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Einleitung

1. Einleitung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die intrazellulare Lokalisierung und Funktion des
Proteins TIP47 (tail interacting protein of 47kDa). Beides wird kontrovers diskutiert.
Zum einen ist TIP47 als Sortierungsfaktor flir den retrograden Transport der
Mannose-6-Phosphat Rezeptoren (MPRs) MPR46 und MPR300 von den
Endosomen zum Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) beschrieben (Diaz and Pfeffer, 1998).
Weiterhin publizierte dieselbe Arbeitsgruppe TIP47 als einen Schlusseleffektor fur die
an spaten Endosomen lokalisierte GTPase Rab9 (Aivazian et al., 2006) und
propagiert daher ein Modell, das die Bildung eines ternaren Komplexes aus TIP47,
MPRs und Rab9 vorsieht, der fur den retrograden Transport verantwortlich ist.

Im Gegensatz dazu wurde TIP47 als ein Lipid droplet bindendes Protein mit noch
unbekannter Funktion beschrieben (Wolins et al., 2001).

Diese Arbeit soll zu einer Klarung der oben beschriebenen Kontroverse beitragen
und untersuchen, ob TIP47 moglicherweise ein bifunktionales Protein ist, welches
einerseits fur den retrograden Transport von MPRs zustandig ist und andererseits ein
an Lipid droplet bindendes Protein mit noch unbekannter Funktion ist. Damit konnte
TIP47 erste Hinweise auf eine Interaktion zwischen Lipid droplets und spaten
Endosomen liefern. Des Weiteren soll die Funktion von TIP47 an Lipid droplets naher
charakterisiert werden.

In der Einleitung wird zum einen die Funktion und der Transport von Mannose-6-
Phosphat Rezeptoren erlautert, sowie die wichtigsten Sortierungsfaktoren, die deren
zielgerichteten Transport gewahrleisten. Zum anderen wird die Biogenese und

Funktion von Lipid droplets in Saugetieren vorgestellt.

' Da es noch keine wissenschaftlich einheitlich anerkannte Ubersetzung des Begriffs ,Lipid droplets*

im Deutschen gibt, werde ich in dieser Arbeit die englische Bezeichnung Lipid droplet verwenden.
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1.1. TIP47: Ein Sortierungsfaktor fir den retrograden Transport

der Mannose-6-Phosphat Rezeptoren

1.1.1. Mannose-6-Phosphat Rezeptoren

In Saugetierzellen gibt es zwei Mannose-6-Phosphat Rezeptoren (MPR), die
aufgrund ihres apparenten Molekulargewichts als MPR46 und MPR300 bezeichnet
werden. Beide MPRs binden Mannose-6-Phosphat, wobei sich die Bindungsaffinitat
von MPR46 zu seinem Liganden in vitro durch die Zugabe von divalenten Kationen
steigern lasst. Daher wird er auch als kationenabhangiger MPR bezeichnet, wahrend
der MPR300 als kationenunabhangiger MPR beschrieben wird (Hoflack and
Kornfeld, 1985). MPR300 ist zusatzlich in der Lage den Insulin-ahnlichen
Wachstumsfaktor Il (IGF-11) an der Plasmamembran zu binden und wird aus diesem
Grund auch als Mannose-6-Phosphat/IGF-II Rezeptor bezeichnet (Oshima et al.,
1988). Beide Rezeptoren sind Typ-I Transmembranproteine, deren N-Termini die
Liganden im luminalen Bereich binden, wahrend die C-Termini im Zytoplasma
positioniert sind und Signalstrukturen beinhalten, die flr die subzellulare

Lokalisierung der MPRs notwendig sind.

1.1.2. Funktion und Transport von Mannose-6-Phosphat Rezeptoren

MPRs vermitteln den Transport ldslicher lysosomaler Hydrolasen aus dem Trans-
Golgi-Netzwerk (TGN) zu Endosomen, die im weiteren zu Lysosomen reifen.
Lysosomen sind membranumgebene Organellen, in denen zelleigene und zellfremde
Makromolekulle wie z.B. Proteine, Lipide und Polysaccharide abgebaut werden. Fur
diese Prozesse werden eine Vielzahl von sauren Hydrolasen bendtigt. Deren
Vorstufen werden am rauhen Endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert und
mit Zuckerseitenketten versehen. Nach ihrem Transport zum Golgi Apparat werden
dort einige der Mannose-Reste in Cg Stellung phosphoryliert. Dies stellt ein hoch
affines Erkennungssignal fur die MPRs dar, welche daraufhin im TGN die Enzyme
binden und sie als Ligand-Rezeptorkomplex zu den Endosomen transportieren
(Abb.1.1). Ob die MPR-haltigen Transportvesikel mit frihen und/oder spaten

Endosomen fusionieren, wird kontrovers diskutiert (Braulke and Bonifacino, 2009).
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Einleitung

Fest steht, dass die Enzyme aufgrund des niedrigeren pH-Wertes in den Endosomen
von den MPRs dissoziieren. Wahrend die Endosomen mit lysosomalen Hydrolasen
zu Lysosomen reifen, werden die MPRs selektiv aus den endosomalen
Kompartimenten in Transportvesikel zurick zum TGN gefuhrt, wo sie dem Kreislauf

erneut zur Verflugung stehen (Brown et al., 1986) (Abb. 1.1).

S — Y‘T‘\

Vorlaufer
lysosomaler

Hydrolase é —> é
MPR
J Y % » 0
\ ~
0’ AP1,
2. GGA i S A
Anheften von A Retromer

Phosphat / &

&= MVB/
4—
A TIP47/Rab9 & QQ

Cis- TGN

Golgi &
Reifung
zum
Lysosom

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des MPR Transportes. Vorlaufer lysosomaler Hydrolasen
erhalten im Cis-Golgi eine Phosphorylierung an terminalen Mannoseresten, welches vom MPR
erkannt und gebunden wird. AP1 (adaptor protein 1) und GGAs (Golgi-localized, y-ear-containing,
ADP-ribosylation factor-binding proteins) binden an die zytoplasmatischen Sequenzabschnitte der
MPRs und leiten so die Clathrin-abhangige Vesikelbildung und deren Abschnirung ein. MPR-
enthaltende Vesikel fusionieren mit endosomalen Kompartimenten, wobei die Hydrolasen aufgrund
des erniedrigten pH-Wertes vom Rezeptor dissoziieren. Wahrend die Endosomen zu Lysosomen
reifen, werden die MPRs mit Hilfe von Sortierungsfaktoren zum TGN zuriick transportiert. Wahrend
die Arbeitsgruppe Pfeffer TIP47 als Sortierungsfaktor publiziert, favorisieren andere Arbeitsgruppen
den Retromerkomplex (Bonifacino, Seaman), um nur zwei der diskutierten Sortierungsfaktoren an
den Endosomen zu nennen. Die MPRs, die zur Plasmamembran gelangen, werden Uber AP2
(adaptor protein 2) endozytiert. PM: Plasmamembran, EE: friihes Endosom, MVB: multi-vesikulares
Endosom, LE: spates Endosom
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MPRs zirkulieren nicht nur zwischen dem TGN und endosomalen Kompartimenten,
sondern gelangen auch zur Plasmamembran. Dort bindet und endozytiert nur der
MPR300 Mannose-6-Phosphat-haltige Liganden und IGF-Il. Eine Funktion von
MPR46 an der Plasmamembran ist bis heute unbekannt (Stein et al., 1987). Beide
MPRs weisen eine ahnliche intrazellulare Verteilung auf, die in den Fallen, wo die
Lokalisierung quantifiziert wurde, wie folgt aussieht: zu 40-60% in endosomalen
Strukturen, zu 20-40% im TGN und zu 10% an der Plasmamembran (Brown et al.,
1986; Griffiths et al., 1988).

Die physiologische Bedeutung der MPRs wird durch knock out Mause deutlich, die
eine Defizienz flr beide MPRs aufweisen. Diese Mause zeigen eine erhdhte pra-,
perinatale und juvenale Sterblichkeit. Der Phanotyp der Uberlebenden Mause ahnelt
dem der I|-Zellkrankheit (inclusion cell disease), mit schweren neurologischen
Stérungen, Zwergenwuchs und einer erhdhten Aktivitat lysosomaler Enzyme im
Serum (Dittmer et al., 1999). Analysen von MPR -/- Mausen, denen entweder der
MPR46 oder der MPR300 fehlt, zeigen, dass beide Rezeptoren alle Hydrolasen
transportieren, sich jedoch in ihren Affinitaten unterscheiden. So hat z.B. MPR300
eine hohere Affinitat zu Cathepsin D als MPR46 (Qian et al., 2008).

1.1.3. MPR-bindende Sortierungsfaktoren

Um einen geregelten und zielgerichteten Transport der MPRs zwischen
Kompartimenten sicher zu stellen, besitzen die Rezeptoren Sortierungssignale in
ihren zytoplasmatischen Sequenzabschnitten (Abb. 1.2). Diese Sortierungssignale
werden von spezifischen, zytosolischen Proteinen, den Sortierungsfaktoren, erkannt
und gebunden. Sortierungsfaktoren binden einerseits MPRs, andererseits besitzen
sie aufgrund von Protein-Protein- und/oder Protein-Lipid-Interaktionen eine definierte
Membranlokalisierung. Diese sorgt fur die Bildung eines Transportvesikels an einer
definierten intrazellularen Membran. Aul3erdem rekrutieren viele Sortierungsfaktoren
zusatzlich die Hullproteine (z.B. Clathrin) an den Ort der Vesikelgenese (weitere

Einzelheiten siehe (Bonifacino and Lippincott-Schwartz, 2003)).

In der hier vorliegenden Arbeit wird der retrograde MPR Transport untersucht,

weswegen ich fur nahere Informationen Uber den anterograden Transport bzw. der
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Sortierung von MPRs an der Plasmamembran auf folgende Reviews verweise:
(Braulke and Bonifacino, 2009; Ghosh et al., 2003a).

MPR300

AP2, AP1 AP1 Retromer 15,7 AP1 AP1  GGAs

CK-2 CK-2

MPR46

NS i) AP1 AP2 AP2  AP1 GGAs

Abb. 1.2: Sortierungssignale in den zytoplasmatischen Domanen der MPRs. Die
schematische Darstellung zeigt die Aminosauresequenzen in den zytoplasmatischen
Sequenzabschnitten der MPRs, die fur die Bindung der Sortierungsfaktoren beschrieben sind.
GGA Proteine binden an ein DXXLL Motiv, wahrend AP1 und AP2 verschiedene
Sortierungssignale erkennen. Fur die Bindung von Retromer ist ein WLM Motiv im MPR300
notwendig. TIP47 soll im MPR300 eine prolinreiche Region (AS 48-74) und im MPR46 ein FW
Motiv erkennen. TMD: Transmembrandomane. CK-2: Casein-Kinase 2 Phosphorylierungsstelle
(Abb. abgewandelt nach Gosh P. et al., 2003.).

1.1.3.1. Sortierung an Endosomen

Brown et al. konnten zeigen, dass die MPRs von den Endosomen zum TGN
zurucktransportiert, also recycelt werden (Brown et al.,, 1986). In diesem Prozess
sind bisher vier Sortierungsfaktoren beschrieben (Braulke and Bonifacino, 2009). Die
in dieser Arbeit diskutierten Sortierungsfaktoren werden im nachfolgenden

vorgestellt.

TIP47/Rab9

Der retrograde Transport von MPRs an Endosomen ist insbesondere von der
Arbeitsgruppe Pfeffer (Stanford, USA) analysiert worden. Mit Hilfe eines speziellen in
vitro assays (Goda and Pfeffer, 1988) zeigen die Arbeiten eine Abhangigkeit von der
GTPase Rab9 (Lombardi et al., 1993), wahrend Clathrin, welches bei der Sortierung

5
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der MPRs am TGN und an der Plasmamembran ein Rolle spielt, nicht involviert sein
soll (Draper et al.,, 1990). Einzelheiten zu den Uber 60 humanen Rab GTPasen,
deren Lokalisierung und Funktion als molekulare Schalter, finden sich in diversen
Ubersichtsartikeln wie z. B. (Schwartz et al., 2007; Stenmark, 2009).

TIP47 (tail interacting protein of 47kDa) wurde zum erstenmal 1998 als ein
Sortierungsfaktor fur den retrograden Transport beider MPRs beschrieben (Diaz and
Pfeffer, 1998). In dieser Arbeit wurde TIP47 in einem yeast-two-hybrid screen als
Bindungspartner flr die zytoplasmatischen Sequenzabschnitte beider MPRs
gefunden. Um diese Interaktion zu bestatigen, wurden Bindungsstudien mit
rekombinanten Proteinen durchgefihrt. Mit Hilfe des oben erwahnten in vitro assays
zeigten die Autoren, dass der retrograde Transport der MPRs von TIP47 abhangig
ist, da anti-TIP47 Antikdrper den Transport inhibierten. In COS7 und EBTr Zellen
zeigten Immunfluoreszenzen eine Kolokalisierung zwischen MPR300 und TIP47;
eine Supprimierung von TIP47 mit Oligonukleotiden verringerte die Halbwertszeit
(HWZ) vom MPR300 in COS Zellen von ~35h auf ~14h. Die Verringerung der HWZ
soll auf einen Defekt im retrograden Transport hinweisen, da - so die Autoren - nun
die MPRs zu Lysosomen weitergeleitet und dort abgebaut werden. Damit konnte die
Funktion von TIP47 als Sortierungsfaktor auch in Zellen bestatigt werden. Nicht
geklart war, warum TIP47 als zytosolisches Protein die zytoplasmatischen
Sequenzabschnitte der MPRs nur an spaten Endosomen bindet und nicht z.B. am
TGN oder der Plasmamembran. Es musste noch eine andere Komponente geben,
die TIP47 spezifisch an spate Endosomen rekrutiert. Da die GTPase Rab9 spezifisch
an spaten Endosomen lokalisiert und ebenfalls einen Einfluss auf den retrograden
Transport von MPRs hat, lag es nahe, die Interaktion zwischen Rab9 und TIP47 zu
testen. In vitro Bindungsstudien zeigten, dass die rekombinanten Proteine
miteinander interagieren, wobei TIP47 eine etwas hohere Praferenz zu GTP-
gebundenem Rab9 (Kp = 96nM) als zu GDP-gebundenem Rab9 (Kp = 159nM)
aufwies (Carroll et al., 2001; Ganley et al., 2004). Des Weiteren konnte die
Arbeitsgruppe zeigen, dass Rab9 die Bindung von TIP47 an MPRs in vitro verstarkt
und TIP47 an Membranen rekrutiert (Carroll et al., 2001). Die Autoren konnten aber
nicht nur zeigen, dass die Rekrutierung von TIP47 an Membranen in Abhangigkeit
von Rab9 erfolgt. In einer Folgearbeit war die stabile Membranassoziation von Rab9

selbst abhangig von TIP47. Die Supprimierung von TIP47 durch RNAI verandert den
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zytosolischen Anteil von Rab9 von 10% auf 20% im Western blot (Ganley et al.,
2004).

Mutationsstudien zeigten, dass die Aminosauren 152-187 von TIP47 fur die Bindung
an Rab9 notwendig sind, wohingegen die Aminosauren 188-434 fur die Bindung an
MPRs erforderlich sind. Weitergehende Analysen konnten zeigen, dass die
Aminosaurereste 167-169 (Ser-Val-Val) in TIP47 besonders wichtig flr die Bindung
an Rab9 sind (Hanna et al., 2002), da die in vitro Bindung der TIP47 Mutante (Ala-
Ala-Ala) an Rab9 auf 1/5 reduziert war (Carroll et al., 2001). Wurde diese Mutante in
Zellen exprimiert, so inhibierte deren Zytosol den retrograden MPR Transport in dem
oben genannten in vitro assay (Carroll et al., 2001).

In einer weiteren Arbeit verwendete die Arbeitsgruppe Pfeffer eine Rab9 Variante,
deren GTPase Domane durch die von Rab5 ersetzt war. In Zellen exprimiert
lokalisiert die Chiméare an friihen Endosomen, bei gleichzeitiger Uberexpression von
TIP47 allerdings an spaten Endosomen (Aivazian et al., 2006). Daraus folgern die
Autoren, dass TIP47 Rab9 an spaten Endosomen stabilisiert.

Aufgrund der fruheren Befunde der Arbeitsgruppe, nach denen TIP47 nicht nur
Rab9-GTP (Kp = 96nM), sondern auch Rab9-GDP (Kp = 159nM) bindet und der
Fahigkeit von TIP47 Rab9 an Membranen zu stabilisieren, folgern die Autoren, dass
TIP47 ein Schlusseleffektor von Rab9 ist.

Das momentane Modell der Arbeitsgruppe Pfeffer beinhaltet, dass TIP47 an die
zytoplasmatischen Sequenzabschnitte von MPRs bindet, und diese Bindung sich
verstarkt, wenn Rab9 anwesend ist. Zusatzlich kann TIP47 Rab9-GDP an spaten
Endosomen binden und dort stabilisieren, bis ein Rab9 GEF (Guanine exchange
factor) GDP zu GTP austauscht. Dadurch erhoht sich die Bindung von TIP47 zu
Rab9 und ebenfalls zu den MPRs. Dieser ternare Komplex aus TIP47, Rab9-GTP
und MPRs leitet dann die Vesikelformation ein. Bis jetzt ist noch nicht geklart, wie es
genau zu dieser Vesikelformation kommt (Aivazian et al., 2006).

In der jungsten Publikation der Arbeitsgruppe Pfeffer zeigen die Autoren, dass die
am Golgi lokalisierte Rho GTPase BTB3 mit Rab9-GTP interagiert. Die Anreicherung
von Membranen in einem Saccharosegradienten mit anschlieRender Blue-Native-
Gelelektrophorese und Western blot detektierte RhoBTB3 und TIP47 bei ca. 475
kDa. Dies deutet fur die Autoren darauf hin, dass TIP47 und RhoBTB3 in dem
gleichen Komplex lokalisieren. Weitere Experimente konnten zeigen, dass die

Inkubation von angereicherten Membranen mit rekombinantem Rab9 oder ATP zu
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einer Reduktion der TIP47 Membranassoziation flhrte. Die Inkubation mit yATP
konnte TIP47 nicht reduzieren, was zeigt, dass die Hydrolyse von ATP eine Rolle bei
der Freisetzung von TIP47 aus diesen angereicherten Membranen spielt. Interessant
dabei ist, dass die Autoren zeigen konnten, dass die Rho GTPase keine GTPase
Aktivitat besitzt, sondern ATP hydrolysiert (Espinosa et al., 2009). Aufgrund dieser
neuen Erkenntnisse gehen die Autoren nun davon aus, dass TIP47 zusammen mit
Rab9 und MPRs in Vesikeln von spaten Endosomen zum TGN transportiert werden.
Am TGN bindet Rab9 RhoBTB3 und diese Bindung fuhrt zur Hydrolyse von ATP,
was wiederum die Freisetzung von TIP47 zur Folge hat. Wie genau die ATP
Hydrolyse das Andocken der Vesikel an den TGN steuert, missen weitere

Experimente klaren (Espinosa et al., 2009).

Retromerkomplex

Die Backerhefe S. cerevisiae besitzt keine MPRs, hier erfolgt der Transport
vakuolarer Hydrolasen vom TGN durch das Typ-l Transmembranprotein Vps10p
(vacuolar protein sorting) (Marcusson et al., 1994). Genetische Analysen in S.
cerevisiae identifizierten einen Komplex aus 5 Proteinen, der fur den retrograden
Vps10p Transport von Endosomen zum Golgi verantwortlich ist. Dieser Komplex
wurde ,Retromer” genannt und besteht aus Vps35p, Vps29p, Vps26p, Vps17p und
Vps5p (Seaman et al., 1997), wobei Vps35p die zytosolische Domane von Vps10p
erkennt und einen stabilen Komplex mit Vps29p bildet (Nothwehr et al., 1999). Vps5p
und Vps17p gehodren zur sorting nexin Familie. Aufgrund der intrinsischen Aktivitat
von Vps5p zur Selbstassemblierung geht man davon aus, dass der Vps5p-Vps17p
Komplex die Vesikelbildung vorantreibt (Seaman et al., 1998). Vps26 soll eine
regulatorische Rolle bei den Interaktion von Vps35p spielen und den
Retromerkomplex stabilisieren (Reddy and Seaman, 2001).

Da Saugetiere einen homologen Komplex aufweisen, wurde untersucht, ob Retromer
in Saugetieren eine Rolle im retrograden Transport spielt und wenn ja, welche Fracht
er transportiert. Zwei unabhangige Arbeitsgruppen konnten in Lokalisierungs- und
Funktionsstudien eine Bedeutung des Retromerkomplexes im MPR Transport
aufzeigen (Arighi et al., 2004; Seaman, 2004; Seaman, 2007).

Neben TIP47/Rab9 und dem Retromerkomplex werden auch PACS1 (Phosphofurin

acidic cluster sorting protein) (Scott et al., 2006) und der AP1 Komplex (Medigeshi
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and Schu, 2003) im Zusammenhang mit dem retrograden MPR Transport diskutiert.
Bislang bleibt aber vollig unklar, ob es sich um redundante Systeme handelt, ob die
Funktion zelltypabhangig ist, oder wie die Funktion von vier Sortierungsfaktoren zeit-
und ortsabhangig reguliert sein konnte.

Vps10p or CI-MPR

Endosomal membrane

gPldlnSSP

BAR domains

Structural role Cargo selection

Abb.1.3: Schematische Abbildung des Retromerkomplexes von M. Seaman (Seaman, 2005).
Vps35p bindet an die zytoplasmatische Doméane von Vps10p (Hefe) oder MPR300 (mammalian) und
interagiert mit Vps26p Uber seinen N-Terminus sowie mit Vps29p mit seiner C-terminalen Doméane.
VpsSp (oder SNX1 in Sdugetieren) interagiert Uber seinen N-Terminus mit dem Subkomplex Vps35p,
Vps26p und Vps29p. VpsSp und Vps17b dimerisieren Uber ihre BAR Domanen und binden Uber ihre
PX Doméane an Phosphatidylinositol-3-Phosphat.

1.2. TIP47: Ein Lipid droplet bindendes Protein

TIP47 wurde nicht nur, wie im ersten Teil der Einleitung beschrieben, als
Sortierungsfaktor flir MPRs publiziert, sondern auch als ein Lipid droplet bindendes
Protein (Wolins et al., 2001). Lipid droplets findet man in Prokaryoten, sowie in allen
Eukaryoten (Murphy and Vance, 1999). Da TIP47 nur in Saugetieren exprimiert wird,
werde ich mich in dieser Arbeit hauptsachlich auf die Bildung und Funktion von Lipid
droplets in Saugetieren konzentrieren. Hinweise zu Proteinen analoger Funktionen in
Drosophila melanogaster oder der Hefe finden sich an anderer Stelle (Bickel et al.,
2009).
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1.2.1. Lipid droplets

Lipid droplets sind schon lange als Speicherplatz fur apolare Lipide in Adipozyten
bekannt, wurden aber ansonsten wenig beachtet. Mittlerweile wei® man, dass Lipid
droplets in allen bisher analysierten Zellen als Antwort auf ein erhohtes
Fettsaureangebot gebildet werden. Im Gegensatz zu anderen Organellen sind Lipid
droplets nicht von einer Doppelmembran, sondern von einer Hemimembran aus
Phospholipiden und Cholesterin umgeben. Diese Hemimembran umschliel3t das
Neutrallipid, welches hauptsachlich aus Triacylglyzerin und Cholesterinester besteht
(Tauchi-Sato et al., 2002). Die wesentliche Funktion von Lipid droplets besteht nicht
nur in der Speicherung von Neutrallipid, sondern auch in der kontrollierten
Freisetzung von Fettsauren bzw. Cholesterin. Die freigesetzten Fettsduren werden
z.B. fur B-Oxidation, Membranlipidsynthese, Proteinmodifizierung oder fur die
Generierung von Signalmolekilen verwendet. Je nach Gewebe speichern Lipid
droplets unterschiedliche Lipide und erfullen damit gewebsspezifische Funktionen
(Gibbons et al., 2000). So wird in Adipozyten fast nur Triacylglyzerin als
Energiereserve flir den gesamten Organismus gespeichert, wohingegen in
steroidogenen Zellen hauptsachlich Cholesterinester fir die Steroidbiosynthese
gespeichert wird (Bartz et al., 2007). Des Weiteren ist die Speicherung von freien
Fettsauren als Neutrallipid in Lipid droplets fur jede Zelle Uberlebensnotwendig, da
ein Uberschuss an freien Fettsauren toxisch ist und somit zu Dysfunktionen oder zur
Apoptose fluhren kann (Schaffer, 2003).

FiUr die regulierte Speicherung und Freisetzung von Lipiden aus Lipid droplets sind
zahlreiche Proteine verantwortlich, die an die Hemimembran binden. Dabei findet
man nicht nur Proteine aus dem Lipidstoffwechsel, sondern auch aus dem Protein-
und Vesikeltransport. Dies legt nahe, dass es sich bei Lipid droplets um dynamische
Organellen handelt, die im Austausch mit anderen Organellen wie Endosomen und
dem Endoplasmatischen Retikulum stehen.

Auch wenn Lipid droplets mittlerweile mit den verschiedensten Erkrankungen wie
Ubergewicht, Diabetes und Arteriosklerose in Verbindung gebracht werden, so sind
fundamentale Fragen noch immer ungeklart: Wie und wo werden Lipid droplets
gebildet? Wie werden Proteine und Lipide an die Lipid droplets rekrutiert? Wie wird
die Grolle, Anzahl und Verteilung von Lipid droplets reguliert? Wie und warum

interagieren Lipid droplets mit anderen Organellen.
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1.2.2. Lipid droplet assoziierte Proteine

Verschiedene Klassen von Proteinen sind an der Lipid droplet Hemimembran
nachgewiesen worden. Dazu zahlen Proteine der PAT-Familie (Perilipin, ADRP,
TIP47), Enzyme aus dem Lipidstoffwechsel, sowie Membran- und Transportproteine
wie z.B. Rab18 und SNAREs. Fur die meisten der nachgewiesenen Proteine steht
ein funktioneller Nachweis noch aus. Siehe hierzu auch die Anmerkung zur

Problematik falsch positiver Nachweise von Proteomanalysen in Abschnitt 1.2.5.

1.2.2.1. Proteine der PAT-Familie

Zu den ersten Proteinen, die man an Lipid droplets identifizierte, gehdren die
Proteine der PAT-Familie. Diese Familie ist definiert durch Sequenzhomologie und
Bindung an Lipid droplets. In Saugetieren gibt es mittlerweile finf Mitglieder:
Perilipin, ADRP, TIP47, S3-12 und OXPAT (PAT protein in highly oxidative tissues),
wovon die ersten drei Mitglieder der Familie inren Namen gaben. Es wurden auch
PAT-Proteine in Drosophila melanogaster, Xenopus laevis, Dictystelium und in
einigen Fungi wie Metharizium anisopliae (Miura et al., 2002) (Wang and St Leger,
2007) gefunden, allerdings nicht in Saccharomyces cerevisiae (Athenstaedt et al.,
1999; Lu et al., 2001).

Bis auf S3-12 besitzen alle PAT-Proteine in ihrer N-terminalen Region (~100
Aminosauren) eine konservierte Region, die als PAT-Domane bezeichnet wird und
deren Aminosauresequenzidentitdit besonders hoch ist. So ist z.B. die
Aminosauresequenz von TIP47 und ADRP in diesem Bereich zu 60% identisch,
wahrend die gesamte Sequenz zu 42% ubereinstimmt (Miura et al., 2002). Die
Funktion der PAT-Domane ist bisher unbekannt (Lu et al., 2001). S3-12 besteht zu
70% aus 11-mer repeats, die ebenfalls in den anderen PAT Proteinen vorkommen
(Scherer et al., 1998). 11-mer repeats besitzen eine Aminosauresequenz, von der
vorausgesagt wird, dass sie amphiphatische Helices ausbilden (Bussell and Eliezer,
2003). Eine ahnliche Sequenz von sieben 11-mer repeats hat man in a-Synuclein
identifiziert, einem Protein das mit Parkinson und Alzheimer in Verbindung gebracht
wird. Die 11-mer repeat Sequenz von a-Synuclein ist erforderlich fur die Bindung an
Lipidvesikel (Bussell et al., 2005) und an Lipid droplets (Bussell et al., 2005). Aus
diesem Grunde nimmt man an, dass auch S3-12 Uber 11-mer repeats an Lipid

droplets bindet. Auch fur TIP47 (Bulankina et al., 2009), OXPAT (Yamaguchi et al.,
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2006) und ADRP (McManaman et al., 2003) konnte man zeigen, dass die 11-mer

repeat Region eine Bindung an Lipid droplets vermittelt.

Perilipin A e S e e 1 - ]
Perilipin B == e e il
Perilipin C = - e el =
ADRP = - DERIYAY irg s misy 'y ] —
TIPAT e S S e —_— e = E—
OXPAT e - TRl (- - E
$3-12 e/ /a L
LSD-1 - o Sy e T
LSD-2 -
m== PAT-Domane === Perilipin B C-Terminus
we==_ 11-mer repeat mes=  Perilipin C C-Terminus
Saure D/E reiche Sequenz === CGI-58 interagierende Region
4-helix bundle iwren  Sequenzhomologien zum 4-helix bundle
=== Hydrophobe Sequenzen ===  Prolin reiche Region, bildet in TIP47

den hydrophoben Spalt

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Proteine der PAT-Familie. Die ersten sieben Proteine
sind PAT-Proteine in Saugetieren; LSD-1 und LSD-2 (lipid storage droplet) sind die bisher
bekannten PAT-Proteine in Drosophila melanogaster. Mit Ausnahme von S3-12 besitzen alle PAT-
Proteine am N-Terminus eine ~100 Aminosaure grof3e Region mit hoher Sequenzhomologie, die als
PAT Domane bezeichnet wird, deren Funktion aber bis heute unbekannt ist. S3-12 zahlt zu den PAT
Proteinen, da es zum einen an Lipid droplets bindet und zum anderen 11-mer repeats besitzt, die
ebenfalls in den mammalian PAT-Proteinen beschrieben wurde (Scherer et al.,, 1998). Die
Roéntgenstrukturanalyse des C-Terminus von TIP47 zeigt eine 4-helix bundle Domane, die aufgrund
der hohen Sequenzhomologie von TIP47, ADRP und OXPAT auch flr diese Proteine angenommen
wird. Fur Perilipin ist die Domane aufgrund der geringeren Konservierung der Aminosauresequenz
nicht beschrieben worden (AS sind zwischen Perilipin und TIP zu 29% identisch). Allerdings reicht
oft die Konservierung der fir die Faltung wichtigen AS aus, damit Proteine eine nahezu identische
Struktur besitzen (Abb. abgewandelt nach Bickel P.E. et al.; 2009.).

Im Gegensatz zu den zuvor genannten Proteinen erfolgt die Lipid droplet Bindung
von Perilipin Uber hydrophobe Sequenzen im C-terminalen Bereich (Abb. 1.4)
(Subramanian et al., 2004).

Der C-Terminus von Perilipin unterscheidet sich in der Aminosauresequenz von den
C-Termini von TIP47, ADRP und OXPAT (Abb. 4). Die Struktur des C-terminalen

Teils von TIP47 konnte 2004 durch Roéntgenstrukturanalyse aufgeklart werden
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(Hickenbottom et al., 2004). TIP47 besitzt 4 amphiphatische o-Helices, die
miteinander interagieren und eine Art bundle ausbilden. Dieses 4-helix-bundle ist von
anderen Lipid-bindenden Proteinen, den Apolipoproteinen bekannt und interagiert mit
den Acylketten von Lipiden (Hatters et al., 2006). Aufgrund der homologen
Sequenzen von TIP47, ADRP und OXPAT geht man davon aus, dass auch ADRP
und OXPAT dieses 4-helix-bundle besitzen (Abb. 1.4) (Dalen et al., 2007). Damit
weisen TIP47, ADRP und OXPAT zwei potentielle Doméanen flr eine Lipidbindung

auf, deren genaue Funktion durch weitere Experimente geklart werden muss.

Konzeptionell gesehen kann man die Mitglieder der PAT-Familie in 2 Gruppen
einteilen: Es gibt sowohl ubiquitar exprimierte PAT-Proteine (ADRP und TIP47), als
auch gewebsspezifisch exprimierte PAT-Proteine (Perilipin, S3-12 und OXPAT). Eine
weitere Einteilung charakterisiert die Bindung der Proteine an Lipid droplets. PAT
Proteine, die nur an Lipid droplets gebunden vorkommen (ADRP, Perilipin), gehdren
zu den CPATs (constitutively bound to lipid droplets) und stehen den EPATs
(exchangeable PAT proteins) (TIP47, S3-12, OXPAT) gegenuber. Mit exchangeable
ist gemeint, dass die Proteine sowohl zytosolisch als auch an Lipid droplets
gebunden vorkommen.

Auch wenn die PAT-Proteine in ihrer Aminosauresequenz homolog sind, so
unterscheiden sie sich doch in GrolRe, ihrer Gewebeexpression, ihrer Affinitat zu und
Stabilitat an Lipid droplets, sowie in ihrer transkriptionellen Regulation. Diese
Unterschiede weisen auf verschiedene Funktionen hin, die zum groRten Teil far
ADRP, TIP47, OXPAT und S3-12 noch unbekannt sind. Die Funktion von Perilipin in
der Lipolyse wird in diversen Reviews (Bickel et al., 2009; Zimmermann et al., 2009)
(Watt and Steinberg, 2008) erlautert und in Abb. 1.5 auf Seite 17 kurz dargestellt.

Im folgenden werden die Ergebnisse bisheriger Arbeiten Uber die fur diese Arbeit
relevanten PAT-Proteine, ADRP und TIP47, vorgestellt:

ADRP
Adipocyte differentiation-related protein (ADRP) ist in humanen Zellen ein 52kDa

Protein und wurde zuerst in differenzierenden Adipozyten entdeckt. Wahrend der
Differenzierung steigt der ADRP mRNA Level kontinuierlich auf das 50-100-fache an
13
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(Jiang et al., 1992). ADRP kann an Lipid droplets detektiert werden, wird aber in
ausgereiften Adipozyten von Perilipin verdrangt (Jiang et al., 1992). Spater entdeckte
man, dass ADRP ubiquitar exprimiert wird (Brasaemle et al., 1997). Die Transkription
von ADRP wird Uber den Transkriptionsfaktor peroxisome proliferator-activated
receptor gamma PPARa in der Leber (Dalen et al., 2006) und Uber PPARB/S in
Keratinozyten (Schmuth et al., 2004) gesteuert. In verschiedenen Zelllinien wurde
nachgewiesen, dass ADRP konstitutiv exprimiert und unmittelbar proteasomal
abgebaut wird, wenn keine Lipid droplets in der Zelle vorhanden sind (Masuda et al.,
2006; Xu et al., 2005).

In der Perilipin knock out Maus ersetzt ADRP zwar Perilipin auf der Oberflache von
Lipid droplets, kann aber dessen Funktion, die Regulation der Lipolyse, nicht
kompensieren (Tansey et al., 2001) (Martinez-Botas et al., 2000). Fur die funktionelle
Analyse von ADRP wurde von der Arbeitsgruppe Chang eine ,ADRP knock out
Maus“ generiert (Chang et al., 2006). Die daraus resultierten Ergebnisse missen
allerdings unter Vorbehalt betrachtet werden, da die Arbeitsgruppe von McManaman
festgestellt hat, dass die ADRP knock out Maus, zumindest in den Milchdrisen,
weiterhin eine N-terminal trunkierte Version von ADRP exprimiert (Russell et al.,
2008). Dieser trunkierten Version von ADRP fehlt die PAT-Domane (AS 1-89 in
Maus), ist aber ebenfalls in der Lage an Lipid droplets zu binden. Ob diese trunkierte
Version auch in anderen Geweben exprimiert wird, wurde bis heute nicht publiziert.
Zellkulturexperimente konnten zeigen, dass eine Uberexpression von GFP-ADRP in
verschiedenen Zelllinien zu vergroRerten Lipid droplets und einer Zunahme des
Triacylglyceringehaltes fihrt (Imamura et al., 2002) (Listenberger et al., 2007).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Expression von ADRP die
Lipase ATGL (adipose triglyceride lipase) von den Lipid droplets verdrangt. Dies
deutet daraufhin, das ADRP die Interaktion von Lipasen mit der Lipid droplet
Oberflache minimiert und es so zu einer Triacylglycerin-Akkumulation kommt. Bis
jetzt gibt es noch keine Studien darlber, wie ADRP die Interaktion der Lipase mit der
Lipid droplet Oberflache behindert. Diese Daten stehen auch im Widerspruch zu dem
Phanotyp der Perilipin knock out Maus. Wurde ADRP in der knock out Maus die
Interaktion von Lipasen mit der Lipid droplet Oberflache verhindern, kdme es
wahrscheinlich nicht zu einer erhohten basalen Lipolyse. Diese unterschiedlichen
und zum Teil widerspruchlichen Ergebnisse zeigen, wie komplex die Regulation der

Speicherung und Freisetzung von Lipiden ist. Die Regulation ist wahrscheinlich von
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einem Zusammenspiel vieler Proteine abhangig und wird zusatzlich in
unterschiedlichen Geweben differentiell reguliert.

Durch einen yeast-two-hybrid screen und in in vitro Experimenten konnte eine
Bindung von ADRP an ARF1 nachgewiesen werden. Dabei konnte gezeigt werden,
dass ADRP eine hohere Affinitat zu ARF1-GDP als zu ARF1-GTP besitzt (Nakamura
et al., 2004). Brefeldin A, ein Inhibitor von ARF1 GEF (guanine-nucleotide-exchange
factors), verhindert interessanterweise die Rekrutierung von ADRP an Lipid droplets,
nicht aber deren Biosynthese oder die Rekrutierung von TIP47 (Soni et al., 2009).
Wie ARF1 allerdings mechanistisch auf die Rekrutierung von Proteinen an Lipid

droplets einwirkt, bleibt derzeit unklar.

TIP47

TIP47 wurde 1998 entdeckt: Zum einen als das Plazentaprotein pp17b, dessen
Aminosauresequenz zu 42% mit der Sequenz von ADRP identisch ist (Than et al.,
1998), und zum anderen als ftail interacting protein of 47kD (s. erster Teil der
Einleitung) (Diaz and Pfeffer, 1998). 2001 konnten Wolins et al. zeigen, dass
endogenes TIP47 an Lipid droplets lokalisiert (Wolins et al., 2001). Damit war TIP47
Mitbegrinder der PAT-Familie (Lu et al., 2001). TIP47 wird ubiquitar exprimiert und
gehort zu den EPATs. Im Gegensatz zu den anderen PAT-Proteinen ist TIP47 das
einzige Protein, dessen Expression nicht Uber PPARs reguliert wird. Die
Supprimierung von TIP47 in der Leberzelllinie AML12 fuhrte zu kleineren aber mehr
Lipid droplets, wohingegen der Verlust von ADRP zu keiner Veranderung in der
Anzahl und GroRe von Lipid droplets im Vergleich zu Kontrollzellen fihrte. Der
knock-down von beiden Proteinen fuhrte zu weniger aber vergroRerten Lipid droplets
(Bell et al., 2008). Die Autoren schlagen vor, dass dieser Phanotyp aufgrund einer
vermehrten Fusion zustande kommt. In den TIP47/ADRP RNAi Zellen konnte die
Lipase ATGL (adipose triglyceride lipase) vermehrt an Lipid droplets detektiert
werden und die Zellen wiesen eine erhohte Lipolyse auf. Interessanterweise zeigten
die Doppel knock-down Zellen eine reduzierte Sensitivitat gegenuber Insulin, was
aber durch den zusatzlichen knock-down von ATGL aufgehoben werden konnte.
Diese Experimente zeigen, dass die relative Expression der PAT-Proteine einen
Einfluss auf den Lipid Metabolismus hat, indem sie den Zugang von Lipasen an Lipid
droplets kontrollieren und dadurch sekundar den Insulin Signalweg beeinflussen.
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von TIP47 die
Hydrolyse von Retinylester durch die GS-2 Lipase und HSL in Keratinozyten
inhibiert. Da die Autoren keine direkte Interaktion zwischen TIP47 und den Lipasen
nachweisen konnten, gehen sie davon aus, dass die Inhibition indirekt ist (Gao and
Simon, 2006).

