Western Blot-Analyse

Western Blot ist eine immunologische Technik, die Dank ihrer Simplizitit und
anschlieBender informativer Aussagekraft sehr verbreitet ist. Diese Methode besteht aus drei
Schritten: Proteintransfer, Immunofiarbung und Detektion.

Proteintransfer

Nach der Auftrennung von Proteinen im SDS Gel wurden sie im Semi-dry Blot System auf
einen festen Triager (Nitrocellulose Membran) iibertragen. Vor dem Transfer wurden
Membran und Whatman Gel Blotpapier entsprechend der Grofle des Gels zugeschnitten und
20 min im Blotpuffer equilibriert.

Die Proteine wandern im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode, deshalb wurden die
Komponenten des Blots so platziert, dass sich die Membran am positiven Pol und das Gel am
negativen Pol befanden. Ober- und unterhalb des Gel-Membran-Systems befanden sich
jeweils zwei Schichten von Whatman Papier. Die Stromstirke wurde auf 1 mA/cm® Gel
eingestellt. Der Transfer von einem Minigel dauerte 90 min bei 50 mA.

Immunofdrbung

Vor der Farbung wurde die Membran fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder {iber Nacht
bei +4 °C mit der Blocking-Losung inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
abzusittigen. Danach erfolgte eine Inkubation mit Primérantikorpern (1:1000 in 10 ml
Inkubationspuffer) fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei +4 °C. Im

nichsten Schritt wurde die Membran dreimal je 5 min mit Waschpuffer gewaschen. Die
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Inkubation mit Sekundirantikérpern (1:10000 in 10 ml Inkubationspuffer) dauerte zwei
Stunden bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde die Membran fiinfmal je 10 min mit
PBS/0,05 % Tween gewaschen.

Detektion

Nach der Farbung mit sekunddren HRP-gekoppelten Antikorpern wurden die Proteine
mittels Chemolumineszenz detektiert. Signale wurden entweder mit Supersignal West Pico
Chemiluminescent Substrate kit oder mit Supersignal West Dura Extended Duration
Substrate kit (fir schwache Signale) laut der Anweisung sichtbar gemacht. Bei dieser
Methode wird die Wasserstoffperoxid-Losung als Substrat fiir die Meerrettich-Peroxidase
(HRP) benutzt. Die dadurch entstehenden Radikale 16sen eine Chemilumineszenz-Reaktion
aus, welche zur Schwirzung der Membran an der Position des gebundenen HRP-gekoppelten
Antikorpers flihrt. Durch die Luminol/enhancer-Losung erfolgt eine Amplification des
Signals. Die Bilder wurden mittels CCD Kamera Fusion-SL 4.2 MP (chemilumilesence
system, peqlab) aufgenommen.

Wenn fiir die Farbung Ziege Anti-Kaninchen Cy3- oder Cy5-gekoppelte Sekundérantikdrper
benutzt wurden, erfolgte eine Fluoreszenzdetektion mittels Typhooon TRIO+-Scanner. Die
Signalintensitidt wurde mit Adobe Photoshop CS3 gemessen und analysiert. Die gemessenen
Intensititen wurden nach der Ladekontrolle (B-Aktin, GAPDH) normiert und als %-Anteil

der Kontrolle berechnet.

4.2.8 Analytische Methode: Konzentrationsbestimmung von Wasserstoffperoxid im
Medium mittels ferrous oxidation - xylenol orange (FOX)-Analyse

Mittels dieser spezifischen und sensitiven Methode ist es moglich, kleine Mengen an
Wasserstoffperoxid in verschiedenen organischen Substanzen und Medien zu bestimmen
(Gay and Gebicki, 2003). Die FOX Methode basiert auf der Oxidation von Fe (II) zu Fe (III)

in Anwesenheit von Wasserstofperoxid unter sauren Bedingungen (Bou et al., 2008).
ROOH + Fe > — Fe *" + RO" +OH’

Der Farbstoff Xylenolorange (XO) [3,3’-Bis(N,N-bis(carboxy-methyl)aminomethyl)-o-
cresolsulfonephthalein] tetrasodium Salz bildet mit Fe (III) einen Farbkomplex, der bei 540 -
600 nm absorbiert. Die Absorption wurde in einer Plastikkiivette, in der zu 950 pl FOX
Reagenz 50 pl Probe zugegeben wurden, gemessen. Die Farbe entwickelte sich bei
Raumtemperatur innerhalb von 30 min (Gay et al., 1999). Die H,O,-Konzentration wurde

nach dem Lambert-Beer schen Gesetz berechnet:
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A =¢*c*d, wobei

A - Absorption
¢ - Extinktionskoeffizient, M'cm™
d - Pfadlinge, cm
¢ - Konzentration der absorbierenden Substanz, M
Der Extinktionskoeffizient betrigt 44000 M'ecm™ (Gay et al., 1999, Bou et al., 2008), die

Pfadléange 1 cm.

4.2.9 Statistische Auswertung der Messdaten

Die meisten Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt.
Mittels t-Test wurden die P-Werte zwischen WT und KO berechnet. Statistische Signifikanz
wurde als P < 0,05 definiert. Alle Berechnungen wurden in Exel durchgefiihrt.



Ergebnisse

45

5 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden zwei Aspekte beziiglich der Rolle von ERp29 untersucht: Zelluldre
Prozesse und in vivo Effekte. In der ersten Halfte dieses Kapitels wird die Rolle von ERp29
im Stoffwechsel, seine Beteiligung an verschiedenen Signalkaskaden und die potentielle
Beteiligung an der Krebspathogenese untersucht. Die Analyse der in vivo Effekte in der
zweiten Hilfte des Kapitels erfolgte anhand der Langzeitstudien und der priméren
Phenotypisierung der ERp29KO Maduse. Einige Untersuchungen wurden in Hinsicht auf die
aktuellen Studien aus der Literatur durchgefiihrt.

5.1 Charakterisierung primérer und immortaler ERp29-defizienter Zellen
Fir diese Charakterisierung wurden embryonale und adulte Zellen verwendet, die
verschiedene Ontogenese-Stadien repriasentieren. Die embryonalen Zellen haben aufgrund
eines hohen proliferativen Potentials einen groflen Vorteil fiir experimentelle Arbeiten.

Alle Versuche mit adulten Zellen gestalteten sich hingegen als sehr aufwendig. Adulte Zellen
teilen sich nur begrenzt und sind nur in kleinen Mengen von einer Maus verfligbar. Die
murine Schilddriise ist beispielsweise nur 2 mm grof3. Deshalb konnten nur die Experimente
wiederholt werden, die Genotyp-relevante Unterschiede zeigten, da jede Wiederholung einen

Zugriff auf die Ursprungsquelle erforderte.

5.1.1 Spontane Immortalisierung primirer Maus-Embryo-Fibroblasten

In der Literatur wurden bereits einige Studien im Hinblick auf die spontane Immortalisierung
der primdren murinen Fibroblasten beschrieben. Fiir die vorliegende Arbeit war es jedoch
entscheidend, den Einfluss von ERp29 in zwei wichtigen Situationen beziiglich der malignen
Veridnderungen zu vergleichen: Die spontane Immortalisierung, die der erste Schritt in
Richtung Transformation ist (Baserga, 1997), und die Fahigkeit der Zellen zur Klonogenitét
und zur Migration (Kuzumaki et al., 1996). Daher wurde im ersten Teil der Arbeit zunichst
die Rolle von ERp29 in der spontanen Immortalisierung von primiren C57BL/6N Maus-
Embryo-Fibroblasten (MEF) untersucht.

Fiir die spontane Immortalisierung von MEF wird im Allgemeinen das von Todaro und
Green (1963) etablierte 3T3-Protokoll angewendet. Die priméren Fibroblasten werden alle
drei Tage in einer Zelldichte von 3 x 10° Zellen pro 5 cm Kulturschale ausgesit bis die
Zellen ihr Proliferationslimit erreichen und ihr Wachstum einstellen. Durch spontane
Mutationen und epigenetische Verdnderungen, die wahrend der Kultivierung auftreten
konnen, werden nur wenige Zellen von den Seneszenz-auslosenden Mechanismen

unabhéngig und proliferieren unbegrenzt. Die Zellen sind immortal bzw. immortalisiert. Im
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Folgenden wurden primidre C57BL/6N MEF bis zum Auftreten immortalisierter Zellen
passagiert und das Proliferationsverhalten wurde charakterisiert. Die primdren MEF stammen
aus der Verpaarung ERp29-heterozygoter C57BL/6N Maiuse in laboreigener Ziichtung.
Embryonen wurden am 14. — 15. Schwangerschaftstag entnommen, die MEF isoliert und ihr
Genotyp anhand spezifischer PCR untersucht (Abb. 6). Mittels PCRI wurde ERp29KO-Gen
2,5 kb grof3 amplifiziert. Dafiir wurden zwei Primer verwendet: Primer 366 bindet vor dem

ATG-Start Kodon und Primer 393 bindet am lacZ-Fragment des ERp29-Vektors (Abb. 38).

P278——>
P366——>
ATG
N~ Iy | =
Exon 1 Exon 2 Exon 3
<«~—P304
<—P393

Abbildung 6. Schematische Darstellung der Primer-Bindungsstellen fir die

Genotypisierung.
Auf dem Bild sind die Bindungstellen fiir Primers 366 und 393 (PCRI) und fiir Primers 278 und 304 (PCRII)
dargestellt.

Fiir PCRII (WT-Gen 0,7 kb grof3) wurden der Primer 278, der am Start-Kodon bindet, und
der Primer 304, der am Intron zwischen Exon 1 und Exon 2 bindet, verwendet. Dieses Intron
fehlt im ERp29KO Gen. Wenn die beiden PCR-Reaktionen fiir eine Probe positiv waren,
deutete dies auf eine Heterozygote hin. Fiir die Versuche wurden ERp29KO (KO) und WT
Zellen als Kontrolle verwendet. Die verbliebenen Zellen wurden kryokonserviert.

Die Immortalisierung erfolgte gleich nach der Préparation der Embryonen (Passage 0) in je
zwei 10 cm Kulturschalen pro Zelleinsatz bei Standardbedingungen (21 % O, und 5 % CO»).
Alle drei Tage wurden primére Fibroblasten nach dem 3T3-Schema passagiert (sieche
4.2.5.4). Hierbei wurden nur lebenden Zellen beriicksichtigt, die anhand der Trypan blau-
Féarbung gezéhlt wurden (Abb. 7).

Bis zum Erreichen der Seneszenz nach ca. 15 - 20 Tagen wurden 1,2 x 10° Zellen in 10 cm
Kulturschalen ausgesdt. Fiir die Berechnung dieser und nachfolgender (siehe unten)
Zellzahlen wurde die Zelldichte von 1,53 x 10* Zellen/cm* laut dem 3T3 Protokoll
beriicksichtigt, um die Halbkonfluenz (etwa 60 %) zu gewéhrleisten und das 3T3-Schema
beizubehalten. Die Seneszenz wird durch eine rasant sinkende Wachstumsrate (N3/NO)
charakterisiert. Beim Erreichen einer sogenannten Zellkulturkrise wurde kaum noch eine

Zunahme an Zellzahl beobachtet (N3/NO < 1). Dies ist eine kritische Phase fiir das Uberleben
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und fiir die spontane Mutagenese der Zellen, bei der die interzelluldren Kontakten und die
interzellulaire Kommunikation eine entscheidende Rolle spielen.
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Abbildung 7. Immortalisierungsverlauf der ERp29-defizienten MEF im Vergleich zum WT.
MEF wurden nach einem 3T3-Schema alle drei Tage in DMEM / 10 % FCS passagiert. Die Gesamtzellzahl

jeder Kulturschale wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zellkammer bestimmt. Die Mittelwerte fiir die
Wachstumsrate (N3/NO) wurden gegen die jeweiligen Passagen aufgetragen, um den Immortalisierungsverlauf
zu zeigen (a). Im Balkendiagramm (b) sind Mittelwerte fiir die Wachstumsrate und ihre Standardabweichungen

von je vier Zelllinien (vier verschiedene Embryonen) pro Genotyp dargestellt.

Wegen der gesunkenen Gesamtzellzahl wurden wéhrend der Zellkulturkrise kleineren
Zellkulturplatten (6 cm) bei einer Zellzahl von 4,3 x 10° verwendet. Da eine
Immortalisierung durch Zufallsereignisse (wie z.B. spontane Mutagenese) moglich wird,
werden nicht alle primdren Zellen zu immortalisierten Zelllinien. Dabei kann die
Abwesenheit einiger Proteine den Immortalisierungsverlauf verdndern oder sogar die
Immortalisierung verhindern. Fiir die Beschreibung dieses Phdnomens wird die
Immortalisierungsrate als prozentualer Anteil immortalisierter Zelllinien zur Anzahl der
Einsdtze aus priméren Zellen ermittelt (Tolstonog et al., 2005). Fiir diesen Versuch wurden
die Zellen von insgesamt je zehn KO und WT Embryonen eingesetzt. Hierbei betrug die
Immortalisierungsrate unabhingig vom Genotyp 60 %.

Anhand des Vergleichs der Wachstumskurven der WT und KO Zellen wird deutlich, dass es
im Verlauf der Immortalisierung keine signifikanten Unterschiede im Zellwachstum
zwischen KO und WT Zellen gab (Abb. 7b). Unabhidngig vom Genotyp wurden 3T3
Zelllinien mit sehr unterschiedlichen Wachstumsraten immortalisiert, was anhand der
Standardabweichungen in der Plateau-Phase ab der 30. Passage zu sehen ist. In dieser Phase

ist die Immortalisierung der Zellen vollendet und ihr Proliferationspotenzial unbegrenzt.
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5.1.2 Charakterisierung der primiren MEF und der immortalen Zelllinien

Eine Charakterisierung der primdren MEF und der immortalen Zelllinien erfolgte anhand der
Klonogenitétsstudien: Primére Zellen — Passage 4; Zellen nach der Zellkulturkrise — Passage
21; immortalisierte Zellen — Passage 28.

Spontane Immortalisierung der C57BL/6N MEF fiihrte zu zelluldren Verdnderungen, die sich
in einem verstirkten Proliferationsverhalten (Kolonienzahl und Zellzahl) gegeniiber primérer
Zellen zeigten. Dies wurde sowohl fir WT MEF als auch fir KO MEF festgestellt. Im
Allgemeinen bildeten primére Zellen bei einer niedrigen Zelldichte nur wenig Kolonien, was
durch fehlenden Zell-Zell-Kontakt zu erkldren ist und eine typische Eigenschaft fiir primére
nicht-maligne Zellen darstellt.

Waihrend fiir die primdren MEF kein Genotyp-relevanter Proliferationsunterschied (P = 0,44)
nachgewiesen werden konnte, zeigten immortalisierende KO MEF in der Passage 21 (nach
der Zellkulturkrise) eine wesentlich verlangsamte Kolonienbildung (Abb. 8a) und eine
signifikant reduzierte Gesamtzellzahl (P = 0,05) (Abb. 8b). Hierbei wurden die Kolonien mit

einem Durchmesser von > 3 mm beriicksichtigt.
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Abbildung 8. Proliferationsverhalten der primdren und spontan immortalisierten KO MEF

im Vergleich zu WT MEF.

Fiir jeden Einsatz wurden 1 x 10* Zellen der Passage 4 (primire MEF), Passage 21 (nach der Kulturkrise) und
Passage 28 (immortalisierte MEF) in 10 cm Kulturschalen verwendet. Nach 14 Tagen wurden entweder je zwei
Schalen mit 0,1 % Kristallviolett-Losung gefarbt, um die Kolonien sichtbar zu machen (a), oder die lebenden
Zellen mit der Neubauer-Zellkammer gezihlt, um die Gesamtzellzahl pro Schale zu bestimmen. Die gemittelten
Gesamtzellzahlen von vier Zelllinien pro Genotyp mit Standardabweichungen sind im Diagramm (b)
dargestellt.

Im Laufe der Kultivierung, nach der Zellkulturkrise, bildeten die Zellen immer mehr
Kolonien, sodass im Falle der immortalen Zellen (Passage 28) nach zwei Wochen

Kultivierung keine einzelnen Kolonien sichtbar waren (Abb. 8a). Aus diesem Grund wurde
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das Proliferationsverhalten der immortalisierten MEF nur anhand der Zellzahl pro Platte
analysiert (Abb. 8b). Das verlangsamte Wachstum der immortalen KO MEF war hierbei nur
als eine Tendenz (P = 0,11) im Vergleich zu immortalen WT MEF (Abb. 8b) zu sehen. Da
die MEF unabhdngig von ihrem Genotyp mit unterschiedlichen Wachstumsraten
immortalisiert wurden (siehe 5.1.1), konnten auch im Klonogenitdt-Versuch fiir diese
Zelllinien keine statistisch signifikante Unterschiede erzielt werden.

Um die weiteren malignen Eigenschaften zu ermitteln wurde das Proliferationsverhalten von
priméren (Passage 4) und immortalen Zellen (Passage 28) in der Anwesenheit von ,,chicago
sky blue* (CSB) untersucht. Laut Literatur ist dies ein effektiver Inhibitor, der die Interaktion
zwischen dem HIVirus-1 und der Zelle verhindert (Clanton et al., 1992). Weitere Studien
zeigten, dass der Azobenzidin-Kern des CSB zu karzinogenen aromatischen Aminen in vitro
umgewandelt wird (Yin and Hamilton, 2005). Zunichst wurden ICso-Werte fiir eine 24 h-
Behandlung mit Hilfe von “Vier Parameter logistischer Plot* (siche 4.2.5.10) ermittelt (Abb.
9). Dieser Wert repriasentiert die Konzentration an Substanz, die fir 50 %
Wachstumsinhibition der Zellen in vitro notwendig ist.
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Abbildung 9. Vergleichende Schadensantwort bei verschiedenen Konzentrationen an CSB

und 1Csp-Werte.

Es wurden 1 x 10* Zellen in den Passagen 4 und 28 in jede Vertiefung einer 96-Loch Kulturschale ausplattiert.
Nach 18 h Inkubation bei Standardbedingungen wurden die Zellen fiir weitere 24 h mit verschiedenen
Konzentrationen an CSB behandelt. Danach wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert und mit 0,02 %
Kristallviolett-Losung angeféirbt. Anhand der Farbintensitit, die mit der Zellzahl korreliert, wurde die
prozentuale Abnahme der Zellzahl bei der entsprechenden CSB-Konzentration ermittelt und anhand dieser die
Toxizitdtskurven erstellt (a). Im Balkendiagramm (b) sind die ICs,-Mittelwerte von vier unabhidngigen
Messungen (primédre Zellen und Zelllinien aus vier Embryonen) mit den jeweiligen Standardabweichungen und

den P-Werten dargestellt.

Der ICs ist ein Mal3 dafiir, wie effektiv eine Substanz ist. Die primidren MEF zeigten dabei

eine hohere Empfindlichkeit fiir die CSB-Behandlung (ICso = 650 uM) im Vergleich zu
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immortalen Zellen (ICsop 950 uM). Dennoch konnten durch diese Untersuchung keine
signifikanten, Genotyp-relevanten Unterschiede festgestelt werden. Anhand dieses Versuches
wurden zwei Konzentrationen von CSB 25 uM und 50 uM ausgewihlt, die kein Absterben
der Zellen nach 24 h hervorrufen. Diese Konzentrationen wurden fiir die weiteren
Klonogenitét-Studien eingesetzt. Hierbei wurde die Kolonienbildung der primdren und
immortalisierten MEF in Anwesenheit dieses Inhibitors im Kulturmedium untersucht. Die
mit CSB behandelten primdren Zellen zeigten dabei ein wesentlich reduzierten
Zellwachstum™ - um etwa 80 % im Vergleich zur Kontrolle. Genotyp-relevante Unterschiede
konnten nach der Behandlung mit 50 uM CSB festgestellt werden. Hierbei zeigten die KO
Zellen eine hohere Empfindlichkeit und daher ein signifikant reduziertes Zellwachstum im

Vergleich zum WT (Abb. 10).

Abbildung 10. Einflus von CSB auf das

primiire MEF Proliferationsverhalten =~ von  primédren

) MEEF.
=§ 120 | [ RN Fiir jeden Einsatz wurden 1 x 10* primére Zellen in
E I ERp29 KO 10 cm Kulturschalen ausplattiert. Die Zellen
:f 90 - wurden 14 Tage lang mit 25 pM und 50 uM CSB
E 60 - inkubiert. Als Kontrolle diente Medium ohne CSB.
;- 30 - P|=_|'3-21 P|=_0-‘|34 Fiir die Auswertung wurden die lebenden Zellen
S - . von je zwei Zellkulturschalen mit der Neubauer-
E 0 _ _ Zellkammer gezédhlt, um die Gesamtzahl von
0 25 S0 primédren Zellen pro Schale zu bestimmen. Im
CSB, uM Balkendiagramm sind die Mittelwerte von drei

unabhingigen Messungen mit den jeweiligen
Standardabweichungen und den P-Werten

dargestellt.

Die immortalen KO Zellen zeigten sich ebenso als mehr empfindlich fiir die CSB-
Behandlung in Gegensatz zu den immortalen WT Zellen. Die KO Zellen wiesen bei 25 uM
ein 5-fach und bei 50 uM einen 10-fach reduziertes Zellzuwachs auf (Abb. 11).

* In der Medizin, speziell in der Onkologie, wird der Begriff ,,Zellwachstum® hdufig auch mit der Zunahme der
Zellzahl (beispielsweise in einem Tumor) gleichgesetzt. Hierbei wachsen (abgesehen von GroBenidnderungen
wihrend der Zellteilung) die einzelnen Zellen nicht, sondern die gesamte Zellkultur.
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Abbildung 11. Einfluss von CSB auf die Proliferation von 3T3 MEF.

Fiir jeden Einsatz wurden 1 x 10* Zellen der Passage 28 in 10 cm Kulturschalen ausplattiert. Die Zellen wurden
14 Tage lang mit 25 uM und 50 pM CSB inkubiert. Als Kontrolle diente Medium ohne CSB. Nach 14 Tagen
wurden die lebenden Zellen von je zwei Zellkulturschalen gefarbt (a) und mit der Neubauer-Zellkammer
gezdhlt, um die Gesamtzahl von immortalen Zellen pro Schale zu bestimmen. Im Balkendiagramm (b) sind die
Mittelwerte von drei unabhingigen Messungen mit den jeweiligen Standardabweichungen und den P-Werten

dargestellt.

Ahnliche Tendenzen wurden in Migration-Studien mit immortalen Zellen festgestellt (Abb.
12). Zellmigration gehort zu einer fundamentalen Eigenschaft, die wihrend der embryonalen
Entwicklung, bei der Wundheilung und bei der Krebspathogenese eine wichtige Rolle spielt.
Durch die Analyse der radialen Verbreitung ist es moglich, die Zellmigration-Antwort auf
verschiedene 10sliche Substanzen oder die Migrationsverdnderungen bei verschiedenen
Konzentrationen derselben Substanz zu untersuchen.

Wie in Abb. 12 zu sehen ist, verlangsamt CSB eine Ausbreitung von KO Zellen wesentlich
im Vergleich zu WT Fibroblasten. So wanderten die KO Zellen in Gegenwart von 25 uM
CSB durchschnittlich um 200 pm/Tag und bei 50 uM um etwa 100 um/Tag langsamer als
die WT Zellen (Abb. 12b).
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Abbildung 12. Einfluss von CSB auf die radiale Zellmigration von 3T3 KO MEF im

Vergleich zu WT MEF.

1 x 10* Zellen der Passage 28 (3T3 MEF) je 50 pl wurden in eine 6-Loch-Platte pipettiert. Nach einer 14-
tdgigen Inkubation mit CSB wurden die Zellen mit 0,1 % Kristallviolett-Losung angeféarbt (a). Die Grofe der
Flecken wurde vermessen und die Migration der Zellen [um/Tag] berechnet. In Balkendiagramm (b) sind die

Mittelwerte der Migrationsrate von drei unabhingigen Experimenten mit den jeweiligen Standardabweichungen

und den P-Werten dargestellt.

Um die Ursache fiir das unterschiedliche Proliferationsverhalten zwischen KO und WT
festzustellen, wurden die mit CSB behandelten Zellen mittels Western Blot analysiert. Das

CSB besitzt eine tief blaue Farbe und verfarbt die Zellen bereits nach einer 24-stlindiger

Behandlung.
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Abbildung 13. CSB hat Eigenfluoreszenz bei Ex/Em 650/670 nm.

Die Bilder von Nitrocellulose-Membranen nach dem Transfer der behandelten mit CSB (0, 25 und 50 pM)
Zellen wurden mit Hilfe des Typhoon TRIO-Scanners bei zwei verschiedenen Ex/Em aufgenommen: Im CyS5-
Kanal (Ex/Em 650/670 nm) ergibt das CSB ein intensives Fluoreszenzsignal bei etwa 55 kDa (a). Im Cy3-
Kanal (Ex/Em 549/570) konnten keine Signale festgestellt werden (b).

Hierbei wanderte das CSB im SDS-Gel als ein Bestandteil des Zelllysats und war auch nach

dem Transfer auf die Nitrocellulose-Membran aufgrund der blauen Féarbung bei 55 kDa zu
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sehen. Eine Detektion mit Hilfe des Typhoon TRIO-Scanners zeigte, dass CSB eine
Eigenfluoreszenz bei Ex/Em 650/670 nm aufweist (Abb. 13a). Daher wurden fiir die Farbung
von Proteinen sekundire Cy3-gekoppelte Antikdrper (Ex/Em 549/570 nm) verwendet, da das
CSB in diesem Fluoreszenzkanal keine Signale ergab (Abb 13b), somit also keine
Uberlappung der Fluoreszenzspektren vorlag.

Mittels Western Blot wurde eine Reihe der ER-Stress-Proteine analysiert, die an der ER-
Qualititskontrolle (BiP, GRp94, PDI, CRT), an der redox-Homeostase und an der Antwort
auf oxidativen Stress (BiP, ATF6) beteiligt sind (Abb. 14).

