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Zusammenfassung

Toleranz gegenuber korpereigenem Gewebe wird durch Deletion/Inaktivierung
selbstreaktiver T-Zellen erreicht. Sind Mechanismen der Selbst-Toleranz unwirksam,
konnen T-Zellreaktionen gegen korpereigene Antigene zu Autoimmunerkrankungen
fuhren. Dabei kdonnen T-Effektorzellen lokale Entziindungsreaktionen hervorrufen
und Gewebezellen schadigen. Eine Klarung der molekularen Mechanismen, die zur
Brechung von Toleranz fihren, ist fir die Entwicklung neuer Therapiekonzepte bei
Autoimmunerkrankungen und zur Eliminierung von Tumoren von grof3em Interesse.
Erste Studien unseres Kooperationspartners D. Stern zur Funktion des X-
chromosomalen ERAB (,endoplasmic reticulum-associated amyloid p-peptide binding
protein“) deuteten darauf hin, dass dieses Protein in Entziindungsreaktionen und in
der T-Zell-Apoptose involviert sein konnte. In der vorliegenden Arbeit wurden daher
konditionale Knock-out Mause flir ERAB hergestellt. Der komplette Knock-out in den
Mausen zeigte einen letalen Phanotyp.

Eine gestdrte Expression des ERAB Gens durch das Neomyzin-Resistenz-Gen
fuhrte zu Bewegungsstorungen und Krampfen der Tiere, zu einer erhéhten
Apoptoserate in den Organen Milz, Thymus, Darm, Gehirn, Hoden, Leber und Niere
und schlie3lich zum Tod der Tiere im Alter von ca. 5 Monaten. Mannchen dieser
ERAB/neo Linie zeigten einen Phanotyp, der vergleichbar mit den Auswirkungen
einer Isoleucinstoffwechselkrankheit des Menschen ist, die durch Punktmutationen
im entsprechenden menschlichen Gen hervorgerufen wird. Eine ERAB-Defizienz
ausschlie8lich in Endothelzellen und h&matopoetischen Stammzellen fihrte zu
ahnlichen Symptomen wie bei ERAB/neo Mannchen beobachtet wurden. Jedoch
starben die Tiere erst im Alter von 6-7 Monaten. Die beiden erhaltenen Knock-out
Weibchen dieser Linie hingegen sind lebensfahig. Der Grund fir den Tod der
mannlichen Tiere konnte noch nicht gefunden werden. In ersten Experimenten mit
T-zellspezifischen Knock-out Tieren fur ERAB konnte eine normale T-Zellentwicklung
und eine verzogerte Thymusrickbildung nachgewiesen werden. Glucocorticoid-
induzierte, aber nicht CD95-vermittelte Apoptose fihrte in ERAB-defizienten
Thymozyten zu einer erhéhten Apoptoserate im Vergleich zu Wildtyp-Thymozyten.

Da ERAB bei Alzheimer- und Parkinson-Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt,
sind die hier generierten Knock-out Mause fur ERAB auch fur entsprechende

neurologische Untersuchungen sehr interessant.



Summary

Tolerance to self is maintained by clonal deletion/inactivation of self-reactive
T cells. When the state of self tolerance is disrupted, T cell reactions against self-
antigens can lead to autoimmunity and effector T cells are able to cause local
inflammation and to damage tissue. To know the molecular mechanisms which lead
to reversal of tolerance is important with regard to treatment of autoimmunities and
for the elimination of tumors. First studies of our collaboration partner D. Stern about
the X-chromosomal gene ERAB (“endoplasmic reticulum-associated amyloid
B-peptide binding protein”) refer to a role for this protein in inflammation processes
and T cell apoptosis. Therefore, we developed conditional knock-out mice for ERAB.
The complete knock-out in mice showed a lethal phenotype.

A disturbed ERAB gene expression, caused by the neomycin-resistance gene,
resulted in impaired movement and convulsion in mice and led to higher apoptosis in
spleen, thymus, gut, brain, testis, liver and kidney. The mice died at the age of
~ 5 month. The male mice of this ERAB/neo line showed a phenotype, comparable
with a defect in isoleucine-metabolism in humans, which is caused by point mutations
in the homologous human gene. Mice with a specific gene knock-out in endothelial
cells and hematopoietic stem cells showed a similar phenotype like the ERAB/neo
male mice. Nevertheless, this mice died not before the age of 6-7 month. However,
the two knock-out females we received from this line, are viable. The reason for the
death of the male mice is yet not known. In first experiments with the T cell specific
knock-out mice for ERAB we found normal T cell development and delayed thymic
involution. Glucocorticoid-induced, but not CD95-mediated apoptosis, led to higher
apoptosis in ERAB deficient thymocytes in comparison to wildtype thymocytes.

Because ERAB plays an important role in Alzheimer- and Parkinson-disease, the

generated knock-out mice are very important for respective neurological studies.
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1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

1.1.1. Die angeborene und die erworbene Immunitéat

Das Immunsystem verteidigt den Organismus gegen Infektionen. Durch das
angeborene Immunsystem wird ein erster Schutz gewahrleistet. Dessen
phagozytische Zellen, die Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, kdnnen
eingedrungene Mikroorganismen durch Phagozytose aufnehmen und vernichten.
Ebenso kann das Komplementsystem mit seinen Proteinen extrazellulare
Krankheitserreger angreifen. Einerseits konnen die Komplementproteine den
Krankheitserreger einhillen und so dessen Vernichtung durch Phagozytose foérdern,
andererseits sind die Komplementproteine selbst in der Lage, den Erreger abzutdten
(Frank et al.,, 1991; Tomlinson, 1993). Des weiteren exprimieren die Zellen des
angeborenen Immunsystems, die Monozyten, Makrophagen, naturlichen Killerzellen
(NK-Zellen) und dendritischen Zellen (DCs) konservierte molekulare Strukturen, die
unter dem Begriff PAMPs (,pathogen-associated molecular patterns®)
zusammengefasst werden (Janeway et al., 2002). Zu den Rezeptoren fur PAMPs
gehoren die Toll-like Rezeptoren (TLRs) (Kopp et al., 1999; Medzhitov et al., 2000;
Takeda et al., 2003). Diese erkennen z. B. Lipopolysaccharide (LPS), Mannose auf
der Bakterienzellwand, doppelstrangige RNA oder bakterielle DNA (Akira, 2003).

Die Systeme und Zellen des angeborenen Immunsystems konnen jedoch nicht
spezifisch auf Pathogene reagieren. Es stellt fir den Organismus nur einen
unspezifischen Schutz dar und kann kein immunologisches Gedachtnis ausbilden.
Nach der Erkennung des Pathogens durch die Toll-like Rezeptoren kommt es zur
Induktion proinflammatorischer Zytokine, Chemokine, Interferon-o. oder - und zur
Reifung von DCs, die das adaptive Immunsystem aktivieren.

Das adaptive Immunsystem, auch erworbenes Immunsystem genannt, bietet dem
Kdrper einen spezifischen Schutzmechanismus gegen Fremdsubstanzen. Es besteht
aus den antigenspezifischen B- und T-Zellen, die aus einer gemeinsamen
hamatopoetischen Vorlauferzelle im Knochenmark entstanden sind. Wéhrend die
B-Zellreifung im Knochenmark stattfindet, wandert ein Teil der Knochenmarkszellen
in den Thymus und entwickelt sich dort zu T-Zellen. Thymus und Knochenmark sind

die zentralen oder priméaren lymphatischen Organe.
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T-Zellen verlassen nach ihrer Reifung den Thymus als naive Zellen und zirkulieren
im Blutgefal3- und Lymphsystem, um den Organismus nach Antigenen abzusuchen.
Die Antigene werden den T-Zellen von professionellen antigenprasentierenden
Zellen in den sekundaren lymphatischen Organen (Milz, Lymphknoten, Peyersche
Plagues im Darm) prasentiert. Dazu muiussen die naiven T-Zellen das
Blutgefal3system verlassen und in die sekundaren Iymphatischen Organe
einwandern, wo sie erstmals in Kontakt mit dem Antigen kommen und eine
Immunantwort auslosen koénnen. Dabei differenzieren die T-Zellen zu
antigenspezifischen Effektorzellen. Aus einem Teil der Effektorzellen entstehen
Gedachtniszellen, die bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen Antigen schnell
reagieren und den Korper schitzen konnen.

T-Zellen werden in zwei Gruppen eingeteilt, in CD4- und CD8 T-Zellen. Wahrend die
CD4 T-Zellen als Helfer T-Zellen bezeichnet werden, nennt man die CD8 T-Zellen
auch zytotoxische T-Zellen. Beide T-Zellarten erkennen mit Hilfe ihres
T-Zellrezeptors intrazellulare Antigene, die ihnen in Form von Peptidfragmenten von
MHC-Molekilen (,major histocompatibility complex®) prasentiert werden. So wie bei
den T-Zellen gibt es auch bei den MHC-Molekilen zwei Klassen (Neefjes et al.,
1993; Hammerling et al., 1999). Die MHC I-Molekiile erkennen vornehmlich Peptide
aus dem Zytosol und présentieren diese den CD8 T-Zellen. Peptide in zellularen
Vesikeln hingegen werden hauptsachlich von MHC II-Molekulen erkannt und den
CD4 T-Zellen prasentiert.

Die B-Zellen werden der sogenannten humoralen Immunantwort zugeordnet. Mit
Hilfe ihres B-Zellrezeptors, der aus zwei schweren und zwei leichten Ketten besteht,
sind sie in der Lage, direkt extrazellulare Krankheitserreger zu erkennen. Durch
somatische Rekombination von DNA-Fragmenten koénnen viele verschiedene
Rezeptorspezifitaten gebildet werden. Nach ihrer Reifung zu Plasmazellen
sezernieren sie diesen Rezeptor als loslichen Antikdrper in das Blut, die Lymphe
oder den Verdauungstrakt und tragen so zur Bekampfung von Infektionen bei.
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1.1.2. Die Entwicklung und Reifung von T-Zellen

Fur ihre weitere Entwicklung wandern die Vorlauferzellen aus dem Knochenmark in
den Thymus ein. Dieser liegt im oberen Brustbereich, direkt iber dem Herzen, und
besteht aus einer &ufReren, kortikalen Region, dem Thymuskortex, und einer
zentralen Region, dem Thymusmark (Thymusmedulla). Zur Veranderung ihres
Phanotyps und ihrer Funktion wandern die Thymozyten vom Kortex in das Mark ein
(Bommhardt et al., 2004). Das epitheliale Thymusstroma ist ein wichtiger Bestandteil
fur die Reifung der Thymozyten.

Fur das spatere Erkennen von Pathogenen miussen die T-Zellen ihren T-Zellrezeptor
(TZR) ausbilden. Dieser ist ein Heterodimer aus einer o- und B-Kette. Um eine breit
gefacherte Antigenspezifitat zu erlangen, missen die Gene fiur den TZR
umgelagert werden. Dies geschieht durch Rekombination sogenannter V- (variable),
D- (diversity), und J- (joining) Segmente (Davis et al., 1988).

Den unterschiedlichen Reifezustand der T-Zelle erkennt man an der Expression
verschiedener Oberflachenmolekile, den ,cluster of differentiation® (,CD"). Zu
Beginn ihrer Entwicklung gehoéren alle T-Zellen der dreifach negativen
Thymozytenpopulation an, da sie weder den CD3-T-Zell-Rezeptor-Komplex noch die
Korezeptoren CD4 und CD8 tragen (CD3'CD4° CDS8"). Durch die Expression von CD3
auf der Zelloberflache kommt es zur Bildung einer funktionsfahigen p-Kette, einer
pra-Ta-Kette und der Entwicklung zu doppelt negativen Zellen (CD4 CDS8"). Dies ist
der erste Kontrollpunkt in der T-Zellentwicklung, da die fehlerhafte Bildung der préa-
Ta-Kette mit der Apoptose dieser Zellen endet (von Boehmer et al., 1999). Nach der
Bildung der doppelt positiven Zellen, d. h. der CD4'CD8" T-Zellen, kommt es zur
Ausbildung einer reifen a-Kette und damit zu einem funktionsfahigen TZR (Rodewald
et al., 1998).

Die oben erwahnte dreifach negative Thymozytenpopulation, die als erste im Thymus
vorliegt, kann in der Maus noch in vier weitere Untergruppen eingeteilt werden, die
sich durch ihre Expression der Oberflachenmolekile CD44 und CD25 (a-Kette des
IL-2 Rezeptor) unterscheiden. Die am wenigsten entwickelte Thymozytenpopulation
stellt die Gruppe der CD25CD44" T-Zellen dar. Durch die Hochregulation des CD25
entwickeln sie sich zu CD25'CD44" Zellen. Die weitere Entwicklung zu CD25"CD44
Zellen ist mit der Umlagerung der B-Kette fir den TZR verbunden. Nach der

erfolgreichen Ausbildung der a-Kette entstehen die CD25'CD44" doppelt negativen
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Zellen. Aus diesen entwickeln sich zuerst die doppelt positiven CD4"CD8" T-Zellen,
und daraus dann die einzeln positiven CD4"- oder CD8" T-Zellen (Godfrey et al.,
1993; Godfrey et al., 1994; Shortman et al., 1996; Bhandoola et al., 2006).

Einzeln
positive

cD4*CDs* T-Zellen

(doppelt
CD4CDS8 (doppelt negativ) positiv) | |

_> CD4"
CD8"
Vorlaufer- Umlagerung Ausbildung \ @

zelle der B-Kette der a-Kette

Abb. 1: Die Entwicklung von T-Zellen (adaptiert nach Sebzda et al., 1999)

Aus einer Vorlauferzelle entwickeln sich zunachst die CD4 CD8 negativen T-Zellen. Diese
doppelt negative T-Zellpopulation wird in Untergruppen unterteilt, die sich durch
unterschiedliche Expressionsmuster der Oberflachenmolekile CD25 und CD44
auszeichnen. Mit der Expression von CD25'CD44 ist die Umlagerung der p-Kette des
T-Zellrezeptors verbunden und nach der Bildung der CD25'CD44" Population kommt es
zur Expression der o-Kette fiir den TZR und zur Bildung der CD4'CD8" T-Zellen. Aus
diesen entwickeln sich schlieRlich die einfach positiven CD4"- und CD8" T-Zellen.

Nach ihrer Entwicklung zu einzeln positiven CD4*- und CD8" T-Zellen unterliegen die
Zellen der positiven und negativen Selektion im Thymus, dem zweiten Kontrollpunkt
ihrer Entwicklung. T-Zellen, deren Rezeptor eine geringe Affinitdt gegentber Selbst-
MHC-Molekilen zeigt, unterliegen der positiven Selektion. Diese Zellen kénnen den
Thymus als reife naive T-Zellen verlassen. T-Zellen mit einem Rezeptor, der eine zu
hohe Affinitdt gegeniuiber Selbst-MHC-Molekilen hat, werden im Thymusmark durch
Apoptose der negativen Selektion unterzogen. Dadurch werden potentiell
autoreaktive T-Zellen eliminiert (Marrack et al., 1988; Murphy et al., 1990; Sebzda et
al., 1999; Santori et al., 2002; Bommhardt et al., 2004, Siggs et al., 2006).

T-Zellen, die einen MHC-II-restringierten Rezeptor exprimieren, werden durch die

positive Selektion der Linie der CD4" T-Zellen, den Helferzellen zugeordnet. T-Zellen
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mit einem MHC-I-restringierten Rezeptor gehéren der Linie der CD8" T-Zellen, den
zytotoxischen T-Zellen, an (Germain, 2002).

Eine weitere Gruppe der CD4" T-Zellen im Thymus ist die Gruppe der CD4'CD25"
regulatorischen T-Zellen (Teg). Sie kdnnen durch die Expression der a-Kette des
IL-2 Rezeptors (CD25), dem zytotoxischen T-Lymphozytenantigen 4 (CTLA 4), GITR
(,glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor) sowie anhand von CD5""
und CD45RB"*"9 dentifiziert werden (Sakaguchi, 2000, 2004).

1.1.3. Aktivierung von T-Zellen und Generierung von Gedachtniszellen

Nach der Reifung verlassen die naiven T-Zellen den Thymus und wandern in der
Peripherie in die sekundéaren lymphatischen Organe ein (Mackay, 1993). Auch dort
sind sie von Uberlebenssignalen, die durch eine niederaffine Interaktion des TZR mit
Selbst-Peptid-MHC-Komplexen vermittelt werden, abhangig (Ernst et al., 1999).

In der Peripherie wird das Antigen der T-Zelle von einer professionellen
antigenprasentierenden Zelle (,antigen presenting cell, APC*) prasentiert. APCs sind
vorwiegend dendritische Zellen. Fur die Aktivierung der naiven T-Zelle werden zwei
Signale bendtigt. Das erste Signal ist das Antigen selbst, das zweite Signal wird
durch kostimulatorische Molekile vermittelt. Dazu gehoren die Molekile B7.1/CD80
und B7.2/CD86 der antigenprésentierenden Zelle und das CD28 der T-Zelle (Harding
et al., 1992; Boise et al., 1995 b; Radvanyi et al., 1996). Die Aktivierung der APCs
resultiert in erhéhter Antigenprasentation, der Produktion inflammatorischer Zytokine
und der erhéhten Expression von B7.1 und B7.2. Durch die Interaktion von B7.1 und
B7.2 mit dem CD28 der T-Zellen werden diese aktiviert. Dadurch erhdht sich die
Proliferation der T-Zellen, die Produktion von IL-2 (Fraser et al., 1991) und die
Expression des anti-apoptotischen Molekiils Bcl-x.. Bcl-x. sichert das Uberleben der
T-Zellen und aktiviert eine weitere Kaskade von kostimulatorischen Molekilen, die
ebenfalls zum Uberleben der Zellen beitragen (Boise et al., 1995 a).

Waéhrend einer Infektion kommt es zur Aktivierung und klonalen Expansion von
naiven T-Zellen. Die T-Zellen verlassen die lymphatischen Gewebe und wandern
zum Ort der Entziindung. Dabei kommt es zu Veranderungen in der Expression ihrer
Oberflachenmolekile. Das L-Selektin/CD62L, welches fir die Einwanderung der
T-Zellen aus dem Blut in die Lymphknoten bendtigt wurde, wird herunterreguliert,
wahrend Adhasionsmolekile wie LFA-1 und VLA-4 hochreguliert werden. EinTeil der

Zellen wandelt sich in Effektorzellen um, die zum Grol3teil nach der Eliminierung des
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Antigens durch Apoptose zugrunde gehen. Dies geschieht in Anwesenheit von IL-2
durch den aktivierungsinduzierten Zelltod (,activation induced cell death, AICD")
(Lenardo et al., 1991; Nakajima et al., 1997; Van Parijs et al., 1998). Ein kleiner Teil
der Effektorzellen wandelt sich jedoch in Gedachtniszellen um. Diese kénnen dann
bei einem erneuten Kontakt mit dem gleichen Erreger schneller reagieren.

Die Gedachtniszellen unterliegen einem homaoostatischen Kontrollmechanismus. In
Abwesenheit des Antigens ist ihre Proliferations- und Zellteilungsrate vermindert
(Sprent et al., 2001 a, b). Fur ihr Uberleben benétigen sie Zytokine wie IL-4, IL-7 und
IL-15 (Goldrath et al., 2002; Tan et al., 2002; Kieper et al., 2002). Die Zahl der naiven
T-Zellen in der Peripherie bleibt aber trotz einer Infektion konstant, da diese Zellen,
wie die Gedachtniszellen, einer homdostatischen Kontrolle unterliegen (Rocha et al.,
1991, Tanchot et al., 1997 a, b). Dazu benotigen die Zellen den niederaffinen Kontakt
mit Selbst-MHC-Molekulen und IL-7 (Schluns et al., 2000; Tan et al., 2001; Keach et
al., 2003).

1.1.4. Zentrale und periphere Toleranz

Als Toleranz bezeichnet man die Unfahigkeit, auf ein Antigen zu reagieren. Der
Thymus ist Ort der zentralen Toleranz. Hier werden T-Lymphozytenvorlaufer, die
eine hohe Affinitat gegenuber Selbst-Antigenen zeigen, durch klonale Deletion
entfernt (Fowlkes et al., 1993; Sprent, 1995; Jameson et al., 1998; Kishimoto et al.,
2000; Starr et al.,, 2003; Kyewski et al., 2006). Diese Antigene, die entweder im
Thymus selbst produziert werden oder aber aus der Zirkulation stammen, werden
den T-Zellen als Peptid-MHC-Komplexe von dendritischen Zellen prasentiert. Dieser
Vorgang wird als Kreuzprasentation bezeichnet. In der Zwischenzeit wurden auch
thymische Epithelzellen (TECs) als Vermittler der zentralen Toleranz identifiziert. Die
medullaren thymischen Epithelzellen (mTECs) kdnnen gewebespezifische Antigene
exprimieren und somit zur Deletion autoreaktiver Zellen fuhren (Smith et al., 1997,
Hanahan et al., 1998; Klein et al., 1998, 2000; Derbinski et al., 2001). Jedoch kann
die Expression eines Autoantigens in diesen thymischen Epithelzellen anstelle von
Deletion auch zur Anergie der autoreaktiven Thymozyten fuhren (Schénrich et al.,
1992).

Des weiteren konnen autoreaktive Zellen durch regulatorische CD4 T-Zellen
(CD4"CD25%), die im Thymus entstehen, kontrolliert werden (Sakaguchi, 2000;
Sakaguchi et al., 2001; Sakaguchi, 2004). Werden CD4'CD25 T-Zellen in
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immundefiziente Mause transferiert, kommt es nach Rekonstitution mit diesen Zellen
zu Autoimmunerkrankungen in den Tieren (Itoh et al., 1999; Sakaguchi, 2000).

Es gibt auch Antigene, die im Thymus nicht vorhanden sind oder aber in zu geringen
Mengen exprimiert werden, um eine T-Zellantwort auszulésen (Kurts et al., 1998).
AulRerdem werden nur T-Zellen mit einer hohen Aktivitdt gegenuber Selbst-MHC-
Molekulen eliminiert (Liu et al., 1995). Daher ist die zentrale Toleranz nicht
ausreichend. Auch in gesunden Individuen kann man selbstreaktive T-Zellen in der
Peripherie finden, die jedoch nur einen T-Zellrezeptor mit einer niedrigen Affinitat fur
Selbstantigene exprimieren (Lohmann et al., 1996; Semana et al., 1999; Bouneaud
et al., 2000). Da der Schwellenwert fur die Aktivierung der Antigene bei der
thymischen Deletion niedriger ist als der Schwellenwert fir ihre Aktivierung in der
Peripherie (Pircher et al., 1991), kann es vorkommen, dass T-Zellen mit einer
niedrigen Aviditat fur Selbst-Antigene auch in der Peripherie nicht aktiviert werden.
Daher bleiben sie gegeniuber ihrem Antigen ignorant. Ignoranz bedeutet, dass die
T-Zellen durch das Autoantigen weder aktiviert noch tolerisiert werden (Ohashi et al.,
1991; Oldstone et al., 1991).

Die T-Zellen der peripheren Gewebe sind durch die Herunterregulation ihres TZR
oder des Korezeptors CD4/CD8 in vivo tolerant (Schonrich et al., 1991; Tafuri et al.,
1995). Dies stellt einen reversiblen Prozess der Tolerisierung dar. Durch die
gleichzeitige Stimulation mit IL-2 und dem Autoantigen verlieren die T-Zellen ihre
Toleranz (Toleranzbrechung) (Schonrich et al., 1991; Limmer et al., 1998). Somit
kann die Toleranz durch mehrere Prozesse ausgelost werden, wie die
Herunterregulation des TZR und/oder des Korezeptors, die Anergie (Unfahigkeit
einer T-Zelle, auf einen Antigenstimulus in irgend einer Form zu reagieren) oder aber
die Deletion (Arnold et al., 1993; Ferber et al., 1994).
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1.2. Apoptose

Der auch als programmierter Zelltod bezeichnete Prozess der Apoptose spielt
sowohl bei der Embryogenese, der Metamorphose, der Zellerneuerung in Geweben
als auch der Eliminierung unerwinschter Zellen eine bedeutende Rolle. Er dient der
Kontrolle der Zellzahl eines Organismus. Fir das Immunsystem ist die Apoptose
ebenfalls ein wichtiger Vorgang, da sie die Lymphozytenreifung reguliert und bei der
Auswahl des Rezeptorrepertoires und der Homoostase beteiligt ist (Opferman et al.,
2003, Zhang et al., 2005). Ausloser der Apoptose kénnen der Entzug essentieller
Wachstumsfaktoren, die Behandlung mit Glucocorticoiden, y-Strahlen oder die
Aktivierung bestimmter Rezeptoren und Signalketten sein.

Merkmale dieses aktiven Prozesses sind die Chromatinverdichtung, das Abschniren
von Blasen aus der Membran und der Zerfall der DNA. Die Zelle wird kompakter und
bildet fur die Apoptose RNA und Proteine. Die toten Zellen zerfallen in
membrangebundene Stiicke und werden von umliegenden Zellen resorbiert (Kerr et
al., 1972; Wyllie et al., 1980).

Die Apoptose kann auf zwei verschiedenen Wegen ausgelost werden, dem
extrinsischen und dem intrinsischen Weg (Strasser et al., 1995). Der extrinsische
Weg bendtigt die sogenannten Todesrezeptoren (Krammer, 2000), wohingegen der
intrinsische Weg Uber die Mitochondrien verlauft (Orrenius, 2004). Die Apoptose wird
durch verschiedene Mechanismen reguliert (Hengartner, 1997; Ferri et al., 2001;
Marsden et al., 2003; Danial et al., 2004).

1.2.1. Glucocorticoide

Die Glucocorticoide gehéren zur Gruppe von Steroidhormonen, die unter
Einwirkung des adrenocorticotropen Hormons in der Nebennierenrinde gebildet
werden. |hre biogenetische Vorstufe ist das Progesteron. Das haufigste
Glucocorticoid der Maus ist das Corticosteron, beim Menschen ist es das Cortisol.
Glucocorticoide finden aufgrund ihrer antiphlogistischen, antiallergischen und
immunsuppressiven Effekte auf periphere T-Zellen eine breite therapeutische
Anwendung (Reichardt et al., 2001). Der letztgenannte Effekt beruht sowohl auf der
Hemmung der Proteinbiosynthese in lymphatischen Geweben als auch der
Leukozyteneinwanderung in die Entziindungsgebiete. Sie verhindern dadurch die
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Transkription vieler proinflammatorischer Molekille. Auf3erdem kénnen sie Apoptose
in Lymphozyten induzieren (Herold et al., 2006).

Dexamethason ist ein von dem Nebennierenrindenhormon Cortisol abgeleitetes,
synthetisches, fluorhaltiges Pregnanderivat von hoher entziindungshemmender
Wirkung und geringer mineralocorticoider Nebenwirkung. Da Glucocorticoide
lipophile Substanzen sind, werden sie im Blut nur mit Hilfe von Carrierproteinen
transportiert, wie z. B. dem Albumin. Daher stehen nur 1-10% der Glucocorticoide als
freie Substanzen zur Verfigung. Dexamethason ist jedoch in vivo sehr effektiv, da es
eine hohe Affinitat zu seinem Rezeptor aufweist und nur in geringen Mengen an
Plasmaproteine gebunden wird (Meikle et al., 1977; Ashwell et al., 2000).
Glucocorticoide wirken tber den Glucocorticoidrezeptor, ein im Zytoplasma geloster
Rezeptor, der dort mit den Hitzeschockproteinen Hsp90, Hsp70, Hsp40, dem
Ko-Chaperon p23 und den Immunophilinen FKBP52 und Cyp40 assoziiert vorliegt.
Der Rezeptor bestent aus drei funktionellen Doménen, von denen die
nichtkonservierte Doméane die Wechselwirkung mit anderen Regulatormolekilen
ermoglicht. Des weiteren besteht er aus der konservierten DNA-Bindungsdomane
und der Hormonbindungsdomane. Diese Hormonbindungsdomane blockiert in
Abwesenheit von Hormonen die DNA-bindende Doméane, so dass Kkeine
Wechselwirkung mit der DNA stattfinden kann (Beato et al., 1995; Tuckermann et al.,
2005). Nach der Aktivierung des Rezeptors durch Hormone kommt es zur
Freisetzung der Hitzeschockproteine, der Translokation des Rezeptors in den Kern
mit anschlieBender Rezeptordimerisierung und zur Bindung an spezifische DNA-
Sequenzen, sogenannte Hormonantwortelemente (,hormone response elements,
HRE"). Diese HRE regulieren die Expression nahegelegener Gene (Beato, 1991;
Mangelsdorf et al., 1995). Der Glucocorticoidrezeptor kann auch die Transkription
proinflammatorischer Zytokine unterdrticken, indem er mit den Transkriptionsfaktoren

NF-xB und AP-1 interagiert (Tronche et al., 1998; Tuckermann et al., 2005).

1.2.1.1. Glucocorticoide und ihre Rolle in der Apoptose von Lymphozyten

Die Thymozytensubpopulationen unterscheiden sich sehr in ihrer Sensitivitat
gegenuber der durch Glucocorticoide vermittelten Apoptose (Berki et al., 2002). Es
wird angenommen, dass diese Apoptoseart auch in der positiven und negativen
Selektion von Thymozyten eine Rolle spielt (Penninger et al., 1998; Ashwell et al.,
2000; Vacchio et al., 2000).
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Die durch Glucocorticoide ausgeloste Apoptose wird Gber den mitochondrialen Weg
vermittelt. Dabei sind Mitglieder der Bcl-2 Familie involviert. Da Bcl-2 in der
auleren Mitochondrienmembran exprimiert wird, ist eine Zerstorung der
Mitochondrienintegritat mit eine Voraussetzung fur die Induktion der Apoptose
(Amsterdam et al., 2002). Die Apoptoseinduktion durch den Glucocorticoidrezeptor
fuhrt zur Stoérung der Balance zwischen pro- und anti-apoptotischen Bcl-2-
Familienmitgliedern und dadurch zur Freisetzung apoptotischer Faktoren und/oder
der Aktivierung von Caspasen. Es kommt zur Spaltung von Substraten, einer
Zellschrumpfung, DNA-Fragmentierung und dem Zelltod (Beato et al., 1995;
Mangelsdorf et al., 1995; Reichardt et al., 1998 a; Ashwell et al., 2000).

Insbesondere unreife, doppelt positive Thymozyten (CD4°CD8") gehdren zu den
wenigen Zellgruppen, die in Antwort auf Glucocorticoide in Apoptose gehen. Einzeln
positive Thymozyten (CD4" und CD8") sind gegen diese Apoptoseinduktion in vivo
resistent. Diese Resistenz wird durch das kostimulatorische Molekil CD28 vermittelt.
Ein Fehlen dieses Molekuls fuhrt zu einer erhéhten Apoptoserate (van den Brandt et
al., 2004). Da die doppelt positiven Thymozyten sehr empfindlich gegentiber dem
durch Glucocorticoide vermittelten Zelltod sind, kénnen auch schon physiologische
Konzentrationen dieser Hormone, die wahrend einer Stresssituation erreicht werden,
zur Apoptose fihren (Gruber et al., 1994; Tarcic et al., 1998).

Ruhende periphere T-Zellen hingegen sind verhaltnismafig unauffallig gegenuber
dieser Apoptoseinduktion. Ein Grund daflir kénnte die unterschiedliche Expression
des anti-apoptotischen Molekiils Bcl-2 sein, das in CD4'CD8- und CD4CD8"
Thymozyten und peripheren T-Zellen, jedoch nicht in doppelt positiven Thymozyten
exprimiert wird (Hockenbery et al., 1991 a, b). Eine Uberexpression von Bcl-2 bietet
einen Schutz fur Lymphozyten vor verschiedenen Stimuli, wie z. B. Zytokinentzug
oder oxidativem Stress, die zum Zelltod fuhren kénnen (Hockenbery et al. 1990;
Hockenbery et al., 1993).

Es konnte gezeigt werden, dass die Caspasen 3, 8 und 9 in dieser Apoptoseart fir
Thymozyten involviert sind. Jedoch zeigen Knock-out M&ause dieser Caspasen
keinen Defekt in der Apoptose. Daher missen noch andere Mechanismen beteiligt
sein, wie die schon erwéhnten pro- und antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-
Familie oder das lysosomale Cathepsin B. Der Apoptoseweg fur periphere T-Zellen

konnte auch noch nicht vollstandig aufgeklart werden (Wang et al., 2006).
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Homozygote Knock-out Méause fir den Glucocorticoidrezeptor sind nicht lebensfahig
(Cole et al., 1995; Cole et al., 2001). In M&usen mit verminderter Rezeptorexpression
konnte eine niedrigere Apoptoserate gezeigt werden. Diese sogenannten GRY™
Mause tragen eine Mutation in ihrem Glucocorticoidrezeptor, der dessen
Dimerisierung verhindert (Reichardt et al., 1998 b). Somit ist die Anwesenheit des
funktionellen Rezeptors essentiell fur eine durch Glucocorticoide induzierte
Apoptose. Denn Mause mit einer Uberexpression des Glucocorticoidrezeptors zeigen
auch eine erhdhte Sensitivitat gegentber diesem Zelltod (Reichardt et al., 2000).

1.2.2. Caspasen

Caspasen gehoren zur Familie der Aspartat-spezifischen Cysteinproteasen. Sie
werden als Proenzyme (Zymogene) synthetisiert und durch proteolytische Spaltung
aktiviert. Die Spaltung und anschlieRende Heterodimerisierung der kleinen und
groBen Untereinheiten fuhrt zu ihrer Aktivierung. Eine aktivierte Caspase kann
ihrerseits andere Procaspasen aktivieren (Thornberry et al., 1998; Earnshaw et al.,
1999).

Caspasen werden in zwei Gruppen eingeteilt, in Initiatorcaspasen (Caspase 2, 8, 9
und 10) und Effektorcaspasen (Caspase 3, 6 und 7). Initiatorprocaspasen werden mit
Hilfe der Adaptermolekiile Apaf-1 und FADD/MORT durch Autokatalyse aktiviert (Li
et al., 1997). Diese wiederum aktivieren die Effektorprocaspasen, die Apoptose Uber

den extrinsischen Weg auslésen (Muzio et al., 1996).

1.2.3. Die Bcl-2 Familie

Die Bcl-2 Familie (Chao et al., 1998) besteht aus den proapoptotischen Proteinen
Bax, Bak, Bad und Bid und den anti-apoptotischen Proteinen Bcl-2 und Bcl-x, (Boise
et al., 1993; Nagata, 1997; Opferman et al., 2003). Sie regulieren die Apoptose durch
ihre Fahigkeit zur Homo- und Hetero-Oligomerisierung, durch die Maoglichkeit
der Kanalbildung in Membranen und ihren Einfluss auf die intrazellulare
Calciumkonzentration. Obwohl sie in verschiedenen intrazellularen Bereichen
vorkommen, ist ihr Einfluss auf den intrinsischen Weg der Apoptose im Fall der
proapoptotischen Mitglieder auf die mitochondriale Membranpermeabilisierung
zurickzufihren. Die antiapoptotischen Mitglieder hingegen bewirken eine

Stabilisierung der Barrierefunktion.
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1.2.4. Die CD95-vermittelte Apoptose (der extrinsische Weq)

Die Todesrezeptoren gehéren zur Familie der TNF-Rezeptoren (Tumor-Nekrose-
Faktor-Rezeptoren). Sie bestehen aus ein bis funf cysteinreichen Doméanen in der
extrazellularen Domane, die fur die Ligandenbindung erforderlich ist. Die
Todesdomane befindet sich im zytoplasmatischen Teil des Rezeptors und ist
essentiell fur die Weiterleitung des Todessignals (Banner et al., 1993; Smith et al.,
1994; Krammer, 2000). Der CD95/Fas/Apo-1-Rezeptor ist ebenfalls Mitglied der
TNF-Familie. Er ist ein Typl Transmembranrezeptor, dessen Expression durch
Zytokine (IFN-y und TNF) und durch die Aktivierung von Lymphozyten erhéht werden
kann. Die CD95-vermittelte Apoptose wird durch den natirlichen Liganden CD95L
ausgelost, einem TNF-verwandten Typ Il Transmembranmolekil (Klas et al., 1993;
Schulze-Osthoff et al., 1998).