TIP47 ist das erste PAT-Protein, von dem eine Rontgenstrukturanalyse gelang:
Hickenbottom et al. konnten zeigen, dass die C-terminale Halfte von TIP47 aus
einem 4-helix-bundle, dessen Struktur der des Apolipoproteins ApoE ahnelt, und
einer bislang unbekannten o/f Domane besteht (Hickenbottom et al., 2004).
Zwischen diesen Domanen konnten die Autoren eine hydrophobe Spalte
ausmachen, die von Aminosauren des 4-helix-bundle und der o/ Domane gebildet
wird. Diese Aminosauren sind in ADRP konserviert und die Autoren spekulieren,

dass diese Spalte eine Art Bindungstasche flr kleine Molekile darstellen konnte.

1.2.2.2. Caveoline

Drei voneinander unabhangige Gruppen konnten Caveoline an Lipid droplets
lokalisieren, wenn die Zellen zuvor mit einem Uberschuss an Fettsduren oder
Cholesterin inkubiert wurden (Le Lay et al., 2009). In der Caveolin-1 knock out Maus
ist freies Cholesterin in der Hemimembran von Lipid droplets reduziert, weshalb die
Autoren einen Caveolin-abhangigen Cholesterin Transport von der Plasmamembran

zu den Lipid droplets vorschlagen (Le Lay et al., 2006).

1.2.2.3. Proteine aus dem Lipidstoffwechsel

Die erste Lipase, die an Lipid droplets identifiziert wurde, war die Hormon sensitive
Lipase (HSL) (Londos et al., 1999). Aber erst die Entdeckung von ATGL (adipose
triglyceride lipase) und CGI-58 (comparative gene identification-58) fuhrte zu einem
besseren Verstandnis des Katabolismus von Triacylglycerin in Adipozyten
(Zimmermann et al.,, 2004). Einzelheiten hierzu finden sich in der Abb. 1.5 und in
diversen Reviews (Zimmermann et al., 2009) (Watt and Steinberg, 2008). In anderen
Geweben sind sowohl der genaue Mechanismus, als auch die beteiligten Lipasen

grofdtenteils noch unbekannt.
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Des Weiteren konnte DGAT2 (Diacylglycerinacyltransferase-2) in  der
Immunfluoreszenz und in elektronenmikroskopischen Aufnahmen an Lipid droplets
identifiziert werden (Kuerschner et al., 2008; Stone et al., 2009), wahrend die
Phospholipase A; (Yu et al., 1998), die long chain fatty acid CoA ligase 3 (Liu et al.,
2004) und die Lanosterol Synthase (Brasaemle et al., 2004) in Proteomanalysen
identifiziert wurden. Allerdings fehlt flr diese Proteine noch ein funktioneller

Nachweis.

Basale Lipolyse PKA aktivierte Lipolyse

S s>

Fettsauren

\ PPPPPP
@ Perilipin

DAG «—TAG

Perilipin

Lipid droplet Lipid droplet

Abb. 1.5: Modell zur regulierten Lipolyse in Adipozyten. Im basalen Zustand bindet CGI-58 an
Perilipin, die HSL liegt hauptsachlich zytosolisch vor. ATGL zeigt eine geringe lipolytische Aktivitat.
Im aktivierten Zustand werden Perilipin und HSL von PKA phosphoryliert. Daraufhin entlasst
Perilipin CGI-58 und rekrutiert die phosphorylierte HSL an Lipid droplets. CGI-58 ist nun in der Lage
an ATGL zu binden und dessen Aktivitadt zu erhéhen. Aktivierte ATGL produziert Diacylglycerin, das
bevorzugte Substrat der HSL. MGL: Monoacylglycerinlipase; PKA: Proteinkinase A (Abb.

abgewandelt nach Zimmermann et al., 2009.).

1.2.3. Die Bildung von Lipid droplets

Die Speicherung von Neutrallipiden wie Triacylglycerin und Cholesterinester ist eine
der wesentlichen Funktionen von Lipid droplets und erst die vermehrte Bildung von
Neutrallipid in der Zelle induziert die Lipid droplet Biogenese. Demzufolge werde ich

kurz erlautern, wie und wo Triacylglycerin gebildet wird.
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1.2.3.1. Synthese von Triacylglycerin

Triacylglycerin wird synthetisiert, wenn vermehrt Fettsguren gebildet oder aus dem
Extrazellularraum in die Zelle aufgenommen werden. Lange Zeit nahm man an, dass
Fettsauren durch freie Diffusion in die Zelle gelangen, entdeckte dann aber
Fettsauretransportproteine in der Zellmembran; deren Funktionsweise noch nicht
verstanden ist (Mashek and Coleman, 2006). Fur die Bildung von Triacylglycerin gibt
es zwei bekannte Stoffwechselwege: den ubiquitar vorkommenden Glycerin-3-
Phosphat Weg (Kennedy, 1957), und den Monoacylglycerin Stoffwechselweg, der
nur in spezifischen Zelltypen wie z.B. Enterozyten, Hepatozyten und Adipozyten
stattfindet (Lehner and Kuksis, 1996). Die beiden Stoffwechselwege unterscheiden
sich nur in ihrer Synthese von Diacylglycerin, die finale Reaktion zu Triacylglycerin

verlauft gleich. Beide Reaktionswege werden in der Abb. 6 dargestelit.

Abb. 1.6: Triacylglycerinsynthese-
Glycerin-3-

phosphat Weg

Glycerin-3-
phosphat

Acyl-CoA 4l

Lysophosphatidat

GPAT

wege: In  Saugerzellen kann
Lysophosphatidat und Phosphatidat
Mito-
chondrienmembran als auch am ER

entstehen. Da aber DGAT1 und 2

sowohl an der &ulleren

Acyl-CoA AGPAT Transmembranproteine des ERs
e I — Phosphatidat sind, geht man davon aus, dass die
S i» P, PAP Triacylglycerinsynthese nur am ER
Acyl-CoA

Monoacylglycerin% Diacylglycerin—>Ph05ph°”pid' stattfindet. GPAT: Glycerin-Phos-
MCAT synihese phat-Acyltransferase; AGPAT: Acyl-

Acyl-CoA ;’GG‘:‘TT 21 glycerinphosphat-Phosphat-Acyl-
transferase; PAP:  Phosphatidat
Triacylglycerin Phosphohydrolase; MGAT: Mono-
acylglycerin-Acyltransfrase. (Abb.
abgewandelt nach Yen C-L. et al,

2008.)

1.2.3.2. Bildung von Lipid droplets

Die molekularen Mechanismen der Lipid droplet Bildung sind nach wie vor
unbekannt. Bisher gibt es nur Modelle, von denen die wichtigsten vorgestellt werden
sollen. Das ,budding“ und das ,hatching“ Modell gehen davon aus, dass die Bildung

von Lipid droplets am ER stattfindet, da die Enzyme flr die Triacylglycerin- und
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Cholesterinestersynthese als Transmembranproteine am ER lokalisieren. Als weitere
Annahme dieser Modelle akkumuliert das Neutrallipid aufgrund seiner
Hydrophobizitdt zwischen den Membranblattern des ERs. Diese Annahme erklart

auch den Phospholipidmonolayer von Lipid droplets.

A: ,budding® B: ,hatching® Abb. 1.7: Mégliche Mechanismen der

Modell Modell . . : .
Lipid droplet Bildung. Die Enzyme fur

Qg?@ @ die  Neutrallipidsynthese sind  als

Transmembranproteine in der ER

assozerte Membran lokalisiert. Das neugebildete
5ﬂ Proteine
E_“f ER Membran Neutrallipid wird aufgrund  seiner
' I Fragment Hydrophobizitat zwischen die
@Wm/j Membranblatter des ERs eingelagert.
% i Das ,budding“ Modell geht davon aus,
@ 4 %W@ mz% das sich das  zytoplasmatische
%f % 4 Membranblatt mit dem Neutrallipid in
(4
Hﬂﬂmﬂwmwmﬂmmmﬂ ! . HE Richtung Zytosol wélbt und sich ab einer
bestimmten Gréle vom ER abschndrt.
Im  ,hatching® Modell wird das
m@ﬁ naszierende Lipid droplet Uber einen
i i .
DULLLBALS LA L AL Ann s AL unbekannten Mechanismus aus der
I " Membran ausgeschnitten. (Abb.
™ Transmembran- . o
. proteine 2.B. DGAT abgeandert nach Fujimoto T. et al.,
Zytosol &7 2009).
TR IR i
ULAMABUGLRNLSURLLALR L, 1y
ER Lumen

Nach dem ,budding” Modell stulpt sich das zytoplasmatische Membranblatt aufgrund
der Akkumulation von Neutrallipid zwischen den Membranblattern Richtung Zytosol
(Abb. 1.7A). Ab einer gewissen GrofRe schnuren sich dann die Lipid droplets vom ER
ab oder bleiben mit der Membran des ERs verbunden (Murphy and Vance, 1999).
Uber die Beteiligung von Proteinen an dem Ausstilpungs- und
Abschnurungsprozess kann bisher nur spekuliert werden. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen konnten bisher Lipid droplets mit einem Durchmesser von 50nm
detektieren (Fujimoto et al., 2008), aber Strukturen die einem naszierenden Lipid

droplet nahe kdmen, wurden noch nicht identifiziert.
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Ein alternatives, ebenfalls hypothetisches Modell, wurde von Hidde Ploegh
vorgestellt (Ploegh, 2007). In diesem ,hatching“ Modell akkumuliert Neutrallipid
ebenfalls zwischen den ER Membranblattern, wird aber mit beiden Membranblattern
aus der Membran ,herausgeschnitten” und so vom ER abgetrennt. Damit ware die
Anwesenheit von ER Proteinen, speziell von Transmembranproteinen an Lipid
droplets, erklart (Abb. 1.7B). Allerdings geht beim ,hatching“ die Integritat des ERs
verloren, da vorubergehend ein Loch in der ER-Membran entstinde. AulRerdem
erklart das Modell nicht, warum die ausgeschnittenen Lipid droplets im Zytosol und

nicht im ER Lumen akkumulieren.

1.2.3.3. Wachstum von Lipid droplets

Lipid droplets variieren ihre GroRRe, allerdings ist derzeit noch unklar, wie sie diese
GrolRenveranderung bewerkstelligen. Hierfur bieten sich zwei Moglichkeiten an:
Entweder werden vermehrt Neutral- und Phospholipide von aufen aufgenommen
und/oder Fusionsvorgange sind beteiligt.

Nimmt man an, dass Lipid droplets nach ihrer ,Geburt® mit dem ER in Verbindung
bleiben, so kdnnten die neu synthetisierten Lipide durch laterale Diffusion in die Lipid
droplets gelangen. Geht man aber davon aus, dass sich ,junge® Lipid droplets nach
der Bildung vom ER I6sen, so mussen die Neutral- und Phospholipide entweder zu
den Lipid droplets transportiert oder an diesen synthetisiert werden. Bei einem
Transport gabe es mehrere Mdglichkeiten. Es ware eine Art Vesikeltransport ahnlich
dem fur Caveolin denkbar (Le Lay et al., 2006), oder der Transport konnte Uber
Transportproteine fir Lipide stattfinden. Zwar kennt man Lipidtransporter fur
Ceramide und Phosholipide, aber ein Transporter flr Neutrallipid ist unbekannt,
wenn man von dem mikrosomalen Triacylglycerin Transfer Protein im ER Lumen
absieht (Brown and Mattjus, 2007; Schulz and Prinz, 2007). Eine weitere Moglichkeit
ware der Austausch von Lipiden Uber Membrankontaktstellen zwischen dem ER und
Lipid droplets. Der Austausch von Lipiden tber Membrankontaktstellen ist u.a. fur
das ER mit Mitochondrien beschrieben (Levine, 2004). Lipid droplets, die in enger
Verbindung zum ER stehen, konnten so nach ihrer Bildung weitere Lipide
aufnehmen.

Neben der Moglichkeit des Transportes, konnte die Synthese von Neutral- und

Phospholipiden auch direkt am Lipid droplet stattfinden. Dazu mussten die Enzyme
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der Neutral- und Phospholipidsynthese an Lipid droplets lokalisieren. Tatsachlich
konnten Christoph Thiele et al. zeigen, dass Uberexprimiertes humanes DGAT2 nach
Olsaureinkubation von COS7 Zellen an Lipid droplets lokalisiert (Fei et al., 2008).
Anhnliches wurde in der Hefe gefunden. Hier konnte man sowohl das DGAT2
Ortholog Dga1 an Lipid droplets detektieren (Sorger and Daum, 2002), als auch
andere Enzyme, die flr die Synthese von Triacylglycerin notwendig sind (Guo et al.,

2008).

A: Fusion B: Membrankontaktstellen C:Transportproteine D: Synthese an
Lipid droplets
=0
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Abb. 1.8: Mdgliche Mechanismen fir das Wachsen von Lipid droplets. Lipid droplets kdnnten
in ihrer GréRe zunehmen, indem sie eine oder mehrere mégliche Mechanismen verwenden. (A)
Fusion von Lipid droplets. (B) Interaktion von Lipid droplets mit dem ER uber
Membrankontaktstellen. Hierbei gibt es die Moglichkeit, dass sie kontinuierlich oder nur transient
Kontakt zum ER haben. (C) Eine andere Mdglichkeit ist der Transport von Lipiden uUber
Transportproteine. (D) Die Synthese von Neutral- und Phospholipid findet direkt am Lipid droplet
statt. (Abb. abgewandelt nach Fujimoto T. et al., 2008.)

Bostrom et al. konnten zeigen, dass Lipid droplets ihre GroRe verandern, indem sie
miteinander fusionieren (Bostrom et al., 2005). Die Autoren zeigen, dass die Fusion
abhangig von Mikrotubuli, dem Motorprotein Dynein und von SNARE (soluble NSF
attachment receptor) Proteinen ist. Zusatzlich zeigen die Autoren, dass NSF (N-
ethylmaleimide-sensitvie factor), o-SNAP (a-soluble NSF attachment protein),
SNAP23 (synaptosomal-associated protein of 23 kDa), syntaxin-5 und VAMP4
(vesicle associated membrane protein) an Lipid droplets lokalisieren und deren

knock-down die Fusion von Lipid droplets beeintrachtigt (Bostrom et al., 2007).
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Bei einer Fusion von Lipid droplets reduziert sich das Oberflachen/Volumen-
Verhaltnis. Hierzu kalkulierten Fujimoto et al., dass man fir das Neutrallipid eines
1um grofRen Lipid droplets 125 Lipid droplets mit einem Durchmesser von 200nm
braucht, aber nur 25 Lipid droplets der gleichen Grdfe fur die Phospholipidmembran.
Wenn also Lipid droplets fusionieren entsteht ein riesiger Uberschuss an
Phospholipiden, die entweder abtransportiert oder degradiert werden mussen
(Marchesan et al., 2003). Interessanterweise fuhrte im Zusammenhang dazu ein
knock-down des Proteins Cct1 (eine Phosphatidylcholin Cytidyltransferase) zu einer
erhdhten Fusion von Lipid droplets in Drosophila melanogaster (Guo et al., 2008).
Die Autoren folgern, dass der Mangel an Phosphatidylcholin zu einer verstarkten
Fusion fuhrt, um das Oberflachen/Volumen-Verhaltnis zu reduzieren. In S. cerevisiae
konnte eine Mutante identifiziert werden, die eine verstarkte Fusion und dadurch
weniger, aber grofRere Lipid droplets aufwies. Die fld1A Mutante, ein Ortholog zum
humanen Seipin, zeigte Veranderungen in der Acylketten Komposition von
Phospholipiden (Fei et al., 2008). Insgesamt mehren sich also die Belege dafir, dass

der Phospholipidmetabolismus die Lipid droplet Morphologie beeinflusst.

1.2.4. Interaktion mit anderen Organellen

Mittlerweile setzt sich die Vorstellung durch, dass Lipid droplets dynamische
Organellen sind, die mit anderen Organellen in der Zelle interagieren. Grund zu
dieser Annahme kam zum einen aus der Proteomanalyse von Lipid droplets und zum
anderen von elektronenmikroskopischen Aufnahmen, die Lipid droplets im engen
Kontakt zum ER (Ozeki et al., 2005), den Mitochondrien (Cushman, 1970; Sturmey
et al., 2006), Peroxisomen (Binns et al., 2006) und Endosomen (Liu et al., 2007)
zeigten. Da bisher direkte Evidenzen flr funktionelle Wechselwirkungen fehlen, sollte
man die raumliche Nahe von Lipid droplets zu anderen Organellen in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen kritisch hinterfragen. Ebenso sollte man die
Assoziation von Proteinen an Lipid droplets nach einer Aufreinigung hinterfragen,
wenn darlber hinaus keine weiteren Indizien fur diese Bindung vorliegen. Die
Proteomanalyse von aufgereinigten Lipid droplets kann falsch-positive Ergebnisse
liefern, da es sich bei den identifizierten Proteinen auch um Kontaminationen im
Zuge der Aufreinigung handeln kann. So wurden z.B. in acht unterschiedlichen
Proteomanalysen 18 verschiedene Rab Proteine identifiziert, die an Lipid droplets
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binden. Von diesen 18 Proteinen wurden nur Rab1, Rab5, Rab7 und Rab18 in vier
oder mehr screens gefunden. Von diesen vier Rab Proteinen konnten bisher nur
Rab5 (Liu et al., 2007) und Rab18 (Ozeki et al., 2005) durch andere Studien mit Lipid

droplets in Verbindung gebracht werden.

1.2.5. Lipid droplets und Erkrankungen

Es besteht Grund zu der Annahme, dass Lipid droplets eine Rolle bei metabolischen
Erkrankungen wie Adipositas, Typ 2 Diabetes und Arteriosklerose spielen. Zwei
Arbeitsgruppen konnten madgliche Mechanismen aufzeigen. Bostrom et al. konnten
zeigen, dass SNAP23 sowohl flur die Fusion von Lipid droplets verantwortlich ist, als
auch fur die Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran, die GLUT4 (ein
Glucosetransporter) enthalten. Werden vermehrt Lipid droplets gebildet, so erniedrigt
sich der Pool von SNAP23 an der Plasmamembran. Dadurch kdnnen GLUT4 Vesikel
nicht mehr mit der Plasmamembran verschmelzen und es wird weniger Glucose in
die Zelle aufgenommen (Bostrom et al., 2007). Die Autoren schlussfolgern, dass die
Fusion von Lipid droplets die Insulinsensitivitat der Zellen reduziert.
Eine andere Arbeitsgruppe konnte zum erstenmal zeigen, dass die Supprimierung
von PAT-Proteinen in einer Leberzelllinie zur Reduzierung der Insulinsensitiviat fuhrt
(Bell et al., 2008). Die Supprimierung von ADRP und TIP47 flhrte zu einer
vermehrten Fusion von Lipid droplets und zusatzlich zu einer Anreicherung der ATGL
Lipase an Lipid droplets. Allerdings konnte der zusatzliche knock-down von ATGL die
Insulinsensitivitat wieder erhéhen. Deswegen gehen die Autoren davon aus, dass die
vermehrten freien Fettsduren zur reduzierten Insulinsensitivitat fahrten.
Ein weiterer Grund, warum Lipid droplets mit Typ 2 Diabetes in Verbindung gebracht
werden ist das Protein Perilipin, da dessen knock out Maus eine erhohte
Insulinresistenz aufweist. Des Weiteren konnte der humane Genlokus flr Perilipin
(Chromosom 15g26) mit Diabetes, Hypertriglyzeriddmie und Ubergewicht in
Verbindung gebracht werden (Nakamura and Fujimoto, 2003).
Zu den Erkrankungen die direkt mit Lipid droplets in Verbindung gebracht werden,
gehoren z.B. das Chanarin-Dorfman Syndrom und die Lipodystrophie. Das Chanarin-
Dorfman Syndrom zeigt sich in Ichthyosis und Ablagerungen von Neutrallipid in
verschiedenen Geweben, aber nicht im Fettgewebe. Die Ursache dieser Erkrankung
liegt in einer loss of function Mutation des CGI-58, welches fur die Aktivierung der
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ATGL Lipase notwendig ist. Dies fuhrt zur Anreicherung von Triacylglycerin in nicht-
adipozytarem Gewebe (Lass et al., 2006).

Die Lipodystrophie ist charakterisiert durch den totalen oder teilweisen Verlust von
Fettgewebe. Bisher konnten vier Gen Loci mit dieser Erkrankung in Verbindung
gebracht werden, wovon zwei mit Lipid droplets assoziiert sind. Das Berardinelli-Seip
congenital lipodystrophy 2 (BSCL2) Gen kodiert das Protein Seipin, welches eine
Rolle in der Biogenese von Lipid droplets spielt (Fei et al., 2008). Nonsense
Mutationen von Caveolin-1 fihrten ebenfalls zur Lipodystrophie (Kim et al., 2008).
Lipid droplets konnten auRerdem mit verschiedenen Pathogenen in Verbindung
gebracht werden. So sind Lipid droplets fur die Assemblierung des Hepatitis C Virus
notwendig (Miyanari et al., 2007) und das intrazellular lebende Bakterium Chlamydia
trachomatis soll Lipid droplets um seine Vakuole rekrutieren. Als Grund fir die
Rekrutierung wird die Energiegewinnung aus den gespeicherten Lipiden

angenommen (Kumar et al., 2006).
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1.3. Fragestellung

Gegenstand dieser Arbeit ist die intrazellulare Lokalisierung und Funktion von TIP47,
welche kontrovers diskutiert wird. Zum einen wurde TIP47 in mehr als 14
Publikationen einer Arbeitsgruppe als Sortierungsfaktor fir den retrograden
Transport der Mannose-6-Phosphat Rezeptoren und als ein Schlusseleffektor fir die
GTPase Rab9 beschrieben (Aivazian et al., 2006) (Diaz and Pfeffer, 1998). In einem
ganz anderen Funktionszusammenhang wurde TIP47 als Mitbegrinder der PAT-
Familie charakterisiert. Deren Mitglieder zeichnen sich durch  hohe
Sequenzhomologie und Bindung an Lipid droplets aus, wobei die Funktion von TIP47
an Lipid droplets noch unbekannt ist (Wolins et al., 2001).

Ziel dieser Arbeit ist es, die oben beschriebene Kontroverse aufzuklaren und zu
untersuchen, ob TIP47 mdglicherweise ein bifunktionales Protein ist.

Hierzu soll im ersten Teil der Arbeit die intrazellulare Lokalisierung von TIP47, den
Mannose-6-Phosphat Rezeptoren und Rab9 in verschiedenen Zelllinien untersucht
und unter anderem die Kolokalisierung von TIP47 und Mannose-6-Phosphat
Rezeptoren in COS7 Zellen verifiziert werden. Zusatzlich sollen die beschriebenen in
vitro Interaktionen der Proteine Uberprift werden. Des Weiteren soll die Funktion von
TIP47 im retrograden Transport von Mannose-6-Phosphat Rezeptoren in TIP47
supprimierten Zellen untersucht werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll die Lokalisierung und Funktion von TIP47 an Lipid
droplets charakterisiert werden. Hierfir soll zuerst geklart werden, wann und wie
TIP47 als zytosolisches Protein an Lipid droplets bindet und welche Verweildauer es
dort aufweist. Da Bindungspartner einen Aufschluss Uber die Funktion von Proteinen
liefern, soll nach diesen durch geeignete Methoden gesucht werden. Eine weitere
wichtige Methode zur Funktionsanalyse ist die Supprimierung von Proteinen mittels
RNAi. Von daher soll die Funktion von TIP47 an Lipid droplets in TIP47

supprimierten Zellen charakterisiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate
Autoklav

Chemilumineszenz-Detektionssystem

Chromatographie Systeme

DNA-Sequenzierer

Drehrad fur Reaktionsgefasse

Eismaschine
Elektroporationsgerat
Extruder

Feinwaage

Gelapparatur fur Agarosegele

Gelapparatur fur Polyacrylamid-Gele

Geldokumentation
Geltrockner
Heizblock
Inkubator
Kuhlschrank
Magnetruhrgerat
Mikroliterspritzen
Mikroskope
Lichtmikroskop
Konfokalmikroskop
Konfokalmikroskop
Multikanal Photometer
Neubauer Zahlkammer
PCR Gerat
Phosphoimager
pH-Meter

Varioklav®
FluorChemTM
AKTAexplorer™
373

Eigenbau

GenePulser®l|
LiposoFast™
CP225D
Eigenbau
Mini-Gele

2UV Transilluminator
Model 583
Thermostat 5320
Incubator C60
Profi Line

MR 3001

Modell 80i
SP5
1X81

Sunrise

Mastercycler
Fujix Bas1000

H+P Labortechnik
Alpha Innotech

GE Healthcare
Applied Biosystem Inc.
Werkstatt des Instituts
Ziegra

Biorad

Avestin

Satorius

Werkstatt des Instituts
Biorad

Alpha Innotech

Biorad

Eppendorf

Labotect

Liebherr

Heidolph

Hamilton

Nikon

Leica

Olympus

Tecan

Brand Glaser, Wertheim
Eppendorf

Fuiji

InoLab
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Pipetten

Plattenheizer

Reinstwasseranlage
Sicherheits-Werkbank

SPR basiertes Biosensorsystem

Rotoren

Kiihizentifuge

Ultrazentrifuge

Schuttelinkubator
Schuttelplattform
Spannungsgerat

Spektralphotometer

Stickstofftank fur Zelllagerung

Thermoschuttler
Transilluminator
Tube slicer

Ultraschallgerate

Vortex
Waage
Wasserbad
Wipptisch
Zentrifugen

Kuahlzentrifugen

Tischzentrifuge

Ultrazentrifugen

Pipetman

Optilab®
HeraGuard
Biacore®3000

JA-10

JA-20
TLA-100.3
TLA-45

SW41
Innova™4230
KS 260 basic

SmartSpec™3000
Locator4Plus
Thermomixer5436
Model TFM-20

Sonifier 450
Transsonic 570
UP200S

Genie2

BP610

MP
PlatformRockerStr6

Biofuge fresco
Megafuge 1.0 R
RC5Cplus
5415D
Optima™L-70K
Optima™TLX

Gilson
Camag
MembraPure
Heraeus

Biacore

Beckman

Beckman

Beckman

Beckman

Beckman
NewBrunswickScientific
IKA

Biorad

Biorad

LabTrader™
Eppendorf

UVP

Beckman

Branson

Elma

Dr.Hielscher GmbH
Bender&Hobein AG
Sartorius

Julabo

Stuart

Heraeus
Heraeus
Sorvall
Eppendorf
Beckman

Beckman
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2.1.2. Verbrauchsmaterialien

4- 6- und 24- Well-Zellkulturschalen

3-cm Kulturschalen mit Deckglasboden

Auftragskapillare 1pl, 2ul und 5pl
Cellophanfolie
Dialyseschlauche
Einfrierrdhrchen
Einmalspritzen
Einwegkanulen
Elektroporationskuivette
ELISA-Platten, 96 Loch
Extruder-Membranen, 100 nm
Gewebekulturschalen
Gewebekulturflaschen

Glasrohrchen

Konzentratoren

Kivetten

Spectra/Por®
CryoTube™Vials
Discardit™ Il

Sterican

PS Microplatte
PC Membrane
15¢cm

75cm?®

klein, 1ml
Grof3, 10ml

Amicon® Ultra

PS 1,5 ml halbmikro

Nitrozellulose-Membran (0,1 ym Protran)

Objekttrager und Deckglaschen
Parafilm®
Pasteur-Pipetten
Petrischalen
Pipettenspitzen 10+1000 pl
Pipettenspitzen 200 pl
Pipettierhilfen-Filtereinsatz, 0,45 um
Reaktionsgefasse 0,5+1,5+2 ml
Sensorchips
fiir das Biacore®3000:
Skalpelle, steril
Sterilfilter:
Bottle-top-Filter, 0,2 ym
Pufferfilter, 0,2 pm

Diamond D10+1000

CM5, research grade

Nunc

Ibidi

Camag

Patz Folien
Labomatic AG

Nunc

Beckton Dickinson
Braun

Molecular BioProducts
Greiner Bio-one
Avestin

Nunc

Nunc

Fisherbrand

Corning

Millipore
Plastibrand®
Schleicher & Schuell
Thermo Scientific
AmericanNationalCan™
Roth

Sarstedt

Gilson

Sarstedt

Integra Biosciences
Sarstedt

Biacore

Braun

Sarstedt
Millipore
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Spritzenaufsatz, 0,2 um
Sterile Plastikrohrchen 10+50 ml
TLC Platten
UV-Kuvetten
Whatmanpapier GB 003

Zentrifugengefasse

2.1.3. Chemikalien

Minisart®

Kieselgel 60 W F?**

trUView™

Polyallomer

Sartorius

Sarstedt

Merck

Biorad
Schleicher&Schull

Beckman

Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben im Reinheitsgrad pro

analysis bezogen:

Acetonitril
Agar
Agarose

Albumin aus Rinderserum

Albumin aus Rinderserum, Fettsaurefrei

Ammoniumperoxodisulfat
Bromphenolblau

Butanol

Calciumchlorid

CHAPS

Chloroform

Cycloheximid

Coomassie Blau R 250
Diethylether
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
di-Natriumhydrogenphosphat
DTT

EDC

EDTA

Roth
Roth
Roth
Roth
Sigma
Roth
Biorad
Roth
Roth
Roth
Roth
Calbiochem
Serva
Roth
Roth
Sigma
Roth
Roth
Biacore
Roth
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Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid
Glutaraldehyd
Glycerin

Glycin
Hefe-Extrakt
HEPES
HPLC-Wasser
Imidazol

IPTG

Isopropanol
Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
Kupfer-lI-sulfat-Pentahydrat
L-Cystein

Lysozym
Magnesiumchlorid
2-Mercaptoethanol
Methanol

MOPS
Natriumacetat
Natriumborat
Natriumcacodylat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumformiat
Natriumhydroxid
Natriumsulfat

NHS

N-Hexan

Ortho-Phosphorsaure

Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
J.T.Baker
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Merck
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Biacore
Roth

Roth
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Osmiumtetroxid
Paraformaldehyd
PMSF
Rubidiumchlorid
Saccharose
Salzsaure
Stickstoff, flussig
Stickstoff, gasformig
Sulforhodamin B
TEMED

Triacsin C
Trichloressigsaure
Trifluoressigsaure
Tris

Trypton

Uranylacetat

2.1.4. Antikorper

Roth
Merck
Sigma
Roth
Roth
Roth

Messer Griesheim

Linde Gas

Sigma
Serva
Biomol
Roth
Fluka
Roth
Roth

Dr. D. Wenzel

Tabelle 2: Liste der verwendeten Primarantikorper (Western blot: WB,
Immunfluoreszenz: IF und Immunprazipitation: IP)
Name |Antigen Verdinnung Immunisierte Herkunft
WB IF IP |Species
(ki)
a-ADRP | Aminosauresequenz | 1:200 1:25 - Maus Progen
5-27 von ADRP, Monoklonal
human
a-BIP, |Aminosauresequenz|1:1.000 |- - Maus Transduction
525-628 von BIP, Monoklonal
human
a-a- Aminosauresequenz | 1:250 - - Maus Transduction
Catenin, | 729906 von Monoklonal
Catenin, human
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a- aufgereinigtes 1:25.000 | - - Maus Chemicon
GAPDH, | GAPDH aus Monoklonal
Muskulatur,
Kaninchen
a-GGA1 | Aminosauresequenz | - 1:50 - Kaninchen Santa Cruz
286-500 von GGAT1, Polyklonal
human
a- Lysosomaler Extrakt | 1:500 - Maus Hybridoma
Lamp1 Monoklonal Bank
(H4A3)
a- MPR46 aus | - 50ug/ml| 5ul | Maus Dr. A. Hille-
MPR46 | humaner Placenta Monoklonal Rehfeld
(10C6)
a- MPR46 aus |- 1:400 |- Kaninchen Dr. A. Hille-
MPR46 |humaner Placenta Polyklonal Rehfeld
(KII-5)
a- Zytoplasmatisches | - 20pg/ml | - Maus Dr. A. Hille-
MPR46 | Peptid (67AS) vom Monoklonal Rehfeld
(MSCI) MPR46
a- MPR300 aus|1:2.000 |1:100 |5ul |Kaninchen Dr. A. Hille-
MPR300 | humaner Placenta Polyklonal Rehfeld
(300HP-
GVIl)
a- luminale Domane, | - 1:100 |- Maus T. Braulke
MPR300 | human Monoklonal
(2C2)
a-Rab9 | Rekombinantes 1:2.000 |1:250 |- Maus Alexis
Rab$9, Hund Monoklonal
a-TIP47 |Rekombinantes His-|1:5.000 |1:1000 |10ul|Kaninchen AG Honing
TIP47, human Polyklonal
a-TIP47 | Aminosauresequenz | 1:2.000 - Meerschweinchen | Progen
1-16 von TIP47, Polyklonal
human
a- Rekombinates - 1:50 - Schaf Serotec
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TGN46 | TGN46, human Polyklonal
a- _ 1:200 1:100 |- Kaninchen M. Seaman
VPS35 Polyklonal
a- _ 1:200 1:100 |- Kaninchen M. Seaman
VPS26 Polyklonal

Tabelle 3: Sekundarantikérper Immunfluoreszenz

Name Verwendung Herkunft
in IF
(Verdunnung)
Ziege- a —Maus-Alexa488 1:400 Molecular Probes
Ziege- a —Maus-Alexa546 1:400 Molecular Probes
Ziege- a —Kaninchen-Alexa488 | 1:400 Molecular Probes
Ziege- a —Kaninchen-Alexa546 | 1:400 Molecular Probes
Ziege- a —Maus-Alexa633 1:400 Molecular Probes
Ziege- a —Kaninchen-Alexa633 | 1:400 Molecular Probes
Ziege- a —Schaf-Alexa488 1:400 Molecular Probes

Tabelle 4: Sekundarantikorper Western-Blot

Name Verwendung auf WB Herkunft
(Verdlinnung)

Ziege- a -Maus- HRP 1:2.000 Dianova
Ziege- a -Kaninchen- HRP 1:2.000 Dianova
2.1.5. Lipide
Dimyristoylphosphatidylcholin Avanti
Triacylglycerin Sigma
Olséure Sigma
Lipidmarker, TLC Mix34,40 Larodan
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2.1.6. Radioaktive Substanzen
[1-'*C] Olsaure (100pCi/ml; 1,75mM)
[**S]-L-Methionin/ Cystein

2.1.7. Molekularbiologische Materialien

2.1.7.1. Reagenzien und Fertiglésungen

DNA-Grossenstandard
2.1.7.2. Antibiotika
Kanamycin

Ampicillin

2.1.7.3. Bakterien

Amersham

Hartmann Analytik

Invitrogen, Fermentas

Sigma
Serva

Als Bakterienstamme wurden die E. coli Stamme DH5a und BL21 DH3 kultiviert.

2.1.7.4. Enzyme

Bei den enzymatischen Reaktionen wurden die vom Hersteller mitgelieferten Puffer

verwendet.

Restriktionsendonukleasen (Erkennungssequenz)

BamHI (G_GATCC)
EcoRI (G_AATTC)
Xhol (C_TCGAG)
Sall (G_TCGAC)
T4-DNA-Ligase
Proof start DNA Polymerase

2.1.7.5. Kits

ProofStart™DNA Polymerase Kit
QIA-Plasmid Midi Kit
QIA-Plasmid Mini Kit

NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
Qiagen

Qiagen
Qiagen
Qiagen
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QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

2.1.7.6. Nukleotide/ Oligonukleotide

dNTPs Promega
siRNAs Ambion
Primer Metabion
Tabelle 5: Sequenzierprimer

Name | Plasmid Sequenz (5°-3")

SH404 | 5 Primer fur pTagRFP CTACGTCGAGCAGCACGAGG
SH405 | 5 Primer fur pTagGFP TCCTGGAGTCCTTCAGCGCC
SH403 | 3'Primer fur pTagGFP/RFP | CCTCTACAAATGTGGTATGGC

Tabelle 6: Primer

Name Protein und | Sequenz (5°-37)

Schnittstelle
SH333 | 5-Xhol-Rab9 TAGATCTCGAGCCATGGCAGGAAAATCTTC
SH307 | 3'-BamHI-Rab9 GAGGATCCTCAACAGCAAGATGAGCTAGGCTTG
SH334 | 5-Xhol-TIP47 ATCACCTCGAGCCATGTCTGCCGACGGGGCAG
SH194 | 3°-BamHI-TIP47 TCCGCGGATCCCCTACTTCTTCTCCTC

Tabelle 7: siRNAs

Name Protein Bindungsstelle sense Sequenz (5-3")

TIP47 TIP47 3-UTR CCCUAUCAGUCAGUAGAGALt

TIP47-1 TIP47 Translationsregion CAGAGCUACUUCGUACGUCtt
VPS35-3 | VPS35 Translationsregion AUUUGGUGCGCCUCAGUCALtt
VPS26-4 | VPS26 Translationsregion UGAUGGGGAAACCAGGAAAat
Rab9 Rab9 Translationsregion CGGCGACUAUCCUUAUUUULt

Rab9-1 Rab9 Translationsregion GUUUGAUACCCAGCUCUUCtt
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2.1.7.7. Plasmide

Folgende Plasmide mit enthaltender cDNA wurden freundlicherweise zur Verfligung

gestellt:

pET3d-Rab9
pETM-30-TIP47
pETM-30-TIP26
pEGFP-GPI
pEGFP-Rab5
pEGFP-Rab7
GFP-lamp1
pGEX4T1-MPR300CD
pGEX4T3-MPR46CD
pGEX4T3-GGA1-VHS
pMPSV-EH-His-TIP47

Prof. Dr. S. Pfeffer
Dr. M. Rudolph
Dr. M. Rudolph
Dr. M. Plomann
Dr. P. van der Sluijs
Dr. C. Bucci

Dr. Dell’ Angelica
Dr. V. Hauke

Prof. Dr. H6ning
Prof. Dr. H6ning
Prof. Dr. HOning

Fir die Klonierungen von TIP47 und Rab9 zu einem GFP- bzw. RFP-
Fusionskonstrukt wurden die pTagGFP-C bzw. pTagRFP-C Vektoren von Evrogen

verwendet. Diese Vektoren unterscheiden sich nur in der Sequenz des jeweiligen

fluoreszierenden Proteins, weswegen nur die Vektorkarte von pTagRFP-C abgebildet

wurde.