WT KO Abbildung 14. Western Blot-Analyse
CSB, tM 0 25 S0 0 25 50 einiger ER-Stress-Proteine.
GRpY4 iy S f— e f— ey Die Zellen wurden mit 25 uM und 50 uM
BiP s - CSB behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen
ATF6 e Te—— e — . .
geerntet und im Lysepuffer resuspendiert.
PDI —_ g -

20 pg Protein pro Geltasche wurden auf ein 10
— 14 %-iges SDS Gel aufgetragen. Gezeigt

B-Aktin et - - " sind die Ergebnisse der Western Blot-Analyse

mit spezifischen Antikorpern. f-Aktin diente

als Ladekontrolle.

Die 24-stiindige Behandlung mit CSB ergab keine Verdnderungen der Expression dieser ER-
Proteine im Vergleich zur Kontrolle. Hierbei ist eine Analyse nach einem Vielfachen der
Inkubationszeit erforderlich. Allerdings war die Western Blot-Analyse in diesem Fall
erschwert. Infolge lédngerer Inkubationszeiten und der damit einhergehenden steigenden

Konzentration durch kummulative CSB-Absorption war die Zelllyse nicht mehr mdglich.

5.1.3 Charakterisierung der embryonalen Fibroblasten mittels Fluoreszenzmikroskopie
Fir die morphologische Charakterisierung der embryonalen Fibroblasten wurde das
Zytoskelett mit anti-Vimentin-Antikdrpern angefdrbt. Vimentin ist ein formgebendes
Mikrofilament in Zellen, das auBerdem eine wichtige Rolle bei der Krebspathogenese spielt

(siehe 1.1.3).
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Abbildung 15. Morphologie der 3T3 Fibroblasten.

Immortale Zellen wurden mit Aceton/Methanol (1:1) fixiert und anschlieBend doppelt geféarbt: (a) Zellkern -
blau (HOECHST33342) und (b) Vimentin — rot (Cy3); (¢) — Uberlagerung der beiden Firbungen. 400x

VergroBerung.

Im Zytoplasma embryonaler Fibroblasten ist ein Netzwerk der Vimentinfilamente erkennbar
(Abb. 15). Die Zellen haben eine typische Form, die durch mehrere Ausléufer ausgepragt ist.
Dabei sind keine Genotyp-spezifischen Unterschiede in der Vimentin-Verteilung oder

Farbintensitit zu erkennen.
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Abbildung 16: Connexin 43-Verteilung in 3T3 Fibroblasten.

Immortale Zellen wurden mit Aceton/Methanol (1:1) fixiert und anschlieBend gefarbt: (a) Zellkern - blau
(HOEHST33342), (b) endoplasmatisches Retikulum - griin (ER-stain); (¢) Cx43 — rot (Cy3); (d) —
Uberlagerung der drei Firbungen. Punktformige Ansammlungen von Cx43 an der Zellmembran sind Cx43-

Oligomere (weil} eingerahmt). 400x Vergroferung.
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Laut Untersuchungen von Das et al. (2009) ist das ERp29 an der Stabilisierung des
monomeren Connexin43 (Cx43) und seinem Transport aus dem ER beteiligt.
Oligomerisiertes Cx43 bildet gap juncnions in der Zellmembran, die bei der interzelluldren
Kommunikation und bei der embryonalen Entwicklung eine wichtige Rolle spielen (S6hl and
Willecke, 2004). Daraufhin wurden embryonale KO Fibroblasten mit anti-Cx43-Antikorpern
angefarbt. Als Kontrolle wurden embryonale WT Fibroblasten von Geschwister-Embryonen
verwendet. Zeitgleich wurde eine ER-Farbung durchgefiihrt.

Durch Uberlagerung des roten (Cx43-Firbung) und des griinen Kanals (ER-Firbung) ist die
Cx43-Verteilung im ER der Zellen erkennbar (Abb. 16d). Anhand dieser Farbung konnten
keine Genotyp-relevante Unterschiede in der Cx43-Verteilung im ER festgestellt werden. An
der Oberfliche der Zellen sind wunabhingig vom Genotyp punktformige Cx43-
Ansammlungen (weill eingerahmt) zu sehen, die vermutlich den Cx43-Oligomeren

zuzuordnen sind (Abb. 16d).

5.1.4 Praparation der dermalen Fibroblasten und ihre Charakterisierung mittels
Fluoreszenzmikroskopie

Der gesamte Ablauf der Zellpriparation ist in Abb. 17 dargestellt. Die Hautfragmente wurden
auf einer Zellkulturschale platziert und mit DMEM / 10% FCS {iberschichtet. Nach zwei bis
drei Tagen fangen die Zellen an, aus der Haut in die Schale zu wandern. Nach sieben bis
zehn Tagen wurden die Hautfragmente entfernt und die Zellen standardmiBig in andere

Zellkulturschalen umgesetzt (siche 4.2.5).

Zellkulturschale © 10 cm Abbildung 17. Priparation von
adulten dermalen Fibroblasten

aus muriner Haut.

Links ist die schematische Darstellung
des Versuchsaufbaus, rechts ist der Rand

eines Hautfragments mit

ausgewanderten Fibroblasten unter dem

Mikroskop zu sehen. 200x

Hautteile

Vergroflerung.

Erst nach drei Passagen erreichten die Zellen die erforderliche Zelldichte und konnten fiir die
Versuche eingesetzt werden. Auf eine ldngere Kultivierung musste verzichtet werden, weil
die Zellen abzusterben begannen. Zwar stellte sich die vierte Passage als optimale fiir die

Versuche dar, jedoch war die Zellzahl sehr gering (etwa 2 x 10°). Dies fiihrte dazu, dass fiir
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jeden Versuch ein Zugriff auf die Ursprungsquelle erforderlich war, die Préparation also

erneut mit neuen Gewebeproben erfolgen mufte.

- -.-
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Abbildung 18. Morphologie der murinen dermalen Fibroblasten.

Immortale Zellen wurden mit Aceton / Methanol (1 : 1) fixiert und anschlieBend doppelt geféarbt: (a) Zellkern —
blau (HOECHST33342) und (b) Vimentin — rot (Cy3); (¢) — Uberlagerung der beiden Firbungen. 400x

Vergroflerung.

Ahnlich wie die embryonalen Fibroblasten haben auch dermale Fibroblasten einen
mesenchymalen Ursprung. Das Zytoskelet dieser Zellen wird zum Grofteil aus
Vimentinfilamenten gebildet (Abb. 18). Sie haben eine typische Form, die durch mehrere
Ausldufer geprégt ist. Im Zytoplasma dieser Zellen ist sowohl bei WT als auch bei KO ein
Netzwerk der Vimentinfilamente erkennbar. Dabei sind keine Genotyp-relevanten
Unterschiede in der Vimentin-Verteilung oder der Farbintensitit zu erkennen.

Da Cx43 an der Zellmigration und an der Wundheilung beteiligt ist (Solan and Lampe,
2009), wurde seine Verteilung auch in dermalen Fibroblasten untersucht. Ahnlich wie bei
embryonalen Fibroblasten (sieche 5.1.3) konnten auch in diesen adulten Zellen keine
Genotyp-relevanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 19). Unabhéingig vom Genotyp
zeigten die Zellen eine gleichméBige Cx43-Verteilung im ER. Die intensive Farbung entlang

der Membran dieser Zellen kdnnte auf eine Ansammlung der Cx43-Oligomere hindeuten.
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Abbildung 19. Connexin43-Verteilung in murinen dermalen Fibroblasten.

Die Zellen wurden mit Aceton / Methanol (1 : 1) fixiert und anschlieBend gefarbt: (a) Zellkern — blau
(HOECHST33342), (b) endoplasmatisches Retikulum — griin (ER stain); (¢) Connexin 43 — rot (Cy3); (d) —
Uberlagerung der drei Firbungen. 400x VergroBerung.

5.1.5 Priparation von Thyreozyten

In einigen aktuellen Studien mit ERp29 Knockdown Zellen wurde dem ERp29 eine
Chaperonen-Aktivitit und Eskort-Funktion in sekretorischen Vorgdngen zugeschrieben
(sieche 1.1.2). Zur Untersuchung dieser Funktionen wurden adulten Thyreozyten als ein
geeignetes Modell ausgewihlt.

Thyreozyten sind sekretorische Follikelepithelzellen der Schilddriise. Die primére Zellkultur

aus murinen Thyreozyten wurde nach dem Protokoll von Jeker et al. (1999) etabliert.

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 7
Abbildung 20. Thyreozyten wachsen in der Zellkultur als Bestandteil der Follikel.
Tag 0: Nach der Isolierung wurden die Follikel im Medium resuspendiert, setzten sich auf dem Plattenboden ab
und wurden adhérent; Tag 1: Follikel wurden flacher und fingen an, sich auszubreiten; Tag 2: Follikel verloren

ihre dreidimensionale Form, wuchsen aber dennoch als mehrschichtige Zellkultur weiter; Tag 7: Nach einer

Woche wurde die Zellkultur zu etwa 80 % konfluent und war versuchstauglich. 200x VergroBerung.
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Adulte Thyreozyten wurden aus murinen Schilddriisen prépariert und als ein Bestandteil der
Follikel in der Zellkultur kultiviert (Abb. 20). Schilddriisenfollikel sind mikroskopisch kleine
Blaschen. Der Innenraum dieser Follikel hat einen kolloidalen Inhalt und dient als Speicher
fiir Proteine, die aus umliegenden Thyreozyten exportiert werden. KO Follikel wiesen keine
aufBerliche Unterschiede zu WT Follikel auf. Auch wihrend der Kultivierung konnten keine
Auftiligkeiten beziiglich der Vitalitit oder des Wachstums der ERp29-defizienten Follikel
festgestellt werden.

Nur als Teil der Follikel sind die Thyreozyten zur Thyreoglobulin-Synthese fahig. Dies
erschwert zum Teil die experimentelle Arbeit mit diesen Zellen, weil die géngigen Methoden
fiir Zellsuspensionen, wie z.B. FACS, in diesem Fall nicht anwendbar sind. Die Auswahl an
Methoden beschriankt sich daher auf die Analysen, die mit Zelllysat durchgefiihrt werden

konnen.

5.2 Untersuchung der Antwort auf oxidativen Stress in embryonalen und

adulten ERp29-defizienten Zellen

Oxidativer Stress spielt eine grofle Rolle bei mehreren zelluldren Prozessen. Als Signaltriger
dienen dabei ROS (reactive oxygen species), die sowohl in kleinen Mengen an der
Stressantwort und regulatorischen Mechanismen beteiligt sind, als auch in grof3en
Konzentrationen eine schadliche Wirkung in der Zelle erzielen.

Zur Untersuchung wurden drei oxidierende Substanzen verwendet: Wasserstoffperoxid,
Diamid und Menadion. Die Auswahl der Stoffe basierte dabei auf ihren oxidierenden

Eigenschaften in der Zelle, die zur Bildung von ROS fahig sind.

5.2.1 Konzentrationsbestimmung von Wasserstoffperoxid im Medium mittels ferrous
oxidation - xylenol orange (FOX)-Analyse

Die Zugabe der Wasserstoffperoxid-Losung zu den Zellen ist ein kritischer Punkt wihrend
der Behandlung. Aufgrund der hohen Reaktivitit wird H,O, im serumhaltigen Medium
schnell zersetzt. Deshalb war es notwendig festzustellen, in wiefern sich die eingesetzte
Wasserstoffperoxid-Konzentration von der vorhandenen im Medium unterscheidet.
AuBerdem spielte die zeitliche Konzentrationsdnderung als Kontrolle fiir den gleichwertigen
Stress zwischen verschiedenen Experimenten eine wichtige Rolle.

Diese Verdnderungen wurden mittels der spezifischen und sensitiven FOX-Methode
analysiert (Gay et al., 2003). Dabei bildet H,O, mit Xylenolorange farbige Komplexe, die bei

560 nm absorbieren.
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Abbildung 21. Eichgeraden von Xylenol- Abbildung 22. Verlauf der
orange-Farbkomplexen erzeugt durch H,O, in ~ Konzentrations-verdnderung von H,O; in

verschiedenen Medien. DMEM mit Phenolrot und mit 10 % FCS.

(x) H,O; in Wasser (y=0,0176x-0,0144); (m) H,O, in  Es wurden drei verschiedene Konzentrationen von
DMEM (y=0,0146x-0,0193); (A) H,O, in DMEM mit  H,0, eingesetzt und deren Restkonzentrationen im
Phenolrot (y=0,0118x-0,0079); (e) H,O, in DMEM  serumhaltigen Medium nach mehreren
mit Phenolrot und mit 10 % FCS (y=0,0063x-0,0102). Inkubationszeiten analysiert.

Im Bereich von 5 uM bis 60 uM steigt die Absorption des Xylenolorange-Komplexes direkt
proportional zur H,O,-Konzentration in Wasser (Abb. 21). Dieser lineare Bereich wurde fiir
weitere Titrationsversuche verwendet, um den Einfluss verschiedener Medium-Komponenten
auf die H,O,-Zersetzung zu untersuchen. Weitere Analysen zeigten, dass bereits DMEM
ohne zusétzliche Komponenten eine Verdnderung der Absorption hervorruft. Eine niedrigere
Absorption konnte durch die im Medium vorhandenen Bestandteile, wie Salze und Glukose,
verursacht werden. Diese Absorption wurde weiter durch die Zugabe des Indikators
Phenolrot verringert. Eine wesentliche Reduzierung der Absorption zeigte sich jedoch bei der
Zugabe von 10 % FCS zum Medium. Hierbei sanken die Absorptionswerte bei allen
Wasserstoffperoxid-Konzentrationen, was auf dessen Zersetzung durch das FCS hindeutet.

Fiir die Studie des zeitlichen Ablaufs der H,O,-Zersetzung im serumhaltigen Medium
wurden drei Konzentrationen von H,O, (200 puM, 600 uM und 1000 uM) verwendet, die
auch fiir die FACS-Analyse eingesetzt wurden. Diese H,O,-Losungen wurden bei 37 °C
inkubiert und in bestimmten Zeitabstinden wurde die Restkonzentration analysiert (Abb. 22).
Damit die Absorptionswerte im linearen Bereich (0,2 — 0,8) bleiben, wurden verdiinnten
Proben gemessen und die daraus errechneten Konzentrationen entsprechend ihrem

Verdiinnungsfaktor multipliziert: 1 : 1000, 1 : 500, 1 : 100, 1 : 1, ohne Verdiinnung.

59



Ergebnisse 60

Wie in Abb. 23 zu sehen ist, werden niedrigere H,O,-Konzentrationen unter diesen
Bedingungen sehr schnell zersetzt. Bereits nach 15 min Inkubationszeit verblieben von
200 uM H,0; nur 10 pM, nach 30 min war hier kein Wasserstoffperoxid mehr detektierbar.
600 uM zersetzten sich nach einer 60-miniitigen Inkubation, wiahrend von 1000 uM H,0,
konnte nach 90 min noch etwa 50 uM detektiert werden konnten.

Da die H,O,-Zersetzung stark von mehreren Faktoren abhingt (Zelldichte, Zellvitalitit,
Verdiinnungsschema der Stock-Losung), diente die FOX-Analyse in Stress-Studien als
zusitztliche Kontrolle zwischen verschiedenen Experimenten. Diese Untersuchung zeigte,
dass H,O, im Medium mit embryonalen Fibroblasten schneller zerstort wurde, als im
zellfreien Medium (Abb. 23a). Es konnten aber keine Genotyp-relevanten Unterschiede

festgestellt werden.
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Abbildung 23. Zeitliche Verdanderung der H,O,-Konzentration in Medium mit embryonalen

Fibroblasten.

MEF wurden in DMEM mit Phenolrot und mit 10 % FCS kultiviert und in diesem Medium mit H,O, behandelt.
Es wurden drei verschiedene Konzentrationen von H,O, eingesetzt und deren Restkonzentration in Serum-
haltigen Medium bei mehreren Inkubationszeiten analysiert. Der Verlauf der HyO,-Zersetzung im Medium der
WT Zellen ist mit durchgezogenen Linien, im Medium der KO Zellen mit gestrichelten Linien dargestelt. Die
Farbe jeder Linie entspricht der eingesetzten H,O,-Konzentration (a). Im Diagramm (b) sind die absolute H,O,-

Restkonzentrationen als der %-Anteil zur eingesetzten Konzentration abgebildet.

Im Medium beider Zelltypen waren 200 uM und 600 uM Wasserstoffperoxid bereits nach 15
min kaum noch detektierbar (entsprechend 1 % und 2 %). 1000 uM H,O, zersetzten sich
nach 60 min Inkubationszeit (1 % Restkonzentration), wihrend in Medium ohne Zellen unter
gleichen Bedingungen auch nach 90 min 50 uM H,O, (etwa 5 %) detektiert werden konnten
(Abb. 23b).
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Auf die gleiche Art und Weise wurde auch die H,O,-Zesetzung in Medium mit adulten
dermalen Fibroblasten kontrolliert. Wegen der begrenzter Verfligbarkeit dieser Zellen wurde
fiir den Stress-Versuch nur eine H,O,-Konzentration (1 mM) eingesetzt, die dem 1Cso-Wert
fiir embryonale Fibroblaste entspricht (siche 5.2.2). Fiir die Analyse wurden dermale
Fibroblasten sowohl von jungen (drei Monate alt), als auch von alten (zwolf Monate alt)
Maiusen verwendet. Da das Alter der Zellen keinen Einfluss auf die H,O,-Zersetzung zeigte,

sind hier nur Ergebnisse fiir dermale Fibroblasten von jungen Mausen dargestellt (Abb. 24).

5 250 - — Abbildung 24. Zeitliche Verdnderung der
; ': 2004 N\ ERp29KO H,O,-Konzentration im Medium mit
E g 150 - dermalen Fibroblasten aus jungen Méusen.
% ? 100 - Dermale Fibroblasten wurden mit 1000 uM H,O,
= 50 1 in DMEM mit 10 % FCS behandelt. Die H,O,-

0 Restkonzentration im Medium wurde gegen die

5 3 ) 9 . .
0 ! 0 60 0 entsprechende Inkubationszeit aufgetragen.

Inkubationszeit, min
Auch im Medium mit dermalen Fibroblasten konnten keine Genotyp-relevanten
Unterschiede festgestellt werden. Bemerkenswert ist aber, dass die Zersetzung von H,O, im
Medium adulter Zellen nicht so schnell verlief, wie bei embryonalen Fibroblasten (Abb. 23).
In diesem Versuch blieb auch nach 90 min Inkubationszeit noch eine geringe Menge von
Wasserstoffperoxid im Medium (etwa 20 pM), jedoch war sie wesentlich niedriger, als im

Medium ohne Zellen nach derselben Inkubationszeit (etwa 50 uM).

5.2.2 Untersuchung der Antwort auf oxidativen Stress in embryonalen Fibroblasten

Fiir die Analyse der Schadensantwort wurden embryonale 3T3 Zellen sechs Stunden lang mit
verschiedenen Konzentrationen an Wasserstoffperoxid, Menadion und Diamid behandelt.
Der %-Anteil an vitalen Zellen nach der Behandlung wurde gegen die entsprechende

Konzentration aufgetragen. Daraus wurde fiir jede Substanz eine Toxizitdtskurve erstellt

(Abb. 25).
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Abbildung 25. Vergleich der Schadensantwort von 3T3 KO und 3T3 WT Zellen nach der
Behandlung mit oxidativen Substanzen.

WT (o) und KO (A) Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an H,0, (a), Diamid (b) und Menadion
(¢) in einer 96-Loch Platte behandelt. Nach sechs Stunden wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert und mit
0,02 % Kristallviolett-Losung gefarbt. Eine Verdnderung der Zellzahl konnte anhand der Farbintensitdt im
Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Zellen) bestimmt werden. Der prozentuale Anteil lebender Zellen im

Vergleich zur Kontrolle wurde gegen die entsprechende Konzentration aufgetragen. WT: n=5, KO: n= 5.

Anhand der Toxixititskurven wurde fiir jede Substanz ein 1Csp-Wert berechnet (Abb. 26).
Die Auswertung zeigte, dass die KO MEF die gleiche Sensitivitit wie die WT Zellen fiir die
Wasserstoffperoxid- und Menadion-Behandlung haben. Hierbei wurde die groflte Resistenz
gegen die Wasserstoffperoxid-Behandlung (ICsp = 1000 puM) festgestellt. Der grofite
Schadensgrad ergab die Behandlung mit Menadion. Der ICso-Wert betrug in diesem Fall

etwa 40 uM.

P=033 Abbildung 26. ICs)-Werte fiir verschiedene
12007 904 1005 oxidative Substanzen.
= 1000 - . B W . .
;;_ ERp29 KO Die Berechnung der ICsi-Werte [uM] wurde mittels
£ 800 - Regression “Vier Parameter logistischer Plot“ (Dulfa
}:E 600 - p':_o_?1 and Christensen, 2007) durchgefiihrt. Im Diagramm sind
:E.,‘ 400 - 5o 253 o043 die Mittelwerte von fiinf unabhingigen Experimenten
2 500 - = '_'41 mit  jeder  Substanz und der  jeweiligen
0 - . & - Standardabweichung und P-Werten dargestellt.

H,0, Diamid Menadion

Ein Genotyp-relevanter Unterschied wurde nach der Diamid-Behandlung festgestellt. Hierbei
zeigten sich die KO Zellen (ICso = 259 uM) als weniger empfindlich im Vergleich zu WT
Zellen (ICso= 189 uM).
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Da bei Toxizititsstudien nur vitale Zellen berticksichtigt werden, wurden zusétzlich FACS-
Messungen durchgefiihrt. Dadurch ist es moglich, drei Zellpopulationen getrennt zu messen:

Apoptotische, nekrotische und vitale Zellen (Abb. 27, Anhang 1).
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Abbildung 27. Analyse des Zelltodes mittels FACS-Messung. WT (durchgezogene Linie) und KO

(gepunktete Linie) Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an H,O, (a), Diamid (b) und Menadion

(c) behandelt. Der %-Anteil apoptotischer, nekrotischer und vitaler Zellen wurde gegen die entsprechende

Konzentration aufgetragen. WT: n =3, KO: n=3.

Auffallend ist dabei, dass die Zellen unabhédngig von der Substanz oder ihrer Konzentration
keine wesentliche Verdnderung in der Apoptose zeigten. Als Reaktion auf die zunehmende
Konzentration wurde eine Zunahme der nekrotischen Zellpopulation gemessen. Diese
Analyse zeigte jedoch keine Genotyp-relevanten Unterschiede sowohl in der Apoptose, als
auch in der Nekrose (Abb. 27).

Somit konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von ERp29 bei MEF keine statistisch

signifikanten Anomalien bei der Antwort auf den kurzzeitigen oxidativen Stress verursacht.
5.2.3 Untersuchung der Antwort auf oxidativen Stress in dermalen Fibroblasten

5.2.3.1 FACS-Analyse

Im Gegensatz zu embryonalen Fibroblasten besitzen dermale Fibroblasten kein unbegrenztes
Teilungspotential und entsprechen dadurch den Eigenschaften des Ursprungsgewebes.

Fiir die Studien der Stressantwort auf oxidativen Stress wurden die Zellen fiir sechs Stunden
mit 1 mM H,0, behandelt. Wie bereits festgestellt wurde, entspricht diese Konzentration
dem ICsp-Wert bei embryonalen Fibroblasten (siehe 5.2.2). Nach der Inkubation wurden die
Zellen durch Behandlung mit Trypsin von der Platte abgelost. Danach wurde die
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Zellsuspension mit Annexin V-FITC / Propidiumiodid gefdrbt und mittels FACS analysiert
(Anhang 2).

a. junge dermale Fibroblasten (n=2) b. alte dermale Fibroblasten (n=2)

100 - 100 -

m WT. Kontrolle
B WT. behandelt 80
O KO. Kontrolle
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O KO. behandelt
40 - 40
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Abbildung 28. Antwort auf oxidativen Stress durch die Behandlung mit 1 mM H,O, in
dermalen Fibroblasten.

Graphische Darstellung der FACS-Messdaten fiir junge (a) und alte (b) dermale Fibroblasten. In den Graphen
sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir drei verschiedene Zellpopulationen (vital, apoptotisch,

nekrotisch) dargestellt.

Fiir die Stress-Studien wurden dermale Fibroblasten aus Haut junger (drei Monate alt, n = 2)
(Abb. 28a) und alter Mause (zwolf Monate alt, n = 2) (Abb. 28b) verwendet. Da die
Priparation und Kultivierung von priméren Zellen mit einem grofen technischen Aufwand,
sowie mit einer groBen Anzahl der Tiere verbunden sind, wird diese n-Zahl in der
wissenschaftlichen Literatur als eine verldssliche Anzahl der Messungen (bzw. Proben) fiir so
eine hoch sensitive Methode wie Durchflusszytometrie akzeptiert (Rayner et al., 2009).
Mittels FACS-Analyse konnten deutliche Genotyp-relevante Unterschiede mit einer hohen
statistischen Signifikanz nachgewiesen werden. Generell iiberlebten KO Fibroblasten den
oxidativen Stress besser als WT Zellen. So wurden bei jungen KO Fibroblasten weniger
apoptotischen und weniger nekrotische Zellen im Vergleich zu WT Zellen gemessen. Die
Vitalitdit der KO Zellen nach der Behandlung war etwa gleich zu der in der Kontrolle,
wiahrend sich die Population vitaler WT Zellen nach der Behandlung um etwa 20 %
verringerte (Abb. 28a).

Die alten dermalen Fibroblasten waren mehr fiir den oxidativen Stress anféllig. Unter
gleichen Stressbedingungen konnte ein wesentlich hoherer Anteil apoptotischer Zellen bei
alten Fibroblasten (50 - 70 %) in Vergleich zu jungen Zellen (10 — 20 %) festgestellt werden.

Demzufolge war die Population vitaler Zellen im Vergleich zu jungen Fibroblasten zwar
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kleiner, die Unterschiede zwischen KO und WT blieben jedoch gleich — etwa 20 % zum
Vorteil der KO Fibroblasten.