Zur Weiterleitung der durch einen Liganden ausgelésten CD95-vermittelten Apoptose
bedarf es einer Rezeptortrimerisierung. Ein Komplex aus Proteinen assoziiert mit
aktiviertem CD95 zum ,death inducing signaling complex (DISC)“. An diesen
Komplex bindet das Adaptermolekil FADD/MORT-1 (,Fas associated death domain
protein®). FADD selbst tragt ebenfalls eine C-terminale Todesdom&ne und eine
N-terminale ,death effector domain (DED)“, Uber die es die Procaspase 8 in den
DISC rekrutieren und autokatalytisch aktivieren kann. Diese aktivierte Caspase 8
aktiviert ihrerseits die Procaspase 3, wodurch es zur Zerstérung der Zellintegritat
kommt (Peter et al., 2003). Sogenannte FLIPs (,Flice inhibitory proteins®) kénnen
ebenfalls in den DISC rekrutiert werden. Sie inhibieren jedoch die Aktivierung der
Caspase-8 (FLICE), da sie anti-apoptotische Molekile sind (Tschopp et al., 1998).
Der CD95-vermittelte Weg der Apoptose spielt auch eine Rolle in der Homdostase
und der Selbsttoleranz im Immunsystem. Dies konnte in den sogenannten
lpr'/-Méausen, die eine Mutation im Fas-Todesrezeptor haben und in Mausen, die an
dem autoimmunen lymphoproliferativen Syndrom (,autoimmune lymphoproliferative
syndrom, ALPS") leiden, gezeigt werden. Bei dem ALPS handelt es sich um eine
Mutation im gld-Gen, das einen mutierten Fas-Liganden kodiert (Takahashi et al.,
1994). In beiden Fallen kommt es zur Expansion der doppelt negativen T-Zellen
(CD4°CD8’) und zur Produktion von Autoantikorpern, da die CD95-vermittelte
Apoptose gestort ist (Itoh et al., 1991; Cohen et al., 1991; Watanabe-Fukunaga et al.,
1992; Fisher et al.,, 1995; Tolosa et al., 1998; Straus et al., 1999; Fleisher et al.,
2001).
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1.2.5. Mitochondrien und ihre Rolle in der Apoptose (der intrinsische WeqQ)

Mitochondrien sind hoch strukturierte zellulare Organellen, die in allen
eukaryontischen Zellen vorkommen und deren Anzahl von der jeweiligen Zellart
abhangt. Ihre Hauptfunktion ist die aerobe Reoxidation wasserstoffiibertragender
Koenzyme unter Bildung von ATP. Sie sind aus einer auf3eren und inneren
Mitochondrienmembran aufgebaut. Der von der inneren Mitochondrienmembran
umbhtillte Teil ist der Matrixraum. Zwischen den beiden Membranen befindet sich der
Intermembranraum.

Eine Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion kann zum ATP-Verlust und
Zelltod fuhren. Wahrend der Apoptose wird die aufRere Mitochondrienmembran
permeabel. Dies fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom c, Smac/Diablo (,second
mitochondria-derived activator of caspase”) und dem apoptoseinduzierenden Faktor
(,apoptosis inducing factor, AIF*). Diese befinden sich normalerweise zwischen der
inneren und &auReren Mitochondrienmembran. Cytochrom c bildet zusammen mit
Apaf-1 (,apoptotic-protease-activating factor 1) und der Procaspase 9 das
Apoptosom. Es kommt zur Aktivierung der Caspase 9 und der Caspase 3, dadurch
werden weitere apoptotische Substrate gespalten, was schlieBlich zu den
irreversiblen morphologischen Anderungen und der Spaltung der DNA fiihrt, die die
Apoptose charakterisieren (Green et al., 1998; Susin et al., 1999; Kroemer et al.,
2000; Green et al., 2004). Die Freisetzung dieser proapoptotischen Molekile kann
entweder durch die Bildung neuer Kandle in der &ufReren Membran, vermittelt durch
die proapoptotischen Molekile der Bcl-2 Familie (Bax, Bad, Bak, Bid), erfolgen oder
aber durch die Zerstérung der Struktur der auf3eren Mitochondrienmembran (Gross
et al., 1999; Kim et al., 2003).

Wahrend des programmierten Zelltodes kommt es zu Anderungen des
Mitochondrienmembranpotentials (Aym). Verantwortlich hierfur ist die PT-Pore
(,Permeability Transition Pore®), die zur Depolarisation der Mitochondrien flhrt.
Diese Pore durchspannt die innere und auf3ere Mitochondrienmembran und besteht
aus Proteinen beider Membranen und der Matrix. Der Adeninnukleotidtransporter
ANT (,adenine nucleotide translocator®) in der inneren Membran und der
spannungsabhangige Anionenkanal VDAC (,Voltage Dependent Anion Channel®) in
der aulReren Membran sind essentielle Komponenten dieser PT-Pore (Zoratti et al.,
1995; Martinou, 1999; Zamzami et al., 2001; Halestrap et al., 2003). Der ANT ist fur
den Transport von Metaboliten (ATP, ADP, NADH, FADH) Uber die innere Membran
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in das Zytosol verantwortlich. Des weiteren befinden sich in der Matrix noch das
Protein Cyclophilin D, das eine Peptidyl-Prolyl-lsomerase Aktivitat besitzt, und das
proapoptotische Molekll Bax, die beide an den ANT binden kdnnen (Narita et al.,
1998; Crompton et al., 1998; Crompton, 1999; Andreeva et al., 1999; Marzo et al.,
1998; He et al., 2002 b; Halestrap et al., 2002, 2003). Aul3erdem besteht eine
Interaktion zwischen dem ANT und dem VDAC (Woodfield et al., 1998).

Calcium, anorganische Phosphate, reaktive Sauerstoffspezies und ein alkalischer pH
fordern die Bildung und Offnung dieser Pore (Connern et al., 1994), wohingegen
Phospholipaseinhibitoren und ein saurer pH die Offnung der Pore blockieren.
Cyclosporin A (CsA), ein Immunsuppressivum, wurde ebenso als ein Inhibitor der
PT-Pore angenommen (Bernardi et al., 1993; Woodfield et al., 1998; Pacher et al.,
2001; He et al., 2002 b), das an das Cyclophilin D binden und somit die Offnung der
Pore verhindern kann (Connern et al., 1992; Waldmeier et al., 2003).

Durch Informationen unseres Kooperationspartners D. Stern wissen wir, dass ERAB
(-endoplasmic reticulum-associated amyloid B-peptide binding protein®) (siehe 1.3.1.)
ein moglicher Inhibitor der PT-Pore ist. Durch seine Bindung an Cyclophilin D wird
dieses an der Interaktion mit dem ANT gehindert und dadurch wird die Offnung der
Pore blockiert. Somit scheint dieses Protein in der Regulation von Apoptose eine

wichtige Rolle zu spielen (siehe Abb. 2).
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aulRere
Mitochondrienmembran

ATP/ADP
innere
Mitochondrienmembran

Abb. 2: Aufbau und mdgliche Inhibitoren der PT-Pore

Die PT-Pore durchspannt die duRere und innere Mitochondrienmembran. Sie besteht aus
dem Adeninnukleotidtransporter (ANT) in der inneren Membran und dem
spannungsabhangigen Anionenkanal VDAC in der auf’eren Membran. Der ANT
transportiert die Metabolite ATP und ADP uber die innere Membran in das Zytosol. Der
ANT ist mit dem VDAC assoziiert.

Weitere Komponenten sind Cyclophilin D, eine Peptidyl-Prolyl-Isomerase, das an den
ANT bindet, sowie das proapoptotische Molekil Bax, das zur Bcl-2 Familie gehort. In
ruhenden Zellen liegt Bax zytosolisch vor. Es &ndert seine Konformation in Antwort auf
apoptotische Signale. Dabei transloziert es zum Mitochondrium und integriert sich in
dessen &ufRere Membran.

Durch die Bindung des CsA an CypD kann dieses nicht mehr an den ANT binden und
somit wird die Bildung der Pore unterdrickt. Ein weiterer méglicher Inhibitor der PT-Pore
ist ERAB, das ebenfalls an CypD binden und dadurch dessen Bindung an den ANT
verhindern kann. Jedoch kann in einer Ap-reichen Umgebung dieses Molekiil die Bindung
von ERAB an CypD verhindern und dadurch wird die Offnung der Pore gefordert.
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1.3. 17B-Hydroxysteroid Dehydrogenasen

17p-Hydroxysteroid Dehydrogenasen (17p-HSDs) werden sowohl von niederen
Organismen wie Bakterien, Hefen und Pilzen als auch von allen Vertebraten
exprimiert (Mindnich et al., 2004) und gehéren zwei verschiedenen Proteinfamilien
an. Die erste Familie ist die der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen
(,Short chain dehydrogenases/reductases, SDR"). Diese teilen sich einige
Aminosauresequenzen innerhalb der konservierten Bereiche, wéhrend auf3erhalb
dieser Bereiche die Sequenzibereinstimmung nur ungefahr 20% betragt (Jornvall et
al., 1995; Oppermann et al., 1997, 1999, 2001, 2003; Penning et al., 1997). Die
zweite Familie ist die der Aldo-Ketoreduktasen (AKR).
Es gibt verschiedene Formen der 17B-HSDs, die durch enzymatische Analysen
nachgewiesen werden konnten (Blomquist, 1995). Inzwischen konnten 12
verschiedene Formen charakterisiert werden, von denen die meisten Mitglieder der
SDR Proteinsuperfamilie sind. Nur der 17p3-HSD Typ 5 gehort zur Familie der AKR
(Mindnich et al., 2004). Jedoch sind nicht alle dieser 12 173-HSDs in jeder Spezies
vertreten. Die einzelnen 17p3-HSDs unterscheiden sich in inrer Gewebeverteilung, der
Bevorzugung fur bestimmte Substrate, der intrazellularen Lokalisation und dem
Mechanismus ihrer Regulation (Adamski et al., 2001; Poirier, 2003; Vihko et al.,
2003).

1.3.1. ERAB (endoplasmic reticulum-associated amyloid B-peptide binding
protein)

ERAB wurde erstmals mit Hilfe des Yeast Two-Hybrid Systems nachgewiesen, mit
dem Bindungspartner fur das Amyloid beta Peptid (AB), einem wichtigen Bestandteil
der Alzheimer Krankheit, gesucht wurden (Yan et al., 1997).

Die kurzkettige 3-Hydroxy-2-Methylacyl-CoA Dehydrogenase, die spéater als
homologes zu ERAB erkannt wurde, konnte bereits in der Rattenleber nachgewiesen
werden (Luo et al., 1995). Sie wurde auch bei Studien der B-Oxidation der Fettsduren
im Rind gefunden und als mitochondriale L-3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase vom
Typ Il (HADH II) (E.C.1.1.1.35) beschrieben (Kobayashi et al., 1996; Furuta et al.,
1997). Durch weitere Analysen wurde ERAB dann endguiltig der Gruppe der

kurzkettigen L-3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenasen/Reduktasen zugewiesen und
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zusatzlich als SCHAD (,short chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase®) bezeichnet
(He et al., 1998; He et al., 2000 b).

Bevor die Homologie zu den 17B-HSDs bekannt war (He et al., 1999), wurde das
Protein ERAB genannt, da es zuerst im endoplasmatischen Retikulum detektiert
werden konnte; daher sein erster Name ERAB, ,endoplasmic reticulum-associated
amyloid B-peptide binding protein“ (Yan et al., 1997). Spater wurde jedoch auch das
Mitochondrium (genauer die mitochondriale Matrix) als Ort der Lokalisation
identifiziert. Dies konnte mittels konfokaler Mikroskopie (Yan et al., 1999; He et al.,
1999; He et al.,, 2000 a, b; He et al.,, 2001; Shafqgat et al., 2003), subzellularer
Fraktionierung (Luo et al., 1995; He et al., 2001), dem Proteinimport (Furuta et al.,
1997), der Immunhistologie (Frackowiak et al., 2001) und der Elektronenmikroskopie
(He et al., 2002 a) bestatigt werden. In Neuronen kommt es ausschlie3lich in den
Mitochondrien vor (Furuta et al., 1997; Torroja et al., 1998; He et al., 2001; Takuma
et al., 2005). Somit ist ERAB die einzige 178-HSD mit einer Lokalisation im
Mitochondrium.

ERAB ist auf dem X-Chromosom (Xp11.2) lokalisiert und besteht aus sechs Exons
und funf Introns. Seine molekulare Masse betragt 108 kDa. Die aminoterminale NAD-
Bindungsregion wird von den ersten drei Exons kodiert, wahrend die Exons vier bis
sechs die carboxyterminale Substratbindungsregion mit den katalytischen Bereichen
kodieren (He et al., 1998). Seine Aminosduresequenz ist zu ~ 65% mit der Familie
der kurzkettigen Alkoholdehydrogenasen identisch. Zu dieser Familie gehéren auch
die Hydroxysteroiddehydrogenasen und die Acetoacetyl CoA-Reduktasen, die alle
NAD(P)H als Koenzym bendtigen (Jornvall et al., 1995; Yan et al., 1997; Yan et al.,
1999; Yan et al., 2000 a, b; He et al., 2000 b; Powell et al., 2000; Kallberg et al.,
2002). Es hat jedoch als einziges Mitglied der Familie der Hydroxysteroid
Dehydrogenasen eine Affinitat zum Amyloid beta-Peptid (AB) (Yan et al., 1997; Yan
et al., 1999; Yan et al., 2000 b; Lustbader et al., 2004).

Seine enzymatischen Funktionen sind sehr breit gefachert, da es sowohl mit linearen
Alkoholen, verzweigtkettigen Fettsauren, Aminosaurekataboliten als auch mit
Steroiden reagieren kann (Kobayashi et al., 1996; Furuta et al., 1997; Yan et al.,
1997; He et al., 1998; He et al., 1999; Yang et al., 2005 b). Daher wurde es dann
auch in ABAD (,amyloid B-peptide binding alcohol dehydrogenase”) umbenannt,
obwohl seine Aktivitat als Alkoholdehydrogenase sehr gering ist (Yan et al., 1999;

He et al., 2000 b). Jedoch ist seine Fahigkeit, das AB zu binden, einzigartig.
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Das Enzym kommt in allen Geweben vor (He et al., 2000 b; He et al., 2001; He et al.,

2003). Seine hochste Expression hat es in Leber und Herz (Yan et al.,, 1997).

AulBerdem wird es in groen Mengen in Gehirnen von Alzheimer Patienten

gefunden, wo es hauptséchlich in den mitochondrialen Neuronen vorliegt. Durch

seine Bindung an das AP tragt es zu dieser Krankheit bei (Yan et al., 1997,
Beyreuther et al., 1997).

In der nachfolgenden Tabelle sind, chronologisch geordnet, die verschiedenen

Namen fur ERAB aufgelistet. Jedoch ist bei den Publikationen keine einheitliche Linie

zu finden. Daher wird in der folgenden Arbeit immer mit dem Begriff ERAB

gearbeitet. Nur bei Originalzitaten aus Veroffentlichungen werden die Abkirzungen

aus der Tabelle verwendet.

Tabelle 1: Chronologische Auflistung der verschiedenen Namen fur ERAB

(adaptiert nach Yang et al., 2005 b

Jahr Name Abkirzung Referenz
1995 Short-Chain 3-hydroxy-2- SC-HMAD Luo et al., 1995
methylacyl-CoA dehydrogenase
(Ratte)
1996 | 3-Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase HADH I Kobayashi et al., 1996;
type 2 (Leber) Ofman et al., 2003
1997 | Endoplasmic reticulum-associated ERAB Yan et al., 1997
amyloid B-binding protein (human)
1998 Short-chain 3-hydroxyacyl-CoA SCHAD He et al., 1998
dehydrogenase (human)
1999 | Amyloid B-peptide-binding alcohol ABAD Yan et al., 1999
dehydrogenase (human)
2001 | 17B-hydroxysteroid dehydrogenase | 173-HSD 10 He et al., 2001
type 10 (human)
2003 2-Methyl-3-hydroxybutyryl-CoA MHBD Ofman et al., 2003

dehydrogenase (human)
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1.3.2. Scully, das homologe Gen zu ERAB in Drosophila

Scully konnte als homologes Gen zu ERAB in Drosophila nachgewiesen werden,
wobei die Homologie ~ 65% betragt. Seine enzymatischen Funktionen sind mit
denen der humanen 173-HSD vergleichbar (Shafgat et al., 2003), jedoch ist es in
Drosophila ein zytosolisches und kein mitochondriales Enzym. Es ist aul3erdem das
erste  Enzym, das mit der (-Oxidation der Fettsauren in Drosophila in
Zusammenhang gebracht werden konnte. Die Ausschaltung des Gens scully in
Drosophila fuhrt zu einem letalen Phanotyp. Dabei konnten vier verschiedene letale
Punktmutationen des sogenannten scu-Allels nachgewiesen werden, die zu einer
Fettanhaufung und aberranten Mitochondrien fiihren. Die Mutation scu®?’ fiihrt zu
einer Veranderung am Amino-Terminus innerhalb des Exons 2, die die Koenzym-
Bindungsstelle einschliel3t. Fliegen mit dieser Mutation sind zu Beginn der
Embryonalentwicklung lebensfahig, sterben aber, sobald sie die letzte Stufe des
dritten Larvenstadiums erreichen. Die Mutation scu®®® liegt im Bereich, der die
funktionelle Domane des Enzyms kodiert. Die Mutationen scu'’* und scu®**? fithren
zu einem einzelnen Aminoséureaustausch. Bei scu'’® liegt dieser im Bereich der
Kofaktorbindungsstelle.

Die scully-Expression ist in unbefruchteten Oozyten noch gering, nimmt dann aber
wahrend der Embryonalentwicklung zu. Auch die ausgereiften Ovarien und Hoden
zeigen eine hohe Expression des Gens. Da die Spermien ihre Energie hauptséchlich
aus der B-Oxidation der Fettsduren beziehen, sind die Hoden dieser einzelnen scu-
Mutanten in ihrer GroRe reduziert und nicht in der Lage, reife Spermien zu
entwickeln. Auf3erdem sind die Mitochondrien nicht voll entwickelt. Auch die
Eierstocke sind nicht in der Lage, lebensfahige Eier zu produzieren (Torroja et al.,
1998).

Bei diesem Phéanotyp in Drosophila zeichnet sich ein Vergleich zu humanen
Pathologien ab, die ebenfalls durch Fehler in der B-Oxidation der Fettsauren
ausgelost werden (Eaton et al., 1996; Wanders et al., 1999; Rinaldo et al., 2002). Ein
ganz wichtiges Charakteristikum dabei ist der mitochondriale Polymorphismus, der
auch bei Drosophila beobachtet werden konnte. Denn die mutierten Photorezeptoren
der Fliegen enthalten von der normalen Form abweichende Mitochondrien und eine
mehrschichtige Anh&ufung von membranartigem Material (Torroja et al., 1998). Des
weiteren kommt es bei Defekten der B-Oxidation zur zytoplasmatischen Anhaufung

von Fetten, da die Fettsauren nicht effektiv genug in die Mitochondrien transportiert
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werden kénnen. AuBBerdem fuhrt die fehlende Enzymaktivitat zur Zerstérung des
mitochondrialen CoA-Pools. Dies konnte in den Hoden von allen scu-Mutanten
nachgewiesen werden. Denn die Hoden zeigten Verfettungen (Torroja et al., 1998).

Es gibt zwar Isoenzyme, die gleiche Reaktionen katalysieren konnen, sich jedoch in
ihrer Affinitdt fur die Substrate unterscheiden oder aber nur gewebespezifisch
exprimiert werden. Daher kann das Fehlen eines einzelnen Enzyms weitreichende

Folgen haben.

1.3.3. ERAB und seine Funktion im Isoleucin-Stoffwechsel

ERAB ist ebenso ein Homologes zum Enzym 2-Methyl-3-Hydroxybutyryl-CoA
Dehydrogenase (MHBD, EC 1.1.1.178), das eine entscheidende Rolle im Isoleucin-
Stoffwechsel spielt. Das Enzym katalysiert die NAD-abhangige Oxidation von
2-Methyl-3-Hydroxybutyryl-CoA, einem Zwischenprodukt im Isoleucin-Stoffwechsel,
zu 2-Methyl-Acetoacetyl-CoA (Luo et al., 1995). Der Abbau der verzweigtkettigen
Aminosauren wie Isoleucin erfolgt vorwiegend in den peripheren Organen wie
Skelett- und Herzmuskulatur und den Nieren. Die Endprodukte dieses Weges sind
Acetyl-CoA und sein Homologes Propionyl-CoA, die fur weitere Stoffwechselwege
als Ausgangsprodukte dienen.

Durch einen Mangel des Enzyms MHBD kommt es zu Anhaufungen von 2-Methyl-3-
Hydroxybutyryl-CoA und Tiglylglycin (siehe Abb. 3). In den betroffenen Personen
sind daher erhdhte Werte dieser beiden Zwischenprodukte im Urin nachweisbar. Der
vollstdndige Abbauweg bis zum Acetyl-CoA und Propionyl-CoA ist somit nicht
maoglich. Ein MHBD-Mangel fihrt zu einer erblichen Stoffwechselkrankheit mit
neurodegenerativem Krankheitsbild (Zschocke et al., 2000; Ensenauer et al., 2002;
Olpin et al., 2002). Diese Krankheit wird durch Mutationen im HADH2 Gen ausgelost,
welches auf dem X-Chromosom (Xpl11.2) lokalisiert ist. Wéahrend die Punktmutation
R130C die Stabilitatt und die Aktivititt des Enzyms beeinflusst, fuhrt die
Punktmutation L122V nur zu einer reduzierten Enzymaktivitdt (Ofman et al., 2003).
Von der Krankheit betroffene Manner zeigen schwerere Symptome als betroffene
Frauen (Ofman et al., 2003; Ensenauer et al., 2002).

Der Zusammenhang zwischen den Mutationen im HADH2-Gen und dem

neurologischen Krankheitsbild konnte bis jetzt noch nicht aufgeklart werden.
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Isoleucin + 2-Methylcarboxysaure

!

2-Methylbutyryl-CoA

Tiglylglutamat I Tiglylglycin
\ Tiglyl-CoA
I 2-Methyl-3-Hydroxybutyrat

2-Methyl-3-Hydroxybutyryl-CoA

$ MHBD

2-Methyl-Acetoacetyl-CoA

I MAT

Acetyl-CoA + Propionyl-CoA

Abb. 3: ERAB/MHBD und seine Rolle im Isoleucinstoffwechsel, adaptiert nach
Sass et al., 2004

Die verzweigtkettige essentielle Aminosaure Isoleucin wird in mehreren Stufen durch

verschiedene Enzyme zu den wichtigen Metaboliten Acetyl-CoA und Propionyl-CoA

abgebaut. Diese werden fur weitere Stoffwechselwege, die der Energiegewinnung

dienen, als Ausgangssubstanzen bendétigt.

Durch einen Mangel des Enzyms MHBD (2-Methyl-3-Hydroxybutyryl-CoA) wird der

vollstdndige Abbauweg unterbrochen und es kommt zu Anh&aufungen der Stoffe 2-

Methyl-3-Hydroxybutyrat und Tiglylglycin im Urin der betroffenen Personen.
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1.3.4. ERAB und seine Funktion im Steroid- und Fettsaure-Metabolismus

HSDs und ihre Isoenzyme spielen eine wichtige Rolle sowohl in der Biosynthese
als auch in der Inaktivierung von Steroidhormonen (Labrie et al., 1997; Yang et al.,
2005 b). In steroidhaltigen Geweben katalysieren sie die letzten Schritte der
Androgen-, Ostrogen- und Progesteronbiosynthese. In den peripheren Geweben, die
Zielgewebe der Steroidhormone eingeschlossen, regulieren sie die Hormonmengen,
die an den Steroidrezeptor binden kénnen (Penning et al., 1997). Im allgemeinen
wandeln HSDs Steroide an ihren Positionen 3, 5, 11, 17 und 20 um.
178-HSD 10/ERAB spielt eine wichtige Rolle im Metabolismus der
Geschlechtshormone. Seine Expression konnte in der Prostata und den Hoden
nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass ERAB eine oxidative
Hydroxysteroiddehydrogenase ist, die 3-a-adiol in das aktive Androgen
Dihydrotestosteron umwandeln kann (He et al., 2000 a; He et al., 2001; He et al.,
2003). Obwohl ERAB ubiquitar in den Geschlechtszellen exprimiert wird, ist seine
Expression in den Leydig Zellen der Hoden am grof3ten (Hansis et al., 1998; Ivell et
al., 2003). AuBerdem kann es in der Plazenta und den Eierstocken das 17p-Ostradiol
inaktivieren (He et al., 1999; He et al., 2000 a).

Als multifunktionelles Enzym zeigt ERAB auch Aktivitditen im Metabolismus der
Neurosteroide und der Aufrechterhaltung der normalen Funktion der GABAergen
Neuronen (He et al., 2005 a, b).
Des weiteren zeigt die 17B-HSD 10 eine L-spezifische 3-Hydroxyacyl-CoA
Dehydrogenase-Aktivitdt und ist daher auch in der mitochondrialen B-Oxidation der
Fettsauren involviert. Dabei wandelt es das 2-Methyl-3-Hydroxybutyryl-CoA in
2-Methyl-Acetoacetyl-CoA um (Kobayashi et al., 1996; Furuta et al., 1997; He et al.,
1998; He et al., 2000 a; Powell et al., 2000). Diese mitochondriale B-Oxidation der
Fettsduren dient als Energiequelle und zur Gewinnung von Acetyl-CoA, das fur
weitere Stoffwechselwege ein wichtiges Substrat darstellt. Wird dieser mitochondriale
CoA Pool z. B. durch ein defektes oder fehlendes Enzym gestort, kommt es zu keiner
weiteren Oxidation und zur Akkumulation von Fetten im Zytoplasma. Die hepatische
B-Oxidation dient aul3erdem der Gewinnung von Ketonkdrpern, die als Energiequelle
fur das Gehirn eingesetzt werden kénnen, gerade dann, wenn die Glukosemengen
gering sind, z. B. wahrend einer Fastenperiode (Eaton et al., 1996; Rinaldo et al.,
2002). Obwohl seine Aktivitat im Metabolismus von Ketonkdrpern in vivo sehr gering
ist, kann ERAB unter Stressbedingungen, wie mangelnder Nahrungsaufnahme, die
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Funktion der mitochondrialen B-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase, die normalerweise
fur die Oxidation von B-Hydroxybutyrat zustandig ist, Ubernehmen. Es konnte gezeigt
werden, dass bei einer Uberexpression von ERAB in Neuronen sich auch dessen
Aktivitat gegenuber dem B-Hydroxybutyrat erhdht (Yan et al.,, 2000 a; Yan et al.,
2005).

1.3.5. ERAB und seine Rolle in der Alzheimer Krankheit und der Apoptose

Wie bereits erwahnt ist ERAB die einzige bekannte 17p3-HSD mit einer Affinitat zum
Amyloid beta Peptid (AB). Dieses AB-Peptid tragt zur Alzheimer Krankheit bei. Durch
die Bindung mit AB wird die Aktivitat des Enzyms inhibiert, da Ap die NAD-
Bindungsstelle von ERAB blockiert (Yan et al., 1999; Oppermann et al.,, 1999;
Lustbader et al., 2004; Kissinger et al., 2004). Eine Interaktion von SCHAD/ERAB
und AP fahrt in vitro zur Generierung von Lipidperoxidationsprodukten wie
Hydroxynonenal und Malondialdehyd (He et al., 1999; Oppermann et al., 1999). Eine
Aktivitdt mit Quinonen konnte nicht bestatigt werden (Salim et al., 2000).

Es konnte zwar zu Beginn keine Bindung zwischen ABAD/ERAB und A in vivo in
den Gehirnen von Alzheimer Patienten nachgewiesen werden (Frackowiak et al.,
2001), doch weitere Untersuchungen widerlegten diesen Befund. Die betroffenen
Gebiete in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten enthalten deutlich mehr
ABAD/ERAB als die gleichaltriger Kontroll-Patienten (Yan et al., 1997; Yan et al.,
2000 b; Yang et al., 2001; Lustbader et al., 2004; He et al., 2005 b). Die Annahme,
dass ERAB in einer AB-reichen Umgebung vom ER zur Plasmamembran transloziert
(Yan et al.,, 1997; Yan et al., 1999), konnte durch die direkte Interaktion von
ABAD/ERAB mit AB im Mitochondrium widerlegt werden. Dies konnte sowohl in
Gehirnen von Alzheimer-Patienten als auch in doppelt transgenen Mausen fur
ABAD/ERAB und einer mutierten Form des humanen AB-Peptids (MAPP) gezeigt
werden (Lustbader et al., 2004). Ein weiteres Mausmodell fir Alzheimer ist die
sogenannte ,Hsiao’s APP-Sw* transgene Maus (Tg2576). Analysen dieser Maus
ergaben, dass HSD 10/ERAB in den amyloiden Plaques, den Blutgefallen und den
Mitochondrien im Gehirn vorkommt (Wen et al., 2002).

Bei der Alzheimer Krankheit gibt es Beweise dafiir, dass der Energiehaushalt des
Gehirns gestort ist. Werden ABAD/ERAB und AB gemeinsam in vitro hochexprimiert,

kommt es zur Erh6hung der zellularen Toxizitat und zu einer vermehrten DNA-
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Fragmentierung (Yan et al., 1999). In Neuronen von doppelt transgenen Mausen fir
ABAD/ERAB und humanem mAPP (TgmAPP/ABAD) konnte in vitro gezeigt werden,
dass es zur Abnahme der COX-Aktivitat (mitochondrialer Komplex IV der
Atmungskette) in den doppelt transgenen Mausen und zu einem verminderten
cerebralen Glucosemetabolismus in vivo kommt (Yan et al., 2005; Takuma et al.,
2005). AuRerdem konnen in vitro in den Neuronen dieser Tiere erhbhte Mengen an
freien Radikalen und Peroxiden (Superoxid, Wasserstoffperoxid) aus den
Mitochondrien freigesetzt werden, die zu einem ATP-Verlust fiuhren. Zusatzlich
fordern die Oxide den programmierten Zelltod, der zu einer erhdohten Caspase-3
ahnlichen Aktivitat in Neuronen, DNA-Fragmentierung, Cytochrom c-Freisetzung und
erhohten Lactatdehydrogenasefreisetzung aus dem Mitochondrium fiihrt. Einfach
transgene Mause fur ABAD/ERAB (TgABAD) hingegen sind unauffallig. Des weiteren
gibt es bei allen transgenen Mausen (TgABAD, TgmAPP, TgmAPP/ABAD) keine
Beeintrachtigungen hinsichtlich ihrer Entwicklung, im Fortpflanzungsverhalten und
ihrer Lebenserwartung. Jedoch zeigen die doppelt transgenen Tiere ein vermindertes
Lernverhalten (Lustbader et al., 2004; Takuma et al., 2005). Eine Uberexpression
von ABAD/ERAB in Neuronen fuhrt zu einem erhdhten Acetyl-CoA-Fluss in den
Zitratzyklus, dadurch erhéht sich der ATP-Gehalt des Gehirns, und es kommt zur
effektiven Nutzung von fB-Hydroxybutyrat, ein Substrat, das vermehrt in
Stresssituationen gebildet wird (Takuma et al., 2005).

So hat ERAB/ABAD zwei Seiten, einerseits kann es in einer Ap-freien Umgebung zur
metabolischen Homoéostase beitragen, wahrend es in Gegenwart von Ap zu
zellularen Fehlfunktionen, einem Verlust der Enzymaktivitat, zur Anhaufung toxischer
Metabolite, der Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies und einem Verlust der

zellularen Energie kommen kann.
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1.3.6. ERAB und seine Rolle in der Parkinson Krankheit

Die Parkinson Krankheit erzeugt ein neurodegeneratives Krankheitsbild, bei dem
es zum Verlust der dopaminergen Neuronen der substantia nigra pars compacta
kommt. Als Folge wird die Aktivitat des Komplexes | der Atmungskette (NADH-
Ubiguinon Oxidoreduktase) im Gehirn beeintrachtigt, was die Sauerstoffversorgung
stort (Dauer et al., 2003). Alternative Energiesubstrate fur das Gehirn sind z. B.
Ketonkoérper und D-B-Hydroxybutyrat (Kashiwaya et al., 2000; Tieu et al., 2003).

Es konnte gezeigt werden, dass ABAD/ERAB in den dopaminergen Neuronen von
Parkinson-Kranken vermindert vorkommt. Ein Mausmodell mit Parkinson-ahnlichen
Symptomen wurde mit Hilfe des Neurotoxins 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-
Tetrahydropyridin (MPTP) erzeugt, das ebenfalls den Komplex | der Atmungskette
blockiert (Lustbader et al., 2004). In einer weiteren Studie zu dieser Erkrankung
konnte bewiesen werden, dass die Uberexpression von ABAD/ERAB die
mitochondriale Atmung und die ATP-Produktion verbessert. Das Enzym ist in der
Lage, die Blockade des Komplexes | durch MPTP aufzuheben, was durch seine
Translokation von der Matrix zur inneren Mitochondrienmembran erfolgt (Tieu et al.,
2004). Daher kénnte die Uberexpression von ABAD/ERAB im Gehirn ein Schutz vor

Parkinson sein.
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1.4. Moglichkeiten zur Herstellung genetisch veranderter
Mause

Die Untersuchung der Funktion einzelner Gene wurde mit Hilfe der beiden
Verfahren zur Herstellung von transgenen Mausen (Gordon et al., 1980; Costantini et
al., 1981) und Knock-out Mausen (Thomas et al.,, 1987; Capecchi, 1989 a, b)
maoglich. Dadurch kann der Einfluss von Genen auf den Organismus in vivo verfolgt
werden (Lewandowski, 2001).