Pecmvie

pUCori _'_,_...----\\____

—

—

HSV TK poly A /%,

|\ 4.7kb
Kan";’Neo"\\/
ZK :
- [ flori
Psvao oo, F
Svaoori P

Abb. 2.1: Vektorkarte von pTagRFP-C

l/\' pTagRFP-C vector,

5 sva0 poly A
p poly
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2.1.8. Zellbiologische Materialien

2.1.8.1. Reagenzien und Fertiglésungen

Effectene Transfektions Reagenz Kit Qiagen
Lipofectamine 2000 Invitrogen
Fluoreszenz Mounting Medium, Prolong Gold Invitrogen
Tabelle 8: Farbstoffe flr die Neutrallipidfarbung

Name Verdlnnung Herkunft
Bodipy493/503, 1:10.000 (Endk. 500nM) Molecular Probes
Stocklésung 5mM in DMSO

Lipid Tox red 1:1.000 Molecular Probes
Lipid Tox deep red 1:1.000 Molecular Probes

2.1.8.2. Medien und Zuséatze

DMEM (Dulbecco modified eagle medium, high Glucose)
DMEM ohne Phenolrot

DMEM ohne Met/Cys

PBS

Optimem

FCS

Trypsin/EDTA 1x

Penicillin/Streptomycin (100x = 10.000U/ml)

Standardmedium
DMEM + 10% FCS + Pen (100U/ml)/Strep (100U/ml)

Hungermedium

DMEM + 1% FCS + Pen (100U/ml)/Strep (100U/ml)

Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
PAA

PAA

Gibco
Gibco
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Olsaure komplexiert an BSA

Fir die Induktion der Lipid droplet Bildung wird dem Medium 400uM Olséure
zugegeben, die zuvor an fettfreies BSA komplexiert wurde. Die Komplexierung dient
dem Transport der hydrophoben Fettsaure im Medium wund verhindert
detergenzienartige Effekte ungebundener Fettsduren. 1mol Albumin bindet bis zu
7mol Fettsauren (Petitpas et al., 2001). Daher wird flr die Komplexierung ein
Verhaltnis von 1:6 eingesetzt, um sicherzustellen, dass auch alle Fettsauren
gebunden vorliegen. Fur die Stocklosung wird zunachst 2mM (5,36g/40ml) fettfreies
BSA in warmen PBS geldést und anschlieBend 12mM (163,3ul/40ml) Olséure
tropfchenweise dazugegeben. Dies wird solange auf dem Magnetrihrer inkubiert, bis
die trube Losung klar erscheint. Erst dann sind alle Fettsauren gebunden. Die
Losung wird anschlielend steril filtriert (0,2um Filter), aliquotiert und bei —20°C
gelagert.

Triacsin C

Stocklésung 5mM in DMSO, Endkonzentration 6uM in DMEM ohne FCS (Brasaemle
et al., 2000).

Cycloheximid
Stocklésung 40ug/ml in Ethanol, Endkonzentration 40ug/ul in Standardmedium.

2.1.8.3. Zelllinien

Hela Zellen (ATTC: CCL 2) sind menschliche epithelartige Zellen. Sie wurden aus
einem Zervix-Karzinom, spater als Adenokarzinom diagnostiziert, isoliert. Die

Bezeichnung der Zellen geht auf den Namen der Patientin, Henrietta Lacks, zurtck.
COS7 (ATTC: CRL-1651) ist eine Fibroblasten Zelllinie, die aus Nierengewebe von

grunen Meerkatzen gewonnen wurde. Die Zellen wurden stabil mit einer Mutante des

SV40-Virus transformiert und produzieren das so genannte /arge T-Antigen.
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HUH-7 (JCRB0403), diese Zelllinie wurde aus einem differenzierten Hepatozyten

Karzinom eines 57-jahrigen Mannes gewonnen.

HepG2 (ATTC: HB-8065) ist eine Zelllinie, die aus einem differenzierten Hepatozyten

Karzinom eines 15-jahrigen kaukasischen Jungen gewonnen wurde.

Humane Fibroblasten wurden als primare Zellen aus einer Hautstanze gewonnen

und mit einem wochentlichen Teilungsrhythmus weiter kultiviert.

Mono-Mac-6 (DSMZ) ist eine menschliche Monozyten Zelllinie, die aus dem Blut
eines 64-jahrigen Mannes isoliert wurde, der an einer akuten monozytaren Leukamie

erkrankt war.

2.1.9. Biochemische Materialien

2.1.9.1. Reagenzien und Fertiglésungen

Acrylamid-Losung, Rotiphorese®Gel30 Roth

(30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid)

Bradford-Reagenz Biorad
Glutathion Sepharose GE Healthcare
Lipidmarker, TLC Mix34,40 Larodan
Ni-NTA-Agarose Quiagen
Protein-A-Agarose Sigma
Proteinase Inhibitor Cocktail Sigma

(fur Bakterien und Saugerzellen)
Pansorbin Calbiochem
Protein-Grossenstandard Biorad

(Precision Plus Protein™ Standard)

2.1.9.2. Proteine
ApoE (human, rekombinant) Calbiochem
AP-2 Core Dr. D. Owen
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2.1.9.3. Saulen
GSTrap FF 1ml

2.1.10. EDV

Adobe Photoshop
Adobe Reader 7.0
AIDA Image Analyzer
AKTA-Unicorn
AlphaEase FC
Endnote
FV10-ASW

LAS AF Lite
Magellan2

Sigma Plot 11
Vector NTI
winCATS
Windows XP

2.1.11. Statistische Auswertung

GE Healthcare

Adobe Systems Inc.
Adobe Systems Inc.
Raytest

GE Healthcare
Alpha Innotech
Thomson

Olympus

Leica

Tecan

Systat Software
Invitrogen

Camag

Microsoft

Die Daten wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt. Statistische

Vergleiche wurden unter

Verwendung des Student's T-Test (sigma stat)

durchgefuhrt, wenn eine Normalverteilung der Daten vorlag. Ansonsten wurde der

Man-Whitney-Test angewandt. Ein Unterschied wurde als signifikant eingestuft,

wenn der p-Value bei < 0,05 lag.
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Kultivierung von E. coli

Kanamycin (Kan)-Losung: 25 mg/ml Kanamycin
in A. bidest

steril filtrieren, bei —20°C lagern

Ampicillin (Amp)-Losung: 25 mg/ml Ampicillin
in A. bidest

steril filtrieren, bei —20°C lagern

Luria Bertani Bakterien-Medium: 5 g NaCl
(LB Medium) 2,5 g Hefe-Extrakt
5 g Trypton

add 500 ml A. bidest

autoklavieren und abkihlen lassen

LB-Agarplatten: 2,5 g NaCl
2,5 g Hefe-Extrakt
5 g Trypton
7,5 g Agar
add 500 ml A. bidest
direkt in eine 500 ml-Flasche einwiegen

autoklavieren und abkihlen lassen

Bakterien wurden in einem geeigneten Volumen an Flissigmedium (LB-Medium) auf
dem Schuttler bei 220rpm oder auf Festmedium (LB-Agarplatten) bei 37°C Uber
Nacht kultiviert. Die Selektionierung transformierter Bakterien erfolgte durch das

Antibiotikum Ampicillin (100ug/ml) oder Kanamycin (30ug/ml).

2.2.2. Herstellung kompetenter Zellen

Bakterien werden in den Zustand der Kompetenz versetzt, um doppelstrangige
Plasmid-DNA mittels Transformation aufnehmen zu kdnnen.
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Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen wurden 10 ml LB-Medium mit E.
coli Zellen des Stammes BL21 DH3 aus einer Glycerinkultur angeimpft. Diese
Startkultur wurde Uber Nacht bei 37°C inkubiert, anschliellend in 1l LB-Medium
uberfihrt und bei 37°C bis zu einer ODggp von 0,3-0,35 weiter kultiviert. Danach
wurden die Zellen fir 15-30 min auf Eis abgekihlt und anschlieRend durch
mehrfaches pelletieren und resuspendieren gewaschen und ankonzentriert. Das
Pelletieren erfolgte jeweils durch Zentrifugation der Suspension fur 15 min bei 4°C
mit 4.400g. Resuspendiert wurde jeweils einmal mit 1. 11 kaltem, sterilen A. bidest; 2.
0,5l kaltem, sterilen A. bidest; 3. 20ml kaltem, sterilen 10 %igen Glycerin und 4. mit
2ml kaltem, sterilen 10 %igen Glycerin.

Die elektrokompetenten Zellen wurden in 40ul Aliquots in sterile Eppendorf-Gefalie
pipettiert und sofort in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-80°C.

Herstellung chemokompetenter E. coli Zellen (CaCl,-Methode)
Puffer I: 100 mM RbCI

50 mM KCI

30 mM KAc

15 % (v/v) Glycerin

pH 5,8 mit Essigsaure einstellen

Puffer Il 10 mM MOPS; pH 7
10 mM RbCI
75 mM CaCl,
15 % (v/v) Glycerin

Die Losungen wurden bei —20°C gelagert und vor Gebrauch sterilfiltriert.

Zur Herstellung chemokompetenter E. coli Zellen wurden 6ml LB-Medium mit E. coli
Zellen des Stammes DHba aus einer Glycerinkultur angeimpft und Uber Nacht bei
37°C inkubiert. 2ml dieser Startkultur wurden in 100ml LB-Medium Uberflhrt und bei
37°C bis zu einer ODgyo von 0,5 wachsen gelassen. AnschlieRend erfolgte die

AbkUhlung der Kultur unter Schwenken fir 10min auf Eis und die Sedimentation der
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Bakterien fur 5min bei 1.000xg und 4°C. Das Pellet wurde in 2ml Puffer
aufgenommen, kurz gevortext und 90min bei 4°C inkubiert. Dann erfolgte erneut eine
Pelletierung der Bakterien fur Smin bei 1.000xg und 4°C. Das Bakterienpellet wurde
in 2ml Puffer Il aufgenommen. Die chemokompetenten Zellen wurden in 100yl
Aliquots in sterile Eppendorf-Gefasse pipettiert und sofort in flissigem Stickstoff

eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

2.2.3. Transformation von E. coli mit Plasmid DNA

SOC-Medium: 2 g Trypton
0,5 g Hefe Extrakt
60 ug NaCl
19 mg KCI
0,2 g MgCl; x 6 H,O
add 100 ml A. bidest

autoklavieren

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA wurde diese durch Elektroporation oder mittels

Hitze-Puls in kompetente Bakterienzellen transformiert.

Transformation in elektrokompetente E. coli Zellen: Elektroporation

40ul elektrokompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 1-
10ng der zu transformierenden Plasmid-DNA wurde die Suspension in eine kalte,
sterile Elektroporationskivette pipettiert. Die Elektroporation erfolgte mit dem
GenePulser®ll (Biorad ) bei 5uFd; 200Q und 2,5kV. AnschlieRend wurde die
Bakteriensuspension sofort mit 500ul SOC-Medium versetzt und 40min bei 37°C im
Schuttler inkubiert. Die Selektion der transformierten Bakterien erfolgte mit Hilfe von
Kanamycin bzw. Ampicillin. Dazu wurden 100ul der Bakteriensuspension auf einer
LB-Amp- bzw. LB-Kan-Agarplatte ausplattiert, die restlichen 400ul auf einer weiteren
Selektionsplatte. Die Platten wurden zur Koloniebildung Uber Nacht bei 37°C
inkubiert.
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Transformation in chemokompetente E. coli Zellen

100ul chemokompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 5ul des
Ligationsansatzes oder 1-10ng der zu transformierenden Plasmid-DNA wurden
dazugegeben. AnschlielRend erfolgte eine Inkubation der Suspension fur 15min auf
Eis, dann fur 1,5min bei 42°C im Wasserbad (Hitzepuls) und weitere 2min auf Eis.
Die Bakterien wurden mit 1ml LB-Medium versetzt und fur 40min bei 37°C im
Schuttler inkubiert. Die Selektion der transformierten Bakterien erfolgte wie bei der

Transformation durch Elektroporation beschrieben.

2.2.4. Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte mit Hilfe des QIA-Plasmid
Mini Kits sowie des QIA-Plasmid Midi Kits von Qiagen nach Angaben des

Herstellers.

2.2.5. Anlegen einer Glycerinkultur

Zur langfristigen Lagerung von Bakterienkulturen wurden  750pl  der
Bakteriensuspension mit 250ul sterilem, 80 %igem Glycerin versetzt und in
Einfrierrdhrchen pipettiert. Die Glycerinkultur wurde in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.6. Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde photometrisch bestimmt. Dazu wurde die DNA-
Losung 1:100 mit A. bidest verdunnt und die Extinktion bei 260nm gegen den
Leerwert (A. bidest) gemessen. Fur die Messung wurde eine Quarzkuvette
verwendet. Eine Absorptionsanderung um eine Einheit bei einer Wellenlange von
260nm entspricht einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml.

Der Quotient ODy0/ODggo ist ein Mall fir die Reinheit der DNA. DNA ohne

Proteinverunreinigung hat einen Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 (Lottspeich, 2006).
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2.2.7. Agarosegelelektrophorese

TAE: 40 mM Tris
2 mM EDTA

pH 8,0 mit Eisessig einstellen

DNA-Probenpuffer 5x: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
40 % (w/v) Saccharose
in 1x TAE

Agarose-Gel 0,8-1,5% (w/v) Agarose
in 1x TAE

aufkochen und abkuhlen lassen
0,1ug/ml Ethidiumbromid

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA in einem Agarosegel kann praparativ
oder analytisch erfolgen. Die analytische Auftrennung dient zur GroRen- und
Mengenabschatzung der aufgetrennten DNA-Fragmente anhand eines ebenfalls im
Gel aufgetrennten DNA-GroRenstandards. Durch die praparative Auftrennung kann
man DNA-Fragmente reinigen. Dazu erfolgt nach der elektrophoretischen
Auftrennung die Extraktion der entsprechenden DNA-Bande aus dem Agarosegel.
Die DNA wurde mit 5-fach DNA-Probenpuffer versetzt und je nach zu erwartender
GrolRe auf ein 0,8-1,5%-iges Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung lief bei 4V/cm
in TAE-Puffer. Der im Gel enthaltene, fluoreszierende Farbstoff Ethidiumbromid
interkaliert in die DNA und markiert dadurch die DNA-Banden im Gel. Diese wurden

auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht und photographisch dokumentiert.

2.2.8. DNA Extraktion aus Agarosegelen
Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel

Extraction Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers.
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2.2.9. Hydrolyse von DNA mit Restriktionsenzymen

Die endonukleolytische Spaltung von Nukleinsauren kann einerseits praparativ zur
Isolierung von DNA-Fragmenten und andererseits analytisch genutzt werden. Dazu
verwendet man Restriktionsendonukleasen vom Typ I, die spezifisch, meist 4-8
Nukleotid lange, oft palindromische DNA-Sequenzen erkennen und innerhalb dieser
Restriktionsschnittstellen die Hydrolyse der Esterbindung zwischen Ribose und
Phosphatgruppe katalysieren. Dieser Schritt erfolgt an beiden Einzelstrangen, oft um
wenige Basenpaare versetzt, so dass uberhangende Enden (sticky ends) entstehen.
Andere Enzyme erzeugen glatte Enden (blunt ends).

Eine geeignete DNA Menge (ca. 200-500ng flr die analytische und bis zu 5ug fur die
praparative Spaltung) wurde mit dem Restriktionsenzym (1-10 Units/ug DNA) in dem
vom Hersteller empfohlenen Puffer 1 Stunde oder U.N. bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Spaltung durch elektrophoretische Auftrennung der DNA in

einem Agarosegel Uberpruft.

2.2.10. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation ermdglicht die Verknupfung ursprunglich getrennter, linearer DNA-
Fragmente durch das Enzym DNA-Ligase. DNA-Ligasen wie die T4-DNA-Ligase des
Bakteriophagen T4 von E. coli katalysieren die Veresterung von 5’-Phosphat-Enden
und 3’-Hydroxyl-Enden der DNA in Anwesenheit von ATP als Kofaktor. Dabei
bendtigt die Ligation von glatten DNA-Enden eine hohere Enzymkonzentration als
die Ligation uberhangender DNA-Enden.

Zur Herstellung der Expressionsvektoren enthielt der Reaktionsansatz geschnittenen
Vektor und Insert im molaren Verhaltnis von 1:5 und T4,-DNA-Ligase nach Angaben
des Herstellers mit dem entsprechenden Puffer. Ligiert wurde der Ansatz fir eine
Stunde bei RT.

2.2.11. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels PCR kann man spezifische DNA-Fragmente in vitro amplifizieren. Die
Methode basiert auf der enzymatischen Vermehrung eines DNA-Abschnittes
zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, die gegenlaufig an komplementare DNA-
Strange gebunden sind. Die Amplifikation erfolgte mit Hilfe von thermostabilen DNA-
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Polymerasen z.B. der Tag-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermophilus
aquaticus. Fur eine exponentielle Vermehrung der DNA-Matrize mussen folgende

Schritte wiederholt durchgefuhrt werden:

1. Denaturierung: Trennung der Ausgangs-DNA in die zwei Einzelstrange durch
Erhitzen
2. Annealing: Anlagerung der spezifischen Oligonukleotid-Primer bei einer fur

die Primer spezifischen Annealing-Temperatur

3. Elongation: Synthese komplementarer DNA-Sequenzen ausgehend von den
3'OH-Enden der Primer durch eine thermostabile DNA-
Polymerase

Die optimale Annealing-Temperatur ist abhangig von Lange, potentiellen
Sekundarstrukturen und Cystein- und Guanin-Gehalt der Primer. Sie liegt theoretisch
2°C unter der Schmelztemperatur der Primer, die nach folgender Formel berechnet
wird: Schmelztemperatur = 4 x (Anzahl G+C) + 2 x (Anzahl A+T).
Die PCR Reaktion erfolgte mit Hilfe des ProofStart™DNA Polymerase Kits von
Qiagen.
Ein PCR-Ansatz enthielt: 5 ul 10x PCR-Puffer

1 ul PCR-dNTP-Mix (je 200 uM)

10 pmol Primer 1

10 pmol Primer 2

1-10 ng Ausgangs-DNA

1 pl ProofStart™DNA Polymerase

und wurde mit sterilem A. bidest auf 50 ul aufgefulit.
Bsp. eines PCR-Programms fur Rab9:

95°C 5min Aktivierung der Polymerase
95°C 30 sek (Denaturierung) E—
58°C 30 sek (Annealing) 30 x
72°C 1min (Elongation) —
72°C 10 min (Termination)

4°C Pause
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Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.2.7) analysiert. Die
Reinigung der relevanten Fragmente erfolgte durch Extraktion aus dem Agarose-Gel
(2.2.8) oder mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits von Qiagen (2.2.12).

2.2.12. Reinigung von DNA-Fragmenten

Die Reinigung von DNA nach einer PCR (2.2.11) bzw. Ligation (2.2.10) erfolgte mit
Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers.

2.2.13. DNA Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden vom ZMMK-Service-Labor durchgefuhrt. Dazu wurden
500ng DNA mit 1ul Sequenzierprimer (10pmol) versetzt und das Gesamtvolumen auf

6ul aufgefullt.

2.3. Zellbiologische Methoden

2.3.1. Einfrieren und Auftauen von Zellen

FiUr die langfristige Lagerung wurden Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
Zellen wurden nach dem Trypsinieren abzentrifugiert, in Einfriermedium (DMEM +
20% FCS + 10% DMSO) aufgenommen und dann in 1ml Kryordhrchen eingefroren.

Zum Auftauen wurden die Zellen im Wasserbad auf 37°C erwarmt und mit einer
grolReren Menge Medium in Kultur gebracht, um toxische Effekte des DMSO zu

vermeiden.

2.3.2. Kultivierung von Zellen

Die adharenten Zellen wurden im Brutschrank auf 75 cm? Plastikkulturflaschen oder
speziell beschichtete Schalen (3 bis 15cm Durchmesser) in einer mit Wasserdampf
gesattigten Atmosphare und 5%CO; bei 37°C kultiviert. Als Kulturmedium wurde
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) verwendet, dem 10% fetales
Kalberserum (FCS) und 100U/ml Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurde. Das

Kulturmedium wurde alle 2 bis 3 Tage erneuert. Konfluente Zellen wurden geteilt.
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Hierbei wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 3 bis 5min bei 37°C mit Trypsin/
EDTA inkubiert. Das Trypsin l0st die Zellen durch den hydrolytischen Abbau
verankerter Zelloberflachenproteine und der extrazellularen Matrix. Zur Inaktivierung
des Trypsins wurden die Zellen mit serumhaltigen Medium gewaschen.

Zellen, die stabil mit einem Neomycin Resistenzgen enthaltenden Plasmid transfiziert
waren, wurden in DMEM + 500ug/ml Geneticin (G418) kultiviert.

2.3.3. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die Neubauer Zahlkammer verwendet. Dabei
wurden 10ul der homogenen Zellsuspension in die Kammer pipettiert und die Zellen
in 4 Quadranten gezahlt. Die Bestimmung der Zellzahl pro ml ergab sich aus

folgender Formel:

Zellen proml =n x 10*
mit

n = Mittelwert der Zellen aus den 4 ausgezahlten Quadranten

2.3.4. Transfektion mit Plasmid DNA

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische
Zellkulturzellen. Dabei kann man zwischen dem zeitweiligen Einbringen eines
Plasmid in die Wirtszelle (transiente Transfektion) und der Integration des Plasmids
in das Genom der Wirtszelle (stabile Transfektion) unterscheiden. Es gibt
verschiedene Verfahren um Zellen zu transfizieren. Hier erfolgte die Transfektion mit
Hilfe des Qiagen Effectene® Transfection Reagent Kits nach Angaben des

Herstellers.

2.3.5. Transfektion mit RNA Oliogonukleotiden

Die Transfektion der Zellen mit doppelstrangiger RNA diente der Supprimierung von
Proteinen Uber RNA Interferenz (RNAi). RNAI ist ein Prozess, der die Genexpression
in Eukaryoten auf dem pra- und posttranskriptionalen Level moduliert (Hannon,

2002). Dazu wird doppelstrangige RNA, die eine ca. 19bp lange Sequenz besitzt und

49



Material und Methoden

an deren 3'-Enden jeweils 2 ungepaarte Nukleotide sind, in die Zelle transfiziert. In
der Zelle wird die RNA von RISC, einem Ribonukleoprotein-Komplex mit Nuklease-
Aktivitat gebunden. Dieser entwindet den Doppelstrang und assoziiert den Strang,
der am 5-Ende weniger GC bp enthalt. Dieser Strang ist komplementar zur Ziel
MRNA und bewirkt, dass eine Endonuklease des RISC diese schneidet, so dass
keine Translation mehr stattfinden kann. Fur die Supprimierung der Proteine wurden
zwei siRNAs mit je 30nM verwendet. Je nach Anzahl der bendtigten Zellen wurde
diese am Vortag auf 3, 6 oder 10cm Schalen ausplattiert. Fur eine 3cm Schale
wurden 2 * 10° Hela-Zellen am Vortag ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Am folgenden Tag wurden pro Ansatz 2 Eppis vorbereitet, eines mit 250ul Optimem
und mit der gewunschten Menge siRNA versetzt und das andere mit 250l Optimem
plus 2,5l Lipofektamin. Nach 15-minutiger Inkubation bei RT wurden die Losungen
vereint und weitere 15min bei RT inkubiert. Bevor die RNA-haltige Losung auf die
Zellen getropft wurde, wurden diese mit PBS gewaschen und in DMEM ohne
Penicillin/Streptomycin inkubiert. Eine Wiederholung der Behandlung mit siRNA am
Folgetag verstarkte den knock-down-Effekt. 48h nach der letzten RNAi Behandlung
wurden die Zellen fur die jeweiligen Versuche verwendet. Die Effizienz der RNAI

wurde nach SDS-PAGE mittels Western blot nachgewiesen.

2.3.6. Immunfluoreszenz

Zur Analyse von Zellen wurden diese auf Deckglaschen ausplattiert, evtl. nach 24h

transfiziert und fur weitere 24h inkubiert. Danach folgte nachstehendes Protokoll.

Fixierung der Zellen

Die Fixierung der Zellen ist erforderlich um die Morphologie und die subzellulare
Verteilung und die Konformation der Proteine zu konservieren. Dazu wurden die
Zellen nach dreimaligem Waschen mit PBS fur 20min bei RT mit 3%-igem
Paraformaldehyd in PBS inkubiert.

AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, dann zum Absattigen
freier Aldehydgruppen 10min bei RT mit 50mM Ammoniumchlorid inkubiert, dann

wieder zweimal mit PBS gewaschen.
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Immunfluoreszenzfarbung

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung kann die subzellulare Lokalisierung von
Zielmolekullen in Zellen sichtbar gemacht werden. Dabei binden die spezifischen
Antikorper an ihre jeweiligen Antigene. Ungebundene oder unspezifisch gebundene
Antikérper kdénnen durch mehrmaliges Waschen entfernt werden. Die spezifisch
gebundenen Antikérper kdénnen durch verschiedene Verfahren sichtbar gemacht
werden. Bei der direkten Immunfluoreszenz ist der Antikorper mit einem
Farbstoffmolekul konjugiert. Haufig wird jedoch die indirekte Immunfluoreszenz
angewendet, bei der ein sekundarer, fluoreszierender Antikdrper spezifisch den fur
das Zielprotein spezifischen primaren Antikorper bindet. Die Farbmoleklle werden
durch Licht einer bestimmten Wellenlange angeregt und so sichtbar. Selektive Filter
im  Fluoreszenzmikroskop ermaoglichen eine Trennung von verschiedenen
Farbstoffen, so dass mehrerer Zielmolekille gleichzeitig und/oder Strukturen in der
Zelle mit unterschiedlichen Fluoreszenzen sichtbar gemacht werden kdnnen.

In dieser Arbeit wurde ausschlieldlich die indirekte Immunfluoreszenz verwendet.
Nach Fixierung wurden die Zellen zur Permeabilisierung 10min mit 0,5%-igem
Saponin in PBS, dann zweimal mit 0,1%-igem Saponin in PBS gewaschen. Dann
wurden die primaren Antikdrper in PBS+0,1% Saponin zugegeben und 1h bei 37°C
inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS+Saponin folgte die Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen fur die Sekundarantikorper durch eine 15-minltige
Inkubation mit 200ul Ziegenserum (10% in PBS). Das Serum wurde durch zwei
erneute Waschschritte mit PBS+Saponin entfernt, dann der sekundare Antikorper
zugegeben und fur 30min bei 37°C inkubiert.

Es folgten je zwei Waschschritte mit PBS und H,O.

Farbung der DNA mit dem Hoechst-Farbstoff

Die fixierten Zellen wurden 30min mit Hoechst-Farbstoff (Bis-Benzimid, Hoechst Nr.
33258, 25ug/ml) in Waschpuffer bei RT inkubiert, dreimal in Waschpuffer und
zweimal mit PBS und H,O gewaschen.

Einbetten der Deckglaschen

Die Deckglaschen wurden in ca. 10ul Fluoreszenz Mounting Medium (Pro long Gold,

Invitrogen) eingebettet, welches Antibleichmittel, Stabilisatoren (Natriumazid) und
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Signalverstarker enthalt und Gber Nacht im Dunkeln getrocknet, um sie anschlieRend

mit klarem Nagellack zu versiegeln.

Dokumentation am konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (LSM)

Die Dokumentation erfolgte am konfokalen LSM, da untersucht werden sollte, ob
zwei unterschiedliche Proteine in der Zelle in derselben Fokusebene lokalisieren. Die
Detektion von emittiertem Licht aus einer Fokusebene ist nur am konfokalen
Mikroskop moglich. Hierzu wird das emittierte Licht von der Probe auf eine variable
Lochblende (pinhole) fokussiert und von einem hinter dem pinhole liegendem
Detektor (ein Photomultiplier) erfasst. Liegen Fokuspunkt und pinhole in konjugierten
Ebenen, also konfokal, kann nur Licht aus dem Fokuspunkt das pinhole passieren
wahrend Streulicht, das ober- oder unterhalb der Fokusebene emittiert, wirksam
unterdruckt wird.

Die Untersuchung der Proben erfolgte an einem konfokalen Laser-Scanning

Mikroskop IX81 von Olympus oder an einem Leica TCS SP5.

2.3.7. Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)

Mit FRAP kann die molekulare Dynamik wie z.B. Transport- oder Diffusionsprozesse
von fluoreszenzmarkierten Proteinen in lebenden Zellen untersucht werden. Hierbei
werden die fluoreszierenden Proteine durch einen kurzen intensiven Laserpuls in
einem definierten Bereich gebleicht. Anschlielend wird die Regeneration der
Fluoreszenz Uber die Zeit gemessen. Die Zunahme spiegelt direkt die
Geschwindigkeit wider, mit der ungebleichte fluoreszenzmarkierte Proteine in die
gebleichte Region eindringen. Durch vergleichende Messungen sind Aussagen uber
Proteindynamiken und Bindungsverhalten moglich. Mit dieser Methode sollte das
Bindungsverhalten von GFP-TIP47 an Lipid droplets analysiert werden.

Fir die FRAP-Analyse wurden 1x10° stabil transfizierte GFP-TIP47 Zellen 2 Tage vor
der Analyse auf 3cm Schalen mit Deckglasboden ausplattiert und 16h vorher mit
Olsdure inkubiert. Die Kontrollzellen wurden am Vortag mit GFP-GPI transfiziert.
Wahrend der FRAP-Experimente waren die Zellen in einer auf 37°C beheizbaren

Kammer mit 40% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, untergebracht. Das bleaching erfolgte
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mit 100% Laserintensitat fur 200ms und die anschlieende Messung der
Fluoreszenzintensitat erfolgte alle 3sec bei GFP-GPI und alle 5sec bei GPF-TIP47.
Die FRAP Experimente erfolgten am konfokalen Laser-Scanning Mikroskop IX81 von

Olympus

Abb. 2.2: Schematische Darstellung

eines FRAP Experiments. Durch
[ i b _)-_ einen kurzen intensiven Laserpuls wird

Laserpuls Messung der Fluoreszenzregeneration das GFP markierte Protein in einem
definierten Bereich gebleicht, ohne das

biologische Gleichgewicht zu stdren.

Die Regenerationskurve spiegelt
die Diffusion und Dynamik der
Bindung wieder

Intensitat

Anschlielend wird die Regeneration

der Fluoreszenz Uber die Zeit

Zeit gemessen und in einer Intensitatskurve
dargestellt. (Abb. abgewandelt aus
Sprague and McNally, 2005).

2.3.8. Fluoreszenzdurchfluf3zytometrie

Bei der Durchfluizytometrie werden mit Hilfe einer Vibrationskammer aus einer
Zellsuspension feinste Tropfchen generiert, in denen hdchstens eine Zelle Platz
findet und so der Einzelzellanalyse zuganglich wird. Mit einem Laserstrahl von
488nm kann die Vorwartsstreuung die GroRe und die Seitwartsstreuung die
Granularitat der Zellen feststellen. Zusatzlich regt der Laser die Fluoreszenz an, die
mit einem Photomultiplier detektiert wird. In dieser Arbeit sollte die
Fluoreszenzintensitat des Neutrallipidfarbstoffes Bodipy493/503 pro Zelle gemessen
werden. Hierfir wurden die Zellen fir 16h +/- 400uM Olsdure inkubiert und
anschlie3end fur weitere 2h mit Bodipy493/503. Danach wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, trypsiniert, bei 500xg fur 5min sedimentiert und in 1ml kaltem PBS
resuspendiert. Mindestens 30.000 lebende Zellen wurden am FACS Canto (BD
Bioscience) analysiert. Dabei wurde die Vorwartsstreuung gemessen, um lebende

Zellen von Zelltrimmern zu trennen.
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2.4. Biochemische Methoden

2.4.1. Aufschluss von Zellen bzw. Gewebe

Bei der Trypsinierung von Zellen, wurden diese zuerst 2x mit PBS gewaschen und
anschlielfend far 3-5min mit Trypsin inkubiert. Danach wurde die Reaktion mit
serumhaltigen Medium abgestoppt und die Zellen bei 500xg flir 5min und 4°C
sedimentiert. Anschlielend wurden die Zellen noch 2x mit kaltem PBS gewaschen.
Alle Schritte danach erfolgten auf Eis oder bei 4°C.

Herstellung eines Zellhomogenats

Die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen, trypsiniert oder abgeschabt und bei
500xg 5min sedimentiert. Das Sediment wurde noch 2x mit PBS gewaschen,
sedimentiert und anschlieBend in einer der gewunschten Proteinkonzentration
entsprechenden Menge A. bidest + Proteaseinhibitor (1:500) aufgenommen. Nach 5-

minutiger Inkubation wurde die Zellsuspension 3x 10sec mit Ultraschall beschallt.

Herstellung eines post-nuclear supernatant (PNS)

Hypotoner Puffer 20mM Tris, pH 7,4
1mM EDTA

Hierfiur wurden die Zellen gewaschen, sedimentiert (s. oben) und in einem
entsprechenden Volumen hypotonem Puffer resuspendiert. Nach 10-minUtiger
Inkubation wurden die Zellen mit einer Kanule (24G) aufgeschlossen und bei 500xg
5min zentrifugiert, um nicht aufgeschlossene Zellen und die Kernfraktion zu
sedimentieren. Der Uberstand wurde abgenommen und als PNS weiterverwendet.

Der Zellaufschluss wurde mikroskopisch mit Hilfe von Trypan blau analysiert.

Herstellung von zytosolischen Extrakten und Membranfraktionen

Die Zellen auf den Zellkulturplatten wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen
und dann in PBS + Proteaseinhibitoren (1:500) abgeschabt und bei 500xg fur 5min

sedimentiert. Die Zellen konnten nun in einer der gewlnschten Proteinkonzentration
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entsprechenden Menge PBS + Proteaseinhibitoren (PI)(1:500) aufgenommen und
mit einer Kanule (27G) homogenisiert werden. Zur Generierung eines PNS wurde
das Homogenat ebenfalls bei 500xg 5min zentrifugiert. Die Trennung der
zytosolischen Zellanteile von den Membranen erfolgte anschlieBend durch eine
Zentrifugation bei 100.000xg fiir 30min. Das Zytosol befand sich nun im Uberstand,

wahrend das Sediment die Zellorganellen und die Plasmamembran enthielt.

Zell-Lyse durch Detergenzien

Bei der Lyse mit Detergenzien kam Triton X-100 (0,5%) zum Einsatz. Entweder
wurde es dem PBS nach dem ersten Zentrifugationsschritt zugegeben, um
Membranproteine zu extrahieren, in diesem Fall entfiel der Zellaufschluss mit Hilfe
einer Spritze, oder das Detergenz wurde dem Sediment der Ultrazentrifugation
zugegeben. In beiden Fallen diente es der Zerstorung der zellularen Membranen, um
Membranproteine zusammen mit dem Zytosol oder diese extra auf ihre

Zusammensetzung zu analysieren.

Zellaufschlufd zur Isolierung der Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren

Aufschlusspuffer 0,1 M NaAc pH 6,0
0,2 M NaCl
1mM Jodacetamid, TmM PMSF, 10ul PI (frisch)

TIN Puffer 0,5% Tx-100
50mM Imidazol pH7.0
150mM NaCl
1mM Jodacetamid, TmM PMSF, 10ul PI (frisch)

Das Zellpellet wurde in 1ml Aufschlusspuffer resuspendiert, 3x 20sec mit Ultraschall
behandelt und dann bei 16.000xg 30min zentrifugiert. Der zytosolische Uberstand
wurde verworfen und das membranhaltige Sediment wurde in 400ul TIN-Puffer
aufgenommen, wieder 3x 20sec mit Ultraschall behandelt und fir 20min auf Eis
inkubiert. AnschlieRend wurde das Homogenat 30min bei 16.000xg zentrifugiert und

der Uberstand fur die Immunprazipitation eingesetzt.
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Herstellung von Schweinehirnzytosol

Das von den Hirnhauten befreite Schweinehirn wurde in 500g Portionen eingefroren
und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Tiefgefrorenes Schweinehirn wurde 0.N.
bei 4°C aufgetaut. Anschlielfend wurde das Gehirn gewogen und mit dem 5x Vol
Puffer (50mM Tris,150mM NaCL, pH7,5), der auf eine Endkonzentration von 1mM
PMSF und 5mM Jodacetamid eingestellt wurde, dreimal fir 10sec im Mixer
homogenisiert. AnschlieRend wurde das Homogenat bei 15.000xg fur 30min
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand bei 100.000xg fiir 1h sedimentiert. Das
Zytosol befand sich nun im Uberstand und wurde fiir pull down Experimente

verwendet.

2.4.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten ohne Detergenzien wurde
mit dem RotiQuant®-Bradford Reagenz durchgefuhrt. Mit diesem Kit kdénnen
Konzentrationen zwischen 1ug und 16ug Protein pro ml Lésung quantifiziert werden.
Fir jede Bestimmung wurde eine Eichgerade mit BSA erstellt (2, 4, 8, 12, 16ug/ml).
FUr die Probenvorbereitung wurde 800ul H,O mit der Probe oder dem Standard
(BSA) sowie 200ul des Bradford-Reagenz vermischt und flr 10min bei RT inkubiert.
Je nach Konzentration der Proben wurden 1 — 8ul fir die Bestimmung eingesetzt.
Der Farbstoff Coomassie-Brilliantblau G250 bindet an kationische und hydrophobe
Seitenketten von Proteinen und durch diese Komplexbildung wird eine Verschiebung
des Absorptionsmaximums von A 465 nm zu A 595 nm bewirkt. Zusammen mit einem
Leerwert (H.O und Bradford-Reagenz) wurden 200ul aller Standards und
Proteinproben in eine Mikrotiterplatte pipettiert und diese in einem ELISA-Reader bei
A = 595nm gemessen. Die Bestimmung der Konzentration erfolgte durch lineare

Regression.

Proteinbestimmung mittels DC-Assay bei Einsatz von Detergenzien

Der Bio-Rad DC Protein Assay ermoglicht die Proteinbestimmung in Detergenz-
haltigen Losungen. 1ml Reagenz A und 20pl Reagenz S wurden gemischt um
Reagenz A’ zu erhalten. In einer Mikrotiterplatte wurde anschlieRend zur Erstellung

einer Eichgerade BSA (2, 4, 8, 12, 16 ug) vorgelegt. AulRerdem wurden 1 — 8ul der
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zu bestimmenden Proben auf die Platte gegeben. Nun folgte die Zugabe von 25yl
Reagenz A’ und 200ul Reagenz B zu allen Proben. Aulerdem wurde ein Leerwert fur
die Standardreihe bendtigt, der nur aus der Mischung der Reagenzien A’ und B
bestand. Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte im ELISA-Reader bei A =
750nm. Dem gemessenen Farbumschlag liegt eine Kupfer-Protein-Reaktion in
basischen Medium und einer Reaktion des Kupfer-vorbehandelten Proteins mit Folin-
Reagenz zugrunde. Die Farbentwicklung entsteht durch die Reduktion von

Aminosauren durch das Folin-Reagenz, hauptsachlich von Tryptophan und Tyrosin.

2.4.3. Bestimmung lysosomaler Enzyme im Zellkulturtiberstand

Enzymaktivitatsmessung der 3-Hexosaminidase

Substrat 10mM Para-nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-3-D-
glucopyranosid
0,1 M Na-Citrat pH 4,6
0,1% TritonX-100

Reaktionspuffer 0,1 M Na-Citrat pH 4,6
0,5% TritonX-100

Stopppuffer 0,4M Glycin
in NaOH, pH 10,4

Um die Sekretion lysosomaler Enzyme nach der Supprimierung von Proteinen in
Zellen zu bestimmen, wurde die Aktivitat der R-Hexosaminidase im
Zellkulturiberstand und in den Zellen bestimmt.

Hierfir wurden nach der RNAi 5 x 10° Zellen auf 3cm Schalen ausplattiert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen fur 24h in 1ml Medium + 10mM Mannose-6-
Phosphat inkubiert. Danach wurde das Medium abgenommen und bei 500xg 5min
zentrifugiert, um Zellen zu sedimentieren. Der Uberstand wurde fiir den Enzymassay
verwendet. Die Zellen selbst wurden mit PBS gewaschen, trypsiniert und 2x mit PBS
gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen in 200pl A. bidest + 0,05% TritonX-100
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resuspendiert und 3x fir 10sec mit Ultraschall behandelt. Sowohl vom
Zellhomogenat, als auch vom Kulturiberstand wurden jeweils 20ul entnommen und
zusammen mit Syl Reaktionspuffer und 100ul Substrat fur 15min bei 37°C in einem
Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde mit 500ul Stopppuffer beendet, gevortext
und bei 16.000xg 10min zentrifugiert. Die Absorptionsmessung erfolgte bei 405nm im
ELISA-Reader.