5.2.3.2 Western Blot-Analyse

Um die Ursache fiir den unterschiedlichen Apoptose-Verlauf zwischen WT und KO Zellen
festzustellen, wurden einige Elemente der Signalkaskaden in jungen dermalen Fibroblasten
mittels Western Blot analysiert. Alte dermale Fibroblasten konnten fiir diesen Versuch
aufgrund niedrigerer Vitalitit wiahrend der Kultivierung und der daraus folgenden geringeren
Zellzahl nicht verwendet werden.

Es ist bekannt, dass oxidativer Stress eine Akkumulierung von ungefalteten Proteinen
verursacht und somit eine Stress-Antwort im ER (unfolded protein response — UPR) auslost.
In diesem Zusammenhang erfolgte eine Analyse der Expression einiger ER-Chaperone, die
an der Proteinfaltung und Qualititskontrolle beteiligt sind: GRP94, ERp72, CNX, CRT, PDI
und P5 (Abb. 29a). In ERp29-defizienten Zellen sowie in WT Zellen, konnten nach der
Behandlung keine sichtbare Verdnderungen der Expression dieser ER-Proteine festgestellt
werden.

Bei der Analyse der UPR-Kaskade war eine geringe Genotyp-unabhingige Erhohung der
BiP-Expression um etwa 20 % zu sehen (Abb. 29b, 30). Aus der Literatur ist bekannt, dass
selbst eine kleine BiP-Hochregulation ausreichend ist, um UPR einzuleiten (siche 1.4).

Die Western Blot-Analyse weiterer Proteine zeigte zudem unterschiedliche ATF6-Levels in
ungestressten Zellen: um etwa 30 % weniger in KO Zellen (WT vs. KO P = 0,03) (Abb. 30).
Nach der H,O,-Behandlung fand die ATF6-Hochregulation um etwa 20 % in KO und um 80
% in WT Zellen statt. Somit war das ATF6-Gesamtlevel in gestressten KO Zellen um 90 %
niedriger im Vergleich zu gestressten WT Zellen.

ER-Stress und Aktivierung der UPR ist in der Lage, die Autophagie zu aktivieren (siche
1.6.3). Unsere Analyse zeigte aber keine Aktivierung dieser Signalkaskade sowohl in
mutanten als auch in WT Zellen (Abb. 29¢). AuBerdem ist ATF6 fiir die Aktivierung und
Hochregulation der aktiven Form von XBP1 (sXBP1) und CHOP zustindig (siche 1.4). Das
sXBP1 ist unter anderem fiir das Uberleben der Zellen durch die Regulation von ERAD im
ER verantwortlich. Durch die Western Blot-Analyse konnte jedoch keine sXBP1-Erh6hung
als Folge des oxidativen Stresses in dermalen Fibroblasten festgestellt werden. Dies korreliert

auch mit dem unverdnderten Expressionslevel der ER-Proteine (Abb. 29a, 29b).
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Abbildung 29. Vergleich der Schadensantwort in dermalen Fibroblasten nach der

Behandlung mit Wasserstoffperoxid.
Die Zellen wurden 6 h mit 1 mM H,0, in DMEM mit 10 % FCS behandelt. Gezeigt sind die Ergebnisse der

Western Blot-Analyse verschiedener Signaltransduktionswege: Qualititskontrolle und Faltungsmaschinerie (a),
UPR (b), Autophagie (¢) und Apoptose (d). f-Aktin diente als Ladekontrolle, ERp29 als Genotypkontrolle.

Proteinbanden, die Genotyp-relevante Unterschiede der Expression zeigten, sind schwarz eingerahmt.
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Abbildung 30. Densitometrische Analyse einiger UPR-Proteine nach der H,O, Behandlung.
Die Balken reprisentieren Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen und P-Werten der

densitometrischen Auswertung einiger UPR-Proteine, die bei der Western Blot-Analyse Genotyp-relevante

Unterschiede zeigen. WT: n=3; KO: n= 3.

Bemerkenswert ist allerdings, dass die H,O,-Behandlung kaum eine CHOP-Aktivierung in
KO Zellen induzierte, wihrend in WT Zellen eine Hochexpression um etwa 60 % stattfand.

In diesem Zusammenhang wurden einige Mitglieder der Apoptose-Kaskade analysiert.
Dadurch wurde in behandelten WT Zellen eine Hochregulation der proCaspase-3 und der
aktiven Caspase-3 ermittelt, was auf ihre Aktivierung und auf die eingeleitete Apoptose
hindeutet. In KO Zellen konnte hingegen kaum eine Caspase-3-Aktivierung festgestellt
werden (Abb. 29d). Diese Daten korrelieren mit den FACS-Ergebnissen (siehe 5.2.3.1) und
zeigen somit, dass die KO dermale Fibroblasten eine im Vergleich zu WT Zellen niedrigere

Sensitivitat fur den oxidativen Stress haben.

5.3 Inhibierung der N-Glykosylierung von Thyreoglobulin mittels
Tunicamycin-Behandlung

Thyreoglobulin  (Tg) bildet einen Disulfid-verbundenen Komplex mit einem
Molekulargewicht iiber 2000 kDa. Es enthilt bis zu 60 intramolekularen Disulfid-Bindungen
und 10 - 15 N-gebundenen Oligosacchariden pro Tg-Molekiil. Die Blockierung der N-
Glykosylierung fiihrt zur Akkumulierung des Proteins im ER und, als Folge dessen, zum

UPR. Um UPR auszulésen wurden Thyreozyten mit 1,5 pg/ml Tunicamycin fiir 18 h
behandelt.
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Abbildung 31. Vergleich der Expression einiger ER-Chaperone und des Thyreoglobulins in

Thyreozyten nach der Tunicamycin-Behandlung.

Die Thyreozyten wurden fiir 18 h mit 1,5 pg/ml Tunicamycin (Tu) behandelt. Die Expression einiger ER-
Chaperone (a) und des Tg (b) wurde mittels Western Blot analysiert. ERp29 diente als Genotyp-Kontrolle. Bei
der densitometrischen Analyse wurden alle Proteinbanden auf f-Aktin normiert, das als Ladekontrolle diente
(c). Fiir die Analyse der Tg-Expression wurden sowohl das vollldinge Protein (mit einem Pfeil markiert), als

auch seine Prozessierungsbanden verwendet (b). WT: n=5; KO: n=>5.

Die Stressantwort wurde im Zelllysat mit Hilfe von Western Blot analysiert. Zuerst wurde
das Expressionslevel von Chaperonen, die an der Faltung von Tg beteiligt sind, analysiert
(Abb. 31). Die graphische Darstellung der densitometrischen Auswerung ermoglicht es,
einen Uberblick iiber die vorhandenen Unterschiede zu bekommen (Abb. 31c¢). Bereits nicht-
behandelte KO Thyreozyten exprimierten in der Zellkultur etwa 20 % (WT vs. KO P = 0,03)
weniger Tg im Vergleich zu WT Zellen (Abb. 31b, c). Die Inhibierung der N-Glykosylierung
filhrte zur Akkumulierung des Tg in Zellen. Hierbei ergab eine Quantifizierung der Tg-
Banden wesentliche Schwankungen in seiner Expression nach der Behandlung. Sein
Expressionslevel stieg in behandelten WT und KO Zellen um etwa 50 - 70 % im Vergleich
zur Kontrolle (DMSO-behandelte Zellen).
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Im Allgemeinen gab es keine signifikanten Genotyp-relevanten Unterschiede in der
Expression der ER-Chaperone wihrend der UPR: Die Expressionslevel von GRp94 und
CNX stiegen in den behandelten Zellen um 50 %, von ERp72 - sogar um 100 %. Keine
Verdnderung der Expression wurde fiir CRT, PDI und ERp29 (speziell in WT Zellen)
festgestellt.
Analyse einiger Mitglieder der UPR-Kaskade zeigte eine etwa 70 %-ige Steigerung des BiP-
Levels in beiden Zelltypen (Abb. 32). BiP dient als ein Marker fiir ER-Stress, weil es im
Zusammenspiel mit Transmembranproteinen IRE1, ATF6 und PERK eine Stressantwort auf
die ungefalteten Proteine (UPR) ausldst.
a b
WT KO
DMSO Tu DMSO Tu
BiP &= === == ==
sXBP] e = == mwt. DMSO
: ?2TF6 e B mwt, Tu
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B-Aktin |- - - -

Abbildung 32. Vergleich der Expression einiger UPR-Proteine in Thyreozyten ausgelost
durch die Tunicamycin-Behandlung.

Die Thyreozyten wurden fiir 18 h mit 1,5 pg/ml Tunicamycin (Tu) behandelt. Die Expression einiger Mitglieder
der UPR wurde mittels Western Blot analysiert (a). Das ERp29 diente als Genotyp-Kontrolle. Bei der
densitometrischen Analyse wurden alle Proteinbanden auf B-Aktin normiert, das als Ladekontrolle diente (b).
Hierbei wurden die Mittelwerte, Standardabweichungen und P-Werte aus drei unabhéngigen Experimenten

ermittelt.

Eine Aktivierung der IRE1-Achse hat die Erhohung des sXBP1-Levels und das Uberleben
der Zellen zur Folge. Wie aus Abb. 32 hervorgeht, bewirkte die Behandlung mit 1,5 pM
Tunicamycin eine Erhohung der Expression von sXBP1 um ca. 80 % unabhdngig vom
Genotyp. Die Aktivierung der PERK-Achse verlduft iiber die Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors elF2a und iiber die nachfolgende ATF4-Aktivierung. Die ERp29-
Abwesenheit scheint keine Auswirkung auf die Aktivierung dieser Achse zu haben.

AuBerdem fand in behandelten Thyreozyten in Abwesenheit von ERp29 keine Aktivierung
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der dritten UPR-Achse — ATF6-Achse statt. In WT Zellen wurde hingegen eine um etwa
70 % erhohte Expression festgestellt.

Einer der letzten Botenstoffe in der UPR-Kaskade ist CHOP, das fiir die Aktivierung der
Apoptose verantwortlich ist (Piacentini et al., 2004). Als Folge der niedrigeren ATF6-
Expression in gestressten KO Zellen fand vermutlich auch die Hochexpression von CHOP
nur um etwa 30 %, wéhrend sie in WT Zellen etwa 70 % betrug (Abb. 32).

In diesem Zusammenhang wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt, in dem die Auswirkung
vom akuten Stress auf die Chaperonen-Expression und auf die UPR-Aktivierung untersucht

werden sollte (Abb. 33).
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Abbildung 33. Vergleich der Expression einiger ER-Chaperone in Thyreozyten nach dem
akuten Stress ausgeldst durch die Tunicamycin-Behandlung.

Die Thyreozyten wurden fiir 6 h mit 10 pg/ml Tunicamycin (Tu) behandelt. Die Expression der ER-Chaperone
und einiger Mitglieder der UPR wurde mittels Western Blot analysiert (a). Das ERp29 diente hierbei als
Genotyp-Kontrolle. Bei der densitometrischen Analyse wurden alle Proteinbanden auf B-Aktin normiert, das als
Ladekontrolle diente (b). Hierbei wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhingigen

Experimenten ermittelt.

Dafiir wurden die Zellen mit einer wesentlich héheren Konzentration an Tunicamycin (10
ug/ml) fiir sechs Stunden behandelt. Die Western Blot-Analyse zeigte eine Akkumulierung
einiger Chaperone (GRp94 - um 30 — 40 %; ERp72 — um 50 %; BiP — um 40 - 50%)
unabhingig von Genotyp (Abb. 33).
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Unter diesen Bedingungen konnte fiir fast alle UPR-Proteine (ATF6, ATF4, elF2a, elF2a-P,
sXBP1) keine Aktivierung nachgewiesen werden (Western Blot-Bilder nicht gezeigt). Nur
eine CHOP-Hochexpression war in beiden Zelltypen deutlich zu erkennen. Im Vergleich zum
milden Stress (1,5 pg/ml 18 h, Abb. 32) war sie wesentlich hoher. Auch beim akuten Stress
konnte in KO Zellen eine wesentlich niedrigere CHOP-Expression (um etwa 60 %) im
Vergleich zu WT Zellen festgestellt werden.

Die Aktivierung von CHOP fiihrt zur Caspase-3-vermittelten Apoptose (siche 1.4). Eine
Analyse der Caspase-3-Aktivitit wurde im Zelllysat nach einem milden (18 h, 1,5 pg/ml)
und nach einem akuten (6 h, 10 pg/ml) Stress durchgefiihrt. Da die murine Schilddriise sehr
klein ist, wurden fiir den Versuch insgesamt 12 Méuse verwendet: Sechs WT Méuse (n = 2
fiir jede Behandlung) und sechs KO Mause (n = 2 fiir jede Behandlung). Durch diese Analyse
konnte gezeigt werden, dass die Caspase-3-Aktivierung in Thyreozyten nur beim akuten

Stress stattfindet (Abb. 34).

1200 - Abbildung 34. Analyse der Caspase-3-Aktivitit
5 W . o
'z in  Thyreozyten nach der Tunicamycin-
2 800 4 OERp29KO
] Behandlung.
E 400 - Die Fluoreszenzintensitit wurde in Zelllysaten gemessen
§ und gegen die entsprechende Tunicamycin-Konzentration
= 0 - . - . .

o Ls 10 aufgetragen. Fluoreszenzintensitdt korreliert mit der

Konzentration von Tunicamycin, ng/ml ~ Menge an gespaltetem Bisamid-Substrat und entspricht
der Caspase-3-Aktivitit (siehe 4.2.5.11) . WT: n = 2, KO:
n=2.

Die Behandlung der KO Zellen mit 1,5 pg/ml Tunicamycin scheint keine Auswirkung auf
die Caspase-3-Aktivitit zur Folge zu haben. Beim akuten Stress war die Caspase-3-Aktivitét
in KO Zellen wesentlich niedriger als in WT Zellen (WT vs. KO P = 0,01), was auch mit
dem niedrigeren CHOP-Level in gestressten KO Zellen iibereinstimmt (Abb. 33).

5.4 Phenotypisierung der ERp29 Knockout Maus

Mausmodelle sind unerldssliche Hilfsmittel fiir die Untersuchung der grundliegenden
Krankheitsmechanismen, der Umwelteinfliisse und der genetischen Risiko-Faktoren.

Die ERp29KO Maus wurde im Jahr 2003 an der Georg-August-Universitidt zu Gottingen
hergestellt (Guo, 2003). Dafiir wurde die Standard-Methode — gene targeting durch die
homologe Rekombination verwendet. Hergestelte auf diese Art mutante Tiere werden fiir die

Studien der Gen-Funktion in vivo verwendet.
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Nach unseren ersten Beobachtungen wiesen die KO Méuse weder dullerliche Anomalien
(Abb. 35), noch Auffilligkeiten im Verhalten auf. lhre Zuordnung fand mittels

Genotypisierung anhand von zwei PCR-Reaktionen statt (siche 5.1).

Abbildung 35. ERp29KO (a) und WT Maus (b) vom Stamm C56bl/6N dargestellt. Das

Ausschalten des erp29-Gens verursacht keine auffallende duBerliche Verdnderungen bei den Mausen.

5.4.1 Reproduktive Eigenschaften

5.4.1.1 Analyse der reproduktiven Erfolgsrate und der Wurfsgrof3e

Die Trachtigkeit und Anzahl der Jungtiere pro Trichtigkeit sind Messungen reproduktiver
Erfolgsrate (Crawley, 1999). Die Messungen und ihre Dokumentation wurden drei Jahre lang
durchgefiihrt. Fiir diese Studien wurden verpaarte Weibchen im Alter von vier bis sechs
Monate beriicksichtigt.

In Tab. 6 sind die Ergebnisse aus der hauseigenen Verpaarungen vorgestellt. Da fiir die
meisten Versuche bevorzugt WT und KO Geschwister aus heterozygoten Verpaarungen
benutzt wurden, war die Anzahl von verpaarten WT Weibchen im Vergleich zu KO und
heterozygoten Weibchen wesentlich niedriger.

Diese Daten zeigen eine allgemeine Tendenz zur Verringerung der Anzahl entbundener
Weibchen und Weibchen mit Jungtieren unabhédngig vom Genotyp. Besonders ausgeprigt ist
diese Tendenz bei heterozygoten Weibchen, sodass nur 60 % der Weibchen ihren

Nachwuchs groBziehen, wihrend es bei WT und KO Weibchen etwa 15 % mehr sind.
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Tabelle 6. Charakteristika reproduktiver Erfolgsraten und der Wurfgrof3e

Parameter WT KO Heterozygote
Anzahl verpaarter 34 64 72

Weibchen

Anteil entbundener 82,3 % 78,1 % 70,8 %
Weibchen

Anteil der Weibchen 73,5 % 70,3 % 59,7 %
mit Jungtieren

Wurfgrofle 5,5+3,1 52+23 5,7+£2,6
Anzahl

ausgewachsener 52+3,1 4,6 +2.8 52+29

Jungtiere im Wurf

Die mittlere WurfgroBe, sowie die Anzahl von ausgewachsenen Jungtieren im Wurf der KO
Weibchen war niedriger, als bei WT und heterozygoten Weibchen. Eine Tendenz zu
grofleren Wiirfen zeigten heterozygote Weibchen. Dies wurde jedoch durch eine niedrigere

Uberlebensrate bei ausgewachsenem Nachwuchs im Vergleich zum WT ausgeglichen (Tab.

6).

5.4.1.2 Analyse der Genotyp-Verteilung bei Nachwuchs von heterozygoter
Verpaarungen und des elterlichen Verhaltens

Da fiir viele Versuche WT und KO Geschwister erforderlich waren, wurden vorwiegend
heterozygote Méuse untereinander verpaart. Gemaf3 des zweiten Mendel schen Gesetztes
betrigt die Genotyp-Verteilung der Nachkommen bei diesen Kreuzungen: 25 % WT : 50 %
Heterozygoten : 25 % KO. Unsere Untersuchungen zeigten, dass diese Verteilung der bei den

Embryonen entspricht (Abb. 36).

® Embryo (n=36)
30 1 ONachkommen (n=123)
40 -
30
20

Anteil, %

10 4

WT  Heterozygote KO
Abbildung 36. Genotyp-Verteilung in heterozygoten Kreuzungen. Fiir diese Studien wurden

sowohl Embryos (E15), als auch geborene Méuse von heterozygoten Eltern beriicksichtigt.

Bei der Genotypisierung von 4-wdchigen Jungtieren von heterozygoten Paaren wurde

festgestellt, dass vorwiegend WT zum Nachteil von KO Geschwister iiberleben (Abb. 36). Es
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handelt sich um eine Differenz von 20 %, die bei spiteren Verpaarungen beriicksichtigt
wurde.

Das elterliches Verhalten kann durch die Beobachtung des Mutter-Nachwuchs-Verhaltens
(Zurtickbringens von Jungtieren in das Nest, Zusammensitzen mit den Jungtieren im Nest)
beurteilt werden (Crawley, 1999). Dies konnte beim Umsetzen in einen sauberen Kéfig
beobachten werden. Bei diesem Vorgang ist eine vorldufige Trennung der Eltern von den
Jungtieren unvermeindlich, weil zuerst die Eltern und danach ihr Nachwuchs umgesetzt
werden. Unabhéngig vom Genotyp 16ste das Umsetzen ein unruhiges, suchendes Verhalten
bei Eltern aus. Beim Zusammensetzen brachten die Eltern ihren Nachwuchs an eine andere
Stelle und deckten diesen mit den im Kéfig vorhandenen Papiertiicher ab. Diese
Beobachtung des elternlichen Verhaltensmusters ist ein wichtiges Mittel fiir die
Untersuchung der Notwendigkeit zum Testen der sensorischen Féhigkeit, weil die
Anomalien dieses Verhaltens z.B. durch die Taubheit oder Blindheit der Eltern verursacht

werden konnten (Crawley, 1999).

5.4.2 Primére Phenotypisierung der ERp29 KO Maus in der German Mouse Clinic

Da die ERp29KO Maus keine &duBlerliche Unterschiede zum WT aufweist, wurde es
notwendig die primdre Phenotypisierung in der German Mouse Clinic (GMC)
durchzufiihren.

Durch die primdre phenotypische Analyse kdnnen grundlegende physiologische Parameter
an einer groBen Menge an Maiusen relativ schnell und einfach gemessen werden. Die hier
beschriebenen Ergebnisse (Tab. 7) reprisentieren eine Gemeinschaftsarbeit von
Arbeitsgruppe Ferrari (MPF) und GMC (Helmholtzzentrum und Technische Universitit zu
Miinchen).

Tabelle 7. Eine Ubersicht iiber die Analysen und Ergebnisse der primiren Phenotypisierung
von ERp29 KO Méusen

Studien Analyse Unter- | Beschreibung fiir ERp29 KO Maus
schiede | vs. WT
Steroid Kortikosteron, ja Tendenz zum hdheren Gehalt an
Metabolismus Androstenedion, Kortikosteron im Blut;
Testosteron Ein niedrigerer Gehalt an Testosteron
bei minnlichen Mutanten
Klinische Vereinfachter IpDGGT | nein | Anhang 3
Chemie Gehalt von Lipiden ja Tendenz fiir einen erhohten Gehalt von
im Blut Triglyceriden und freien Fettsduren im
Blut
Energetischer Indirekte ja Tendenz fiir eine erhohte
Metabolismus Kalorimetrie Futteraufnahme, Anhang 4
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Neurologie Modifizierte ja Tendenz fiir die reduzierte Grifstdrke
SHIRPA bei ménnlichen Mutanten, Anhang 5
Grifstéirke, rotarod
Verhalten Offenes Feld ja Niedrigere Aktivitit bei der senkrechten
Startle-Reflex, PPI Aufrichtung;
Tendenz fiir die niedrigere akustische
Startle-Reaktivitit (ASR);
erhohte Prapulsinhibition, Anhang 6
Dysmorphologie | Anatomische nein | Anhang 7
Beobachtungen
DXA, X-ray ja Niedrigere Knochendichte
Funktion der | Ganzkorper- ja Niedrigere respiratorische Rate
Lunge Plethysmographie Anhang 8
Kardiovaskuldre |Blutdruck nein
Studien EKG, Echo ja langerer PQ-Interval, Anhang 9
Immunologie, FACS Analyse von ja Signifikant reduziert Anzahl an T-
Allergologie PBC, Zellen, weniger CD62L-exprimierenden
Ig-Konzentration Zellen innerhalb von T-Zell-Cluster;
Weniger B-Zellen, Anhang 10
Nozizeption Heizplatte nein | Anhang 11
Auge Augengrofle (LIB) nein | Anhang 12
Ophtalmoskopie, nein
Schlitzlampe
Héamatologie animal blood counter | nein |Anhang 13
(ABC)
Pathologie makro- und | nein |[Es  wurden  folgenden  Organe
mikroskopische untersucht: Haut, Bewegungsapparat,
Analyse Auge, Gehirn, Kleinhirn, Herz,
Arterien, Trachea, Lunge, Zéihne,
Speicheldriise, Speiserdhre, Magen,
Diinndarm, Dickdarm, Leber,
Milchdriise, Pankreas,
Halslymphknoten, Milz, Schilddriise,
Nebenniere, Nieren, Harnblase, Hoden,
Nebenhoden, Eierstocke, Gebarmutter,
Vagina.
Molekulare expression-profiling nein
Phenotypisierung

Eine Ubersicht einiger Metoden und der dazugehérigen Ergebnissen der Phenotypisierung ist

unten (5.4.2.1 — 5.4.2.9) dargestellt.

5.4.2.1 Steroid-Metabolismus

Steroide kontrollieren Differenzierungs- und Proliferationsprozesse in Zellen und im

Gewebe. Sie sind auch an der Regulation der Apoptose und Neuroregeneration beteiligt.

Defekte im Steroid-Metabolismus steuern zur Pathogenese von mehreren verschiedenen

Krankheiten bei, so wie Krebs, Knochen- und Knorpel-Erkrankungen (Osteoporose) oder
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neuronale Krankheiten (Herman, 2003). Daher konnte ein Screening auf die Anomalien von
Steroiden in Maus-Plasma von groflem Interesse sein.

Die Analyse der Hormonen-Konzentration wurde in 50 pl Blutplasma mittels Hochdurchsatz
LC-MS/MS Technologie durchgefiihrt und zeigte Unterschiede im Kortikosteron- und
Testosteron-Gehalt (Tab. 8).

Tabelle 8. Gehalt von Steroid-Hormonen in Maus-Plasma

Hormone Kontrolle (WT) ERp29KO
[nmol/l] 4 (n=10) Q (n=10) 3 (n=8) Q (n=10)
Kortikosteron 300,9 6006,1 3348 1 616,21
Androstenedion <0,4 <0,4 <0,4 <0,4
Testosteron 4.2 <04 1,6 | <0,4

Im Allgemeinen haben die Weibchen unabhéngig von ihrem Genotyp eine doppelt so hohe
Konzentration an Kortikosteron wie Méannchen. Innerhalb jeder Geschlechtsgruppe wurde
eine Tendenz fiir eine hohere Kortikosteron-Konzentration bei KO Méusen festgestellt.
Wihrend bei weiblichen Mutanten diese Erhohung etwa 2,7 % zum Grundlevel (WT-Level)
betrégt, ist sie bei minnlichen Mutanten wesentlich hoher — bis 10 % des Grundlevels (WT
vs. KO P <0,05).

Testosteron sorgt fiir die geschlechtspezifische Entwicklung sekundirer Merkmalen und fiir
die Reifung von Spermatiden zu Spermien. AuBBerdem besitzt dieses Hormon eine anabole
Wirkung. Die Quantifizierung von Testosteron zeigte Geschlecht-spezifische Unterschiede in
beiden genetischen Gruppen und zwar eine wesentlich niedrigere Konzentration bei
Weibchen (Tab. 8). Ein niedrigerer Testosteron-Gehalt wurde bei mutatnten Miannchen

festgestellt - fast um 60 % niedriger im Vergleich zum WT.

5.4.2.2 Klinisch-chemische Analyse von Blutplasma

Da viele genetische Verdanderungen direkt oder indirekt zu verdnderten Organfunktionen
filhren, erfolgte eine Untersuchung von diagnostischen Labor-Parameter, die klinisch-
chemische und hdmatologische Phenotypisierung zur flichendeckenden Charakterisierung
von mutanten Mdusen. Dabei wurden 21 Parameter am Olympus AU400 Autoanalyzer
(Olympus, Hamburg) untersucht: Die Konzentration verschiedener Substrate, Proteine und
Elektrolyte, Enzymaktivitdt im Blutplasma u.a.