Zur Generierung von Knock-out Mausen nutzt man die homologe Rekombination, bei
der ein exogenes Stick der DNA genau an der gleichen Stelle im Genom integriert,
an dem sich sein endogenes Gegenstiick befindet, d. h. es kommt zum Austausch
einer spezifischen DNA-Sequenz. Der Austausch des interessierenden Gens erfolgt
in embryonalen Stammzellen der Maus. Dies sind kontinuierlich wachsende
pluripotente Zellen, aus denen sich noch alle Zelllinien entwickeln konnen. Nach der
Injektion dieser genetisch verdnderten Zellen in den 3,5 Tage alten Blastocysten
einer Maus integrieren sich die ES-Zellen in diesen Blastocysten und nehmen an der
Ausbildung aller Gewebe teil. Gelangt dieses verénderte Gen dabei auch in die
Keimbahn, wird es auf die Nachkommen Ubertragen (Fung-Leung et al., 1992;
Hogan et al., 1994).

Bei der Generierung von Knock-out Mausen kann es allerdings auch vorkommen,
dass ein Gen ausgeschaltet wird, das in der Entwicklung von so grol3er Bedeutung
ist, so dass sein Fehlen zu einem embryonal letalen Phanotyp flhrt. Um dies zu
umgehen, wurden konditionale Mutanten entwickelt. Dies bedeutet, dass Gene z. B.
nur in bestimmten Gewebearten oder zu einem bestimmten Zeitpunkt ausgeschaltet
werden koénnen. Daflr werden die Rekombinasen Cre und Flp eingesetzt (van der
Weyden et al., 2002; Bockamp et al., 2002).

1.4.1. Die Rekombinasen Cre und Flp

Die Locus-spezifischen Rekombinasen (,site-specific recombinases, SSRs") Cre
(,causes recombination“) und Flp sind Mitglieder der A-Integrase Superfamilie und
stellen eine Kombination aus Restriktionsenzym und Ligase dar.

Die Cre Rekombinase, ein 38 kDa Protein aus dem Bakteriophagen P1, erkennt eine
34 bp lange Sequenz auf der DNA, bestehend aus einer 8 bp langen

asymmetrischen richtungsgebenden Kernsequenz, die von zwei palindromischen
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Sequenzen aus 13 bp flankiert wird. Diese Sequenz wird als loxP-Sequenz (,locus of
crossing over*) bezeichnet (Sadowski et al., 1993). Die Cre Rekombinase schneidet
bei der Rekombination ein DNA-Fragment, das von zwei loxP-Stellen flankiert wird,
als Ring heraus. Zurlck bleibt eine einzelne 34 bp groRRe loxP-Stelle in jedem
Reaktionsprodukt. Befinden sich die beiden loxP-Stellen auf dem gleichen DNA-
Strang in gegensatzlicher Orientierung zueinander, kommt es zur Inversion der
dazwischenliegenden Region. Die Rekombination zwischen zwei loxP-Stellen auf
unterschiedlichen DNA-Strangen fuhrt zur Translokation (Kilby et al., 1993; Kihn et
al., 1997). Die Exzision ist in vivo irreversibel, da die intramolekulare Hinreaktion
gegenuber der intermolekularen Ruckreaktion Uberwiegt (Metzger et al., 1999). Die
Cre-Rekombinase kann zur Einfuhrung einer Punktmutation, zur Entfernung
genomischer Sequenzen oder zum Austausch von Genen eingesetzt werden (Abuin
et al., 1996; Buchholz et al., 2001).

Die 43 kDa grol3e FIp-Rekombinase aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae erkennt
FRT-Stellen (,FIp recombination target®), die 34 bp umfassen, auf der DNA. Meistens
wird jedoch die Cre-Rekombinase eingesetzt, da sie in vivo effektiver als die Flp-
Rekombinase ist, da deren Temperaturoptimum bei 37°C liegt und nicht, wie das der
FIp-Rekombinase, bei 30°C (Buchholz et al.,, 1996; Ringrose et al., 1998).
Mittlerweile wurden jedoch auch mutierte Formen der Flp-Rekombinase entwickelt,
die sogenannte FIpL, die temperatursensitiver ist (Buchholz et al., 1998), und die
Flpe, eine verstarkte Form (,enhanced Flp“) (Rodriguez et al., 2000).

Sowohl die Cre- als auch die Flp-Rekombinase kdénnen unter einem
gewebespezifischen Promoter exprimiert werden. Kombiniert man die beiden
Systeme, so konnen in einem System zwei unterschiedliche DNA-Sequenzen
flankiert (,gefloxt*) werden. Mit Hilfe der Rekombinasen kann man das zu
untersuchende Gen in einem bestimmten Entwicklungsstadium entweder ein- oder
ausschalten und hat somit die Mdoglichkeit, embryonal letale Gene auch im
erwachsenen Tier zu untersuchen (Metzger et al., 2001).

Es gibt mittlerweile Cre-Mauslinien, die Gene in spezifischen Zelltypen ausschalten
kénnen, wie z. B. den Endothelzellen (Constien et al., 2001), in T-Lymphozyten (Gu
et al., 1994), B-Lymphozyten (Rickert et al., 1997), Makrophagen (Takeda et al.,
1999), in der Leber (Postic et al., 1999), in Keratinozyten (Tarutani et al., 1997) oder
aber auch in bestimmten Regionen des Gehirns (Kellendonk et al., 1999). Um dies

zu erreichen, fugt man die loxP-Stellen in das Genom ein und kreuzt jede gefloxte
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Maus mit jeder beliebigen Cre-deleter Maus, die Cre unter der Kontrolle eines
gewebespezifischen oder induzierbaren Promoters exprimiert (Schwenk et al., 1995;
Rajewsky et al., 1996; Metzger et al., 2001).

Eine Erweiterung der Cre-Rekombinationstechnik stellt eine chemisch induzierbare
Form von Cre dar. Dies bedeutet, dass auch eine zeitlich kontrollierte Form der
Rekombination moglich ist (Logie et al., 1995). Die erste so induzierbare Cre-Maus
konnte mit Hilfe des Mx1-Promotors generiert werden. Die Aktivierung von Cre ist in
diesem Falle mittels INF-a. und INF-y moglich (Kihn et al., 1995). Heute gibt es die
sogenannten Formen Cre-ER' und Cre-ER™, die die Ligandenbindungsdoméane
eines mutierten humanen Ostrogenrezeptors tragen, der durch die exogene
Substanz Tamoxifen oder dessen Derivat 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) aktiviert
werden kann (Feil et al., 1996; Kellendonk et al., 1996; Zhang et al., 1996; Brocard et
al., 1997; Kellendonk et al., 1999; Schwenk et al., 1998; Indra et al., 1999;
Fuhrmann-Benzakein et al., 2000; Vooijs et al., 2001; Forde et al., 2002). Durch die
Bindung dieser exogenen Substanzen wird das Fusionsprotein aus seiner Bindung
mit Hitzeschockproteinen im Zytoplasma befreit, transloziert in den Kern und
vermittelt dort die Rekombination. Voraussetzung fur diese Cre-Induktion ist, dass
der naturliche Ligand nicht mehr an den Rezeptor binden kann. Denn nur so ist eine
kontrollierte Rekombination mdglich.

Eine weitere Mdglichkeit zur kontrollierten Genexpression in vivo ist das Tetrazyklin-
regulierte System (Gossen et al., 1992), dessen grol3er Vorteil seine Reversibilitat ist.
AulRerdem besteht die Mdglichkeit, mit Hilfe von Adenoviren eine Rekombination zu
erzeugen (Akagi et al., 1997). Dies konnte schon erfolgreich fir Hepatozyten gezeigt
werden (Lee et al., 1997; Wakita et al., 1998; Chang et al., 1999).
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2. Fragestellung

Die Induktion peripherer T-Zelltoleranz und ihre Brechung sind zentrale Themen
der Arbeitsgruppe. Dabei wurde in friheren Studien gezeigt, dass eine Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen gegen ein Gewebsantigen nicht ausreichend ist, um zu einer
Gewebezerstorung in dem entsprechenden Organ zu fuhren. Eine ,Konditionierung®
des Gewebes durch Entziindungsprozesse sowie eine hohe Frequenz autoreaktiver
T-Zellen sind notwendige Faktoren fiir die Entstehung von Autoimmunerkrankungen.
Unser Interesse gilt daher Proteinen, die Entziindungsprozesse perpetuieren bzw.
in der Apoptose von T-Zellen involviert sind. Das Gen ERAB (,endoplasmic
reticulum-associated amyloid p-peptide binding protein®) konnte in diesem
Zusammenhang eine wichtige Funktion haben. Durch persénliche Informationen
unseres Kooperationspartners D. Stern wissen wir, dass ERAB in der T-Zell-
Apoptose involviert sein konnte.

In der vorliegenden Arbeit sollten daher zur Untersuchung der in vivo Funktionen von
ERAB entsprechende Knock-out Mause etabliert und charakterisiert werden. Da
bereits Punktmutationen in Drosophila zu einem letalen Phanotyp fuhren, war dies
auch fur die Knock-out Mause zu befiirchten. Daher sollten konditionale Mause fur
ERAB generiert werden. Zur Herstellung der genetisch verédnderten Mause sollte die
Genkonstruktion tdber homologe Rekombination in ES-Zellen eingebracht werden.
Die  durch Injektion  positiv.  rekombinierter ~ ES-Zellklone  erhaltenen
Keimbahnchimaren sollten zunéchst mit Flp deleter Mausen verpaart werden, um
das zur Selektion der rekombinierten ES-Zellklone notwendige Neomyzin-Resistenz-
Gen zu entfernen. Durch die Verpaarung mit Cre deleter Mausen, die Cre
Rekombinase wunter einem ubiquitdren bzw. zelltypspezifischen Promoter
exprimieren, sollte in den resultierenden Tieren der Einfluss von ERAB auf den
gesamten Organismus bzw. auf die Funktion der entsprechenden Gewebszellen
untersucht werden.

Sowohl Tie2- als auch Ick-Cre transgene Tiere standen zur Verfugung. Der Tie2
Promoter erméglicht eine spezifische Cre-vermittelte Rekombination ausschlief3lich in
Endothelzellen und hamatopoetischen Stammzellen. Damit kann der Einfluss von
ERAB auf die Entwicklung verschiedener an der Immunantwort beteiligten Zellen
untersucht werden. Mit Hilfe der Ick transgenen Linie kdnnen die T-Zellen in
Bezug auf die ERAB-Funktion untersucht werden, und zwar speziell in

der T-Zellentwicklung und dem Verhalten dieser Zellen wéahrend der Apoptose.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Bezugsquellen
3.1.1.1. Chemikalien

Es wurden Chemikalien und Grundsubstanzen von den Firmen Sigma
(Deisenhofen), Serva (Heidelberg), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim) und Roth

(Karlsruhe) bezogen.

3.1.1.2. Enzyme

Die Restriktionsenzyme und andere DNA/RNA modifizierenden Enzyme wie DNase
und RNase wurden von den Firmen MBI Fermentas (St. Leon Rot), Roche
(Mannheim), Promega (Mannheim), New England Biolabs (Bad Schwalbach),
Stratagene (Amsterdam, Niederlande), Bioron (Ludwigshafen) und Invitrogen

(Eggenstein) bezogen.

3.1.1.3. Gebrauchswaren

Die Plastikartikel fur die Zellkultur und die molekularbiologischen Arbeiten wurden
von den Firmen Eppendorf (Hamburg), Gilson (Villiers le Bel, Frankreich), Greiner
(Frickenhausen), Falcon (Becton Dickinson), Nalgene, Nunc, Starlab (Ahrensburg)

und Renner (Dannstadt) bezogen.

3.1.2. Verwendete Kits

RNeasy Total RNA Kit (Qiagen) Isolierung von Gesamt-RNA aus
Gewebehomogenisaten und
Zellhomogenisaten Uber Saulen

SYBR® Green Core Reagents Real Time PCR zum Nachweis der
Genexpression in Geweben und
Zellen

MACS Microbeads Zellseparation mittels

magnetbeadgekoppelter Antikérper
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3.1.3. Gerate

Brutschrank Forma Scientific
Elektrophoresekammern Neo Biolab

Eismaschine Wesamat Zugck (Leimen)
FACScan/FACS-Calibur Becton Dickinson (Heidelberg)
FastPrep Instrument Qbiogene (Heidelberg)
Flussigstickstoff-Lagerbehalter Messer Griesheim (Dusseldorf)
Gamma-Strahlungsmessgerat Cobra Packard (Dreieich)

GeneAmp 5700 Sequence Detection System Applied Biosystems
Kaltlichtlampe KL 1500-Z Schott (Gottingen)
Kuhlzentrifuge Biofuge fresco Heraeus

Kahl- und Gefrierschrénke Liebherr; Bosch

Lumi-lmager Boehringer Mannheim
Magnetrthrer, Heizplatte MR 3002 Heidolph

Mikroskop Olympus

PCR-Block Peltier Thermal Cycler 200 MJ Research Inc. (Watertown, USA)
pH-Meter 761 Calimetric Knick

Photometer Ultraspec 2000 Pharmacia Biotech
(Schuttel-)Wasserbad Kottermann (Hanigsen)
Sterilbank Biogard Hood Baker Company Inc. (Maine, USA)
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus

Tom Tec Harvester Perkin Elmer

UV-Stratalinker 2400 Stratagene

Vakuumofen Heraeus

Waagen Satorius (Gottingen); Mettler
Zentrifuge Omnifuge 2,0 S Heraeus

3.1.4. Puffer und Lésungen

In der Regel wurden die Losungen mit doppelt deionisiertem und autoklaviertem
Wasser angesetzt, bei Elektrophoresepuffern genigt einfach deionisiertes Wasser.
Bei konzentrierten Stammldsungen ist der Konzentrationsfaktor in Klammern
angegeben. Lagerungstemperaturen sind ebenfalls in Klammern angegeben.

Ldsungen, die autoklaviert werden missen, sind mit * gekennzeichnet.
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BCIP-LOsung
Denaturierungslosung

Denhardt’s (-20°C) *

dNTP-Mix (10 x) (-20°C)

Gewebepuffer

Hybridisierungslosung (-20°C)

Ladepuffer (-20°C)

MACS-Puffer

NBT-L&sung
Neutralisierungslosung

PBS (10 X) *

PCR-Puffer (10 x) (-20°C)

Prahybridisierungslésung (4°C)

Puffer 1

Puffer 2

Puffer 3

50 pg/ml in 70% DMF/H,O
0,5 M NaOH; 1 M NaCl

1% Ficoll; 1% BSA; 1%
Polyvinylpyrrolidon

2mM dATP; 2 mM dTTP;
2mM dCTP; 2 mM dGTP

100 mM Tris/HCI pH 8,5;
200 mM NaCl; 5 mM EDTA;
0,2% SDS

5 x Denhardt’s; 4 x SSPE; 1%
SDS; 100 pg/ml Heringsperma-
DNA

0,1% Bromphenolblau; 0,1%
Xylen Cyanol FF; 15% Ficoll

1 xPBS pH 7,2, 0,5% FCS,
2 mM EDTA

75 mg/ml in DMF

0,5M Tris/HCIpH 7,4; 3 M
NacCl
1,3 M NacCl; 0,026 M KCI; 0,015
M KH,POQOy; 0,04 M NaoHPO,4
* 2 H,O

100 mM Tris/HCI pH 8,3,
500 mM KCI, 25 mM MgCl,* 6
H,O

2% Blockierungsreagenz
(Boehringer) in
Hybridisierungslosung

100 mM Tris/HCI pH 7,5; 150
mM NacCl

2% Blockierungsreagenz
(Boehringer) in Puffer 2

100 mM Tris/HCI pH 9,5; 100
mM NacCl; 50 mM MgCl,
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Restriktionspuffer (10 x) (-20°C)

Puffer blau

Puffer griin

Puffer orange

Puffer rot

SSC (20 x)

TAE (10 X)

TE (10 X)

Waschlosung

10 mM Tris/HCI pH 7,5;
10 mM MgCly; 0,1 mg/ml BSA

10 mM Tris/HCI pH 7,5;
10 mM MgCly; 50 mM NacCl;
0,1 mg/ml BSA

50 mM Tris/HCI pH 7,5;
10 mM MgCl,; 100 mM Nacl,
0,1 mg/ml BSA

10 mM Tris/HCI pH 8,5;
10 mM MgCly; 100 mM KClI;
0,1 mg/ml BSA

3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0

400 mM Tris/HAc pH 7,4;
50 mM NaAc; 10 mM EDTA

100 mM Tris/HCI pH 8,0;
100 mM EDTA

0,3 x SSC; 0,1% SDS

3.1.5. Medien und L6sungen fir die Zellkultur

Die fur die Zellkultur verwendeten Medien und Medienzusatze wurden von den

Firmen Invitrogen (Eggenstein), Difco (Detroit/USA) und Sigma (Deisenhofen)

bezogen.

Die Grundmedien werden durch Zugabe von Medienzuséatzen aus in der Regel 100 x

Stammlosungen erganzt. Das fOtale Kalberserum (FCS) wird vor Gebrauch

hitzeinaktiviert (45 min., 56°C), um Komplementfaktoren zu inaktivieren. L-Glutamin

ist instabil und wird dem Medium erst kurz vor Gebrauch zugesetzt.
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DMEM Grundmedium zur Kultivierung embryonaler Feederzellen (PEF):

FCS (inaktiviert)

L-Glutamin
Na-Pyruvat
Pen/Strep

2-Mercaptoethanol

HEPES

10%

2 mM

1 mM
100 U/ml
0,1 mM
10 mM

DMEM Grundmedium zur Kultivierung von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen):

FCS (inaktiviert)

L-Glutamin
Na-Pyruvat

2-Mercaptoethanol
nicht essentielle Aminosauren
LIF (CHO720LIF-Uberstand)

Selektionsmedium fir ES-Zellen:

DMEM-Vollmedium
G418 (Stocklésung 100 mg/l)

15%

2 mM
1 mM
0,1 mM
1x

10 mM

100 ml
180-330 pl

DMEM Grundmedium zur Kultivierung von Ohrfibroblasten:

FCS (inaktiviert)

L-Glutamin
Na-Pyruvat
Pen/Strep
HEPES

10%

2 mM

1 mM
100 U/ml
10 mM

RPMI Grundmedium zur Kultivierung von Thymozyten:

FCS (inaktiviert)

L-Glutamin
Na-Pyruvat
Pen/Strep

2-Mercaptoethanol

HEPES

10%

2 mM

1 mM
100 U/ml
0,1 mM
10 mM

RPMI Grundmedium zur Kultivierung von Milzzellen fir Proliferationsstudien (CTL-

Medium):

FCS (inaktiviert, CTL-getestet)

L-Glutamin
Pen/Strep

2-Mercaptoethanol

HEPES

10%

200 mM
10000 U/ml
145 M

10 mM
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Einfriermedium:

FCS (inaktiviert) 80%
DMSO 20%
3.1.6. Zelllinien
Tabelle 2: Verwendete Zelllinien
Zelllinien Herkunft
E14.1 Mannliche Blastocysten
PEF (Feeder) Primare embryonale Mausfibroblasten
aus E12-14 Embryonen
Ohrfibroblasten Primare Mausfibroblasten

primare T-Zellen

Thymus der Maus

primare Milzzellen

Milz der Maus
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3.1.7. Mauslinien

Tabelle 3: Verwendete Mauslinien

Mauslinie

Verwendung

C57BI/6 N (H-2b) (Inzuchtlinie)

Fur Verpaarungen der agouti Mause

C3H (H-2k) (Inzuchtlinie)

Fir Proliferationsstudien

CBA (H-2K) (Inzuchtlinie)

Fur Proliferationsstudien

Neo-Mause

Ubiquitare Expression des neo-Gens; zur
Gewinnung von primaren embryonalen
Fibroblasten fur die ES-Zellkultur

NMRI-Mause (Auszucht)

Ammen fUr Blastocystentransfer

Flp-deleter (H-2b) (Transgene Linie)

Ubiquitéare Flp-Expression; zur Deletion
des neo-Gens

Cre-deleter (H-2b) (Transgene Linie)

Ubiquitare Cre-Expression; zur
Herstellung der Knock-out Mause

Tie2 Cre (H-2b) (Transgene Linie)

Cre-Expression in Endothelzellen und
hamatopoetischen Zellen

Lck Cre (Transgene Linie)

Cre-Expression in T-Zellen

ERAB/FIp Kontrolllinie fur alle Experimente

ERAB/neo Linie mit einer gestérten ERAB-
Expression

ERAB/Tie2 Knock-out Linie fur ERAB in
Endothelzellen und hdmatopoetischen
Stammzellen

ERAB/Ick T-Zellspezifische Knock-out Linie fur

ERAB

Die Linie Cre deleter war als homozygote Linie verfigbar. Sowohl die Flp deleter

Mause als auch die Tie2 Cre- und Ick Cre transgenen Mause lagen als heterozygote

Mauslinie vor.

3.1.8. PCR-Primer
3.1.8.1. Primer fir die RT-PCR

HGPRT forward primer (24-mer):

5-GTT GGA TCAAGG CCAGACTTT CTT-3

HGPRT reverse primer (23-mer) :

5-GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG CT-3
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ERAB forward primer (21-mer) :
5-ATG GCT GCG GCA GTT GGG AGC-3
ERAB reverse primer (22-mer) :

5-CTC GAT TAG GGT CTG TAC CAG A-3°

3.1.8.2. Primer fur die Real Time PCR
Die Primer fur die Real Time PCR wurden mit dem Programm Primer Express
generiert.
HGPRT forward primer (25-mer) :
5"-ACA CCT GCT AAT TTT ACA GGC AAC A-3
HGPRT reverse primer (24-mer) :

5-TGG AAA AGC CAA ATA CAA AGC CTA-3

ERAB forward primer (21-mer) :
5-GGC ATC CGT GTG GTA ACA ATT-3
ERAB reverse primer (23-mer) :

5-GAA GTT TCG CAC TTT CTC TGG AA-3°

3.1.9. Antikorper

Monoklonale Antikorper, die in der Durchflusszytometrie verwendet wurden,
wurden als Biotin- oder Fluorochrom-Konjugate (FITC, PE, PercP-Cy5.5, APC) von

der Firma Becton Dickinson Biosciences (Heidelberg) bezogen.
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3.2. Methoden

3.2.1. Molekularbiologische Arbeitstechniken

3.2.1.1. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
Konzentrationsbestimmung Uber die Messung der optischen Dichte (OD)

Die Basen der DNA und RNA haben ein Absorptionsmaximum bei 260 nm. Das
Spektrum einer 1:400 Verdinnung fur Oligonukleotide und das Spektrum einer 1:35
Verdinnung einer RNA-Praparation werden im Bereich 300-320 nm gegen H,O
gemessen. Die Extinktion sollte zwischen 0,1 und 1 liegen, da in diesem Bereich
Extinktion und Nukleinsaurekonzentration proportional zueinander sind.

Die Nukleinsdurekonzentration fur Oligonukleotide errechnet sich aus der OD bei
260 nm, der Verdinnung, einem spezifischen Multiplikationsfaktor und der

Oligolange:

(OD x Verdinnung x 100)/Oligolange = Konzentration in pmol/ul

Die Nukleinsdurekonzentration fiir Ribonukleinsduren errechnet sich aus der OD bei

260 nm, der Verdinnung und einem fur RNA spezifischen Multiplikationsfaktor:

OD x Verdunnung x 40 = Konzentration in ng/ul

3.2.1.2. DNA-Prazipitation mittels Alkoholféallung

Ethanolféallung:

Zur nukleinsaurehaltigen Losung werden 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 5,6) und das
2 1/2 fache Volumen an 100%igem Ethanol gegeben. Nach dem Mischen wird auf
Eis oder bei -20°C inkubiert und dann abzentrifugiert (10 min., 13000 rpm, 4°C). Das
Pellet wird durch Waschen mit 70%igem Ethanol von Salz- und Alkoholresten
gereinigt, erneut zentrifugiert (5 min., 13000 rpm, 4°C), bei 37°C im Heizblock
getrocknet und in PBS aufgenommen (fir die Elektroporation mit ES-Zellen, siehe
3.2.2.7)).
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Isopropanolféllung:

Das Prinzip der Fallung entspricht dem der Ethanolfallung, jedoch fallt Isopropanol
Nukleinsauren viel effektiver als Ethanol.
0,6 Volumen Isopropanol reichen fir eine quantitative Fallung bei Raumtemperatur
aus. Um das Isopropanol nach der Fallung zu entfernen, muss anschlie3end die
DNA mit 70%igem Ethanol gewaschen werden (siehe 3.2.1.5. und 3.2.1.6.).

3.2.1.3. Restriktionsverdau

Einzelverdau:

Fur die Linearisierung der DNA fur die Elektroporation (siehe 3.2.2.7.) werden
50 pg Plasmid-DNA mit 1-5 U Restriktionsenzym in einem Volumen von 100 pl far
2,5 h bei 37°C inkubiert.

Je nach Pufferanspruch des verwendeten Enzyms werden die Verdaus in
unterschiedlichen Pufferldsungen (Blau, Rot, Grin, Gelb und spezielle Puffer)

durchgefuhrt.

Doppelverdau:

Ein Doppelverdau kann dann durchgefuhrt werden, wenn die verwendeten Enzyme
im gleichen Puffer eine ausreichend hohe Aktivitat besitzen (mind. 50%). Ist kein
geeigneter Puffer flr beide Enzyme vorhanden, wird erst mit dem Enzym verdaut,
das die geringere Salzkonzentration benétigt, dann wird der Ansatz mit Puffer

aufgestockt, bis die optimale Konzentration fir das andere Enzym erreicht ist.

3.2.1.4. Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten in
Agarosegelen

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese kdnnen DNA-Fragmente von 0,1-25 kb
Lange voneinander getrennt und identifiziert werden. Die Konzentration des
Agarosegels variiert je nach Bedarf zwischen 1-2%; hoherprozentige Gele ergeben
eine scharfere Bande.
Die Agarose wird in 1 x TAE-Puffer durch Aufkochen auf einer Heizplatte geldst und
nach kurzem Abkuhlen in eine Gelwanne gegossen, die ein Kamm zum Aussparen
der Geltaschen enthalt. Nach dem Erkalten des Gels wird der Kamm vorsichtig

entfernt und das Gel in die Elektrophoresekammer gelegt.
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Da die DNA-Losungen praktisch die gleiche Dichte besitzen wie der
Elektrophoresepuffer, wird ihnen 1/10 Volumen Ladepuffer mit zwei
Referenzfarbstoffen zugesetzt, der die Dichte der Proben erhdht und somit ein
Absinken der Proben in die Geltaschen ermdglicht. Mit Hilfe der Referenzfarbstoffe
kann der Elekrophoreseverlauf besser verfolgt werden.

Die Elektrophorese wird im Spannungsbereich von 60-90 Volt durchgefihrt. Zur
Abschéatzung der Fragmentgrofien wird ein Langenmarker mit aufgetrennt. Zum
Farben wird das Gel nach Beendigung der Elektrophorese fir 15-30 min. in
Elektrophoresepuffer, der 0,5 pg/ml Ethidiumbromid enthélt, gelegt. Die Banden

werden mit einem Lumi-lmager sichtbar gemacht und dokumentiert.

3.2.1.5. DNA-Praparation aus ES-Zellen in Kultur

Von der 12-Loch Platte, die der DNA-Gewinnung der ES-Zellen dient (siehe
3.2.2.8.), wird das Medium abgesaugt und die Zellen 1 x mit D'"PBS gewaschen.
Dann werden pro Loch 700 ul Gewebepuffer zupipettiert. Dadurch werden die Zellen
lysiert und es entsteht eine zahe LoOsung. Nach Uberfihrung in 1,5 ml
ReaktionsgefaRe wird jeder Probe 10 pl Proteinase K-Losung (10 mg/ml) zugesetzt
und die Suspension bei 56°C Uber Nacht verdaut. Am nachsten Tag wird die Probe
kurz abzentrifugiert (1 min., 13000 rpm, RT), da sich viel Kondenswasser am Deckel
des Reaktionsgefales gebildet hat. Durch Zugabe von 450 pl Isopropanol und
mehrmaligem Schitteln fallt die genomische DNA als dinner Faden aus. Dieser wird
mit einer zugeschmolzenen Glaskapillare zur Schmelzpunktbestimmung aufgefischt,
kurz in 70%igem Ethanol und dann in 100%igem Ethanol gewaschen und fir ca.
5 min. an der Luft getrocknet. Dann wird das Kapillarende in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal3, das 80-120 ul TE enthalt, gebrochen. Durch Schitteln auf einem
Thermoschittler (mind. 1 h, 65°C) Iost sich die DNA.

Fur die Southern Blot Analyse werden 20 pl DNA verdaut.
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3.2.1.6. Isolierung von DNA aus der Schwanzspitze und Organen

Die zur Southern Blot Analyse benétigte DNA wird aus einem ca. 1 cm grol3en
Stick Schwanzspitze von Mausen gewonnen. Die DNA aus Organen fir den
Apoptosenachweis mittels DNA-Leiter wird aus ca. 30-50 mg Organgewebe
gewonnen. Schwanzspitze oder Gewebe werden in ein 1,5 ml Reaktionsgefald mit je
700 ul Gewebepuffer Uberfihrt, das Gewebe wird zusatzlich noch mit einer Schere
zerkleinert. Dann wird wie unter 3.2.1.5. beschrieben mit einer Proteinase K-Ldsung
verdaut, die DNA mit Isopropanol gefallt und mit einem Schmelzpunktréhrchen
gefischt. Die Gewebe-DNA wird, je nach Gr6éRe des DNA-Fadens, in 60-700 ul TE
geldst, die Schwanzspitzen-DNA in ca. 100 pl TE.

Fur die Southern Blot Analyse der Schwanzspitzen-DNA werden 20 ul verdaut. Fir
den Apoptosetest mittels Gelelektrophorese der Organe werden je 20 ul Probe auf
ein 2%iges Agarosegel aufgetragen.

3.2.1.7. Neutraler Kapillartransfer von DNA auf Membranen und Filter
(Southern Blot)

Ziel des Southern Blot ist es, DNA-Fragmente, die zuvor mittels Gelelektrophorese
entsprechend ihrer L&nge getrennt wurden, auf einer Membran zu fixieren, um spater
durch Hybridisierung mit markierten Sonden einzelne DNA-Fragmente spezifisch
nachweisen zu kdnnen.

Vor dem Blotten muss das Gel vorbehandelt werden, d. h. nach dem Verdau der
genomischen DNA, der gelelektrophoretischen Auftrennung und Dokumentation wird
das Agarosegel 30 min. in 0,25 M HCI gebadet. Durch den HCI-Schritt wird die DNA
teilweise depuriniert und zerbricht dann in kleinere Fragmente, so dass auch eine
Analyse groRerer DNA-Fragmente moglich ist. Diese und die folgenden Inkubationen
werden auf einem Schittler durchgefihrt; das Gel sollte dabei schwimmen, damit die
HCI von beiden Seiten diffundieren kann. Das Gel wird kurz in Wasser gewaschen
und unter Schuitteln zur Denaturierung der DNA mit Denaturierungslosung behandelt.
AnschlieBend wird das Gel 30 min. in einer Neutralisierungslésung wieder
neutralisiert. Dann kann geblottet werden.

Unter Ausnutzung der Kapillarkrafte wird 20 x SSC-Puffer durch das Gel und die
Membran in einen Stapel von Papiertiichern gesogen. Die DNA wandert mit und
bleibt auf der Membran hangen. Fir diesen Vorgang werden folgende Lagen, unter

Vermeidung von Luftblasen, stapelformig dbereinander gelegt: zwei Bahnen
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Whatman-Papier, die mit den Enden in das Reservoir mit 20 x SSC als
Transferpuffer tauchen; das DNA-Gel; die mit Wasser vorbenetzte Membran; 1-2
Lagen Whatman-Papier; 15 cm saugfahige Einmal-Papierhandtlicher. Damit der
Transferpuffer nicht am Gel vorbeilauft, werden alle Komponenten inklusive der
Papierhandtticher auf die GelgréRe zurechtgeschnitten, und der ganze Blotaufbau
zusatzlich noch mit Frischhaltefolie abgedeckt. Durch den Flissigkeitssog aus dem
Reservoir in den Papierhandtuchstapel wird die DNA zum Filter gezogen und haftet
an ihm fest. Die DNA wird am nachsten Tag auf dem Tragermaterial fixiert. Dazu wird

die Nylonmembran UV-kreuzvernetzt (Stratagen UV-Crosslinker, Autocrosslink).

3.2.1.8. Herstellung nicht-radioaktiver Digoxigenin DNA-Sonden

Die Herstellung erfolgt mit Hilfe des ,Random Priming“. Bei dieser Methode wird die
doppelstrangige Template-DNA denaturiert und mit Zufallshexameren (,random
primers®) hybridisiert, die dann als Primer fur die DNA-Polymerase dienen. Die
Markierung erfolgt Giber den Einbau nicht-radioaktiv markierter Nukleotide.

Zur Herstellung einer DIG-markierten Sonde fur die Southern-Hybridisierung wird der
DIG-labeling Mix (Boehringer Mannheim) verwendet.

150 ng aufgereinigtes Fragment in 14 pl TE werden 10 min. bei 100°C denaturiert,
schnell abzentrifugiert (10 sec., 13000 rpm, RT) und auf Eis/Ethanol abgekihlt. Zu
dem Fragment werden 2 pl Zufallshexamere und 2 ul dNTP-Markierungsgemisch
pipettiert, gemischt und die Reaktion durch Zugabe von 1 pl Klenow-Enzym (5 U)
gestartet. Die Markierungsreaktion erfolgt fir 3 Stunden bis UN bei 37°C. Nicht
eingebaute Nukleotide werden durch eine anschlieRende Ethanolféallung entfernt und

das Pellet in 400 pl TE aufgenommen.
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3.2.1.9. DNA-DNA-Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden

Die Membran, auf der die DNA gebunden ist, muss vor der Hybridisierung erst
einmal geblockt werden, um die verbleibenden freien Bindungsstellen abzusattigen.
Diesen Vorgang bezeichnet man als Prahybridisierung. Dazu wird die Membran mit
der DNA bei 65°C in einem Schittelwasserbad fiir mindestens eine Stunde in 100 ml
Prahybridisierungslésung vorhybridisiert. Die Prahybridisierungslésung wird 10-20 x
wiederverwendet und bei 4°C gelagert.

Die Membran wird anschlieRend UN bei 65°C im Schuttelwasserbad in 100 ml
Hybridisierungslosung inkubiert. Die Hybridisierungslosung enthélt die Halfte einer
Sonde aus einer DIG-Markierungsreaktion und wird vor der Zugabe der Membran
10 min. im Wasserbad aufgekocht, um die Sonde zu denaturieren. Dann wird sie
kurz auf Eis abgekuhlt und im Schuittelwasserbad auf 65°C temperiert. Die
Hybridisierungslésung mit der Sonde kann ca. 10 x wiederverwendet werden und
wird bei -20°C gelagert.

Am Morgen nach der Hybridisierung wird der Filter 3 x 10 min. in auf 65°C
vorgewarmter Waschlésung gewaschen, um die unspezifisch hybridisierte Sonde zu

entfernen.

3.2.1.10. Signaldetektion nach der DNA-DNA-Hybridisierung

Bei der verwendeten Signaldetektion handelt es sich um einen indirekten
Nachweis. Die Markierung wird von einem spezifischen Antikérper gegen DIG
erkannt, an das ein Enzym, hier die Alkalische Phosphatase, gekoppelt ist. Diese

kann dann uber eine enzymatische Reaktion nachgewiesen werden.