Aktivitat (mU/ml) = E4o5 * Messvolumen (ml) * 1000

e mol* Enzymvolumen(ml)* Inkubationszeit(min)

Der molare Exktinktionskoeffizient ¢ fir Hexosaminidase betragt 18,5cm?mol bei
405nm.

Nachweis von Cathepsin D im Zellkulturiberstand

Hierfiir wurden 6 x 10° Zellen auf 3cm Schalen ausplattiert. Am nachsten Tag wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und dann fur 6h mit DMEM ohne FCS inkubiert.
Danach wurde das Medium abgenommen und bei 500g 5min zentrifugiert, um
eventuelle Zellkontaminationen zu sedimentieren. Die Proteine im Medium wurden
U.N. mit 10% TCA gefallt (s.2.4.6) und in 75pl 2x Probenpuffer aufgenommen. Die
Zellen wurden trypsiniert und ein Zellhomogenat erstellt. Von den Zellen wurden
30ug Protein mittels SDS-PAGE (10%) aufgetrennt. Entsprechend der Proteinmenge
wurde von dem Medium die 4x Volumenmenge aufgetrennt. Der Cathepsin D

Nachweis erfolgte im Western blot.

2.4.4. Metabolische Markierung

Mangelmedium DMEM ohne Met/Cys
+ 5% hitzeinaktiviertes FCS

+ 2mM Glutamin

Markierungsmedium Mangelmedium
+ 100 pCi / ml [**S]-Met/ Cys
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Chase-Medium DMEM
+10% FCS
+ 10x Met/Cys (0,3mg/ml Endkonzentration)

Unter metabolischer Markierung versteht man den Einbau radioaktiver Aminosauren
in Proteine. Durch eine autoradiographische Analyse nach der Probenaufbereitung
lassen sich Ruckschlisse uber Biosynthesewege, die Halbwertszeit und/ oder
assoziierte Proteine gewinnen. Die Zellen (5x10°) wurden einen Tag vor der
Markierung auf 6cm Zellkulturschalen ausplattiert. Am Tag der Markierung wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend fir 1h in Met/Cys-freiem
Mangelmedium bei 37°C gehungert. Daraufhin wurden die Zellen erneut mit PBS
gewaschen und fur 6h mit Markierungsmedium inkubiert. Dann wurden die Zellen auf
Eis 3x mit PBS + 10x Met/Cys gewaschen und im Chase-Medium weiter inkubiert.
Nach den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Zellen mit PBS gewaschen, trypsiniert,
2x mit PBS gewaschen und das Zellpellet eingefroren. Die weitere Aufarbeitung

geschah nach dem Protokoll fur die Immunprazipitation (s. 2.4.5).

2.4.5. Immunprazipitation

Neufeld Puffer: 10mM Tris-HCI, pH 8,5
0,6M KCI
0,1% SDS
0,05% Nonidet P-40

Immunomix (IMM): 1% Triton X-100
0,5% Natriumdeoxycholat
in PBS
IMM/ 2M KCI: 2M KCI in IMM
Prazipitations-IMM: 10% BSA
0,2% SDS

in IMM
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Pansorbin

Pansorbin ist eine Suspension aus abgetéteten Bakterien (Staphylococcus aureus),
das aufgrund des membranstandigen Protein A eine hohe Bindungskapazitat fur die
Fc-Region verschiedener Klasse-G-Immunglobuline besitzt. Aus Kostengrinden
wurde Pansorbin zur Vorfallung eingesetzt. Es wurde immer gewaschenes Pansorbin
verwendet, welches wie folgt hergestellt wurde:

2ml Pansorbin wird bei 16.000xg fir 1min sedimentiert. Der Uberstand wird
verworfen und das Pansorbin in 2ml PBS resuspendiert. Dies wird funf Mal

wiederholt.

Protein-A-Agarose

Dass in der Protein-A-Agarose vorhandene Formaldehyd wurde durch dreimaliges
Waschen mit 750ul PBS entfernt. Dafur wurde die Protein-A-Agarose bei 2.300xg fur
2min sedimentiert. Ublicherweise wurden 50ul Protein-A-Agarose pro Probe
(Zellextrakt aus einer 6cm Schale) eingesetzt. Das Pipettieren wurde mit einer

abgeschnittenen 200ul Spitze vorgenommen.

Die Immunprazipitation ist ein Standardverfahren zur Aufreinigung von Proteinen aus
Zellextrakten. Alle Versuchsschritte finden auf Eis oder bei 4°C statt, die
Inkubationen auf einem Drehrad. In dieser Arbeit wurde die Immunprazipitation zum
einen fur die Bestimmung von Halbwertszeiten und zum anderen fur die Analyse von
Bindungspartnern eingesetzt. Hierbei unterschieden sich die Vorfallungen und im
Falle der Halbwertszeitbestimmung wurde stringenter gewaschen als bei der Analyse

von Bindungspartnern.

Vorfallung bei der Analyse von Bindungspartnern

Nach Zellaufschluss (s. 2.4.1) werden die Proben mit Maus oder Kaninchen IgG und
Protein-A-Agarose fur 2h inkubiert, um unspezifisch bindende Proteine zu entfernen.
Das Prazipitat wird durch eine Zentrifugation bei 2.300xg fir 5 min pelletiert und der

Uberstand weiter verwendet.

Vorfallung fur die Halbwertszeitbestimmung
Die Proben wurden zuerst flr 2h mit Kaninchen IgG oder Maus IgG im Prazipitations-

IMM inkubiert, dann wurde fur weitere 30min Pansorbin zugegeben, um unspezifisch
60



Material und Methoden

bindende Proteine uUber den Kaninchen Antikorper und das Pansorbin zu koppeln.
Das Prazipitat wird durch eine Zentrifugation bei 16.000xg fir 15 min pelletiert und

der Uberstand weiter verwendet.

Immunprazipitation

Dem Uberstand wird fir mind. 2h ein Primarantikérper zugegeben. Abhangig von der
Konzentration der Antikorper wird dieser (bei geringen Konzentrationen) entweder
vor dem Versuch an Protein-A-Agarose oder nach der 2-stlindigen Inkubation flr
weitere 2h mit Protein-A-Agarose inkubiert und so gekoppelt. Es werden pro
Immunprazipitation ca. 2-5ug Antikorper eingesetzt. Durch Zentrifugieren bei 2.300xg
fur 5 min wird die Agarose mit dem gebundenen Immunprazipitat anschlielRend
pelletiert. Der Uberstand kann daraufhin verworfen und das Sediment mit
verschiedenen Kombinationen von Waschpuffer gewaschen werden, um
Verunreinigungen zu entfernen. Fur die Bestimmung von Halbwertszeiten wurde das
Immunprazipitat 1x mit Neufeld, 1x mit IMM, 1x mit IMM+ KCI und 1x mit 1/10 PBS
gewaschen. Fur die Analyse von Bindungspartnern wurde 3x mit PBS und 1x mit
1/10 PBS gewaschen. Abschlieliend wurde Proteinprobenpuffer zugegeben, die
Probe aufgekocht und abzentrifugiert. Die Probe kann dann per SDS-Page und
Western-Blot analysiert werden. Im Falle einer Halbwertszeitbestimmung wurde das
radioaktive Gel nach der SDS-PAGE fir 15min in Entfarber-Lésung (s. 2.4.8) und
dann fur die gleiche Zeit in A. bidest geschwenkt. AnschlieRend wurde das Gel
zwischen zwei Cellophan-Folien getrocknet. Die Markerbanden wurden mit
Labelmedium markiert und das getrocknete Gel mittels Autoradiographie Gber Nacht
exponiert. Bei schwachen Signalen erfolgte eine langere Exponierung bis zu 3

Tagen.

2.4.6. Fallung von Proteinen

Um ein Protein aus einem groRen Puffervolumen in eine geringe Menge
Probenpuffer aufnehmen zu koénnen, bedient man sich der Fallung mit
Trichloressigsaure (TCA). Dabei wurde der zu fallenden Lésung 10% (v/v) TCA
zugesetzt, diese Mischung anschliel3end fur 2h oder U.N. auf Eis inkubiert und dann

10min bei 16.000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und
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verworfen, das Sediment mit Natriumacetat (2% NaAc in EtOH) versetzt, welches
sofort wieder abgesaugt wurde. Dadurch wurde das TCA vollstandig entfernt. Nach
dem Trocknen des Sediments an der Luft wurden die Proteine in 10-80ul 2x

Proteinprobenpuffer aufgenommen.

2.4.7. SDS-PAGE

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS
in A. bidest

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris pH 6,8
0,4 % (w/v) SDS
in A. bidest

APS: 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
in A. bidest

10x SDS-Lauf-Puffer: 1 % SDS
250 mM Tris/HCI pH 8,6
190 mM Glycin
in A. bidest

Protein-Probenpuffer 6x: 24 ml 2 M Tris/HCI, pH 6,8
12 g SDS
45 ml 100 % Glycerin
60 mg Bromphenolblau
12 ml 2-Mercaptoethanol
88ml A. bidest
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Trenngel+Sammelgel:

Trenngel Sammelgel
fur 2 Minigele:
7,5 % 10 % 12,5 % 15 % 4,5 %
Acrylamidlésung
2 ml 2,67 ml 3,33 ml 4 ml 0,45 ml
(Roth)
1,5 M Tris
2ml -
0,4 % SDS
0,5 M Tris
- 0,45 ml
0,4 % SDS
H,O 3,9 ml 3,3 ml 2,62 ml 1,95 ml 2 mi
TEMED 8 ul 4 pl
10 % APS 80 pl 40 pl

Die diskontinuierliche, denaturierende SDS-PAGE nach Laemmli dient zur
Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht (Laemmli, 1970). SDS
(Sodiumdodecylsulfat) ist ein anionisches denaturierendes Detergenz, das an
hydrophobe Bereiche der Proteinmolekule bindet (alle 2-3 Aminosauren) und den
Proteinen so eine negative Ladung proportional zum Molekulargewicht verleiht, die
auch die Eigenladung des Proteins Uberlagert. Die meisten Proteine binden etwa
1,4g SDS pro Gramm Protein. Auf der Oberflache der gebildeten SDS-Protein-
Komplexe findet man die negativ geladenen Sulfatgruppen des SDS. Dadurch
werden alle Proteine Uber ein konstantes Ladung/Masse-Verhaltnis vergleichbar. Im
elektrischen Feld kommt es zur Auftrennung des Proteingemisches. Dabei trennt der
Molekularsiebeffekt einer porésen Polyacrylamidmatrix die SDS-Protein-Komplexe
nach ihrem Stokes-Radius und damit nach ihrem Molekulargewicht (MG) auf. Durch
Zugabe von [B-Mercaptoethanol werden zusatzlich eventuell vorhandene
Disulfidbricken reduziert.

Es wurde ein diskontinuierliches System verwendet, in dem Proben zuerst in ein
nicht-restriktives Sammelgel einlaufen und dann in einem Trenngel aufgetrennt
werden. Je nach GroRe des nachzuweisenden Proteins wurden Trenngele mit
verschiedenen Acrylamidkonzentrationen verwendet. So wurden 12,5%-ige
Trenngele fur Proteine mit einem MG zwischen 20 und 60 kDa, 10%-ige Trenngele
fur Proteine mit einem MG zwischen 30 und 120kDa und fur Proteine mit einem MG

uber 100kDa wurden 7,5%-ige Trenngele verwendet.
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Es wurden zwischen 10 und 45ug Protein mit Probenpuffer 5min bei 95°C inkubiert,
3min abzentrifugiert und der Uberstand auf ein Acrylamidgel aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte fur 15min bei 50mA, dann bei 100mA bis die Laufmittelfront das

Ende des Gels erreicht hatte.

2.4.8. Coomassiefarbung von Proteinen

Coomassie-Farbeldsung: 0,25 % (w/v) Coomassie Blau R 250
45 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure
45 % (v/v) A. bidest

Coomassie-Entfarbelosung: 50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure
40 % (v/v) A. bidest

Nach einer Elektrophorese wurden die Proteinbanden durch Farben des
Polyacrylamidgels mit Coomassie Brilliant Blue R250 Protein-Farbelésung fur
mindestens 45min bei RT unter leichtem Schutteln sichtbar gemacht. Zum Entfarben
und Fixieren der Proteine wurde das Gel mehrmals fur etwa 10min in der

Entfarbelosung geschwenkt, wobei diese jeweils gewechselt wurde.

2.4.9. Silbernitrat Farbung von Proteinen

Fixierlosung: 500ml Ethanol
100ml Essigsaure
400ml A. bidest
0,5ml Formalin (37% Formaldehydl6sung)

Waschldsung: 500ml Ethanol
500ml H,O
Sensitivierlosung 0,2g NayS,03 x 5 H,O
in 11 A. bidest
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Farbeldsung 2g AgNO3
in 11 A. bidest (im Dunkeln aufbewahren, ca. 14 Tage
haltbar)

600p! Formalin, frisch dazugeben

Entwicklerlésung 4mg NazS;03 x 5 H,0
40g N82CO3
in 11 A. bidest

500ul Formalin, frisch dazugeben

Stopplosung 60ml Essigsaure
220ml Ethanol
220ml A. bidest

Das Polyacrylamidgel wurde 1h fixiert und anschlielend 2x fur 25min gewaschen.
Danach wurde das Gel fur 1min in Sensitivierldsung geschwenkt und 3x mit A. bidest
gewaschen. Die Farbung erfolgte fir 20min. Nach extensivem, dreifachem Waschen
mit A. bidest erfolgte die Entwicklung je nach gewunschter Starke des Signals flr bis
zu Smin. Nach Erreichen der gewunschten Signalstarke wird die Farbung gestoppt.

Das gefarbte Gel kann in 1% Essigsaure bei 4°C aufbewahrt werden.

2.4.10. Blue native Gelelektrophorese

2x BNG-Puffer 20mM Bis-Tris
500mM Aminocapronsaure
20mM NaCl
2mM EDTA
10% Glycerin

Die blue native Gelelektrophorese ist eine Form der Elektrophorese, bei der native
Proteine im elektrischen Feld durch das Molekularsieb eines Polyacrylamid-Gels
aufgetrennt werden. Hierbei werden die physiologischen Eigenschaften der
aufzutrennenden Proteine erhalten und man kann z.B. erkennen, ob Proteine in
Komplexen mit anderen Proteinen vorliegen. Der Farbstoff Coomassie Brillant Blue
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G250 bindet dabei an hydrophobe Bereiche von Proteinen und verleiht ihnen eine
negative Nettoladung, so dass der Protein-Farbstoff-Komplex im elektrischen Feld
zur Anode wandert.

Um die Komplexbildung von TIP47 zu untersuchen, wurden sowohl rekombinantes
TIP47 (25uQ) als auch aus HelLa Zellen generiertes PNS oder HelLa Zytosol (100uQ)
mit dem BNG-Puffer versetzt und auf ein 10-20% blue-native-Gel aufgetragen.

Die Blue native Gelelektrophorese wurde freundlicherweise vom ZMMK-Servicelabor
durchgefuhrt.

2.4.11. Western blot und Immundetektion

Nach SDS-PAGE konnten die im Gel enthaltenen Proteine durch Transfer auf eine
Nitrozellulose-Membran Ubertragen werden, um diese mit Antikorpern zu
identifizieren. Die Membran bindet die Proteine durch hydrophobe
Wechselwirkungen.  Die  Proteinbindungsstellen  der negativ  geladenen
Nitrozellulosemembran werden aktiviert, indem dem Transferpuffer 10 - 20%
Methanol zugesetzt wird. Die Membran besitzt eine hohe Proteinbindekapazitat und
eignet sich fur Proteinfarbung und Immunfarbung. Der Proteintransfer erfolgte fur 1h
bei einer Stromspannung von 150V in Transferpuffer (25mM Tris, 20mM Glycin, 20%
MeOH). Danach wurde der Erfolg des Transfers durch Farben der Membran mit
Ponceaurot dberpruft (s. u.). Es folgte eine Inkubation G.N. bei 4°C in
Blockierungslosung (5% Milchpulver in PBS +0,02% Tween), um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Die Membran wurde am Folgetag 3x mit PBS +
0,02% Tween gewaschen und dann 1h bei RT mit dem primaren Antikoérper in PBS +
0,02% Tween inkubiert. Durch 2x 5min Waschen mit PBS + 0,02% Tween wurden
nicht-gebundene Antikorper entfernt. Die Detektion des gebundenen primaren
Antikorpers auf der Membran erfolgte mit einem in PBS + 0,02% Tween 1:2000
verdunnten Meerretichperoxidase-konjugiertem sekundaren Antikorper, der fir 1h bei
RT inkubiert wurde. Ungebundener Zweitantikorper wurde nach 2x Waschen mit
PBS entfernt. Mit einem Chemilumineszenz-Reagenz wurde der Zweitantikorper
sichtbar gemacht und die Membran mit dem FluorChem™SP-System von Alpha

Innotech entwickelt.
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2.4.12. Ponceaufarbung von Proteinen

Die Ponceaufarbung dient der Detektion von Proteinen auf
Nitrozellulosemembranen, sofern die Proteinmenge >50 ng/Bande betragt. Die
Membran wurde fur 1-2min in Ponceaurot (2% in 3%-iger Trichloressigsaure)
inkubiert, die Uberschussige Farbe dann mit A. bidest abgewaschen. Proteine waren
als rote Banden zu erkennen. Mit Hilfe der Ponceaufarbung wurde eine gleichmaRige

Ubertragung der Proteine auf die Membran nachgewiesen.

2.4.13. Expression und Reinigung von (Glutathion-S-Transferase) GST-

Proteinen
Laufpuffer 50mM Tris pH 7,5
150mM NaCl
Lysispuffer 20ml Laufpuffer
+ 50ul Bakterien Pl, TmM Jodacetamid, TmM PMSF
+ 1Spatelspitze Lysoszym
Hochsalzpuffer 50mM Tris pH 7,5
1M NaCl
0,5% Chaps
TEV-Puffer 50mM Tris, pH 7,5
0,5mM EDTA
Elutionspuffer 20mM Glutathion in Laufpuffer
Auf pH 8,0 einstellen
Dialysepuffer 25mM Tris pH 7,5

150mM NacCl

Die Expression und Reinigung der rekombinanten GST-Proteine erfolgte nach

folgendem Standardprotokoll:
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Je 10ml LB Medium mit Selektionsantibiotikum wurden mit dem Expressionsvektor-
tragenden Bakterienklon aus einer Glycerinkultur angeimpft und tGber Nacht bei 37°C
inkubiert. Diese Vorkultur diente zum Animpfen eines groReren Mediumvolumens
von 400ml. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte bei 37°C bis zu einer ODgpo von
0,6. Durch Zugabe von 0,5mM IPTG wurde die Expression der Proteine induziert und
die Bakterien wurden fur weitere 4h bei 37°C im Schuttler inkubiert.

AnschlieRend wurden die Bakterien 15min bei 4°C und 5.000xg sedimentiert. Das
Pellet wurde in 20ml Lysispuffer resuspendiert und 20min auf Eis inkubiert. Im
Anschluss erfolgte eine Behandlung mit Ultraschall fir zweimal 30sec (Stufe 4-5,
Stabultraschall, UP200S, Dr. Hielscher GmbH). Nachfolgend diente ein
Zentrifugationsschritt fir 15min bei 4°C und 15.000xg zur Trennung der gelGsten
Proteine von Zellresten. Der Uberstand wurde abgenommen und die weitere
Aufreinigung erfolgte Uber Glutathion (GSH)- Saulen (GE Healthcare) mit Hilfe des
Chromatographiesystems AKTAexplorer™ (GE Healthcare). Fur die gleichzeitige
Aufreinigung mehrerer GST-Proteine, wie z.B. fur pull down Experimente, wurde die
Glutathion (GSH)-Sepharose (GE Healthcare, 4 Fast Flow) und Leersaulen

(MobiTec) verwendet.

Aufreinigung von GST-TIP47 mit  dem Chromatographiesystems
AKTAexplorer™

Die Aufreinigung erfolgte bei einer Flussrate von 1ml/min. Zunachst wurde die GSH-
Saule mit funf Saulenvolumina Laufpuffer aquilibriert und dann die Probe
aufgetragen. AnschlieRend wurde mit 20 Saulenvolumen Laufpuffer, dann mit 10
Saulenvolumen Hochsalzpuffer und 5 Saulenvolumen TEV-Puffer gewaschen.

Danach erfolgte die Inkubation mit der TEV-Protease uU.N (siehe unten).

Aufreinigung der GST-Proteine fir pull down Experimente

Zum zytosolischen Bakterienlysat wurden 500l gewaschene Glutathion (GSH)-
Sepharose (GE Healthcare, 4 Fast Flow) gegeben und fur 45min bei RT auf einer
Wippe inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand mit der GSH-Sepharose in eine
2,5ml Leersaule (MobiTec) gegeben und mit 10ml Laufpuffer, 10ml Hochsalzpuffer

und noch mal 5ml Laufpuffer gewaschen. Danach wurde die GSH-Sepharose in 1ml
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Elutionspuffer resuspendiert und vorsichtig in ein 1,5ml Eppendorfgefal® tberfihrt.
Bei 500xg wurde die GSH-Sepharose fiir 5min sedimentiert und der Uberstand
abgenommen. Es folgten noch zwei weitere Elutionsschritte. Die Eluate wurden
vereinigt und gegen den Dialysepuffer dialysiert (s. 2.4.15). Je nach
Proteinkonzentration wurden die Proteine noch weiter eingeengt (s. 2.4.14) und bei

4°C gelagert.

TEV-Verdau von GST-TIP47

Fir den TEV-(tobacco etch virus)-Verdau wurde die GSH-Saule vom
Chromatographiesystem abgenommen. 2000U der TEV-Protease wurden in 500l
TEV-Puffer (+1mM DTT) auf die Saule getropft und dies U.N. bei RT inkubiert. Am
nachsten morgen wurde TIP47 mit 3x 500ul TEV-Puffer eluiert. Die Eluate wurden
anschlielend mit GSH-Sepharose und Ni-NTA-Agarose (je 50ul) fur 2h bei 4°C auf
dem Drehrad inkubiert, um unerwunschtes His-GST und die His-TEV-Protease an
die Sepharose zu binden. Danach wurden die Eluate bei 2.700xg 5min zentrifugiert
und die Uberstande abgenommen. In einem SDS-Gel mit anschlieRender Coomassie

Farbung wurde die Reinheit des TIP47 Proteins Uberpruft.

2.4.14. Erhohung der Konzentration von Proteinlésungen

Um die Konzentration von Proteinlésungen zu erhdhen, wurden Amicon®Ultra
Zentrifugenfilter-GefalRe verwendet. Die Ausschlussgrofie des Filters betrug 10kDa,
so dass beim Zentrifugieren das Protein zurtckgehalten und das Probenvolumen
eingeengt wurde. Vor Gebrauch wurden die Filter dreimal mit Puffer gewaschen, um
noch enthaltenes Triethylenglycol zu entfernen. Die 2zu konzentrierende
Proteinlésung wurde bei 4.000xg und 4°C solange zentrifugiert, bis das gewunschte

Probenvolumen erreicht war.

2.4.15. Dialyse

Die Dialyse dient zur Veranderung der Pufferzusammensetzung einer Proteinldsung.
Dabei passieren Pufferbestandteile frei die Dialysemembran, wohingegen das

Protein im Dialyseschlauch verbleibt (AusschlussgroRe: 12-14 kDa). Der
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Dialyseschlauch wurde vor Gebrauch fir einige Minuten in dem jeweiligen
Dialysepuffer ,gewassert* und dann an einer Seite mit einer Dialyseklammer
verschlossen. Nach dem Einfullen der zu dialysierenden Proteinlosung wurde der
Schlauch an der anderen Seite ebenfalls verschlossen. Die Dialyse erfolgte bei 4°C
unter Ruhren gegen das 100fache Volumen der Probe fiur mindestens 3h. Der
Dialysepuffer wurde dabei stiindlich gewechselt. Nach beendeter Dialyse wurde die
Proteinlosung aus dem Schlauch entnommen und bei 13.000xg und 4°C fur 10min

zentrifugiert, um denaturierte Proteine und gro3e Aggregate zu entfernen.

2.4.16. Crosslinking von rekombinanten Proteinen mit Glutaraldehyd

Glutaraldehyd ist ein homobifunktioneller Crosslinker, der zwei identische funktionelle
Gruppen besitzt. Die Aldehydgruppen reagieren mit Aminogruppen von Proteinen
und konnen so Proteine, die miteinander interagieren, kovalent verknupfen.

Hierfur wurden 20ug rekombinantes TIP47 mit verschiedenen Konzentrationen von
Glutaraldehyd (0,01-0,1%) in einem Ansatz von 40ul fir 1h bei RT inkubiert. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 6x Probenpuffer abgestoppt und die Proben

zur Analyse im SDS-Gel getrennt und Coomassie gefarbt.

2.4.17. Pull down Experimente

Laufpuffer 50mM Tris pH 7,5
150mM NaCl

TEV-Puffer 50mM Tris, pH 7,5
0,5mM EDTA

Um Bindungspartner von TIP47 zu finden, wurden GST und GST-TIP47 aufgereinigt
(s. 2.4.13) und fur 1h bei RT auf einer Wippe mit Schweinehirnzytosol inkubiert.
AnschlieBend wurde die Leersaule geodffnet, so dass das Schweinehirnzytosol
abtropfen konnte. Daraufhin wurde die GSH-Sepharose mit 7ml Laufpuffer und 7ml
TEV-Puffer gewaschen. Anschlielend wurde die Sepharose mit der TEV-Protease
(1000U in 300ul TEV-Puffer + 1mM DTT) inkubiert. Nach 2,5h wurden 500ul TEV-

Puffer zum Ansatz pipettiert und die Leersaule gedffnet, so dass die geschnittenen
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Proteine mit evtl. Bindungspartnern abtropfen konnten. Das Eluat wurde mit TCA

gefallt, in Probenpuffer aufgenommen und auf ein groRes SDS-Gel aufgetragen.

2.4.18. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine Methode mit der Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse
m/q von Teilchen genau bestimmt werden kénnen. Sie basiert auf dem Prinzip, dass
ionisierte Teilchen im Vakuum auf einer bestimmten Strecke beschleunigt und
anschlielend in einem Magnetfeld entsprechend ihrer Masse abgelenkt werden.
Hierzu bendtigt ein Massenspektrometer eine lonenquelle, in der der Analyt ionisiert
wird, einen Massenanalysator, der die lonen hinsichtlich des Masse-zu-Ladungs-
Verhaltnisses auftrennt und einen Detektor, der den lonenstrom misst.

In dieser Arbeit wurde die Massenspektrometrie eingesetzt, um unbekannte Proteine
zu identifizieren. Die Massenspektrometrie wurde freundlicherweise vom ZMMK
Servicelabor durchgeflhrt. Dabei wurde das Gerat HCT Ultra (Bruker) verwendet.
Die Proben wurden vorher tryptisch verdaut und die Peptide Uber eine Nano-HPLC
weiter aufgetrennt und online im Massenspektrometer analysiert. Die lonisierung der
Peptide erfolgte durch eine Elektrosprayionisation und die Analyse der Masse in
einer lonenfalle. Die Rohdaten wurden mit der Software Data Analysis (Bruker) zu
Peaklisten prozessiert mit denen anschlieBend die Datenbanksuche in der
Proteinsequenzdatenbank Swissprot 56.9 durchgefuhrt wurde. Als Suchmaschine

wurde Mascot 2.2 verwendet.

2.4.19. Aufreinigung von Lipid droplets

Hypotoner Puffer (HLM) 20mM Tris, pH 7,4
1mM EDTA

HLM + 60% Saccharose (w/w) 38.6g Saccharose
25.73g HLM

HLM + 5% Saccharose (w/w) 2.54g Saccharose
48.34g HLM
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Aufgrund ihrer geringen Dichte (< 1g/cm®) flotieren Lipid droplets nach Zentrifugation
durch einen Saccharosegradienten auf dem Puffer, wahrend sich andere Organellen
und zytosolische Proteine im Saccharosegradienten verteilen. In dieser Arbeit wurde
ein diskontinuierlicher Saccharosegradient (20%, 5% und 0% Saccharose) wie in
Brasaemle et al. (Brasaemle and Wolins, 2006) beschrieben, verwendet.

Zwei Tage vor der Isolierung wurden 6 x 10° Zellen auf eine 15cm Platte ausplattiert
und in DMEM + 1% FCS inkubiert, um vorhandene Lipid droplets zu depletieren. Am
nachsten Tag wurde die Bildung von Lipid droplets induziert, indem die Zellen fir 16h
mit Olsdure inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen trypsiniert, bei 500xg 5min
sedimentiert und 2x mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 1ml HLM-Puffer
resuspendiert und 10min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen durch eine
Kanule (24G) aufgeschlossen und bei 500xg 5min wurden die Zellkernfraktion und
die nicht aufgeschlossenen Zellen sedimentiert. Vom PNS wurde eine
Proteinbestimmung  durchgefihrt und 2,5mg Protein wurden in das
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt und auf 2ml mit HLM-Puffer aufgefullt. Dies wurde mit
1ml des 60% Saccharose HLM-Puffers vermengt, so das eine 20%-ige Saccharose
Lésung entstand. Diese wurde vorsichtig mit 4ml 5% Saccharose HLM-Puffer
uberschichtet, danach folgten 4ml HLM-Puffer. Der Saccharosegradient wurde
anschliefend bei 28.000xg fur 3h zentrifugiert, wodurch die Lipid droplets aufgrund
ihrer geringen Dichte nach der Zentrifugation auf dem HLM Puffer flotierten. Das
Zentrifugenrohrchen wurde in einen tube slicer eingespannt, so dass der obere ml
mit den Lipid droplets vom restlichen Gradienten abgeschnitten wurde. Danach
wurden die Lipid droplets resuspendiert und in ein Glasrohrchen tberfuhrt. Zusatzlich
wurde das abgetrennte Zentrifugenréhrchen 4x mit 1ml Methanol gespult, um sicher
zu gehen, dass alle Proteine und Lipide Uberfihrt wurden. Um die Lipide der Lipid
droplets von den Proteinen zu trennen, wurde anschlielend eine Wessel-Flligge-
Fallung durchgefuhrt (s. 2.4.20).

2.4.20. Lipidextraktion nach der Wessel-Fligge-Féallung
Lipidextraktion aus PNS oder Lipid droplets erfolgte nach Wessel-Fligge (Wessel

and Flugge, 1984). Hierzu wurde die Probe in ein Glasréhrchen Uberfihrt und mit
vier Probenvolumen Methanol versetzt. Danach wurde die Probe gevortext und flr
1min bei 2.300xg zentrifugiert. Daraufhin wurde ein Probenvolumen Chloroform
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dazugegeben, wiederum gevortext und zentrifugiert. AnschlieBend wurden drei
Probenvolumen HPLC H,O dazugegeben, wiederum gevortext und flir 15min bei
2.300xg zentrifugiert. Die untere Phase enthielt die Lipide, die mit einer
Hamiltonspritze in ein sauberes Glasréhrchen Uberfuhrt wurden. Die Lipide wurden
unter Stickstoff eingedampft und bei -20°C gelagert.

Die Interphase enthielt die denaturierten Proteine. Diese wurden nochmals bei
2.300xg 15min zentrifugiert und befanden sich daraufhin im Pellet. Der Uberstand
wurde abgenommen, das Proteinpellet getrocknet und in einem adaquaten Volumen

2x Probenpuffer aufgenommen.

2.4.21. Dunnschichtchromatographie (thin layer chromatographie: TLC)

Laufmittel 1 266ml Essigsauremethylester
266ml 1-Propanol
266ml Chloroform
106ml Methanol
96ml 0,25% KCI-Lésung
Laufmittel 2 750ml n-Hexan
230ml Diethylether

20ml Essigsaure

Laufmittel 3 n-hexan

Farbeldsung 75g CuSO4x 5H,0
900mI HPLC H,0O
100ml 85% ortho-Phosphorsaure

Die Dunnschichtchromatographie ist ein Trennverfahren, bei der eine geloste
Substanzmischung auf eine stationare Phase aufgebracht und dann mit Hilfe eines
Flussigkeitsstromes Uber die stationare Phase geleitet wird, wobei sich die einzelnen
Bestandteile der Mischung auftrennen. In dieser Arbeit sollten Lipidgemische
voneinander getrennt und anhand von Markerlipiden identifiziert werden. Bei der
dunnschichtchromatographischen Trennung von Lipiden wird deren unterschiedliche
Polaritat ausgenutzt. Das Kieselgel besitzt auf der Oberflache freie Hydroxylgruppen,

73



Material und Methoden

die mit den Lipiden in Wechselwirkung treten, je polarer die Lipide sind. Durch die
unterschiedlich starken Wechselwirkungen des Kieselgels mit den Lipiden, sowie
durch die unterschiedlich starke Ruckresorption der Lipide in das Laufmittel legen die
Lipide unterschiedlich lange Strecken auf der Trennschicht zurick. Dabei zeigen
polare Lipide die geringste Mobilitat.

Vor der eigentlichen Chromatographie werden die Kieselgelplatten einer
Vorentwicklung unterzogen, um eventuelle Verunreinigungen zu entfernen. Dazu
wird die Platte einmal vollstandig mit dem Laufmittel Methanol entwickelt und
anschlieend fur 10min bei 110°C aktiviert.

Die zu trennenden Lipide wurden in Chloroform/Methanol (1:1) aufgenommen und
mit Hilfe von Auftragskapillaren als dinne Bande auf einen vorher markierten Bereich
der Kieselgelplatte aufgetragen. Nachdem das Ldsungsmittel vollstandig verdampft
war, wurde die Platte in eine mit Laufmittel 1 geflllte Kammer gestellt. Hierbei ist
darauf zu achten, dass die Atmosphare mit dem Dampf des Laufmittels gesattigt ist,
da es sonst zur Verdunstung des Laufmittels wahrend der Bewegung durch die
stationare Phase kommen kann. Dies konnte die Laufstrecke verandern und zu
Trennproblemen flihren. Um eine gesattigte Atmosphare zu erreichen, wurden die
Laufmittel 20min vor der Chromatographie in eine mit Filterpapier ausgekleidete
Kammer gefullt. Nachdem die Kieselgelplatte in die Kammer gestellt wurde, beginnt
das Laufmittel infolge der Kapillarkrafte in der Kieselgelschicht nach oben zu
wandern. Trifft das Laufmittel auf die aufgetragene Lipidlésung, so werden die Lipide
entsprechend ihrer Affinitdten zur stationdren Phase unterschiedlich stark vom
Laufmittel mitgenommen. Um eine optimale Trennung von polaren und unpolaren
Lipiden zu gewahrleisten, wurde die Kieselgelplatte in drei unterschiedlichen
Laufmitteln entwickelt. Dabei lief das Laufmittel 1 nur die ersten vier cm, wahrend die
Lésemittelfront der letzten beiden Laufmittel bis zum oberen Rand der TLC Platten
lief. Eine Trennung der Lipide wird schon in dem ersten relativ polaren Laufmittel
erreicht. Die Folgeentwicklungen dienen der Bandenfokussierung sowie der
besseren Trennung der unpolaren Lipidklassen. Zwischen den Laufmitteln wurden
die Platten trocken gefént, um eine komplette Verdampfung des Laufmittels zu
gewabhrleisten. Zur Visualisierung und Quantifizierung des Chromatogramms wurden
die Platten anschlieBend in die Farbeldosung getaucht und bei 170°C auf einem
Plattenheizer derivatisiert. AnschlieBend wurden die Banden densiometrisch

ausgewertet, wobei Uber die Flache integriert wurde (Camag Reprostar 3).
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2.4.22. Liposomenpraparation

Saccharose-Ldsung: 0,3 M Saccharose
In A. bidest

Steril filtrieren

HEPES-Puffer: 20 mM HEPES; pH 7,4
In A. bidest

Steril filftrieren

Liposomen wurden aus Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC) prapariert. 1mg
DMPC-Lipid, welches in Chloroform/Methanol (2:1) geldst war, wurde mit Hilfe einer
Hamiltonspritze in ein Reagenzglas uberfuhrt. Die Lipide mussten unter leichter
Stickstoffbegasung als dunner, gleichmassiger Film an der Glaswand des
Reagenzgefasses getrocknet werden, dazu wurde das Reagenzglas langsam
gedreht. Die Hydratisierung des Lipidfiims erfolgte ebenfalls unter langsamen
Drehbewegungen in 150ul Saccharose-Losung. Fur die Liposomenbildung wurde die
Losung 1h bei Raumtemperatur inkubiert und wahrenddessen mehrmals schwach
gevortext. Anschlielend wurden 850yl HPLC-H,O hinzugegeben und 1h in der
Ultrazentrifuge mit 17.500xg bei 4°C zentrifugiert. Die sedimentierten Liposomen,
sogenannte large multilamellar vesicles (MLV), wurden in 500yl HEPES-Puffer
aufgenommen und 15x durch einen Extruder gepresst. Die verwendete Porengrolie
der Membran betrug 100nm. Dadurch erhielten die Liposomen einen einheitlichen
Durchmesser und wurden in large unilamellar vesicles (LUV) umgewandelt (Abb. 11).

Die Liposomenlosung hatte eine Konzentration von 2mg Lipid/ml.
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Abb. 2.3: Liposomenbildung
durch  Hydratisierung  eines
Lipidfilms. Liposomen vor dem
Extrudieren haben oft
mehrschichtige Membranen (MLV
large multilamellar vesicles). Durch
das Extrudieren mit einem 100nm
. Filter  entstehen LUV  large
unilamellar vesicles mit einer
durchschnittlichen GréRRe von 120-
140nm. Wenn frisch praparierte
Liposomen mit Ultraschall

behandelt  werden, entstehen

kleinere Liposomen (30-100 nm) -
trockener Lipidfilm Wasser Hydratisierung SUV small unilamellar vesicles.

(Verandert nach Lasic et al., 1997)

2.4.23. Der disc assay

Der disc assay ermoglicht in vitro die Analyse von lipidorganisierenden
Eigenschaften von Proteinen, insbesondere von Apolipoproteinen (Raussens et al.,
1998). Hierzu wurden 100nm DMPC-Liposomen mit rekombinantem TIP47, ApoE
oder GST in einem Verhaltnis von 1:3,75 (w/w) U.N. bei 25°C inkubiert. Die
Temperatur liegt Uber der Phasenubergangstemperatur von DMPC, so dass diese in
der flussig-kristallinen Phase vorlagen. Dadurch hatten die Proteine die Mdglichkeit
an die Acylketten der DMPCs zu binden und sie zu reorganisieren. Nach der U.N.
Inkubation wurden die Proben auf ein Kupfergrid aufgetropft, um die Strukturen der

Lipide im Elektronenmikroskop zu untersuchen.

2.4.24. Darstellung von Liposomen bzw. discs durch
Negativkontrastierung in der Elektronenmikroskopie

Das Prinzip der Negativkontrastierung beruht auf in Wasser I6sliche Schwermetalle,

die in amorpher Form um das abzubildende Objekt auf einer Tragerfolie eintrocknen.

Dadurch bleibt das Objekt gut durchstrahlbar, wahrend seine Umgebung im

Elektronenmikroskop dunkel erscheint. Frisch praparierte Liposomen wurden Uber

Nacht entweder mit Puffer oder mit Proteinen bei 25°C inkubiert. Am nachsten
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morgen wurden sie fur 5min auf ein mit Kohle bedampftes Kupfergrid aufgetragen,
welches Uber eine ,Glimmentladung” flr wassrige Proben benetzbar gemacht wurde.
Die Fixierung erfolgte ebenfalls fur 5min mit 0,1% Glutaraldehnyd und die
Nachkontrastierung fur 15sec mit 1% Uranylacetat. Zwischen Fixierung und
Nachkontrastierung wurde 2x mit PBS und 6x mit HPLC-H,O gewaschen. Die
Betrachtung der Liposomen am Transmissionselektronenmikroskop (Philips CM120)
wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Dirk Wenzel am MPI fur biophysikalische

Chemie, Gottingen durchgefuhrt.