Es wurde ein hoheres Gehalt von Fettabbau-Produkten im Blut méinnlicher KO Méiuse
festgestellt (Tab. 9). Wihrend fiir die Triglyceride dieser Unterschied eher als eine Tendenz
zu bezeichnen ist, war die Konzentration an freien Fettsduren im Blutplasma signifikant

hoéher im Vergleich zu WT Méusen.
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Die Konzentration am Cholesterol, das als Grundstoff fiir den Metabolismus von Steroid-
Hormonen dient, blieb aber unveridndert. Keine Unterschiede konnten auch im Glukose-
Gehalt festgestellt werden.
Tabelle 9. Metabolische Phenotypisierung von Méausen
Cholesterol HDL- nicht-HDL- Freie Triglyceride Glukose
mmol/l Cholesterol | Cholesterol Fettsiuren mmol/l mmol/l
mmol/l mmol/l mmol/l
& Kontrolle | 2,45+0,23 | 1,74+0,17 0,71+0,07 0,524+0,07 | 0,66+0,1 11,52+1,5
(n=10)
3
ERp29KO 2,42+0,12 | 1,74+0,07 0,69+0,07 |0,57+0,027 | 0,72+0,111 | 11,00+1,8
(n=28)
P — Wert 0,76 0,89 0,58 0,05 0,28 0,53
WT vs. KO

5.4.2.3 Analyse der Energie-Balance

Diese Phenotypisierung kann auch in Bezug auf Anomalien in der Energie-Balance
durchgefiihrt werden. Dabei werden Parameter wie Futter-Aufnahme und Energie-
Assimilation auf den Aufnahme-Teil der Energie-Balance bezogen. Die metabolische Rate,
Korpertemperatur und Bewegungsaktivitit sind wiederum Parameter zur Untersuchung der
Energie-Verbrauch. Die metabolische Rate wurde mittels indirekter Kalorimetrie durch die
Messung der Or-Aufnahme und CO;-Produktion analysiert, ergab aber keine Genotyp-
spezifischen Unterschiede (Anhang 4).

Zwar wurde bei KO Maiuse eine Tendenz fiir die erhdhte Futterauthahme (5,0 £ 0,6 g) im
Vergleich zum WT (4,5 + 0,4 g) festgestellt (WT vs. KO P = 0,04), doch wurden keine
weitere Parameter der Energie-Balance dadurch beeinflusst. Auch die Messung des

Korpergewichts bei jungen Mause zeigte keine signifikanten Unterschiede (Anhang 4).

5.4.2.4 Neurologische Phenotypisierung

Die Untersuchung dieser Parameter wurde nach dem modifizierten SHIRPA-Protokoll
(Rogers et al., 1997) durchgefiihrt. Das Protokoll stellt eine Serie von einzelnen
Beobachtungen und einfachen Tests zur Kontrolle verschiedener Reflexe bereit.

Die Griffstirke wird zur Bewertung der Muskelfunktion verwendet. Es wurden Messungen
der Griffstirke der Vorderpfoten und kombiniert der Vorderpfoten / Hinterpfoten
vorgenommen (Abb. 37).

Bei der Untersuchung zeigten weibliche Méuse keine Genotyp-relevanten Unterschiede.

Geschlechtsspezifische Unterschiede waren bei WT Mausen deutlich ausgeprigt: somit
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zeigten Weibchen eine signifikant niedrigere Belastbarkeit (WT vs. KO P < 0,05) fiir zwei
und fiir vier Pfoten im Vergleich zu Ménnchen. Dies ist nicht der Fall bei KO Méusen, denn
die ménnlichen Mutanten sind genauso belastbar wie die weiblichen Méiuse und
dementsprechend wesentlich schwécher als WT Ménnchen (WT vs. KO P < 0,05) (Anhang
5).

Abbildung 37. Messung der Griffstarke

bei Miusen.

Dafiir wurde die Belastung [g] als maximale

(I Kraft gemessen, die eine Maus an der
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Diese Quantifizierung ergibt nicht nur Informationen tiber die Muskelfunktion, sondern auch

Signalwandler-gekoppelten Stange ansetzt, wenn

sie langsam fortgezogen wird, bevor sie den Griff

loslésst.

kann auf die Defekte in motorischen Signaltransduktionswegen und in neuromuskulédren

Verbindungen hindeuten.

5.4.2.5 Analyse des Verhaltens

Ziel dieses Screening ist die Untersuchung der molekularen und genetischen Grundlagen
emotionaler Funktionen und der Wahrnehmung, die auch fiir die menschlichen
neuropsychiatrischen Funktionsstorungen relevant sind.

Fiir die Analyse des spontanen Verhaltens wurde der modifizierte Loch-Kammer-Test (Ohl
et al., 2001) verwendet. Dabei konnen die einzelnen Miuse die Test-Biihne innerhalb von 5
min unbehindert erforschen. Die Verhaltensmessung wurde mit Hilfe einer Kamera, die liber
dem Zentrum der Test-Biihne angebracht war, aufgezeichnet und mittels Videoverfolgung
analysiert. Dieser Test ermoglicht eine umfangreiche Analyse einer ganzer Reihe von
Verhaltensparameter, wie z.B. Bewegungsaktivitit, erforschendes Verhalten, Erregung,
Emotionalitit, Geddchtnis und soziale Affinitit.

Die Aktivititsanalyse der senkrechten Aufrichtung zeigte, dass die KO Méiuse im
Allgemeinen weniger aktiv waren als die WT Maiuse. Besonders deutlich waren diese
Unterschiede (um etwa 20 %) bei ménnlichen Mausen ausgepriagt (Anhang 6).

Bei der Untersuchung des Angst-bedingtes Verhaltens wurde festgestellt, dass mannliche KO
Maiuse im Gegensatz zu WT Ménnchen etwa 10 % mehr Zeit (WT vs. KO P = 0,06) in der
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Mitte der Biihne und zu den Weibchen im Allgemeinen verbringen. Dies ist auch ein
Hinweis auf niedrigere Erforschungsaktivitéit bei ERp29-defizienten Méannchen (Anhang 6).
Zusétztlich wurden die Aspekte des Lernens und des Gedéichtnisses durch die Untersuchung
der Geruchserkennung, des Angst-Gedéchtnisses, der Objekterkennung und des sozialen
Verhaltens bewertet. Eine bedeutende Rolle wird dabei dem akustischen Schreckreizreflex
und der Pripulsinhibition zugeordnet, die bei der Schizophrenie nur eingeschrinkt vorhanden
sind und als Endophenotyp dieser Krankheit betrachtet werden (Crawley, 1999).

Die Pripulsinhibition entspricht physiologisch der Filterfunktion des gesunden Gehirns fiir
AuBenreize. Durch schwichere Reize stellt sich das Gehirn auf mogliche weitere Reize ein.
Dadurch vermindert sich der Erschreckungseffekt. Bei allen Pripulsintensititen wiesen die
KO Miuse eine Tendenz zur stirkeren Inhibition im Vergleich zum WT auf ( WT vs. KO 0,5
<P <1) (Anhang 6).

5.4.2.6 Analyse der Lungenfunktion

Die Lungenfunktion wird durch eine Versuchsserie bewertet, um die mdglichen Anomalien
des Atemmusters in ungestressten Mutanten bei verschiedenen Aktivitaten (Schlaf, Erholung,
Aktivitét) festzustellen. Spontanes Atmen wurde mittels Ganzkdrper Plethysmographie (Fa
Buxco) untersucht. Dabei wurden Druckschwankungen, bedingt durch das Ein- und
Ausatmen, sowie Temperatur- und Feuchtigkeit-Verdnderungen wéhrend der Atmung, 40
min lang gemessen und in Signale transformiert, die durch eine automatische Datenanalyse
in mehreren Atmungsparameter (respiratorische Rate, Minutenventilation, Ein- und
Ausatmen-Zeit usw.) umgerechnet wurden.

Eine Untersuchung der grundlegenden Lungenfunktionen zeigte, dass KO Maéannchen eine

signifikant niedrigere respiratorische Rate (WT vs. KO P <0,05) aufweisen (Anhang 8).

5.4.2.7 Skelett-Phenotypisierung

Das Skelett ist das drittgroffte Organsystem im Korper, das aus Knochen und Knorpel
besteht. Die Untersuchung mutanter Méuse trdgt zur Aufklarung von Krankheiten wie
Osteoartritis, Osteoporose usw. bei. Diese Untersuchung wurde mittels zwei nicht-invasiven
Techniken: DXA (dual-energy X-ray absorption) und X-ray imaging durchgefiihrt. Diese
Techniken werden tblicherweise zur Diagnostik von Osteoporose und von Defekten der
Knochenmineralisierung verwendet.

Die Analyse der Knochendichte (bone mineral density - BMD) bei ménnlichen Miusen
zeigte, dass die KO Miuse einen niedrigeren BMD-Wert (42 + 1 mg/cm?®) im Vergleich zum
WT (45 + 1 mg/cm?) aufweisen (WT vs. KO P < 0,05).
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5.4.2.8 Kardiovaskulire Phenotypisierung

Die Herzphysiologie bei Mammalia kann anhand des Elektrokardiogramms (EKG)
untersucht werden. Durch diese Messung konnen mehrere Parameter, wie die elektrische
Aktivitiat, Rhythmus der Herzschldge, Verbreitung der Erregung innerhalb des Herzgewebes
und zusitztliche Information iiber die leitenden Eigenschaften (Funktion von Ionenkanélen),
erfasst werden. Fast alle Herzpathologien verursachen verschiedene EKG-Verdnderungen.
Die Mesung der EKG wurde einige Minuten lang an narkotisierten Mausen (Isofluran-
Narkose) durchgefiihrt. Dabei wurden sowohl unipolare (aVR, aVF, aVL), als auch bipolare
(I, 11, IIT) Ableitungen verwendet.

Es wurde festgestellt, dass KO Maiuse ein verldngertes PQ-Intervall (WT vs. KO P < 0,05)
aufweisen (Anhang 9). Dieses Intervall ist ein Ausdruck der atrioventrikuldren Leitungszeit,
also der Zeit zwischen dem Beginn der Erregung der Vorhofe und der Kammern
(Erregungsiiberleitungszeit).

Das Herzgewicht miannlicher KO Méuse war im Vergleich zu WT Miénnchen signifikant
niedriger (WT vs, KO P <0,05) und entsprach etwa dem Herzgewicht weiblicher Probanden.
Das Herzgewicht weiblicher Probanden zeigte hingegen keine Genotyp-relevanten

Unterschiede (WT vs. KO P > 0,05) (Anhang 9).

5.4.2.9 Immunologische Phenotypisierung

Bei der immunologischen Phenotypisierung wurden verschiedene Leukozyten-Populationen
im peripheren Blut und der Immunoglobulin-Level im Blutplasma gemessen. Das Verhéltnis
der Leukozyten-Populationen im Blut ist dabei genetisch reguliert. Fiir die gleichzeitige
Analyse der Zellzahl und Oberflichenmarker wurde die multi-colour flow cytometry genutzt.
Verschiedene Stadien von T-Zellen im Thymus koénnen durch die Farbung von CD4 und
CD8 identifiziert werden. Auf diese Art und Weise wurde eine signifikant reduzierte Anzahl
an CD4 und CD8 expremierenden T-Zellen festgestellt (WT vs. KO P < 0,05) (Anhang 10).
T-Zellen sind fiir die zellvermittelte Immunantwort zustindig. CD4 -T-Lymphozyten werden
als Helferzellen angesehen; ihr Rezeptor erkennt MHC-Klasse-II-Molekiile. CDS8'-T-
Lymphozyten gelten als zytotoxische T-Zellen.

Die Anzahl der B-Zellen im Blut mutanter Miuse hingegen war deutlich héher (WT vs. KO
P <0,05) als beim WT (Anhang 10). B-Zellen sind die Triger der humoralen Immunantwort
(Bildung von Antikorpern). Sie entstechen im Knochenmarkt. B-Zellen werden durch
korperfremde Strukturen (Antigene) aktiviert und produzieren daraufhin gegen diese

Antigene gerichtete Antikorper.
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5.4.3 Altersbedingte Verinderungen des Korpergewichtes

Um den Effekt des fehlenden Proteins ERp29 auf die Gewichtsentwicklung zu quantifizieren,
wurde deren Verlauf zwei Jahre lang fiir folgenden Altersgruppen bestimmt: Junge Méause
(14 - 16 Wochen), reife Mause (20 - 24 Wochen) und alte Mause (48 - 56 Wochen).

Als Kiriterium fiir diese Einteilung diente die Reproduktivitit der Méuse. Die hochste
Aktivitat erreichen sie im Alter von etwa finf bis sechs Monaten und werden dann als ,,reif*

bezeichnet. Hierzu wurden mehrere homozygote ERp29-defiziente Méuse und ihre WT

Geschwister in definierten Zeitabstinden zwischen 10 — 11 Uhr gewogen.

Alter / Wochen
WT 14-16 ERp29 KO
B 20-24
[ T
< 60 60 1
= 50 £ 50 4
Z 40 3 01
£ 30 4 E 394
g 20 1 _ l S 20 4 { I
21-24 52 4= - - - 21 '?-1l-- - ..
< ITETAS2T — / 21-24 - —— ) /
28-31 32-35 36.30 25-27 28-31 33,35 —
©40-43 ) ST 36-39 40-43
Kérpergewicht , g Kiirpergewicht, g e

Abbildung 38. Effekt der ERp29-Defizienz auf die altersbedingte Gewichtsentwicklung.

Fir die Gewichtsbestimmung wurden mehrere ménnliche Geschwister der heterozygoten Verpaarungen
verwendet. Die Anzahl der Tiere ist: n = 75 WT und n = 150 KO. Jede Reihe von Sdulen représentiert die

Gewichtsverteilung (% der Gesamtzahl) innerhalb einer Altersgruppe. Zur Analyse wurden je Genotyp jeweils
drei Altersgruppen verwendet.

In Abb. 38 ist schon bei jungen KO Miusen (weifle Balken) eine deutliche Tendenz zum
hoheren Gewicht zu sehen. Wihrend die meisten jungen WT Méiuse in einem
Gewichtsbereich von 21 - 27 g zusammengefasst werden konnen, sind die meisten jungen
ERp29-defizienten Méuse in einem Bereich von 25 - 31 g verteilt. Diese Unterschiede
wurden durch eine Analyse dlterer Méduse deutlicher: Wéhrend das dominierende Gewicht
bei alten WT Méusen zwischen 28 - 31 g liegt, sind es bei alten KO M4iusen 32 - 35 g
(schwarze Balken). Die letzteren zeigten auch einen um etwa 15 % in Vergleich zu den

gleichaltrigen WT Maiusen hoheren % Anteil von iibergewichtigen Mausen (iiber 35 g).
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5.4.4 Altersbedingte Verinderungen der Chaperonen-Expression in verschiedenen
Organen der KO Maus

ERp29 kommt ubiquitdr in allen Geweben von Mammalia vor, doch eine besonderes hohe
Expression wurde in sekretorischen Geweben (Leber, Gehirn, Niere, Speicheldriise,
Schilddriise usw.) festgestellt (Mkrtchian and Sandalova, 2006). Da diesem Protein
Chaperonen-Aktivitdt zugeschrieben wird, war es interessant zu untersuchen, welche
Auswirkungen seine Abwesenheit auf die Expression anderer Proteine der
Faltungsmaschinerie und der Qualitdtskontrolle hat und welche altersbedingten
kompensatorischen Mechanismen auffallen. Dafiir wurde die Expression einiger ER-Proteine
im Gewebe junger (drei Monate alt) und alter (zwolf Monate alt) Mause mittels Western Blot
analysiert. Diese Proteine sind an der Proteinfaltung, an der Qualitdtskontrolle und an der

Stressantwort auf die ungefalteten Proteine (BiP/GRp78) beteiligt.

5.4.4.1 Chaperonen- und Leptin-Expression im Gehirn

Laut der primiren Phenotypisierung verursacht die Abwesenheit von ERp29 einige neuronale
Verédnderungen und Anomalien des Verhaltens bei den Miusen. Diese Erscheinungen stehen
unter Kontrolle verschiedener Teilen des Gehirns, die einen unterschiedlichen hystologischen
Autbau und unterschiedlichen Stoffwechsel haben.

Es wurden mehrere Gehirnbereiche mittels Western Blot analysiert: Medulla oblongata - der
hinterste Gehirnteil; zerebraler Kortex (GroBhirnrinde) - duBerste Schicht des GroBhirns, an
der Kommunikation und Errinerung beteiligt; die zerebrale Hemisphédre - symmetrische
GroBhirnhélften, die tiber die Komissuren miteinander verbunden sind; Thalamus - der
grofite Teil des Zwischenhirns; Kleinhirn - ein Teil des Hinterhirns, erfiillt wichtige
Aufgaben bei der Steuerung der Motorik.

Es wurde bereits gezeigt, dass die Verdnderungen in der Chaperon-Struktur (z.B. bei BiP)
dramatische Auswirkungen auf das Gehirn wéhrend der Embryogenese und bei adulten
Miusen zur Folge hat. Daraufhin wurde postuliert, dass die Reifung und Migration
neuronaler Zellen auch Sekretionsvorgidnge eine groe Sensitivitit fiir die fehlerhafte ER-
Qualitdtskontrolle aufweist (Mimura et al., 2008).

Analyse der ER-Proteine im Gehirn nicht-gestresster Méuse zeigte keine Genotyp-bedingten
oder altersspezifischen Verdnderungen (Abb. 39). In diesem Fall verursachte die
Abwesenheit von ERp29 keine Verdnderungen der Expression der untersuchten Chaperone,
die fiir die korrekte Proteinfaltung und Qualitdtskontrolle zustdndig sind. Vermutlich findet
im ER auch keine Akkumulierung von ungefalteten Proteinen statt, weil das BiP-Level, das

als ein sensitives Zeichen fiir UPR dient, in allen Gehirn-Teilen unverdndert blieb.
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Abbildung 39. Western Blot-Analyse der Expression einiger ER-Proteine in verschiedenen

Gehirnteilen.

Fir diese Vergleichsanalyse wurden Organbiopsien von jeweils drei ménnlichen KO Maiusen vs. drei

mannlichen WT Méuse im Alter von drei und zwolf Monaten verwendet. Die Proteine wurden in 10 - 12 %

SDS PAGE Gelen getrennt und mit spezifischen Antikérpern angefarbt. B-Aktin dient dabei als Ladekontrolle.

Aufgrund der Befunde beziiglich des Fettstoffwechsels und der Tendenz zum Ubergewicht

bei KO Miuse wurde die Leptin-Expression im Hypothalamus untersucht. Dieses Hormon

spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Fettstoffwechsels und der reproduktiven

Funktion von Mammalia (sieche 1.9). Bei der Western Blot-Analyse wurde festgestellt, dass

die Leptin-Expression im Hypothalamus der KO Miannchen unabhéngig von ihrem Alter um

etwa 30 % im Vergleich zu WT Minnchen herunterreguliert ist (Abb. 40).

junge Miuse alte Méus a
WT KO WT KO Abbildung 40. Leptin-Expression im
wrmm———  Leptin | Hypothalamus.
e — M ERp2) [ 1 Fir diese Vergleichsanalyse wurden Organ-
Tommetemmge  [-Aktin sr—————— Biopsien von jeweils drei midnnlichen KO Méusen
vs. drei ménnlichen WT Maiuse im Alter von vier
120 + P=002 PTEIJI? und zwoIf Monaten verwendet. Gezeigt sind die
100 Ergebnisse der Western Blot-Analyse mit
£ 80 spezifischen  Antikdrpern (a). Bei der
-Té 60 - densitometrischnen Analyse wurden alle Banden
; 40 - auf B-Aktin normiert, das als Ladekontrolle diente.
20 - Hierbei wurden die Mittelwerte,
0 Standardabweichungen und P-Werte aus drei
W];‘i % unabhéngigen Experimenten ermittelt (b).

Alter, Monate
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5.4.4.2 Chaperonen-Expression im Herz

Da die KO Maéuse gewisse Verdnderungen in der elektrischen Aktivitit (EKG) im Herzen
zeigten und ménnliche Mutanten ein signifikant niedrigeres Herzgewicht aufwiesen, wurde
untersucht, ob diese Anomalien durch die Veranderungen der Faltungskapazitit in mutanten

Maiusen auftreten konnten.

Alter / Monate 3 12
Genotyp WT KO WT KO  Abbildung 41. Western Blot-Analyse der
GRp94 s ———— Expression einiger ER-Proteine im Herz.
CNX = = = =

Fir diese Vergleichsanalyse wurden Organ-Biopsien von

BP — = = = jeweils drei minnlichen KO Miusen vs. drei minnlichen
ERp7] E— WT Méiuse im Alter von drei und zwdlf Monaten
CRT - verwendet. Die Proteine wurden in 8 - 10 % SDS PAGE
P35 Gelen getrennt und mit spezifischen Antikdrpern angefarbt.
L) EE—— ERp29 dient dabei als Genotyp-Kontrolle und GAPDH als
ERp46 == == == == [ adekontrolle.
ERp29 — —

Die Western Blot-Analyse der untersuchten ER-Chaperonen ergab keine signifikanten

Genotyp-spezifischen oder altersbedingten Verdnderungen (Abb. 41).

5.4.4.3 Chaperonen-Expression in Nieren

Die Niere als zentrales Regulationsorgan des Wasser- und Elektrolythaushalts sorgt fiir die
Konstanthaltung des inneren Milieus, der Homeostase. Neben der Ausscheidung von
harnpflichtigen Substanzen (v.a. Kreatinin und Harnstoff) ist sie fiir die Aufrechterhaltung
des Tonen- bzw. Elektrolytgleichgewichts (Na*, K*, Ca*", Mg®", CI') und die Regulation des
Séure-Base-Haushalts verantwortlich. Die Storung dieser Regulation fiihrt zum ER-Stress
und als Folge dessen zur Verdnderung der Expression einiger Chaperone in den Nieren, wie
z.B. BiP, GRp94, CNX, CRT (Karar et al., 2008).

Darauthin wurde die Expression mehrerer Chaperone in Abwesenheit von ERp29 untersucht.
Dabei zeigte die Western Blot-Analyse keine Genotyp-spezifischen oder altersbedingten
Verianderungen (Abb. 42).
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Alter / Monate

3 12

Genotyp WT KO WT KO Abbildung 42. Western Blot-Analyse der
GRp94 . Expression einiger ER-Proteine in Nieren.
CNX i Fir diese Vergleichsanalyse wurden Organ-Biopsien von
BiP = jeweils drei ménnlichen KO Maiusen vs. drei ménnlichen
ERp72 T WT Miuse im Alter von drei und zwdlf Monaten
(RT e & & = verwendet. Die Proteine wurden in 8 - 10 % SDS PAGE
P5 = Gelen getrennt und mit spezifischen Antikorpern angefarbt.
PDI = — — — ERp29 dient dabei als Genotyp-Kontrolle und -Aktin als
ERp29 - - Ladekontrolle.
B-Aktin = - -

5.4.4.4 Expression einiger ER-Chaperone und einiger Fettstoffwechsel-Proteine in
Leber

Die Leber ist das zentrale Organ des gesamten Stoffwechsels und die grofite Driise des
Korpers bei Wirbeltieren. Die wichtigsten Aufgaben sind die Produktion von
Gerinnungsfaktoren, die Speicherung von Glukose und Vitaminen, die Gallenproduktion und
damit einhergehend der Abbau und die Ausscheidung von Stoffwechselprodukten,
Medikamenten und Giftstoffen.

Die Western Blot Analyse der ER-Chaperone ergab jedoch keine Genotyp-spezifischen und
altersbedingten Unterschiede (Abb. 43).

Alter / Monate 3 12

Genotyp WT KO WT KO Abbildung 43. Western Blot-Analyse der
GRp94 Expression einiger ER-Proteine in Leber.
CNX Fiir diese Vergleichsanalyse wurden Organbiopsien von
BiP s o wm  am jeweils drei ménnlichen KO M4usen vs. drei médnnlichen
ERp72 — WT Miuse im Alter von drei und zwolf Monaten
CRT verwendet. Die Proteine wurden in 10 - 12 % SDS PAGE
P5 - Gelen getrennt und mit spezifischen Antikdrpern
PDI - angefarbt. ERp29 dient dabei als Genotyp-Kontrolle und 8-
ERp29 — p— Aktin als Ladekontrolle.
p-Aktin - —

Die Leber ist eng in die Steuerung des Fettstoffwechsels involviert. In der Leber findet die
Synthese von Cholesterin und den heraus abgeleiteten Gallensduren, die Speicherung von

Fett in Form von Lipoproteinen und der Abbau von Steroidhormonen statt.
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In diesem Zusammenhang erfolgte die Western Blot-Analyse einiger Proteine des
Fettstoffwechsels. Dabei stellte sich heraus, dass die ERp46-Expression in der Leber alter
KO Méiuse doppelt so hoch im Vergleich zur Leber alter WT Méiuse war (Abb. 44).
Bemerkenswert war dabei, dass die jungen Miuse keine Genotyp-spezifische Unterschiede
aufwiesen. Erst vor Kurzem wurde bekannt, dass ERp46 am Fettstoffwechsel beteiligt sein
kann (Charlton et al., 2010).

Ein Schliisselrezeptor im Lipidstoffwechsel in der Leber ist PPARa. Durch die Western Blot-
Analyse wurde eine niedrigere Expression dieses Rezeptors (um etwa 20 %) in KO-Leber

unabhéngig vom Alter der Miuse festgestellt (Abb. 44a, 44c).

a b
Alter / Monate 3 12 in Leber alter Méuse
Genotyp WTKO WT KO WT1 KO1 WT2 K02 WT3 KO3
ERp46 ser =5 5w == S — S w  ERp46
PPARa — — — - B ————————— B'z"jkktill
ERp29 —
p-Aktin - — e —
c
ERpd6  _ PPARa
] P=0,002 P=0.008
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50 A -
0 - 0
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Abbildung 44. Western Blot-Analyse der Expression einiger Fettstoffwechsel-Proteine in
der Leber.