Farbliche Detektion mit NBT/BCIP:

Die Signale auf der hybridisierten Nylonmembran werden bei RT detektiert, indem
der Filter nach den obigen Waschschritten zunéchst 1 min. in Puffer 1 aquilibriert
wird. AnschlieRend wird der Filter durch Schwenken in 30 ml Puffer 2 fir 30 min. bei
RT geblockt, um spéater eine unspezifische Bindung des Antikérpers zu verhindern.
Der Puffer 2 wird 10-20 x wiederverwendet und bei -20°C gelagert. Der Filter wird
nach dem Blocken kurz in Puffer 1 gewaschen und fir 30 min. in 10 ml Puffer 1 mit
150 mU/ml Alkalische Phosphatase gekoppeltem anti-DIG-Antikorper (a-DIG-AP,

Boehringer) inkubiert. Nicht gebundener Antikoérper wird durch 2 x 10 min. waschen
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mit Puffer 1 entfernt. Zur Farbentwicklung wird der Filter kurz in Puffer 3 umgepuffert
und unter Lichtausschluss in die Farbelésung gelegt (10 ml filtrierter Puffer 3 mit
45 pl NBT-LOsung und 35 pl BCIP-LOsung). Die blauvioletten Signale entwickeln sich
innerhalb von 1-15 Stunden. Als Referenz wird ein Uber Klenow-Fragment End-
Markierung mit DIG-dUTP erhaltener DIG-markierter DNA-Marker mitentwickelt.

3.2.1.11. RNA-Isolierung

3.2.1.11.1. RNA-Isolierung aus Geweben der Maus

Die Organe werden sofort nach dem Toten der Maus entnommen und in 1,5 ml
ReaktionsgefalRen in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Zur RNA-Isolierung werden ca. 30-50 mg Organ in 350-500 pl RLT Puffer/3,5-6 pl
B-Mercaptoethanol fir 20 sec. in einem 2 ml Reaktionsgefa3 mit Lysematrix D in
einem Fast Prep Instrument (Qbiogene) homogenisiert und dadurch lysiert.
AnschlieRend wird der Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR pipettiert, das
die gleiche Menge an 70%igem Ethanol enthalt. Nach kurzem Mischen mit der
Pipette wird diese Losung auf ein RNA-Schleudersaulchen gegeben und
abzentrifugiert (30 sec., 13000 rpm, RT). Danach wird der Durchlauf verworfen und
das Saulchen mit 350 ul RW1 Puffer gewaschen (30 sec., 13000 rpm, RT).
Um die nun noch vorhandene genomische DNA zu verdauen, wird ein DNase-
Verdau auf dem Saulchen durchgefuhrt. Dazu werden 10 pl eines Mixes aus DNase
und RDD-Puffer in die Mitte des Saulchens pipettiert und das Saulchen fur 15 min.
bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann erfolgen zwei weitere Waschschritte mit 350 pul RW1 Puffer (30 sec.,
13000 rpm, RT) und ein Waschschritt mit 500 yl RPE Puffer (30 sec., 13000 rpm,
RT). Nun wird das Saulchen in ein neues Auffanggefald gestellt und nochmals mit
500 ul RPE Puffer gewaschen (2 min., 13000 rpm, RT). Bei diesem letzten
Waschschritt sollen alle Reste von Puffer auf und an dem Séaulchen entfernt werden.
Zum Schluss wird das Saulchen in ein 1,5 ml RNase-freies Reaktionsgefall gestellt
und die RNA mit 30 pl DEPC-H,O, nach einer 1mindtigen Inkubation bei

Raumtemperatur, von der Saule eluiert (1 min., 13000 rpm, RT).
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3.2.1.11.2. RNA-Isolierung aus Zellen

Die Zellen werden in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur RNA-Isolierung

werden sie mit 350-500 ul RLT Puffer/3,5-5 pl B-Mercaptoethanol durch Vortexen
lysiert. Dann wird dieses Lysat auf ein QiaShredder Saulchen aufgetragen und fur 2
min. zentrifugiert (13000 rpm, RT). Die weitere Synthese entspricht der oben
beschriebenen Vorgehensweise fir Organe.
Die RNA-Menge wird photometrisch bestimmt und die Qualitdt durch eine
Gelelektrophorese kontrolliert. Dazu werden 1 ug RNA eingesetzt. Nicht degradierte
RNA erkennt man an den charakteristischen Banden im Gel (18S-rRNA der kleinen
40S und 28S ribosomalen Untereinheit und 5/5,8S-rRNA der grof3en 60S
ribosomalen Untereinheit).

3.2.1.11.3. Pellet Paint

Ist die RNA-Menge nicht messbar oder das Ausgangsmaterial nur in ganz geringen

Mengen vorhanden, kann man die RNA durch Pellet Paint, einem
Fluoreszenzfarbstoff, sichtbar machen.
Nachdem die RNA in 30 ul DEPC-H,0 eluiert wurde, gibt man 2 pL Pellet Paint,
unabhangig vom Ausgangsvolumen, und 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat zur RNA-
Ldsung und mischt vorsichtig durch Schitteln. Dann werden 2 Volumen 100%igen
Ethanol zugegeben, kurz gevortext und fir 2 min. bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach der Zentrifugation (5 min., 13000 rpm, RT) wird der Uberstand vorsichtig mit
der Pipette abgenommen. Am Boden des Reaktionsgefal3es ist nun die RNA als
farbiges Pellet sichtbar geworden. Nach dem Waschen mit 70%igem Ethanol
(5 min., 13000 rpm, RT) wird zuletzt nochmals mit 100%igem Ethanol gewaschen
(10 min., 13000 rpm, RT). Das Pellet kann nun an der Luft getrocknet und
anschlieBend in 10 pl DEPC-H,0O aufgenommen werden.

Die RNA kann direkt fuir die nachfolgende cDNA-Synthese eingesetzt werden.
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3.2.1.12. Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die Abkirzung cDNA steht fur ,complementary DNA", was so viel bedeutet wie die
einzel- bzw. doppelstrangige DNA-Kopie eines RNA-Molekiils.

Die cDNA wird als Ausgangsmaterial fur die nachfolgenden Polymerase-
Kettenreaktionen eingesetzt.

3.2.1.12.1. First Strand cDNA Synthese mit SuperScript Il RT

Die Reaktion besteht im wesentlichen aus zwei Schritten:

1. dem Erhitzen der RNA auf 70°C, zum Aufschmelzen der Sekundarstrukturen
der RNA

Abkuhlen auf RT zur Hybridisierung der Primer
2. der Reversen Transkription, d. h. dem Umschreiben der RNA in cDNA mittels

dem Enzym reverse Transkriptase, einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase

Als Primer kann man Oligo(dT)i2.1s-Primer (500 pg/ml), die aus 12-18 Thymidinen
bestehen, verwenden. Sie erlauben eine Synthese von kompletter cDNA, da sie an
den Poly-A"™-Schwanz der mRNA binden. Es gibt jedoch auch die Mdglichkeit,
zufallige Hexamerprimer (,random hexamers®) einzusetzen, die, wie der Name sagt,
irgendwo an die mRNA hybridisieren; das bedeutet, dass alle mRNA-Bereiche in der
cDNA vertreten sind, aber auch nicht-mRNAs.

Das Enzym reverse Transkriptase stammt aus dem ,Molony murine leukemia virus
(MMLV-RT)* und ist eine RNA-abhdngige DNA-Polymerase mit einer erhdhten
Thermostabilitat. Des weiteren wird der Reaktion noch ein RNase-Inhibitor zugesetzt.

Ansatz und Programm der cDNA-Synthese:

1. Oligo(dT)12-1s (500 pg/ml) oder Hexamerprimer (50 mM) 1l

0,5 ug RNA X Ml
dNTP-Mix (10 pmol) 1 pl
DEPC-H,0 auf 10 pl

— 65°C, 5 min., dann auf Eis
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2. 5 x First Strand Puffer 4 ul
0,1 M DTT (Dithiothreitol) 2 pl
RNasin (RNase Inhibitor) 1l
SuperScript Il RT (Reverse Transkriptase) 1 pl

— 42°C, 50 min.; 70°C, 15 min.
— auf Eis, Zugabe von 80 ul DEPC-H,0
Die cDNA-Synthese wird in einem PCR-Block durchgefuhrt.
Die Synthese wird durch den Nachweis fur das Haushaltsgen HGPRT (Hypoxanthin-

Guanin-Phosphoribosyl-Transferase) kontrolliert.

3.2.1.13. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR kann eine spezifische Sequenz eines DNA-Doppelstranges
amplifiziert (vermehrt) werden. Zu ihrer Durchfihrung werden zwei einzelstrangige
Oligonukleotide (Primer) bendétigt, die mit jeweils einem der Strange auf beiden
Seiten des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts hybridisieren. Aul3erdem braucht
man einen Mix aus den vier Desoxynukleosid-Triphosphaten und eine spezielle,
hitzebestandige DNA-Polymerase. Die Primer werden durch chemische Synthese
hergestellt.

Die PCR verlauft in drei Schritten, die in 20-40 Zyklen immer wieder durchlaufen
werden. Zu Beginn wird der DNA-Doppelstrang (,Template*) durch Erhdhen der
Temperatur auf 95°C denaturiert. Nach AbkiUhlung auf eine Temperatur zwischen
40°C und 70°C kommt es zur sequenzspezifischen Hybridisierung der Primer an die
einzelstrangige Template-DNA (Annealing). Danach wird die Temperatur auf das
Temperaturoptimum der verwendeten Tag-Polymerase erhoht, wobei der Primer
verlangert wird, bis wieder eine doppelstrangige DNA vorliegt, die der urspriinglichen
Template-DNA exakt gleicht (Elongation). Da die Komplementierung an beiden
Strangen der Template-DNA ablauft, wird in einem Zyklus die Zahl der Template-

DNAs verdoppelt, in nachsten Zyklus vervierfacht usw..
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3.2.1.13.1. Quantitative Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Die quantitative RT-PCR wird zur Quantifizierung von mRNA aus Zellen oder
Geweben eingesetzt.
Als externen Standard verwendet man ein Haushaltsgen (,housekeeping gene*®), von
dem man annehmen kann, dass es in konstanten Mengen in allen Zellen oder
Geweben exprimiert wird. Nun bezieht man die Menge an spezifischem Produkt auf
das Haushaltsgen, dessen Menge man fur eine Konstante halt.
Als Haushaltsgen wurde HGPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase)
verwendet.

Die RT-PCR wurde standardmalfig in einem 50 pl Ansatz durchgefihrt:

5ul PCR-Puffer

1 dNTP- Mix (10 mM)

2 ul forward primer (10 pmol)
2 ul reverse primer (10 pmol)
1,5 pl Taqg Polymerase

5ul cDNA

33,5 pl DEPC-H,0

3.2.1.14. Quantitative Real Time PCR (Quantitative Echtzeit-PCR)

Die Real Time PCR ist ebenfalls eine Methode zur Quantifizierung von
Nukleinsauren. Die Quantifizierung erfolgt hier tUber die Kinetik der PCR-Reaktion
und nicht, wie bei der RT-PCR, Uber die absolute Menge an PCR-Produkt.

Das Prinzip entspricht einer normalen Polymerasekettenreaktion mit den typischen
Schritten von Denaturierung, Annealing und Elongation.

In den ersten PCR-Runden gibt es eine weitgehend exponentielle Vermehrung der
cDNA. Akkumuliert jedoch das Produkt, steigen auch die stérenden Einflisse, so
dass sich der Prozess von einem linearen Wachstum bis zum Stillstand verlangsamt.
Die Sichtbarmachung der Reaktion erfolgt hier tber den sogenannten SYBR®Green
1 (molecular probes); dieser Fluoreszenzfarbstoff interkaliert, wie das
Ethidiumbromid, in doppelstrangige DNA, was zur Erhéhung der Fluoreszenz fluhrt.
Je mehr DNA synthetisiert wird, desto groR3er ist der Anstieg der Signalstarke. Diese
wird mit einem Kamerasystem detektiert und kann mit einem Computerprogramm
ausgewertet werden. Der PCR-Prozess lauft in einem automatisierten Thermocycler
ab.

Auch hier wird, wie bei der RT-PCR ein Primerpaar fir ein Haushaltsgen und ein

Primerpaar fur das zu untersuchende Gen eingesetzt. Bei der Auswertung wird dann

48



Material und Methoden

anhand der Kurven die Zykluszahl bestimmt, bei der das Produkt noch exponentiell
ansteigt. Um nun die relative Menge an mRNA in den einzelnen Proben zu
bestimmen, normalisiert man die Menge der mRNA des zu untersuchenden Gens zur

Menge der endogenen Referenz (Haushaltsgen).

Zusammensetzung des SYBR®Green Mix:

10 x Puffer

10 mM dNTPs

Hot Cold Star
Uracil-DNA-Glycosylase
SYBRGreen

ddH,0
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3.2.2. Arbeiten mit Embryonalen Stammzellen

3.2.2.1. Kultivierung embryonaler Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) sind pluripotente Stammzellen, die aus der
inneren Zellmasse von Blastocysten isoliert werden. Um ihre pluripotenten
Eigenschaften aufrecht zu erhalten, werden sie unter speziellen Bedingungen
kultiviert. Dem DMEM-Medium, das einen hohen Glucosegehalt aufweist (4500 mg/l),
wird LIF (Myeloid Leukemia inhibitory factor) zugesetzt, der zur Familie der Zytokine
(Interleukin 6) gehort und die Differenzierung der ES-Zellen verhindern soll. Das
DMEM-ES-Medium, das keine Antibiotika und nicht essentielle Aminosauren enthalt,
muss taglich gewechselt werden. Das dem Medium zugesetzte FCS wird vor der
Zugabe hitzeinaktiviert.

Die ES-Zellen wachsen auf einem Rasen von Nahrzellen (primédre embryonale
Fibroblasten bwz. Feeder), der ebenfalls zur Erhaltung ihrer urspringlichen
Eigenschaften dient. Nicht ausdifferenzierte ES-Zellen wachsen als ovale ES-Klone
mit glatter Oberflache und klarer Abgrenzung zum Feederrasen. ES-Zellen, die

ausdifferenzieren, verlieren diese Abgrenzung und wachsen in den Feederrasen ein.

3.2.2.2. Praparation neo-resistenter primarer embryonaler Fibroblasten

ES-Zellkulturen bendtigen zum Wachstum Monolayer von mitotisch inaktivierten
Fibroblasten. Durch die primaren embryonalen Fibroblasten (Feeder) haben die ES-
Zellen keinen direkten Kontakt mit dem Plastik der Kulturschalen. Dadurch wird das
Ausdifferenzieren der ES-Zellen verhindert.

Damit die Feeder nicht durch das fur die Selektion auf positiv rekombinierte ES-
Zellklone verwendete G418 abgetdtet werden, isoliert man sie aus Mausembryonen,
die ein transgenes neo-Gen tragen. Dazu werden schwangere neo-Mause (Tag 12-
14 p.c.) getotet, unter sterilen Bedingungen das Abdomen getffnet und der Uterus
freiprapariert. Dann wird der Uterus in einer Petrischale, die etwas D'PBS enthalt,
gewaschen, um Reste von Blut zu entfernen. AnschlielRend werden die Embryonen
ohne Reste von Uterus, Fruchtblase und Plazenta aus den Uterushdrnern und der
Amnionhohle herausprapariert und ebenfalls in eine Petrischale mit D'PBS gelegt.
Dieser Waschvorgang wird nochmals wiederholt, um so wenig Blut wie mdglich an

den Embryonen haften zu haben.

50



Material und Methoden

Nun werden alle roten Teile der Embryonen (Herz und Leber) mit einer spitzen
Pinzette entfernt. Bei Embryonen, die gro3er als 1-1,5 cm sind, muss noch der Kopf
entfernt werden. AnschlieRend werden die Embryonen nochmals in einer frischen
Schale mit D"PBS gewaschen, bis das ganze Blut entfernt ist.

Dann werden die Embryonen in eine trockene Petrischale tUberfihrt und mit Pinzette
und Schere zerkleinert, bis keine Klumpen mehr vorhanden sind. Die Zellen werden
vereinzelt, indem man 2 ml Trypsin (mit 5 mM EDTA) auf das Gewebe pipettiert. Die
Embryonen werden fir 5 min. bei 37°C im Brutschrank inkubiert und die
Trypsinwirkung wird mit 5 ml DMEM-Medium abgestoppt. Nun wird die Petrischale
etwas schrag gestellt, um die folgenden Resuspensionsschritte zu vereinfachen.
Zuerst wird die erhaltene Zellsuspension mit einer 1,8 x 60 Kanile (Butterfly) und
einer 10 ml-Spritze 2-3 x gut resuspendiert. Dann erfolgen weitere
Resuspensionsschritte mit einer 1,2 Strausskanule, einer 0,9 x 40 Kanile und zum
Schluss mit einer 0,7 x 32 Kanile. Am Ende durfen keine Zellklumpen mehr
vorhanden sein. Die Zellsuspension wird in einer 150 cm? Zellkulturflasche
(6 Embryonen pro Flasche) in DMEM-Medium bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Dies entspricht der Passage O.

Nach 3-4 Tagen, wenn die Zellen konfluent sind, werden sie 1:3 gesplittet und erneut
in 150 cm? Zellkulturflaschen ausgesét. Dies entspricht der Passage 1. Nach einem
weiteren 1:3-Umsetzen (Passage 2) sollten die Zellen als gleichmafiger, glatter
Rasen wachsen und kénnen dann direkt fur die Kultur von ES-Zellen verwendet oder
eingefroren werden. Die Zellen von drei 150 cm? Kulturflaschen werden in je vier
Kryoréhrchen verteilt. Nach dem Auftauen der Zellen wachsen die Feeder anfangs
noch schnell, stellen jedoch ihr Wachstum bis spatestens Passage 5 ein.

Bevor diese Zellen jedoch als Feederzellen verwendet werden kénnen, missen sie

durch Gamma-Betrahlung inaktiviert werden.

3.2.2.3. Auftauen priméarer embryonaler Feederzellen (PEF)

Die Zellen sind mit Einfriermedium in Kryoréhrchen in Flussigstickstoff eingefroren.
Zum Auftauen werden die Roéhrchen herausgenommen und zigig in der Hand
aufgewarmt, bis nur noch ein kleiner Eiskern vorhanden ist. Die Zellen werden im
Kryoréhrchen mit etwas Feedermedium mit einer 5 ml Pipette resuspendiert und in
ein 15 ml Falconréhrchen Uberfuihrt, das bereits 5 ml Feedermedium enthalt. Dann

erfolgt eine Zentrifugation (8 min., 12000 rpm, 4°C), um Reste von DMSO zu
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entfernen. Das Zellpellet wird in 5 ml Feedermedium resuspendiert und pro
Einfrierrdhrchen in zwei 150 cm? Zellkulturflaschen pipettiert. Es ist darauf zu achten,
dass der Boden der Kulturflasche vollstdndig mit Feedermedium bedeckt ist (ca.
30 ml Medium pro Flasche). Zwei bis drei Tage nach dem Auftauen wird das Medium

gewechselt und die Zellen je nach Konfluenz gesplittet.

3.2.2.4. Trypsinieren von adharenten Fibroblasten

Das Medium wird von der Kulturschale abgesaugt, die Zellen mit D'PBS
gewaschen und mit Trypsin/EDTA vom Plastik abgel6st. Die Trypsinwirkung wird mit
serumhaltigem Medium abgestoppt, die Zellen werden kurz resuspendiert und zur
Entfernung des Trypsins im Falconrohrchen abzentrifugiert (8 min., 12000 rpm, 4°C).
Der Uberstand wird abgesaugt, das Zellpellet in Medium resuspendiert und je nach

gewulnschter Zelldichte erneut ausgesat.

3.2.2.5. Mitotische Inaktivierung von Fibroblasten

Die priméaren Fibroblasten mussen, bevor sie als Nahrzellen (Feeder) fur die ES-

Zellen eingesetzt werden, in ihrem Wachstum gestoppt werden, da sie sonst die ES-
Zellen Uberwachsen und diese dadurch ihre pluripotenten Eigenschaften verlieren.
Die Feeder werden daher durch Gamma-Bestrahlung mit 6000 rad inaktiviert.
Fur die Bestrahlung der Feederzellen wird das Medium von der 150 cm?
Kulturflasche abgesaugt, die Zellen mit D'PBS gewaschen und mit
5 ml Trypsin/EDTA abgel6st. Die Trypsinwirkung wird mit Feedermedium abgestoppt
und die Zellen werden abzentrifugiert (8 min., 12000 rpm, 4°C). Der Uberstand wird
abgesaugt und das Pellet in 10 ml Feedermedium resuspendiert. Nach der
Bestrahlung mit 6000 rad fur 5,4 min. im Gamma-Strahlungsmessgerat werden die
Zellen gezahlt und auf mit Gelatine beschichteten Zellkulturplatten ausgesat.

Am nachsten Tag kbnnen ES-Zellen auf diesen Feederrasen ausgesat werden.
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Tabelle 4: Zellzahlen flr die Beschichtung mit Feederzellen

Platten-/Schalengrél3e Zellzahl
48-Loch Platte 4 x 10°
24-Loch Platte 4 x 10°
6-Loch Platte 3x10°

6-Loch Platte ES-DNA 1x10°
10 cm Schale 5x 10°

Bestrahlte Feeder kdnnen nur fir ca. eine Woche als Feeder fir die ES-Zellen
verwendet werden, da sich der Feederrasen ablosen kann. Des weiteren beginnen
die ES-Zellen auf alteren Feedern kugelig zu wachsen und spéater

auszudifferenzieren.

3.2.2.6. Auftauen und Einfrieren von ES-Zellen

Die ES-Zellen sind wie die Feederzellen mit Einfriermedium in Kryoréhrchen in
Flussigstickstoff eingefroren. Sie werden immer auf der Schalengréf3e aufgetaut, von
der sie eingefroren wurden.

Zum Auftauen werden die Réhrchen herausgenommen und zigig in der Hand
aufgewarmt, bis nur noch ein kleiner Eiskern vorhanden ist. Die Zellen werden im
Kryoréhrchen mit etwas ES-Medium und einer gestopften Pasteurpipette
resuspendiert und in ein 15 ml Falconréhrchen, das bereits 5 ml ES-Medium enthélt,
uberfuhrt. Nach einer Zentrifugation (8 min., 12000 rpm, 4°C) wird der Uberstand
abgesaugt und das Pellet in mdglichst kleinem Volumen mit ES-Medium und einer
gestopften Pasteurpipette resuspendiert. Die Zellsuspension wird in eine Schale, die
mit bestrahlten Feedern beschichtet ist, ausgeséat. Zuvor muss jedoch das
Feedermedium auf dieser Schale durch ES-Medium ersetzt worden sein.

Da das Wachstum der Zellen recht schnell ist, ist ein Umsetzen bei einer 1:10-
Verdinnung alle 2-3 Tage notwendig. Dazu wird von der Kulturschale das Medium
abgesaugt, die Zellen mit D'PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA abgeldst.
Durch Zugabe von 4 ml ES-Medium wird die Trypsinwirkung abgestoppt. Die
trypsinierten Zellen werden mit einer gestopften Pasteurpipette resuspendiert und in
ein 15 ml Falconréhrchen, das 5 ml ES-Medium enthalt, tberfuhrt und abzentrifugiert
(8 min., 12000 rpm, 4°C). Der Uberstand wird abgesaugt und das Zellpellet in
maoglichst kleinem Volumen mit ES-Medium und einer gestopften Pasteurpiptette

resuspendiert.
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Die resuspendierten ES-Zellen werden auf neue Schalen verteilt, die mit mitotisch
inaktivierten Feederzellen beschichtet sind. Zuvor muss jedoch auf diesen Schalen

das Feedermedium durch ES-Medium ersetzt worden sein.

3.2.2.7. Elektroporation von embryonalen Stammzellen

Fur die Elektroporation wird eine dichtgewachsene 10 cm Schale mit ES-Zellen
bendtigt, auf der etwa 1-3 x 10" ES-Zellen wachsen. Am Morgen vor der
Elektroporation wird das ES-Medium nochmals gewechselt.

Zu Beginn der Elektroporation wird das ES-Medium abgesaugt, die Zellen mit D"PBS
gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA abgel6st. Die Trypsinwirkung wird mit ES-
Medium abgestoppt, die Zellen werden gut mit einer gestopften Pasteurpipette
resuspendiert und in ein 15 ml Falconréhrchen, das bereits 5 ml ES-Medium enthélt,
tberfihrt und abzentrifugiert (8 min., 12000 rpm, 4°C). Das Zellpellet wird in
maglichst kleinem Volumen in ES-Medium aufgenommen und mit einer gestopften
Pasteurpipette gut resuspendiert, so dass keine Zellklumpen mehr vorhanden sind.
Nach Zugabe von 10 ml ES-Medium wird diese Zellsuspension in eine 15 cm
Gelatine-beschichtete Schale, die 10 ml vorgelegtes ES-Medium enthalt, Gberfuhrt.
Nach einer Inkubationszeit (20 min., 37°C), die dem Absetzen der noch in der
Zellsuspension vorhandenen Feederzellen dient, wird der Uberstand, der nun die
ES-Zellen enthélt, von der Platte in ein Falconréhrchen tberflhrt und abzentrifugiert
(8 min., 12000 rpm, 4°C). Das Zellpellet wird in 1 ml PBS (ohne Magnesium und
Calcium) mit einer gestopften Pasteurpipette resuspendiert und in ein 15 ml
Falconréhrchen tberfuhrt. Nach der Zentrifugation (8 min., 12000 rpm, 4°C) werden
die ES-Zellen in PBS aufgenommen; dabei wird eine Zelldichte von 2 x 107 Zellen/ml
eingestellt.

In einer auf Eis vorgekuhlten Elektroporationskivette (Biorad, 4 mm
Elektrodenabstand) werden nun 0,5 ml der ES-Zellsuspension und 50 pl zu
transfizierende Plasmid-DNA (entspricht 20 pg) gemischt und far 5 min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Plasmid-DNA ist zuvor durch Ethanolfallung steril
gemacht und in 50 pl PBS unter Schutteln geloést worden. Die Elektroporation erfolgt
bei 240 V und 960 pF; die Zellen werden nach dem Stromimpuls fir 10 min. auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wird die Zell-DNA-Suspension, die jetzt aufgrund vieler
lysierter Zellen eine schleimige Konsistenz hat, in wenig ES-Medium resuspendiert

und auf vier Feeder-beschichtete Schalen mit je 10 ml ES-Medium verteilt. Am
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nachsten Tag sind auf den Schalen bereits viele angewachsene kleine ES-Zellklone

erkennbar. Das ES-Medium wird nun jeden Tag erneuert.

3.2.2.8. Isolierung stabil transfizierter ES-Zellklone

Zwei Tage nach der Elektroporation wird das ES-Medium durch Selektionsmedium
mit G418 ersetzt, um auf stabil transfizierte ES-Zellklone zu selektionieren. Dazu wird
die entsprechende Menge an G418 dem ES-Medium zugesetzt und dieses wird
durch einen 0,22 um-Filter steril filtriert.

Nach zwei bis drei Tagen Behandlung mit dem Selektionsmedium bekommen die
Klone eine raue Oberflache und fangen an abzusterben. Diese Klone haben die DNA
nicht aufgenommen. Nach weiteren 3-4 Tagen sterben noch mehr Klone und die
uberlebenden stabil transfizierten Klone werden sichtbar. Es kénnen Klone mit einer
scharf abgegrenzten Membran gepickt werden. Diese stabilen Klone sind als
schiffchenformige Zellen sieben bis zehn Tage nach der Elektroporation auf den
Feederzellen erkennbar. Zum Picken werden in eine 96-Loch Mikrotiterplatte mit
U-Boden je 25 ul Trypsin/EDTA pro Loch vorgelegt, in die die gepickten Klone
transferiert werden sollen. Zum Picken wird ein Mikroskop in die Sterilbank gestellt.
Des weiteren wird das Feedermedium von 24-Loch Platten, die einen Tag zuvor mit
Feederzellen beschichtet worden sind, durch ES-Selektionsmedium ersetzt.

Von einer 10 cm Schale mit ES-Zellklonen wird das ES-Medium durch D'PBS
ersetzt. Die Klone werden einzeln mit einer 20 ul Eppendorfpipette aufgeschoben
und vom Feederrasen abgesaugt. Die Klone werden in die Mikrotiterplatte tGberfihrt
und nach 5-8 min. der Verdau durch Zugabe von je 50 pl FCS gestoppt. Die Klone
mussen nach dieser Zeit ausreichend verdaut sein, um in einzelne Zellen zu
zerfallen. Die Zellen durfen aber durch das Trypsin nicht abgetotet worden sein.
Diese nun 100 pl umfassende Zellsuspension wird durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren sehr gut resuspendiert und in ein Loch einer 24-Loch Platte transferiert.
Die ES-Zellen sollten nie langer als 30 min. ohne ES-Medium sein, d. h. nach dem
Picken wird das D"PBS sofort wieder durch ES-Medium ersetzt.

Klone, die in der 24-Loch Platte dicht gewachsen sind, werden frihestens 3-5 Tage
nach dem Picken auf eine mit Gelatine beschichtete12-Loch Platte und eine 24-Loch
Platte mit bestrahlten Feederzellen aufgeteilt. Von der 24-Loch Platte sind nur 12
Locher mit Feederzellen beschichtet, da die Wahrscheinlichkeit, dass 12 Klone gleich

schnell wachsen grol3er ist als die fur 24 Klone. Auf der 12-Loch Platte kbnnen die
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ES-Zellen ausdifferenzieren, da sie nur fur die Gewinnung von DNA verwendet
werden. In der 24-Loch Platte werden die ES-Zellklone eingefroren. Zum Umsetzen
wird das ES-Medium in den 24-Loch Platten abgesaugt, die Zellen mit D"'PBS
gewaschen und dann mit 200 pl Trypsin/EDTA pro Loch abgeldst. Die
Trypsinwirkung wird mit 1 ml ES-Medium pro Loch abgestoppt und die
Zellsuspension gut mit einer 1000 pl Eppendorfpipette resuspendiert. Von dieser
Zellsuspension werden 1000 pl in die 12-Loch Platte mit Feedermedium pipettiert
und 200 pl in die 24-Loch Platte, bei der das Feedermedium zuvor durch ES-Medium
ersetzt worden ist.

Bei der 24-Loch Einfrierplatte wird taglich das ES-Medium gewechselt, bis die Klone
dicht gewachsen sind. Dann wird das ES-Medium abgesaugt, die Zellen werden mit
D'PBS gewaschen und mit 100 pl Trypsin/EDTA pro Loch abgeldst. Die
Trypsinwirkung wird mit 100 pl FCS pro Loch abgestoppt. AnschlieRend wird pro
Loch 200 ul Einfriermedium dazupipettiert und die Platte sofort bei -80°C
weggefroren.

Auf der 12-Loch Platte, die der DNA-Gewinnung der ES-Zellen dient, wird das
Feedermedium hdchstens alle zwei bis drei Tage gewechselt, da es unerheblich ist,
ob die Zellen auf diesen Platten ausdifferenzieren. Aus den Zellen wird genomische
DNA fir eine Southern Blot Analyse der ES-Zellklone isoliert (siehe 3.2.1.5.).

3.2.2.9. Auftauen und Expandieren positiver ES-Zellklone

Zum Auftauen positiver ES-Zellklone in der 24-Loch Platte wird der ES-Zellklon mit
etwas ES-Medium direkt in der Platte aufgetaut. Die Zellen werden dann schnell in
ein 15 ml Falconréhrchen, in dem bereits 5 ml ES-Medium vorgelegt sind, transferiert
und abzentrifugiert (8 min., 12000 rpm, 4°C), um das DMSO zu entfernen.
AnschlieRend wird der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml ES-Medium
mit einer gestopften Pasteurpipette resuspendiert. Die Zellen werden dann in ein
Loch einer mit Feederzellen beschichteten und ES-Medium enthaltenen 24-Loch
Platte Uberfuhrt.

Wenn die Zellen dicht gewachsen sind, konnen sie in eine 12-Loch Platte, die
ebenfalls mit Feederzellen beschichtet ist und ES-Medium enthélt, Gberfihrt werden.
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3.2.2.10. Vorbereitung positiver ES-Zellen fiir die Blastocysteninjektion

Das ES-Medium eines dichtgewachsenen Lochs einer 12-Loch Platte wird
abgesaugt und die Zellen werden 2 x mit D'"PBS gewaschen, um tote Zellen und
Zellschrott zu entfernen. Dann werden die Zellen abtrypsiniert, die Trypsinwirkung
wird mit ES-Medium abgestoppt, die Zellsuspension mit einer gestopften
Pasteurpipette gut resuspendiert und in ein 15 ml Falconréhrchen mit 5 ml
vorgelegtem ES-Medium Uberfihrt. Nach der Zentrifugation (8 min., 12000 rpm, 4°C)
wird der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet mit einer gestopften Pasteurpipette
in 1-1,5 ml ES-Medium gut resuspendiert, damit keine Zellklumpen mehr vorhanden
sind. Zum Entfernen der Feederzellen, die spater bei der Mikroinjektion der ES-
Zellen in Blastozysten stéren wirden, wird die Zellsuspension in ein Loch einer mit
Gelatine beschichteten 12-Loch Platte transferiert. Die Platte wird fur 15-20 min. im
Brutschrank bei 37°C inkubiert, um ein Absetzen der Feederzellen zu ermdéglichen.
AnschlieRend wird unter dem Mikroskop kontrolliert, ob die ES-Zellen als einzelne
Zellen vorliegen. Der Uberstand, der nun die ES-Zellen enthalt, wird vorsichtig mit
einer gestopften Pasteurpipette abgenommen und in ein Kryoréhrchen tberfihrt. Die

Zellen werden bis zur Injektion auf Eis gelagert.
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3.2.3. Methoden zur Herstellung von Knock-out Mausen

3.2.3.1. Gewinnung von Blastocysten aus trachtigen C57BI/6 N-Mausen

Vier Tage vor der Injektion positiver ES-Zellklone in Blastocysten werden
Spontanverpaarungen von C57BI/6 N-Mausen angesetzt. Am nachsten Morgen wird
die Begattung der Weibchen anhand der sogenannten Vaginalpfropfe (VP)
makroskopisch uberpruft. Vaginalpfropfe sind koagulierte Proteine der méannlichen
Samenflissigkeit, die nach der Kopulation ca. 12 Stunden lang vorhanden sind und
dann aus der Vagina herausfallen. Die VP-positiven Tiere werden bis zur
Blastocystenpraparation in separaten Kafigen gehalten.

Die VP-positiven Weibchen werden am Tag 3,5 p.c. getotet und der Bauchraum wird
gedffnet. Zur Gewinnung der Blastocysten wird der gesamte Uterus mit einer
stumpfen Pinzette am Cervix gefasst, um die sich in den Uterushdérnern befindlichen
Blastocysten nicht zu verletzen. AnschlieRend wird mit einer spitzen Pinzette das
Fettgewebe abgestreift. Dann wird der Uterus durch Schnitte zwischen Eileitern und
Uterus sowie dem Cervix aus dem Bauchraum herausprapariert und in eine Schale
mit M2-Medium Uberfuhrt. Mittels einer 1 ml Spritze und einer stumpf geschliffenen
aufgesetzten 27g Kanule werden nun die Blastocysten mit M2-Medium aus den
Uterushdrnern herausgespdult. Dazu hélt man mit einer Pinzette das Uterushorn fest,
schneidet mit einem Skalpell die Enden der Uterushdrner ein und spilt mit der
Spritze die Blastocysten aus den Hornern heraus. Die Blastocysten kdnnen mit einer
Glaskapillare, an die ein Schlauch mit Mundstiick gekoppelt ist, aufgesaugt, in M16-
Medium gewaschen und bis zur Injektion in M2-Medium im Inkubator (37°C, 5% CO,)

kultiviert werden.