2.4.25. Messung von Proteininteraktionen am Biacore Biosensor (SPR)

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion zwischen Proteinen mit Hilfe eines
Biacore 3000 Biosensors gemessen. Mit dem Biosensor, der das Prinzip der
Oberflachen-Plasmon-Resonanz (SPR) nutzt, ist es mdglich die Interaktion zwischen
Molekulen nachzuweisen und die Bindungsparameter der Interaktion zu bestimmen.
Dabei erfolgt die Messung in Echtzeit und ohne spezielle Markierung der
Interaktionspartner.
Hierfur wird ein Interaktionspartner, der sogenannte Ligand, an die Oberflache eines
Sensorchips gekoppelt. Der Chip besteht aus Glas als Tragermaterial, welches mit
einer Goldschicht Uberzogen ist. Darauf befindet sich in der Regel Dextran als
Oberflachenmatrix. In dieser Arbeit wurden CM5 Chips verwendet, deren
Dextranmatrix carboxymethyliert ist und an die der Ligand Uber eine Aminokopplung
immobilisiert wird. Der Analyt ist der potentielle Bindungspartner fur den Liganden. Er
befindet sich in Lésung und wird in kontinuierlichem Fluss Uber den auf der
Oberflache immobilisierten Liganden geleitet. Erfolgt eine Bindung zwischen den
Interaktionspartnern wird eine Veranderung des SPR-Signals gemessen.
Die Messung beruht auf dem optischen Phanomen der Surface Plasmon Resonanz
(SPR). Hierbei trifft Licht einer Laserquelle in einem definierten Winkel durch ein
Prisma auf die Grenzflache zur Glasoberflache. Wahrend der Hauptanteil des Lichtes
total reflektiert wird kann der elektromagnetische Anteil mit den freien Elektronen in
der Goldschicht in Wechselwirkung treten. Unter geeigneten Resonanzbedingungen
entsteht dann eine evaneszente Feldkomponente, die die Sensoroberflache
penetiert. Das Phanomen aulert sich bei der Messung des reflektierten Lichts in
einer Abschwachung, die unter einem bestimmten Winkel detektiert werden kann.
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Der Biosensor ist nun so aufgebaut, dass alle Parameter so eingestellt sind, dass die
durch SPR hervorgerufene Winkelanderung nur noch durch die Veranderung der
Grenzflache beeinflusst wird. Binden oder dissoziieren hier Molekile, so wird die
Interaktion nun direkt messbar. Vereinfacht gesagt ist das SPR-Signal (eine
Winkelanderung) nur noch abhangig von der Massenzu- oder abnahme auf der
Chipoberflache.

Die Anderung des Resonanzwinkels wird in einem Sensorgramm als
Resonanzeinheitsveranderung angegeben und gegen die Zeit aufgetragen. Ein
Zuwachs von 1000 Resonanzeinheiten (RU) entspricht im Durchschnitt einer

Zunahme von 1ng Protein pro Quadratmillimeter Chipoberflache.

Licht-  Intensitdt
qualle I

Polariziertes

Licht Re

Prisma L

.

Sensorchip mit
Goldschicht

Sensorgramm

Flusszelle

Abb. 2.4: Messprinzip des Biosensors. Durch die Oberflachen Plasmon Resonanz entsteht ein
Intensitatsabfall im reflektierten Licht. Bindet ein Analyt an einen immobilisierten Liganden, andert
sich der Brechungsindex an der Chipoberflache und der Schatten im reflektierten Licht verandert
seine Position. Die Winkeldnderung des Schattens wird im Sensorgramm als Resonanzsignal
dargestellt (Abb. aus BlIAcore Handbuch).

Durchfiuhrung

Um die Interaktion der Proteine zu messen, muss zunachst der Sensorchip aktiviert
und mit dem Liganden beladen werden. Der CMP5-Chip wurde mit dem Amin-
Kopplungsreagenz (Firma BlAcore) 0,4M 1-ethyl-3-(3-dimethylamino—propyl)—
carbodiimid (EDC) und 0,1M N-Hydroxysuccinimid (NHS) (Verhaltnis 1:1, Flussrate
10ul/min far Smin) aktiviert. Dadurch werden die Carboxylgruppen auf der Oberflache
mit einer Maleimidgruppe verestert, die im nachsten Schritt die Amin-Gruppen von
Proteinen kovalent bindet. Hierfur wurden 20ng/pl GST-MPR300 bzw. GST-MPR46
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mit einer Flussrate von 5ul/min fir 5min in 10mM Na-acetat, pH 4 Uber die
Chipoberflache geleitet. Dabei ist es wichtig, dass der pH Wert der Lésung Uber dem
pK-Wert der Carboxylgruppen und unterhalb des isolelektrischen Punkts der zu
koppelnden Proteine liegt, damit elektrostatische Wechselwirkungen zu einer
raumlichen Annaherung der Proteine an die Oberflache und dadurch zu einer
verbesserten Kopplungseffizienz fluhren. Die Deaktivierung von Uberschissigen,
freien Bindungsstellen erfolgte mit 90ul 1M Ethanolamin-HCL bei einer Flussrate von
30ul/min.

Nach der Immobilisierung wurde die Bindung von GST, GST-VHS, TIP47 und AP2
an GST-MPR300 bzw. GST-MPR46 bei einer Flussrate von 30ul/min flr 1min
gemessen. Die Proteine wurden in Konzentrationen von 200nM bis zu 5uM, Uber die
Oberflache geleitet. Die Regeneration der Oberflache zwischen den einzelnen
Messungen erfolgte mit 50mM NaOH fur 5sec. Die Bindungsexperimente wurden in
PBS und 25mM Tris, pH 7,5, 150mM NaCl durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Funktion von TIP47 im retrograden Transport der MPRs

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Interaktion zwischen TIP47 und den MPRs
untersucht, um die Fragestellung zu beantworten: Ist TIP47 ein bifunktionales
Protein, welches einerseits den retrograden Transport von MPRs vermittelt und
andererseits ein Lipid droplet bindendes Protein mit noch unbekannter Funktion?
Hierfur wurde erstens die Lokalisierung von TIP47 und den MPRs in verschiedenen
Zelllinien untersucht, zweitens die direkte Proteininteraktion zwischen TIP47 und
MPRs in vitro analysiert und drittens wurden Funktionsanalysen fur MPRs in TIP47
knock-down (KD) Zellen durchgefuhrt.

3.1.1. Lokalisierung von MPRs und Sortierungsfaktoren in Zellen

Abb. 3.1: TIP47
kolokalisiert mit
ADRP aber nicht mit
MPRs in COs7
Zellen. Die Zellen
wurden flr 24h auf
Deckglaschen kulti-
viert, danach fixiert
und permeabilisiert.
Die angegebenen Pro-
teine wurden mit flr
sie spezifischen Anti-
kérpern detektiert. Die
Farbung erfolgte durch
Alexa 488 oder -546
markierte  Zweitanti-
korper. Gelbe Farbung
signalisiert  Kolokali-

sierung. MalRstab:

10um.
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Wichtige intrazellulare Sortierungsfaktoren flir Membranproteine, wie z.B. AP1
(Ghosh et al., 2003b), GGA1 (Puertollano et al., 2001) und der Retromerkomplex
(Arighi et al., 2004) zeigen in der Immunfluoreszenz zumindest eine partielle
Kolokalisation mit ihrer membranstandigen Fracht. TIP47 wurde als erster
Sortierungsfaktor flr den retrograden Transport von MPRs beschrieben (Diaz and
Pfeffer, 1998). In der Veroffentlichung der Arbeitsgruppe Pfeffer ist ebenfalls eine
Kolokalisierung von TIP47 mit MPR300 in COS7 Zellen abgebildet. Gezeigt wurde
eine perinukleare, vesikulare Farbung fur TIP47, die mit der Farbung fur den
MPR300 uberlappt (Abb. 4.1 S. 124 in der Diskussion). Diese Kolokalisierung von
TIP47 mit den MPRs sollte verifiziert werden. Dazu wurden TIP47 und MPR300 bzw.
MPR46 in COS7 Zellen angefarbt. In dieser Immunfluoreszenz bestatigte sich die
perinukledre und punktierte Farbung fur TIP47, allerdings war keine Kolokalisierung
mit den MPRs nachweisbar. Wurde hingegen ADRP, ein Lipid droplet bindendes
Protein, oder Neutrallipid angefarbt (Daten nicht gezeigt), konnte eine Kolokalisation
mit TIP47 detektiert werden (Abb. 3.1). Die gleiche Farbung wurde auch in Hela
Zellen durchgefuhrt, da HelLa Zellen aus einem Gewebe stammen, das fur den
systemischen Lipidstoffwechsel von untergeordneter Bedeutung ist. Deswegen

lokalisiert TIP47 vielleicht eher an MPR-positiven Strukturen als an Lipid droplets.

Abb. 3.2: TIP47 lokalisiert an Lipid
Droplets, aber kolokalisiert nicht
mit MPRs in HeLa Zellen. Hela
Zellen wurden vor der Fixierung fur
16h +/- 400uM Olsdure (OA) in
DMEM inkubiert. Nach der

Permeabilisierung wurden die

TIP47 (rot)

¥

MPR46
(grun)

TIP47 (rot) angegebenen Proteine mit
spezifischen Antikorpern detektiert.

Die Farbung erfolgte tUber Alexa 488
MPR300

(griin) oder 546 markierte Zweitantikorper.

Der Zellkern wurde mit Hochst und

Neutrallipid mit ,LipidTox deep red*

angefarbt. Malstab: 10um.

HelLa Zellen zeigten unter den Standard-Zellkulturbedingungen kaum eine vesikulare

Farbung fur TIP47. Nur ~2% der Zellen besallen TIP47-positive Strukturen, die nicht
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mit dem MPR300 oder MPR46 kolokalisierten (Abb. 3.2A). Wurden die Zellen flr 16h
zusatzlich mit Olsdure (400uM) im Standardmedium inkubiert, zeigten sie in der
Immunfluoreszenz eine groRe Anzahl von TIP47 positiven Strukturen, deren Lumen
durch Neutrallipid-sensitive Farbstoffe gefarbt war und somit als Lipid droplets
identifiziert werden konnten (Abb. 3.2B).

Neben HelLa Zellen wurden die Farbungen zusatzlich in humanen Fibroblasten, in
der humanen monozytaren Zelllinie Monomac und in den humanen Leberzelllinien
HepG2 und HUH7 mit den gleichen Ergebnissen durchgeflhrt: TIP47 lokalisierte
immer an vesikularen Strukturen, die als Lipid droplets identifiziert wurden, wahrend
eine Kolokalisierung weder mit MPR300 noch mit MPR46 detektierbar war. Die
intrazellulare Lokalisierung von TIP47 ist demzufolge nicht zelltypspezifisch.

Vps35/26

Abb. 3.3: MPR46 kolokalisiert mit den Sortierungsfaktoren Retromer (A) und GGA1l (B).
HelLa Zellen wurden 24h vor der Fixation auf Deckglaschen ausplattiert. Nach der
Permeabilisierung wurden die angegebenen Proteine mit Hilfe spezifischer Antikérper detektiert.
Der Zellkern wurde mit Hdchst-Farbstoff sichtbar gemacht. Gelbe Farbung zeigt die
Kolokalisierung von MPR46 und Retromer bzw. von MPR46 und GGA1 (siehe Pfeile). MaRstab:
10um

Dass andere Sortierungsfaktoren mit ihrer Fracht kolokalisieren zeigt die Abb. 3.3.
Hier wurden Proteine des Retromerkomplexes (A) oder GGA1 (B) zusammen mit

dem MPRA46 angefarbt. Die Farbung dieser Sortierungsfaktoren Uberlappt teilweise
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mit der Farbung fir den MPR46, was sich in der gelben Farbung zeigt (Abb. 3.3). Da
diese Sortierungsfaktoren mit dem MPR46 kolokalisieren, muss man sich fragen, ob
TIP47 ein typischer Sortierungsfaktor ist, oder ob die Affinitat von TIP47 an
Membranen zu schwach ist, um das Protein in der Immunfluoreszenz an Organellen
zu detektieren.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden GFP-TIP47 Fusionsproteine generiert und in
HeLa Zellen exprimiert. GFP-TIP47 war unter Standard-Kulturbedingungen
zytosolisch lokalisiert (Abb. 3.4A), aber nach Olsdureinkubation an Lipid droplets
nachweisbar, wo es mit ADRP kolokalisierte (Abb. 3.4B). GFP-TIP47 zeigte, wie
endogenes TIP47, keine Kolokalisierung mit den MPRs. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass sowohl endogenes TIP47 (Doktorarbeit von A. Bulankina, unsere
Arbeitsgruppe), als auch GFP-TIP47 nicht an Kompartimenten des Endozytose- oder
Biosyntheseweges detektiert werden konnte (Bulankina et al., 2009).

Es bleibt an dieser Stelle festzuhalten, dass TIP47 im Gegensatz zu anderen
Sortierungsfaktoren von Membranproteinen weder mit seiner Fracht (MPRs) noch an

den entsprechenden Organellen nachweisbar war.

A: - OA B: + OA + OA
GEP-TIP47, MPR46 (rot) GFP-TIP47, MPR46 (rot) GFP-TIP47, ADRP (rot)

Abb. 3.4: GFP-TIP47 kolokalisiert nicht mit endogenem MPR46. HeLa Zellen wurden 8h nach
der Transfektion mit GFP-TIP47 16h in DMEM +/- 400uM Olsaure inkubiert. Nach Fixierung und
Permeabilisierung erfolgte die Farbung von MPR46 und ADRP. Kolokalisierung von ADRP und
GFP-TIP47 zeigt sich in der gelben Farbung. OA: Olsaure. MaRstab: 10um.
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3.1.2. In vitro Bindungsstudien mit TIP47 und den zytoplasmatischen

Sequenzabschnitten der MPRs

Mittels Immunfluoreszenz war keine Kolokalisation zwischen MPRs und TIP47
detektierbar. Dies bedeutet, dass TIP47 entweder kein Sortierungsfaktor fur MPRs
ist, oder aber die Affinitat von TIP47 an die zytoplasmatischen Sequenzen beider
MPRs so schwach ist, dass die Membranbindung entsprechend labil und somit nicht
in der Immunfluoreszenz detektierbar ist. Um schwache Bindungsaffinitaten von
Protein-Protein-Wechselwirkungen in vitro nachzuweisen, eignet sich unter anderem
die Oberflachen-Plasmonresonanz (SPR, surface plasmon resonance) Methode. Mit
dieser Methode konnen selbst schwache Molekul-Interaktionen im puM bis mM
Bereich in Echtzeit gemessen werden.

Zur Bestimmung der Interaktion zwischen TIP47 und den zytoplasmatischen
Sequenzen beider MPRs wurden diese als GST-Fusionsproteine gereinigt und
zusammen mit GST als negative Kontrolle auf einer CM5 Sensoroberflache
immobilisiert. Rekombinantes TIP47, sowie der Adaptorkomplex AP2 und die VHS-
Domaéne (Domaéne, die auch in VPS27, Hrs und STAM vorkommt) von GGA1 (GGA1-
VHS) als bekannte Bindungspartner wurden anschlieRend in verschiedenen
Konzentrationen Uber die Sensoroberflache geleitet. Weder fir GST noch fur TIP47
konnte eine Bindung nachgewiesen werden, wahrend die Interaktion mit der GGA1-
VHS Domane und mit dem AP2 Komplex bei jeder injizierten Konzentration eindeutig
detektierbar war (Abb. 3.5B).

Sowohl AP2 als auch GGA1 sind bekannte Sortierungsfaktoren fur die MPRs und
ihre Bindung war mit SPR eindeutig nachweisbar. Hier stellt sich die Frage, warum
sich bei TIP47, als beschriebener Sortierungsfaktor, keine Bindung an die MPRs
messen lasst? Ein Grund konnte sein, dass TIP47 nach der Aufreinigung nicht mehr
funktionell ist. Ob rekombinantes TIP47 seine Bindungsaffinitat zu den MPRs verliert,
konnten wir nicht Uberprifen, wir wissen aber, dass das rekombinante TIP47 in

anderen in vitro Versuchen noch funktionell ist (Abb. 3.25).
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Abb. 3.5: In vitro Nachweis der Bindung von Sortierungsfaktoren an die zytoplasmatischen
Sequenzen der MPRs. A: Coomassie Gel der aufgereinigten Proteine. Die Proteine wurden in
Bakterien exprimiert, und Uber eine GSH Matrix affinitdtsgereinigt. Die Elution von GST, GST-
MPR300 und GST-GGA1-VHS erfolgte mit 20mM GSH. GST-TIP47 wurde mit TEV-Protease
verdaut, um GST von TIP47 zu trennen (s. M+M). Der AP2 Core-Komplex wurde von David Owen
(Cambridge) zur Verfigung gestellt. GST ~ 27kDa, GST-MPR300 ~ 48kDa, GST-GGA1-VHS~
40kDa, TIP47~ 47kDA (s. Pfeile) und AP2 als Core-Komplex aus 4 Proteinen a~ 70kDa, 3,~75kDa,
u~50 kDa, o~ 19kDa. Die Proteine GST-MPR300 und GST-GGA1-VHS waren mit GST
kontaminiert. GSH: Glutathion. B: SPR Bindungsexperimente. GST und der zytoplasmatische
Sequenzanteil von MPR300 (GST-MPR300) wurden auf einer CM5 Oberflache immobilisiert und die
Interaktion mit den angegebenen Proteinen (5uM) gemessen. Es konnte keine Interaktion zwischen
GST-MPR300 und TIP47 nachgewiesen werden. Als positive Kontrollen dienten die Interaktionen
zwischen GST-MPR300 und der VHS Doméane von GGA1 bzw. AP2, die zweifelsfrei nachweisbar

waren (In Zusammenarbeit mit Florian Hel3ner).

3.1.3. Funktionsanalyse von MPRs nach knock-down von TIP47

In den oben vorgestellten in vitro Experimenten war keine Bindung von TIP47 an die

zytoplasmatischen Sequenzabschnitte der MPRs detektierbar. Um dennoch die

mogliche Bedeutung von TIP47 als Sortierungsfaktor fur MPRs in Zellen zu

untersuchen, wurde die Verteilung und Funktion beider MPRs nach Suppression von

TIP47 mittels RNAIi analysiert.
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Als Kontrolle fiir diese Versuche dienten mock transfizierte HeLa Zellen und Zellen,
in denen die zwei Retromer-Komponenten Vps35 und Vps26 durch RNAI supprimiert
waren. RNAI fur den Retromerkomplex wurde als Kontrolle ausgesucht, da zwei
unabhangige Gruppen in der Vergangenheit zeigen konnten, dass RNAi fur Retromer
sowohl die Lokalisierung als auch die Funktion der MPRs in der Sortierung von

lysosomalen Enzymen beeintrachtigt (Arighi et al., 2004; Seaman, 2004).

mock TIP47 KD Vps35/26 KD

MPR300
(Steady state)

Anti-MPR300
Endozytose , TGN46

(grun)

Abb. 3.6: Verteilung des MPR300 in TIP47 KD- und Kontrollzellen. Obere Reihe: Nach der
transienten Transfektion mit siRNA wurden die Zellen auf Deckglaschen ausplattiert, 24h kultiviert,
fixiert, permeabilisiert und der MPR300 wurde mittels K oo MPR300 und Z o K Alexa 546 angefarbt
(steady state). Untere Reihe: Fiur die Endozytose des AK wurden die Zellen zuerst 20min mit dem
K o MPR300 AK und dann 20min ohne AK inkubiert, dann fixiert, permeabilisiert und die
internalisierten AK mittels Z o K Alexa 546 nachgewiesen. In der steady state Verteilung und bei der
Aufnahme von MPR300-spezifischen AK zeigt sich keinerlei Unterschied zwischen siTIP47 und
Kontrollzellen, wahrend die perinukleare Verteilung vom MPR300 in den Vps35/26 KD Zellen
weniger stark ausgepragt ist. Dieser Phanotyp wird noch deutlicher nach Aufnahme von o MPR300

AK, die in den Vps35/26 KD Zellen in peripheren Endosomen akkumulieren. Maf3stab: 10um

Zuerst wurde die subzellulare Verteilung beider MPRs in TIP47 knock-down (KD),
Vps35/26 KD- und Kontrollzellen miteinander verglichen (Abb. 3.6 obere Reihe). Im
FlieRgleichgewicht (steady state) war die Verteilung der MPRs trotz knock-down von
TIP47 normal. Wie in den mock transfizierten Zellen war eine perinukleare Verteilung

der Rezeptoren sichtbar. Im Gegensatz dazu war die Verteilung in Vps35/26 KD
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Zellen deutlich diffuser, d.h. MPR-positive Strukturen sind im gesamten Bereich des
Zytoplasmas auszumachen. Die Beeintrachtigung der Sortierung von MPRs in
Vps35/26 KD Zellen wurde noch deutlicher, wenn Antikorper gegen die luminalen
Domanen der MPRs internalisiert wurden (Abb. 3.6 untere Reihe). Die Antikdrper-
haltigen Vesikel waren in der gesamten Zelle verteilt, wahrend in TIP47 KD- und
Kontrollzellen eine weitestgehend perinukleare Verteilung detektiert wurde. Dies
zeigt, dass die internalisierten Antikorper in TIP47 KD- und Kontrollzellen effektiv zur
Golgi Region transportiert wurden, was auch durch die raumliche Nahe zum TGN-
Markerprotein TGN46 bestatigt wird. Demgegenuber flhrt der Verlust von Vps35/26
zu einem Defekt im retrograden Transport von MPR/Antikérperkomplexen aus
Endosomen. Dieser Befund deckt sich mit den Daten anderer (Seaman, 2004),
(Arighi et al., 2004), wahrend der Verlust von TIP47 Uberraschenderweise ohne
Bedeutung fur die Lokalisierung und den Transport von MPRs ist.

Die Funktion von MPRs ist der Transport lysosomaler Enzyme vom TGN zu
Endosomen. Hier dissoziieren die Enzym/Rezeptor Komplexe, die Enzyme gelangen
weiter in die Lysosomen, wahrend die MPRs zum TGN zurtckkehren, um erneut fur
den Export von lysosomalen Hydrolasen zur Verfugung zu stehen. Ein Defekt im
retrograden MPR Transport von Endosomen zum TGN flhrt zur Akkumulation der
Rezeptoren in den Endosomen. Gleichzeitig stehen am TGN nicht mehr genugend
Rezeptoren zur Verfligung, um den effizienten Export der lysosomalen Enzyme zu
vermitteln. Dies zieht den Export der Enzyme aus der Zelle nach sich, so dass die
Enzyme im Extrazellularraum nachweisbar werden.

Experimentell kann die Fehlsortierung lysosomaler Enzyme durch deren Detektion im
Zellkulturiberstand mittels Western blot oder Enzymaktivitatsbestimmung
nachgewiesen werden (s. M + M). Eine mdgliche Fehlsortierung lysosomaler Enzyme
wurde in TIP47 KD-, Vps35/26 KD- und Kontrollzellen untersucht.

Zum einen wurde die Sekretion des lysosomalen Enzyms Cathepsin D im Western
blot analysiert, auBerdem wurde die Aktivitdt von R-Hexosaminidase im
Zellkulturtiberstand bestimmt. Der knock-down von TIP47 blieb ohne Auswirkungen
auf die Sortierung der lysosomalen Enzyme. Gegeniber den Kontrollen war weder
eine erhdhte Sekretion von Cathepsin D precursor im Medium nachweisbar, noch
zeigten Aktivitatsbestimmungen fur 3-Hexosaminidase auffallige Werte. Anders der

Effekt von RNAi gegen Vps35/26: In diesen Zellen war die Menge an Cathepsin D im
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Medium deutlich erhéht (Western blot Abb. 3.7A) und in gleicher Weise war die

Aktivitat von R-Hexosaminidase im Medium gesteigert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.7: Sortierung der lysosomalen Hydrolase Cathepsin D. Nach RNAi wurden die Zellen
fur 24h kultiviert und dann fir weitere 6h mit Medium ohne FCS. Aliquote Anteile der Zelllysate
und Kulturiberstande wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, um im AnschluR Cathepsin D im
Western blot nachzuweisen. Nur in den Vps35/26 KD Zellen ist die Sekretion von nennenswerten
Mengen des Cathepsin D in den Kulturiiberstand nachweisbar, wahrend in TIP47 KD Zellen die
Cathepsin D Verteilung der Kontrolle entspricht, hier ist die Sekretion unbedeutend und die
Hauptmenge Cathepsin D liegt als reife Form vor. P: precursor, |. intermediate form, M: mature
form von Cathepsin D B: Western blot Kontrolle der RNAi Effizienz. 48h nach RNAi wurden
Zellhomogenate gewonnen und die angegebenen Proteine nach SDS-PAGE mittels Western blot

nachgewiesen. Rab9 diente als Ladungskontrolle.

Obwohl TIP47 in mehr als 10 Publikationen als Sortierungsfaktor fur MPRs
propagiert wird, zeigen unsere Experimente, dass der Verlust von TIP47 weder
Auswirkungen auf die Verteilung und den Transport der Rezeptoren hat, noch auf die
Sortierungseffizienz der getesteten lysosomalen Hydrolasen. Eine mogliche
Erklarung fur diese Diskrepanz konnte eine verstarkte Expression von MPRs in
TIP47 KD Zellen sein. Die Uberexpression kdnnte Transportdefekte kompensieren,
so dass keine Anderungen in der Sortierung lysosomaler Enzyme auffallig werden.
Eine gesteigerte Expression von MPR300 in TIP47 KD Zellen war weder von uns
(Abb. 3.8), noch von der Arbeitsgruppe Pfeffer nachzuweisen. Allerdings zeigte die
Arbeitsgruppe Pfeffer durch pulse/chase-Experimente, dass die Halbwertszeit von

MPR300 von Uber 35h (Kontrollen) auf ~14h in TIP47 KD Zellen sinkt (Diaz and
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Pfeffer, 1998). Die Autoren erklaren die verklrzte Halbwertszeit (schnellerer Abbau
der MPRs in Lysosomen) durch einen gestdrten Transport von Endosomen zum
TGN. Die erhohte Abbaurate von MPR300 sollte auch in dieser Arbeit verifiziert

werden.
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Abb. 3.8: Eine verringerte Halbwertszeit (HWZ) von MPR300 konnte in TIP47 KD Zellen nicht
detektiert werden. A: Cycloheximid (CHX) Behandlung von Hela Zellen. Nach RNAi wurden die
Zellen gezahlt und in gleicher Anzahl auf 3cm Platten ausplattiert, 24h kultiviert und dann fir Oh
bzw. 9h mit CHX (40ug/ml) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen trypsiniert, aliquote Mengen
der Zellhomogenate im SDS-Gel getrennt und auf Nitrocellulose Ubertragen. Die angegebenen
Proteine wurden mit spezifischen Antikdrpern detektiert. o Catenin diente als Kontrollprotein fir die
Degradation in Gegenwart des Proteinbiosyntheseinhibitors CHX. Ein verstarkter Abbau von
MPR300 in TIP47 KD Zellen war nicht nachweisbar. In Vps35/26 RNAIi Zellen erkennt man einen
verringerten Abbau des MPR300. B: Pulse/Chase Experiment. Nach metabolischer Markierung
mit [**S]-Met/ Cys fiir 6h wurden die Zellen fiir die angegebenen Zeiten ohne Radioaktivitat weiter
inkubiert (chase). Im Anschluss erfolgte die Immunprazipitation von MPR300, der nach SDS-PAGE
im Autoradiogramm nachgewiesen wurde. Auch in diesem Ansatz konnte keine verringerte HWZ
des MPR300 detektiert werden.

Hierzu wurden TIP47 KD- und Kontrollzellen mit Cycloheximid (CHX) behandelt, um
die Neusynthese von Proteinen zu blockieren, und so einen erhohten Abbau im
Western blot sichtbar zu machen (Abb. 3.8A). Der Abbau von MPR300 war nach 9h
in Gegenwart von CHX der gleiche wie in mock transfizierten Zellen. In den Vps35/26
KD Zellen war ein verringerter Abbau detektierbar. Dieser Befund stimmt aber mit
Daten der Arbeitsgruppe Seaman Uberein (Seaman, 2004). Die zweite, klassische
Methode zur Bestimmung von Proteinhalbwertszeiten ist die Immunprazipitation nach
metabolischer Markierung in pulse/chase Experimenten. Hierzu wurden die Zellen fur
6h mit [*°S]-Met/Cys markiert (pulse), dann gewaschen und fiir 0-36h ohne

Radioaktivitat weiter inkubiert (chase). Danach erfolgte die Immunprazipitation des
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Rezeptors und der autoradiographische Nachweis. Auch in diesen Experimenten war
keine erhohte Abbaurate vom MPR300 in TIP47 KD Zellen detektierbar. Weder der
Nachweis vom MPR300 in CHX-behandelten Zellen, noch die pulse/chase
Experimente liefern Anzeichen dafur, das der Verlust von TIP47 den Abbau vom
MPR300 férdert.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Funktion von TIP47 als potenzieller
Sortierungsfaktor fur den retrograden Transport von MPRs untersucht, da TIP47 als
maoglicherweise bifunktionales Protein erste Hinweise auf eine Interaktion zwischen
Lipid droplets und endosomalen Kompartimenten hatte liefern kdnnen. Alle oben
genannten Experimente zur Lokalisierung, zum Transport und zur Funktion von
MPRs zeigen aber Ubereinstimmend, dass TIP47 in diesem Zusammenhang keine
bedeutende Rolle spielt. Diese Ergebnisse widersprechen damit zahlreichen
publizierten Daten der Arbeitsgruppe Pfeffer. Diese Widerspriche und deren

moglichen Erklarungen werden in der Diskussion (S. 122) aufgegriffen.

3.2. Ist TIP47 ein Effektorprotein der GTPase Rab9?

TIP47 wurde nicht nur als Sortierungsfaktor fur MPRs beschrieben, sondern in
Folgearbeiten auch als ein Effektorprotein fur die an spaten Endosomen lokalisierte
GTPase Rab9 (Carroll et al., 2001). Daruber hinaus soll TIP47 der Schlusseleffektor
von Rab9 sein, der die Lokalisierung von Rab9 an spaten Endosomen determiniert
(Aivazian et al., 2006). Auch in diesem Zusammenhang sollten Lokalisierungs-
experimente in Zellen und in vitro Analysen zeigen, ob diese Daten bestatigt werden

konnen.

3.2.1. Intrazellulare Lokalisierung von Rab9 und TIP47

Einen ersten Anhaltspunkt sollte die intrazellulare Lokalisierung von Rab9 und TIP47
bieten. Viele bekannte Rab-Effektoren kdnnen in der Immunfluoreszenz am selben
Kompartiment lokalisiert werden, wie z.B. der Rab5 Effektor Rababtin (Stenmark et
al., 1995) oder der Rab7 Effektor RILP (Cantalupo et al., 2001).
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GFP-lamp 1

Abb. 3.9: Endogenes Rab9 lokalisiert an spaten Endosomen, kolokalisiert aber nicht mit
TIP47. 24h nach der Transfektion mit den jeweiligen GFP-Konstrukten (A-F) wurden die Zellen
fixiert und permeabilisiert, um endogenes Rab9 anzufarben. In den nicht-transfizierten Zellen
wurde neben Rab9 auch MPR300 (G-I) oder TIP47 (J-L) angefarbt. Kolokalisierung zeigt sich in
der gelben Farbung (siehe Pfeile). Mal3stab:10um.

In HeLa Zellen kolokalisierte endogenes Rab9 mit GFP-Lamp1 (Abb. 3.9A-C) und
GFP-Rab7 (Abb. 3.9D-F), aber nicht mit GFP-Rab5 (Daten nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse entsprechen der etablierten Vorstellung, dass Rab9 fir spate
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Endosomen spezifisch ist. Es konnte auch eine partielle Kolokalisierung zwischen
MPR300 und Rab9 nachgewiesen werden (Abb. 3.9G-l), eine Uberlappung zwischen
TIP47 und Rab9 war allerdings nicht sichtbar (Abb. 3.9J-L). Die Farbung fur TIP47
war hauptsachlich zytosolisch und in den wenigen Zellen, in denen TIP47-positive
Strukturen nachweisbar waren, konnte Rab9 nicht an diesen detektiert werden.
Somit deutet alles daraufhin, dass endogenes TIP47 nicht an Rab9-positiven

Strukturen lokalisiert.

Vielfach ist der Nachweis von Rab-Proteinen bzw. deren Effektoren in der
Immunfluoreszenz nicht einfach. Um derartige Probleme zu minimieren, wurde Rab9
als GFP-Fusionsprotein in HelLa Zellen exprimiert und die mogliche Kolokalisierung
mit endogenem TIP47 in der Immunfluoreszenz analysiert (Abb. 3.10A-F). Weder in
diesen Zellen, noch in Zellen die Rab9 (GFP-Rab9) und TIP47 (RFP-TIP47)
exprimieren war eine Kolokalisierung zwischen beiden Proteinen an spaten
Endosomen detektierbar (Abb. 3.10G-L). Nach Inkubation der Zellen mit Ols3ure
konnte GFP-Rab9 in manchen Zellen nicht nur an spaten Endosomen detektiert
werden, sondern es zeigte sich auch eine schwache Farbung von Lipid droplets, wo
GFP-Rab9 mit RFP-TIP47 kolokalisiert (Abb. 3.10J-L Ausschnitt). Diese Strukturen
konnten eindeutig als Lipid droplets identifiziert werden, da Neutrallipid mit angefarbt
wurde (Farbung nicht gezeigt). Ob Rab9 spezifisch an Lipid droplets bindet oder dies
nur eine Folge der massiven Uberexpression ist, bedarf einer weiteren
Untersuchung. Momentan gehen wir davon aus, dass GFP-Rab9 aufgrund der
Uberexpression mit seinen Prenylierungsankern in der Lipid droplet Membran
inseriert.

Der Arbeitsgruppe Pfeffer war es nach eigenen Angaben zufolge nicht moglich ein
funktionell markiertes TIP47, wie z.B. RFP-TIP47, in Zellen zu exprimieren (Barbero
et al., 2002). Ohne dass die Autoren naher darauf eingehen, konnte dies bedeuten,
dass die 27kDa grofen GFP- bzw. RFP-Proteine nach Fusion mit TIP47 dessen
Lokalisierung entscheidend beeintrachtigen. Allerdings haben wir TIP47 sowohl am
N-Terminus als auch am C-Terminus mit den kleineren 6xHis- bzw. HA-tags
versehen. Alle Varianten lokalisierten wie GFP-TIP47 an Lipid droplets, wahrend die
Markierung anderer Kompartimente nicht nachweisbar war. Daher kann ein
Funktionsverlust durch Fusion mit GFP zwar nicht ausgeschlossen werden, ist im

Zusammenhang mit den anderen Ergebnissen aber wenig plausibel.
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GFP-Rab9

GFP-Rab9

GFP-Rab9 RFP-TIP47
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GFP-Rab9 RFP-TIP47

Abb. 3.10: GFP-Rab9 lokalisiert nicht mit endogenem TIP47 und RFP-TIP47. 8h nach der
Transfektion mit GFP-Rab9 (A-F) oder mit GFP-Rab9/RFP-TIP47 (G-K) wurden die Zellen 16h mit
+/- 400uM Olséure inkubiert, fixiert und permeabilisiert. (A-F) In den nur mit GFP-Rab9 transfizierten
Zellen wurde zusatzlich endogenes TIP47 angefarbt. Kolokalisierung zeigt sich in der gelben
Farbung. Wenige Zellen zeigten eine Kolokalisierung zwischen GFP-Rab9 und RFP-TIP47 an Lipid
droplets (siehe Ausschnitt). Mal3stab: 10um.
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Des Weiteren wurde publiziert, dass der knock-down von TIP47 zu einer
Verschiebung des Verhaltnisses von membrangebundenem Rab9 zugunsten des
zytosolischen Rab9 fluhrt, da - so die Argumentation der Autoren - TIP47 Rab9 an
spaten Endosomen stabilisiert (Ganley et al., 2004). Als weitere Konsequenz soll es
in den TIP47 KD Zellen zu einer Verschiebung des Zytosol:Membran-Verhaltnisses
von TIP47 zugunsten der Membranfraktion kommen (Aivazian et al.,, 2006). Um
diese Befunde zu Uberprufen, wurde entweder TIP47 oder Rab9 in HeLa Zellen
mittels RNAIi supprimiert, gefolgt von der Detektion beider Proteine in der Zytosol-
und Membranfraktion (Abb. 3.11). In keinem der Versuche hatte der KD von TIP47
einen Einfluss auf das Zytosol:Membran-Verhaltnis von Rab9. In mock transfizierten
Zellen liegt TIP47 hauptsachlich zytosolisch vor und nach TIP47 KD ist das Protein
nicht mehr in der Membranfraktion detektierbar. Eine Verschiebung zugunsten der

Membranfraktion war also nicht nachweisbar.

mock  TIP47 KD Rab9 KD Abb. 3.11: Zytosol:Membran-Verhéltnis von

TIP47 in RNAIi Zellen. Nach der Transfektion mit

z M Z M Z M
siRNA wurden die Zellen fur 24h kultiviert, dann
. - .-Lamp1 trypsiniert und mit der Nadel aufgeschlossen.
— _——

- TIP47 AnschlieRend wurden die Homogenate erst
—— — — -GAPDH  piedertourig  (500xg) und dann  hochtourig
e Gy e R - Rab9 (100.000xg) zentrifugiert, um die Zytosol- und

Membranfraktionen zu gewinnen. Der Nachweis
der angegebenen Proteine erfolgte nach SDS-PAGE im Western blot. Das lysosomale Protein

Lamp1 und GAPDH dienten als Markerprotein fir die Membran- (M) bzw. die Zytosolfraktion (Z).

Die oben genannten Ergebnisse zur Lokalisierung von endogenem Rab9 und TIP47,
die Lokalisierung nach deren Uberexpression als GFP-Fusionsprotein, sowie die
einfache Analyse der Proteine in Zytosol- und Membranfraktionen von Zellen nach

transientem RNAI, lieferten keine Hinweise auf die Interaktion der beiden Proteine.

3.2.2. In vitro Interaktion zwischen Rab9 und TIP47

Die Bindung von TIP47 an Rab9 wurde in vitro charakterisiert und zeigte eine
zweifach schwachere Bindung an Rab9-GDP als an Rab9-GTP (Carroll et al., 2001).
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Wir haben aufgrund dieser Daten ebenfalls versucht eine Bindung von TIP47 an
Rab9 in vitro nachzuweisen. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Rudolph vom
Institut fur Strukturbiologie in Gottingen wurde daher die Nukleotid-abhangige
Interaktion zwischen rekombinantem Rab9 und rekombinantem TIP47 untersucht. In
pull down Versuchen wurde His-GST-TIP47 an eine Matrix gekoppelt und fur 2h
entweder mit Rab9-GDP, Rab9-GTP oder Rab9-GppNHp (ein nicht hydrolysierbares
GTP-Analog) inkubiert. Alle Fraktionen (Durchfluss, Waschfraktion und Elution)
wurden anschlief3end Uber ein SDS-Gel aufgetrennt und Coomassie gefarbt (Abb.
3.12A). Es konnte keine Nukleotid-abhangige Bindung von Rab9 an His-GST-TIP47
nachgewiesen werden. Mit einer unabhangigen Methode wurde versucht mogliche
Komplexe von Rab9 und TIP47 von den Einzelproteinen mittels analytischer
Gelfiltration zu trennen und nachzuweisen. Aber auch in diesem Experiment konnte
neben den beiden Peaks der Einzelproteine kein zusatzlicher Peak, der auf einen

Komplex schliel3en lassen wirde, detektiert werden (Abb. 3.12B).