Fir diese Vergleichsanalyse wurden Organ-Biopsien von jeweils drei ménnlichen KO Maiusen vs. drei
ménnlichen WT Méuse im Alter von drei und zwdlf Monaten verwendet. Die Proteine wurden in 10 - 12 %
SDS PAGE Gelen getrennt und mit spezifischen Antikdrpern angeférbt. (a) Western Blot-Analyse der Proteine,
die am Fettstoffwechsel beteiligt sind; (b) um den Einfluss von Randeffekten bei der densitometrischen
Auswertung auszuschlieBen, wurde Leberlysat alter KO und WT Maiuse abwechselnd auf das Gel aufgetragen;
(c) densitometrische Auswertung von Western Blot-Banden, normiert auf p-Aktin (Ladekontrolle). Hierbei

wurden die Mittelwerte, Standardabweichungen und P-Werte aus drei unabhéngigen Experimenten ermittelt .
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5.4.4.5 Expression einiger UPR-Proteine in sekretorischen Organen

Wie mehrere Autoren bereits zeigten, wurde eine besonders hohe Expression von ERp29 in
sekretorischen Geweben festgestellt (Mkrtchian and Sandalova, 2006; Sargsyan et al., 2004).
Darauthin wurde dem ERp29 eine Chaperonen-Aktivitdt bei sekretorischen Vorgéngen
zugeordnet. Darliber hinaus wiirde die Abwesenheit von ERp29 eine Anhdufung von
ungefalteten oder falsch gefalteten Proteinen verursachen und als Folge dessen die unfolded
protein response (UPR) hervorrufen.

In dieser Arbeit wurden einige Proteine der UPR-Kaskade in mehreren sekretorischen
Geweben miannlicher KO Maiusen mittels Western Blot analysiert. Als Kontrolle dienten die

selben Gewebe der ménnlichen WT Maiuse (Abb. 45).
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Abbildung 45. Western Blot-Analyse der UPR-Proteine in sekretorischen Organen.

Fiir diese Vergleichsanalyse wurden Organe von jeweils vier mannlicher KO Méuse vs. vier méannlicher WT
Maiuse im Alter von zwolf Wochen verwendet. Fiir jedes Protein sind sowohl die Western Blot-Banden, als
auch ihre densitomtrische und statistische Auswertung dargestellt. ERp29 diente dabei als Genotyp-Kontrolle
und B-Aktin als Ladekontrolle.

Durch diese Analyse konnten Organ-spezifische Unterschiede in der Expression von BiP und
sXBP1 gezeigt werden, es konnten jedoch keine Genotyp-relevanten Verdnderungen
festgestellt werden. Das gleichbleibende Expressionlevel dieser Proteine konnte als Hinweis
auf die normalen Funktionen des sekretorischen Gewebes auch in Abwesenheit von ERp29

in ungestressten Mausen betrachtet werden.
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6 Diskussion

Gezielte Genmutation-Technologien repriasentieren ein kraftvolles Werkzeug fiir die
biomedizinische Forschung. Bei Knockout Miusen wird ein Gen gezielt ausgeschaltet, um
seine Funktion in vivo zu untersuchen. Diese Arbeit beschreibt einen Teilaspekt der
Forschung unserer Arbeitsgruppe, deren Ziel die Aufklarung der Rolle von ERp29 in der
Zelle und im gesamten Organismus ist. Die ERp29KO Maus ist das einzige lebende Maus-
Modell, der ein Protein, ein Mitglied der PDI Familie, fehlt. Alle bisherigen Versuche zum
Ausschalten anderer PDI-Proteine fiihrten zum MiBerfolg durch die embryonale oder

postnatale Letalitéit (Garbi et al., 2006; Coe and Michalak, 2010; www.europhenome.org).

6.1 Untersuchung der Funktion von ERp29 in der Zellkultur

Es gibt mittlerweile viele Untersuchungen iiber die biologische Funktion von ERp29. Einige
sind zum Teil widerspriichlich. AuBerdem geben sie keine Antwort iiber den
Wirkmechanismus des ERp29 und iiber die Signaltransduktionswege, an denen es beteiligt
sein konnte.

Fiir die Untersuchung der Rolle von ERp29 bei der Krebspathogenese wurden in dieser
Arbeit Vergleichsstudien zwischen immortalisierten ERp29-defizienten 3T3 Zelllinien und
WT 3T3 Zelllinien durchgefiihrt.

Primire adulte Zellen dienten zur Untersuchung einiger Aspekte von Zellfunktionen in einer
normalen diploiden Zellpopulation, die in ihren Eigenschaften fiir einen gesunden

Organismus reprisentativ sind.

6.1.1 Maus-Embryo-Fibroblasten als Modell fiir Studien der Rolle von ERp29 bei der
Krebsentstehung und beim oxidativen Stress

Maus-Embryo-Fibroblasten (MEF) bieten im Vergleich zu anderen Zell-Typen mehrere
Vorteile als Modell-System fiir verschiedene Studien. Sie sind relativ einfach zu isolieren
und zu kultivieren. AuBlerdem stellen diese Zellen ein geeignetes System flir die
Untersuchung der Funktion einzelner Gene in der Apoptose, der Zellzyklusregulation,

Immortalisation, Seneszenz usw. dar.

6.1.1.1 Immortalisierung der ERp29-defizienten MEF
Primire embryonale Fibroblasten werden aus dem ganzen Embryo isoliert. Dadurch entsteht
eine heterogene Population von Zellen mit unterschiedlichem Ursprung und

unterschiedlicher Entwicklungsgeschichte.
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Die Zellen wurden nach dem 3T3-Protokoll immortalisiert, das bereits im Jahr 1963 von
Todaro und Green etabliert wurde. Dafiir wurden die Zellen als subkonfluenter Monolayer
kultiviert und alle drei Tage geteilt. Die Immortalisierung der ERp29-defizienten
Fibroblasten verlief unter diesen Bedingungen &hnlich wie bei WT Fibroblasten (Abb. 7).
Unabhédngig vom Genotyp reduzierten primdre embryonale Fibroblasten ihr
Wachstumspotential wahrend der ersten zwolf Passagen bis zum Wachstumsminimum in der
15. Passage (Zellkulturkrise). Die Zellkulturkrise wird vermutlich durch die
Kultivierungsbedingungen in vitro ausgelost. Im Gegensatz zu den Bedingungen im
Organismus fehlen den embryonalen Fibroblasten in der Zellkultur natiirliche Botenstoffe
und Zell-Zell-Kontakte, die das Wachstum und die Teilung der Zellen streng kontrollieren.
Stattdessen werden die Zellen mit einer verdnderten Nahrstoffzusammensetzung im Medium
und mit einer hoheren Sauerstoff-Konzentration konfrontiert. Dies 16st vermutlich die
zelluldare Stressantwort aus, die mit Seneszenz und mit Zelltod meister Zellen verbunden ist
(Sherr and DePinho, 2000).

Nach der Zellkulturkrise erhdhten die Zellen durch die verminderte Verdoppelungszeit als
immortalisierende Zellen unabhéngig vom Genotyp kontinuierlich ihre Wachstumskapazitit.
Dies ist der erste Schritt in Richtung der malignen Transformation (Baserga, 1997). Es gibt
zwel mogliche Ursachen fiir die spontane Immortalisierung von MEF, die in der Literatur
diskutiert werden. Zum Einen sind zur spontanen Immortalisierung nur die embryonale
Fibroblasten von Rodenta fahig. Die menschliche Fibroblasten beispielsweise sind nach einer
bestimmten Verdoppelungsanzahl in der Kultur absterben (Hayflick, 1965). Die Ursache
dafiir konnte an der Telomerase-Aktivitit liegen. Telomerase ist ein Enzym, das aus einer
RNA-Komponente und einer katalytischen Einheit besteht (Goytisolo and Blasco, 2002).
Jede Teilung humaner Fibroblasten verursacht eine Verkiirzung der Telomere aufgrund
unvollstindiger DNA-Replikation, was letztendlich zur Seneszenz und Absterben der Zellen
fiihrt. Die progressive Telomere-Erosion ist in den Zellen verhindert, die eine hohe
Telomerase-Expression aufweisen. (Blackburn, 2001). Viele somatische Zellen exprimieren
nicht genug Telomerase. Im Gegensatz dazu besitzen die MEF extrem lange Telomeren und,
so wie Krebszellen, eine hohe Telomerase-Expression (Serrano and Blasco, 2002).

Zum anderen finden wéhrend der Zellteilung in einigen Zellen spontane Mutationen statt.
DNA der murinen Fibroblasten wéhrend der Zellkulturkrise ist reich an Briichen in der
Einzelstrang DNA (Macieira-Coelho and Azzarone, 1988). Einer der Ausloser dafiir ist der
hohere Sauerstoffgehalt unter Zellkultur-Bedingungen, der den oxidativen Stress in Zellen

und infolgedessen die erhohte Mutationsfrequenz verursacht. Auch die verdnderte

&9
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extrazellulire Umgebung, wie z.B. die Versorgung mit Wachstumsfaktoren und fehlende
interzelluldre Kontakte, fiihrt zum vermehrten Auftreten der Mutationen (Busuttil et al.,
2003). FEinige dieser Mutationen sichern das Uberleben der Zellen wihrend der
Zellkulturkrise und machen die Zellen immortal (unbegrenzt lebend).

Da solche Mutationen stochastisch und nicht kontrollierbar sind, entstehen Zelllinien, die
sich nicht nur aus verschiedenen Embryonen, sondern in verschiedenen Zelleinsdtzen aus
einem Embryo unterscheiden. Diese Unterschiede konnen sich in verschiedenen
Wachstumskinetiken oder in verschiedenen Stressantworten &duBlern. In der Literatur wurde
bereits gezeigt, dass das Ausschalten einiger Gene die Proliferationskinetik beeinflussen
kann. Beispielsweise treten Vimentin-defiziente embryonale Fibroblasten wesentlich
schneller in die Zellkulturkrise ein und zeigen nach der Immortalisierung eine extrem
niedrige Proliferationsrate (Tolstonog et al., 2005). Offensichtlich beeinflusste die
Abwesenheit von ERp29 in MEF weder ihre Proliferationskinetik, noch ihre
Immortalisierungsrate. Letztere betrug unabhingig vom Genotyp 60 % der Anzahl
eingesetzter Embryonen.

Nach dem 3T3-Protokol immortalisierte Zelllinien besitzen sowohl die Eigenschaften von
Krebszelllinien (unbegrenzt lebend), als auch Eigenschaften primdrer Zellen durch ihre
Fahigkeit zur Zell-Zell-Kontaktinhibition (Todaro and Green, 1963). Diese Eigenschaften

machen 3T3 Zelllinien zu einem beliebten Modell fiir verschiedene Stress-Studien.

6.1.1.2 Charakterisierung primirer und immortalisierter ERp29KO MEF

Die chromosomale Instabilitdit widhrend der Immortalisierung der MEF gilt auch als
Kennzeichen vieler Tumore und wird haufig als Ursache fiir die Tumorentstehung angesehen
(Rajagopalan et al., 2003). Weitere Merkmale der malignen Verdnderungen stellen die
verstirkte Klonogenitit und die Migration der Zellen dar (Kuzumaki et al., 1996).

Durch Klonogenitéit-Studien kann die Fahigkeit einzelner Zellen zur Kolonienbildung
ermittelt werden, was einen Teil des proliferativen Potentials der Zelle darstellt. Dafiir
wurden Zellen aus drei Wachstumsphasen eingesetzt: primére Zellen (Passage 4), Zellen
nach der Zellkulturkrise (Passage 21) und immortale 3T3 Zellen (Passage 28).

Die spontane Immortalisierung der C57BL/6N MEF fiihrte zu zelluldren Verdanderungen, die
sich in einem verstdrkten Proliferationsverhalten gegeniiber primdren Zellen zeigten (Abb.
8). Dies wurde sowohl fiir WT, als auch fiir KO MEF festgestellt. Im Allgemeinen bildeten
primdren MEF bei einer niedrigen Zelldichte nur wenig Kolonien, was eine typische
Eigenschaft fiir die primiren nicht-malignen Zellen darstellt (Kuzumaki et al., 1996). Im

Laufe der Kultivierung, nach der Zellkulturkriese, bildeten diese Zellen immer mehr
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Kolonien (Passage 21), sodass fiir die immortalen Zellen (Passage 28) nach zwei Wochen
Kultivierung keine einzelnen Kolonien sichtbar waren. Wihrend fiir die primdren MEF kein
Genotyp-relevanter  Proliferationsunterschied nachgewiesen werden konnte, zeigten
immortalisierende KO MEF in der Passage 21 (nach der Zellkulturkrise) eine wesentlich
verlangsamte Kolonienbildung und eine signifikant reduzierte Gesamtzellzahl. Im Laufe der
Kultivierung, nach der Zellkulturkrise, bildeten die Zellen immer mehr Kolonien, sodass im
Fall der immortalen Zellen (Passage 28) nach zwei Wochen Kultivierung keine einzelnen
Kolonien sichtbar waren. Hierbei kann das verlangsamte Wachstum der immortalen KO
MEF im Vergleich zu immortalen WT MEF nur als eine Tendenz bezeichnet werden. Dies
lag an unterschiedlichen Genotyp-unspezifischen Wachstumsraten der immortalen MEF
(siehe 5.1.1), die fiir den Klonogenitétsversuch eingesetzt wurden.

Um die weiteren malignen Eigenschaften zu ermitteln wurde das Proliferationsverhalten von
primdren (Passage 4) und immortalen Zellen (Passage 28) in der Anwesenheit von chicago
sky blue (CSB) untersucht. Das CSB ist ein effektiver Inhibitor, der die Interaktion zwischen
HIVirus-1 und der Zelle verhindert (Clanton et al., 1992). Aulerdem wird der Azobenzidin-
Kern des CSB zu karzinogenen aromatischen Aminen in vitro umgewandelt (Yin and
Hamilton, 2005).

In Toxizitdtsstudien (24 h Behandlung) konnte eine hohere Empfindlichkeit primérer
Fibroblasten fiir die CSB-Behandlung (ICsp = 650 uM) im Vergleich zu immortalen Zellen
(ICso = 950 uM) festgestellt werden; es gab jedoch keine Genotyp-relevante Unterschiede
(Abb. 9). Der toxische Effekt von CSB scheint auch Zelltyp-abhidngig zu sein, da die
Behandlung von ARPE-19 Zellen mit der doppelten Konzentration an CSB (2 mM) kaum
eine Beeintrachtigung der Vitalitdt (90 %) verursachte (Haritoglou et al., 2005).

Erst in Klonogenitétsstudien zeigten sich primdre und immortale KO Zellen als mehr
empfindlich fiir die CSB-Behandlung im Gegensatz zu WT Zellen. Hierbei wiesen die
immortale KO Zellen bei 25 uM einen 5-fach und bei 50 uM einen 10-fach reduzierten
Zellzuwachs auf (Abb. 11). Ahnliche Tendenzen wurden in Migration-Studien mit
immortalen Zellen festgestellt. Zellmigration gehdrt zu einer fundamentalen Eigenschaft, die
wiéhrend der embryonalen Entwicklung, bei der Wundheilung und bei der Krebspathogenese
eine wichtige Rolle spielt (Berens and Beaudry, 2004). Dabei verbreiteten sich KO MEF in
Anwesenheit von CSB wesentlich langsamer als WT Zellen (Abb. 12).

Es handelte sich bei Klonogenitits- und bei Migrationsstudien um einen milden
Langzeitstress, weil die Zellen 14 Tage lang mit niedrigen CSB-Konzentrationen behandelt

wurden. Die dadurch entstandenen inhibitorischen Effekte konnten sowohl durch die direkte
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CSB-Wirkung als auch indirekt durch dessen Zerfallprodukte (aromatische Amine)
verursacht werden. CSB ist bekanntlich ein Farbstoff, der eine tiefblaue Farbe hat (Islam et
al., 2011). Die Farbung basiert auf einer chemischen Reaktion zwischen den Sulfonsdure-
Gruppen des Farbstoffes und den nukleophilen Gruppen, wie z.B. Aminogruppen des Lysins
und Arginins oder Hydroxogruppen anderer Aminosduren, auf der Proteinoberfldche.
Dadurch werden Proteinmolekiile mit diesem Farbstoff beschichtet (Tsopelas and Sutton,
2002). Vermutlich fiihrt diese chemische Modifikation der Proteinoberfliche zur
Einschriankung oder gar zum Verlust der Funktionalitét einiger Proteine. Aulerdem kann der
Azobenzidin-Kern des CSB in vitro zu karzinogenen aromatischen Aminen umgewandelt
werden (Yin and Hamilton, 2005). Letztere verursachen in der Zelle DNA-Schaden,
erzeugen ROS und fiihren so zu den malignen Verdnderungen in der Zelle (Skipper et al.,
2010).

Laut der Literatur verhindert das ERp29 die Krebs-Entwicklung. Klinische Studien zeigten
sinkende mit der Krebs-Progressierung ERp29-Expression, wihrend die ERp29-
Uberexpression zu GO/G1-Arrest fiihrte und in der Proliferation-Inhibierung der MDA-MB-
231 Zellen resultierte. Daraufhin wurde das ERp29 als neuer Regulator in Betracht gezogen,
der zur Supression des Krebs-Wachstums fihig war (Bambang et al., 2009b). Unsere
Untersuchungen zeigten aber, dass das karzinogene CSB die Kolonienbildung und die
Migration der 3T3 KO Zellen wesentlich stéarker als die der 3T3 WT Fibroblasten hemmte.
Um die Ursache fiir das unterschiedliche Proliferationsverhalten zwischen KO und WT
festzustellen, wurden die mit CSB behandelten Zellen mittels Western Blot analysiert. CSB
besitzt eine tiefblaue Farbe und verfiarbt die Zellen bereits nach einer 24-stiindiger
Behandlung. Aufgrund der Eigenfluoreszenz von CSB (Ex/Em 600/690 — 720 nm) (Islam et
al., 2011) konnte nach dem Proteintransfer auf der Nitrozellulose-Membran ein intensives
Fluoreszenzsignal im Cy5-Kanal detektiert werden (Abb 13a). Da CSB nicht nur mit der
Proteinoberfliche interagiert, sondern auch mit steigender Konzentration Dimere und hohere
Aggregate in der Losung bildet (Islam et al., 2011), war der kummulative Effekt mit
steigender CSB-Konzentration (25 uM vs. 50 uM) deutlich zu erkennen. Daher wurden fiir
die Proteinfarbung auf der Membran Cy3-gekoppelte sekundéire Antikorper verwendet, weil
das CSB in diesem Fluoreszenzkanal keine Signale ergab (Abb. 13b).

Mittels Western Blot wurde eine Reihe der ER-Stress-Proteine analysiert, die an der ER-
Qualititskontrolle (BiP, GRp94, PDI, CRT), an der redox-Homeostase und an der Antwort
auf oxidativen Stress (BiP, ATF6) beteiligt sind. Allerdings ergab die 24-stiindige CSB-

Behandlung keine Verdnderungen der Expression dieser ER-Proteine im Vergleich zur



Diskussion

93

Kontrolle (Abb.14). Eine Analyse der Proben nach ldngeren Inkubationszeiten war wegen
der kumulativen Effekte von CSB technisch nicht mdglich. Der Einsatz anderer Inhibitoren
mit dhnlicher Struktur aber niedrigerem ICso-Wert konnte als mogliche Problemlosung in
Betracht gezogen werden. Dies wire im Rahmen einer erweiterten wissenschaftlichen Arbeit
zu iiberpriifen.

In Hinsicht auf maligne Verdanderungen spielen auBBerdem die epithelial-mesenchymale und
mesenchymal-epitheliale Uberginge eine Schliisselrolle. Wenn eine ERp29-Uberexpression
zum mesenchimal-epithelialem Ubergang und zum Vimentin-Verlust fiihrte (Bambang et al.,
2009b), zeigten unsere Untersuchungen keine Auffaligkeiten in der Zytoskelett-Organisation,
in der intrazelluldiren Vimentin-Verteilung in ERp29-defizienten Zellen (Abb. 15).

Eine wichtige Rolle bei der Zellmigration, sowie bei der Wundheilung spielt auch
Connexin43 (Cx43). Beispielsweise zeigten die Maiuse mit einer reduzierten Cx43-
Expression eine schnellere Wundheilung (Solan and Lampe, 2009). Trotz neuerer
Untersuchungen, in denen die Rolle von ERp29 als Chaperon bei der Stabilisierung des
monomeren Cx43 im ER gezeigt wurde (Das et al., 2009), wiesen ERp29-defiziente Zellen
keine Unterschiede in der Cx43-Verteilung im Vergleich zum WT auf. Dabei konnten in
beiden Zelllinien punktformige Cx43-Ansammlungen (Cx43-Oligomere) an der
Zelloberflache festgestellt werden (Abb. 16). Cx43 ist ein gap junction-Protein, das
multimere Membran-Kanile fiir die interzellulire Kommunikation bildet. Diese Kanéle sind
an den elektrophysiologischen Prozessen in Herzmuskel und im Gehirn beteiligt. Sein
Verlust (Cx43(-/-) Miuse) resultiert in neonataler Letalitdt (S6hl and Willecke, 2004). Falls
ERp29 fiir die Stabilisierung von Cx43 und fiir die Bildung von gap junctions essenziell
wire, hitten die ERp29KO Miuse vermutlich keine Uberlebenschance oder litten an
schweren Herz-Erkrankungen. Dies konnte jedoch durch unsere Studien widerlegt werden.
Somit konnte die Rolle von ERp29 bei der Krebsentstehung und bei der Stabilisierung des
Cx43 nicht bestétigt werden. Dennoch diirfen unsere Untersuchungen nicht als Widerspruch
der Literatur-Daten betrachtet werden. Dies konnte ein Hinweis auf die Komplizitit der
ERp29-Funktion in der Zelle sein und bedarf Untersuchungen weiterer

Signaltransduktionswege und mdglicherweise anderer methodischer Ansétze.

6.1.1.3 Studien der Antwort auf oxidativen Stress bei embryonalen Fibroblasten
Molekularer Sauerstoff ist fiir mehrere biologische Erreignisse notwendig, die mit aerober
Existenz verbunden sind. Dies ist mit stindiger ROS-Produktion verbunden. Diese

Nebenprodukte sind potentielle Regulatoren der Zellfunktion. Sie kénnen aber auch zu
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oxidativen Schéadigungen fiihren, die die antioxidative Kapazitéit der Zelle {iberladen, was in
der Apoptose oder Nekrose resultieren kann (Buettner, 2011).

In dieser Arbeit wurden 3T3 Zelllinien mit oxidativen Substanzen verschiedener
Schadensgraden behandelt: Wasserstoffperoxid, Diamid und Menadion. Die grofite Resistenz
zeigten embrionale Fibroblasten gegen die Wasserstoffperoxid-Behandlung (ICso = 1000
uM), unabhéngig von ihrem Genotyp (Abb. 25a, 26). Wasserstoffperoxid ist ein in kleinen
Mengen natiirlich in der Zelle vorkommender Stoff, der an mehreren zelluldren
Regulationsmechanismen, unter anderem an der Regulation des Zellwachstums und des
Zellzyklus beteiligt ist (Buettner, 2011).

GroBere Empfindlichkeit wurde nach der Behandlung mit Diamid festgestellt (Abb. 25b, 26).
Hierbei zeigten sich KO MEF als weniger empfindlich (ICso = 189 uM) fiir diese Art von
oxidativem Stress im Vergleich zum WT (ICso = 253 uM). Diamid ist ein mild oxidierendes
Agenz, das leicht die Zellmembran durchdringt und nicht-enzymatisch mit den
intrazelluldren Thiolen reagiert, ohne lipoperoxidative Effekte zu verursachen (Piccirillo et
al., 2009). Mittels FACS-Analyse konnten diese Genotyp-relevanten Unterschiede jedoch
nicht bestétigt werden (Abb. 27b). Der Grund dafiir kdnnte an der technischen Ausfiihrung
der Versuche liegen. Bei der FACS-Analyse konnen vitale, apoptotische und nekrotische
Zellen mit einer hohen statistischen Signifikanz durch die Erfassung einer groflen Zellzahl
gemessen werden. Die Bestimmung des ICso-Wertes basiert auf der Férbung adhirenter
Zellen nach ihrer Fixierung. Dabei wird der ICsp-Wert indirekt {iber die
Konzentrationsbestimmung des durch die adhdrenten Zellen absorbierten Farbstoffes
berechnet (siehe 4.2.5.10). Nach eigener Beobachtung gehen einige Zellen beim akuten
Stress ohne Apoptose-Stadium direkt in die Nekrose iiber und bleiben dadurch an der
Zellkulturplatte fixiert. Dies wurde in mehreren unabhidngigen Versuchen anhand der
Propidiumiodid-Farbung unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet (Bilder nicht gezeigt).
Diese nekrotischen adhdrenten Zellen und zum Teil auch die Zelkulturplatte selbst
absorbieren den Farbstoff und ergeben ein falsch positives Signal. Dennoch ist diese
Methode fiir die Rasterung und fiir die Etablierung neuer Bedingungen gut geeignet, weil sie
ohne groBlen technischen und zeitlichen Aufwand durchgefiihrt werden kann. Hierbei ist
jedoch eine Verifizierung der Daten durch andere Methoden, wie z.B. FACS-Analyse,
erforderlich.

Der grofite Schadensgrad bei den embryonalen Fibroblasten wurde durch die Behandlung mit
Menadion verursacht (mit einem ICsp = 40 uM unabhéngig vom Genotyp der Zellen) (Abb.

25¢, 26). Menadion oder Vitamin K3 ist ein Quinon, das zur Gruppe der K-Vitamine gehort.
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Es bewirkt Radikalbildung durch eine Serie zytotoxischer Reaktionen. Menadion inhibiert
den Ca*"-Einstrom in die Zelle aus dem extrazelluliren Medium und verursacht somit
groBBere Schéden in der Zelle als Diamid oder Wasserstoffperoxid (Kawamura et al., 2010).
Auch durch die FACS-Analyse konnten keine Genotyp-spezifische Unterschiede sowohl in
der Apoptose, als auch in der Nekrose nach der Behandlung mit Wasserstoffperoxid und mit
Menadion festgestellt werden (Abb. 27a, 27c¢).