3.2.3.2. Injektion von ES-Zellen in Blastocysten

Um die ES-Zellen in Blastocysten zu injizieren, werden beide in M2-Medium auf
einen Objekttrager mit erhéhtem Rahmen, der als Injektionskammer dient,
transferiert. Die Apparatur besteht aus einer Injektionskapillare, in der die ES-Zellen
aufgesammelt werden und einer Haltekapillare, die die Blastocysten fir die Injektion
fixiert. Zur Injektion der Blastocysten verwendet man einen Objekttrager mit
erhohtem Rand. Auf diesen gibt man M2-Medium, welches mit Ol iberschichtet wird,
um eine Austrocknung zu vermeiden. In dieses Medium werden dann die

Blastocysten transferiert. Sowohl die Injektions- als auch die Haltekapillare arbeiten
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mit Oldruck. Fur die Injektion werden nun 20-25 einzeln vorliegende ES-Zellen in die
Injektionskapillare gesaugt, so dass diese wie eine Perlenkette aufgereiht vorliegen.
Die Blastocyste wird mit der Haltekapillare fixiert. Dann sticht man mit der
Injektionskapillare in das Blastocoel des Blastocysten und die ES-Zellen werden
durch leichten Druck injiziert. Anschliel3end zieht man die Injektionskapillare wieder
heraus. Die injizierten Blastocysten werden bis zum Transer in M16-Medium inkubiert
(37°C, 5% COy,).

3.2.3.3. Blastocystentransfer in scheinschwangere NMRI-Ammenmause

Die injizierten Blastocysten muissen nun in den Reproduktionstrakt einer
scheintrachtigen Amme implantiert werden, die die Jungen austragt und aufzieht.
Dazu werden drei Tage vor der Blastocystenpraparation NMRI-Weibchen mit
vasektomierten NMRI-Méannchen, d. h. Mannchen, deren Samenleiter durchtrennt
sind, verpaart. Am nachsten Tag werden die Weibchen auf einen positiven
Vaginalpfropf untersucht und die positiven Weibchen, in deren reproduktiven Trakt
sich jedoch keine befruchteten Eizellen befinden, werden bis zum Transfer in
separaten Kafigen gehalten. Fir den Embryotransfer hat man nun scheintréchtige
Mause am Tag 2,5 p.c.. Der zeitliche Unterschied nimmt auf die langsamere
Entwicklung der Blastocysten in vitro Rucksicht.

Zu Beginn werden die Ammenmause durch i.p.-Injektion eines Narkosemittels in
Abhangigkeit vom Koérpergewicht narkotisiert. Die Maus wird auf den Bauch gelegt
und die Haut wird mit einem kleinen dorsalen Schnitt an der Seite gedffnet. Dann
offnet man die Bauchdecke und zieht mit einer stumpfen Pinzette am Fettgewebe
Ovar, Eileiter und Uterus heraus. Diese werden vorsichtig mit einer GefalRklemme,
die am Fettpolster des Ovars befestigt wird, fixiert. Unter einem Stereomikroskop
werden die Embryonen, die sich in M2-Medium befinden, in den Uterus injiziert. Pro
Empfangermaus werden maximal 18 Blastocysten transferiert, die man auf die
beiden Uterushdrner verteilen kann. Nun wird die GefalRklemme entfernt, die Organe
wieder in die Bauchhohle gelegt, die Unterhaut vernaht und die Oberhaut
geklammert. Die Mause werden bis zum Aufwachen aus der Narkose in Kleenex-

Tudcher gewickelt, um sie vor Unterkiihlung zu schitzen.
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3.2.4. Methoden zur Arbeit mit Mausen

3.2.4.1. Isolierung von Organen fur die RNA-Synthese und die Histologie

Zur Organentnahme flir RNA- oder Histologieanalysen werden die Mause durch

CO,-Begasung getotet. Durch zervikale Dislokation kdnnte es zu einem Zerreif3en
der Blutgefal3e im Halsbereich kommen oder das Gehirn kdnnte verletzt werden.
Fur Histologieanalysen ist es besonders wichtig, dass die einzelnen Organe nicht bei
der Entnahme mit der Pinzette gequetscht werden, was sonst zu falschen
Ergebnissen fuhren kénnte. Die Organe werden fir Paraffinschnittanalysen sofort in
Formalin eingelegt. Fir RNA-Analysen werden die entnommenen Organe sofort in
flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.2.4.2. Organentnahme fur die Analyse der Oberflachenmarker von T-Zellen

Fur die Entnahme von Milz, Thymus und Lymphknoten fir FACS-Analysen werden
die Mause durch Begasung mit CO, getdtet. AnschlieBend wird der Bauchraum
geoffnet und die einzelnen Organe kénnen entnommen werden. Die Organe werden
mit Hilfe eines Stempels einer 5 ml-Spritze und etwas D'PBS durch ein Metallsieb
gedrickt und die Zellsuspension wird in einer 10 cm-Zellkulturschale aufgefangen.
Nach dem Waschen des Stempels und des Metallsiebes mit D'PBS wird die
Zellsuspension in ein 50 ml Falconréhrchen Uberfihrt und abzentrifugiert (8 min.,
12000 rpm, 4°C). Das Zellpellet kann nun in FACS-Puffer resuspendiert und fur die

Farbungen eingesetzt werden.
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3.2.4.3. Zellseparation mittels magnetbeadgekoppelter Antikérper

Die Trennung nach zellspezifischen Oberflachenmolekiilen mittels
immunomagnetischer Separation ermdglicht die Untersuchung einer einzelnen,
maoglichst reinen Zellpopulation. Dazu werden die Phanotypisierungsmarker
(,CD = cluster of differentiation”) mit superparamagnetischen Partikeln gekoppelt.

Zur Untersuchung der einzelnen Zellpopulationen werden der Maus Milz,
Lymphknoten und Thymus entnommen und wie unter 3.2.4.2. beschrieben
aufgearbeitet und die Zellzahl bestimmt. Die Zellen werden pro 1 x 10’ Gesamtzellen
in 90 pl MACS-Puffer resuspendiert und mit 10 pl Micro Beads pro 1 x 10’
Gesamtzellen fir 15 min. bei 4°C inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen mit
1-2 ml MACS Puffer pro 1 x 10’ Gesamtzellen gewaschen und fir 10 min. bei
5000 rpm abzentrifugiert. Dann werden die Zellen in 500 pl MACS Puffer
resuspendiert und auf ein magnetisches LS-Saulchen aufgetragen. Dieses LS-
Saulchen wurde zuvor in ein magnetisches Feld gebracht und mit MACS Puffer
aquilibriert.

Bei der Positiv-Selektion befindet sich die zu untersuchende Zellpopulation nach dem
dreimaligen Waschen der LS-S&ule mit MACS Puffer immer noch im magnetischen
Feld. Erst wenn die LS-Saule aus dem Magnetfeld genommen wird, kénnen die
Zellen mit Hilfe eines Stempels und Puffer aus der LS-S&ule eluiert werden. Die so

erhaltene Zellpopulation besteht nun nur noch aus der gewtinschten Subpopulation.

3.2.4.4. Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence-activated-cell-sorter)
besteht darin, dass Zellen anhand ihrer Gro3e, Struktur, Oberflacheneigenschaften
oder aufgrund ihrer intrazellularen Zusammensetzung unterschieden werden kdénnen.
Dazu markiert man die Zellen mit Antikbrpern, die gegen bestimmte zellulare
Strukturen gerichtet sind. Diese Antikdrper wiederum sind mit Fluoreszenzfarbstoffen
gekoppelt (direkte Markierung), die vom Laserstrahl erfasst werden konnen. Es
kommt zur Anregung der gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe mit anschliel3ender
Emission von Licht einer bestimmten Wellenlange.

Als Farbstoffe werden FITC (519 nm), PE (578 nm), PerCP (678 nm) und APC
(660 nm) verwendet. Bei biotinylierten Antikorpern ist eine Zweitinkubation mit einem

fluoreszenzgekoppelten Antikdrper notwendig (indirekte Markierung).
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3.2.4.4.1. Farbung der Zellen fur die FACS-Analyse

Nach der Aufarbeitung der Organe (wie unter 3.2.4.2.) werden die Zellen in FACS-
Puffer aufgenommen und fir 20 min. mit 50 pl der entsprechenden
Antikorperverdinnungen bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen mit FACS-Puffer
erfolgt entweder eine zweite Inkubation mit dem Sekundarantikdrper fir weitere
20 min. bei 4°C oder die Zellen kénnen gleich in 50 pl FACS-Puffer fur die Messung

aufgenommen werden.

3.2.4.5. In vitro Proliferationstest

Bei einem Proliferationstest wird die Teilungsfahigkeit von Zellen untersucht, z. B.
auch nach einer vorangegangenen Stimulation. Benutzt man zum Nachweis der
Proliferation markierte DNA-Bausteine, werden diese in die neu synthetisierte DNA
eingebaut, da sich genomische DNA vor der Zellteilung repliziert. Bei der Zellteilung
erhalten dann Mutter- und Tochterzellen aufgrund der semikonservativen Replikation
einen markierten DNA-Strang.

Far in vitro Proliferationsversuche wird die Milz enthommen, eine
Einzelzellsuspension in D"PBS hergestellt, die Zellen werden abzentrifugiert (8 min.,
1200 rpm, 4°C) und in 10 ml CTL-Medium resuspendiert und gezahlt. Zur Stimulation
konnen entweder durch Gamma-Bestrahlung (3000 rad, 3 min.) inaktivierte
Milzzellen (1 x 10° Zellen/2 ml) oder eine mit anti-CD3-gecoatete (5 pg/ml) 96 Loch
Rundbodenplatte verwendet werden. Das Coaten der Platte wird einen Tag vor der
Proliferation bei 37°C im Inkubator durchgefuhrt.

Die zu untersuchenden Zellen werden auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/2 ml
eingestellt und davon werden je 200 pl in ein Loch der oben vorbereiteten 96 Loch
Platte pipettiert. Die Zellen werden bei 37°C im Inkubator inkubiert. Dies entspricht
Tag O der Proliferation. Am Tag 3 werden die ausgesaten Zellen mit je 50 pl
*H-Thymidin (25 ml CTL-Medium + 500 pl ®H) tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am Tag
4 werden die Zellen in einem Tom Tec Harvester geerntet. Dazu werden die Zellen
von der 96 Loch Platte auf einen Filter transferiert, der anschlieBend mit
Scintillationsflissigkeit versetzt wird. Nun koénnen die Counts, d. h. die

Proliferationshohen, in einem Messgeréat ermittelt werden.
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3.2.4.6. Apoptoseinduktion in Thymozyten mit Dexamethason und FasL

Zur Untersuchung des Apoptoseverhaltens in Thymozyten wird die Maus durch
Begasung mit CO, getétet und anschlieRend der Thymus steril entnommen. Nach
Herstellung einer Einzelzellsuspension und der Zellzahlbestimmung (siehe 3.2.4.2.)
werden die Thymozyten mit einer Zellzahl von 2 oder 4 x 10° Zellen/ml (2 x 10° fiir
FasL, 4 x 10° fur Dexamethason) in einer 12 Loch Platte ausgesat und mit
verschiedenen Konzentrationen an Dexamethason oder FasL behandelt. Die
Apoptoserate in den Thymozyten kann mittels FACS-Farbung und -Messung ermittelt
werden. Dazu werden die Zellen geerntet, abzentrifugiert (5 min., 5000 rpm, RT) und
in Annexin V-Puffer resuspendiert. Die FACS-Farbung wird, wie unter 3.2.4.4.1.
beschrieben, durchgefiihrt. Als Marker fur die Apoptose verwendet man den
Antikérper Annexin V, der sich an Phosphatidylserin, ein bei apoptotischen Zellen an
der MembranaulRenseite befindliches Protein bindet, und den Farbstoff
Propidiumjodid. Dieses dringt nur in tote Zellen ein, so dass sich apoptotische und

nekrotische Zellen mit dieser Farbung gut unterscheiden lassen.

3.2.4.7. Fibroblastenprapartion aus Mauseohren

Zur Gewinnung von Ohrfibroblasten wird die Maus durch Begasung mit CO,
getotet. Dann werden die Ohren mit 70%igem Ethanol desinfiziert und die Ohrspitzen
mit einer sterilen Schere abgeschnitten. Die Ohren werden nochmals in
Zellkulturschalen mit Ethanol und D'PBS gewaschen, um Reste des Ethanols zu
entfernen. Nun Uberfihrt man jede Ohrspitze in eine neue 5 cm Zellkulturschale mit
je 5 ml RPMI-Medium, um Reste von D'PBS zu entfernen. Dann werden die
Ohrspitzen in je eine neue 5 cm Zellkulturschale mit 2 ml RPMI-Medium/Collagenase
A (150 U/ml) gelegt und mit einer kleinen sterilen Schere so klein wie méglich
geschnitten. Diese Schalen werden bei 37°C im Inkubator fur 2-4 Stunden inkubiert.
Nach Ende der Inkubationszeit werden die Stiicke in 15 ml Falconréhrchen, in denen
5 ml RPMI-Medium vorgelegt wurde, tberfihrt und abzentrifugiert (8 min., 1200 rpm,
4°C), um die Collagenase zu entfernen. Die Pellets werden mit einer gestopften
Pasteurpipette in DMEM-Medium resuspendiert und in neue 5 cm Zellkulturschalen,
die 5 ml DMEM-Medium enthalten, tberfuhrt.

Nach ca. 1 Woche sind die Fibroblasten erkennbar. Je nach Zelldichte werden sie

dann in Zellkulturflaschen Uberfihrt. Der Mediumwechsel erfolgt alle 3-4 Tage.
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4. Ergebnisse

Um die Funktion von ERAB (,endoplasmic reticulum-associated amyloid p-peptide
binding protein®) im Immunsystem untersuchen zu konnen, sollten in der
vorliegenden Arbeit Knock-out Mause hergestellt werden, die es erlauben, dieses
Gen sowohl im gesamten Organismus als auch in bestimmten Zelltypen zu

untersuchen.

4.1. Klonierung, ES-Zellkultur und Blastocysteninjektion zur
Herstellung von Knock-out Mausen

4.1.1. Klonierung des Konstruktes zur Generierung der ERAB Knock-out
Mause

Fur die Klonierung des Konstruktes zur Herstellung der Knock-out Mause fur ERAB
wurde aus einer Phagenbibliothek die genomische Sequenz fir das Gen isoliert.
Dieser Genbereich von ~1000 bp, der die kodierenden Sequenzen enthalt, wurde
durch enzymatische Verdaus mit den Restriktionsenzymen Xho | und Not |
ausgeschnitten.
Zur Inaktivierung der Genfunktion sollte das Exon 1 mit Hilfe des Cre/loxP-Systems
deletiert werden. Dazu wurden zwei loxP-Sequenzen in 3° — 5 Orientierung
eingefuihrt. Die erste loxP-Sequenz wurde stromaufwérts von Exon 1 in eine
Hind IlI-Schnittstelle eingefihrt, die zweite loxP-Sequenz wurde stromabwaérts von
Exon 1 mit dem Restriktionsenzym Eco R V eingebracht. Fir die Selektion positiver
Klone in der ES-Zellkultur wurde zusatzlich das Neomyzin-Resistenz-Gen (neo-Gen)
als Selektionsmarker in das Konstrukt kloniert. Dieses wurde mittels eines Hind IlI-
Verdaus in ein Intron vor das Exon 1 kloniert. Zur Deletion des neo-Gens wurden
stromaufwarts und stromabwérts dazu zwei FRT-Stellen in 3° — 5° Orientierung
eingefuhrt, die spater durch die Flp-Rekombinase erkannt werden kénnen und so zur
Deletion des neo-Gens fuhren (siehe Abb. 4).
Da ERAB ein X-chromosomales Gen ist, wird das Konstrukt in den nachfolgenden

Abbildungen immer mit X™" bezeichnet (mut fur Mutation).
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4500 bp EcoRV / 5130bp
5 3

Xho | BamH | Hind Il Not |

Exons 1 bis 6
ﬂ:—+
loxP neo loxP
—:Z—:Z# xmut
5 loxP neo Exon 1l loxP 3

Abb. 4: Konstruktaufbau zur Generierung der ERAB Knock-out Mause

Zur Herstellung der Knock-out Mause fur ERAB wurde ein Konstrukt hergestellt, dass
zur Deletion des Exon 1 im Gen fuhrt. Dazu wurden zwei loxP-Stellen stromaufwarts
und stromabwarts von Exon 1 kloniert.

Als Selektionsmarker fur die nachfolgende ES-Zellkultur wurde das Neomyzin-
Resistenz-Gen verwendet. Dieses wird von zwei FRT-Stellen flankiert, so dass es, ohne
das Exon 1 zu deletieren, durch die Flp-Rekombinase entfernt werden kann.

Das Konstrukt wurde bereits vor Beginn dieser Arbeit freundlicherweise von G. Kublbeck
kloniert.
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4.1.2. Herstellung stabil transfizierter ES-Zellklone fur das ERAB-Konstrukt

Zur Herstellung der Knock-out Mause fir ERAB wurde das Konstrukt (X™", siehe

Abb. 4) durch homologe Rekombination in ES-Zellen eingebracht. Dazu wurde die
ES-Zelllinie E14.1 aus dem Stamm 129P2/Ola Hsd verwendet. Embryonale
Stammzellen sind pluripotente Zellen und somit in der Lage, sich zu allen Zellen und
Geweben eines Organismus entwickeln zu koénnen. Durch die homologe
Rekombination findet ein Austausch des endogenen mit dem exogenen Gen statt.
Da die homologe Rekombination jedoch ein sehr seltenes Ereignis ist (< 1:500),
muss ein Selektionsmarker eingesetzt werden, um die stabil transfizierten ES-
Zellklone anzureichern. Dazu diente das Neomyzin-Resistenz-Gen (neo-Gen). Das
Konstrukt wurde durch Elektroporation in embryonale Stammzellen eingebracht.
Durch das neo-Gen konnte mit Ganciclovir (G418) auf positiv rekombinierte ES-
Zellklone selektioniert werden.
Im Gegensatz zu anderen Genkonstrukten, die zur Generierung von Knock-out
Mausen in unserem Labor eingesetzt wurden, waren hier mehrere
Elektroporationsversuche notwendig, um stabile ES-Zellklone zu erhalten. In einem
Versuch mit einer Ganciclovir-Konzentration von 160 pg konnte von 237
angereicherten ES-Zellklonen DNA isoliert und im Southern Blot auf homolog
rekombinierte Klone untersucht werden. Dazu wurde die genomische DNA mit dem
Restriktionsenzym Nco | verdaut und der Southern Blot mit der 3 -externen Probe
hybridisiert. Es konnten zwei komplett homolog rekombinierte Klone gefunden
werden, die Klone ERAB 183 und ERAB 303 (siehe Abb. 5).

66



Ergebnisse

23150 bp @

9416 bp S e Ak ~tlt wt
6557 bp ! rek.
4361 bp

Abb. 5: Southern Blot Analyse von angereicherten ES-Zellklonen

Nachweis des positiv rekombinierten ES-Zellklons ERAB 183
Von den angereicherten ES-Zellklonen wurde genomische DNA isoliert und mit
dem Restriktionsenzym Nco | verdaut. Durch die Hybridisierung mit der 3'-
externen Probe konnte auf positiv rekombinierte Klone getestet werden. Es wurden
zwei homolog rekombinierte Klone nachgewiesen, die Klone ERAB 183 und ERAB
303.
Hier wurde als Beispiel der Klon 183 abgebildet. Die Wildtypbande (wt) ist bei
11500 bp, die rekombinierte Bande (rek.) bei 7800 bp erkennbar.

4.1.3. Injektion der positiven ES-Zellklone ERAB 183 und ERAB 303 in
Blastocysten von C57BIl/6 N M&usen

Nach dem erbrachten Nachweis auf homologe Rekombination des Konstruktes in
den Klonen ERAB 183 und ERAB 303 durch die Southern Blot Analyse konnten
diese beiden ES-Zellklone in Blastocysten von C57BIl/6 N Mausen injiziert werden.
Die Blastocysten wurden anschlieend in den Uterus scheinschwangerer NMRI-
Ammenmause transferiert. Durch die unterschiedlichen Fellfarben der beiden
Mauslinien, 129 P2/Ola Hsd und C57BI/6 N, kénnen die positiven Nachkommen an
ihrer sogenannten agouti Farbe erkannt und als Chimaren bezeichnet werden.
Integrieren sich die ES-Zellen auch in der Keimbahn, so kénnen nach der
Verpaarung einer chimaren Maus mit einer C57BI/6 N Maus positive Nachkommen
erhalten werden. Die ES-Zelllinie E14.1 ist eine mannliche Zelllinie und kann nur zur
Ausbildung der mannlichen Keimzellen beitragen. Daher werden ménnliche chimare
Mause verpaart.
Um chimare Mause fur das Gen ERAB zu erhalten, wurden mehrere Injektionen
durchgefihrt. Diese sind in der nachfolgenden Tabelle 5 zusammengefasst.
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Injektionen der Klone ERAB 183 und
ERAB 303 in Blastocysten von C57BI/6 N Tieren

ES-Zellklon Anzahl injizierter WurfgrofRe C57BIl/6 N / agouti
Blastocysten

ERAB 303 15 / / /
ERAB 303 7 2 2 /
ERAB 183 5 / / /
ERAB 183 6 2 (2) / /
ERAB 303 24 11 5 6 (m)*
ERAB 303 14 / / /
ERAB 183 6 / / /
ERAB 183 10 / / /
ERAB 303 11 4(2) / 2 (m)
ERAB 303 16 8 2 6 (2m,4w)
ERAB 303 7 3 / 3 (m)
ERAB 303 7 3 / 3 (m)
ERAB 303 21 / / /
ERAB 303 15 4 (4) / /
ERAB 303 6 7(7) / /
ERAB 303 4 / / /

In Klammern sind bei der Wurfgré3e die Anzahl der Tiere angegeben, die gleich
nach der Geburt starben. Bei den agouti-Tieren ist in Klammern das Geschlecht der
Tiere angegeben (m=mannlich, w=weiblich).

Wie aus der Tabelle 5 zu sehen ist, wurden nach der Injektion des Klons ERAB 183
nur zwei Tiere geboren, die direkt nach der Geburt starben. Die Zellen dieses Klons
begannen auch schon nach 2-3 Tagen in Kultur auszudifferenzieren. Dies war an
ihrer veranderten Form zu erkennen. Daher wurden mit diesem Klon keine weiteren

Injektionen durchgefihrt.

Mit dem Klon ERAB 303 wurden mehrere Wurfe mit chiméren Tieren erhalten. Die
ersten sechs agouti Mannchen (*), die nach der Injektion des Klons ERAB 303
erhalten wurden (siehe Tabelle 5), zeichneten sich durch einen geringen Grad an
Chiméarismus aus. Alle sechs agouti Mannchen wurden im Southern Blot getestet und
mit C57BlI/6 N Weibchen verpaart. Die Anzahl der geborenen Tiere ist in
nachfolgender Tabelle 6 zusammengefasst. Interessant waren jedoch nur die
weiblichen Nachkommen, da ERAB auf dem X-Chromosom lokalisiert ist. Somit

kénnen nur die weiblichen Nachkommen die Mutation tragen (X™X).
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Tabelle 6: Verpaarungen der ersten sechs agouti Mannchen (*) mit C57BIl/6 N

Weibchen
Anzahl der Nachkommen
Mausnummer Anzahl geborene Tiere Fellfarbe
Chimares schwarz braun
1 73 73 /
2 66 66 /
3 13 13 /
4 95 93 2 (m)
5 114 100 14 (7m, 7w)
6 54 54 /

Bei den agouti-Tieren ist in Klammern das Geschlecht der Tiere angegeben
(m=mannlich, w=weiblich).

Die erhaltenen sieben weiblichen braunen Nachkommen wurden im Southern Blot
auf Keimbahntransmission Uberprift. Diese konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden. Die Anzahl der geborenen Tiere war hoch, doch unter ihnen befanden sich
zu wenige braune Tiere. Dies war mit dem geringen Grad des Chimarismus der
agouti-Tiere verbunden. Es ist jedoch aus der Literatur bekannt, dass der Anteil der
ES-Zellen in der Keimbahn von grol3er Bedeutung fir die Weitergabe an die
Nachkommen ist (Fedorov et al., 1997; Auerbach et al., 2000; Seong et al., 2004).
Daher wurden erneut Injektionen mit dem Klon ERAB 303 durchgefihrt. Diese
Injektionen sind bereits in der Tabelle 5 mit aufgefuihrt. Dabei konnten vierzehn
chimare Tiere erhalten werden, vier Weibchen und zehn Mannchen. Zwei dieser
Méannchen zeichneten sich durch einen besonders hohen Grad an Chiméarismus aus.
Die Tiere wurden alle im Southern Blot getestet. Dabei zeigten sich deutliche
Unterschiede in der Starke des ES-Zellanteils (siehe Abb. 6).
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23150 bp

9416 bp
6557 bp

4341 bp

Abb. 6: Southern Blot Analyse der chimé&ren Mause nach der zweiten Injektionsrunde

Mannchen

des Klons ERAB 303 (siehe Tabelle 5)

Von den chimaren Tieren wurde Schwanz-DNA préapariert. Diese DNA wurde anschlieRend
mit dem Restriktionsenzym Nco | verdaut und im Southern Blot mit der 3 -externen Probe

hybridisiert.

In den Chimé&ren mit der Nr. 8-10, 12 und 16 konnte die homologe Rekombination anhand der
BandengroRe bei 7800 bp nachgewiesen werden. Die Wildtypbande ist bei 11500 bp
erkennbar. Die Weibchen wurden ebenfalls getestet. Als Kontrolle ist der rekombinierte ES-

Zellklon ERAB 303 mit aufgetragen.

(M = Marker)

wt

rek.

7 8 9 10 1112 M1314151617 18 19 20 Klon

Weibchen 303

Es wurden von den zehn geborenen Chiméaren die funf Mannchen mit C57BI/6 N

Weibchen verpaart, bei denen der Chimarismus am starksten ausgepragt war. Die

Anzahl der Nachkommen dieser Chimaren ist in Tabelle 7 aufgefuhrt.

Tabelle 7: Verpaarungen der nachsten funf agouti Mannchen des Klons
ERAB 303 mit C57BI/6 N Weibchen
Anzahl der weiblichen Nachkommen

Mausnummer Anzahl geborener Tiere Fellfarbe Weibchen
Chiméres Weibchen schwarz braun
8 44 39 5
9 36 44 /
10 21 / 21
12 34 34 /
16 23 23 /

In der Tabelle sind nur die weiblichen Nachkommen aufgefihrt, da sie fur weitere

Verpaarungen wichtig waren.
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Nur mit den Chimaren Nr. 8 und Nr. 10 konnten weibliche braune Nachkommen
erhalten werden. Diese wurden im Southern Blot auf Keimbahntransmission
getestet. Bei den funf weiblichen Tieren vom Chimaren Nr. 8 konnte keine
Keimbahntransmission nachgewiesen werden, wohingegen alle weiblichen

Nachkommen des Chimaren mit der Nr. 10 Keimbahnchimaren waren (siehe Abb. 7).

PP T T T T ~W

23150 bp
nicht rek.
(wt) 9416 bp
rek. 6557 bp

Abb. 7: Typisierung der weiblichen Nachkommen auf Keimbahntransmission
Southern Blot Analyse der Verpaarung der Chimaren Nr. 8 und Nr. 10
mit C57BI1/6 N Mannchen
Von den weiblichen Nachkommen der Chimaren wurde Schwanz-DNA prapariert, die
mit Nco | verdaut und im Southern Blot mit der 3 -externen Probe hybridisiert wurde.
Dargestellt sind zwei positiv rekombinierte Weibchen des Chimaren Nr.10. Die
Rekombination ist an der Bande bei 7500 bp erkennbar. Des weiteren sind vier nicht
rekombinierte Weibchen des Chimaren Nr. 8 abgebildet, deren Wildtypbande bei
11500 bp liegt.

Die Nachkommen des Chimaren mit der Nr. 10 wurden mit Flp deleter Tieren, zur
Deletion des Neomyzin-Resistenz-Gens, und mit Cre deleter Tieren, zur Deletion des

Exon 1, verpaart.
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4.2. Die Kontrolllinie ERAB/Flp

4.2.1. Verpaarungsschema zur Generierung der Linie ERAB/FIp

Die positiven weiblichen F1-Nachkommen aus den Verpaarungen des Chimaren
Nr.10 mit C57BIl/6 N Tieren wurden mit Flp deleter Mausen verpaart. Diese Linie ist in
unserer Arbeitsgruppe als heterozygote Linie verfigbar. Die Flp-Rekombinase ist
nicht auf dem X-Chromosom lokalisiert.

Das Konstrukt wurde so kloniert, dass es durch die Verpaarung der F1-Nachkommen
mit Flp deleter Tieren zur Flp-vermittelten Rekombination zwischen den beiden FRT-
Stellen kam und dadurch nur das neo-Gen deletiert wurde. Exon 1 und somit auch
die Genfunktion blieben erhalten (siehe Abb. 8). Diese ERAB/FIp Linie liegt
mittlerweile als homozygote Linie vor und kann fur alle Versuche als Kontrolllinie
eingesetzt werden. Die Tiere entsprechen im Prinzip Wildtyptieren fir ERAB, jedoch
besitzen sie einen gemischten genetischen Hintergrund der Linien 129P2/Ola Hsd
und C57BI/6 N wie die nachfolgenden Knock-out Linien fir ERAB. Auf3erdem wurde
diese Linie als Ausgangslinie fur alle weiteren Verpaarungen zur Generierung
zellspezifischer Knock-out Linien fir ERAB eingesetzt.

Der Nachweis auf Rekombination in den ERAB/FIp Tieren wurde mit einer Southern
Blot Analyse erbracht (siehe Abb. 11, 4.3.1.).
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Flp-deleter XY X XM

5 loxP neo Exon 1l loxP 3
—:* Xl ek
5 loxP Exon 1 loxP 3

Y X rek. X rek. X rek.

Abb. 8: Verpaarungsschema zur Generierung der Kontrolllinie ERAB/Flp

A) Verpaarung eines Flp deleter Mannchens mit einem Weibchen, das die Mutation
(X™" tragt. Die Flp Rekombinase ist nicht auf dem X-Chromosom lokalisiert.

B) Durch Flp-vermittelte Rekombination zwischen den beiden FRT-Stellen wird
das Neomyzin-Resistenz-Gen deletiert. Dadurch kommt es auch zur
Eliminierung einer FRT-Stelle.

C) Die positiv rekombinierten Nachkommen aus dieser Verpaarung tragen nur noch
eine FRT-Stelle und ein unveréndertes Exon 1, das noch von seinen beiden
loxP-Stellen flankiert wird.

D) Die ERAB/FIp Kontrolllinie liegt mittlerweile homozygot vor.
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4.2.2. Nachweis der Expressionshéhe von ERAB in verschiedenen Organen
der ERAB/FIp Mause

Die homozygoten Tiere der Linie ERAB/FIp dienten in der weiteren Arbeit als
Kontrolltiere. Diese Tiere wurden dazu verwendet, die Genexpression von ERAB in
verschiedenen Organen zu untersuchen und teilweise Daten aus der Literatur zu
bestatigen. Um die Expressionshéhe in den Organen untereinander vergleichen zu
konnen, wurden die Genexpressionsstudien auf mRNA-Ebene mit Hilfe einer
guantitativen Real Time PCR durchgefuhrt (siehe Abb. 9).
Die erhohte Expression in Herz und Leber konnte, wie schon in der Arbeit von Yan et
al. (1997) beschrieben, auch hier gezeigt werden. Diese Organe zeigten mit der
Lunge und den Nieren die héchste Expression dieses Gens. Im Vergleich dazu war
diese im Kleinhirn und Grof3hirn nicht hoch. Die Expression in den Hoden ist wichtig
in Bezug auf die Fortpflanzungsfahigkeit der Tiere, da ERAB ein im
Steroidmetabolismus aktives Enzym ist, das zur Synthese von Dihydrotestosteron
beitragt (Hansis et al., 1998; He et al., 2000; Ivell et al. 2003; Baumann et al., 2006).
Zur Expression von ERAB in Thymus, Milz und Lymphknoten lagen noch keine

Studien vor. Dabei zeigte sich, dass die Expression in der Milz am niedrigsten ist.
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Abb. 9: Expressionsanalysen einzelner Organe von ERAB/FlIp Mausen

Zur Untersuchung der Expression des ERAB Gens in verschiedenen Organen wurden
drei ERAB/FIp Tieren Organe entnommen und fur eine RNA- und cDNA-Synthese
aufgearbeitet. Mit Hilfe der quantitativen Real Time PCR wurde die relative
Expressionshéhe von ERAB ermittelt. Die relative Expression von ERAB wurde gegen
den internen Standard HGPRT normalisiert.

Die Analyse ergab eine erhdhte Expression in den Organen Herz, Leber, Lunge und

Niere.

Die ERAB/FIp Linie diente als Ausgangslinie fur alle weiteren Verpaarungen mit
Cre transgenen Linien und hatte, wie die nachfolgenden Knock-out Linien fir
ERAB, einen gemischten genetischen Hintergrund der beiden Linien 129P2/
Ola Hsd und C57BI/6 N. Daher wurden diese Tiere als Kontrolltiere in den

Experimenten eingesetzt.
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4.3. Verpaarung zur Herstellung der ERAB Knock-out Mause

4.3.1. Verpaarung der Linie ERAB/FIp mit Cre deleter Tieren

Zur Generierung der ERAB Knock-out Mause wurden die homozygoten ERAB/Flp
Tiere mit Cre deleter Tieren verpaart, die Cre Rekombinase unter einem ubiquitaren
Promoter konstitutiv in allen Geweben exprimieren (Schwenk et al., 1995). Die Cre
deleter Linie ist eine homozygote Mauslinie, bei der die Cre Rekombinase auf dem X-
Chromosom lokalisiert ist. Bei dieser Verpaarung sollte durch Cre-vermittelte
Rekombination zwischen den beiden loxP-Stellen das Exon 1 deletiert und somit die
Genexpression gestort werden(siehe Abb. 10).

Da sowohl die Cre-Rekombinase als auch ERAB auf dem X-Chromosom lokalisiert
sind, waren in der ersten Generation dieser Verpaarung 50% der mannlichen
Nachkommen bereits Knock-out Tiere. Die Weibchen sind in der ersten Generation

zunachst heterozygot.

A XX x X Preky

B _:Qt#— xmut
5 Exon 1 3

C

5’ ( YX rek. ) ( X rek. X rek. ) YX X X rek. 3’

Abb. 10: Verpaarungsschema zur Generierung der ERAB Knock-out Mause

A) Verpaarung eines homozygoten Cre deleter Weibchens mit einem homozygoten
Mannchen der Linie ERAB/Flp. In den ERAB/FIp Tieren ist das Neomyzin-
Resistenz-Gen bereits deletiert.