Abb. 11: TIP47 bindet in vitro nicht an Rab9.
A: pull down Versuch. His-GST-TIP47 wurde
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aufgetragen. Es wurden zwei Peaks dokumen-
tiert, die dem Elutionsprodukt der Einzelproteine entsprachen. Ein zusatzlicher Peak, der einer

Komplexbildung entsprochen hatte, war nicht detektierbar (Die Versuche wurden von M. Rudolph

und J. Wittmann, Universitat Goéttingen, durchgefihrt.).
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Eine alternative Moglichkeit zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen ist ein
yeast-two-hybrid screen. In diesem screen wird ein Reportergen verwendet, um
Protein-Protein-Interaktionen in vivo (in der Hefe) nachzuweisen. Transkribiert wird
das Reportergen nur, wenn ein entsprechender Transkriptionsfaktor an seine
Promotorregion bindet. Dieser Transkriptionsfaktor besitzt zwei Domanen, wovon die
eine als Fusionsgen mit dem ,Koderprotein“ von einem Plasmid exprimiert wird und
die andere auf einem anderen Plasmid mit den jeweiligen ,Beuteproteinen®. Bindet
nun das ,Kdderprotein® ein ,Beuteprotein®, so kommt es zur funktionellen
Rekonstruktion des Transkriptionsfaktors und die Genexpression des Reportergens
wird eingeschaltet. In diesem Fall verwendete Francis Barr (Universitat, Liverpool)
TIP47 als ,Koder” und testete die Interaktion mit 32 verschiedenen Rabs (inklusive
Rab9) entweder in GTP- oder GDP gebundener Form. In keinem einzigen Fall war

eine Interaktion nachzuweisen (unpublizierte Daten).

Weder die Arbeitsgruppe von M. Rudolph, noch die von F. Barr konnten in lhren
unabhangigen Experimenten Hinweise auf eine Bindung von TIP47 an Rab9 finden.
Zusatzlich wurde die Lokalisierung von endogenem und GFP-Rab9 in der Zelle
untersucht und auf Kolokalisierung mit endogenem TIP47 bzw. RFP-TIP47
analysiert. Es konnte bestatigt werden, dass Rab9 an spaten Endosomen lokalisiert,
allerdings konnte keine Kolokalisierung mit TIP47 gefunden werden. Es zeigte sich
auch keine Kolokalisierung an spaten Endosomen, wenn man GFP-Rab9
Uberexprimierte. Diese Uberexpression von Rabs sollte Effektoren an Rab-
gebundenen Kompartimenten sichtbar machen. Eine Uberexpression von GFP-Rab9
und zusétzlicher Inkubation der Zellen mit Olséure zeigte in wenigen Fallen eine
schwache Farbung von GFP-Rab9 an Lipid droplets. Ob diese Lokalisierung
physiologisch relevant ist, muss naher untersucht werden. Unsere Ergebnisse legen

den Schluss nahe, dass TIP47 kein SchlUsseleffektor von Rab9 sein kann.
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3.3. Die Funktion von TIP47 an Lipid droplets

Wie auf Seite 15 bereits erwahnt, wurde TIP47 nicht nur als Sortierungsfaktor
charakterisiert, sondern im gleichen Jahr (1998) als pp17b beschrieben, dessen
Aminosauresequenz zu 42% identisch ist mit der Sequenz von ADRP, ein an Lipid
droplets lokalisierendes Protein. In der Folge konnten Arbeiten anderer
Arbeitsgruppen zeigen, dass sowohl endogenes TIP47 (Wolins et al., 2001), als auch
GFP-TIP47 (Miura et al., 2002) an Lipid droplets lokalisieren. Weiterhin konnte
unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass der Sequenzabschnitt, Aminosauren (AS) 86-
198, von TIP47 fur die Rekrutierung an Lipid droplets ausreichend ist (Bulankina et
al., 2009). Nach wie vor ist aber die Funktion von TIP47 an Lipid droplets unklar. Um
dieser wichtigen Frage nachzugehen, wurde zunachst geklart, wann TIP47 an Lipid
droplets bindet. Des Weiteren wurden Funktionsanalysen in Zellen durchgefuhrt, in
denen TIP47 mittels RNAIi supprimiert war. Zusatzlich wurden in vitro Experimente

mit rekombinantem TIP47 durchgeflhrt.

3.3.1. Lokalisierung von TIP47 an Lipid droplets
TIP47 und ADRP sind die einzigen bekannten PAT Proteine, die ubiquitar exprimiert

werden (Brasaemle, 2007). Beide Proteine unterscheiden sich in einem wesentlichen
Punkt: ADRP gehdrt zu den sogenannten ,CPATSs", ist also nur gebunden an Lipid
droplets stabil, wahrend TIP47 zu den sogenannten ,austauschbaren PAT
Proteinen®, den EPATSs, gehort. Damit ist gemeint, dass TIP47 in der Zelle sowohl
zytosolisch als auch an Lipid droplets gebunden stabil ist. Hieraus ergibt sich die
Frage, wann und warum TIP47 aus dem Zytosol an Lipid droplets rekrutiert wird. Zur
Beantwortung dieser Frage wurden HelLa Zellen verwendet, da nur ~2% der Zellen
unter ,Standard-“Zellkulturbedingungen (s. M+M) Lipid droplets aufweisen. Lipid
droplets kénnen aber durch Inkubation der Zellen mit Olsdure (400uM mit BSA
komplexiert) induziert werden. Das erhdhte Angebot an freien Fettsauren fuhrt zur
vermehrten Synthese von Triacylglycerin, das in Lipid droplets akkumuliert. Als
erstes sollte analysiert werden, wann Lipid droplets in der Zelle sichtbar werden und
ab wann TIP47 an diese rekrutiert wird. Hierzu wurde die Lipid droplet Biogenese mit
Olsdure induziert und mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie die Bildung der Lipid

droplets und die Rekrutierung von TIP47 an diese analysiert. Da die Rekrutierung
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von endogenem TIP47 analysiert werden sollte, wurde keine Lebendbeobachtung
von GFP-markiertem TIP47 angewandt.

0 min 15 min 45 min 2h 6 h

a . . . .
Neutral-

lipid
- . . . .

B: M

Lamp1

~—— a» TIP47
- GAPDH

Abb. 3.13: TIP47 ist ein zytosolisches Protein, dass an naszierende Lipid droplets rekrutiert
wird. A: Immunfluoreszenz von HelLa Zellen nach Zugabe von Olsaure. HeLa Zellen wurden fur
verschiedene Zeiten mit Olsdure inkubiert, fixiert und permeabilisiert. Die Farbung von TIP47 erfolgte
durch Alexa546 markierte Zweitantikdrper, die gegen den polyklonalen TIP47 Antikdrper gerichtet
waren. Neutrallipid wurde durch den Farbstoff Bodipy 493/503 angefarbt. Mal3stab: 10um. B: Zytosol:
Membran-Verhaltnis von TIP47. HeLa Zellen wurden mit einer 27G Nadel aufgeschlossen, einmal
niedrigtourig und dann 30min bei 100.000xg zentrifugiert, um Zytosol (Z) von den zellularen
Membranen (M) zu trennen. Aliquote Anteile wurden anschliefend mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach dem Western blot wurden die angegebenen Proteine mit spezifischen Antikdrpern detektiert.
GAPDH diente als Kontrollprotein fir die zytosolische Fraktion und das lysosomale Membranprotein
Lamp1 als Marker fir die Membranfraktion.

Fir diese Analyse wurden die Zellen fiir verschiedene Zeiten mit Ols&ure inkubiert,
danach fixiert, permeabilisiert und endogenes TIP47 und Neutrallipid angefarbt. In

der Immunfluoreszenz ist TIP47 unter Standard-Kulturbedingungen als zytosolisches
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Protein kaum nachzuweisen (Abb. 3.13A, Omin). Dass TIP47 unter diesen
Bedingungen zytosolisch lokalisiert ist, wurde zusatzlich in einem Western blot
nachgewiesen, der TIP47 in der Zytosol- und Membranfraktion zeigt. TIP47 wird zu
~90% in der Zytosolfraktion detektiert und nur ~10% waren in der Membranfraktion
nachweisbar (Abb. 3.13B). Bereits 15min nach Zugabe von Olsdure ins Medium
werden erste Punkte in der Zelle sichtbar. Diese Punkte werden mit der Zeit groRer,
bis man nach ca. 6h TIP47-positive Ringe erkennt. Diese Ringe umschliel3en
angefarbtes Neutrallipid (Abb. 3.13A) und wurden so als Lipid droplets identifiziert.
Der Befund, dass TIP47 zeitlich vor dem Nachweis von Neutrallipid detektiert werden
kann, kann darauf hinweisen, dass TIP47 in der frihen Biogenese von Lipid droplets
eine Rolle spielt. Die bisherigen Daten lassen allerdings keinen Schluss zu, ob die
TIP47-positiven Punkte im Zytosol Aggregate darstellen, oder ob es sich um
membran-assoziierte Anreicherungen handelt. Die Intensitatszunahme der TIP47
Farbung wahrend der Olsdureinkubation konnte auf eine erhdhte Expression von
TIP47 hinweisen. Diese Moglichkeit konnte aber durch einen Western blot (Abb.

3.14) ausgeschlossen werden.

Abb. 3.14: Expression von TIP47 in Abhangigkeit von
Olsaure im Kulturmedium. Zellen wurden Uber Nacht +/-

-OA +OA

- ADRP Olsaure inkubiert. Danach wurden die Zellen geerntet,

homogenisiert und aliquote Mengen fir den Immunoblot-

A T P47

Nachweis der angegebenen Proteine verwendet. Die
e GAPDH Expression von TIP47 und GAPDH war durch
Olsaureinkubation nicht beeinflusst, wahrend ADRP nur in

Gegenwart von Olséure nachweisbar ist.

Somit erscheint wahrscheinlich, dass das vorhandene zytosolische TIP47 an die
neugebildeten Lipid droplets, bzw. an die sich bildenden Lipid droplets rekrutiert wird.
Hier verhalt sich TIP47 anders als das nahe Verwandte Protein ADRP (42%
Sequenzidentitat, 67% Sequenzahnlichkeit), das nur detektierbar ist, wenn auch
Lipid droplets in der Zelle vorhanden sind. Andere Gruppen konnten zeigen, dass
ADRP zwar kontinuierlich exprimiert wird, aber unter normalen Zellkulturbedingungen
proteasomal abgebaut wird (Masuda et al., 2006; Xu et al., 2005). Diese ersten
Versuche weisen darauf hin, dass TIP47 unter normalen Kulturbedingungen ein
zytosolisches Protein ist, das bei Neubildung von Lipid droplets an diese rekrutiert

wird.
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Als nachstes stellte sich die Frage, wie die Dynamik von TIP47 an Lipid droplets
aussieht. Bindet es nur transient an Lipid droplets, oder verweilt TIP47 langer an
Lipid droplets? Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden FRAP-(fluorescence

recovery after photobleaching) Experimente mit GFP-TIP47 durchgefluhrt.
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Abb. 3.15: FRAP-Analyse von GFP-TIP47 an Lipid droplets. A,C: Verlauf der Fluoreszenz-
intensitat tber die Zeit. B,D: Immunfluoreszenzaufnahmen vor, wahrend und nach dem
Bleichvorgang. HelLa Zellen, die GFP-TIP47 (A;B) oder GFP-GPI (Glykosylphosphatidylinositol-
Anker) (C,D) exprimierten, wurden auf Schalen mit Deckglasboden ausplattiert und nach 36h tber
Nacht mit Olsdure inkubiert. Die Fluoreszenzintensitat wurde bei GFP-TIP47 alle 5sec Uber einen
Zeitraum von 6min und bei GFP-GPI alle 3sec Uber einen Zeitraum von 2min gemessen. GFP-GPI,
das an der Plasmamembran lokalisiert, diente als Kontrollprotein fiir eine vollstandige recovery der
Fluoreszenzintensitat innerhalb 1min (C,D). Im Gegensatz dazu kommt es bei GFP-TIP47 zu keiner
vollstandigen Erholung der Intensitat. Die durch den Bleichpuls reduzierte Intensitat auf den Wert
0,4 erholte sich auch nach 6min nur auf 0,5 (A,B). Die Fehlerbalken reprasentieren die

Standardabweichung von 3 unabhangigen Versuchen. Mal3stab: 5um.

Mittels FRAP kann die Mobilitat von Proteinen und ihre Interaktion mit zellularen
Kompartimenten analysiert werden. Hierzu werden fluoreszenzmarkierte Proteine in
einem definierten Bereich kurzfristig mit sehr hoher Laserintensitat bestrahlt und so

irreversibel gebleicht. Der FRAP-Effekt entsteht dadurch, dass anschlielend
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ungebleichte fluoreszenzmarkierte Proteine aus der Umgebung in die gebleichte
Region einwandern und die Zunahme der Fluoreszenzintensitat Uber die Zeit
gemessen wird. Die Zunahme der Intensitat spiegelt die Geschwindigkeit wieder, mit
der ungebleichte Proteine in die gebleichte Region wandern.

In dieser Arbeit wurde untersucht, wie schnell GFP-TIP47 von Lipid droplets
dissoziiert und neues GFP-TIP47 bindet. Hierfir wurden stabil mit GFP-TIP47
transfizierte HelLa Zellen tber Nacht mit Olsdure inkubiert und unter dem Mikroskop
analysiert (s. M+M). Fur den Bleichvorgang wurde eine Region in der Zelle definiert,
die mehrere Lipid droplets enthielt (Abb. 3.15B, griine Region). Nach dem Bleichpuls
reduzierte sich die auf 1 normierte Fluoreszenzintensitat auf ca. 0,4. Auch nach 6min
konnte nur ein Anstieg der Intensitat auf 0,5 vom Ausgangswert gemessen werden
(Abb. 3.15A). Dieser Anstieg kann u.a. daran liegen, dass wahrend der Messung
ungebleichte Lipid droplets in die gebleichte Region ,wandern®. Ansonsten zeigt die
sehr geringe Regenerierung der Fluoreszenz in der Bleichregion, dass kaum GFP-
TIP47 Proteine aus dem Zytosol in die gebleichte Region rekrutiert wurden bzw. die
gebleichten GFP-TIP47 Proteine an den Lipid droplets blieben und so keine
Bindungsstelle fur ungebleichtes GFP-TIP47 zur Verfugung stand. Vergleicht man
dies z.B. mit der ,Erholung“ der Fluoreszenz von ArfGAP1 am Golgi, die sich
innerhalb von unter 1min vollstandig regeneriert (Liu et al., 2005), lasst unser
Versuch vermuten, dass GFP-TIP47 an Lipid droplets rekrutiert wird und dort eine
lange Verweildauer aufweist. Ob allerdings TIP47, einmal an Lipid droplets rekrutiert,
dort verbleibt und nicht mehr abdissoziiert, kann nicht sicher beantwortet werden.
Aulerdem konnte bei diesem Versuchsaufbau nicht geklart werden, wie die laterale
Mobilitdt von GFP-TIP47 an der Lipid droplet Hemimembran aussieht. Dazu muss
ein Teilbereich der Lipid droplet Hemimembran gebleicht werden und nicht die
gesamte Membran eines Lipid droplets. Das Bleichen eines Teilbereichs war zwar
moglich, nur konnte die Diffusion von GFP-TIP47 in den gebleichten Bereich nicht
gemessen werden, da man nicht zwischen einer Bewegung des Lipid droplets und
einer Wanderung von TIP47 auf der Membran unterscheiden konnte. Die Messung
der lateralen Mobilitdt von GFP-GPI (Glykosylphosphatidylinositol-Anker) in der
Plasmamembran diente als Kontrolle, um zu zeigen, dass eine vollstandige
-Erholung“ der Fluoreszenz messbar ist (Abb. 3.15C,D).

Alle zuvor genannten Experimente betrafen das Verhalten von TIP47 nach Zugabe

von Olsaure. Innerhalb weniger Minuten erfolgte die Rekrutierung von TIP47 an sich
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bildende Lipid droplets. Unter diesen Bedingungen speichert die Zelle die
uberschiussigen Fettsauren als Triacylglycerin in Lipid droplets. Was passiert aber
mit TIP47 bei Depletion von Lipiden im Medium? Lokalisiert TIP47 auch an Lipid
droplets, wenn die Zellen in einem Hungermedium gehalten werden und Fettsduren
zur Energiegewinnung aus den Lipid droplets freigesetzt werden missen? In den
entsprechenden Experimenten wurden Hela Zellen fiir 16h mit Olsdure und danach
fur verschiedene Intervalle in DMEM ohne FCS, aber mit Fettsdure-freiem BSA als
Akzeptor fir Fettsduren, inkubiert. Alle Hela Zellen, die fiir 16h mit Olséure inkubiert
wurden, zeigten TIP47-positive Lipid droplets. Wurden die Zellen anschliel3end fur 6h
in DMEM ohne FCS kultiviert, so waren die Lipid droplets zwar kleiner, aber immer
noch TIP47-positiv. Nach 24-stundiger Inkubation in DMEM ohne FCS waren keine

Lipid droplets mehr detektierbar und TIP47 war wieder zytosolisch lokalisiert.

+ 16h OA 6h hungern 24h hungern

TIP47 (rot)

Neutrallipid ! 4
(griin) N

Abb. 3.16: TIP47 lokalisiert auch wahrend der Lipolyse an Lipid droplets. Hela Zellen
wurden fir 16h in Olsdure-haltigem Medium inkubiert, kurz mit PBS gewaschen und dann fiir
weitere 6-24h in Medium ohne FCS kultiviert. Anschlieliend wurden die Zellen fir die IF fixiert,
permeabilisiert und Neutrallipid und TIP47 angefarbt. Nach sechsstindiger Inkubation in
Hungermedium war TIP47 weiterhin an Lipid droplets nachweisbar. Erst als keine Lipid droplets
mehr sichtbar waren, konnten auch keine TIP47-positive Punkte mehr detektiert werden.
Malstab: 25uM.

Dies deutet daraufhin, dass TIP47 nicht nur wahrend der Biogenese, sondern auch
wahrend der Lipolyse von Triacylglycerin und dem daraus folgenden Abbau von Lipid
droplets an diese gebunden bleibt. Ob aber TIP47 mit dem turnover der Lipid
droplets abgebaut wird, oder aber wieder ins Zytosol regeneriert, kann dieser
Versuch nicht beantworten. Dieser Versuch zeigt auch nicht, dass tatsachlich
Lipolyse stattfindet und Fettsauren aus den Lipid droplets freigesetzt werden, wenn
sie im Hungermedium kultiviert werden. Um diese Lipolyse nachzuweisen, wurden

Zellen fiir 16h mit radioaktiv markierter Olsaure (*C) inkubiert. Am nachsten Morgen
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wurden die Zellen in Hungermedium mit Triacsin C Uberfihrt, welches die
langkettigen Acyl CoA Synthetasen inhibiert (Fujimoto et al., 2006). Dies fuhrt dazu,
dass langkettige Fettsauren nicht mehr in Triacylglycerin eingebaut werden konnen.
Nach 6h war keine Radioaktivitdt mehr in den Zellen nachweisbar, dafur stieg aber
die Radioaktivitat im Medium kontinuierlich an. Zusatzlich wurden aliquote Mengen
des Mediums und der Zellen auf eine Dulnnschichtchromatographie-Platte
aufgetragen, um die Reduktion von Triacylglycerin in den Zellen zeigen zu kdnnen
und den Nachweis von radioaktiver Olsdure im Medium zu bringen (Daten nicht
gezeigt). Dieser Versuch zeigt, dass die Verkleinerung der Lipid droplets wahrend
der Inkubation im Hungermedium tatsachlich auf Lipolyse, also einer Freisetzung von
Fettsauren aus den Lipid droplets, beruht.

Zusammenfassend zeigen diese Versuche, dass TIP47 unter normalen
Kulturbedingungen ein zytosolisches Protein ist, welches direkt nach Induktion der
Lipid droplet Biogenese an diese bindet und auch wahrend der Lipolyse von
Triacylglycerin an Lipid droplets verbleibt. Hieraus ergibt sich die Frage, wie die
Biogenese von Lipid droplets verlauft, wenn TIP47 in Hela Zellen durch RNAI

herunterreguliert wird.

3.3.2. Lipid droplet Morphologie und Lipidmetabolismus in TIP47 KD

Zellen

Die Supprimierung zellularer Proteine durch RNAI ist ein geeignetes Werkzeug, um
die Funktion von Proteinen bzw. die Auswirkung des Proteinverlustes zu analysieren.
Im Western blot konnte eine Supprimierung von TIP47 auf ~20% detektiert werden.
Des Weiteren fiel im Western blot von TIP47 supprimierten HelLa Zellen auf, dass
ADRP bei Inkubation der Zellen mit Olsaure starker detektierbar ist (Abb. 3.17A). Die
verstarkte Detektion ist entweder auf eine erhohte Expression oder aber auf einen
verringerten Abbau von ADRP zurlUckzufiihren und kénnte somit auf eine
Kompensation hindeuten, d.h. ADRP konnte Uberlappende oder ahnliche Funktionen
wie TIP47 besitzen. In weiterfUhrenden Versuchen wurden die Zellen einer
subzellularen Fraktionierung zugefuhrt, bei der die Lipid droplets in einem
diskontinuierlichen Saccharosegradienten flotieren. Diese, wie auch die anderen
Fraktionen des Gradienten wurden auf Proteinkomposition und Lipidgehalt hin
untersucht.
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Wahrend in Kontrollzellen 25-35% des gesamten TIP47 in der Lipid droplet Fraktion
nachweisbar sind, erhoht sich diese Menge stark bei den KD-Zellen. Hier liegen 70-
80% des nicht supprimierten TIP47 in der Lipid droplet Fraktion vor. Eine
naheliegende Schlussfolgerung ist, das der verbleibende TIP47 Pool in RNAi Zellen
an den fur die Funktion entscheidenden Ort rekrutiert wird: die Lipid droplets.

Berucksichtigt man den zeitlichen Verlauf der Rekrutierung von TIP47 an sich
bildende Lipid droplets, so steht beides im Einklang mit einer Funktion bei der Lipid

droplet Biogenese.
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Abb. 3.17: ADRP und TIP47 Expression in TIP47 RNAIi Zellen. A: Western blot von
Zellhomogenaten. Mock und TIP47 KD Zellen wurden tber Nacht +/- Olséure inkubiert. Danach
wurden Zellhomogenate prapariert, im SDS-PAGE aufgetrennt und die angegebenen Proteine im
Western blot nachgewiesen. ADRP ist nur nachweisbar, wenn die Zellen zuvor mit Olséure
inkubiert wurden. In den TIP47 KD Zellen wird 2x mehr ADRP detektiert als in den mock
transfizierten Zellen. B: Subzellulare Fraktionierung von mock und TIP47 KD Zellen. Nach
Olsaureinkubation fiir 16h wurden die Zellen aufgeschlossen und die Kernfraktion abzentrifugiert.
Fir die subzellulare Fraktionierung wurden gleiche Proteinmengen in  einem
Saccharosegradienten fur 3h bei 28.000xg zentrifugiert. Anschliefiend wurden die Fraktionen von
oben abgenommen, mit TCA gefallt, und gleiche Volumina tber SDS-Gel aufgetrennt, um die
angegebenen Proteine nach einem Western blot mit Antikdrpern zu detektieren. In den mock
transfizierten Zellen ist TIP47 hauptsachlich in der Lipid droplet (LD)-Fraktion, aber auch in allen
anderen Fraktionen detektierbar, wohingegen es in TIP47 KD Zellen fast nur noch in der LD-

Fraktion zu finden ist. PNS: post nuclear supernatant; Fr.: Fraktion; Pe: Pellet.
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Demzufolge sollte man erwarten, dass in TIP47 RNAIi Zellen die Lipid droplet
Morphologie verandert ist. Dies wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die
Zellen wurden fiir 16h mit Olsdure inkubiert und Lipid droplets mit dem
Neutrallipidfarbstoff Bodipy 494/503 angefarbt (Abb. 3.18A). Fur die Quantifizierung
der LD-Morphologie war die Nutzung von Software zur Partikelanalyse wie z.B. von
ImageG ungeeignet. Die Software verlangt die Eingabe eines Schwellenwertes, der
angibt, ab welcher Fluoreszenzintensitat eine Struktur erkannt und in die Zahlung mit
einbezogen werden soll. Hebt man diesen Schwellenwert an, damit kleinere Lipid
droplets erkannt werden, werden zwei eng benachbarte Lipid droplets als ein Lipid
droplet gezahlt. Reduziert man hingegen den Schwellenwert, um eng aneinander
liegende Lipid droplets zu trennen, verliert man kleinere Lipid droplets, da diese nun
nicht mehr von der Software erkannt werden konnen. Daher wurde die GrofRe und
Anzahl der Lipid droplets manuell ausgewertet. Auch diese Daten sind mit einiger
Vorsicht zu bewerten, da das grundsatzliche Problem der Erfassung/Bewertung
einzelner/benachbarter Lipid droplets nicht |osbar war. Dennoch sind folgende
Phanotypen deutlich geworden: Kontrollzellen kdnnen bis zu 100 Lipid droplets pro
Zelle besitzen, der Mittelwert liegt bei etwa 60. Dabei besitzen die Zellen viele
einzelne Lipid droplets, die eine Grolde von 0,5 bis zu 2,5um aufweisen. Zusatzlich
gibt es in den Zellen Bereiche, in denen die Lipid droplets eng aneinander liegen.
Hier konnte man nicht entscheiden, ob dies ein Lipid droplet mit einer Gro3e von bis
zu ~5um ist, oder ob es sich dabei um viele kleinere Lipid droplets handelt.

In den TIP47 RNAIi Zellen war eine grol3e Heterogenitat der Lipid droplets auffallig,
die sich grob in 3 Phanotypen einteilen lasst: Je nach Experiment waren in 5-20%
der Zellen kaum Lipid droplets nachweisbar (< 5), wahrend in anderen Zellen (30-
50%) die Zahl der Lipid droplets stark vermindert (< 30) und kleiner waren (0,5-
1,5um). Bei der dritten Population (30-50%) war eine Anhaufung (clusterung) von
Lipid droplets auffallig. Bei diesen Ballungen konnte man, wie auch bei den

Kontrollzellen, die genaue Anzahl und Grél3e der Lipid droplets nicht bestimmen.

105



Ergebnisse

A TIP47 KD TIP47 KD

DIC
Neutrallipid
TIP47(rot)
Neutrallipid
(griin)
DAPI
B: Quantifizierung der Neutrallipidfarbung C:
120 — == ADRP
1 190 - —‘ TIP47
— -
100
1 Ea w—— e s GAPDH
o 80 &
R 65 S £ \@
£ o0 Ea & &8
= 41 42 £ &
0] 39 ~ @
40 -
i < < <
20113 o o
+ + +
0 ‘
mock TIP47 KD  Kontroll KD

Abb. 3.18: RNAi von TIP47 beeintrdchtigt die Lipid droplet Biogenese. A:
Immunfluoreszenzfarbung. Die Abbildung zeigt je zwei Ausschnitte fir mock und TIP47 KD
Zellen, um die unterschiedlichen Phanotypen in TIP47 KD Zellen darzustellen. TIP47 RNAi und
Kontrollzellen wurden fiir 16h mit Olsaure inkubiert, um die Lipid droplet Biogenese zu induzieren.
Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und Neutrallipid mit Bodipy 494/503 sichtbar gemacht
(obere/untere Reihe). Die untere Reihe zeigt zusatzlich die Farbung von TIP47 in denselben
Zellen. In TIP47 KD Zellen sieht man eine reduzierte Farbung fiir Neutrallipid und TIP47. DIC =
differential interface contrast. Mal3stab: 10um. B: Quantifizierung der Neutrallipidfarbung in
lebenden Zellen. Nach 16-stiindiger Inkubation +/- Olsdure wurden die Zellen zusatzlich fir 2h
mit Bodipy 494/503 inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen trypsiniert und die Intensitat des
inkorporierten Bodipy 494/503 mittels FluoreszenzdurchfluBzytometrie analysiert. Die Intensitat
der Neutrallipidfarbung nach Olsaureinkubation ist in TIP47 KD Zellen um 35% reduziert. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung zwischen 3 unabhangigen Versuchen, die
als Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurden. GM: geometrischer Mittelwert der
Fluoreszenzintensitat C: Western blot Kontrolle der RNAi Effizienz. Die densiometrische
Auswertung ergab eine Suppression von 80%, die Menge an ADRP in den TIP47 RNAi Zellen war
um 100% erhdht.

106



Ergebnisse

Neben der Farbung von Neutrallipid wurde in der Immunfluoreszenz auch TIP47
angefarbt (Abb. 3.18A untere Reihe). In den Kontrollzellen markiert TIP47
ringformige Strukturen, die alle das Neutrallipid umschlieRen.

Verglichen mit den Kontrollzellen sieht die Farbung fur TIP47 in den KD Zellen eher
punktférmig aus und erinnert an die Farbung von Kontrollzellen nach kurzzeitiger
Inkubation mit Olsaure fir 15-45 min (siehe Abb. 3.13). Wir vermuten, dass die
Zellen auf die Olsaureinkubation reagieren, indem das verbliebende TIP47 zu den
subzellularen Strukturen rekrutiert wird, an denen die Lipid droplet Biogenese
beginnt. Dartber hinaus sind die Zellen nicht in der Lage genauso viele und grol3e
Lipid droplets zu bilden wie die Kontrollzellen. Demnach ist die normale Lipid droplet
Biogenese in den RNAI Zellen stark beeintrachtigt. Um trotz der oben beschriebenen
Problematik diesen Phanotyp zu quantifizieren, erfolgte zusatzlich eine Analyse der
Neutrallipidfarbung mittels FluoreszenzdurchfluRzytometrie (Abb. 3.18B). Hierzu
wurden die Zellen fir 16h mit oder ohne Olsdure und in den letzten beiden Stunden
der Inkubation zusatzlich mit Bodipy 494/503 inkubiert. Danach wurden die Zellen
trypsiniert, gewaschen und am FluoreszenzdurchfluRzytometer die Intensitat von
Bodipy 494/503 pro Zelle gemessen. Beim Vergleich des geometrischen Mittelwertes
der Fluoreszenzintensitat von 30.000 Zellen zeigte sich eine Reduktion von 35% in
den TIP47 RNAi Zellen gegenuber den Kontrollzellen. Diese verminderte
Fluoreszenzintensitat kann auf einen geringeren Neutrallipideinbau in Lipid droplets
in TIP47 KD Zellen hinweisen.

Ein Uberangebot an Fettsduren im Zellkulturmedium fiihrt zu deren Speicherung in
Lipid droplets in Form von Triacylglycerin. Die Immunfluoreszenzen und die
Ergebnisse der FluoreszenzdurchfluRzytometrie zeigen, dass die normale Bildung
reifer Lipid droplets in TIP47 RNAI Zellen gestort ist. Hieraus ergibt sich die Frage, ob
in TIP47 KD Zellen die Bildung von Triacylglycerin vermindert ist, und/oder ob die
Speicherung von Triacylglycerin in Lipid droplets beeintrachtigt ist. Vorarbeiten von
Anna Bulankina (aus unserer Arbeitsgruppe) zeigen, dass die Aufnahme von
Fettsauren in TIP47 RNAI Zellen nicht verandert ist. Daher konzentrierte sich meine
Analyse auf die Bestimmung des Triacylglycerin Gehaltes in Kontroll- und TIP47 KD

Zellen mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie.
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Abb. 3.19: Der Triacylglycerin (TAG)-Gehalt in Lipid droplets aus TIP47 KD Zellen ist
vermindert. Kontroll- und TIP47 RNAi Zellen wurden nach 16-stiindiger Inkubation mit Olsaure
geerntet, um ein PNS zu generieren. 100ug des PNS wurden aufbewahrt und 2,5mg des PNS wurden
in einem Saccharosegradienten zentrifugiert, um die flotierenden Lipid droplets zu gewinnen. Nach
Extraktion der Lipide wurden aliquote Mengen vom PNS (A) und den Lipid droplets (B) in der TLC
aufgetrennt und das Lipidmuster mit Phosphorsaure sichtbar gemacht. Die Auswertung erfolgte
densiometrisch am Camag Reprostar 3. (C) Die statistische Auswertung ergab keinen signifikanten
Unterschied im TAG-Gehalt zwischen PNS von TIP47 KD- und Kontrollzellen (TIP47 KD versus mock:
p = 0,086; TIP47 KD versus Kontroll KD: p = 0,098; mock versus Kontroll KD: p = 0,539; a = 0,050, t-
Test, Sigma stat). (D) Im Gegensatz dazu war die TAG Menge aus Lipid droplets in TIP47 KD Zellen
signifikant um 30% reduziert. (TIP47 KD versus mock: p < 0,001; TIP47 KD versus Kontroll KD: p =
0,002 und mock versus Kontroll KD: p = 0,043; o = 0,050, t-Test, Sigma stat). Die Fehlerbalken
definieren die Standardabweichung von fiinf unabhangigen Versuchen. Chol-ester: Cholesterinester;
OA: Olséure; PL: Phospholipide; PC: Phosphatidylcholin.
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Nach 16-stiindiger Inkubation der Zellen mit Olsdure wurden diese homogenisiert
und durch Zentrifugation (500xg, 5min) ein PNS gewonnen. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden aliquote Mengen zur Extraktion der Lipide und der
anschlieBenden dunnschichtchromatographischen Auftrennung eingesetzt. Hierzu
wurden in Vorversuchen mit einer Triacylglycerineichgeraden die Auftragsmengen
bestimmt, die eine densiometrische Auswertung ermaoglichten. Der Triacylglycerin
Gehalt war gegeniber dem in Kontrollzellen nicht signifikant verandert (Abb.
3.19A,C). Die Signifikanz wurde mit dem t-Test und einem Signifikanzniveau von o =
0,05 bestimmt. Dies bedeutet, dass es mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% keine
Unterschiede im Triacylglycerin Gehalt von TIP47 KD, Kontroll KD und mock
transfizierten Zellen gibt. Auch wenn die TLC-Analysen in sich schlissig sind, sollen
die Ergebnisse in Zukunft zusatzlich durch die Analysen radioaktiv markierter Lipide
bzw. mittels Enzymassays verifiziert werden. Als nachstes wurden die Lipid droplets
aus dem PNS durch subzellulare Fraktionierung isoliert und deren Triacylglycerin
Gehalt bestimmt (s.o0.). In funf Versuchen war Ubereinstimmend eine 30%-ige
Reduktion von Triacylglycerin in der Lipid droplet Fraktion von TIP47 KD Zellen
gegenuber mock transfizierten Zellen erkennbar. Dies ist ein signifikanter
Unterschied des Triacylglycerin Gehaltes in den TIP47 RNAI Zellen (t-Test, sigma
stat). Allerdings zeigt auch der Kontroll KD einen signifikanten Unterschied im
Triacylglycerin Gehalt zu den mock transfizierten Zellen, was bedeutet, dass die
RNAI alleine einen unspezifischen Effekt auf den Triacylglycerin Gehalt in Lipid
droplets hatte. Auch wenn der p-Wert von 0,043 bei einem o-Wert von 0,050
vergleichsweise hoch ist, steht dieses Ergebnis doch im Widerspruch zu der
FluoreszenzdurchfluRzytometrie. Hier hatte die Kontroll-RNAi keinen Einfluss auf die
Intensitat der Neutrallipidfarbung (siehe Abb. 3.18B). Der Vergleich von
Kontrollzellen und TIP47 RNAi Zellen in der Immunfluoreszenz und der
FluoreszenzdurchfluRzytometrie lieRen vermuten, dass der Triacylglycerin Gehalt
starker reduziert ist als es die Quantifizierung der TLC nachweisen konnte.
Verschiedene Einflisse mdgen hier eine Rolle gespielt haben, so z.B. die Art des
Zellaufschlusses. Sobald man eine Zelle aufschliet, entstehen aus dem ER
Netzwerk unweigerlich ,mikrosomale Partikel* (Radhakrishnan et al., 2008). Geht
man nun davon aus, dass Lipid droplets durch Akkumulation von Neutrallipid
zwischen den ,Blattern® der ER-Doppelmembran entstehen, so konnte der

Zellaufschluss auch zur Bildung von Lipid droplet-artigen Strukturen flhren, die sich
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ebenfalls aufgrund ihrer geringen Dichte im nachfolgenden Zentrifugationsschritt in
der Lipid droplet Fraktion anreichern. Dies wirde das Ergebnis negativ beeinflussen.
Dennoch zeigen die bisherigen Ergebnisse, dass im Gegensatz zum PNS, in der
Lipid droplet Fraktion von TIP47 KD Zellen weniger Triacylglycerin akkumuliert. Dies
legt den Schluss nahe, dass nicht die Synthese, sondern die Speicherung von
Triacylglycerin in Lipid droplets beeinflusst ist. Wenn aber das Triacylglycerin nicht in
die Lipid droplets gelangt, stellt sich die Frage, wo in der Zelle das Triacylglycerin
akkumuliert. Um diese Frage zu beantworten, muss im Rahmen von
ultrastrukturellen Analysen, z.B. nach Aussackungen der ER Membran gesucht
werden, um nur einen moglichen Ort einer alternativen Triacylglycerin Speicherung
zu nennen. Zusammengefasst zeigen die Experimente eine Storung der
Triacylglycerin Speicherung in TIP47 supprimierten Zellen. Warum es zu dieser
Stérung kommt, ist weiterhin unklar. TIP47 kdénnte andere Proteine an Lipid droplets
rekrutieren, die z.B. fur die Synthese von Triacylglycerin notwendig sind, oder die als
,Gerust” fur die Ausbildung von Lipid droplets notwendig sind. Aus diesem Grund
habe ich im nachsten Schritt das Proteinmuster von gereinigten Lipid droplets

analysiert und nach mdglichen Bindungspartnern von TIP47 gesucht.

3.3.3. Das Proteinmuster gereinigter Lipid droplets

Um zu untersuchen, ob TIP47 andere Proteine an Lipid droplets rekrutiert, oder unter
Umstanden die Bindung anderer Proteine an Lipid droplets verhindert, wurde das
Proteinmuster von Lipid droplets aus TIP47 KD- und Kontrollzellen verglichen.
Vorarbeiten von A. Bulankina aus unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass die
Menge von TIP47 an Lipid droplets durch RNAi stark vermindert wird. Aliquote
Mengen PNS aus Kontroll- und TIP47 RNAI Zellen wurden zur Reinigung von Lipid
droplets eingesetzt, die assoziierten Proteine gefallt, Uber SDS-PAGE aufgetrennt
und durch Silberfarbung sichtbar gemacht (Abb. 3.20A). Die prominenten
Proteinbanden wurden ausgeschnitten und massenspektrometrisch identifiziert.
Zunachst ist zu erwahnen, dass sich das Proteinmuster der Lipid droplets aus TIP47
RNAIi Zellen nicht wesentlich von den Kontrollen unterscheidet, auch wenn TIP47
deutlich reduziert ist (Abb. 3.20 Vergleiche Pfeilspitzen). Die meisten Banden aus
den Kontrollzellen kdnnen auch in den TIP47 RNAIi Zellen gesichtet werden. TIP47
ist also kein ,Masterprotein®, welches fur die Rekrutierung zahlreicher anderer
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Proteine an Lipid droplets notwendig ist. Auffallig war hingegen die starkere Farbung
einzelner Proteinbanden in den TIP47 RNAI Zellen (Abb. 3.20A). Die identifizierten
Proteine waren zytosolische Phospholipase A2 (1), long-chain fatty acid CoA ligase 3
(3), ADRP (5) und sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase (10). Im Western blot
konnte bereits bestatigt werden, dass ADRP im Vergleich zu Kontrollzellen in der
Lipid droplet Fraktion von TIP47 KD Zellen angereichert ist. Die Anreicherung der

anderen Proteine konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr verifiziert werden.