Vergleichbare Studien wurden von Piccirillo et al. (2009) mit AGS-Zellen durchgefiihrt.
Diese Krebszelllinie zeigte etwa die gleiche Sensitivitit fiir die Behandlung mit 200 uM
Diamid (ICsp) wie 3T3 MEF in unseren Studien. Allerdings stellten diese Autoren fest, dass
die gleiche Konzentration an H,O, kaum eine Apoptose-Verdnderung im Vergleich zur
Kontrolle verursachte und bezeichneten AGS-Zellen daher als H,O,-resistent.

Im Gegensatz zu Diamid ist H,O, relativ instabil. Die Angaben in der Literatur {iber die
wirksame Wasserstoffperoxid-Konzentration sind sehr unterschiedlich. Sie erfassen einen
groflen Konzentrationsbereich von 25 - 50 uM im serumfreien Medium (Cano et al., 2009;
Iwakami et al., 2011) bis zum Bereich einige mM im serumhaltigen Medium (Keil et al.,
2006). Aufgrund der hohen Reaktivitdt wird das H,O, im serumhaltigen Medium schnell
zersetzt. Dies wurde in Rahmen dieser Arbeit mittels spezifischer und sensitiver FOX-
Methode analysiert. Dank dieser Methode ist es moglich, kleine Mengen an
Wasserstoffperoxid in verschiedenen organischen Substanzen und Medien zu bestimmen
(Gay et al., 2003). Dabei bildet H;O, mit Xylenolorange farbige Komplexe, die bei 560 nm
absorbieren. Auflerdem spielt die zeitliche Konzentrationsdnderung als Kontrolle fiir den
gleichwertigen Stress zwischen verschiedenen Experimenten eine wichtige Rolle.

Mittels der FOX-Analyse wurde festgestellt, dass bereits nach 15 min Inkubation von 200
uM H,O; nur 10 uM bleiben (Abb. 22). Nach 30 min war hier kein Wasserstoffperoxid
detektierbar. Der ICsp-Wert fiir H;O,-Behandlung lag bei MEF bei 1000 uM eingesetzter
Konzentration (Abb. 26), die nach 15 min Inkubation der 100 uM Restkonzentration im
Medium entsprach (Abb. 22).

Laut Literatur sind die Zellen in der Lage, ihre Umgebung durch die Sekretion verschiedener
Stoffe zu verdndern. Als Antwort auf oxidativen Stress wird beispielsweise das Enzym
Katalase freigesetzt, das das Wasserstoffperoxid im Medium zerstort und auf diese Art seine
schéddliche Wirkung auf Zellen verringert (Shuvaev et al., 2009). In diesem Zusammenhang
entstand die Vermutung, dass die Abwesenheit von ERp29 durch die Verdnderung in
sekretorischen Vorgédngen eine verdnderte Zersetzung des H,O, im Medium von KO Zellen

hervorrufen konnte.
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Unsere Analyse zeigte eine schnellere H;O,-Zersetzung im Medium mit Zellen, als im
zellfreien Medium(Abb. 22, 23). Im Medium beider Zelltypen waren 200 uM und 600 uM
Wasserstoffperoxid bereits nach 15 min kaum detektierbar (entsprechend 1 % und 2 %).
1000 uM H,0O, verschwanden nach 60 min Inkubationszeit (1 % Restkonzentration),
wihrend im Medium ohne Zellen auch nach 90 min 50 uM H,O, (etwa 5 %) detektiert
werden konnten. Allerdings konnten im Zersetzungsverlauf keine Genotyp-spezifischen
Unterschiede festgestellt werden (Abb. 23a).

In diesen Studien konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von ERp29 bei MEF keine
Anomalien bei der Antwort auf durch Wasserstoffperoxid, Diamid und Menadion

ausgelosten oxidativen Stress verursacht.

6.1.2 Dermale Fibroblasten als Modell fiir Studien der Rolle von ERp29 bei der
Alterung und beim oxidativen Stress

Alterung ist durch den Abfall in physiologischen Funktionen charakterisiert, was letztendlich
zu altersbedingten Krankheiten und zur Sterblichkeit fiihrt. Die Mechanismen, die zu einer
Verdnderung der Funktionen fiithren, sind noch unklar. Einige Hinweise deuten auf die
Beteiligung endogener Oxidationsmittel an der Enstehung von altersbedingten Fehlern. Zu
diesen Oxidantien gehoren Superoxid (02' ), Wasserstoffperoxid und das Hydroxyl-Radikal
(HO). Sie schidigen zellulire Makromolekiile wie DNA, Proteine und Lipide. Dies geschiet
vermutlich iiber die Zerstérung der Integritit von Mitochondrien. Ein Riickgang der
Mitochondrien-Funktion fiihrt zur vermehrter Produktion von Oxidantien und zu niedrigerer
ATP-Produktion (Keil et al., 2006). Dies ist mit der Abnahme der Energie-abhingiger
Prozesse und der ATP-vermittelten Signaltransduktionswegen, wie z.B. Apoptose,
verbunden. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass humane Fibroblasten von jungen
Spendern (17 - 60 Jahre alt) nach der H,O,-Behandlung fiir Nekrose (nicht fiir Apoptose)
weniger sensitiv als alte Zellen (von 60 - 80 Jahre alten Spendern) sind, was auf einen
mangelhaften ATP-Level zuriickzufiihren ist (Miyoshi et al., 2006). Allerdings wurde diese
Behandlung 16 h lang in einem FCS-freien Medium durchgefiihrt. FCS enthélt eine Menge
an Nihrstoffen, Vitaminen und Wachstumsfaktoren, die fiir das Uberleben primérer Zellen
auBlerhalb des Korpers und ohne hormonelle Kontrolle essenziell sind. Allein der FCS-
Entzug verursacht das Absterben von priméren Zellen durch Nekrose.

In dieser Arbeit wurde eine Behandlung mit H;O, in DMEM / 10 % FCS durchgefiihrt. Da
das FCS eine schnelle H,O,-Zerstérung fordert (gezeigt durch die FOX-Analyse) wurden
1000 uM H,0, eingesetzt, die dem 1Csp-Wert embryonaler Fibroblasten entsprechen (siche
6.1.1). FOX-Analyse zeigte, dass diese Konzentration etwa 100 uM H,0O, (effektive
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Restkonzentration) im Medium nach 15 min Inkubationszeit entspricht. So wie im Falle mit
embryonalen Fibroblasten wurde im Medium mit dermalen Fibroblasten das
Wasserstoffperoxid schneller zersetzt als im zellfreien Medium (Abb. 24).

In einer anderen Arbeit wurde hohere Sensivitit beim oxidativen Stress in humanen dermalen
Fibroblasten von alten Spendern anhang der LDH-Freisetzung nachgewiesen. Als Grund
daflir wurde die altersbedingte Chaperonen-Defizienz in Betracht gezogen (Tandara et al.,
2006). Alterung wird generell durch eine Abnahme der regulatorischen Funktionen der Zelle
charakterisiert. Unter Stress-Bedingungen ist ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren fiir die
Aufrechterhaltung der Homeostase in der Zelle notwendig, was in einer alternden Zelle nicht
mehr gewéhrleistet werden kann. Es gibt sicherlich mehrere Faktoren, unter anderem auch
die oben ganannten, die dabei eine wichtige regulatorische Rolle spielen.

Ensprechend der Literaturangaben fiir humane dermale Fibroblasten wurde auch fiir murine
dermale Fibroblasten von alten Mausen (12 Monate alt) eine hohere Sensitivitdt unabhénig
vom Genotyp im Vergleich zu Zellen aus jungen Maiusen (drei Monate alt) fiir die
Behandlung mit Wasserstoffperoxid festgestellt (Abb. 28). Dies ist ein Hinweis darauf, dass
die Alterung dieselben Veridnderungen regulatorischer Mechanismen unabhéngig von ERp29
auslost. Auffallend ist jedoch, dass die KO Fibroblasten sowohl von jungen, als auch von
alten Mdusen im Allgemeinen eine signifikant niedrigere Apoptose-Rate im Vergleich zu
WT Maéusen hatten.

Die moglichen Ursachen unterschiedlicher Apoptose-Regulation wurden mittels Western
Blot in jungen dermalen Fibroblasten analysiert. Alte dermale Fibroblasten konnten fiir
diesen Versuch aufgrund niedrigerer Vitalitdit wéihrend der Kultivierung und der daraus
resultierenden geringeren Zellzahl nicht verwendet werden.

Western Blot-Analyse zeigte keine Aktivierung der Faltungsmaschinerie (Abb. 29a) und der
Autophagie (Abb 29c). Der oxidative Stress 10ste in dermalen Fibroblasten, unabhidngig von
threm Genotyp, eine Aktivierung der UPR-Kaskade aus (Abb. 29b). Dabei wurde der gleiche
Anstieg des BiP-Levels (um 20 %) unabhingig vom Genotyp der Zellen beobachtet (Abb.
30). BiP dient als ein Marker fiir ER-Stress und 10st im Zusammenspiel mit den
Transmembranproteinen IRE1, ATF6 und PERK eine Stressantwort auf die ungefalteten
Proteine (UPR) aus.

Die Analyse weiterer Mitglieder der UPR-Kaskade zeigte einen im Vergleich zu WT
niedrigeren ATF6-Level (um 30 %) in ungestressten KO Zellen. Nach der H,O,-Behandlung
fand die ATF6-Hochregulation um etwa 20 % in KO und um 80 % in WT Zellen statt. Somit

war das ATF6-Gesamtlevel in gestressten KO Zellen um 90 % niedriger im Vergleich zu
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gestressten WT Zellen (Abb. 30). Laut der Literatur ist das ATF6 fiir die Aktivierung und
Hochregulation von XBP1 und von CHOP zustindig (Verfaillie et al., 2010). Die H,O,-
Behandlung bewirkte aber keine sXBP1-Erhohung in beiden Zelltypen (Abb. 29b). sXBP1
ist fiir das Uberleben der Zellen durch die Regulation der ERAD und EDEM im ER
verantwortlich. Sein unveridndertes Expressionslevel in gestressten Zellen korrelierte zudem
mit der inaktiven Fatungsmaschinerie.

Der proapoptotische Transkriptionsfaktor CHOP war in WT Zellen um etwa 60 %
hochexpremiert. Hingegen konnte in KO Zellen kaum eine CHOP-Aktivierung festgestellt
werden. CHOP induziert eine Hochregulation des BH3-only Proteins Bim und aktiviert {iber
Caspase-12 den Caspase-3-vermittelten Apoptoseweg (Piacentini et al., 2004). In diesem
Zusammenhang wurde gezeigt, dass in KO Zellen auch nach der H,O,-Behandlung keine
Caspase-3-Aktivierung stattfindet. In WT Zellen konnte eine hdhere proCaspase-3-
Expression und entsprechende Hochregulation der aktiven Caspase-3 mittels Western Blot-
Analyse gezeigt werden (Abb. 29d). Diese Daten entsprechen den FACS-Messungen (Abb.
28) und deuten auf eine im Vergleich zum WT niedrigere Sensitivitidt der ERp29-defizienten

Zellen fiir die Apoptose hin.

/E\ Abbildung 46. Schematische Darstellung

_ der unterschiedlichen Regulation der UPR-
IRE 1 ATF6 PERK

A ! 12 Kaskade in dermalen Fibroblasten beim

XBPL  CHOP  eIF2 af oxidativen Stress. Die UPR-Kaskade besteht aus

l ATF4 drei Achsen. Abhingig vom Stress-Stimuli und vom
ERAD \: Zelltyp konnen diese Achsen beim ER-Stress
Chaperone 1 CHOP unterschiedlich reguliert werden. Anhand der
Apoptose / Apoptose Western Blot-Analyse wurde festgestellt, dass die

Caspase-3 1 ATF6-CHOP-Achse (rot markiert) in KO Zellen

beim ER-Stress weniger aktiv war als in WT Zellen.

Die Analyse der Antwort auf oxidativen Stress in jungen dermalen Fibroblasten zeigte
Genotyp-spezifische Unterschiede bei der UPR-Aktivierung. Mittels Western Blot-Analyse
wurde festgestellt, dass in WT Fibroblasten nur die ATF6-CHOP-Achse nach der H,O,-
Behandlung aktiviert wurde (Abb. 46). Da die Aktivierung der ATF6-CHOP-Achse, gefolgt
von der Caspase-3-Aktivierung, Apoptose ausldst, konnte eine Zunahme der apoptotischen
Zellen beim oxidativen Stress fiir WT Fibroblasten festgestellt werden. In KO Fibroblasten
blieb die ganze UPR-Kaskade hingegen inaktiv. Daher konnte durch 1 mM H,0, keine

Apoptose in jungen KO Fibroblasten ausgeldst werden. Die alten Fibroblasten zeigten
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dieselben Genotyp-spezifischen Unterschiede aber eine hohere Empfindlichkeit zum
oxidativen Stress. Vermutlich wiirden die alten Zellen auch groBere Unterschiede bei der
UPR-Aktivierung zeigen. Da das Zellmaterial fiir die Western Blot-Analyse allerdings nicht
ausreichend war, konnten Antikorper-beschichtete Chips als mogliche Problemlosung in
Betracht gezogen werden. Dies ist jedoch kostenintensiv und wére im Rahmen einer

erweiterten wissenschaftlichen Arbeit zu liberpriifen.

6.1.3 Inhibierung der N-Glykosylierung des Thyreoglobulins mittels Tunicamycin-
Behandlung

Die Blockierung der N-Glykosylierung fithrt zur Akkumulierung des Proteins im ER und, als
Folge dessen, zur UPR. Diese Inhibierung wurde durch die Behandlung der Zellen mit
Tunicamycin erreicht. Tunicamycin ist ein Gemisch von homologen Nukleosid-Antibiotika,
das die GPTase und somit den ersten Schritt der Glykoprotein-Synthese inhibiert.

Die Inhibierung der N-Glukosylierung durch die Behandlung mit Tunicamycin blockiert den
intrazelluldiren Tg-Transport (vom ER zum Golgi) durch die biologisch irreversible
Proteinaggregation (Kim and Arvan, 1995). Wie erwartet, verursachte die Inhibierung der N-
Glykosylierung unabhingig vom Genotyp eine Tg-Akkumulierung in den Zellen. Dies
bewirkte auch eine Hochregulation der Faltungshelfer (CNX, GRp94, ERp72) (Abb.31).

Erst bei der Aktivierung der UPR-Kaskade konnten einige Genotyp-spezifischen
Unterschiede festgestellt werden. Dabei wurden zwei Arten vom ER-Stress untersucht:
milder Stress (1,5 pg/ml, 18 h Behandlung) und akuter Stress (10 pg/ml, 6 h Behandlung).
Beide Arten von Stress sind unabhéngig vom Genotyp der Zellen durch gleichen Anstieg des
BiP-Levels gekennzeichnet.

Beim milden dauerhaften Stress in WT Zellen wurde mittels Western Blot-Analyse eine
Aktivierung der gesamten UPR-Kaskade festgestellt, die in der Hochregulation der ATF6,
ATF4, XBP1, CHOP und der Phosphorylierung des elF2a resultierte (Abb.32). Die
Aktivierung der PERK-Achse verlduft iiber die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
elF2a und tber die nachfolgende ATF4-Aktivierung (siche 1.4). Die ERp29-Abwesenheit
scheint keine Auswirkung auf die Aktivierung dieser Achse, sowie auf die Aktivierung der
IRE1-Achse zu haben.

Genotyp-relevante Unterschiede wurden bei der Aktivierung der ATF6-CHOP-Achse
festgestellt. Wahrend in WT Thyreozyten nach der Tunicamycin-Behandlung eine 50 %ige
ATF6-Zunahme festgestellt werden konnte, zeigten die KO Zellen keine ATF6-
Hochregulation. Auch das CHOP-Level war in gestressten KO Zellen im Vergleich zum WT

wesentlich niedriger (Abb. 32). Seine Hochexpression findet in KO Zellen vermutlich nur
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aufgrund der ATF4-Aktivierung statt, wihrend in WT Zellen zwei UPR-Achsen (ATF6- und
PERK-ATF4-Achsen) daran beteiligt sind.

Beim akuten Stress waren alle untersuchten Chaperone (GRp94, BiP, ERp72) hochreguliert.
Eine Hochregulation der UPR-Proteine (ATF6, ATF4, elF20, elF2a-P, XBP1) konnte nicht
festgestellt werden. Trotzdem war eine CHOP-Aktivierung in beiden Zelltypen deutlich zu
erkennen, die im Vergleich zum milden Stress auch wesentlich hoher war. Auch beim akuten
Stress hatten die KO Zellen ein wesentlich niedrigeres CHOP-Level (etwa 150 %) im
Vergleich zu etwa 210 % in WT Zellen (Abb.33). Vermutlich findet beim akuten Stress zu
einem frithren Zeitpunkt eine Aktivierung der UPR-Kaskade statt, die spiter zur Aktivierung
anderer Signaltransduktionwege in der Zelle fiihrt. Daher konnte nach sechs Stunden nur eine
CHOP-Hochregulation detektiert werden.

Wie bereits in neuronalen Zellen gezeigt wurde, fiihrt die CHOP-Hochregulation beim ER-
Stress zur JNK-Phosphorylierung und zur Apoptose-Aktivierung. Daran ist Caspase-12, ein
ER-Resident, beteiligt. Thre Aktivierung fiihrt zur Caspase-3-vermittelten Apoptose
(Morishima et al., 2002; Reijonen et al., 2008). Durch die Analyse der Caspase-3-Aktivitit
konnte gezeigt werden, dass ihre Aktivierung in Thyreozyten nur beim akuten Stress
stattfand (10 pg/ml Tunicamycin). Allerdings war ihre Aktivitdt in KO Zellen im Vergleich
zu der in WT Zellen wesentlich niedriger, was auch mit dem CHOP-Level in gestressten
Zellen iibereinstimmt.

Laut neuesten Untersuchungen ist ERp29 an der UPR-Aktivierung bei durch Doxorubicin
ausgelosten genotoxischen Stress beteiligt. Seine Rolle bei der Apoptose-Regulation scheint
jedoch nicht eindeutig zu sein. Beispielsweise zeigten Gao et al. (2011), dass in ERp29-
iiberexpremierenden MDA-MB-231 Zellen eine pS8(IPK)-Hochregulation stattfindet.
Letztere ist in der Lage die Phosphorylierung des elF2a zu verhindern, was zur
Herunterregulation der gesamten PERK-ATF4-CHOP-Caspase-3-Achse fiihrte (Gao et al.,
2011). Demzufolge zeigten die ERp29-iiberexpremierende Zellen eine Unterdriickung der
Apoptose im Vergleich zur Kontrolle. Farmaki et al. (2011) konnten hingegen keinen Effekt
auf die e[F2a-Regulation in ERp29-iiberexpremierenden A549 Zellen zeigen. Da die mutante
Form von ERp29 doch zur Inhibierung der elF2a-Phosphorylierung fiihrte, schlugen sie vor,
dass das ERp29 nur ,,bedingt* die Aktivierung der PERK-Achse regulieren kann. Dennoch
definierten sie das ERp29 als einen neuen Regulator der Stressantwort iiber die UPR-
Kaskade.

In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass die ERp29-Abwesenheit keine Verdnderungen in der

Tg-Synthese oder in der Prozessierung verursacht, aber eine wichtige regulatorische Rolle in
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der UPR-Kaskade beim akuten ER-Stress spielt und somit beeinflusst die nachfolgende
Apoptose-Aktivierung. Ahnlich den dermalen KO Fibroblasten (sieche 6.1.2) war auch in KO
Thyreozyten die Aktivitit der ATF6-CHOP-Achse wéhrend der UPR herunterreguliert. Dies
fiihrte zur Apoptose-Resistenz in adulten KO Thyreozyten.

Daher wire eine detailierte Untersuchung der UPR beim akuten und beim milden ER-Stress
in ERp29-defizienten Zellen von groBer Bedeutung, um die neuen Einsatzpunkte fiir die

Therapie der ER-bedingten Krankheiten (siehe 1.2) zu schaffen.

6.2 Phenotypisierung der ERp29 Knockout Maus

Die untersuchten ERp29 Knockout Miuse wiesen nach unseren ersten Beobachtungen weder
duBerliche Anomalien (Abb. 35), noch Auffilligkeiten im Verhalten im Vergleich zu den
Wildtyp-Tieren dieses Stammes (C57BL/6N) auf. Doch durch die mehrjarige Studien und
primdre Phenotypisierung in GMC wurden Genotyp-spezifische Unterschiede auf den
Gebieten: Verhalten, Endokrinologie und Stoffwechsel, Anatomie und Immunologie
festgestellt. Um die Heterogenitdt der Tierpopulation zu reduzieren, wurden KO und WT

Geschwister Méuse untersucht.

6.2.1 Verhalten und Reproduktivitit

Anhand von Parameter wie Trachtigkeit und Anzahl der Jungtire pro Tréachtigkeit kann die
reproduktive Erfolgsrate als ein Aspekt der reproduktiven Eigenschaften bestimmt werden
(Crawley, 1999).

Die Beobachtung des elterlichen Verhaltensmusters ergab keine Auffilligkeiten zwischen
Wildtyp (WT), Knockout (KO) und heterozygoten Eltern. Unabhéngig vom Genotyp wurde
ein unruhiges und suchendes Verhalten der Eltern wihrend der Trennung vom Nachwuchs
beim Umsetzen beobachtet. Allerdings ergab die Genotypisierung des Nachwuchses von
heterozygoten Eltern keine typische Genotyp-Verteilung 1 WT : 2 Heterozygote : 1 KO.
Nach mehrjarigen Beobachtungen wurde festgestellt, dass die heterozygoten Eltern entweder
ganz, oder zum Teil ihre Nachkommen fressen. So konnte gezeigt werden, dass nur 60 % der
verpaarten heterozygoter Weibchen ihre Nachkommen grofziehen. Im Vergleich dazu
betrdgt diese Rate bei WT und KO Weibchen etwa 73 % (Tab. 6). Zwar haben heterozygote
Weibchen nach der Geburt groflere Wiirfe als WT oder KO Weibchen, doch in einem Alter
von 4 Wochen sind die Wiirfe von WT und heterozygoten Weibchen gleich grof3 (Tab. 6).
Die Genotyp-Verteilung im Wurf nach dem Absetzen von heterozygoten Eltern wurde zum
Vorteil von WT Nachkommen verschoben. Dabei handelt es sich vermutlich um das

selektive Fressen von KO Neugeborenen nach der Geburt. Diese Annahme konnte durch die
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Tatsache, dass die embryonale Genotyp-Verteilung (E15) dem Mendel'schen Gesetzt
entspricht, bestitigt werden (Abb. 36). Durch diese Studien konnte festgestellt werden, dass
die Abwesenheit von ERp29 keine Nachteile fiir die embryonale Entwicklung der KO Miuse
bringt, fordert aber postnatale Mortalitdt. Dieses Erkenntnis wurde bei der Planung von
heterozygoten Verpaarungen berticksichtigt, weil die Nachkommen fiir die Vergleichsstudien
zwischen WT und KO verwendet wurden.

Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die Wurfgrofle und die Anzahl der lebenden Jungtieren
bei KO Weibchen kleiner war als die der WT und Heterozygoten (Tab. 6). Es wird vermutet,
dass ERp29 ein wichtiger Faktor fiir die Reifung der Spermien und fiir die Spermium-Oozyt-
Verschmelzung ist. Guo et al. (2007) zeigten mittels LSCM (laser scanning confocal
microscopy) und mittels Western Blot-Analyse, dass wiahrend des Reifens von Spermien eine
ERp29-Akkumulierung in den Zellen des Nebenhodens stattfindet. Die funktionelle
Blockierung von ERp29 durch spezifische Antikorper verhinderte das Eindringen von
Spermien in die Oozyte und reduzierte so die Befruchtungsrate bei Méusen (Ying et al.,
2010).

Andere Verhaltensaspekte konnen bestimmte Symptome aufdecken, die fiir einige
Krankheiten relevant sind. Fiir die Analyse des Schizophrenie-bezogenes Verhaltens diente
beispielsweise die Untersuchung der Pripulsinhibition, die sowohl bei Menschen, als auch
bei Miusen dhnlich quantifizierbar ist. Die Einschrinkungen dieses sensomotorischen
Reflexes deuten gewdhnlich auf Schizophrenie hin. Die Untersuchung der KO Méusen ergab
aber eine Tendenz fiir stirkere Inhibition (ein zurlickhaltendes Verhalten) im Vergleich zum
WT (siehe 5.4.2.5).

Das Angst-bedingte Verhalten kann durch die Untersuchung der Miuse im ,,offenen Feld*
charakterisiert werden. Typischerweise neigen die Mduse im hellbeleuchteten offenen Feld
dazu, sich eher an der Wand aufzuhalten, als in der Mitte. KO Ménnchen verbrachten etwa
10 % mehr Zeit in der Mitte, als WT Ménnchen und als Weibchen im Allgemeinen.

Zwar zeigten die KO Minnchen im ,,offenen Feld* weniger ,,dngstliches* Verhalten, wurden
sie jedoch durch die Schreckreize im anderen Versuch mehr inhibiert. Dieser auf den ersten
Blick wiederspriichliches Ergebnis ldsst sich besser erldutern, wenn die anderen
Untersuchungen, beispielsweise die Untersuchung der Griffstiarke, beriicksichtigt werden.
Diese wurde als Charakteristik der Muskelstirke benutzt und zeigte, dass die Pfoten
ménnlicher Mutanten um etwa 20 % schwicher sind, als die von WT Minnchen und auch
nicht starker sind als die von Weibchen (siehe 5.4.2.4). Unter zuséitztlicher Beriicksichtigung

niedrigerer Aktivitdt bei der senkrechten Aufrichtung minnlicher Mutanten konnten alle
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oben genannten Untersuchungen auf ein passives Verhalten bei den méannlichen Mutanten
hindeuten. Dies konnte als Hinweis auf sowohl motorische als auch sensorische

Einschrinkungen in Betracht gezogen werden.