Sowohl die Cre Rekombinase als auch ERAB liegen auf dem X-Chromosom.

B) Vor der Verpaarung wird das Exon 1 in den ERAB/FIp Tieren noch von zwei loxP-
Stellen flankiert.

C) Durch die Verpaarung mit Cre deleter Weibchen kommt es zur Cre-vermittelten
Rekombination zwischen den beiden loxP-Stellen und damit zur Deletion des
Exon 1, da dieses sowohl stromaufwarts als auch stromabwaérts von loxP-Stellen
flankiert ist. Zurlck bleibt eine einzelne loxP-Stelle.

D) Dies sind die Tiere, die aus der Verpaarung hervorgehen kénnen. Auf die Tiere
in () wird im Text eingegangen.
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Zur Generierung der Knock-out Tiere wurden mehrere Verpaarungen angesetzt.
Jedoch konnte, wie in nachfolgender Tabelle 8 zusammengefasst wurde, bei 43
uberlebenden ménnlichen Tieren kein einziges homozygotes Knock-out M&nnchen
mit der Rekombination auf dem X-Chromosom nachgewiesen werden (siehe Abb.
11). Statistisch gesehen hatten 50% der geborenen Mannchen, wie oben bereits
erwéhnt, Knock-out Tiere sein mussen. Alle lebenden weiblichen Nachkommen
waren heterozygote Tiere, d. h. die Rekombination erfolgte auf einem X-Chromosom
(siehe Abb. 10).

Weiterhin wurde beobachtet, dass von insgesamt 103 geborenen Tieren 25 Tiere 1-2
Tage nach der Geburt starben. Ein Grund fur dieses frihe Sterben war nicht zu
erkennen. Die Wurfgrol3e war etwas kleiner als bei anderen Verpaarungen, d. h. es
wurden von zwei Weibchen im Durchschnitt funf bis sechs Tiere geboren. Die
Wurfgro3e der ERAB/FIp Linie betrug dagegen im Durchschnitt acht bis 10 Tiere.
Diese toten Tiere wurden auch durch Southern Blot Analysen typisiert und auf
Rekombination getestet. Anhand der Tabelle 8 ist zu sehen, dass sich unter den

toten Tieren auch keine Knock-out Mannchen befanden.

Tabelle 8: Anzahl und Genotyp der Nachkommen aus den Verpaarungen von
homozygoten ERAB/Flp Tieren mit homozygoten Cre deleter Tieren

Geschlecht der Tiere lebend nach Geburt gestorben
Mannchen 43 (YX) 9 (YX)
Weibchen 35 (X“°X 16 (X“°X

In Klammern ist der Genotyp der Tiere angegeben
Auch die Anzahl der toten heterozygoten Weibchen war relativ grof3. Der Grund fur

das frihe Sterben ist nicht klar. Anhand dieser Zahlen wurde deutlich, dass es keine

homozygoten Knock-out Mannchen fur das Gen ERAB geben kann.

77




Ergebnisse

Flp rek. 10940 bp

rek. 7325 bp
wt 6633 bp
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Abb. 11: Southern Blot Analyse der Verpaarungen mit FIp- und Cre deleter
Tieren
Dargestellt ist ein heterozygotes Weibchen aus der Verpaarung eines Flp deleter
Tieres mit einem Nachkommen des Chimaren Nr. 10. Dabei ist eine
Wildtypbande bei 6633 bp sowie eine rekombinierte Bande bei 10940 bp zu
erkennen, die einer Flp-vermittelten Rekombination entspricht. Bei dem
Nachkommen des Chimaren (F1 Nachkommen) sieht man sowohl die
Wildtypbande bei 6633 bp als auch die rekombinierte Bande bei 7325 bp.
Des weiteren sind sechs Mannchen aus der Verpaarung eines weiblichen
Nachkommens des Chiméaren Nr. 10 mit einem Cre deleter Tier dargestellt. Hier
ist zu erkennen, dass alle Tiere Wildtyptiere waren, da die Bande bei 6633 bp
liegt.

In der Literatur gibt es eine Studie zu diesem Gen in der Entwicklung von Drosophila.
Bei diesen wird das homologe Gen zu ERAB scully genannt (Torroja et al., 1998).
Fliegen, die Mutationen in diesem Gen tragen, sind nicht lebensfahig, sie sterben
bereits im frihen Larvenstadium ab. Dies koénnte auch in einem frihen
Entwicklungsstadium der M&use der Fall sein.

Um ein frihes Absterben der Mause im Uterus nachzuweisen, wurden

Embryoanalysen durchgefuhrt. Dazu wurden den schwangeren heterozygoten
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Weibchen (X“*X“"® k) die mit Cre deleter Mannchen (YX“°) verpaart worden
waren, an Tag 7,5, Tag 8,5, Tag 9,5, Tag 12,5 und Tag 14,5 die Embryonen
entnommen und im Southern Blot getestet. Insgesamt konnten 37 Embryonen
analysiert werden. Dabei wurden jedoch nur heterozygote Weibchen (X“¢ X" ")
nachgewiesen.

Durch RT-PCR-Analysen mit Embryonen am Tag 7,5 von C57BI/6 N Mausen konnte
gezeigt werden, dass eine ERAB-Expression bereits in diesem frihen
Entwicklungsstadium nachweisbar ist (siehe Abb.12).

Abb. 12: RT-PCR-Analysen von C57BI/6 N

“ HGPRT Embryonen zum Nachweis der ERAB-
| Expression

Von C57BI/6 N Weibchen wurden Embryonen am Tag
7,5 entnommen und fir eine RNA- und cDNA-
Synthese aufgearbeitet. Anhand der durchgefiihrten
RT-PCR konnte eine ERAB-Expression bereits in
diesem friuhen Entwicklungsstadium der Tiere
nachgewiesen werden.

In A ist als Kontrolle die HGPRT-, in B die ERAB-

Expression dargestellt.

Anhand der gesammelten Informationen gehen wir davon aus, dass
homozygote Knock-out Tiere fir ERAB auf keinen Fall lebensfahig sein kénnen
und dass die Tiere bereits in einem sehr frihen Entwicklungsstadium im
Uterus der Mutter absterben.
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4.4. Die Linie ERAB/neo

4.4.1. Verpaarungsschema zur Generierung der ERAB/neo Linie

Eine weitere Mdglichkeit zur Herstellung von Knock-out Mausen fir ERAB war die
Verpaarung von weiblichen F1 Nachkommen des Chimaren (X™'X) mit Cre deleter
Mausen (YX ) (siehe Abb. 13). In den F1 Nachkommen ist das Neomyzin-
Resistenz-Gen noch nicht deletiert (siehe Abb. 4). Doch auch mit dieser Verpaarung
wurden, wie erwartet, keine Knock-out Tiere geboren. Jedoch wurden Mannchen
erhalten, die ebenfalls die Mutation tragen (YX™"). Diese Tiere besitzen sowohl das
Neomyzin-Resistenz-Gen als auch das Exon 1 und sind nicht rekombiniert (siehe
Abb. 13). Die Tiere werden daher in der Arbeit als ERAB/neo Linie bezeichnet.

A YX X XX
B —;—;*
5 loxP neo Exonl loxP 3
yxmt

Abb. 13: Verpaarungsschema zur Generierung der ERAB/neo Mause

A) Verpaarung eines homozygoten Cre deleter Mannchens mit einem F1
Weibchen, das die Mutation tragt. Vor der Verpaarung der F1 Tiere sind
sowohl das Exon 1 als auch das Neomyzin-Resistenz-Gen noch intakt, d. h.
bei den X™'X Weibchen wurde die neo-Kassette noch nicht deletiert.

B) Durch diese Verpaarung gibt es Mannchen, die die Mutation tragen (YX™").
Diese Tiere besitzen sowohl die neo-Kassette als auch das Exon 1, d. h. sie
sind nicht rekombiniert.
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4.4.2. Phanotypbeschreibung der ERAB/neo Mannchen

Durch diese Verpaarung gab es zum ersten Mal Mannchen mit der Mutation. Diese
ERAB/neo Mannchen entwickelten einen sehr ausgepragten Phanotyp. Eine
Erklarung fur dessen Auftreten ware eine gestorte Genexpression fur ERAB, die
durch das Neomyzin-Resistenz-Gen hervorgerufen wuirde. Aus verschiedenen
Studien ist bereits bekannt, dass die Insertion eines Neomyzin-Gens in Introns zu
Stérungen der Genexpression fiihren kann (Artelt et al., 1991; Colledge et al., 1995;
Meyers et al., 1998). Diese gestorte Genexpression konnte mit Hilfe der quantitativen
Real Time PCR bei diesen Mannchen auch nachgewiesen werden (siehe 4.4.3).

In den ersten Lebenswochen verlief die Entwicklung der nicht rekombinierten
Mannchen (YX™") normal, doch ab einem Alter von 11-14 Wochen zeigten die Tiere
aulRerlich eine stark ausgepragte Veranderung, die sich zuerst durch ein struppiges
Fell aul3erte. Was sich zuerst sehr langsam und nicht gleich erkennbar abzeichnete,
waren Bewegungsstorungen. Diese aufRerten sich in verlangsamtem Gehen, das sich
zunehmend verschlechterte. Ein Auftreten mit den Vorderpfoten war kaum mdglich.
Am Ende waren die Tiere vollig bewegungsunfahig und hatten Probleme mit der
Atmung. Hinzu kamen trube, teilweise verklebte Augen. Die Tiere starben oder
wurden in einem Alter von 15-24 Wochen (im Durchschnitt im Alter von etwa 18
Wochen) getotet.

Um den Grund fiur diese sehr starken Veranderungen und das frihe Sterben der
Tiere herauszufinden, wurden einige dieser Mannchen sowohl auf histologische
Veranderungen als auch auf eine mdgliche gestorte Genexpression von ERAB
untersucht. Etwa 90% der Tiere hatten eine sehr stark vergrol3erte Blase und
Blutungen im Darm. Diese waren durch einen schwarzen Darm zu erkennen. Des
weiteren war der Blutfluss der Tiere stark vermindert, ein Bluten durch die
Schwanzvene war nicht mdglich. Das meiste Blut hatte sich bereits im Darm
angesammelt. Die Nieren erschienen teilweise sehr hell, die Lymphknoten waren
stark verkleinert und meist kaum zu erkennen. Der Thymus hatte sich bereits stark
zuruckgebildet. Am auffalligsten jedoch war die sehr stark verkleinerte Milz, die
zumeist recht dunkel und durch eine raue Oberflache gekennzeichnet war.

In Abbildung 14 A ist als Vergleich ein C57BI/6 N Mannchen im Alter von 14 Wochen
dargestellt. In Abbildung 14 B sind zwei ERAB/neo Mannchen zu sehen. Auf den
Bildern ist sowohl eine gekrimmte Haltung als auch die angehobene Vorderpfote zu

erkennen.
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Abb. 14: Darstellung von einem C57BI/6 N- und zwei ERAB/neo Mannchen
In Abbildung A ist ein C57BI/6 N Mannchen im Alter von 14 Wochen dargestellt.

Dieses Tier zeigte eine normale Haltung, konnte mit seinen Vorderpfoten
auftreten und hatte ein glanzendes Fell.

In Abbildung B sind zwei ERAB/neo Mannchen im Alter von 18 bzw. 22 Wochen
dargestellt. Man kann deutlich die gekrimmte Haltung sowie die angezogene
Vorderpfote bei beiden Tieren erkennen. Beide Tiere hatten ein struppiges Fell.

In der nachfolgenden Abbildung 15 A sind ERAB/neo Mannchen dargestellt, die eine
stark vergroR3erte Blase haben. Die Blase ist in gesunden Tieren kaum zu erkennen,
was in Abb. 15 B bei einer C57BI/6 N Maus als Kontrolle verdeutlicht wird. Des
weiteren sieht man das Blut im Darm, helle Nieren und verkleinerte Milzen (Abb. 15
C, D). Die MilzgroRe wird in Abbildung 16 nochmals gezeigt, in der Milzen von

ERAB/neo-Mannchen (Abb. 16 A) mit Milzen gesunder ERAB/Flp-Kontrolltiere (Abb.
16 B) verglichen werden.
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Abb. 15: Darstellung des Phéanotyps der ERAB/neo Mannchen

A) Darstellung von drei ERAB/neo Mannchen im Alter von 16 Wochen.
Bei allen drei Tieren ist die Blase sehr stark vergrof3ert (—).

B) Als Vergleich ist ein gesundes C57BI/6 N Mannchen im Alter von 14 Wochen
dargestellt. Hier wird auf die Blase (—) und den Darm (—) hingewiesen.

C) Bei diesen beiden ERAB/neo Mannchen sieht man sehr deutlich die Blutungen im
Darm (—). Der ganze Darm hebt sich dadurch schwarz hervor. Bei dem rechten Tier
ist aulBerdem die grol3e Blase sehr gut erkennbar, wobei das Tier links im Bild eine
normale BlasengréfRe hat (—).

D) Bei den beiden Mausen in Abbildung C wird auf die verkleinerte Milz hingewiesen
(—). AuBerdem sieht man nochmals sehr schon die Blutungen im Darm (—) und die

hellrote Niere (—) (rechtes Bild), die normalerweise dunkelrot erscheint (—) (linkes
Bild).
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Abb. 16: Vergleich der Milzgré3en von ERAB/Flp Mannchen und
ERAB/neo Mannchen

A) Darstellung der verkleinerten Milzen von ERAB/neo Mannchen im Alter von
20 Wochen. Bei der Milz links sind Veranderungen auf der Oberflache zu
erkennen, die Milz auf der rechten Bildseite ist sehr stark verkleinert und
zum Teil auch schwarz. Die Milzveranderungen waren je nach Krankheits-
status der Tiere mehr oder weniger stark ausgepragt.

B) Zum Vergleich sind Milzen von gesunden Kontrolltieren der Linie ERAB/FIp
dargestellt. Diese sind grof3er und durch eine glatte Oberflache ohne
Verfarbungen gekennzeichnet.

Obwohl bei ERAB/neo Mannchen die Milzen zum Teil sehr stark verkimmert waren,
wiesen sie im Durchschnitt 5-10 x 10° Zellen pro Milz auf. Bei den Kontrolltieren
ERAB/FIp betrug die Zellzahl im Durchschnitt 60-70 x 10° Zellen pro Milz.

Die einzelnen Organveranderungen dieser Mannchen waren jedoch sehr deutlich
von ihrem Krankheitszustand abhéngig. Wurden Tiere getbtet, bei denen der
Phanotyp noch nicht so stark ausgepragt war, waren keine Blutungen im Darm
feststellbar. Leichte Veranderungen in der Milzgrél3e und die grol3e Blase waren aber
schon zu erkennen. Verpaarungen waren mit diesen Mannchen nicht mdglich, auch
nicht in der 7. bis 11. Lebenswochen, als die Tiere noch gesund waren. Auf einen

mdglichen Grund der Zeugungsunfahigkeit wird in 4.4.4. naher eingegangen.
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4.4.3. Genexpressionsanalysen verschiedener Organe

Mit Hilfe der quantitativen Real Time PCR konnte eine gestdrte Genexpression in
verschiedenen Organen nachgewiesen werden. Im Herz war die ERAB Expression
fast genauso hoch wie in den Kontrolltieren, wohingegen sie im Kleinhirn und
Grol3hirn stark vermindert war. Die Milz zeigte als einziges Organ eine erhohte ERAB
Expression (siehe Abb. 17).
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Abb. 17: Genexpressionsanalysen von Organen der ERAB/neo Mannchen mit
Hilfe der quantitativen Real Time PCR

Fur die Expressionsanalysen wurden drei ERAB/neo Mé&nnchen, die starke
Krankheitssymptome zeigten, analysiert. Dazu wurden den Tieren die Organe
entnommen und davon eine RNA- und cDNA-Analyse durchgefuhrt. Mit Hilfe der
guantitativen Real Time PCR wurde die relative ERAB Expression ermittelt. Die
relative Expression von ERAB wurde gegen den internen Standard HGPRT
normalisiert.

Es konnte eine gestdrte Genexpression im Vergleich zu den Kontrolltieren der Linie
ERAB/FIp nachgewiesen werden. Diese &auferte sich durch eine verminderte
Genexpression in den Organen Kleinhirn, Grof3hirn, Leber, Lunge, Niere, Hoden
und Thymus. Die einzige Erhéhung der Genexpression zeigte sich in der Milz. Die
Expression im Herzen war vergleichbar mit der bei den Kontrolltieren.

Anhand dieser Daten wird deutlich, dass das neo-Gen zu einer gestorten
Genexpression fuhrte, die sich, bis auf die Milz, in einer verminderten Expression von
ERAB aulierte.
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4.4.4. Histologische Untersuchungen

Fur erste histologische Untersuchungen wurden ERAB/neo Mannchen, die sehr
starke Krankheitssymptome zeigten, und C57Bl/6 N Mannchen als Kontrollen
eingesetzt, um einen Vergleich zwischen gesunden und kranken Tieren zu haben.
Die Mause wurden vor der Organentnahme gewogen, um spéter die einzelnen
Organgewichte in Bezug auf das Korpergewicht bestimmen zu kdnnen. Damit
konnten Vergleiche zwischen den beiden Mauslinien durchgefiihrt werden. Wichtige
Organe waren das Gehirn (aufgeteilt in Kleinhirn und Grof3hirn), Thymus, Herz,
Lunge, Leber, Milz, Nieren, Nebenniere, Lymphknoten, Darm (aufgeteilt in Dinndarm
und Dickdarm), die Hoden, Blase, Prostata und der Skelettmuskel.

Das Korpergewicht der ERAB/neo Mannchen betrug im Durchschnitt 22 g, genau
wie das der Kontrolltiere. Bei den Organgewichten war die Milz das auffalligste
Organ. Ihr Gewicht entsprach bei den ERAB/neo Mausen im Durchschnitt nur 0,16%
des Korpergewichtes, wohingegen die C57BI/6 N Mause im Durchschnitt eine Milz
hatten, die 0,47% ihres Korpergewichtes ausmachte. Die anderen Organgewichte
waren bei kranken und gesunden Tieren im Mittel gleich.

Von den einzelnen Organen wurden Paraffinschnitte angefertigt, mit denen
eine Hamatoxylin/Eosin Farbung durchgefihrt wurde. Die lichtmikroskopischen
Untersuchungen der oben aufgelisteten Organe zeigten eine unveranderte Struktur
der verkleinerten Milz der ERAB/neo Tiere im Vergleich zu den Kontrollen (siehe
Abb. 18). Veranderungen zeigten nur die Hoden. In diesen konnte bei den ERAB/neo
Méannchen im Vergleich zu den Kontrollen eine stark verminderte Anzahl an reifen
Spermatiden und somit eine Subfertilitat festgestellt werden (siehe Abb. 19). Damit
konnte die fehlende Fertilitdt dieser Tiere erklart werden. Da ERAB ein wichtiges
Enzym im Testosteronstoffwechsel ist, konnte in diesen Tieren jedoch auch eine
verminderte Testosteronmenge vorliegen (Hansis et al., 1998; Ivell et al., 2003).
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C57BI/6 N ERAB/neo

Abb. 18: Histologischer Vergleich der Milzen von C57BI/6 N- und ERAB/neo
Mannchen

Im Vergleich sind die Milzen von einem C57BIl/6 N Mannchen im Alter von 12 Wochen und

von einem ERAB/neo Mannchen im Alter von 14 Wochen dargestellt. Von beiden

Organen wurden Querschnitte angefertigt.

In der Struktur dieses Organs sind histologisch keine Unterschiede zwischen den beiden
Mauslinien zu erkennen.

VergrofRerung: 10 x

C57BI/6 N ERAB/neo

Abb. 19: Histologischer Vergleich der Hodengewebe von C57BI/6 N- und ERAB/neo
Mannchen

Im Vergleich sind die Hodengewebe von einem C57BI/6 N Mannchen im Alter von 12

Wochen und von einem ERAB/neo Mannchen im Alter von 14 Wochen dargestellt.

Die Kopfe der reifen Spermatiden und Spermatozoen treten als farbdichte, kommaférmige

Gebilde deutlich hervor. Wie in diesen Ausschnitten gut zu erkennen ist, sind bei den

ERAB/neo Mannchen viel weniger reife Spermien und Spermatozoen vorhanden.
VergrofRerung: 40 x
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4.4.5. Untersuchungen verschiedener Organe von ERAB/neo Mannchen auf
Apoptose

Da die Todesursache der Tiere noch nicht nachgewiesen werden konnte, wurde
die genomische DNA verschiedener Organe von ERAB/neo Ménnchen auf Apoptose
untersucht. Eine mdgliche Ursache fur deren Tod ware multiples Organversagen. Um
dies festzustellen, wurden den Tieren kurz vor ihrem Tod die Organe entnommen
und davon genomische DNA isoliert. In einem friihen Stadium der Apoptose kommt
es zur Spaltung der genomischen DNA in Mono- und Oligonucleosomen durch
apoptosespezifische Endonucleasen. Durch diese Spaltung entstehen DNA-
Fragmente mit einer Grol3e von jeweils 146 Basenpaaren. Diese fiur eine frihe
Apoptose charakteristische DNA-Leiter lasst sich in einem Agarosegel darstellen. Bei
einer fortgeschrittenen Apoptose ist auf dem Agarosegel nur noch ein DNA-Schmier
zu erkennen, da die DNA schon zu stark degradiert ist.
Als Kontrolltiere wurden die ERAB/FIp Mannchen gleichen Alters eingesetzt. Mittels
dieses Verfahrens konnte in den ERAB/neo Méannchen in einigen Organen eine sehr
weit fortgeschrittene Apoptose nachgewiesen werden. Die Organe mit den
haufigsten Fallen von Apoptose waren die Milz, die Nieren, der Darm, die Hoden, die
Leber, der Thymus sowie das GroRRhirn. Diese Organe sind in folgenden
Agarosegelbildern (siehe Abb. 20) sowohl fiir ein Kontrolltier der ERAB/FIp Linie als

auch fur ein ERAB/neo Mannchen als Beispiel dargestellt.
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Abb. 20: DNA-Analysen von Organen der ERAB/FIp- und ERAB/neo
Mannchen zur Untersuchung der Apoptose
Zur Untersuchung der Apoptose in verschiedenen Organen wurden von
ERAB/FIp Tieren als Kontrolle und von ERAB/neo Mannchen jeweils die Organe
entnommen und daraus die genomische DNA isoliert. Die einzelnen DNA-Proben
wurden auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen.
Bei dem Kontrolltier konnte in allen Organen keine Apoptose nachgewiesen
werden. Jedoch zeigte sich bei den Organen Milz, Dickdarm, Dinndarm und
Thymus der ERAB/neo Maus die charakteristische DNA-Leiter fur die Apoptose.
Bei den Organen Leber, Niere und Hoden war nur noch ein DNA-Schmier auf
dem Gel erkennbar, d. h. die DNA war schon zu stark degradiert.
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4.4.6. Der 2-Methyl-3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (MHBD)-
Mangel

In einer Veroffentlichung der Gruppe von Wanders (Ofman et al., 2003) wurde das
ERAB als Homologes des Enzyms 2-Methyl-3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase
beschrieben. Dieses Enzym katalysiert den Abbau der verzweigtkettigen Aminosaure
Isoleucin. Der MHBD-Mangel wurde als eine X-chromosomale Krankheit
beschrieben, da das HADH Il Gen, welches MHBD kodiert, ein X-chromosomales
Gen ist (Ofman et al., 2003). Jungen, die diese Stoffwechselkrankheit haben, leiden
an einer neurodegenerativen Erkrankung, die sich von einer milden mentalen
Retardierung (Olpin et al., 2002) bis hin zu einem progressiven Krankheitsverlauf
entwickeln kann (Zschocke et al., 2000; Ensenauer et al., 2002). Diese betroffenen
Kinder sind nicht in der Lage zu sprechen, etwas zu greifen, zu sitzen oder zu gehen.
Meist sterben sie bereits im Sauglingsalter oder in sehr jungen Jahren. Als Folge
eines gestorten Isoleucin-Abbaus kommt es bei den betroffenen Personen zu
Anhaufungen von 2-Methyl-3-Hydroxybutyrat und Tiglylglycin im Urin (siehe Abb. 3).
Durch die Beschreibung der Krankheitssymptome dieser Patienten und der
Homologie von ERAB zum Enzym MHBD wurden Studien mit ERAB/neo-
Mannchen durchgefuhrt, um eventuelle Parallelen zwischen der menschlichen
Stoffwechselkrankheit und dem Phéanotyp der ERAB/neo Méause festzustellen. Die
Mause zeigten durch ihr Verhalten dhnliche Symptome wie die betroffenen Kinder.
Um den Isoleucinstoffwechsel in ERAB/neo Mannchen zu untersuchen, wurde von
diesen Mannchen und von Kontrolltieren der Linie ERAB/FIp Urin gewonnen und
durch Gaschromatographie und Massenspektrometrie auf verschiedene organische
Sauren untersucht. Die Analysen wurden freundlicherweise in der Arbeitsgruppe von
Dr. Jorn Oliver Sass im Zentrum fur Kinderheilkunde- und Jugendmedizin im
Universitatsklinikum Freiburg durchgefuhrt.
Die organischen Sauren und ihre Funktion sind in nachfolgender Tabelle 9

aufgelistet.
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Tabelle 9: Untersuchte organische Sauren im Urin der ERAB/FIp- und ERAB/neo-
Mannchen und ihre Funktionen im Stoffwechsel

Organische Saure Auftreten im Stoffwechsel

2-Oxo-lsocapronsaure beim Abbau der verzweigtkettigen
Aminosauren Valin und Leucin
wichtig bei der Ahornsirupkrankheit und
bei Mitochondrienkrankheiten

Glutarsaure im Lysin- und Tryptophanstoffwechsel

N-Isovalerylglycin im Leucinstoffwechsel
dieser ist mit dem Isoleucinstoffwechsel
vergleichbar

N-Tiglylglycin beim Abbau der verzweigtkettigen
Aminosaure Isoleucin
Isohexanoylglycin beim Fettsaureabbau
n-Hexanoylglycin beim Fettsaureabbau

In den nachfolgenden Abbildungen 21 A und B sind die Ergebnisse der Urinanalysen
fur die organischen Sauren graphisch dargestellt. Die gemessenen Werte im Urin
wurden auf mmol/mol Kreatinin bezogen. Die wichtigste organische Saure in Bezug
auf den MHBD-Mangel ist das N-Tiglylglycin. Durch einen MHBD-Enzymmangel im
Isoleucin-Stoffwechsel wirde es vermehrt im Urin nachweisbar sein. Es wurden
jedoch viel geringere Konzentrationen der ausgewahlten Substanzen in den
ERAB/neo Mannchen im Vergleich zu den Kontrolltieren gefunden. Die Kontrolltiere
zeigten eine funffach hohere Expression des Metaboliten N-Tiglylglycin im Urin
(beachte auch unterschiedliche Skalen von mmol/mol Kreatinin in den Abbildungen
21 A und B). Das 2-Methyl-3-Hydroxybutyrat konnte bei den Mausen uberhaupt nicht
identifiziert werden. Dies ware jedoch auch ein wichtiger Metabolit gewesen, der bei
Stérungen im Isoleucinabbau erhoéht vorliegen sollte (siehe Abb. 3). Auch die
Acylcarnitin-Anaylsen in den Urinproben der Méause fuhrten nicht zu einem Hinweis

auf einen Defekt im Isoleucin-Stoffwechsel der ERAB/neo Mause.
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Abb. 21 A: Urinanalysen von ERAB/FIp Mausen zur Untersuchung des MHBD-Mangels
Dargestellt sind die mittels Gaschromatographie und Massenspektrometrie analysierten
Metabolite im Mauseurin. Die Werte wurden auf mmol/mol Kreatinin bezogen. Die Analysen
wurden mit acht Kontrolltieren der ERAB/FIp Linie durchgefihrt.

Der wichtigste Metabolit, der Hinweise auf einen gestorten Isoleucinstoffwechsel geben
konnte, war das N-Tiglylglycin. Dessen Wert lag bei ~ 250 mmol/mol Kreatinin. Jedoch war
dieser ermittelte Wert mit einer sehr hohen Standardabweichung verbunden.

Alle Urinanalysen wurden freundlicherweise in der Arbeitsgruppe von Dr. J6rn Oliver Sass im

Zentrum fur Kinderheilkunde- und Jugendmedizin im Universitatsklinikum Freiburg
durchgefuhrt.
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Abb. 21 B: Urinanalysen von ERAB/neo Mausen zur Untersuchung des MHBD-Mangels
Wie in Abbildung 21 A sind auch hier die mittels Gaschromatographie und
Massenspektrometrie analysierten Metabolite im Mauseurin graphisch dargestellt. Die Werte
wurden auf mmol/mol Kreatinin bezogen und die Analysen mit zehn Mannchen der
ERAB/neo Linie durchgefihrt.

Alle ermittelten Werte in diesen Tieren zeigten eine viel geringere Konzentration als in den
ERAB/FIp Tieren. Besonders der wichtigste Metabolit, das N-Tiglylglycin, hatte in diesen
Tieren im Durchschnitt nur eine Konzentration von ca. 50 mmol/mol Kreatinin, wobei der Wert
fur diesen Metaboliten in den Kontrolltieren bei ca. 250 mmol/mol Kreatinin lag, d. h. er war in
diesen Tieren um das funffache hoher als in den kranken Tieren. Dies ware, falls es
Storungen im Isoleucin-Stoffwechsel in den ERAB/neo Mausen geben wurde, nicht der Fall.
Dann wirde man eine vielfach hohere Menge an Tiglylglycin in kranken Tieren im Vergleich
zu gesunden Kontrollmausen erwarten.

Auch diese Analysen wurden freundlicherweise in der Arbeitsgruppe von Dr. J6érn Oliver Sass
im Zentrum fur Kinderheilkunde- und Jugendmedizin im Universitatsklinikum Freiburg
durchgefuhrt.

Da bei den untersuchten Urinproben der ERAB/neo Mause durch die sehr niedrigen
Werte der organischen Sauren, und vor allem des Tiglylglycins, keine Hinweise auf
einen gestorten Isoleucinstoffwechsel zu finden waren, muss der Grund fiur ihren
Krankheitsverlauf ein anderer sein.

Von allen Tieren wurden Analysen im Trockenblut durchgefuhrt. Die Werte der
ausgewahlten Substanzen wurden hier ebenfalls auf Kreatinin bezogen. In diesen
Analysen wurden z. B. die Aminosauren Phenylalanin, Alanin und Tyrosin bestimmt.
Des weiteren wurden die Metabolite Isoleucin und freies Carnitin analysiert. Jedoch
konnte auch in diesen Blutanalysen kein Hinweis auf einen Defekt im Isoleucin-

Stoffwechsel nachgewiesen werden.
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Zusammenfassend ergaben die Untersuchungen zur Genexpression, zu
Gewebeverdnderungen und zum Isoleucinstoffwechsel keinen Aufschluss zum
Mechanismus, der fur den ausgepragten Phanotyp der Mause verantwortlich
ist. Da die unterschiedliche Genexpression in den Organen und das Auftreten
der Symptome zu verschiedenen Zeitpunkten keine einheitlichen Studien
ermaoglichten, wurden die Arbeiten mit der ERAB/neo Linie eingestellt. Diese
Linie zeigte jedoch, dass eine gestorte Genexpression von ERAB zu einem
ausgepragten Phanotyp fuhren kann, der mit dem Tod der Tiere endet. Daher
ist es auch nicht verwunderlich, dass ein kompletter Knock-out fir dieses Gen
nicht lebensféhig ist.

Ferner war diese zuerst erhaltene Linie hilfreich, um Methoden zu etablieren,

die zur Analyse der zelltypspezifischen Knock-out Mause notwendig waren.
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4.5. Die Linie ERAB/Tie2

4.5.1. Verpaarungsschema zur Herstellung der Mauslinie ERAB/Tie2

Zur Herstellung zelltypspezifischer Knock-out Tiere fur das Gen ERAB wurde die

heterozygote Mauslinie Tie2Cre eingesetzt. Diese Linie wurde in unserer
Arbeitsgruppe generiert (Constien et al., 2001). Die Cre Rekombinase unter dem
Tie2-Promoter ermdglicht eine spezifische Rekombination zwischen zwei loxP-
Stellen ausschlief3lich in Endothelzellen und hamatopoetischen Stammzellen.
Zur Generierung der Mauslinie ERAB/Tie2 wurden homozygote ERAB/FIp
Weibchen (X" % X" &y mit heterozygoten Tie2Cre Mannchen verpaart. Die Cre
Rekombinase ist in diesem Fall nicht auf dem X-Chromosom lokalisiert (siehe Abb.
22).

A YX Tie2 Cre X ERAB/Flp X" X0 rek

B YX rek. X rek. X rek.

Abb. 22: Verpaarungschema zur Generierung der Mauslinie ERAB/Tie2

A) Verpaarung eines heterozygoten Tie2Cre transgenen Mannchens mit
einem homozygoten ERAB/FIp Weibchen.
Die Cre Rekombinase ist im Fall des gewebespezifischen Tie2Cre nicht auf
dem X-Chromosom lokalisiert.

B) Durch diese Verpaarung ist es mdglich, sowohl homozygote Mannchen als
auch heterozygote Weibchen fir einen Endothelzellen spezifischen und
hamatopoetischen Zellen spezifischen Knock-out fir ERAB zu erhalten.

Bei dieser Verpaarung war es mdglich, schon in der ersten Generation Knock-out
Mannchen fur ERAB/Tie2 (YX "*k) zu bekommen. Die Weibchen dagegen waren
zunachst heterozygot (X ek x ), da die Rekombination nur auf einem X-
Chromosom stattgefunden hatte.
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4.5.2. Phanotypbeschreibung der ERAB/Tie2 Knock-out Mannchen

Wie unter 4.5.1. bereits beschrieben, konnten in der ersten Generation
gewebespezifische Knock-out Mannchen (YX k) fir ERAB erhalten werden.
Diese Madnnchen waren zunachst in ihrem Verhalten unauffallig und wurden mit den
heterozygoten ERAB/Tie2 Weibchen (X ek x ) verpaart, um homozygote
Weibchen fir diese Linie zu erhalten. Es wurden sechs Verpaarungen angesetzt.
Doch bei allen Verpaarungen wurden keine Jungen geboren.