A: mock TIP47 KD Kontroll KD Marker Abb. 3.20: A: Proteinmuster von Lipid
- ' o— droplets aus TIP47 KD- und Kontroll-
r- T w— 250 zellen. Aus jeweils 2,5 mg PNS wurden
-' —— 150 Lipid droplets aufgereinigt, die Proteine
i = ' l w100 gefallt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt
;H 4 L 3 : ; i 75 und durch Silberfarbung sichtbar
&5 - gemacht.  Einzelne  Proteinbanden

— =5 »;: & 50 wurden ausgeschnitten und massen-
S > = Eild spektroskopisch identifiziert. In TIP47 KD
) e +—10 = e 37 Zellen ist TIP47 reduziert (die Pfeil-
s o N spitzen zeigen die jeweilige Bande).

. Starker gefarbt sind die Banden 1:

1

25 zytosolische Phospholipase A2; 3: long-
chain fatty acid CoA ligase 3; 5: ADRP

B: PNS LD Fraktion und 10: sterol-4-alpha-carboxylate 3-
— ™ 4R ADRP dehydrogenase. B: In TIP47 KD Zellen

Ce— — TIP47 bindet mehr ADRP an Lipid droplets
D == GAPDH als in mock transfizierten Zellen. 50ug

6\0(‘}“ ,\\{9 @oc‘}* ,\\{9 PNS und 1/10 der Lipid droplet Fraktion
«\Q"‘ «\Qb‘ wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

Nach dem Western blot wurden ADRP,
TIP47 und GAPDH detektiert.

Welche Bedeutung hat der hdhere ADRP Gehalt an den Lipid droplets aus TIP47
RNAI Zellen? Eine Moglichkeit ist die Konkurrenz um die Bindung an Lipid droplets,
die in TIP47 RNAIi Zellen dazu fuhrt, dass ADRP in Abwesenheit von TIP47 freie
Bindungsstellen besetzt. Alternativ dazu konnte ADRP an Lipid droplets die Funktion
von TIP47 teilweise Ubernehmen und so den Verlust von TIP47 kompensieren. Beide
Proteine mussen aber spezifische Funktionen erflllen, da sich sonst kein Phanotyp

in den TIP47 RNAI Zellen manifestieren wirde. In der Konsequenz dessen sollte der
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Verlust von ADRP einen anderen Phanotyp zur Folge haben. Die entsprechenden

Versuche dazu sind bereits angelaufen.

3.3.4. TIP47 ist nicht als Monomer in der Zelle nachzuweisen

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse von Zellen, insbesondere von Zellen, in
denen TIP47 durch RNAI supprimiert war, konnte zeigen, dass TIP47 eine wichtige
Funktion in der Reifung von Lipid droplets besitzt. Neben der zellbiologischen
Analyse sollte TIP47 auch als Protein biochemisch analysiert werden, um seine
Funktion in der Zelle besser zu verstehen. Daher wurde TIP47 als rekombinantes
GST-Fusionsprotein in Bakterien hergestellt, aufgereinigt und mit Hilfe der TEV-
Protease von His-GST getrennt. Anschlieliend wurde TIP47 in der blue native
Gelelektrophorese analysiert. Dieses Verfahren dient unter anderem dazu,
Komplexbildung von Proteinen nachzuweisen.

Fiar His-GST konnten zwei Banden detektiert werden. Eine Bande unter 66 kDa, die
das Monomer reprasentiert und eine bei 66 kDa, die eine Dimerisierung von GST
anzeigt. Rekombinantes TIP47 konnte in einer einzelnen starken Bande unter
140kDa und in einer schwacheren Bande bei 232kDa detektiert werden (Abb. 3.21A).
Unter den gewahlten Versuchsbedingungen kommt rekombinantes TIP47 also nicht
als Monomer vor, womit sich die Frage stellt, ob flr TIP47 in der Zelle gleiches gilt.
Daher wurde ein HelLa Zytosol durch eine blue native Gelelektrophorese aufgetrennt,
geblottet und TIP47 nachgewiesen. Der Antikorper erkannte ein Protein, das
ebenfalls unter 140kDa migrierte (Abb. 3.21B). Um zu zeigen, dass der Antikdrper
auch tatsachlich TIP47 erkannte, wurde in einem Parallelansatz zuerst eine Blue
native Gelelektrophorese durchgefuhrt und in der 2. Dimension der Gelstreifen unter
reduzierenden Bedingungen im SDS-Gel aufgetrennt. Im darauffolgenden Western
blot gelang der Nachweis von TIP47, welches in einer einzelnen Bande
entsprechend dem Molekulargewicht bei 47kDa detektiert wurde (Abb. 3.21C). TIP47
aus Hela Zellen und das rekombinante Protein verhalten sich also in der
Elektrophorese unter nativen Bedingungen gleich, so dass davon auszugehen ist,

dass TIP47 in der Zelle nicht als Monomer vorliegt.
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Abb. 3.21: TIP47 ist nicht als Monomer detektierbar. Die rekombinanten Proteine GST und
TIP47 (A), bzw. Zytosol aus Hela Zellen (B) wurden in der blue native Gelelektrophorese (BNG)
aufgetrennt. Ein weiteres Aliquot von HelLa Zytosol wurde erst mittels BNG getrennt und dann in
einer zweiten Dimension unter reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE getrennt (C). Der
Nachweis von TIP47 in (B) und (C) erfolgte im Western blot. GST ist als Monomer und Dimer
nachweisbar, wahrend TIP47 nicht als Monomer bei 47kDa detektierbar ist. Es hat unter nativen

Bedingungen ein Laufverhalten, dass eher fiir die Ausbildung eines Dimers oder Trimers spricht.

Da das Laufverhalten von Proteinen in der nativen Elektrophorese zusatzlich von
Faktoren wie Faltung (Form des Proteins) oder posttranslationalen Modifizierungen
beeinflusst wird, ist die blue native Gelelektrophorese keine Methode, um zwischen
Dimerisierung oder Trimerbildung von TIP47 zu unterscheiden. Daher wurden
Crosslinking Experimente mit Glutaraldehyd, sowie analytische Gelfiltration von
TIP47 Uber Sephadex S200 durchgefihrt. Die Ergebnisse der Gelfiltration deuten
eher auf eine Trimerisierung hin, wahrend die Ergebnisse des Crosslinkings auf eine
Dimerisierung hindeuten. Zur Zeit etablieren wir Crosslinking Experimente in Zellen,
die uns u.a. einen weiteren Aufschluss dariber geben sollen, ob TIP47 als Dimer

oder Trimer in der Zelle vorkommt.
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3.3.5. Bindungspartner von TIP47

Die Bindungspartner eines Proteins koénnen wichtige Anhaltspunkte Uber die
Funktion liefern. AuRer der von uns bezweifelten Bindungspartner Rab9 und MPRs,
sind von TIP47 bislang keine weiteren Bindungspartner bekannt, auch nicht im
Zusammenhang mit seiner Lokalisation an Lipid droplets. Um mdgliche neue
Bindungspartner zu finden wurden pull down Experimente mit rekombinantem TIP47

durchgefuhrt. Zusatzlich wurde TIP47 aus verschiedenen Zelllinien immunprazipitiert.

A: B:
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Abb. 3.22: Pull down mit rekombinantem TIP47. A: Aufreinigung von GST-TIP47 aus
Bakterien. Das Bakterienlysat (Spur 1) wurde zentrifugiert, wobei der Uberwiegende Teil von
TIP47 im resultierenden Uberstand verbleibt (Spur 3). Nur ein kleiner Teil davon wurde an die
Glutathion (GSH)-Sepharose gekoppelt, da nach der Inkubation noch grofle Mengen GST-TIP47
im Durchfluss verbleiben (Spur 4). Nach dem Waschen der GSH-Sepharose (Spur 5) ist GST-
TIP47 (s. Pfeilspitze) das vorherrschende Protein, nur geringe Mengen GST (s. Sternchen) sind
noch vorhanden. Das so gereinigte TIP47 wurde fir den pull down eingesetzt. B: Eluat nach
TEV-Verdau. Das an die GSH-Sepharose gekoppelte GST-TIP47 wurde fir 1h bei RT mit
Schweinehirnzytosol (ca. 17mg) inkubiert, dann gewaschen und anschliefsend fir 2,5h mit der
TEV-Protease verdaut. Das Eluat des TEV-Verdaus wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
Coomassie gefarbt. Proteinbanden, die nicht im Kontrolleluat sichtbar waren, wurden

ausgeschnitten und massenspektrometrisch identifiziert.

Far die pull down Experimente wurde His-GST-TIP47 und GST als Kontrolle an
Glutathion-Sepharose (GSH-Sepharose) immobilisiert und flr 1h mit HeLa Zytosol,

HepG2 Zytosol (eine Leberzelllinie) oder Schweinehirnzytosol inkubiert. Danach
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wurde die GSH-Sepharose unter milden Bedingungen gewaschen und anschliel3end
fur 2h mit TEV-Protease inkubiert, um TIP47 mit mdglichen Bindungspartnern
spezifisch zu eluieren. Das Eluat sollte nur TIP47 und potenzielle Bindungspartner
enthalten, wahrend alle unspezifisch gebundenen Proteine an der Sepharose
verbleiben sollten. Die Versuche mit HeLa- bzw. HepG2 Zytosol verliefen negativ,
d.h. unter den gewahlten Bedingungen konnte kein spezifisches mit TIP47 eluiertes
Protein nachgewiesen werden. Das Ergebnis nach Inkubation mit Zytosol vom
Schweinehirn findet sich in der Abbildung 3.22. Leider konnten auch in diesem Fall
keine Proteine gefunden werden, die als Lipid droplet Proteine bekannt sind. Ob die
hier nachgewiesenen Proteine wirklich mit TIP47 interagieren, muss in
weiterfuhrenden Experimenten geklart werden.

Eine alternative Mdglichkeit, Bindungspartner zu identifizieren, ist deren gemeinsame
Immunprazipitation mit TIP47 aus Zellen. Daher wurde TIP47 aus HelLa oder HepG2
Zellen immunprazipitiert, mit PBS gewaschen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Im
Western blot wurde versucht, potenzielle Bindungspartner wie z.B. ADRP oder Rab9
mit spezifischen Antikorpern zu detektieren. Auch mit Hilfe dieses methodischen
Ansatzes konnten bis jetzt keine Bindungspartner von TIP47 identifiziert werden
(Abb. 3.23). An dieser Stelle muss daher festgehalten werden, dass unsere
Bemuhungen neue Bindungspartner von TIP47 zu finden, bislang erfolglos waren.
Abgesehen von einer Bindung an andere Proteine muss auch eine direkte Interaktion
mit Membranlipiden in Betracht gezogen werden. Dieser Moglichkeit wurde im

nachsten Abschnitt nachgegangen.

Abb. 3.23: Immunpréazipitation von TIP47 aus HepG Zellen, die

- -

tiber Nacht mit Ols&aure inkubiert wurden. Das Zellpellet wurde in

- was - ADRP PBS + 0,5% Triton X-100 aufgeschlossen, 15min auf Eis inkubiert
- o=n - TIP47 und dann 10min bei 16.000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir
- - Rab9 1h mit dem jeweiligem Antikdrper und Protein A Agarose inkubiert.
Q%co q}§ &8&\ AnschlieBend wurde die Agarose abzentrifugiert und sanft
@ @ gewaschen. Die immunprazipitierten Proteine wurden mittels SDS-

PAGE aufgetrennt, geblottet und mit spezifischen Antikorpern
detektiert. Ein Aliquot (1%) des PNS diente als Kontrolle fur die
Detektion der Proteine.
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3.3.6. TIP47 hat apolipoprotein-ahnliche Eigenschaften
In 2004 konnte die Struktur der C-terminalen Halfte von TIP47 (AS 191-437 der

Maus) aufgeklart werden. Die Region besteht aus zwei Domanen: Eine Domane
nimmt die Konformation eines 4-helix bundle ein, welches als typisches
Strukturmerkmal des N-terminalen Anteils des Apolipoprotein ApoE bereits bekannt
ist (Abb.3.24).

Abb. 3.24: Schematische
Darstellung der C-terminalen
Halfte von TIP47 im Vergleich
zur N-terminalen Doméane von
ApoE. Die neue o/B-Domane ist
in grun dargestellt, das 4-helix
bundle in pink. (Abbildung
stammt aus Hickenbottom et al.,
2004)

Die andere, noch nicht bekannte Domane, wurde von Hickenbottom et al. als o/f-
Domane bezeichnet und besteht aus 2 a- Helices und 2 B-Faltblattern, die beide aus
je zwei Strangen bestehen. Ein Faltblatt liegt parallel, das andere antiparallel vor.
Zwischen den beiden Domanen konnte eine hydrophobe Spalte identifiziert werden
(Abb. 3.24).

Die Sequenzanalyse der N-terminalen Halfte von TIP47 lasst die Ausbildung von
amphiphatischen Helices vermuten. Solche amphiphatischen Helices wurden von
anderen als 11-mer repeats bezeichnet (Dunne et al., 1996). Interessanterweise
konnten Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass der Sequenzabschnitt AS
86-198 von TIP47, der diese 11-mer repeats enthalt, fir die Rekrutierung von GFP
an Lipid droplets hinreichend ist (Bulankina et al., 2009). Andere Arbeitsgruppen
konnten nachweisen, dass die 11-mer repeats von a-Synuclein (Bussell and Eliezer,
2003) direkt an Lipide binden und nicht Uber Proteine an Membranen rekrutiert
werden (Rhoades et al., 2006). Ob die vorhergesagten 11-mer repeats von TIP47
auch direkt mit Lipiden interagieren, muss noch geklart werden. In diesem
Zusammenhang ist auch unklar, warum TIP47 nur an die Hemimembran von Lipid
droplets bindet und nicht an die Membranen anderer Organellen oder die

Plasmamembran. Auch war die Funktion des 4-helix-bundle in TIP47 bisher unklar.
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Das 4-helix-bundle von ApoE besteht aus 4 amphiphatischen a-Helices, die Uber
hydrophobe Wechselwirkungen miteinander interagieren (Wilson et al., 1991) und
spielt eine wichtige Rolle bei der Reorganisation von Lipoproteinpartikeln. Die o-
Helices kdnnen nicht nur miteinander interagieren (closed position), sondern das 4-
helix-bundle kann sich 6ffnen und Uber hydrophobe Wechselwirkungen mit den
Acylketten von Lipiden interagieren (Abb. 3.25B). Um dieses Reorganisieren von
Lipiden in vitro nachzuweisen wurde der ,disc assay” entwickelt (Raussens et al.,
1998). Dabei werden Liposomen aus Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC)
generiert und anschlielend mit Apolipoproteinen inkubiert. Die Zugabe von
Apolipoproteinen fuhrt zur Fragmentierung der Liposomen in kleine ,discs®, die so
organisiert sind, dass sich die amphiphatischen o-Helices an die hydrophoben
Acylketten der Phospholipide anlagern und sie so von der hydrophilen Umgebung
abschirmen. Diese Anlagerung ist allerdings nur moglich, wenn die Phospholipide
der Liposomen eine laterale Mobilitat innerhalb der Membran aufweisen, und so die
a-Helices einen Zugang zu den Acylketten bekommen. Um die laterale Mobilitat der
Phospholipide zu gewahrleisten, muss der ,disc assay” bei einer Temperatur
stattfinden, die Uber der Temperatur des Phasenubergangs (vom Gel-artigen
Zustand zum flissig-kristallinen Zustand) der Phospholipide liegt. Ist die
Temperatur niedriger, lagern sich die Phospholipide gelartig aneinander und die
polaren Kopfgruppen verhindern den Zugang zu den Acylketten. Bei den hier
verwendeten DMPCs liegt die Phasenubergangstemperatur bei 23°C, so dass der
assay bei 25°C durchgefuhrt wurde. Die Reorganisation der Liposomen in kleine
,discs* kann anschlieBend im Elektronenmikroskop oder Uber Gelfiltration
nachgewiesen werden.

Aufgrund der Ahnlichkeit des 4-helix-bundle von TIP47 und ApoE wurde der ,disc
assay” mit rekombinantem TIP47 durchgefuhrt und im Elektronenmikroskop
analysiert. Die Versuche zeigten, dass auch TIP47 in der Lage ist Liposomen in
~23nm kleine ,discs® umzuwandeln (Abb. 3.25A). Zusatzlich wurde nur der C-
terminale Teil (As 176-434) von humanem TIP47 aufgereinigt und mit Liposomen
inkubiert. Auch die trunkierte Version von TIP47 war in der Lage Liposomen in
»discs* umzuwandeln. Somit ist das 4-helix-bundle von TIP47 in der Lage
Membranlipide zu reorganisieren und liefert damit vielleicht einen ersten Hinweis auf
die Funktion von TIP47.

117



Ergebnisse

Lipid droplets sind dynamische Organellen, die, je nach Energiezustand der Zelle,
entweder Triacylglycerin aufnehmen und speichern, oder Triacylglycerin abbauen
und Fettsauren freisetzen und somit standig ihre GréRe verandern. TIP47 kdnnte bei
dieser Umorganisation von Lipiden eine Rolle spielen, indem es Uuber die
vorhergesagten 11-mer repeats an Lipid droplets bindet und mit seinem 4-helix-
bundle die hydrophoben Bereiche der Lipide von der hydrophilen Umgebung
abschirmt und damit stabilisierend auf die Lipid droplets wirkt.

A Abb. 3.25: TIP47 hat
[ ' P apolipoprotein-ahnliche Eigen-
schaften. A: Elektronenmikro-
skopische Analyse eines Disc
assays. DMPC Liposomen
wurden flr 12h bei 25°C mit
Puffer, GST, TIP47 oder ApoE
inkubiert. Jeweils ein Aliquot
wurde auf ein Kohle bedampftes
Kupfergrid getropft, mit 0,1%
Glutaraldehyd fixiert und mit 1%
Uranylacetate negativ gefarbt.
TIP47 und ApoE rearrangieren
die 100nm Liposomen in ca. 23

nm groBe discs. Malstab:

B: o - o ~ 200nm. B: Schematische
TIP47 Darstellung der Fragmen-

@ e "'K‘lrl.'r i .
t\fm mw.m tierung von Liposomen (g ~
Liposomes el e 100nm) in kleine Lipid discs (o

abgesindert nach Raussens etal, 1998 _ oo
Geht man davon aus, dass die Lipid droplet Biogenese durch Speicherung von
Neutrallipid zwischen den Membranblattern am ER stattfindet, so konnte die
Akkumulation von Triacylglycerin zu Stoérungen in der Phospholipidschicht fuhren.
Dies konnte ein Signal fir TIP47 sein, an diese Region mit den 11-mer repeats zu
binden. In unbekannter Weise wirde das 4-helix-bundle seine Konformation so
verandern, dass die einzelnen Helices Regionen der Acylketten abschirmen.
Dadurch wirkt TIP47 stabilisierend auf die Reifung von Lipid droplets und
gewahrleistet letztendlich auch einen geregelten Einbau von Triacylglycerin in Lipid

droplets. Dies wurde auch den Phanotyp der gestorten Lipid droplet Biogenese und
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den verringerten Einbau von Triacylglycerin in Lipid droplets in TIP47 supprimierten
Zellen erklaren.

Analog zur Bildung von Lipoproteinpartikeln konnte TIP47 als intrazellulares
Apolipoprotein funktionieren, dass die geordnete Bildung intrazellularer Lipid droplets
im Zytosol vermittelt. Ob diese Arbeitshypothese zutrifft, werden die kommenden

Forschungsanstrengungen zeigen mussen.
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4. Diskussion

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die kontrovers diskutierte Funktion von TIP47. Ist
TIP47 ein bifunktionales Protein, das den retrograden Transport der MPRs vermittelt
und/oder ein Lipid droplet bindendes Protein mit noch unbekannter Funktion? Meine
Ergebnisse zeigen, dass sowohl endogenes TIP47 als auch GFP-TIP47 an Lipid
droplets binden und, dass TIP47 eine Rolle in der Biogenese von Lipid droplets
spielt. Eine Funktion von TIP47 als Sortierungsfaktor fur MPRs lie sich nicht
bestatigen, womit die Hypothese, TIP47 als bifunktionales Protein zu sehen, hinfallig

wurde.

4.1. TIP47, ein Sortierungsfaktor der Mannose-6-Phosphat
Rezeptoren?

4.1.1. Problematik der Diskussion Uber die Funktion von TIP47

TIP47 wurde 1998 nicht nur als ein Sortierungsfaktor fir MPRs beschrieben (Diaz
and Pfeffer, 1998), sondern auch als pp17b mit hoher Sequenzhomologie zu ADRP
(Than et al., 1998). In der Folge konnte die Arbeitsgruppe von Dawn Brasaemle
zeigen, dass die Aminosauresequenz von TIP47 nicht nur zu 42% identisch und zu
67% ahnlich zu ADRP ist, sondern auch, dass TIP47 an Lipid droplets bindet (Wolins
et al., 2001). Fir lhre Analyse verwendeten sie den von der Arbeitsgruppe Pfeffer
generierten TIP47 Antikorper und konnten in Immunprazipitationen und Western
blots zeigen, dass der Antikdrper nur TIP47 nicht aber ADRP erkennt. Genau diese
Spezifitat wurde in einer Antwortpublikation von der Arbeitsgruppe Pfeffer bestritten
(Barbero et al., 2001), die in mittlerweile 13 publizierten Arbeiten darlegt, dass TIP47
ein Sortierungsfaktor von MPRs und ein Schlusseleffektor von Rab9 ist. In der
direkten Konfrontation von 2001 versuchte die Arbeitsgruppe Pfeffer nachzuweisen,
dass ihr eigenes Serum gegen TIP47 angeblich mit ADRP kreuzreagiert. Demzufolge
hatten die Autoren von Wolins et al. 2001 nicht TIP47, sondern ADRP analysiert und
damit auch dessen Lokalisation an Lipid droplets, nicht aber die von TIP47. In
diesem Zusammenhang prasentiert die Arbeitsgruppe Pfeffer in Abb. 2 ihrer
Publikation einen Western blot mit ihrem TIP47 Serum und zeigen die Kreuzreaktion
mit ADRP (Barbero et al., 2001). Als Material nutzten die Autoren Extrakte von HelLa
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Zellen, die ohne/mit Olsdure inkubiert wurden. In beiden Fallen ist eine deutliche
Kreuzreaktion mit ADRP sichtbar. Dieser Nachweis ist hochst verwunderlich, da
mehrere Arbeitsgruppen, wie auch unsere ADRP Nachweise in Hela Zellen zeigen
konnten, dass ADRP in Zellen ohne Vorinkubation mit Olsdure kaum oder gar nicht
nachweisbar ist.

Unabhangig davon konnten wir auRerdem zeigen, dass das TIP47 Serum der
Arbeitsgruppe Pfeffer, welches uns freundlicherweise uberlassen wurde, keine
Proteinbande bei 52kDa erkennt (Bulankina et al., 2009). Des Weiteren haben wir
nachgewiesen, dass weder das kommerziell erhaltliche Meerschweinchenserum
gegen TIP47 (Progen, Heidelberg) noch das Kaninchenserum einer ungarischen
Arbeitsgruppe (G. Than) eine Kreuzreaktion mit ADRP zeigt.

Wenn die Arbeitsgruppe Pfeffer davon ausgeht, dass ihr TIP47 Antikorper mit ADRP
kreuzreagiert, so ist es verwunderlich, dass sie ihn trotzdem weiterhin verwenden. In
einer spateren Publikation wurde der Antikérper flr eine Immunfluoreszenz
verwendet, um die Effektivitat inrer RNAi gegenuber TIP47 zu zeigen. In den Hela
Kontrollzellen sieht man eine zytosolische Farbung von TIP47, wohingegen in den
TIP47 supprimierten Zellen keine zytosolische Farbung mehr auszumachen ist, dafur
aber kleinere ,Punkte (Abb. 7B in Ganley et al. 2004). Hier verweist die
Arbeitsgruppe Pfeffer darauf, dass der Antikorper zusatzlich mit ,Lipid droplets®
kreuzreagiert und man in der Abbildung nun Lipid droplets sieht, nicht aber TIP47
(Ganley et al., 2004).

Es erstaunt ebenfalls, wenn die Arbeitsgruppe Pfeffer veroffentlicht, dass sie nicht in
der Lage sind funktionelles, GFP-TIP47 zu generieren (Barbero et al., 2002). Andere
Arbeitsgruppen (Miura et al., 2002), wie auch meine Arbeitsgruppe, konnten GFP-
TIP47 erfolgreich exprimieren. Das Protein ist im Western blot mit einem anti-TIP47
oder anti-GFP Antikérper nachweisbar, es kann in der Immunfluoreszenz an Lipid
droplets nachgewiesen werden und eignet sich  hervorragend fur
Lebendzellanalysen.

Die Ausschlieldlichkeit, mit der die Arbeitsgruppe Pfeffer die Lokalisation von TIP47

an Lipid droplets bestreitet, erscheint daher unglaubwurdig.
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4.1.2. Bindet TIP47 an die zytoplasmatischen Sequenzabschnitte der
MPRs?

Die Bindung von TIP47 an die zytoplasmatischen Sequenzabschnitte der MPRs war
ursprunglich das Ergebnis einer yeast-two-hybrid Analyse (Diaz and Pfeffer, 1998).
Erstaunlicherweise verwenden die Autoren der in Cell publizierten Arbeit als negative
Kontrolle fur diese Analyse dominant-negatives Rab9 (S21N). Das bedeutet, dass
die Autoren im yeast-two-hybrid System keine Bindung zwischen Rab9 und TIP47
nachweisen konnen, wahrend sie spater zeigen, dass in pull down Experimenten
Rab9-GDP mit einer Affinitat von 150nM an TIP47 bindet. Da erscheint es wenig
einleuchtend, dass eine Bindung im yeast-two-hybrid System an beide MPRs
nachweisbar war, wenn die spater in pull down Experimenten ermittelte Affinitat der
Bindung von MPR46 bzw. MPR300 an TIP47 bei 3uM bzw. 1uM liegt (Krise et al.,
2000), also 6-20mal schwacher sein soll, als die zwischen Rab9-GDP und TIP47.

Um diese schwache Bindungsaffinitit von TIP47 an die MPRs genauer zu
bestimmen, verwendeten wir die Oberflachen-Plasmonresonanz (SPR). Mit dieser
Methode kdnnen selbst sehr schwache Molekulinteraktionen im pM bis mM Bereich
in Echtzeit gemessen werden, aber eine Bindung zwischen TIP47 und den MPRs
war dennoch nicht nachzuweisen. Im Gegensatz dazu war die Bindung der
bekannten Bindungspartner GGA1 und AP2 sehr wohl nachweisbar (Abb. 3.5). Da
das aufgereinigte TIP47 in anderen Versuchen funktionell ist, gehen wir davon aus,
dass es auch fur die in vitro Bindung an die MPRs funktionell sein musste. Es bleibt
denkbar, dass der Verlust von Sekundarstrukturen in den zytoplasmatischen
Sequenzabschnitten der MPRs in unseren Experimenten die Bindung von TIP47
verhindert. Dies erscheint aber wenig wahrscheinlich, da die bislang benannten
Strukturdaten der Bindung von Sortierungssignalen an Sortierungsfaktoren zeigen,
dass die Signale als nicht strukturierte und lineare Sequenzen gebunden werden
(Kelly et al., 2008; Shiba et al., 2002).

Der wesentliche Unterschied zu den in vitro Bindungsstudien der Arbeitsgruppe
Pfeffer und der hier vorgestellten ist die Methodik. Sie verwendeten pull down
Experimente, wir die direkte Analyse in Echtzeit mittels SPR-Biosensor. Diese
Unterschiede kénnen die gegensatzlichen Ergebnisse keinesfalls erklaren, denn eine
robuste Protein-Protein Wechselwirkung sollte auch in vitro mit unterschiedlichen

Methoden nachzuweisen sein.
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4.1.3. Welche Funktion besitzt die potenzielle in vitro Bindung von TIP47

an die zytoplasmatischen Sequenzabschnitte der MPRs?

Neben der direkten Analyse von Proteinbindung in vitro, hat die Arbeitsgruppe Pfeffer
einen in vitro assay etabliert, in dem der effiziente Rucktransport von MPRs zum
TGN messbar ist (Goda and Pfeffer, 1988). In diesem assay inhibiert die
Anwesenheit von Antikorpern gegen TIP47 oder dessen Immundepletion den
Transport zu 75% bzw. 100%. Derselbe assay wurde von der Arbeitsgruppe Schu in
Gottingen benutzt, um den retrograden MPR Transport in Abwesenheit von AP1 zu
analysieren. Zusatzlich konnten sie zeigen, dass die Verwendung von TIP47
supprimiertem Hela Zytosol (bereitgestellt von A. Bulankina aus unserer
Arbeitsgruppe) keinen negativen Effekt auf den retrograden Transport besitzt
(Medigeshi and Schu, 2003).

4.1.3.1. Lokalisation von TIP47 in Zellen

In der Abb. 4.1 auf der folgenden Seite ist die erste publizierte Immunfluoreszenz von
TIP47 und die Kofarbung vom MPR300 bzw. vom Golgi-Protein p115 in zwei
Zelllinien dargestellt (Diaz and Pfeffer, 1998). Die Autoren schreiben, dass TIP47 mit
MPR300 in beiden Zellen kolokalisiert, nicht aber mit dem Golgi-Marker. Die
MPR300 Farbung, verglichen mit anderen publizierten Aufnahmen (Perez-Victoria et
al., 2008), erscheint hier ungewohnlich diffus. Weiter fallt auf, dass die Farbung von
TIP47 zwischen den verwendeten EBTr und COS7 Zellen unterschiedlich erscheint,
ja nicht einmal die drei gezeigten Aufnahmen in EBTr Zellen sind einheitlich.

In meinen eigenen Farbungen konnte ich eine perinukleare Farbung von TIP47 in
COS7 Zellen nachweisen, allerdings keine Kolokalisierung mit MPR300, wohl aber
mit dem Lipid droplet Protein ADRP. Dieses Farbemuster (keine Kolokalisation
zwischen TIP47 und MPRs) war in allen getesteten Zelllinien verschiedener Spezies
und mit allen zur Verfigung stehenden Antikdrpern gegen TIP47 immer gleich. Es
erscheint uns daher wenig plausibel, dass endogene MPRs mit endogenem TIP47

kolokalisieren.
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TIP47 Co-stained protein

Abb. 4.1: Immunfluoreszenzaufnahmen
zur Lokalisierung von TIP47 aus (Diaz and

Pfeffer, 1998). Immunfluorescence analysis
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of EBTr (upper three panels) or COS (bottom
panel) cells costained with rabbit anti-TIP47
antibodies (left panels, 1:2000) and either
mouse anti-CI-MPR300 antibodies (right,

upper two panels; Dintzis et al., 1994) or anti-

ddIN-1D

p115 antibodies (right, bottom two panels;
1:1000).

GLid
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Eine weitere Moglichkeit, die Lokalisierung von Proteinen in Zellen zu analysieren, ist
deren Expression als GFP-Fusionsprotein.

Aber auch GFP-TIP47 lokalisierte weder an MPR-positiven Membranen, noch an
anderen Membranen des Bio- und Endozytoseweges. GFP-TIP47 lokalisierte
entweder zytosolisch oder an Lipid droplets, womit unsere Ergebnisse im Einklang
mit Daten anderer Arbeitsgruppen stehen (Miura et al., 2002). Es bleibt daher
unverstandlich, warum die Arbeitsgruppe Pfeffer die Funktionalitdt von GFP-TIP47
anzweifelt und ausschlie3t, dass endogenes TIP47 an Lipid droplets bindet (Barbero
et al., 2002; Barbero et al., 2001).

4.1.3.2. TIP47 als mdglicher Sortierungsfaktor in Zellen

Die Analyse von Zellen, in denen ein Protein durch RNAi ausgeschaltet wird, ist
heute eine der wichtigsten Moglichkeiten der Funktionsanalyse.

Eine Supprimierung von TIP47 um 60% mit Oligonukleotiden verringerte die
Halbwertszeit vom MPR300 von 35h auf 14h (Diaz and Pfeffer, 1998). Die Autoren
erklaren die verkurzte Halbwertszeit mit einem schnelleren Abbau der MPRs in den
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Lysosomen, da der retrograde MPR Transport gestort ist und werten dies als
wichtigen Hinweis, dass TIP47 ,in vivo“ eine Funktion im retrograden Transport der
MPRs spielt. In meinen Experimenten gelang mit Hilfe von RNAI eine Suppression
von TIP47 > 80%. In diesen Zellen wurde der turnover vom MPR300 mit zwei
Methoden analysiert. Zum einen wurde die Proteinbiosynthese mit Cycloheximid
inhibiert, um so einen erhdhten Abbau im Western blot sichtbar zu machen. Zum
anderen wurde der Abbau in pulse/chase Experimenten mit anschliellender
Immunprazipitation vom MPR300 bestimmt. Mit beiden Methoden war kein erhdhter
Abbau des MPR300 zu detektieren. Ein Grund fur diesen Unterschied konnte sein,
dass die Arbeitsgruppe Pfeffer die Halbwertszeit in COS7 Zellen und wir in HelLa
Zellen bestimmt haben. Allerdings sollte die Funktion von TIP47 nicht
zelltypspezifisch sein.

Somit kdnnen eigentlich die drei wichtigsten Versuche, mit denen die Arbeitsgruppe
Pfeffer die Funktion von TIP47 belegt, von uns und anderen Arbeitsgruppen nicht

bestatigt werden:

1. TIP47 war in dem in vitro Transport assay fur den retrograden Transport des
MPRA46 nicht notwendig (Medigeshi and Schu, 2003).

2. Die Kolokalisierung zwischen TIP47 und dem MPR300 konnte in COS7
Zellen, und allen anderen getesteten Zellen, nicht bestatigt werden (Bulankina
et al., 2009)

3. Die Supprimierung von TIP47 hatte keine Reduktion der Halbwertszeit des
MPR300 zur Folge (Bulankina et al., 2009)

Von daher wollten wir die Funktion von TIP47 im retrograden Transport zusatzlich mit
anderen Methoden untersuchen. Im in vitro assay der Arbeitsgruppe Pfeffer fuhrte
eine Immundepletion von TIP47 zu einer 100% Inhibition des retrograden
Transportes von MPR46. Dies, und die drastische Reduktion der Halbwertszeit vom
MPR300 nach 60% Supprimierung von TIP47, fuhrte mich zu der Annahme, dass ich
die Funktion von TIP47 auch in Zellen nachweisen kdnnte. Daher untersuchte ich die
Lokalisierung und Funktion der MPRs in TIP47 supprimierten und entsprechenden
Kontrollzellen. In den Kontrollzellen wurden die Untereinheiten Vps35 und Vps26 des
Retromerkomplexes supprimiert. Die Wahl fiel auf Retromer, da zwei Arbeitsgruppen

unabhangig voneinander zeigen konnten, dass der Retromerkomplex eine wichtige
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Bedeutung im retrograden Transport der MPRs besitzt. Dies konnte ich bestatigen,
denn schon die einfache Lokalisierung von MPR46 und MPR300 war in den
Retromer siRNA Zellen in der Weise gestort, dass die perinukledre Konzentrierung
der Rezeptoren weniger ausgepragt war, als in den Kontrollen. Noch deutlicher war
der Phanotyp in Zellen, denen anti-MPR Antikorper zur Internalisierung angeboten
wurden. Die Antikoérper binden im Normalfall an der Plasmamembran an die MPRs
und gelangen innerhalb von einer halben Stunde in die perinukleare Region und
somit in enge Nachbarschaft zum TGN-Markerprotein TGN46. Genau dies war in
den Retromer KD Zellen nicht der Fall. Stattdessen verbleiben die Antikorper in
grol3er Zahl in endosomalen Strukturen, die im gesamten Zytoplasma verteilt waren,
da ein effizienter Rucktransport zum TGN gestort ist. Genau denselben Phanotyp
hatten wir aufgrund der publizierten Daten der Arbeitsgruppe Pfeffer auch fur TIP47
KD Zellen erwartet. Stattdessen war in den Lokalisierungs- und anti-MPR
Endozytoseexperimenten kein Unterschied zu mock transfizierten Zellen
festzustellen. Eine Bedeutung von TIP47 fur die Sortierung bzw. den Transport von
MPRs in Zellen erschien daher fraglich.

Des Weiteren haben wir die Funktion der MPRs untersucht. Die Funktion der MPRs
ist der Transfer lysosomaler Hydrolasen vom TGN zu Endosomen. Unterbleibt
dieser, so sekretieren die betroffenen Zellen groRe Mengen lysosomaler Enzyme in
die Extrazellularflissigkeit. Wenn also - wie von der Arbeitsgruppe Pfeffer publiziert -
der Verlust von TIP47 den Transport von MPRs zwischen Endosomen und TGN zu
100% blockiert, bzw. in Zellen zu einem dramatisch erhéhten Abbau der Rezeptoren
fuhrt, so sollte dies zu einem signifikanten Anstieg der Sekretion lysosomaler
Enzyme fuhren. Aber auch in der direkten Analyse der Sekretion von Cathepsin D
und R-Hexosaminidase waren die TIP47 KD Zellen vollig unauffallig, wahrend in
Retromer supprimierten Zellen eine stark erhdhte Sekretion der beiden Hydrolasen
offensichtlich war (Abb. 3.7 S. 88).

Es kann also an dieser Stelle festgehalten werden, dass weder die Lokalisierung
noch die Funktion von MPRs in TIP47 KD Zellen gestért war, so dass wir

schlussfolgern, dass TIP47 kein nennenswerter Sortierungsfaktor fir MPRs ist.

Naturlich spielt die Effektivitat des RNAI bei solchen Experimenten immer eine Rolle.
FUr unsere Argumentation spricht aber, dass die Arbeitsgruppe Pfeffer angeblich

schon bei einer Supprimierung von 60% einen Effekt sieht, wir aber bei einer
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Supprimierung von 80% keinen Effekt auf die Verteilung und Funktion der MPRs
feststellen kdnnen, wohl aber auf die Bildung von Lipid droplets. Um diese
Kontroverse letztendlich zu klaren, bleibt nur noch die Analyse einer TIP47 knock out
Maus. Diese wird zur Zeit in der Arbeitsgruppe von Dean Londos (NIH, USA)
generiert und wir werden in Kooperation die Lokalisierung und Funktion der MPRs in

Zellen dieser Maus analysieren.

4.2. TIP47: Ein Schlusseleffektor fur die GTPase Rab9?

In den letzten Publikationen hat die Arbeitsgruppe Pfeffer TIP47 als Effektor bzw.
Schlusseleffektor von Rab9 beschrieben. Grundlage dieser Hypothese sind unter
anderem pull down Experimente, in denen TIP47 eine leicht erhdhte Praferenz fur
Rab9-GTP (Kp 96nM) gegenuber Rab9-GDP (Kp 150nM) zeigte (Carroll et al., 2001;
Ganley et al., 2004). Ahnliche Experimente wurden von M. Rudolph (Universitat
Gottingen) durchgefuhrt, da er sich zum Ziel gesetzt hatte, die GTPase mit
Bindungspartnern zu kristallisieren. Zwar konnte M. Rudolph die Struktur von Rab9
mittlerweile aufklaren (Wittmann and Rudolph, 2004a; Wittmann and Rudolph,
2004b), der Nachweis einer direkten in vitro Interaktion zwischen TIP47 und Rab9
war aber nicht moglich.

Auch Francis Barr (Universitat Liverpool), der humane Rab Proteine im Hinblick auf
entsprechende GEF (guanine exchange factor) und GAP (GTPase activation protein)
Bindungspartner untersucht, konnte in einem yeast-two-hybrid System mit den
dominant-aktiven bzw. den dominant-negativen Formen von 32 humanen Rabs,
inklusive Rab9, keine Bindung an TIP47 nachweisen. Auf Anfrage konstatierte S.
Pfeffer allerdings, dass auch sie TIP47 nicht in einem yeast-two-hybrid System als
Bindungspartner von Rab9 finden konnten. Wie oben erwahnt verwendete sie sogar
die dominant-negative Form von Rab9 als negative Kontrolle fur die Bindung von
TIP47 an die MPRs im urspringlichen yeast-two-hybrid screen (Diaz and Pfeffer,
1998).