6.2.2 Endokrinologie und Stoffwechsel

Das endokrine System beinhaltet physiologische Mechanismen, die zusammen mit dem
Nervensystem und dem Immunsystem die Kommunikation zwischen Zellen und Organen
ermOglichen. Die vielschichtige Funktion des endokrinen Systems besteht vor allem in der
Steuerung von langfristigen Prozessen wie Reproduktion, Wachstum, Homeostase
lebenswichtiger Systeme (Wasser- und Elektrolythaushalt), sowie des Energiestoffwechsels.
Die Regulation der Hormonsekretion erfolgt iiber komplexe negative und positive
Riickkopplungsmechanismen. Bei der funktionellen Verbindung verschiedener endokriner
Driisen spricht man von einer Achse. Die Hauptachsen des endokrinen Systems sind die
Achsen Hypothalamus-Hypophysen-periphere Driisen.

Bei der primédren Phenotypisierung wurde mittels Hochdurchsatz LC-MS/MS Technologie
ein unterschiedlicher Kortikosteron- und Testosteron-Gehalt im Plasma ménnlicher Mutante
festgestellt (Tab. 8). Kortikosteron (Kortikosteron bei Nagetieren, Cortisol bei Menschen) ist
ein Glukokortikoid, das zentrale Effektorhormon fiir die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse (HHN-Achse). Dieses Hormon stellt eine Hauptdeterminante bei der
Stress-Antwort dar.

Grundsitzlich ist die Kortikosteron-Konzentration im Blut geschlechtsspezifisch. Die bei
weiblichen Mdusen gemessene Konzentration an Kortikosteron war doppelt so hoch, wie bei
Minnchen, was einem normalen Wertspiegel entspricht und bereits in der Literatur
beschrieben wurde (Goel and Bale, 2010). Doch innerhalb jeder Geschlechtsgruppe wurde
eine Tendenz fiir hohere Kortikosteron-Konzentration bei KO Méusen festgestellt. Wahrend
dieser Unterschied bei KO Miénnchen etwa 10 % zum WT betrigt, ist er bei Weibchen
wesentlich niedriger - nur 2,7 %.

Im Ratten-Modell wurde gezeigt, dass eine Aktivierung der Kortikosteron-Freisetzung in
einer Erhohung der Herzrate, des Blutdruckes und des Metabolismus resultiert. KO
Minnchen zeigten Abweichungen im Fettstoffwechsel, und zwar einen hoherer Gehalt an
Fettabbauprodukten (freie Fettsduren und Triglyceride) im Blut.

Die neuesten Studien zeigten, dass eine dauerhafte Prominenz der HHN-Hyperaktivitét bei
Menschen mit Depressionen und Angststorungen verbunden ist und ein Zusammenhang mit
Psychopathologie bei Erwachsenen zeigt. Somit wéren die Storungen des Angst-bedingten

Verhaltens bei KO Maiusen erkldrbar. Es ldsst sich dabei vermuten, dass eine dauerhafte
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Erhohung der Kortikosteron-Freisetzung in einem Depression-dhnlichen Zustand resultiert
und oben beschriebenes passives Verhalten bei KO Méusen verursacht (siche 6.2.1).
Niedrigere Aktivitit bei KO Méusen verursacht vermutlich auch eine signifikant niedrigere
respiratorische Rate.

Die Quantifizierung des Testosterons zeigte, wie erwartet, Geschlecht-spezifische
Unterschiede in beiden genetischen Gruppen, und zwar eine wesentlich niedrigere
Konzentration bei Weibchen. Es wurde auflerdem ein signifikant niedrigerer Testosteron-
Gehalt bei mutanten Mannchen festgestellt — um fast 60 % im Vergleich zum WT. Laut der
Literatur sind Glukokortikoide in der Lage die Funktion der Hypothalamus-Hypophysen-
Gonaden-Achse auf mehreren Ebenen zu kontrollieren und die reproduktive Funktion zu
hemmen. (Handa et al., 1994; Swaab et al., 2005). Dies fiihrt zur Apoptose-Induktion bei
testikuldren Keimzellen. Darin ist die Aktivierung spezifischer Gene, wie Bcl-2 Familie, p53
und Fas, involviert (Sasagawa et al., 2001). Somit wére die kleinere Wurfgrof3e bei ERp29-
defizienten Méusen erklarbar (siehe 6.1.1).

Im Allgemeinen hat die HHN-vermittelte Glukokortikoid-Sekretion sowohl adaptive, als
auch negative Auswirkungen. Die akute Freisetzung von Cortisol bei Menschen wéhrend
Stress ist fiir eine Erhohung der Herzfunktion einerseits und fiir die Wachstumshemmung
und Hemmung reproduktiver Funktion andererseits verantwortlich. Diese physiologische
Reaktionen haben adaptive Eigenschaften, sind aber durch die begrenzte Korper-Kapazitit
limitiert. Die chronische Erhohung von Cortisol ist im Gegenteil fast immer schéadlich und
resultiert in Insulin-Resistenz, in viszeralen Fettablagerungen, in Osteopenie und
Osteoporose und in der Inhibierung von T-Zellen (zelluldre Immunitét) (Plotsky and Meany,

1993; Mello et al., 2003).

6.2.3 Immunitit

Glukokortikoide haben im Allgemeinen immunosupressive und anti-entziindliche Wirkung.
Das physiologische Level von endogenen Glukokortikoiden kann wichtige positive
Auswirkungen auf verschiedene Aspekte der Immunantwort haben. Glukokortikoide werden
in Nebennieren produziert und haben eine tiefgreifende Auswirkung auf immunologische
Prozesse. Die Kommunikation zwischen dem Immunsystem und dem neuroendokrinen
System ist beidseitig und wird iiber die Zytokine vermittelt (Turnbull and Rivier, 1999).

Die primdre Phenotypisierung zeigte eine signifikant reduzierte Anzahl an CD4 und CDS8
exprimierenden T-Zellen bei ERp29-defizienten Méusen (siehe 5.4.2.9). T-Zellen sind fiir die
zellvermittelte Immunantwort zustindig. CD4'-T-Lymphozyten werden als Helferzellen

angesechen. Thr Rezeptor erkennt MHC-Klasse-II-Molekiile. CDS8'-T-Lymphozyten
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(Killerzellen) gelten als zytotoxische T-Zellen, deren Rezeptor die Antigene erkennt, die von
antigenprisentierenden Zellen iiber MHC-Klasse-I-Molekiile prisentiert werden. CD4'-T-
Zellen sind vor allem im peripheren Blut und in stark durchbluteten lymphatischen Geweben
wie den parafollikuldren Regionen von Lymphknoten, Milz und Tonsillen zu finden. CD8"-
T-Zellen kann man dagegen eher im Knochenmark und in den lymphatischen Geweben der
Magen-Darm-Schleimhaut, der Atmungsorgane und der Harnwege nachweisen. Diese
Befunde stimmen mit den Literaturangaben iiberein. Beispielswese zeigten
Hyperkortisoldmie-Patienten (mit Cushing’s Krankheit) reduzierte in vitro Freisetzung von
T-Zell IL-2 und von l16slichem IL-2 Rezeptor im Vergleich zur Kontrolle (Daynes and
Araneo, 1989; Sauer et al., 1994).

Weniger ist iiber die Rolle der Glukokortikoide in Funktion von B-Zellen und iiber die
Produktion von Antikdrpern bekannt. Einige Quellen berichten iiber eine positive Korrelation
zwischen der endogenen Stress-induzierten Erhohung von Glukokortikoiden und Antikdrper-
Produktion, andere Experimente zeigten eine negative Korrelation oder gar keine
Auswirkung auf das Antikdrper-Level (Ubersicht bei Fleshner et al., 2001).

Mittels FACS-Messung wurde festgestellt, dass die Anzahl der B-Zellen im Blut mutanter
Maiuse im Vergleich zum WT deutlich erhoht war. B-Zellen sind die Trager der humoralen
Immunantwort (Bildung von Antikérpern). Sie entstehen im Knochenmarkt. B-Zellen
werden durch die korperfremde Strukturen (Antigene) aktiviert und produzieren darauthin

gegen diese Antigene gerichtete Antikorper.

6.2.4 Anatomie und Organfunktion

Wie es bereits erwihnt wurde, haben die KO Méuse einen Stress-dhnlichen Zustand und sind
einer erhohten Kortikosteron-Freisetzung ausgesetzt.

Es wurde bereits bei Menschen gezeigt, dass eine chronische Erhéhung von Cortisol fast
immer schédlich ist. Sie resultiert in Insulin-Resistenz, in viszeralen Fettablagerungen, in
Osteopenie und Osteoporose (Mello et al., 2003). Ahnliche Studien in einem Ratten-Modell
zeigten, dass der chronische milde Stress, infolge erhdhten Kortikosteron-Konzentration im
Serum, zum Verlust der Knochenmasse und Knochenarchitektur fiihrt (Bab and Yirmiya,
2010). Entsprechend dieser Literaturangaben wurden auch médnnliche KO Mause durch einen
niedrigeren BMD-Wert (42 + 1 mg/cm?) im Vergleich zum BMD-Wert des WT (45 + 1
mg/cmz) charakterisiert (siche 5.4.2.7).

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass eine dauerhaft erhohte Konzentration von
endogenem Kortikosteron (z.B. beim Stress) das Auftreten von Hypertonie steigert und zur

Manifestation von kardiovaskuldren Krankheiten fiihrt (Scheuer et al., 2004). Es wurde
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festgestellt, dass die KO Maiuse eine Tendenz zur Verldngerung des PQ-Intervalls aufweisen.
Dieses Interval ist ein Ausdruck der atrioventrikuldren Leitungszeit, also der Zeit zwischen
dem Beginn der Erregung der Vorhofe und der Kammern (Erregungsiiberleitungszeit).
Dieses Phanomen tritt bei Ausdauersportler auf und ist als AV-Block I bekannt. Ursache
dafiir hingt mit den Verdnderungen des vegetativen Nervensystems zusammen (Crouse et al.,
2009).

Bemerkenswert ist auch der Unterschied im Herzgewicht bei minnlichen Méusen. Wiahrend
weibliche Méuse keine Genotyp-spezifische Unterschiede aufweisen, ist das Herzgewicht
von KO Minnchen im Vergleich zu WT Minnchen signifikant niedriger und entspricht etwa
dem Herzgewicht weiblicher Probanden (siehe 5.4.2.8).

Der Wirkmechnismus der Glukokortikoide auf die Herzfunktion ist noch nicht geklirt. Es
wird vermutet, dass diese Hormone, die wihrend eines dauerhaften Stresses freigesetzt
werden, auf Glukokortikoid-Rezeptoren und moglicherweise auf Mineralokortikoid-
Rezeptoren innerhalb der Medulla oblongata wirken. Dadurch wird neuronale
Ausganginformation aus den Kernen von Medulla oblongata verédndert, was wiederum die
Aktivitdt anderer Kerne des zentralen Nervensystems verdndert. Wahrscheinlich handelt es
sich dabei um eine neuronale und humorale Veridnderung der kardiovaskuldren Funktionen,

die im Auftreten von Herzrhythmusstorung resultieren konnen (Scheuer, 2011).

6.3 Untersuchung der Proteinexpression in ERp29-defizienten Organen

mittels Western Blot

ERp29 kommt ubiquitdr in allen Geweben von Mammalia vor, doch eine besonders hohe
Expression wurde in sekretorischen Geweben (Leber, Gehirn, Niere, Speicheldriise,
Schilddriise usw.) festgestellt (Mkrtchian and Sandalova, 2006). Da diesem Protein eine
Chaperonen-Aktivitdt zugeschrieben wird, waren die Studien seiner Abwesenheit auf die
Expression anderer Proteine der Faltungsmaschinerie und der Qualitdtskontrolle und auf die
altersbedingte kompensatorische Mechanismen von gro3em Interesse.

Dafiir wurde die Expression einiger ER-Proteine (CRT, CNX, BiP, PDI, GRp94, ERp72, P5)
im Gewebe junger (drei Monate alt) und alter (zwdlf Monate alt) Miuse mittels Western
Blot-Analyse untersucht. Diese Proteine sind an der Proteinfaltung, der Qualitdtskontrolle
und der Stressantwort auf Akkumulierung der ungefalteten Proteine beteiligt (sieche 1.2).
Expression der ER-Proteine wurde in folgenden Organen analysiert: Gehirn, Leber, Herz und
Niere. Diese Untersuchung zeigte keine Genotyp-relevanten oder altersspezifischen

Verdanderungen. In diesem Fall verursachte die Abwesenheit von ERp29 keine
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Veranderungen der Chaperonen-Expression (GRp94, ERp72, CNX, CRT, PDI), die fiir eine
korrekte Proteinfaltung und Qualititskontrolle zustindig sind. Ebenso blieb das BiP-Level,
das als ein sensitives Zeichen fiir UPR dient, in allen Organen unverdndert. Dies stimmt mit
vorherigen Untersuchungen iiberein, in denen mittels Western Blot-Analyse keine
Anomalien in der Expression oben genannter Chaperone in der Leber, im Herz und in der
Niere der jungen KO Méuse nachgewiesen werden konnte (Diao, 2008).

Keine BiP- und sXBP1-Akkumulierung konnte in sekretorischen Geweben mit einem hohen
Protein-turnover (Speicheldriise, Nebenniere, Prostata, Magen, Pankreas) nachgewiesen
werden (Abb. 45). Wéhrend BiP die Stressantwort auf die Akkumulierung von ungefalteten
Proteinen einleitet, steht sXBP1 am Ende dieser Signalkaskade und dient als Signalbote
zwischen UPR und anderen Signalkaskaden, wie z.B. Apoptose, Qualititskontrolle und
Faltungsmaschinerie. Ein gleichbleibendes Expressionlevel dieser Proteine konnte als
Hinweis auf normale Funktionen sekretorischer Gewebe auch in Abwesenheit von ERp29 in
ungestressten Mdusen betrachtet werden.

In Bezug auf die primire Phenotypisierung kann somit die erhdhte Glykokortikoid-Sekretion
in Nebennieren nicht im Zusammenhang mit den untersuchten Chaperonen oder mit der UPR
stehen. Doch die Folgen der HHN-Hyperaktivitit bei KO Maiusen sind reprisentativ und
beinhalten sowohl den erhdhten Gehalt an Fettabbau-Produkten im Blut, als auch steigende
Fettleibigkeit mit zunehmendem Alter.

Durch unsere Langzeitstudien wurde festgestellt, dass bereits junge KO Mainnchen eine
deutliche Tendenz zum hdheren Gewicht aufweisen. Diese Tendenz wurde mit
zunehmendem Alter verstarkt: Wahrend das dominierende Gewicht bei alten WT Mausen bei
28 - 31 g liegt, sind es bei alten KO Méiusen - 32-35 g. Letztere zeigten auch einen hdheren
%-Anteil von libergewichtigen Méusen um etwa 15 % im Vergleich zu den gleichaltrigen
WT Mausen (Abb. 38).

Die Ursache dafiir liegt vermutlich in der gestdrten Expression des Proteohormons Leptin.
Durch die Western Blot-Analyse konnte in dieser Arbeit eine niedrigere Leptin-Expression
im Hypothalamus der KO Méuse (um 30 %) im Vergleich zum WT nachgewiesen werden
(Abb. 40). Leptin ist ein Adipozytokin, das durch das obese-Gen kodiert und hauptséichlich
vom Hypothalamus und von Fettzellen (Adipozyten) freigesetzt wird (Buettner et al., 2008).
Somit steht es an der Spitze der Hypothalamus-Hypophysen-periphere Driisen-Achsen. Die
Hochregulation dieses Hormons hemmt das Auftreten des Hungergefiihls und spielt eine
wichtige Rolle bei der Regulierung des Fettstoffwechsels und der reproduktiven Funktion

von Mammalia. Dementsprechend fiihrt seine Herunterregulation zur Fettsucht und Sterilitét
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(Karsenty, 2006; Bab and Yimiya, 2010). Fiir eine gestorte Leptin-Regulation bei ERp29-
defizienten Miusen sprechen mehrere Fakten: erhdhte Futteraufnahme, das Ubergewicht und
eine niedrigere Reproduktivitit im Vergleich zum WT. Demzufolge fiihrte die niedrigere
Leptin-Expression in KO Méusen zu einer scheinbaren Untererndhrung, die zur Stimulierung
der HHN-Achse fiihrt (Chan and Mantzoros, 2005).

Die neuesten Untersuchungen zeigten, dass im adipdsen ER eine Supression mehrerer
Proteine (fiir Proteinsynthese und fiir Transportfunktionen), aber Stimulierung der Lipid-
Synthese ohne signifikante Verdnderungen im Chaperonen-Gehalt stattfindet. Verdnderungen
im ER-Fettsduren- und ER-Lipid-Zusammensetzung resultieren in einer Inhibierung von
SERCA (sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase)-Aktivitit und im ER-Stress. Diese
Art von ER-Stress spielt eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von Insulin-Resistenz
und bei der Diabetis wihrend der Verfettung (Fettleibigkeit) (Fu et al., 2011).

Die Leber ist stark in die Steuerung des Fettstoffwechsels involviert. In Leber findet
Synthese von Cholesterin und den heraus abgeleiteten Gallensduren, die Speicherung von
Fett in Form von Lipoproteinen und der Abbau von Steroidhormonen statt.

Ein Schlusselrezeptor im Stoffwechsel in der Leber ist PPARa, das in der Leber KO Méiuse
beider Altersgruppen um 20 % weniger im Vergleich zu WT Méusen exprimiert wurde (Abb.
44). PPARa spielt eine dominante Rolle beim Fettsdureabbau und bei der Synthese der
Ketonkorper in der Leber. Es wurde gezeigt, dass die PPARa KO Maus nicht zu einer
effizienten Induktion der Gene, die an der Fettsdure-Oxidation beteiligt sind, in der Lage war.
Dies resultierte in einer Fettablagerung in der Leber und in der Hyperlipiddmie (Hashimoto
et al., 2000). AuBBerdem kontrolliert das PPARa die Lipidsynthese durch die Regulation der
SREBP-Aktivitit (Knight et al., 2005). Die SREBP-Familie besteht aus drei
Transmembranproteinen, die im ER-Membran lokalisiert sind. Thre Aktivierung erfolgt nach
der proteolytischen Spaltung der zytoplasmatischen N-terminalen Doméne und resultiert in
der transkriptionellen Aktivierung der lipogenen Gene (Wong and Sul, 2010). PPARa ist
auBerdem an der Immunantwort beteiligt. Dieser Rezeptor reguliert die Dauer einer
Entziindungsreaktion durch die Einschrankung der Zytokine-Expression (IL-1, TNF-a,
COX-2 u.a.) (Pyper et al., 2010). Bei Rodenta wird die PPARa-Expression durch
verschiedene physiologische Bedingungen, wie z.B. Stress, Wachstumshormone,
Glukokortikoide, Insulin und Leptin reguliert (Pyper et al., 2010).

Durch die Western Blot-Analyse wurde festgestellt, dass das Expressionslevel von ERp46 in
der Leber alter KO Méause im Vergleich zu Leber alter WT Mause doppelt so hoch war (Abb.

44). Bemerkenswert ist dabei, dass die jungen Maiuse keine Genotyp-spezifischen
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Unterschiede aufwiesen. Im Herzen konnten hingegen weder Genotyp-spezifische, noch
altersbedingte Verdnderungen der ERp46-Expression nachgewiesen werden. Erst vor
Kurzem wurde bekannt, dass ERp46 antidiabetische Wirkung hat und iiber die Interaktion
mit AdipoR1 am Fettstoffwechsel beteiligt ist (Charlton et al., 2010). Wahrscheinlich wurden
die Verdnderungen der Regulation dieses Proteins nicht direkt durch die Abwesenheit des
ERp29 verursacht, sondern war indirekt mit der Fettakkumulierung in der Leber und
vermutlich mit dem Diabetes-dhnlichen Zustand verbunden.

In fritheren Arbeit wurde mittels 2D DIGE-Analyse eine hohere ApolipoproteinAl-
Expression (KO / WT = 1,34, P < 0,05) in der KO Leber gezeigt (Diao, 2008). Die
Hochregulation dieses Proteins erfolgt vermutlich wie bei ERp46 infolge der
Fettakkumulierung in der Leber. Hierbei begiinstigt das lipidfreie ApolipoproteinAl den
Abstrom des Makrophagen-Plasmamembran-Cholesterols und der Phospholipide durch den
ATP-binding cassette transporter A1 (ABCAL1). Die erhohte Aktivitdt dieses Transporters
wird in Zusammenhang mit seiner schiitzenden Wirkung gegen Atherosklerose gebracht

(Shao et al., 2012).

6.4. Ubersicht iiber die Effekte der ERp29-Abwesenheit in Maus

Die ERp29KO Maus ist das einzige lebende Maus-Modell, der ein Protein, ein Mitglied der
PDI Familie, fehlt.

Die Analyse der Antwort auf oxidativen Stress in jungen dermalen WT Fibroblasten zeigte
eine Aktivierung der ATF6-CHOP-Achse und der Caspase-3-vermittelten Apoptose. In KO
Fibroblasten blieb hingegen die ganze UPR-Kaskade inaktiv, was in einer Apoptose-
Resistenz resultierte. Auch in adulten KO Thyreozyten war die Aktivitit der ATF6-CHOP-
Achse, und infolge dessen der Apoptose, wihrend der UPR herunterreguliert.

Nach unseren ersten Beobachtungen wiesen die untersuchten ERp29KO Maiuse im Vergleich
zu den Wildtyp-Tieren dieses Stammes (C57BL/6N) weder duBerliche Anomalien, noch
Auffilligkeiten im Verhalten auf. Die Analyse der Protein-Expression und die primire
Phenotypisierung zeigten jedoch wesentliche Verdnderungen im Lipidstoffwechsel bei KO

Mausen, die mit zunehmendem Alter in Fettleibigkeit resultierten (Abb. 47).
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Hungergefiihl und Futterauthahme wird durch das Proteohormon Leptin reguliert. Bei der
tiberfliissigen Versorgung des Korpers mit Néhrstoffen steigt die Konzentration an freien
Fettsduren und Triglyceriden im Blut. Dies fiihrt zum ER-Stress und zur UPR einerseits und
zur erhohten Leptin-Expression im Hypothalamus und im Fettgewebe andererseits. Leptin ist
ein regulatorischer Knotenpunkt des Fettstoffwechsels. Seine Hochregulation resultiert in der
Hemmung des Hungergefiihls und der Futteraufnahme, in der PPARa-Aktivierung und in der
negativen Regulation der Kortikosteron-Freisetzung. PPARa aktiviert den Fettsdureabbau
und hemmt das SREBP-1c und somit die Lipogenese. SREBP-1c ist ein Mitglied der
SREBP-Familie, das im lipogenen Gewebe hochexpremiert ist. Sein lipogener Effekt kann
durch die erhohte Fiitterung / Insulin induziert werden. (Wong and Sul, 2010). AuBBerdem
fiihrt die UPR-Induktion mit nachfolgender ATF6-Aktivierung zur negativen Regulation des
SREBP (siehe 1.4). Dadurch sinkt die Konzentration an freien Fettsduren und Triglyceriden
im Blut. Dies ist eine vereinfachte Darstellung des Regelkreises bei der Regulation des
Fettstoffwechsels bet WT Méusen.

In ERp29-defizienten Maiusen ist das Leptin, trotz erhohter Konzentration an freien
Fettsduren und Triglyceriden im Blut, herunterreguliert. Dies resultiert in der erhohten
Futteraufnahme, in der vermehrten Kortikosteron-Freisetzung und in der Herunterregulation
des PPARa. Letztere fithrt zum verminderten Fettsdureabbau und zur Aktivierung der
SREBP-1c-vermittelten Lipogenese. Da in der Zellkultur keine Aktivierung der ATF6-Achse
in adulten KO Zellen wihrend der UPR nachgewiesen werden konnte, wire es denkbar, dass
diese Achse auch in vivo beim ER-Stress inaktiv bleibt. Somit wiirde der zweite
regulatorische Mechanismus der SREBP-l1c-Hemmung ausfallen. Eine dauerhaft erhohte
Kortikosteron-Freisetzung fiihrt zur Osteopenie, zur Schwichung des Immunsystems, zur
Unterdriickung der reproduktiven Funktion und zur niedrigeren Bewegungsaktivitit. Die
dauerhafte Prasenz der HHN-Achse und die wahrscheinlich verminderte PPARa- oder gar
fehlende ATF6-Kontrolle der SREBP-1c-Aktivitit fiilhren mit zunehmendem Alter zur
Fettablagerung. Anhand erhohten Expression des antidiabetischen ERp46 und des
antiatherosklerotischen ApolipoproteinAl (ApoAl in der Abb. 47) in der Leber lésst sich
vermuten, dass die alten KO Mause einem Diabetes-dhnlichen Zustand ausgesetzt sind.
Moglicherweise ist die mangelhafte Leptin-Expression die Ursache dieser Verdnderungen.
Fraglich ist, ob das ERp29 direkt in die Leptin-Synthese involviert oder indirekt an der
Regulation seiner Aktivitdt beteiligt ist? Unklar ist auch die Beteiligung des ERp29 an der
ATF6-Aktivierung wihrend der UPR. Detailierter Untersuchungen erfordert auBlerdem die
Rolle des PPARa beim Fettstoffwechsel und speziell bei der Regulation der SREBP-Ic-
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Aktivitét. Die Klarung dieser Fragen konnte einen wesentlichen Beitrag zum Verstédndnis des
molekularen Mechnismus der Diabetes-Entstehung und zur Entwicklung neuer Therapien fiir
seine Behandlung erbringen. Somit konnte die ERp29-defiziente Maus als ein geeignetes

Modell fiir Diabetes-Studien eingesetzt werden.