Die Knock-out Mannchen veranderten ihr Verhalten und dufR3eres Erscheinungsbild in
einem Alter von 20-22 Wochen. Sie begannen, langsamer zu gehen und
entwickelten eine Art ,Watschelgang“. AufRerdem war ein struppiges Fell zu
beobachten. Die Tiere konnten von Tag zu Tag schlechter gehen und waren am
Ende sehr stark von Krampfen gezeichnet. Die Tiere starben oder wurden in einem
Alter von ca. 26 Wochen getttet. Dieser Phanotyp ist vergleichbar mit dem unter
4.4.2. beschriebenen fir die nicht rekombinierten ERAB/neo Mannchen. Diese
Méannchen hatten, wie bereits erwéhnt, durch die Insertion des neo-Gens eine
gestorte Genexpression. Die Auffalligkeiten in ihrem Verhalten auf3erten sich jedoch
bereits ab einem Alter von 11-14 Wochen. Die Tiere starben dann mit 15-24 Wochen.
Bei den ERAB/Tie2 Mannchen waren diese Verhaltensanderungen etwas spéter,
ca. ab der 20. Lebenswoche, zu beobachten. Jedoch verschlechterte sich der
Gesundheitszustand der Tiere im Vergleich zu den ERAB/neo Mannchen schneller.
Auch die fehlende Fertilitat der Mannchen der ERAB/Tie2 Linie entsprach den
Méannchen der ERAB/neo Linie. Die heterozygoten ERAB/Tie2 Weibchen hingegen
waren in ihrem Verhalten unauffallig. Im Endstadium ihrer Krankheit zeigten die Tiere
ebenfalls sowohl eine groBe Blase, eine verkimmerte Milz als auch
Blutansammlungen im Darmbereich, d. h. dass auch hier ein Bluten der Tiere durch
die Schwanzvene nicht mehr moglich war. Die anderen Organe hingegen sahen, wie

bei den ERAB/neo Tieren, normal aus.
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4.5.3. Histologische Untersuchungen der ERAB/Tie2 Knock-out Mannchen

Wie bei den ERAB/neo Tieren (siehe 4.4.4.) wurden von zwei Tieren histologische
Untersuchungen durchgefiihrt. Es wurden ebenfalls Paraffinschnitte verschiedener
Organe wie Gehirn, Thymus, Herz, Lunge, Leber, Nieren, Milz, Lymphknoten, Darm,
Hoden, Blase und Skelettmuskel angefertigt, die mit einer Hamatoxylin/Eosin-
Farbung behandelt wurden. Alle Schnitte wurden lichtmikroskopisch analysiert.
Veranderungen im Vergleich zu gesunden Tieren waren auch hier nur in den Hoden
zu sehen. Und diese entsprachen genau denen in den ERAB/neo Mausen. Die
Struktur der Milz war unverdndert (siehe Abb. 23) und in den Hoden war eine
verminderte Anzahl an reifen Spermatiden zu erkennen (siehe Abb. 24).

C57BI/6 N ERAB/Tie2

Abb. 23: Histologischer Vergleich der Milzen von C57BI/6 N- und ERAB/Tie2
Méannchen

Im Vergleich sind die Milzen von einem C57BI/6 N Mannchen im Alter von 12 Wochen und

von einem ERAB/Tie2 Mannchen im Alter von 23 Wochen dargestellt. Von beiden

Organen wurden Querschnitte angefertigt. In der Struktur dieses Organs sind histologisch

keine Unterschiede zwischen den beiden Mauslinien zu erkennen.

Vergrof3erung: 10 x
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C57BIl/6 N ERAB/Tie2

Abb. 24: Histologischer Vergleich der Hodengewebe von C57BI1/6 N- und

ERAB/Tie2 Mannchen
Im Vergleich sind die Hodengewebe von einem 12 Wochen alten C57BIl/6 N- und einem

23 Wochen alten ERAB/Tie2 Mannchen dargestellt. Auch hier sind, wie bei den
ERAB/neo Mannchen, viel weniger reife Spermatiden und Spermatozoen in den
ERAB/Tie2 Mannchen, im Vergleich zu C57BI/6 N, zu erkennen. Die reifen Spermien
und Spermatiden sind als dunkle, kommaférmige Gebilde zu erkennen. Dies erklart die
fehlende Fertilitat der Tiere.

VergroRerung: 40 x
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4.5.4. Untersuchung der Oberflachenmarker von T-Lymphozyten der
ERAB/Tie2 Knock-out Mannchen

Da die ERAB/Tie2 Linie einen spezifischen Knock-out in Endothelzellen und
hamatopoetischen Zellen hat, konnte dies zu Verdnderungen in den T-Lymphozyten
fuhren. Zu ersten immunologischen Analysen der lymphatischen Organe Milz,
Thymus und Lymphknoten wurden den Tieren diese Organe entnommen und flr
eine Analyse der Oberflachenmarker aufgearbeitet. Erste Hinweise auf mdgliche
Veranderungen sollten Untersuchungen der CD4'- und CD8" T-Zellen in den
einzelnen Organen erbringen. Da die Milz der Tiere, wie unter 4.5.2. und 4.5.3.
bereits beschrieben, eine verminderte GroRe hatte, konnten auch die
Zellpopulationen innerhalb dieses Organs ein anderes Muster als in gesunden Tieren
zeigen. Dies war jedoch nicht der Fall, wie in Abbildung 25 A fur Milz, Thymus und
Lymphknoten dargestellt wird. Die Analyse zeigt ein ERAB/Tie2 Knock-out
Mannchen im Alter von 14 Wochen im Vergleich zu einem Wildtyptier der gleichen
Linie. Die Anzahl der CD4"- und CD8" T-Zellen war in beiden Tieren vergleichbar. Es
wurden noch drei weitere Tiere dieser Linie im Alter von 17, 21 und 23 Wochen
analysiert, die alle das gleiche Muster ergaben wie in Abbildung 25 A. Die beiden
Tiere im Alter von 21 und 23 Wochen zeigten bereits die Krankheitssymptome,
trotzdem ergaben sich keine Veranderungen in den Zellpopulationen.
Weitere Hinweise auf den Phéanotyp sollten durch Untersuchungen der
Gedachtniszellen in der Peripherie erfolgen. Gedachtniszellen zeichnen sich durch
die Expression anderer Oberflachenmolekile aus als naive T-Zellen. Ein
charakteristischer Oberflachenmarker fiir CD8" Gedachtniszellen ist CD44. Des
weiteren haben sie eine niedrige Expression von L-Selektin (CD62L). Naive T-Zellen
zeichnen sich durch eine Expression von CD44"%"% ynd CD62L"" aus, wohingegen
Gedachtniszellen CD44™" und CD62L""9 exprimieren. Auch hier zeigten sowohl
das Wildtyptier als auch das Knock-out Tier die gleiche Anzahl an Gedachtniszellen
(siehe Abb. 25 B).
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Abb. 25 A: Untersuchung der Verteilung von CD4- und CD8 T-Zellen in den
lymphatischen Organen eines ERAB/Tie2 Knock-out Mannchens

Fir die Analyse wurden die Organe Milz, Thymus und Lymphknoten der Tiere

entnommen und fir eine FACS-Farbung aufgearbeitet. Die Zellen wurden mit den

Antikorpern CD4 PE und CD8 FITC gefarbt, um die Verteilung der CD4- und CD8

T-Zellen zu untersuchen.

Dargestellt ist eine Messung, durchgefuhrt mit einem ERAB/Tie2 Knock-out

Mannchen und einem Wildtypmannchen. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der

Analyse 3 Monate alt.

In den Abbildungen sind die Prozentzahlen der einzelnen Populationen angegeben.
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Wildtyp ERAB/Tie2 Knock-out
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Abb. 25 B: Untersuchung der Gedachtniszellen in der Peripherie eines
ERAB/Tie2 Knock-out Mannchens

Fur die Farbung zur Analyse der Gedachtniszellen in der Milz des ERAB/Tie2

Mannchens und dem Wildtypmannchen wurden die Zellen mit den Antikérpern

CD62L und CD44 APC gefarbt.

In den Abbildungen sind die Gedachtniszellen der CD8" T-Zellpopulation

dargestellt. Beide Tiere hatten die gleiche Anzahl an Gedachtniszellen.

Somit fihrt ein Ausschalten des ERAB Gens in Endothelzellen und
hamatopoetischen Zellen Zu keinen Verédnderungen in den

T-Lymphozytenpopulationen von Milz, Thymus und Lymphknoten.
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4.5.5. Verpaarung der heterozygoten ERAB/Tie2 Weibchen mit homozygoten
ERAB/Flp Mannchen zur Generierung homozygoter ERAB/Tie2 Knock-
out Weibchen

Da die Knock-out Mannchen aufgrund ihrer Subfertilitat nicht zu Verpaarungen mit
den heterozygoten ERAB/Tie2 Weibchen eingesetzt werden konnten, mussten diese

Weibchen mit homozygoten ERAB/FIp Mannchen verpaart werden.

Bis jetzt wurden nur zwei Knock-out Weibchen geboren, die in ihrem Verhalten

unauffallig sind. Die Knock-out Weibchen sind verpaarungsfahig, jedoch ist die

WurfgroRe im Vergleich zu anderen Verpaarungen sehr klein. Im Durchschnitt

werden pro Wurf von einem Weibchen drei Tiere geboren.

Diese beiden Knock-out Weibchen wurden bis jetzt noch nicht analysiert. Eines der

Weibchen ist mittlerweile zehn Monate alt, ohne Anzeichen von

Krankheitssymptomen. Die Knock-out Mannchen hingegen starben, wie bereits

erwahnt, in einem Alter von ca. 6 Monaten.

Die Linie ERAB/Tie2 ist eine Mauslinie, bei der ERAB in Endothelzellen und
hamatopoetischen Stammzellen ausgeschaltet ist. Dieser Knock-out fuhrt in
mannlichen Tieren dieser Linie zu einem letalen Phanotyp im Alter von ca. 26
Wochen. Homozygote Knock-out Weibchen hingegen sind unauffallig.

Die Mannchen dieser Linie zeigen einen ahnlichen Phanotyp wie die Tiere der
ERAB/neo Linie. Daher werden fur weitere Studien dieses Phanotyps die
genetisch definierten ERAB/Tie2 Tiere untersucht. Da die Zuchterfolge mit
dieser Linie begrenzt sind und die Tiere in einem Alter von 20 Wochen die
ersten Symptome zeigen, konnten bis jetzt noch nicht viele Tiere fur

ausfuhrliche Studien erhalten werden.

102



Ergebnisse

4.6. Die Linie ERAB/Ick

4.6.1. Expressionsanalysen von ERAB in T-Zellen von C57BI1/6 N Mausen

Fur Untersuchungen der Funktion von ERAB in T-Lymphozyten sollten Knock-out

Mause generiert werden, die eine spezifische Rekombination ausschlief3lich in dieser
Zellpopulation zeigen.
In Vorversuchen mit C57BI/6 N Mausen wurde die Expression von ERAB in CD4"-
und CD8" T-Zellen von Milz, Thymus und Lymphknoten mit Hilfe einer quantitativen
Real Time PCR nachgewiesen. Die Analyse ergab, dass die ERAB-Expression im
Thymus der Mause vergleichbar ist mit der in den CD4" T-Zellen der Milz. Die
Expression in den CD8" T-Zellen der Milz ist hingegen erhdht, wobei die
CD8" T-Zellen eine doppelt so hohe Expression zeigen wie die CD4" T-Zellen (siehe
Abb. 26).
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Abb. 26: ERAB-Expression in T-Zellen von Milz, Thymus und

Lymphknoten von C57BI/6 N Mausen
Zur Analyse der ERAB Expression in den T-Zellen der Organe Milz, Thymus und
Lymphknoten wurden die Zellen mit magnetischen Beads fur die Oberflachenmarker
CD4 und CDS8 behandelt und durch ein magnetisches Feld aufgereinigt. Durch
FACS-Analysen wurde die Reinheit der CD4"- und CD8" positiven Populationen
Uberprift. Von den aufgereinigten Zellen wurden mRNA- sowie cDNA-Analysen
durchgefuhrt. Die relative Expression von ERAB wurde durch eine quantitative Real
Time PCR bestimmt. Die relative Expression von ERAB wurde gegen den internen
Standard HGPRT normalisiert.
Die Analyse ergab eine erhohte Expression in den CD8" T-Zellen der Milz im
Vergleich zu deren CD4" T-Zellen. In den Lymphknoten hingegen ist die Expression
in den CD4" T-Zellen im Vergleich zu den CD8" T-Zellen leicht erhoht. Die
CD4'/CD8" T-Zellen des Thymus zeigen mit den CD4" T-Zellen der Milz die
niedrigste Expression.
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4.6.1.1. Expression von ERAB in naiven und aktivierten T-Zellen von C57BI/6 N
Mausen

Zur Untersuchung der Expressionshohe von ERAB in naiven und aktivierten
T-Zellen wurden wie unter 4.6.1. C57Bl/6 N Mause eingesetzt. Zur Generierung
aktivierter T-Zellen wurde den M&usen die Milz entnommen und die Zellen fur drei
Tage in vitro mit Antikdrpern gegen CD3 und gegen CD28 stimuliert.
Die naiven und aktivierten T-Zellen wurden mit Hilfe der quantitativen Real Time PCR
auf die Expressionshéhe von ERAB untersucht, die in nachfolgender Abbildung 27

dargestellt ist.

40

c _

S 35

= _

g 30

o

< 25 -

(i

1:020,

&

w 15

D]

2 10 -

<

© 54

0

% & © ©
Qo Qo s & s &
O o O o = =
> © s ®© S 4+ ElN
s F s EX Ex
c c ‘(7)'0 "J‘JU

Abb. 27: ERAB-Expression in naiven und aktivierten T-Zellen

Zur Untersuchung der ERAB-Expression in aktivierten und naiven T-Zellen
wurden Milzzellen von jeweils drei C57BI/6 N Méausen in drei unabhangigen
Experimenten durch magnetische Beads in CD4"- und CD8" T-Zellen
aufgereinigt. Zur Aktivierung der Zellen wurden 1 x 10° Zellen pro Loch einer
24 Loch Platte fur drei Tage in vitro mit Antikérpern gegen CD3 (3ug/ml) und
gegen CD28 (2 ug/ml) stimuliert. Die Zellen wurden dann fiir eine RNA- und
cDNA-Synthese aufgearbeitet und die ERAB-Expression mit Hilfe einer
quantitativen Real Time PCR ermittelt. Die relative Expression von ERAB
wurde gegen den internen Standard HGPRT normalisiert.

Die Expression der naiven CD4" T-Zellen im Vergleich zu den stimulierten
CD4" T-Zellen unterscheidet sich nicht signifikant (p < 0,05). Gleiches gilt fiir
die Analyse der CD8" T-Zellen.

Die Expression sowohl in naiven und stimulierten CD4" T-Zellen als auch in naiven
und stimulierten CD8" T-Zellen unterscheidet sich durch die hohen

Standardabweichungen nicht signifikant.
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4.6.2. Verpaarungsschema zur Herstellung der ERAB/Ick Knock-out Mause

Um das ERAB-Gen gezielt in T-Zellen ausschalten zu kodnnen, wurden Ick
transgene Mannchen mit homozygoten ERAB/FIp Weibchen (X7 ™k X" rek)
verpaart. Auch diese Cre Rekombinase ist nicht auf dem X-Chromosom lokalisiert
(siehe Abb. 28).

A YXlck Cre X ERAB/Flp X ek X nrec

B Y X rek. X rek. X rek.

Abb. 28: Verpaarungsschema zur Generierung der Mauslinie ERAB/Ick

A) Verpaarung eines homozygoten ERAB/FIp Weibchens mit einem heterozygoten
Ick Cre transgenen Mannchen.
Die Cre Rekombinase ist nicht X-chromosomengebunden.

B) Durch diese Verpaarung konnten sowohl homozygote Mannchen als auch
homozygote Weibchen der Linie ERAB/Ick erhalten werden.

Bei dieser T-zellspezifischen Knock-out Linie fir ERAB konnten homozygote
Mannchen und Weibchen erhalten werden. Dies bedeutet, dass ein Fehlen dieses
Gens in den T-Zellen von Mausen keinen Einfluss auf die Entwicklung der Tiere hat.

Die Mause konnten verpaart werden und waren in ihrem Verhalten unauffallig.
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4.6.3. Test der Rekombination auf genomischer- und mRNA-Ebene

Zum Test der Rekombination auf genomischer DNA-Ebene wurden ERAB/Ick
Knock-out Tieren und Kontrolltieren der Linie ERAB/FIp Milz, Thymus und
Lymphknoten entnommen, die CD4'- und CD8" T-Zellen aufgereinigt und
genomische DNA prapariert. Mit Hilfe der Southern Blot Analyse konnte die

Rekombination in beiden Zellpopulationen nachgewiesen werden (siehe Abb.29).

23150 bp

Flp rek. 10940 bp
Cre rek. 10640 bp

9416 bp

Abb. 29: Nachweis der Rekombination in genomischer DNA von CD4"- und

CD8" T-Zellen von ERAB/Ick Knock-out Mausen
Zum Nachweis der Rekombination auf genomischer DNA-Ebene wurden von drei
ERAB/Ick Knock-out Tieren die Organe Milz, Thymus und Lymphknoten entnommen
und davon die CD4"- und CD8" T-Zellen mittels magnetischer Beads aufgereinigt. Nach
Vereinigung der CD4"- und CD8" T-Zellen wurden die beiden Zellpopulationen durch
FACS-Analyse auf ihre Reinheit Uberprift. Anschlieend wurde von diesen Zellen die
genomische DNA préapariert und mit den Restriktionsenzymen Hind 11l und Nco |
verdaut. Der Southern Blot wurde mit der 3"-externen Probe hybridisiert.
Zum Vergleich wurden CD4"- und CD8" T-Zellen von drei ERAB/Flp Tieren (Banden 1
und 2) aufgereinigt und ebenfalls im Southern Blot getestet.
Bande 3 und 4 zeigen die Rekombination in den ERAB/Ick Tieren.
M=Marker
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Zum Test der Rekombination auf mMRNA-Ebene wurden die CD4*- und CD8" T-Zellen
aufgereinigt und in einer quantitativen Real Time PCR auf die Expression von ERAB
Uberprift.

Vergleicht man die Werte mit der ERAB-Expression in den aufgereinigten T-Zellen
von C57BI/6 N Mausen (siehe Abb. 30), erkennt man eine deutliche Abnahme der
Expressionshdhe, besonders im Thymus. Hier betrug die Rekombination 91%. In den
CD4" T-Zellen der Lymphknoten lag sie bei 84% und in den CD8" T-Zellen bei 82%.
Die Rekombinationseffizienz in der Milz war somit am geringsten, in den CD4" T-
Zellen lag sie bei 58%, wohingegen sie in den CD8" T-Zellen 65% betrug.
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Abb. 30: Quantitative Real Time PCR zum Nachweis der Rekombination auf mRNA-
Ebene in ERAB/Ick Knock-out Tieren
Zum Nachweis der spezifischen Rekombination in T-Zellen wurden von drei ERAB/Ick
Knock-out Mannchen T-Zellaufreinigungen mit magnetischen Beads fiir die CD4"- und
CD8" T-Zellen von Milz, Thymus und Lymphknoten durchgefiihrt. Die Reinheit der
Zellpopulationen wurde mittels FACS-Analyse Uberpruft. Von den Zellen wurde mRNA
und cDNA hergestellt und in einer quantitativen Real Time PCR analysiert. Die relative
Expression von ERAB wurde gegen den internen Standard HGPRT normalisiert.
Im Vergleich zu den Werten der C57BI/6 N Tiere ergab dies eine Rekombination von 58%
in den CD4"- und von 65% in den CD8" T-Zellen der Milz. Die Rekombination im
Lymphknoten betrug fiir die CD4" Zellen 84%, fiir die CD8" T-Zellen 82%. Im Thymus war
die Rekombination mit 91% am hochsten.
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4.6.4. Zellzahlbestimmungen von Milz und Thymus der ERAB/Ick Knock-out
Mause

Um den Einfluss von ERAB auf die Entwicklung und Homoostase der
T-Lymphozyten zu untersuchen, wurden die Zellzahlen von ERAB/Ick Knock-out
Tieren im Vergleich zu gleichaltrigen ERAB/Flp Kontrolltieren im Thymus und in der
Milz dieser beiden Linien in verschiedenen Altersstufen verglichen.
Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigte sich, dass die ERAB/Ick Knock-out Tiere
im Alter von 9 Wochen eine Thymozytenzahl von ~ 18 x 10’ hatten, wohingegen
diese bei gleichaltrigen Kontrolltieren nur ~ 13 x 10’ betrug. Auch im Alter von 6
Monaten zeigten die Knock-out Tiere eine weniger stark ausgepragte Abnahme der
Thymozytenzahl (~ 8 x 10" im Vergleich zu ~ 3 x 10’ bei den Kontrolltieren) (siehe
Abb. 31). Die Zellzahlen der Milzen waren in beiden Linien und in verschiedenen
Altersstufen der Tiere vergleichbar.
Durch diese Daten wurde deutlich, dass bei den ERAB/Ick Knock-out Tieren, sowohl
bei den Mannchen als auch bei den Weibchen, die Thymusrickbildung viel
langsamer ablauft als in den Kontrolltieren. Normalerweise ist eine
Thymusrickbildung bereits im Alter von 2-3 Monaten der Tiere festzustellen, die mit
einer Abnahme der Zellzahl verbunden ist. Es zeigte sich, dass die Knock-out Tiere
schon zu Beginn, im Alter von 9 Wochen eine hdhere Zellzahl in ihrem Thymus
aufwiesen als die ERAB/FIp Kontrolltiere. Zwar nahm die Zellzahl dann ab einem
Alter von 11 Wochen genauso stark ab, doch die Tiere hatten im Durchschnitt immer

noch eine héhere Thymozytenzahl wie die Kontrolltiere.
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Abb. 31: Graphische Darstellung der Zellzahlen von Thymi der Linien
ERAB/FIp und ERAB/Ick

Zur Untersuchung der Zellzahlen der Thymi von ERAB/FIp und ERAB/Ick

Tieren verschiedenen Alters wurden den Tieren die Thymi entnommen und

die Thymozytenzahlen bestimmt. Dazu wurde eine Trypanblaufarbung

durchgefihrt, um tote Zellen auszuschliel3en.

Es wurden pro Zeitpunkt drei bis finf Tiere der jeweiligen Linie analysiert.

Dabei stellte sich heraus, dass die Thymi der Knock-out Mause schon zu

Beginn eine hohere Zellzahl aufwiesen, die auch im weiteren Lebensverlauf

im Vergleich zu den Kontrolltieren erhéht blieb.

25 ERAB/FIp

20 - ERAB/Ick
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4.6.5. Untersuchung der Oberflachenmarker homozygoter ERAB/Ick Mause
4.6.5.1. Verteilung der CD4"- und CD8" T-Zellen

Fur erste Untersuchungen wurden mit diesen Knock-out Tieren Analysen der

Oberflachenmarker fur T-Lymphozyten durchgefihrt, um mdgliche Veranderungen in
den einzelnen T-Zellpopulationen feststellen zu kdnnen. Dazu wurden den Tieren die
Organe Milz, Thymus und Lymphknoten entnommen und fir die Analyse der
Oberflachenmarker aufgearbeitet. Es wurden drei verschiedene Versuchsreihen
durchgefiihrt, mit 2, 6 und 7 Monate alten Tieren. Als Kontrolltiere wurden die
ERAB/FIp Tiere eingesetzt, da diese einen gemischten genetischen Hintergrund wie
die Knock-out Tiere haben.
Diese ersten Versuche dienten dazu, die prozentuale Verteilung der CD4"- und CD8"
T-Zellen in den Organen zu untersuchen. Wie in Abb. 32 deutlich wird, ist die
Verteilung der Populationen der ERAB/Ick Tiere im Vergleich mit den Kontrolltieren
identisch. Dargestellt sind die Analysen von Tieren in einem Alter von 6 Monaten.
Auch in den 2 und 7 Monate alten Tieren war kein Unterschied festzustellen.
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Abb. 32: Verteilung der CD4- und CD8 T-Zellen in den lymphatischen
Organen der ERAB/Flp- und ERAB/Ick Tiere
Fur die Analyse wurden die Organe Milz, Thymus und Lymphknoten der
Tiere entnommen und fir eine FACS-Farbung aufgearbeitet. Die Zellen
wurden mit den Antikérpern CD4 PE und CD8 FITC gefarbt, um die
Verteilung der CD4- und CD8 T-Zellen in den Organen der Tiere zu
untersuchen.
Dargestellt ist eine Messung, durchgefuhrt mit einem ERAB/FIp- und
einem ERAB/Ick Weibchen. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Analyse 6
Monate alt. In den Abbildungen sind die Prozentzahlen der einzelnen T-
Zellpopulationen angegeben.
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4.6.5.2. Untersuchung der Gedachtniszellen in der Peripherie von ERAB/FIp-
und ERAB/Ick Knock-out Mausen

Da in den vorausgegangenen Studien keine Veranderungen durch ein Fehlen des
ERAB in den CD4'- und CD8" T-Zellen zu erkennen war, wurden die
Gedachtniszellen dieser Tiere untersucht. Bei einer Immunantwort kommt es zur
Bildung von Effektorzellen. Nach der Beseitigung des Antigens bilden sich aus
diesen Effektorzellen die Gedé&chtniszellen, die in die Peripherie einwandern und
eine Immunitat gegeniber dem gleichen Antigen gewahrleisten. Wie schon unter
4.5.4. beschrieben, zeichnen sich die Gedachtniszellen durch die Expression der
Oberflachenmarker CD44 und CD62L aus, wobei das CD44 in diesen Zellen hoch
exprimiert ist, der CD62L hingegen eine niedrige Expression zeigt (CD44""
CD62L"®4"%) Daher sind sie sehr gut von den naiven T-Zellen zu unterscheiden, bei
denen das CD44 niedrig und dagegen der CD62L eine hohe Expression zeigen
(CD44"¢%9 ynd CD62L"").
Da festgestellt wurde, dass die Zellzahl in den Thymi der Knock-out Mause auch im
Alter noch sehr hoch ist (siehe 4.6.4), kdnnte es sein, dass die Zellen an der
Auswanderung aus dem Thymus in die Peripherie gehindert werden. Normalerweise
wandern Thymozyten nach ihrer Reifung in die Peripherie ein, wo sie die ersten
Kontakte mit ihrem Antigen haben und sich zu Effektor- und Gedachtniszellen
entwickeln. Durch FACS-Analysen wurde die Zahl der Gedéachtniszellen in
Kontrolltieren und Knock-out Tieren untersucht. Es konnten keine Unterschiede
zwischen den beiden Linien festgestellt werden, d. h. trotz der hohen Zellzahl im
Thymus, die auch im Alter der Tiere noch zu finden war, bildeten sich bei den Knock-
out Tieren genau so viele Gedachtniszellen wie bei den Kontrolltieren (siehe
Abbildung 33).
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Abb. 33: Analyse der Gedachtniszellen in der Peripherie der ERAB/FIp- und
ERAB/Ick Tiere
Zur Analyse der Gedéachtniszellen in der Peripherie wurden den Tieren die Milzen
entnommen und fir eine FACS-Farbung aufgearbeitet. Die Zellen wurden mit den
Antikorpern CD62L PE und CD44 APC gefarbt.
Dargestellt ist eine Messung, durchgefiihrt mit einem ERAB/FIp Weibchen und einem
ERAB/Ick Weibchen. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Analyse 6 Monate alt. In den
Abbildungen sind die Prozentzahlen der einzelnen T-Zellpopulationen angegeben. Die
naiven Zellen zeichnen sich durch die Expression der Oberflachenmolekiile CD44"®""
und CD62L™", die Gedachtniszellen durch das Muster CD44"" CD62L"®%" aus. Bei
den Messungen wurde die CD8" T-Zellpopulation auf Gedachtniszellen untersucht. Es
zeigte sich jedoch kein Unterschied zwischen dem Kontrolltier und dem Knock-out
Tier.

Die Frage war, welche weiteren Zellpopulationen noch fir die hohe Zellzahl im
Thymus verantwortlich sein kdnnte. Eine Mdoglichkeit ware eine grofRe Anzahl an
Vorlauferzellen innerhalb der Thymozytenpopulation, die auch bei &lteren Tieren

noch nachweisbar ist. Dies wurde im nachsten Abschnitt 4.6.5.3. weiter untersucht.
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4.6.5.3. Untersuchung der Thymozyten von ERAB/FIp- und ERAB/Ick Mausen
auf Vorlauferzellen

Da bei den Analysen der ERAB/Ick Knock-out Tiere der Thymus besonders durch
seine GroRe auffiel, wurden die Thymozyten dieser Mause auf Vorlauferzellen
untersucht. Bei der Entwicklung von T-Zellen gibt es Vorlauferzellen, die sich durch
die Expression der Oberflachenmolekile CD25 (a-Kette de IL-2 Rezeptors) und
CD44 auszeichnen. Im Verlauf ihrer Reifung kommt es zu folgenden
Expressionsmustern auf der Oberflache der T-Zellen: CD25CD44", CD25'CD44",
CD25'CD44, CD25CD44". Erst die voll ausgereiften T-Zellen, die einen
funktionsfahigen T-Zellrezeptor exprimieren, sind CD25CD44". Daher kann man die
Vorlauferzellen anhand ihres Musters an CD44 und CD25 unterscheiden.
Mit den Knock-out Tieren wurden Analysen der Oberflachenmarker durchgefihrt, in
denen der Prozentanteil der CD25- und CD44 positiven Zellen in der doppelt
negativen (CD4°CD8") T-Zellpopulation untersucht wurde. Es zeigten sich keine
Veranderungen im Verhdltnis der T-Zellpopulationen im Vergleich zu den
Kontrolltieren der ERAB/FIp Linie ab. Beide Mauslinien hatten gleiche Anteile an
Vorlauferzellen in ihren Thymozyten, in allen untersuchten Altersstufen von 2, 6 und
7 Monaten. Diese Analysen sind in Abbildung 34 fur Tiere in einem Alter von 6

Monaten dargestellt.
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Abb. 34: Untersuchung der Vorlauferzellen in den Thymi von ERAB/FIp-
und ERAB/Ick Tieren

Fur die Analyse der Vorlauferzellen wurden die Thymozyten der Tiere mit den

Antikbrpern CD44 APC und CD25 PE gefarbt. Dargestellt sind die

Vorlauferzellen innerhalb der Population der CD4'CD8" T-Zellen. Auch hier war

kein Unterschied zwischen den Kontrolltieren und den Knock-out Tieren zu

sehen.

Dargestellt ist eine Messung mit sechs Monate alten Weibchen.
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4.6.6. Die ERAB/Ick Knock-out Linie und ihr Verhalten in Bezug auf
Apoptose in Thymozyten

Durch Hinweise unseres Kooperationspartners D. Stern, dass ERAB Apoptose
verhindern konnte, wurden Thymozyten der ERAB/Ick Knock-out Tiere mit
Dexamethason behandelt, um Apoptose Uber den intrinsischen Weg auszulésen.
Von diesem Glucocorticoid ist bekannt, dass es den Zelltod besonders in unreifen,
doppelt positiven Thymozyten auslosen kann (van den Brandt et al., 2003).
Andererseits wurden die Thymozyten dieser Tiere mit dem Liganden fir den CD95-
Todesrezeptor behandelt, um den Einfluss von ERAB auf den extrinsischen Weg der

Apoptose zu untersuchen.

4.6.6.1. Die Apoptoseinduktion mit Dexamethason

Fur die durch Glucocorticoide vermittelte Apoptoseinduktion wurden ERAB/FIp
Mannchen als Kontrollen und ERAB/Ick Mannchen in drei verschiedenen Altersstufen
(11, 15 und 19 Wochen) eingesetzt. Den Tieren wurden die Thymi entnommen und
die Thymozyten mit drei verschiedenen Konzentrationen an Dexamethason
behandelt. Die Apoptoserate wurde nach 3,5 h, 8 h und 22 h durch Annexin V-
Farbung und anschlielende FACS-Analysen ermittelt. In der nachfolgenden Graphik
(Abb. 35) sind die lebenden Zellen 22 Stunden nach Apoptoseinduktion mit
Dexamethason dargestellt. Die Ergebnisse der drei Altersgruppen wurden
zusammengefasst.

Wahrend bei Kontrolltieren 22 Stunden nach Behandlung mit Dexamethason noch
~ 49% lebende Zellen vorhanden waren, hatten bei den Knock-out Tieren nur ~ 7%
der Zellen Uberlebt. Beide Linien zeigten aber in ihren unbehandelten Kontrollen
etwa die gleiche Anzahl an lebenden Zellen (~ 77% bei den Kontrollen, ~ 72% bei

den Knock-out Tieren).
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Abb. 35: Graphische Darstellung der lebenden Zellen 22 Stunden nach
Dexamethasonbehandlung von ERAB/FIp- und ERAB/Ick Tieren
Zusammenfassung der Ergebnisse von drei unabhangigen Experimenten

Bei jeweils funf Tieren in den Altersgruppen von 11, 15 und 19 Wochen wurde der Thymus

entnommen, die Zellzahlen bestimmt und 4 x 10° Zellen pro Loch in eine 12 Loch Platte

ausgesét. Die Zellen wurden mit verschiedenen Dexamethason-Konzentrationen (10, 107,

10°®) fur 3,5, 8 und 22 Stunden behandelt.

Dargestellt ist die Anzahl der lebenden Zellen 22 Stunden nach Glucocorticoidbehandlung,

die durch eine FACS-Farbung mit Annexin V und Propidiumiodid (PI) ermittelt wurden.

Bei den Kontrolltieren Uberlebten nach Dexamethasonbehandlung ~ 49% der Thymozyten,

bei den Knock-out Tieren hingegen nur ~ 7%. Die Zahl Uberlebender Zellen war bei beiden

Mauslinien in allen drei Konzentrationen des Glucocorticoids fast gleich.

Die unbehandelten Zellen zeigten bei beiden Mauslinien eine ahnliche Anzahl an lebenden

Zellen.

Die Starke der Apoptoseinduktion durch Dexamethason war vom Alter der Tiere
unabhangig. Da Thymozyten der ERAB/Ick Tiere in Bezug auf den mitochondrial
vermittelten Weg der Apoptose viel empfindlicher sind als Thymozyten aus ERAB/FIp
Kontrolltieren, kénnen wir daraus schliessen, dass ERAB in Thymozyten Apoptose
verhindern kann.

Da die Knock-out Tiere erst kirzlich erhalten wurden, sind sie noch nicht auf den
C57BI/6 N Hintergrund zuriickgekreuzt. Es wurden daher ERAB/FIp Tiere als
Kontrollen eingesetzt, die ebenfalls einen gemischten Hintergrund der Linien
129P2/Ola Hsd und C57/BI6 N besitzen wie die Knock-out Mause. Dennoch missen
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die erzielten Ergebnisse als vorlaufig angesehen werden, bis Versuche mit genetisch

definierten Tieren bestatigt worden sind.