Ein wichtiger Befund der Arbeitsgruppe Pfeffer war, dass Rab9 die Bindung von
TIP47 an MPR300 in vitro verstarkt (von Kp 1uM auf 0,3uM) (Carroll et al., 2001). In
ihrem Modell geht die Arbeitsgruppe Pfeffer davon aus, dass TIP47 im Zytosol in

einer Konzentration von 300nM vorliegt, so dass bei einer Kp von 300nM bis zu 50%
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membrangebunden vorliegt. Und dies - so die Autoren - wlrden sie auch in etwa
detektieren (Carroll et al., 2001). Diese Angaben stehen allerdings im Widerspruch
zu einer alteren Arbeit der Autoren, in der sie zeigen, dass TIP47 zu 80% zytosolisch
vorliegt (Diaz and Pfeffer, 1998). In den zahlreichen Membran/Zytosol
Fraktionierungen von Hela Zellen haben wir reproduzierbar immer ein
Zytosol:Membran-Verhaltnis von 90:10 +/-6% gefunden. Dieses Ergebnis deckt sich
im Ubrigen hervorragend mit den Immunfluoreszenzen, die zeigen, dass unter steady

state Bedingungen TIP47 in Hela Zellen kaum nachweisbar ist.

Des Weiteren konnte die Arbeitsgruppe Pfeffer in einem in vitro assay zeigen, dass
Rab9 TIP47 an angereicherten Membranen stabilisiert (Carroll et al., 2001). Wenn
Rab9 TIP47 an Membranen stabilisiert, so misste man in Rab9 KD Zellen einen
Verlust von TIP47 in der Membranfraktion detektieren. Dies konnten wir nicht
bestatigen (Abb.3.11). Der Verlust von Rab9 hatte keinen Einfluss auf das Zytosol:
Membran-Verhaltnis von TIP47 in HelLa Zellen.

Nach Angaben der Arbeitsgruppe Pfeffer soll nicht nur Rab9 TIP47 an Membranen
rekrutieren, sondern TIP47 stabilisiert seinerseits auch Rab9 an Membranen. Die
Supprimierung von TIP47 durch RNAI verandert das Zytosol:Membran-Verhaltnis
von Rab9 zugunsten des zytosolischen Pools, der von 10% auf 20% im Western blot
ansteigt (Ganley et al., 2004). Zusatzlich soll es in den TIP47 KD Zellen zu einer
Verschiebung des Zytosol:Membran Verhaltnisses von TIP47 zugunsten der
Membranfraktion kommen (Aivazian et al., 2006). Wir hingegen kommen zu einem
gegenteiligen Ergebnis! Nach Suppression von TIP47 war das Protein in der
Membranfraktion nicht mehr detektierbar. Auch eine Zunahme des zytosolischen
Rab9 war in den TIP47 knock-down Zellen nicht nachweisbar.

Die Arbeitsgruppe Pfeffer verwendete Mutationsstudien, um zu zeigen, dass die
Aminosauren 152-187 von TIP47 fur eine Rab9 Bindung notwendig sind. Die
Mutation von Ser'®'ValVal in Ala'®’AlaAla inhibierte die Bindung von TIP47 an Rab9
in vitro um 80% (Hanna et al., 2002). Zusatzlich inhibierte die Mutante den Transport
von MPR46 in einem in vitro assay (Carroll et al., 2001). Dies ist erstaunlich, da
gerade dieser Bereich in humanem ADRP (SVEKTKS'**VV) konserviert ist. Dies hat
auch die Arbeitsgruppe Pfeffer erkannt und daher die Bindung von ADRP an Rab9
uberpruft. Da keine Bindung von ADRP detektierbar war, argumentieren die Autoren,

dass es in der TIP47 Mutante zu einer minimalen Konformationsanderung kommt,
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die die Bindung inhibiert. An dieser Stelle fragt man sich, wie Maus TIP47 an Rab9
binden soll, da hier die entsprechende Sequenz kaum konserviert ist
(SVDKTKS'®’AM).

TIP47 soll ein SchlUsseleffektor von Rab9 sein, da TIP47 Rab9 sowohl in der GTP-
als auch in der GDP-Form bindet und zusatzlich flr die Lokalisierung von Rab9 an
spaten Endosomen zustandig ist. Die neueste Variante des Modells der
Arbeitsgruppe Pfeffer besagt, dass TIP47 zusammen mit Rab9 und MPRs in
Vesikeln von spaten Endosomen zum TGN transportiert wird. Erst dort kommt es zu
einer Freisetzung von TIP47 aus diesem Komplex (Espinosa et al., 2009).

So koénnen die Autoren angeblich Membranen Uber Saccharosegradienten
aufreinigen, an denen TIP47 und Bindungspartner prasent sind; sie messen eine
Affinitat gegenlber Rab9 von 96nM, zeigen aber keine Kolokalisation der beiden
Proteine in der Immunfluoreszenz. Dies, erstaunlicherweise, obwohl sie doch auch
zeigen, dass TIP47 und MPR300 kolokalisieren sollen (Diaz and Pfeffer, 1998).

Aus diesem Grunde haben wir endogenes Rab9 angefarbt und auf eine
Kolokalisierung mit TIP47 hin Uberpruft. In diesen Analysen kolokalisiert endogenes
Rab9 in HelLa Zellen mit GFP-Lamp1, mit GFP-Rab7 und zu einem geringen Teil mit
endogenem MPR300, - aber nie mit TIP47! Andere Rab Effektoren wie z.B. Rapaptin
fur Rab%, zeigen wie TIP47 hauptsachlich eine zytosolische Verteilung, konnen aber
durch eine erhdohte Expression an den jeweiligen Membranen in der
Immunfluoreszenz sichtbar gemacht werden (Stenmark et al., 1995). Daher haben
auch wir TIP47 und Rab9 als RFP- bzw. GFP-Fusionsproteine tberexprimiert und
deren Lokalisierung analysiert. Auch als RFP-TIP47 ist TIP47 selbst bei einer
Koexpression von GFP-Rab9 zytosolisch lokalisiert, nicht aber an GFP-Rab9
positiven Membranen nachweisbar. Dies anderte sich nach Inkubation der Zellen mit
Olsdure. Dann lokalisiert TIP47 an Lipid droplets. In wenigen Zellen, die GFP-Rab9
uberexprimieren, war eine schwache Farbung von GFP-Rab9 an Lipid droplets
detektierbar. Wir vermuten, dass dies nicht physiologisch relevant ist, da man bisher
mit keiner anderen komplementaren Methode Rab9 an Lipid droplets detektiert hat.
Es erscheint wahrscheinlich, dass GFP-Rab9 aufgrund der Uberexpression mit
seinen Prenylierungsankern unspezifisch an Lipid droplets bindet.

Die Arbeitsgruppe Pfeffer verwendet in ihrem in vitro assay Rab9, dessen C-
Terminales Ende die artifizielle Sequenz CLLL aufweist (CC ware die physiologisch

relevante Form) (Carroll et al., 2001). Dieses mutierte Rab9 wird nur
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monogeranyliert, unterstltzt aber laut Arbeitsgruppe Pfeffer den in vitro Transport
vom MPR300. Wenn wir dieses mutierte Rab9 in HeLa Zellen transfizieren, zeigt es
im Gegensatz zum physiologisch relevanten Rab9 kaum Membranassoziation,
sondern liegt weitgehend zytosolisch vor (Daten nicht gezeigt). Rab5 und Rab27
besitzen ebenfalls zwei Cysteine, die beide geranyliert werden. Mutiert man davon
ein Cystein zu Serin, so lokalisieren diese Mutanten nicht mehr spezifisch an ihrem
Zielkompartiment, sondern werden in die ER-Membran inseriert (Gomes et al.,
2003). Aufgrund dieser und unserer Daten gehen wir davon aus, das beide Cysteine
fur eine spezifische Lokalisierung von Rab9 an spate Endosomen notwendig sind.
Wenn dies der Fall ist, so ist die Aussage der Arbeitsgruppe Pfeffer, dass Rab9 CLLL
den in vitro Transport der MPR300 unterstutzt, hochst zweifelhaft, da es gar nicht an

spaten Endosomen lokalisiert und so seine Funktion nicht erfullen kann.

Zum Konzept von TIP47 als Schlisseleffektor von Rab9 bleibt an dieser Stelle zu
resumieren, dass weder die in vitro Bindung von TIP47 an Rab9 in pull down
Experimenten, noch die Interaktion beider in einem yeast-two-hybrid System
nachweisbar war.

Die publizierten Daten zur TIP47 Sequenz, die fir die Bindung von Rab9 essentiell
ist, erscheint zweifelhaft, wenn die Sequenz nicht einmal zwischen Mensch und
Maus konserviert ist.

In Zellen war eine Kolokalisierung zwischen endogenem TIP47 und Rab9 nicht
nachweisbar, auch dann nicht, wenn beide Proteine als GFP-Variante tUberexprimiert
wurden.

Des Weiteren hatte die Supprimierung von TIP47 oder Rab9 keinen Effekt auf das
Zytosol:Membran-Verhaltnis des jeweils anderen Proteins.

In der Summe dieser Ergebnisse bezweifeln wir, dass TIP47 ein physiologisch

relevanter Bindungspartner bzw. Schlusseleffektor von Rab9 ist.

4.3. Die Funktion von TIP47 in der Lipid droplet Biogenese

Aufgrund der hohen Sequenzhomologie ist TIP47 ein Mitglied der PAT-Familie, die in
Saugetieren derzeit aus funf Mitgliedern besteht. Ihre Funktion ist weitestgehend

unklar, nur die Bedeutung von Perilipin im Rahmen der Lipolyse ist gut untersucht.
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Die funktionelle Charakterisierung der PAT-Proteine wird dadurch erschwert, dass
immer mehrere Mitglieder in einer Zelle exprimiert werden und diese wahrscheinlich
uberlappende Funktionen aufweisen. Da, soweit bekannt, in Hela Zellen nur zwei,
TIP47 und ADRP, exprimiert werden, haben wir uns fur diese Zelllinie entschieden,
um die Funktion von TIP47 naher zu untersuchen. Bisher konnte fur TIP47 gezeigt
werden, dass endogenes als auch GFP-TIP47 an Lipid droplets lokalisiert (Miura et
al., 2002) und TIP47 in der ,ADRP knock out* Maus weitestgehend die unbekannten
Funktionen von ADRP Ubernimmt (Sztalryd et al.,, 2006). In differenzierenden
Adipozyten ist TIP47 an Lipid droplets nachweisbar, wird aber spater von ADRP
verdrangt (Wolins et al.,, 2005). Dass TIP47 ubiquitar exprimiert wird und an
naszenten Lipid droplets vorkommt, veranlasste uns zu der Hypothese, dass TIP47

eine Rolle bei der Lipid droplet Biosynthese spielen kdnnte.

4.3.1. Die Lokalisierung von TIP47 an Lipid droplets

Nach Stimulierung der Neutrallipidsynthese durch Inkubation mit Olsdure, ergab die
zeitabhangige Analyse, dass zytosolisches TIP47 in bestimmten Regionen
akkumuliert. Diese zuerst punktformige Ansammlung von TIP47 war nach 15min
deutlich sichtbar, wohingegen eine deutliche Ansammlung von Neutrallipid erst nach
45min detektiert werden konnte. (Hier ist anzumerken, dass die Nachweisgrenze von
Neutrallipid Uber fluoreszierendes Bodipy493/503 unbekannt ist, bzw. Molecular
Probes nach Anfrage keine genauen Daten liefern konnte.) Nach mehrstindiger
Inkubation mit Olsdure war die TIP47 Farbung nicht mehr punktférmig, sondern
zeigte klare Ringstrukturen, die das angefarbte Neutrallipid umgaben und somit als
Lipid droplets identifiziert werden konnten. Dieses Experiment zeigt, dass TIP47 an
Orte in der Zelle rekrutiert wird, wo sich neue Lipid droplets bilden oder gebildet
haben. Die Arbeitsgruppe Thiele konnte ebenfalls zeigen, dass die Lipid droplet
Biogenese von punktformigen Strukturen ausgeht. Hierzu haben sie COS7 Zellen mit
einer fluoreszierender Fettsdaure (eine Polyen-Fettsaure) inkubiert und deren
Transport in lebenden Zellen analysiert (Kuerschner et al., 2008). Schon nach 3min
waren erste Punkte in den Zellen erkennbar, die Uber die Zeit grofier wurden. Hier
stellt sich die Frage, was genau in diesen punktférmigen Strukturen akkumuliert und
welcher moglicherweise bekannten intrazellularen Struktur diese Orte zuzuordnen

sind? Wir gehen davon aus, dass die TIP47-positiven Punkte mit der punktformigen
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Verteilung der fluoreszierenden Fettsaure Ubereinstimmt. Um dies Uberprifen zu
kénnen, hat uns Christoph Thiele freundlicherweise die Polyen-Fettsaure zur
Verfugung gestellt. Die eigentlichen Experimente stehen aber noch aus, da dass
entsprechende Set up fur die notwendige 2-Photonen Anregung und die
Filterkombination fur die Emission noch etabliert werden mussen. Wir haben
ebenfalls versucht den Ort der TIP47 Akkumulation mittels Immunfluoreszenz naher
zu charakterisieren, konnten aber keine Kolokalisation z.B. mit ER Markern wie BIP
oder PDI detektieren (nicht gezeigte Daten). Um hier genaueren Aufschluss zu
bekommen, favorisieren wir flr die Zukunft eine ultrastrukturelle Analyse, kombiniert
mit der Immunogoldmarkierung von TIP47, die wir zur Zeit mit Koert Burger
(Universitat Utrecht) durchfuhren.

Als nachstes sollte die Verweildauer von TIP47 an Lipid droplets bestimmt werden.
Da TIP47 sowohl zytosolisch als auch an Lipid droplets gebunden vorkommt, kénnte
man annehmen, dass TIP47 als Transportprotein funktioniert, das andere Proteine
oder Lipide aus dem Zytosol zu den sich bildenden Lipid droplets bringt und wieder
abdissoziiert. Die Verweildauer von GFP-TIP47 wurde mittels FRAP analysiert und
zeigte eine stabile Bindung an Lipid droplets. Dies spricht, im Zusammenhang mit
unseren anderen Daten, eher dafir, TIP47 als ein Strukturprotein von Lipid droplets
zu betrachten. Ob TIP47 allerdings nach Lipid droplet Bindung dort verbleibt, oder
aber ins Zytosol ausgetauscht wird, konnten wir mit den FRAP Experimenten nicht
zeigen.

Da TIP47 in Adipozyten an naszierenden Lipid droplets, nicht aber an reifen Lipid
droplets detektiert werden kann (Wolins et al., 2005), impliziert dies, dass TIP47
maglicherweise durch ein bestimmtes Signal von Lipid droplets dissoziiert.

Wir haben in Hela Zellen untersucht, ob TIP47 nur wahrend der Bildung von Lipid
droplets an diese bindet, aber abdissoziiert, sobald die Lipid droplets durch Lipolyse
verkleinert bzw. abgebaut werden. Hierfur wurden HelLa Zellen zuerst fur 16h mit
Olsaure und anschlieend in Hungermedium (Medium ohne FCS, aber mit fettfreiem
Albumin als Fettsdureakzeptor) inkubiert. Immunfluoreszenzaufnahmen zeigten,
dass nach 24-Stunden in Hungermedium weder Neutrallipid noch TIP47-positive
Lipid droplets nachweisbar waren. In einem Zeitraum von 24h wurden die Lipid
droplets zwar immer kleiner, waren aber Uber den gesamten Zeitraum TIP47-positiv.
Diese Daten sprechen dafur, dass TIP47 zumindest in HeLa Zellen auch wahrend

der Lipolyse an Lipid droplets verbleibt. Hepatozytenzelllinien, wie Huh7 oder
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HepG2, besitzen im Gegensatz zu Hela Zellen auch unter Standard-
Zellkulturbedingungen (Medium + 10%FCS) Lipid droplets. An diesen findet sich
hauptsachlich ADRP, aber kaum TIP47 (nicht gezeigte Daten). Dies andert sich,
wenn die Zellen mit Olsdure inkubiert werden. Die sich neu bildenden Lipid droplets
sind hauptsachlich TIP47-positiv, wahrend ADRP weiterhin die ,reifen” Lipid droplets
dekoriert. Einen entsprechenden Wechsel von TIP47-positiven zu ADRP-positiven
Lipid droplets konnten wir in Hela Zellen nicht nachweisen. In diesem
Zusammenhang mag die Regulation von Biosynthese und Abbau von ADRP eine
Rolle spielen. Da ADRP in Abwesenheit von Lipid droplets proteasomal degradiert
wird, daher auch in HeLa Zellen unter Standard-Kulturbedingungen nicht bzw. kaum
nachweisbar ist, mag der Wechsel von TIP47 zu ADRP an Lipid droplets von einem
genugend grof3en Pool von ADRP abhangen. Wurden die Lokalisierungsexperimente
zu frih durchgefihrt, ist die Expression von ADRP noch zu gering, um TIP47 an

Lipid droplets zu verdrangen.

4.3.2. Die Funktion von TIP47 an Lipid droplets

Nachdem die Lokalisierung von TIP47 an Lipid droplets fur uns eindeutig war,
konnten wir zusatzlich zeigen, dass TIP47 schon sehr frih wahrend der Bildung von
Lipid droplets an bestimmten Orten in der Zelle akkumuliert und sobald Neutrallipid
uber Bodipy493/503 detektierbar war, mit diesem kolokalisierte. Dies impliziert, dass
TIP47 eine Rolle bei der Bildung von Lipid droplets spielen konnte. Daher haben wir
als nachstes die Bildung von Lipid droplets in TIP47 supprimierten Zellen untersucht.
Hierfir wurden TIP47 KD- und Kontrollzellen fir 16h mit Olsdure inkubiert und
anschlie3end deren Lipid droplet Morphologie analysiert. In den Immunfluoreszenzen
war auffallig, das nicht supprimiertes TIP47 an Lipid droplets lokalisierte. Dies
bestatigte sich bei der Analyse von Saccharosegradienten nach subzellularer
Fraktionierung, da in diesen das verbliebene TIP47 hauptsachlich in der Lipid droplet
Fraktion nachweisbar war. Die naheliegende Interpretation ist, dass TIP47 an den
Lipid droplets eine Funktion ausubt.

In der Immunfluoreszenz von TIP47 KD Zellen waren drei Phanotypen auffallig:
Zellen die nahezu Lipid droplet frei waren (< 5 Lipid droplets), solche, deren Lipid
droplets deutlich kleiner und auch in der Anzahl reduziert waren, und die dritte

Gruppe, die ebenfalls weniger Lipid droplets besal}, die aber in Clustern angeordnet
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waren. In solchen Clustern war die Anzahl und GréRe der Lipid droplets nicht zu
bestimmen. In der Summe dieser Ergebnisse gehen wir davon aus, dass der
weitgehende Verlust von TIP47 die normale Biogenese von Lipid droplets
beeintrachtigt.

Hatte die Suppression von TIP47 einen Einfluss auf die Bildung bzw. Lokalisierung
von  Neutrallipid? Die  Quantifizierung der  Neutrallipidfarbung  mittels
FluoreszenzdurchfluRzytometrie ergab eine Reduktion von 35%, deutet also auf
einen Defekt in der Neutrallipidbildung und/oder —speicherung hin. Da Vorarbeiten
von Anna Bulankina zeigen konnten, dass sowohl die Aufnahme, als auch die
Abgabe von freien Fettsduren in TIP47 KD Zellen normal ist, wurde der
Triacylglyceringehalt mittels Dunnschichtchromatographie bestimmt. Im scheinbaren
Widerspruch  zu den  Ergebnissen der Immunfluoreszenz und der
FluoreszenzdurchfluRzytometrie war der Neutrallipidgehalt in postnuklearen
Uberstédnden von TIP47 KD Zellen nicht signifikant reduziert. Wenn allerdings
gereinigte Lipid droplets analysiert wurden, war der Triacylglyceringehalt um 30%
reduziert. Wir interpretieren die Resultate so, dass der knock-down von TIP47 keinen
Einfluss auf die Triacylglycerinbiosynthese hat, wohl aber auf dessen geordnete
Speicherung in Lipid droplets.

Wenn aber in TIP47 KD Zellen die Triacylglycerinsynthese normal verlauft, in Lipid
droplets aber deutlich weniger akkumuliert, so stellt sich die Frage, wo das restliche
Triacylglycerin verbleibt? Man sollte erwarten, dass das restliche Triacylglycerin in
einer anderen Fraktion des Saccharosegradienten nachweisbar wird. Erste
preliminare Experimente deuten in der Tat darauf hin.

Unsere Analysen zeigen, dass TIP47 fruh an Bereiche der Lipid droplet Biogenese
rekrutiert wird und der Verlust von TIP47 zu einer verminderten Speicherung von
Triacylglycerin in Lipid droplets fuhrt. Warum kommt es zu dieser Stérung? TIP47
konnte andere Proteine an Lipid droplets rekrutieren, die z.B. fur die Bildung von
Triacylglycerin notwendig sind, oder selbst unterstutzend auf die Bildung und Reifung

von Lipid droplets einwirken.

4.3.2.1. Rekrutiert TIP47 andere Proteine an Lipid droplets?

Wenn TIP47 andere Proteine an Lipid droplets oder den Ort ihrer Bildung rekrutiert,
so musste sich das Proteinmuster aufgereinigter Lipid droplets aus TIP47 KD Zellen
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von den Kontrollzellen unterscheiden. Dies war zumindest nicht offensichtlich. Der
einfache Vergleich der Proteinbandenmuster von aufgereinigten Lipid droplets nach
SDS-PAGE zeigte keine grof3en Veranderungen, abgesehen von einer deutlich
schwacheren Bande knapp unter 50kDa (Verlust von TIP47).

TIP47 ist also kein ,Masterprotein®, dass flr die Rekrutierung zahlreicher anderer
Proteine an Lipid droplets essentiell ist. Angesichts der deutlichen Unterschiede in
der Immunfluoreszenz war es dennoch sehr Uberraschend, dass das Proteinmuster
von Lipid droplets, fur deren Reinigung aus TIP47 KD- und Kontrollzellen aliquote
Proteinmengen eingesetzt wurden, kaum Anderungen zeigte. In den
Immunfluoreszenzen der TIP47 KD-Zellen detektiert man deutlich weniger Lipid
droplets als in den Kontrollzellen. Alleine schon deswegen wurde man viel weniger
Protein in den aufgereinigten Lipid droplets erwarten. Als Erklarung fur diesen
Widerspruch vermuten wir Artefaktbildung bei der Aufarbeitung von Zellen. Es
erscheint uns wahrscheinlich, dass beim Aufschluss von Zellen Lipid droplet-artige
Partikel generiert werden. Diese flotieren aufgrund ihrer geringen Dichte mit den
.echten Lipid droplets®. Trifft diese Spekulation zu, so konnte dies einerseits
bedeuten, dass an der Stelle, an denen die Lipid droplets generiert werden, nahezu
alle beteiligten Proteine bereits zusammenkommen. Andererseits ware die Bindung
der Proteine an die Lipid droplet-artigen Strukturen wahrend des Zellaufschlusses
und der anschlieBenden Zentrifugation moglich. Nur so ist einleuchtend zu erklaren,
warum keine auffalligen Unterschiede im Lipid droplet Proteom von TIP47 RNAI
Zellen nachweisbar waren.

Im ,Proteom® von Lipid droplets aus TIP47 KD Zellen waren vier Proteinbanden
starker gefarbt als in den Kontrolizellen. Als Proteine konnten zytosolische
Phospholipase A2 IVA, long chain fatty acid CoA ligase 3, ADRP und sterol-4-alpha-
carboxylate 3-dehydrogenase nachgewiesen werden. Die Anreicherung von ADRP
konnte auch im Western blot eindeutig nachgewiesen werden, die Anreicherung der

anderen Proteine muss noch uberprift werden.

In TIP47 KD Zellen ist die Expression von ADRP um 100% erhdht. Leider bleibt
derzeit noch unklar warum. Denkbar ist eine verstarkte Biosynthese, aber auch ein
verminderter proteasomaler Abbau. Pulse/Chase Experimente und real time PCR
Analysen sollen dies in Zukunft klaren. Wird die Expression von ADRP erhdht, so

muss es einen feedback Mechanismus geben, der entweder die geringe Menge von
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TIP47 oder deren Folgeerscheinung misst und daraufhin die Transkription von ADRP
erhoht. Dass der TIP47 Gehalt alleine die Expression von ADRP beeinflusst, ist
unwahrscheinlich, da unter Standard Zellkulturbedingungen auch in TIP47 KD Zellen
kein ADRP detektiert werden kann. Die vermehrte Detektion von ADRP wird erst im
Zusammenhang mit einer Olsaureinkubation messbar.

Daher erscheint es mir wahrscheinlich, dass es der — oder einer der negativen
Effekte des TIP47 KD ist, der in einem feedback die Expression oder den
proteasomalen Abbau von ADRP reguliert. In Keratinozyten konnte gezeigt werden,
dass ADRP Uber PPARB/5 hochreguliert wird. Dieser Transkriptionsfaktor kann tber
gesattigte oder ungesattigte Fettsduren aktiviert werden. Daher ist denkbar, dass
Olsaure als einfach ungeséttigte Fettsdure PPARP/S aktiviert und so die Transkription
von ADRP fordert. Allerdings ware zu fordern, dass in diesen Zellen der Gehalt an
freien Fettsauren ansteigt, was wir aber bisher nicht nachweisen konnten.

Welche Bedeutung aber hat die vermehrte ,Expression® von ADRP in TIP47 KD
Zellen. Denkbar ist eine Konkurrenz der beiden Proteine um die Bindung an Lipid
droplets, die in TIP47 supprimierten Zellen dazu fihrt, dass ADRP mehr
Bindungsstellen besetzen kann. Im Umkehrschluss konnte dies bedeuten, dass
TIP47 eine hohere Affinitat zu Lipid droplets besitzt als ADRP und folglich unter
normalen Bedingungen ADRP von der Membran verdrangen musste. Dies ist aber
nicht der Fall. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass eher ADRP TIP47 von
der Lipid droplet Membran verdrangt (Orlicky et al., 2008).

Alternativ dazu konnte ADRP in Abwesenheit von TIP47 dessen Funktion
ubernehmen und den Verlust von TIP47 kompensieren. Diese Funktionsubernahme
ist aber nicht komplett, da es sonst zu keinem Phanotyp in TIP47 siRNA Zellen
kommen durfte. Dies impliziert ebenfalls, dass TIP47 eine spezifische Funktion
ausubt, die es von ADRP abgrenzt. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die
Uberexpression von ADRP zu einer vermehrten Speicherung von Triacylglycerin
fuhrt (Imamura et al., 2002; Listenberger et al., 2007). In HEK293 Zellen flhrt die
erhdhte Expression von ADRP zu einer Verdrangung der ATGL Lipase von Lipid
droplets was die vermehrte Triacylglycerinspeicherung erklart. Ob TIP47 ebenfalls
die Interaktion von Lipasen an Lipid droplets inhibiert, ist noch nicht beschrieben
worden. Wir konnten allerdings zeigen, dass die Abgabe von radioaktiver Olsaure ins
Medium nach Behandlung mit Triacsin C in TIP47 KD Zellen nicht erhéht war (Daten

nicht gezeigt). Andererseits konnte die Anreicherung von long chain fatty acid CoA
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ligase 3 an TIP47 KD Lipid droplets ein Zeichen daflr sein, dass vermehrt Fettsauren
freigesetzt werden, die mit CoenzymA zu Acyl-CoA ligiert werden. Da die
Anreicherung von long chain fatty acid CoA ligase 3 noch nicht bestatigt ist, bleibt
diese Annahme vorerst spekulativ.

Soni et al. konnten vor kurzem zeigen, dass Brefeldin A, ein Inhibitor von ARF1 GEF,
die Rekrutierung von ADRP an Lipid droplets inhibiert, wahrend die Bildung von Lipid
droplets und die Bindung von TIP47 an diese nicht beeintrachtigt war. Dies konnte
auf unterschiedliche Rekrutierungsmechanismen hinweisen und ist vielleicht
ebenfalls ein Grund, warum ADRP den Verlust von TIP47 nicht komplett
kompensieren kann.

Far ein besseres Verstandnis der Funktion von ADRP und TIP47 werden wir in
Zukunft deren RNAI (einzeln und in Kombination) in ausgewahlten Zellen analysieren
im  Hinkblick auf Lipid droplet Morphologie, Triacylglyceringehalt und

Fettsauremobilisierung.

4.3.2.2. TIP47, ein intrazellulares Apolipoprotein?

Wenn TIP47 kein Masterprotein fur die Rekrutierung anderer Proteine an Lipid
droplets ist, so muss es einen anderen Grund flr die Stérung der
Triacylglycerinspeicherung in TIP47 KD Zellen geben. Beispielsweise kdonnte TIP47
selbst notwendig fir die Bildung von Lipid droplets sein. In diesem Zusammenhang
zeigt die Sequenz- bzw. Strukturanalyse von TIP47 zwei potenzielle
Lipidbindungsdomanen: Die 11-mer repeats und das 4-helix-bundle (siehe Abb. 3.24
S.116). Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass der
Sequenzabschnitt 86-198 von TIP47, der die vorhergesagten 11-mer repeats enthalt,
fur die Rekrutierung von GFP an Lipid droplets hinreichend ist.

Das 4-helix-bundle ist ein typisches Strukturmerkmal von Apolipoproteinen
(Raussens et al., 1998). Apolipoproteine sind Transportproteine, die Neutrallipide,
Phospholipide und Fettsduren als Lipoproteinpartikel in den Korperfllissigkeiten
transportieren. Dabei solubilisieren sie die hydrophoben Lipide, indem sie sie von der
hydrophilen Umgebung abschirmen. Hierbei spielt das 4-helix-bundle eine wichtige
Rolle. Es existiert in zwei Konformationen: In der closed position ist das
austauschbare Apolipoprotein nicht an Lipoproteinpartikel gebunden und die 4 o-

Helices interagieren Uber hydrophobe  Wechselwirkungen  miteinander.
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Demgegenuber interagieren die 4 a-Helices in der open position nicht miteinander,
sondern mit den Acylketten hydrophober Lipide und schirmen sie so von der
hydrophilen Umgebung ab (Abb. 4.2).

Abb. 4.2: Schematische Abbildung der
closed und open conformation eines 4-
_ : 3 helix bundles. In der open position
';-“r\rlftrr j"’ﬁr{lt"‘-‘"“'? interagieren die Helices mit den Acylketten

-, i Fl
AN VARGV,

von Lipiden, wahrend sie in der closed

position Uber hydrophobe Wechselwirkung

closed position open position miteinander interagieren (Abb. abgeandert

nach Raussens V. et al., 1998.).

Ebenso binden die Lipoproteinpartikel an die Zelloberflache und interagieren dort mit
vorhandenen Lipoprotein-Lipasen. Diese hydrolysieren das Triacylglycerin, wobei die
entstehenden Fettsduren dem Gewebe als Brennstoffe oder Vorstufen fur die
Lipidbiosynthese dienen. Bei der Hydrolyse kommt es zu Umorganisationen der
Lipoproteinpartikel, wobei die Apolipoproteine die Reorganisation ermdglichen.
Dieser Reorganisation entspricht der in vitro disc assay (Abb. 3.25 S. 118). Dieser
assay zeigt, dass die Zugabe eines Apolipoproteins zu Liposomen deren
Fragmentierung zur Folge hat. Es bilden sich kleine ungefahr 23nm grof3e discs, mit
den hydrophilen Phospholipidkdpfen nach oben und unten orientiert und den
Acylketten in der Mitte abgeschirmt vom wassrigen Milieu durch die amphiphatischen
Helices der Apolipoproteine. Die in vitro generierten discs entsprechen einem
physiologischen Korrelat, den naszenten diskoidalen HDLs (high density
lipoproteins), die aus Phospholipiden und Apolipoproteinen bestehen. Sie sind fur
den Ruicktransport von Uberschussigem Cholesterin aus dem Organismus zur Leber
verantwortlich. Dabei speichern sie Cholesterinester im hydrophoben Inneren der
diskoidalen-HDLs, die sich dadurch in spharische (kugelférmige) HDLs umwandeln.
In der vorliegenden Arbeit konnten wir mit Hilfe des disc assays zeigen, dass nicht
nur Apolipoproteine, sondern auch TIP47 in der Lage ist, Liposomen zu diskoidalen
Strukturen umzuwandeln. Hier stellt sich die Frage, ob es auch fur die TIP47-
generierten discs ein physiologisches Korrelat gibt?

Geht man davon aus, dass die Lipid droplet Biogenese am ER beginnt, so wirde die
Akkumulation von Neutrallipid zwischen den Membranblattern des ERs, die

Anordnung der Phospholipide im entstehenden Phospholipidmonolayer verandern.
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Dies kdnnte ein Signal fur TIP47 sein, mit seinen 11-mer repeats an diesen Bereich
zu binden. Im folgenden koénnte TIP47 die weitere Akkumulation von Neutrallipid
unterstitzen, indem es in unbekannterweise mit seinem 4-helix bundle dieses
Reorganisieren der Lipide von der hydrophilen Umgebung abschirmt oder aber
dadurch die Abschnirung kleiner Lipid droplets ins Zytoplasma ermdglicht. Die
kleinen Lipid droplets kdonnten von der Struktur einem diskoidalen HDL Partikel
entsprechen, wobei TIP47 als intrazellulares Apolipoprotein die Acylketten der
Phospholipide vom hydrophilen Zytosol abschirmt. Des Weiteren konnte TIP47 wie
ein  Apolipoprotein fir den geordneten Einbau von Triacylglycerin und
Cholesterinester in das hydrophobe Innere sorgen, so dass aus dem diskoidalen
Vorlaufer ein Lipid droplet entsteht, sowie aus dem diskoidalen HDL ein spharisches
HDL generiert wird.

In Analogie zu dem Apolipoprotein E kénnte auch TIP47 nur mit anderen Proteinen
interagieren, wenn das 4-helix bundle in der open conformation, also an Lipiden
gebunden, vorliegt (Saito et al., 2004). Dies kann mit ein Grund daflr sein, warum wir
bisher keine Bindungspartner gefunden haben. Im nachsten Schritt werden wir
diesen Ansatz weiter verfolgen.

TIP47 ist jedoch nicht das einzige PAT-Protein mit einem 4-helix-bundle. Dies ist
auch fur ADRP und OXPAT anzunehmen und konnte mit ein Grund dafur sein, dass
ADRP in TIP47 KD Zellen ,hochreguliert® ist. So gesehen konnten die PAT-Proteine
den Transport und die Speicherung von Neutrallipid in Zellen Ubernehmen,
wohingegen Apolipoproteine flir den extrazellularen Transport verantwortlich sind.
Bisher sind alle untersuchten Zellen in der Lage Lipid droplets zu bilden, aber nur
wenige spezialisierte Zellen exprimieren Apolipoproteine und sekretieren
Lipoproteine. Bei der Bildung von Lipoproteinen gelangt das Triacylglycerin mit Hilfe
eines mikrosomalen Transferproteins in das ER-Lumen. In diesem Zusammenhang
ist noch vollig ungeklart, wie in Zellen, die sowohl Lipoproteine, als auch Lipid
droplets bilden, die Sortierung von Triacylglycerin bewerkstelligt wird. Welche
Faktoren spielen bei dieser Sortierung eine Rolle? Dies sind Fragen, die wir uns in

nachster Zeit stellen mussen.

139



Diskussion
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Abb. 4.3: Schematische Abbildung zur Triacylglycerinsynthese und dessen Einbau in Lipid
droplets und Lipoproteinen in spezialisierten Zellen wie Hepatozyten. DGAT 1 und 2 synthetisieren
Triacylglycerin, von dem man annimmt, dass es zwischen den Membranblattern des ERs lokalisiert,
bevor es in Lipid droplets und Lipoproteine eingebaut wird. Spezialisierte Zellen wie Hepatozyten und
Enterozyten des Darms sind in der Lage, sowohl Lipid droplets, als auch Lipoproteine zu synthetisieren.
Bisher ist nicht bekannt, wie in diesen Zellen die Sortierung von Neutrallipid zum einen ins ER-Lumen
fur die Bildung von Lipoproteinen und zum anderen Richtung Zytosol fiir die Bildung von Lipid droplets

reguliert wird. DGAT: Diacylglycerinacyltransferase (Abb. abgeandert nach Yen C-L. et al., 2008).

140



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

TIP47 (tail interacting protein of 47kDa) wurde als Sortierungsfaktor fur den
retrograden Transport der Mannose-6-Phosphat Rezeptoren und als ein
SchlUsseleffektor fur die GTPase Rab9 beschrieben (Aivazian et al., 2006; Diaz and
Pfeffer, 1998). Diese Funktionen konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt
werden. TIP47 konnte nicht an Mannose-6-Phosphat Rezeptoren- und Rab9-
positiven Membranen detektiert werden und interagierte weder mit den Rezeptoren
noch mit Rab9 in vitro. Des Weiteren hatte die Supprimierung von TIP47 Gber RNAI
weder einen Einfluss auf die Verteilung der Mannose-6-Phosphat Rezeptoren, noch
auf die Sortierung lysosomaler Enzyme durch die Rezeptoren. Im Gegensatz dazu
konnten wir zeigen, dass andere Sortierungsfaktoren wie der Retromerkomplex
(Seaman, 2004) sehr wohl einen Einfluss auf die Verteilung und Funktion der
Mannose-6-Phosphat Rezeptoren hat. Daher sprechen unsere Daten gegen die
Funktion von TIP47 als Sortierungsfaktor fur Mannose-6-Phosphat Rezeptoren.
TIP47 wurde nicht nur als Sortierungsfaktor beschrieben, sondern auch als ein an
Lipid droplet bindendes Protein mit noch unbekannter Funktion (Wolins et al., 2001).
Diese Lokalisierung konnten wir bestatigen und ferner zeigen, dass die
Supprimierung von TIP47 die Lipid droplet Biogenese beeintrachtigt und den Einbau
von Triacylglycerin in Lipid droplets reduziert. Des Weiteren konnten wir zeigen, dass
TIP47 eine apolipoprotein-ahnliche Funktion besitzt, indem es Liposomen in vitro
reorganisieren kann. Damit liegen zum erstenmal Daten zur moglichen Funktion von
TIP47 vor, die darauf hindeuten, dass die lipidorganisierenden Eigenschaften von

TIP47 fur die Biosynthese von Lipid droplets von Bedeutung sind.
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6. Summary

TIP47 is thought to act as a sorting device for the retrograde transport of mannose-6-
phosphate receptors (Diaz and Pfeffer, 1998) and was characterized as a key
effector of the GTPase Rab9 (Aivazian et al., 2006).

However, our data do not support this view. In our analysis TIP47 is not recruited to
organelles of the biosynthetic and endocytic pathways. Furthermore, we could not
confirm any in vitro interaction, neither with mannose-6-phosphate receptors nor with
Rab9. Whereas knock-down of TIP47 expression had no effect on MPR distribution
or trafficking and did not affect lysosomal enzyme sorting, the knock-down of
Retromer, another proposed sorting device, affected MPR distribution, trafficking and
lysosomal enzyme sorting. Thus, our data argue against a function of TIP47 as a
sorting device.

In contrast to this, TIP47 was characterized as a lipid droplet binding protein with
unknown function (Wolins et al., 2001). We can confirm that TIP47 is recruited from
the cytosol to nascent lipid droplets. Suppression of TIP47 expression blocks lipid
droplet maturation and leads to decreased incorporation of triacylglycerol into lipid
droplets. For the first time we demonstrate that recombinant TIP47 has
apolipoprotein-like properties in vitro and reorganizes liposomes into small lipid discs.

Thus, we conclude that TIP47 functions in the biogenesis of lipid droplets.
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