Zusammenfassung

7 Zusammenfassung

ERp29 ist ein ER-Protein aus der Familie der PDI-Proteine. Hinweise auf seine Funktion in
der Literatur basieren auf den Untersuchungen in der Zellkultur und erwiesen sich zum Teil
als widerspriichlich. Als Alternative fiir die Untersuchung der Rolle des ERp29 bietet sich
die vollstindige Blockade dieses Proteins in einem Knockout (KO) Maus-Modell. Die
ERp29KO Maus ist das einzige lebende Maus-Modell, der ein Mitglied der PDI Familie
fehlt. Ein Vorteil dieses Modells ist die Moglichkeit zur Untersuchung der Auswirkungen
einer ERp29-Langzeitblockade auf wichtige physiologische Lebensfunktionen in vivo. Die
Effekte der ERp29-Defizienz auf die Stressantwort wurden in ERp29KO Zellen in
verschiedenen Ontogenese-Stadien analysiert.

Die Abwesenheit von ERp29 beeinflusste bei embryonalen Fibroblasten (MEF) weder den
Immortalisierungsverlauf, noch ihre Immortalisierungsrate. Immortalisierende KO MEF
zeigten nach der Zellkulturkrise eine im Vergleich zum Wildtyp (WT) wesentlich
verlangsamte Kolonienbildung und eine signifikant reduzierte Gesamtzellzahl. Im Gegensatz
zu immortalen 3T3WT Zellen zeigten sich immortale 3T3KO Zellen in Klonogenitéts- und
Migrationsstudien als mehr empfindlich fiir die Behandlung mit dem karzinogenen Farbstoff
chicago sky blue. Die Abwesenheit von ERp29 verursachte bei embryonalen Fibroblasten
keine Anomalien bei der Antwort auf durch Wasserstoffperoxid, Diamid und Menadion
ausgelosten oxidativen Stress. Durch die Analyse der Stressantwort in adulten dermalen
Fibroblasten wurde festgestellt, dass die ATF6-CHOP-Caspase-3-Achse der ,unfolded
protein response‘‘-Kaskade in KO Zellen beim oxidativen Stress (H,O,-Behandlung) weniger
aktiv war als in WT Zellen. Auch in adulten KO Thyreozyten war die Aktivitit der ATF6-
CHOP-Caspase-3-Achse beim ER-Stress (Tunicamycin-Behandlung) herunterreguliert. Dies
fiihrte zur Apoptose-Resistenz in allen untersuchten adulten KO Zellen.

Die ERp29 Knockout Miuse wiesen nach unseren ersten Beobachtungen im Vergleich zu
den Wildtyp-Tieren weder dulerliche Anomalien, noch Auffilligkeiten im Verhalten auf. Die
Analyse der Protein-Expression in Leber und die primédre Phenotypisierung in der German
Mouse Clinic zeigten jedoch wesentliche Verdnderungen im Lipidstoffwechsel der KO
Maiuse, die mit zunehmendem Alter in Fettleibigkeit resultierten. Die ERp29-defizienten
Maiuse wurden durch eine im Vergleich zum WT hohere Futteraufnahme, eine niedrigere
Aktivitdit und eine niedrigere Reproduktivitidt charakterisiert. AuBBerdem konnte bei KO
Maiusen eine niedrigere Leptin-Expression im Hypothalamus, eine erhohte Freisetzung des
Stress-Hormons Kortikosteron, eine niedrigere Knochendichte und Herzrhythmusstérungen

festgestellt werden.
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9 Anhang
Anhang 1. FACS-Messung des Zelltodes bet MEF beim oxidativen Stress
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Auf den Dot-Plots sind die vitale Zellen schwarz, apoptotische — griin und nekrotische — orange markiert. Auf
der x-Achse (FL1-H) ist die Fluoreszenzintensitit der FITC-gekoppelten Annexin V dargestellt. Apoptose-
Induktion resultiert unter anderem in der Externalisierung der Phosphatidylserine in der Plasmamembran.
Annexin V bindet spezifisch an die Phosphatidylserine und markiert so apoptotische Zellen. Die y-Achse (FL3-
H) représentiert die Fluoreszenzintensitét des Propidiumiodids. Es wurde fiir die Farbung der nekrotischen und
spét-apoptotischen Zellen verwendet.

Auswertung der FACS-Messdaten

Substanz Genotyp Zellpopulation, % der Gesamtzahl

vital apoptotisch nekrotisch

Kontrolle WT, n=3 87,4+4,6 41+1,9 8,5+6,6

KO, n=3 85,4 +4,7 6,4+13 8,1+3,4

Wasserstoffperoxid| WT, n=3 70,2 £9.,8 7,6 £3.,5 222+63
1000 uM KO, n=3 54,6 + 8,7 12,1 £64 332+ 12,1
Diamid WT, n=3 73,8+ 13,3 6,1 £2,2 20,1 +£15,5
50 uM KO, n=3 75,4+139 4,8+29 19,8 £ 16,9
Menadion WT, n=3 74,1 +£22 10,7+ 5,6 152 +5,8

20 uM KO, n=3 67,0+32 122+ 1,1 20,8 +£1,7
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Anhang 2. FACS-Messung des Zelltodes bei adulten dermalen Fibroblasten
beim oxidativen Stress

WT — Kontrolle

WT — behandelt mit 1ImM H,0,

Zount

10 10? 10"
Annexin V-FITC
KO - behandelt mit ImM H,0,

Annexin V-FITC
KO - Kontrolle

Count

annes U+

s i il

Annexin V-FITC Annexin V-FITC

Auf den Histogrammen ist die Fluoreszenzintensitit (x-Achse) gegen die Zellzahl (y-Achse) aufgetragen. Es
sind Annexin V-negative vitale und Annexin V-positive apoptotische (eingerahmt) Zellpopulationen zu sehen.

Auswertung der FACS-Messdaten

Alter Substanz Genotyp Zellpopulation, % der Gesamtzahl

vital apoptotisch nekrotisch

Kontrolle WT, n=1 83,4 3,0 7,8

Zellen von KO, n=1 81,6 1,2 7,4
jungen H,0, WT,n=2 | 63,35+6,3 12,8 + 6,6 21,3+0,3
Méusen 1000 pM KO, n=2 80,8 + 2,0 6,4+0,2 7,6 £0,7
Kontrolle WT,n=2 | 90,2+3)2 2,6+0,1 7,15+3.3
Zellen von KO, n=2 89,3+1,4 2,5+0,5 8,15+0,9
alten H,0, WT,n=2 | 27,65+3,0 63,0+ 1,4 9,35+4,4
Méiusen 1000 pM KO, n=2 438+ 1,5 42,5+3,5 13,6 +5,0
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Anhang 3. Klinische Chemie

Glukose-Toleranz-Test

128

Weibchen Minnchen
Parameter WT (n=10) KO (n=10) WT (n=10) KO (n=8)
Natrium [mmol/l] 1432+29 141,2+3,9 1438+ 1,8 141,0+5,7
Kalium [mmol/I] 4,26 +0,4 4,26 +0,3 4,56 + 0.4 4,42 £0,3
Chloride [mmol/l] 106,6 £2,6 1053 £3,2 1050+ 1,1 104,1 £4,0
Gesamtproteine [g/1] 48,8 +23 480+ 1,6 50,2 +1,1 48,5 £ 2,1
Albumin [g/1] 26,6 + 1,3 25,8 +1,1 25,6+ 13 245+ 1,4
Kreatinin [umol/1] 8,7+0,8 9,0+1,0 82+1,1 8,2+0,8
Harnstoff [mmol/1] 11,1 £1,8 11,0+ 1,7 10,1 £ 1,4 9,5+0,8
Metabolische Phenotypisierung von Mausen
Weibchen Miinnchen
Parameter WT (n=10) KO (n=10) WT (n=10) KO (n=8)
Cholesterol [mmol/I] 2,0+0,2 1,94+ 0,2 2,35+0,3 2,17+£0,2
Triglyceride [mmol/I] 0,79 +0,2 0,83 +£0,2 1,54 +£0,4 1,05+0,3
ALAT/GPT [U/1] 22,8+53 23,6 £ 6,1 28,2 +6,4 225+24
ASAT/GOT [U/l] 454+53 51,0+ 11,9 60,0 + 14,2 54,2 +10,2
a-Amylase [U/]] 634,9 + 87,7 656,9 + 38,7 702,5+ 75,5 727,1 +£ 66,8
Glukose [mmol/l] 11,8+ 1,8 11,7+2,0 13,1 £2,1 132+1,1
LDH [U/] 177,09 £189 180,57 + 30,2 214,03 +£57,0 213,7+34,2

ALAT (Alanin-Aminotransferase) = GPT (Glutamat-Pyruvat-Transaminase)
ASAT (Aspartat-Amino-Transferase) = GOT (Glutamaz-Oxalacetat-Transaminase)

LDH - Laktat-Dehydrogenase

Elementare Phenotypisierung von Mausen

Weibchen Miinnchen
Parameter WT (n=10) KO (n=10) WT (n=10) KO (n=8)
Calcium [mmol/I] 2,25+0,1 2,23+0,1 2,32+0 2,27 +0,1
anorganisches Phosphat 1,58 +0,4 1,3+0,3 1,06 £0,3 1,18+0,3
[mmol/1]
Eisen [umol/I] 252+4,6 28,4+4.38 22,1+£24 24,0+29
ALP [U/] 146,0 + 12,0 150,4 £ 13,0 95,6 9,4 97,3+5.,8
ALP — alkalische Phosphatase
Weibchen Minnchen
Parameter WT (n=10) KO (n=10) WT (n=10) KO (n=8)
Ferritin [ng/ml] 149,8 £ 8,6 164,0 + 6,09 118,8 +3,9 132,7+11,2
Transferrin [mg/dl] 138,8 £ 1,7 140,5 + 1,63 140,3 + 1,1 1348 £ 2,2
Eisen [ug/dl] 140,7 + 8,1 158,5+ 8,42 123,3+4,2 134,1 £5,7
UIBC [pmol/1] 344+1,9 32,0+1,9 35,9+0,7 31,8 +0.,8
TIBC [pg/dl] 333,0+ 5,1 337,0+ 4,6 323,6 £ 311,6 £
3,3 7,3

UIBC — unsaturated iron-binding capacity
TIBC - total iron-binding capacity
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Anhang 4. Studien von Energie-Metabolismus mittels indirekter Kalorimetrie
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Parameter Minnchen

WT (n=10) KO (n=8)

Korpermasse [g] 248 +1,7 23,8+ 1,3
Korpertemperatur [°C] 36,76 +0,3 36,74+ 0,4

Futteraufnahme [g] 45+04 5,0+0,6
Durchschnitt V (O,) [ml h'] 83,5+ 3.4 82,3 £2,6
Min. V (O,) [ml h™'] 50,0 3,5 51,1 4.6
Max. V (O,) [ml h™'] 1242 + 5,6 1248 +7,7
Respiratorische Rate 0,88 £0,03 0,90 £ 0,04
Durchschnittliche Aktivitét 0,08 £0,05 0,09 +£0,07

[counts]

Anhang 5. Neurologische Phenotypisierung
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Anhang 6. Analyse des Verhaltens

Totale Haufigkeit
der Aufrichtung

3 g

Totale Zentrum-Zeit
35

30 I

25

20
15

[

10

KO WT
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Bewegungsaktivitit  bei  der

senkrechten Aufrichtung.

Es wurde beobachtet, wie oft sich jede
Maus innerhalb von 5 min. senkrecht
aufrichtete. Fiir den Versuch wurden
folgenden Miuse verwendet: @ WT
(n=10), ¢ KO (n=10), & WT (n=10), &
KO (n=8).

Angst-bedingtes Verhalten.

Dieser Test wurde durch die Berechnung
der totalen Zentrum-Zeit [%], die eine
Maus in der Mitte der Kammer verbringt,
Versuch  wurden
folgenden Méuse Q WT
(n=10), ¢ KO (n=10), & WT (n=10), &
KO (n=8).

bewertet. Fiir den

verwendet:

Analyse der Gehirnfunktion durch die Messung der Prépulsinhibition (PPI)
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20 |
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Es wurde Reaktion von Méusen auf Prépulse verschiedener Intensitét (67, 69, 73, 81 dB) untersucht. Intensitét
des Schreckreizes betrégt 110 dB. Die Schreckreaktion in der Form dabei auftretender Muskelkontraktionen der
Gesichtsmuskulatur kann mittels Elektromyografie (EMG) gemessen werden.
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Anhang 7. Analyse von Korperaufbau mittels NMR

Minnchen
Parameter WT (n=10) KO (n=8)
Fettmasse [g] 6,2+0,7 54+0,7
Armmasse [g] 16,5+ 1,3 16,0+ 0,8
Korpermasse [g] 26,3 +2,1 252+1,7
Anhang 8. Lungenfunktion
Respiratorische Rate und Zirkularatmung in Ruhe und Aktivitét
Minnchen
Parameter WT (n=6) KO (n=6)
in Ruhe
Respiratorische Rate: 335,5+6,1 315,6 £5,7
f[1/min]
Inspirationszeit Ti [ms] 57,6 +1,5 58,6 2,2
Expirationszeit Te [ms] 121,5+2,2 131,8 1,7
Ti/ (Ti+ Te) 0,32 + 0,00 0,31 +0,01
Aktivitit
Respiratorische Rate: f[1/min] 471, 7+ 6,7 474,8 £4,0
Inspirationszeit Ti [ms] 44,6 + 0,8 42.9+0,9
Expirationszeit Te[ms] 82,7+ 14 83,5+0,6
Ti/ (Ti+ Te) 0,35+0,00 0,34+ 0,01
Inspirierende Volumen und FluBrate in Ruhe und Aktivitét
Minnchen
Parameter WT (n=6) KO (n=6)
in Ruhe
TV [ml] 0,26 +£ 0,02 0,21 £0,01
PIF [ml/s] 7,5+0,6 6,3+0,5
PEF [ml/s] 4,3+04 3,6£0,3
MIF [ml/s] 4,5+04 3,7+0,3
MEF [ml/s] 2,1+£0,2 1,6 £0,1
Aktivitét
TV [ml] 0,26 £ 0,01 0,22 +£0,01
PIF [ml/s] 9,4+0,5 83+0,5
PEF [ml/s] 6,1 £04 54+04
MIF [ml/s] 5,8+0,3 5,1+0,3
Ti/TT 3,1+0,2 2,6+0,2

TV — inspirierende Luftvolumen je Atemzug (tidal volume)
PIF — inspiratorischer peak flow
PEF — expiratorischer peak flow
MIF — maximal inspiratory flow
MEF — maximal expiratory flow
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Anhang 9. Kardiovaskuldre Phenotypisierung
Elektrokardiogramm
Weibchen Minnchen
Parameter WT (n=10) KO (n=10) WT (n=10) KO (n=8)
PQ Interval [ms] 43,5+ 1,2 45,8 +0,8 41,8+ 1,0 44,7+ 0,9
Dauer der P-Welle 19,2+ 0,6 20,1 £0,6 18,7+ 0,5 18,5+ 0,6
[ms]
Dauer des QRS- 10,9 £0,3 10,7+0,2 10,8 +£0,3 11,5+0,2
Komplexes [ms]
QT-Interval [ms] 449 + 1,6 42,4 +0,4 42,5+0,9 439+1,0
RR-Interval [ms] 146,7 + 5,0 147,3 +4,8 138,7+4,9 146,5+ 5,5
Herz-Rate [bpm] 413,8 £13,8 412,6 £ 13,6 437,8 £ 15,7 414,2 £15.,9
JT-Interval [ms] 42+0,5 3,8+0,1 3,2+0,1 3,5+0,2
ST-Interval [ms] 340+1,6 31,7+ 0,5 31,7+ 1,0 323+1,1
Q-Amplitude [mV] 0,01 £0,00 0,02 £0,01 0,02 £ 0,00 0,01 +£0,01
R-Amplitude [mV] 3,76 £ 0,22 3,40+0,18 3,26+0,12 3,34 + 0,34
S-Amplitude [mV]  -1,06+0,15 -0,91 £0,15 -0,63 £0,08 -0,63£0,13
QRS-Amplitude 4,83 +£0,35 4,31 £0,24 3,89 +0,13 3,97 £ 0,45
[mV]
Herzgewicht
Weibchen Miinnchen
Parameter WT (n=6) KO (n=10) WT (n=6) KO (n=8)
Korpergewicht [g] 21,8 +0,7 21,6 £ 0,6 294+1,3 25,6 £0,3
Herzgewicht [g] 0,12+ 0,00 0,11 £0,00 0,15 +0,00 0,13 +0,00
Lange des
Unterschenkels [mm] 17,8 £0,1 18,2 +0,1 18,4 +0,2 18,1 £0,1
Herzgewicht / Lange
des Unterschenkels 6,69 +£0,21 6,28 +0,19 7,91 +0,19 7,09 +0,10
Herzgewicht /
Korpergewicht 5,45 +0,08 5,28 +0,15 4,98 +£0,14 5,01 £ 0,006

Graphische Darstellung einiger Herzparameter der KO Méause im Vergleich zum WT
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Anhang 10. Immunologische Phenotypisierung

Haufigkeit der CD4- und CD8-T-Lymphozyten im Blut

T-Zellen
cD4
12.5 é 10 i
10.0
75 e
50 é B i
WT KO #
T-Zellen wrT KO
cDS

Haufigkeit der B-Zellen im Blut

B-Zellen Q g
WT KO WT KO
Allergologie
Weibchen Minnchen
Parameter WT (n=10) KO (n=10) WT (n=10) KO (n=7)
Gesamt IgE
[ng/ml] 55,0+ 601,0 42,0 + 56,0 40,7 +380,0 76,0 +£203,0

Anhang 11. Studien der Nozizeption als Reaktion auf die Heizplatte

Zeitliches Miinnchen Weibchen
Auftreten WT (n=10) KO (n=8) WT (n=10) KO (n=10)
Erstes Anzeichen
von Schmerz 9,48 £ 0,61 8,57 +£0,68 10,36 + 0,60 8,95 £ 0,60

Sekundire Reaktion
15,11 +£0,84 13,38+ 0,94 15,72 £0,83 13,88 £ 0,84

Erstes Anzeichen von Schmerz — Anheben oder Ablecken von Vorderpfoten
Sekundire Reaktion — Hochspringen



Anhang 134

Anhang 12. Untersuchung der Augen
Spaltlampe — Biomikroskopie

Netzhaut- Gesamtlinsen- Tritbung des Mikro-
arteriendruck triibung hinteren Pols  phthalmia
Minnchen WT (n=10) 10 - - -
Mainnchen KO (n=8) 8 - - -
Weibchen WT (n=10) 10 - - -
Weibchen KO (n=10) 10 - - -
Funduskopie - Spiegelung des Augenhintergrundes
Netzhaut- Weille  Pigmentflecken, Gefil}-
arteriendruck  Flecken Gefallschwiche  verinderungen
Minnchen WT (n=10) 8 2 - -
Minnchen KO (n=8) 9 1 - -
Weibchen WT (n=10) 1 7 - -
Weibchen KO (n=10) 1 9 - -
Messung der Axenlidnge des Augen
Parameter Miinnchen
WT (n=7) KO (n=7)
Axenlénge [mm] 3,588 £ 0,021 3,587 £ 0,036
Axenldnge / Korperlidnge 0,037 £ 0,0006 0,0366 + 0,0007
Anhang 13. Hamatologie
Parameter Weibchen Minnchen
WT (n=10) KO (n=10) WT (n=10) KO (n=8)
WBC [10°/mm”] 6,6 +1,1 7,7+ 1,0 92+2,5 10,8 £2,7
RBC [10°/mm’] 10,4 +0,3 102+0,2 10,9 + 0,3 11,0+ 0,4
PLT [10°/mm’] 1342,6+556  13512+1344  1351,0+97,1 13452 + 53,4
HGB [g/dl] 15,1 +0,3 15,0+ 0,4 14,4+0,4 15,7+0,3
HCT [%] 51,7+ 1,0 51,3+ 1,0 53,8+1,3 54,7+ 1,6
MCV [fl] 50,0 + 0,7 50,3+0,5 494 +0,5 49,7+0,7
MCH [pg] 14,5+0,2 14,7+ 0,2 142+0,2 142 +0,3
MCHC [g/d]] 29,1 £0,2 29,3+£0,2 28,7+0,4 28,6 0,4
RDW[%] 13,1+£0,2 12,9+0,4 13,3+0,2 13,0+£0,2
MPVI[fl] 5,2+0,1 52+0,1 5,0£0,1 4,9+0,1

WBC - Leukozytenzahl
RBC - Erythrozytenzahl
PLT - Trombozytenzahl
HGB - Hamoglobingehalt

HCT - Héamatokrit bezeichnet den Anteil der zelluldren Bestandteile am Volumen des Blutes und ist ein Mal}

fiir die Zahigkeit des Blutes.
MCYV - das mittlere Zellvolumen der rotten Blutkdrperchen

MCH - der mittlere Zellhimoglobingehalt der roten Blutkérperchen

MCHC — mittlere Zellhdmoglobinkonzentration in den rotten Blutkérperchen
RDW - ErythrozytengroBenvariabilitét (red cell distribution width)

MPV — mittleres Trombozytenvolumen
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Abkiirzungsverzeichnis

ABC — animal blood counter

ADP — Adenosindiphosphat

AKT — phosphatidylinositol 3’ Kinase (PI3K)/v-akt murine thymoma viral oncogene
AMPK — AMP-activated protein kinase

ASK1 — apoptosis signal-regulating kinase 1
ASR - akustische Startle-Reaktivitédt (Verhalten)
ATF4 — activating transcription factor 4

ATF6 — activating transcription factor 6

ATGS — autophagy protein 5

ATGI12 — autophagy protein 12

ATGI16L — autophagy protein 16-like

ATP — Adenosintriphosphat

BAK — Bcl-2 homologous antagonist / killer

BAX — Bcl-2-associated X protein

BiP / GRP78 — binding protein / glucose regulated protein 78
Bcl — B-Zell Lymphomen (B-cell lymphoma)

bzw. — beziehungsweise

BMD — bone mineral density [mg/cm?]

CD - cluster of differentiation (Immunologie)

CHOP — CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) homologous protein
CMA - chaperone-mediated autophagy

CNX - Calnexin

CRT - Calreticulin

CSB — chicago sky blue

Cx43 — Connexin 43

Cys — Cystein

C57BL/6N — Maus-Stamm

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO — Dimethylsulfoxid

DTT - Dithiothreitol

DXA — dual-energy X-ray absorption

EDEM — ER degradation-enhancing alpha-mannosidase
elF2a — eukaryotic initiation factor 2 alpha

elF2a-P — eukaryotic initiation factor 2 alpha, phosphorylierte Form
EKG — Elektrokardiogramm

Echo — Echokardiografie

ER — endoplasmatische Retikulum

ERAD — ER-assoziierte Degradation

ERO1 — endoplasmic oxidoreductin-1

ERp29 — endoplasmic reticulum protein 29

ERp46 — endoplasmic reticulum protein 46

ERp72 — endoplasmic reticulum protein 72

Ets1 — Transkriptionsfaktor

Ex/Em — Extinktion / Emission [nm]

FACS — fluorescence associated cell sorter
FCS — fetal calf serum
FOX — ferrous oxidation-xylenol orange

GAPDH - glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase
GLS — Golgi-Lokalisierungssequenz

GMC — German Mouse Clinic

GRp94 — glucose regulated protein 94

GRp170 — glucose regulated protein 170
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HDL - high density lipid

HHN-Achse — Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
Hsc70 — heat shock cognate protein of 70 kDa

HSP70 — heat shock protein of 70 kDa

HSP90 — heat shock protein of 90 kDa

ICso-Wert reprasentiert die Konzentration an Substanz, die fiir 50 % Wachstumsinhibition der Zellen in vitro
notwendig ist.

IF - Immunférbung

Ig — Immunoglobulin

IpGTT — intraperitoneal glucose tolerance test

IREla — inositol-requiring enzyme 1 alpha

IRS1 — insulin receptor substrate-1

JNK - Janus-Kinase

Keapl Kelch-like Ech-associated proteinl
KO — Knockout

LAMP-2A — lysosomal-associated membrane protein 2A

LC3-1 - light chain 3

LCSM - laser scanning confocal microscopy

LDH - Laktatdehydrogenase

LDL — low-density lipoproteins

Lhs1p — HSP70 Chaperon

LIB — Laser-Interferenz-Biometrie (Phenotypisierung des Augen)

MAPK — mitogen-activated protein kinase

MEF — Maus-Embryo-Fibroblasten oder murine embryonale Fibroblasten
MG132 — spezifischer Proteasome-Inhibitor

MHC — major histocompatibility complex (Immunologie)

mLST8 — mammalian lethal with sec thirteen

MPF — Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung
mTOR — mammalian target of rapamycin

mTORC1 — mammalian target of rapamycin komplex 1

NF-«B — nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
NMR — nuclear magnetic resonance
NRF2 — NF-E2-related factor 2

PBC — die primér bilidre Zirrhose ist eine relativ seltene Autoimmunerkrankung
PCR — polymerase chain reaction

PDI — Protein-Disulfid-Isomerase

PERK - protein kinase R-like ER protein kinase

PI — Propidiumiodid

PI3K — Phosphoinositid 3-Kinase

PPARa — peroxisome proliferator-activated receptor alpha

PPI — prepulse inhibition (Phenotypisierung des Verhaltens)

PS5 — Protein-Disulfid-Isomerase P5

ROS — reactive oxigen species

SDS — sodium dodecyl sulfate

Ser — Serin

SHIRPA — ein Protokoll, das im Jahr 1997 von Rogers and Mitarbeitern und SmithKlineBeecham fiir Studien
des Verhaltens etabliert wurde

SiRNA — small interfering Ribonukleinséure

Slug — Transkriptionsfaktor

S1P — site I protease

S2P — site 2 protease

SREBP - sterol response element-binding protein
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Tg — Thyreoglobulin

TGFp - transforming growth factor-f§

TNF — tumor tnecrosis factor

TRAF2 — TNF-receptor associated receptor 2
Trx — Thioredoxin

Twist — Transkriptionsfaktor

XPB1 — X box binding protein 1

UPR — unfolded protein response, Stressantwort auf die Akkumulierung der ungefalteten Proteinen im ER
UPS — Ubiquitin-Proteasome System
UV Licht — Ultraviolettstrahlung

VLDL — very low-density lipoproteins
WB — Western Blot

(Wnt)/B-catenin — wingless-type MMTYV integration site family
WT — Wildtyp
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