4.6.6.2. Die Apoptoseinduktion mit CD95L

Als weiterer Test fur Apoptose in Thymozyten wurde der Uber den Todesrezeptor

CD95 vermittelte Weg, der als extrinsischer Weg der Apoptose bezeichnet wird,
eingesetzt. Durch die Stimulation des Todesrezeptors CD95 kommt es zur
Aktivierung verschiedener Caspasen, die mit einer Zerstérung der Zellintegritat
endet.
Durch Behandlung der Thymozyten aus ERAB/FIp- und ERAB/Ick Tieren mit einem
Antikérper gegen CD95 (CD95L) konnte Apoptose induziert werden. Nach drei
Stunden wurde bereits der Zelltod in den Thymozyten festgestellt. Sowohl die
Thymozyten aus Kontrolltieren als auch aus Knock-out Tieren zeigten nach funf
Stunden ungefahr den gleichen Anteil an toten Zellen. Dies ist in nachfolgender
Abbildung 36 graphisch dargestellt.
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Abb. 36: Graphische Darstellung der Annexin V positiven Zellen drei bzw.
funf Stunden nach Apoptoseinduktion mit CD95L
Von jeweils vier Tieren jeder Linie im Alter von sechs Monaten wurde der
Thymus entnommen, die Zellzahlen bestimmt und 2 x 10° Zellen in einer 12
Loch Platte ausgesat. Die Zellen wurden mit einer Antikérperkonzentration von
4 pg/ml far drei bzw. funf Stunden behandelt. Dargestellt ist die Anzahl der
apoptotischen Zellen in %, die mittels einer FACS-Féarbung mit Annexin V und
(Propidiumiodid) PI bestimmt wurden. Bei den Werten wurde der Hintergrund, d.
h. Annexin V positive Zellen ohne Antikdrperbehandlung, bereits abgezogen.
Nach funf Stunden Behandlung mit dem Antikdrper gegen CD95L war der Anteil
der apoptotischen Zellen sowohl bei den ERAB/Flp als auch bei den ERAB/Ick
vergleichbar.

Wahrend nach Behandlung der Thymozyten mit Dexamethason die Zellen der
Knock-out Tiere im Vergleich zu denen der Kontrolltiere eine héhere Apoptoserate
zeigten, war dies Uber den Weg des CD95-Todesrezeptors nicht der Fall.
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In Tieren der Mauslinie ERAB/Ick wurden gréRere Thymi mit einer deutlich
héheren Thymozytenzahl als in Kontrolltieren der Linie ERAB/FIp beobachtet.
Dies lasst auf einen Einfluss von ERAB auf die Thymusrickbildung schliessen.
Des weiteren ist dieses Protein an der durch das Glucocorticoid Dexamethason
induzierten Apoptose beteiligt, da T-Zellen ohne ERAB verstarkt in Apoptose
gehen. Somit sind T-Zellen mit einer ERAB-Expression resistenter gegeniber
diesem Zelltod. Jedoch konnte bei der Uber den Todesrezeptor (CD95)-
vermittelten Apoptose kein Unterschied in der Apoptoserate der Thymozyten

von Knock-out Tieren gegeniber Kontrolltieren nachgewiesen werden.
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Generierung von Knock-out Mausen fir ERAB
(,endoplasmic reticulum-associated amyloid B-peptide binding protein®), um den
Einfluss dieses Gens auf das Immunsystem untersuchen zu kdnnen. Mit einer Cre
deleter Linie, die Cre-Rekombinase ubiquitar exprimiert, sollte ein kompletter Knock-
out fUr dieses Gen hergestellt werden. Durch den Einsatz verschiedener Mauslinien,
die Cre-Rekombinase unter einem zellspezifischen Promoter exprimieren, war es
moglich, zwei zellspezifische Knock-out Linien, in denen ERAB in Endothelzellen und
hamatopoetischen Stammzellen sowie in T-Lymphozyten inaktiviert werden konnte,

zu erhalten.

5.1. Injektion der positiv rekombinierten ES-Zellklone in Blastocysten und
Verpaarung der Chiméaren mit C57BIl/6 N Weibchen

Zur Generierung der Knock-out Mause wurde ein Konstrukt erstellt, bei dem es
durch Cre-vermittelte Rekombination zur Inaktivierung des Exon 1 und somit zum
Ausschalten der Genfunktion kommt. Dieses ERAB-Konstrukt wurde durch
Elektroporation in mannliche embryonale Stammzellen des Stammes 129 P2/Ola
Hsd eingebracht, die ES-Zellen der beiden positiv rekombinierten Klone ERAB 183
und ERAB 303 durch Mikroinjektionen in Blastocysten von C57BI/6 N Tieren injiziert
und zur weiteren Entwicklung in Ammenmause transferiert.
Nach den ersten Injektionen konnten sechs chimére Mannchen erhalten werden.
Diese Mannchen zeichneten sich jedoch nur durch einen geringen Grad an
Chimarismus (10-30%) aus. Daher war die Wahrscheinlichkeit, nach der Verpaarung
dieser Mause mit C57BI/6 N Weibchen Keimbahnchiméaren zu erhalten, sehr gering.
Hier bestatigten sich die Angaben aus der Literatur (Fedorov et al., 1997; Auerbach
et al., 2000; Seong et al., 2004), dass nur ein hoher Anteil an injizierten ES-Zellen
(>75%) in der chimaren Maus zu einer erfolgreichen Keimbahntransmission fuhrt.
Durch weitere Injektionen des Klons ERAB 303 wurden zwei Mannchen geboren, bei
denen der Chimarismus 70-90% betrug. Nach Verpaarung dieser Tiere konnten von
einem Mannchen weibliche Keimbahnchiméren erhalten werden. Diese Weibchen
wurden zur Entfernung des Selektionsmarkers, des Neomyzin-Resistenz-Gens, mit
Flp deleter Tieren verpaart, um die Kontrolllinie ERAB/FIp zu generieren. Diese Tiere

hatten somit fur alle weiteren Experimente einen gemischten genetischen
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Hintergrund der Linien 129 P2/Ola Hsd und C57BI/6 N wie die nachfolgenden Knock-
out Linien fir ERAB. AuRerdem wurde diese Mauslinie ERAB/FIp als Ausgangslinie

fur alle weiteren Verpaarungen mit Cre transgenen Linien eingesetzt.

5.2. Generierung von ERAB Knock-out Mausen

Zur Generierung der ERAB Knock-out Mause wurden homozygote ERAB/FIp Tiere
mit Cre deleter Tieren verpaart, die Cre Rekombinase unter einem ubiquitéren
Promoter konstitutiv in allen Geweben exprimieren (Schwenk et al., 1995). Da sowohl
ERAB als auch die Cre Rekombinase auf dem X-Chromosom liegen, hétten bereits
in der ersten Generation Knock-out Mannchen geboren werden mussen. Doch bei
insgesamt 103 geborenen Tieren, unter denen sich 52 Mannchen befanden, konnte
kein Knock-out Mannchen nachgewiesen werden. Auch die weiteren Verpaarungen
zur Generierung von Knock-out Weibchen blieben erfolglos. Dies flhrte zum
Ergebnis, dass Knock-out Mause, bei denen ERAB im gesamten Organismus
ausgeschaltet wird, nicht lebensfahig sind.

5.2.1. ERAB und seine Homologie zu scully

Hinweise auf einen letalen Phénotyp zu diesem Gen sind aus Studien mit
Drosophila bekannt (Torroja et al., 1998). In diesen wird das homologe Gen zu ERAB
scully genannt. Scully ist in Drosophila ein essentielles Gen in den friihen Phasen
der Embryonalentwicklung und den folgenden Larvenstadien. Vier verschiedene
Punktmutationen in diesem Gen fuhren zu einem letalen Phanotyp. Dabei kommt es
schon durch einen einzelnen Aminosaureaustausch in der Kofaktorbindungsstelle
des Gens, der Bindungsstelle fur das NADH, zu einer Verminderung der
Enzymaktivitat. Durch das frihe Absterben der Fliegenlarven wurde fur scully eine
Rolle bei der Keimbahnbildung angenommen.

Die Homologie von ERAB und scully ist sehr hoch (~ 65%). Somit war ein letaler
Phanotyp der ERAB Knock-out Mause nicht unerwartet. Da keine Knock-out Mause
geboren wurden, wurde ein Absterben der Mausembryonen im Uterus der Mutter
angenommen. Bei den Embryoanalysen ab Tag 7,5 bis 14,5 der
Embryonalentwicklung konnte aber bei insgesamt 37 analysierten Embryonen kein
Knock-out Tier nachgewiesen werden. Die RT-PCR-Analysen von C57Bl/6 N
Embryonen am Tag 7,5 zeigten, dass ERAB in diesem frihen Stadium der
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Entwicklung bereits exprimiert wird. Daher kdonnte das Absterben der Embryonen
auch zu einem noch friiheren Zeitpunkt in der Entwicklung stattfinden.

Ein weiteres sehr auffélliges Merkmal bei diesen Verpaarungen war, dass 25 Tiere
ein bis zwei Tage nach der Geburt starben. Die M&ause entsprachen jedoch
Wildtypmannchen und heterozygoten Weibchen und sollten lebensféahig sein. Die
Frage stellte sich nun, was der Grund fur das frihe Sterben dieser Tiere war. Eine
Madoglichkeit ware, dass die Knock-out Tiere durch ein Fehlen von ERAB bereits im
Uterus absterben und dadurch toxische Substanzen wie Sauerstoffradikale
freisetzen, die die anderen Embryonen so stark schadigen, dass diese nach der

Geburt sterben.

5.2.2. Mogliche Ursachen fur den letalen Phadnotyp der ERAB Knock-out Mause

Fur den embryonal letalen Phanotyp der Tiere gibt es mehrere Faktoren, die in
Frage kommen konnten, da ERAB als multifunktionelles Enzym bei sehr vielen
Stoffwechselwegen und bei neurologischen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt
(Yan et al., 1997; Yan et al., 1999; Yan et al., 2000 a, b; He et al., 1998; He et al.,
1999; Yang et al., 2001; He et al., 2002 a; Lustbader et al., 2004; Tieu et al., 2004;
Yan et al., 2005; Yang et al., 2005 a). So konnte sein Fehlen im Gehirn der
Embryonen mit einer peripheren neurologischen Stérung verbunden sein, die eine
Entwicklung der Embryonen nicht méglich macht. Bei der Alzheimer Krankheit fuhrt
die Blockierung der Enzymaktivitat von ERAB durch AB zu Zellschadigungen, die mit
der Apoptose der Neuronen im Gehirn verbunden ist (Yan et al., 1997; Yan et al.,
1999; Yang et al., 2001; He et al., 2002 a; Lustbader et al., 2004; Takuma et al.,
2005). Somit wére ein Fehlen von ERAB mit der Blockierung seiner enzymatischen
Funktionen durch A gleichzusetzen.

Durch die Expression von ERAB in den Mitochondrien besteht die Moglichkeit, dass
ein Fehlen dieses Enzyms zu einer mitochondrialen Schadigung, verbunden mit dem
Zelltod, fuhrt. Da es ebenfalls in der mitochondrialen Atmungskette eine wichtige
Rolle spielt (Lustbader et al., 2004; Tieu et al., 2004; Yan et al., 2005; Takuma et al.,
2005), waren Storungen in den Komplexen der Atmungskette moglicherweise tddlich
fur die Embryonen. Dadurch wirde es zur Sauerstoffunterversorgung der Embryonen
im Uterus der Mutter kommen, was ebenso den frihen Tod der Knock-out Tiere

erklaren wirde.
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Des weiteren konnte ein Fehlen von ERAB in bestimmten Stoffwechselwegen, die
der Energiegewinnung dienen, wie die mitochondriale B-Oxidation der Fettsauren (He
et al., 1998; He et al., 2000 a; Powell et al., 2000) und die Beteiligung an der
Ketonkorpersynthese als Energiequelle fur das Gehirn (Yan et al., 2000 a; Yan et al.,

2005) fur den Tod der Embryonen verantwortlich sein.

In einer Studie mit dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C.elegans) konnte
gezeigt werden, dass der Alterungsprozess ein hormonell abhéngiger Weg ist. Dieser
wird durch den konservierten Insulin/IGF-1 Signalweg, gesteuert von DAF-16, einem
Transkriptionsfaktor der FOXO-Familie, kontrolliert (Murphy et al., 2003). DAF-16
reguliert die Expression von Genen, die den Alterungsprozess beeinflussen. Mit Hilfe
von DNA Microarray Analysen konnte bestimmt werden, dass eine Reduktion in der
Aktivitat der kurzkettigen Dehydrogenase-Reduktase-Familie, zu denen auch das
ERAB gehort, zu einer verkirzten Lebenserwartung in C.elegans fuhrt.

Da ERAB in vielen Stoffwechselwegen beteiligt ist, ist es sehr schwer, die genaue
Ursache fir den letalen Phanotyp zu finden. Die bisher generierten und weitere
zellspezifische Knock-out Linien fur ERAB werden die Untersuchungen erleichtern.

5.3. Die Mauslinie ERAB/neo
5.3.1. Genexpressionsanalysen und Phanotyp der ERAB/neo Mannchen

Durch die Verpaarung weiblicher Nachkommen des Chiméaren mit Cre deleter
Mausen wurden zum ersten Mal Mannchen mit der Mutation (YX™"erhalten. Diese
Mannchen zeigten einen sehr stark ausgepragten Phéanotyp, obwohl noch keine Cre-
vermittelte Rekombination zur Deletion des Exon 1 stattgefunden hatte. Dieser
Phanotyp konnte nur durch das noch vorhandene neo-Gen entstanden sein. In der
Literatur gibt es Veroffentlichungen die zeigen, dass die Insertion eines neo-Gens zu
Problemen fiihren kann (Artelt et al., 1991; Colledge et al., 1995; Olson et al., 1996;
Byun et al., 1998; DeJarnette et al., 1998; Meyers et al., 1998). Das neo-Gen kann
nicht nur die Expression des Zielgens beeinflussen, sondern auch zu Stérungen der
Expression von Genen in unmittelbarer Umgebung fuhren. Daher ist das Entfernen
des Selektionsmarkers besonders wichtig, um spater eindeutige Ergebnisse, ohne

Artefakte, erhalten zu koénnen. Diese Mauslinie eignete sich jedoch sehr gut, um
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Methoden und Techniken zu etablieren, die spéater fir die zellspezifischen Knock-out
Linien von ERAB benétigt wurden.

Durch Genexpressionsanalysen mit Hilfe der quantitativen Real Time PCR konnte
die gestorte Genexpression in verschiedenen Organen der Tiere nachgewiesen
werden. Diese auRRerte sich in einer deutlichen Abnahme der Expression in Grof3hirn
und Kleinhirn. Des weiteren war die Expression in der Leber, der Lunge, den Nieren
und den Hoden vermindert. Ebenso Thymus und Lymphknoten zeigten eine
reduzierte Genexpression. Nur in der Milz war eine Erh6hung zu beobachten.

Die ERAB/neo Mannchen zeigten bereits in einem Alter von 11-14 Wochen die
ersten Krankheitssymptome, die sich durch verlangsamtes Gehen, tribe Augen,
Krampfe und am Ende mit Bewegungsunfahigkeit &ul3erten. Die Tiere mussten
spatestens im Alter von 24 Wochen getotet werden. Durch DNA-Analysen konnte in
diesen Tieren in Milz, Niere, Hoden, Leber, Thymus, Darm und Gehirn Apoptose

nachgewiesen werden.

5.3.2. Histologische Untersuchung der ERAB/neo Mannchen
5.3.2.1. ERAB und seine Rolle im Androgenmetabolismus

Fur weitere Untersuchungen des Phanotyps wurden histologische Untersuchungen
durchgefiihrt. Dabei konnte eine Subfertilitat dieser Mannchen analysiert werden, die
durch eine verminderte Anzahl an reifen Spermien in den Hoden zu erkennen war.
Dieses Ergebnis erklarte, warum von diesen Mannchen keine Nachkommen erhalten
werden konnten.

Mause mit einer Azoospermie (Fehlen von beweglichen Spermien in der
Samenflissigkeit) zeigen eine deutlich hdhere Expression von ERAB (Hansis et al.,
1998). Jedoch zeigten unsere Expressionsstudien, dass ERAB in den Hoden der
ERAB/neo Mannchen im Vergleich zu denen der ERAB/FIp Tiere eine verminderte
Expression aufwies. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass mit
zunehmendem Alter der Tiere die Menge an aktivem 173-HSD in den Leydig Zellen
der Hoden abnimmt (lvell et al., 2003). Jedoch waren die ERAB/neo Mause zu
Beginn der Verpaarung gerade sieben bis acht Wochen alt. Daher kann dies nicht

der Grund fir die fehlende Fertilitat dieser Tiere sein.
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In Drosophila fiihren Punktmutationen zur verminderten Hodengréf3e sowie zu
unreifen Spermien und aberranten Mitochondrien. Die Spermien gewinnen ihre
Energie aus der B-Oxidation der Fettsauren. Da die Hoden der Fliegen eine Defizienz
in der 3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase Aktivitat, einem Enzym mit Homologien zu
scully und ERAB aufweisen (Torroja et al., 1998), sind Parallelen zum Ph&notyp der
ERAB/neo Mause zu erkennen. In der Literatur gibt es weitere Hinweise darauf, dass
die Familie der kurzkettigen L-3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenasen eine Rolle im
Androgenmetabolismus spielt. Als 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase ist ERAB das
einzige Enzym dieser Familie, das die Oxidation des 5a-androstane-3a,173-diols
(3a-adiol) zum aktiven Androgen Dihydrotestosteron (DHT) katalysiert (He et al.,
2000 a). Das DHT wird auch von der 5a-Reduktase im endoplasmatischen Retikulum
synthetisiert. Das ERAB konnte aber zusammen mit dieser 5a-Reduktase die
wichtigste Quelle fir die Synthese des DHT sein. Wird ERAB nicht mehr exprimiert,
ware dadurch eine verminderte DHT-Synthese mdglich. Neuere Untersuchungen zur
wichtigsten oxidativen 3oa-Hydroxysteroid Dehydrogenase des Menschen zeigten
jedoch, dass ERAB nur eine schwache Oxidase ist, die 3a-adiol nur oxidieren kann,
wenn es in hohen Konzentrationen vorliegt (Baumann et al., 2006). ERAB ist somit
auf jeden Fall an der Synthese des Dihydrotestosteron beteiligt, wenn es auch nicht

das Hauptenzym zur DHT-Gewinnung darstellt.

5.3.2.2. ERAB/neo Mannchen haben verkleinerte Milzen

Die sehr stark verkleinerten Milzen dieser Mannchen zeigten eine um das flnf-
siebenfache reduzierte Zellzahl im Vergleich zu Milzen der Kontrolllinie ERAB/FIp.
Das Organgewicht in Bezug auf das Korpergewicht war gegeniiber C57BI/6 N Tieren
als Kontrolle verringert. Bei ERAB/neo Mausen entsprach das Milzgewicht nur 0,16%
des Korpergewichtes, wohingegen bei Kontrollen ein Milzgewicht von 0,47% zum
Korpergewicht bestimmt werden konnte. In der Histologie zeigten sich bei den
lichtmikroskopischen Untersuchungen jedoch keine Veranderungen in der
Beschaffenheit dieses Organs. Durch DNA-Analysen konnte aber eine verstarkte
Apoptose in diesem Organ nachgewiesen werden.

Die Ursache fur die stark verkleinerte Milz konnte in diesen Tieren noch nicht geklart

werden.
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5.3.3. Der 2-Methyl-3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (MHBD)-Mangel

Bereits im Jahr 2000 wurde von einer Arbeitsgruppe der MHBD-Mangel
beschrieben (Zschocke et al.,, 2000). Das Enzym 2-Methyl-3-Hydroxybutyryl-CoA
Dehydrogenase (MHBD) ist ein Homologes zu ERAB und im Abbauweg der
verzweigtkettigen Aminoséure Isoleucin ein wichtiger Bestandteil. Isoleucin ist eine
essentielle Aminosaure, bei deren Abbau ein Zwischenprodukt des Zitratzyklus
entsteht, das Acetyl-CoA. Dieses Acetyl-CoA kann in der Ketonkdrperbiosynthese
verwendet werden. Ketonkorper sind eine wichtige Energiequelle fur das Gehirn,
besonders, wenn keine anderen Metabolite zur Verfugung stehen, wie z. B. in
Stresssituationen oder bei mangelnder Nahrungsaufnahme. Ein weiteres Produkt des
Isoleucin-Abbaus ist Propionyl-CoA, das auch beim Abbau ungeradzahliger
Fettsauren entsteht. Dieses kann nach seiner Umwandlung in Succinyl-CoA wieder
in den Zitratzyklus eingeschleust werden. Der Zitratzyklus ist in der mitochondrialen
Matrix lokalisiert und dient der Erzeugung von Energie in Form von ATP.

Durch den MHBD-Mangel kommt es zur Anhaufung der Metabolite Tiglylglycin und
MHBD im Urin der betroffenen Personen; beides sind Zwischenprodukte im
Abbauweg des Isoleucins. Des weiteren haben betroffene Personen erhohte
Laktatwerte im Blut, die auf einen gestorten Energiestoffwechsel hinweisen. Ein
Mangel an MHBD fluhrt zu einer X-chromosomalen neurodegenerativen Erkrankung,
die sich von einem milden bis hin zu einem progressiven Verlauf aul3ern kann. Dies
konnte in mehreren Studien gezeigt werden (Ensenauer et al., 2002; Olpin et al.,
2002; Sutton et al., 2003; Poll-The et al., 2004; Sass et al., 2004; Garcia-Villoria et
al., 2004, 2005). Bei den betroffenen Patienten treten Entwicklungsverzégerungen

mit Beeintrachtigungen der motorischen Fahigkeiten auf.

5.3.3.1. Urinanalysen der ERAB/neo Mannchen

Durch die beschriebenen Krankheitssymptome der Kinder mit MHBD-Mangel
konnten Parallelen zu den ERAB/neo Mausen festgestellt werden. Es wurden
Urinanalysen durchgefihrt, um die Menge an Tiglylglycin und MHBD im Urin dieser
Tiere nachweisen zu kénnen. Doch diese Untersuchungen ergaben keinen Hinweis
auf eine Storung des Isoleucinabbaus. Die Kontrolltiere ERAB/Flp zeigten eine
funffach hohere Konzentration an Tiglylglycin (250 mmol/mol Kreatinin) als die
ERAB/neo Mannchen (50 mmol/mol Kreatinin). Das MHBD, der wichtigste Metabolit,
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konnte bei den Tieren leider nicht detektiert werden. Somit ist ein gestoérter Isoleucin-
Abbau nicht die Ursache fur den Phanotyp der ERAB/neo Tiere.

5.3.3.2. Der MHBD-Mangel und seine Parallelen zur Alzheimer Krankheit

Die Mitochondrien kénnen als Ausléser vieler neurodegenerativer Erkrankungen
gesehen werden, wie z. B. der Alzheimer-, der Parkinson- oder der Huntington
Krankheit. Als Ursache wurde oxidativer Stress, ausgeldst durch eine Stérung in der
Energieversorgung, angenommen (Beal et al., 1993; Sims, 1996).

Wie bereits bei den Knock-out Tieren kurz erwdhnt (siehe 5.2.2.), sind auch hier
Parallelen zur Alzheimer Krankheit zu erkennen. Bei dieser Krankheit kommt es
durch die Aggregation von AB im Gehirn zu neuronalen Schadigungen. Dadurch
werden Sauerstoffradikale freigesetzt, die DNA fragmentiert, es kommt zu Stérungen
in der Atmungskette und zum Zelltod. Als Ausldser daftr wurde die Interaktion von
ERAB mit Ap angenommen, da Ap die NAD-Bindungsstelle im Enzym blockiert und
somit auch dessen Aktivitat (Yan et al., 1997; He et al., 1998; Yan et al., 1999; Yan
et al., 2000 b; Yang et al., 2001; He et al., 2000 a; Yan et al., 2005). Die Blockade
der enzymatischen Aktivitat von ERAB kann zur Apoptose in Neuronen fuhren. Ist die
Bindungsstelle fur AB blockiert, verringert sich auch die toxische Wirkung von Ap.
Diese Blockade der enzymatischen Aktivitdt konnte mit dem Fehlen des Enzyms
gleichgesetzt werden. Somit wirden die gleichen Mechanismen zum MHBD-Mangel
und zur Alzheimer Krankheit beitragen.

Weitere Hinweise zur Klarung des Krankheitsbildes des MHBD-Mangels kdnnen die
enzymatischen Untersuchungen von ERAB ergeben. Dazu wurden im Verlauf
dieser Arbeit Ohrfibroblastenkulturen von ERAB/neo Mannchen und ERAB/FIp
Kontrolltieren angelegt. Diese Zellen sollen in Tests mit verschiedenen Substraten fur
ERAB neue Erkenntnisse zum Krankheitsbild des MHBD liefern. Da ERAB auch im
Metabolismus der neuroaktiven Steroide beteiligt ist (He et al., 2005 a, b), kdnnte

eine Untersuchung der Neurosteroide im Gehirn ebenfalls Aufschliisse bringen.
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5.4. Die Mauslinie ERAB/Tie2
5.4.1. Phanotyp der ERAB/Tie2 Knock-out Mannchen

Die Tie2 transgene Mauslinie ermoglicht durch die Expression der Cre
Rekombinase unter dem Tie2 Promoter eine spezifische Rekombination
ausschlie3lich in Endothelzellen und hamatopoetischen Zellen (Constien et al.,
2001). Durch die Verpaarung der homozygoten ERAB/FIp Tiere mit diesen Cre
transgenen Mausen konnten zellspezifische Knock-out Mause fir ERAB generiert
werden. Im weiteren Verlauf stellte sich heraus, dass die Knock-out M&nnchen
subfertil waren, denn bei Verpaarungen mit diesen Mannchen konnten keine
Nachkommen erhalten werden. Des weiteren entwickelten diese Mannchen im Alter
von 20 Wochen einen ahnlichen Phanotyp wie die ERAB/neo Mannchen, d. h. sie
konnten langsamer gehen, litten unter Krampfen und mussten spatestens im Alter
von 26 Wochen getdtet werden. Bei den ERAB/neo Méannchen traten die ersten
Krankheitssymptome bereits im Alter von 11-14 Wochen auf und die Tiere mussten
spatestens im Alter von 24 Wochen getdtet werden. Somit wiesen die ERAB/Tie2
Méannchen einen schnelleren Krankheitsverlauf auf.

Die Untersuchung der Oberflaichenmarker von T-Zellen in Thymus, Milz und
Lymphknoten zeigten keine Veranderungen im Vergleich zu Kontrolltieren. Damit ist
ERAB in der frihen T-Zellentwicklung im Knochenmark kein entscheidender Faktor.
Es konnte gezeigt werden, dass Knock-out Mannchen, bei denen ERAB in
Endothelzellen und hamatopoetischen Stammzellen ausgeschaltet ist, nicht
lebensfahig sind. Auffallig ist, dass homozyogte Knock-out Weibchen fir ERAB/Tie2
lebensfahig sind. Bis jetzt wurden zwei dieser Weibchen geboren, die in ihrem
Verhalten unauffallig sind. Eines dieser Tiere ist mittlerweile 10 Monate alt. Von
diesem Tier konnten auch Nachkommen erhalten werden. Der Grund fur das
Uberleben dieser Weibchen ist noch nicht geklart. Damit ist dieser zellspezifische
Knock-out fir ERAB nur fir Mannchen letal.

128



Diskussion

5.4.2. Histologische Untersuchungen der ERAB/Tie2 Knock-out Mannchen

Histologische Untersuchungen der ERAB/Tie2 Knock-out Mannchen erbrachten die
gleichen Befunde wie die der ERAB/neo Mannchen. Auch die Hoden der ERAB/Tie2
Tiere zeigten eine verminderte Anzahl an reifen Spermien. Der Grund fur die
fehlende Fertilitat wurde bereits bei den ERAB/neo Mausen besprochen (siehe
5.3.2.1.). Die Milz dieser Tiere war ebenso stark verkleinert, histologisch jedoch
unauffallig. Die Blase war ebenfalls vergréRert, auch die Blutungen im Darm waren
deutlich sichtbar.

Da die Zuchterfolge mit dieser Mauslinie sehr begrenzt sind und sich der
ausgepragte Phanotyp dieser Linie erst im Alter von 5-6 Monaten zeigt, konnten bis
jetzt noch nicht gentgend Tiere fur ausfuhrlichere Studien erhalten werden. Jedoch
konnte mit Hilfe der ERAB/neo Linie bereits einiges Uber den Phanotyp dieser Tiere
gelernt werden. Mit der Linie ERAB/Tie2 kdnnen in weiteren Studien die Ergebnisse,
die mit der ERAB/neo Linie erhalten wurden, bestatigt werden. Diese Tiere werden in
Zukunft fur alle Untersuchungen eingesetzt, da es sich bei dieser Knock-out Linie um

eine definierte Mauslinie handelt.

5.5. Die Mauslinie ERAB/Ick

Zur weiteren Untersuchung der Funktionen von ERAB im Immunsystem wurden die
homozygoten ERAB/FIp Tiere mit Ick Cre transgenen Mausen verpaart. Dadurch
konnten homozygote Mannchen und Weibchen der Linie ERAB/Ick erhalten werden,
in denen das Gen in T-Lymphozyten ausgeschaltet wurde.

Das Ick ist eine Proteintyrosinkinase aus der Familie der Src-Kinasen und fur die
Signalgebung in den T-Zellen mit verantwortlich. Diese Kinase wird bereits sehr frih
in der T-Zellentwicklung exprimiert, und zwar nach der Bildung der p-Kette des
T-Zellrezeptors und vor dessen Bildung der o-Kette. Aus Studien mit Knock-out
Méausen fir Ick ist bekannt, dass diese Tiere sowohl eine Reduktion in ihrer
ThymusgroRe als auch eine stark verminderte Anzahl an doppelt positiven

Thymozyten zeigen (Molina et al., 1992; Anderson et al., 1993).
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5.5.1. Die Thymusrtckbildung:
Analyse der Zellzahlen in den Thymi von ERAB/Ick- und ERAB/Flp
Tieren verschiedenen Alters

Die Thymusentwicklung ist bei Mausen nach den ersten vier bis sechs Wochen
ihres Lebens abgeschlossen. Der Thymus erreicht dabei seine maximale Grol3e mit
der héchsten Anzahl an Thymozyten. Nach dieser Zeit kommt es zum deutlichen
Gewichtsverlust dieses Organs und der Reduktion der Thymozytenneubildung, denn
der Thymus ist ein Organ, das einer altersbedingten Rickbildung unterliegt
(Hirokawa et al., 1975; Aspinall et al., 1997; Aspinall, 2000 b; Goronzy et al., 2005).
Als Folge werden immer weniger naive T-Zellen in den peripheren T-Zellpool
ausgeschleust und es kommt zum Anstieg der Gedachtniszellen, um die
Homdostase aufrecht zu erhalten (Linton et al., 2004).
Bei ersten Untersuchungen der Tiere der ERAB/Ick Linie zeigten sich deutliche
Unterschiede in der ThymusgroRe und den Thymozytenzahlen im Vergleich zu
gleichaltrigen Kontrolltieren der Linie ERAB/FIp. Dabei stellte sich heraus, dass die
ERAB/Ick Tiere im Alter von 9 Wochen im Durchschnitt eine Thymozytenzahl von
~ 18 x 107 hatten, wohingegen diese bei den Kontrollen nur ~ 13 x 10’ betrug. Bei
den Kontrollen nahm die Zellzahl in einem Altersbereich von 11-26 Wochen auf
~ 3 x 10" ab, bei den Knock-out Tieren konnte noch eine Zellzahl von ~ 8 x 10’
nachgewiesen werden.
In einer Studie mit weiblichen Balb/c Mausen konnte demonstriert werden, dass die
Thymozytenzahl in bestimmten Altersstufen abnimmt. In Bereichen von 1-1,5
Monaten, 1,5-3 Monaten, 3-7 Monaten, im Alter von 12-18 Monaten und dann
nochmals im Alter von 22-27 Monaten bleibt die Zellzahl relativ konstant (Ortman et
al., 2002). Ahnliche Ergebnisse wurden mit C57BI/10 Mausen erzielt (Aspinall, 1997).
Bis jetzt wurden in der vorliegenden Arbeit nur Tiere in einem Alter von 2-6,5
Monaten analysiert. Diese zeigten eine Reduktion der Thymozytenzahlen zwischen 2
und 3 Monaten, wohingegen die Zellzahlen zwischen 3 und 6,5 Monaten relativ
konstant blieben. Dies entspricht somit den Beobachtungen von Ortman et al. (2002)
in den Balb/c Mausen und von Aspinall (1997) in den C57BI/10 Tieren. Um die
stufenweise Abnahme der Zellzahlen in den Thymi analysieren zu kénnen, mussen
von Tieren, die 7 Monate und alter sind, die Zellzahlen noch bestimmt werden. Doch
diese Tiere konnten aufgrund des Alters bis zum Ende dieser Arbeit noch nicht in

ausreichender Zahl erhalten werden.
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5.5.1.1. Die Thymusruckbildung und ihr Einfluss auf die Struktur des Organs

Ein weiterer wichtiger Punkt sind histologische Untersuchungen zur Beschaffenheit
des Thymus von ERAB/Ick Mausen im Vergleich zu ERAB/FIp Mausen.
Mdoglicherweise kommt es durch die fehlende Thymusrickbildung in den Knock-out
Tieren zu keinen Veranderungen in der Struktur dieses Organs. Histologisch wird die
Thymusrickbildung mit einem Verlust des Kortex und keinen Veradnderungen im
Thymusmark beschrieben. In der Verdffentlichung von Li et al. (2003) konnte in den
DBA/2 Mausen sowohl bei 3 als auch 15 Monate alten Tieren eine deutliche
GroRRenabnahme des ganzen Thymus und eine Abnahme im Verhaltnis von Kortex
zu Mark festgestellt werden.

Fur diese Untersuchungen konnten bis zum Ende dieser Arbeit noch nicht geniigend
Tiere in einem Alter von 15 Monaten und alter erhalten werden. Die histologischen
Analysen werden, sobald ausreichend Tiere vorhanden sind, durchgefuhrt.

5.5.1.2. Welche Faktoren beeinflussen die Thymusrtckbildung?

Die genauen Mechanismen, die zur Rickbildung dieses Organs beitragen, sind
nicht geklart. Bei diesem Prozess andern sich sowohl die Architektur und die
Zellzusammensetzung des Thymus als auch das Thymusstroma (Mackall et al.,
1998). Molekile, die Einfluss auf die Thymusriuckbildung haben kénnten, sind das
Wachstumshormon, das IGF-1 (,insulin-like growth factor-1%), der NGF (,nerve
growth factor”), IL-7, IL-6 und TGF-B. Ob die Expressionsanderungen dieser
Molekile jedoch die Thymusriickbildung verursachen oder die Ruckbildung die
Ursache fiir die Anderung ihrer Expressionen ist, ist nicht geklart (Gray et al., 2005).
Die Thymusrickbildung ist ein intrinsischer Effekt und wird nicht durch
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark ausgeltst. Dies wurde durch Analysen mit
Knochenmarkschiméaren gezeigt, bei der die Rekonstitution alterer Mause mit
Knochenmark junger Mause die Thymusriickbildung nicht aufheben konnte (Doria et
al., 1997; Mackall et al., 1998; Aspinall, 2000 b). Der IL-7-Rezeptor wird bereits auf
den frihesten Vorlauferzellen der T-Lymphozyten (CD25CD44%) exprimiert. Die
Expressionshohe nimmt im Verlauf der Differenzierung zu reifen T-Zellen ab (Su et
al., 1997). Als ein moglicher Faktor fir die Ruckbildung dieses Organs wurde die
Reduktion der IL-7 Produktion angenommen, das von den kortikalen thymischen

Epithelzellen produziert wird (Aspinall et al., 2000 a; Andrew et al., 2002). Doch in
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einer neueren Studie wurde diese Aussage revidiert, denn Philips et al. konnten
durch die Injektion von IL-7 sekretierenden Stromazellen in Thymi von Méausen eine
Thymusrickbildung nicht verhindern (Philips et al., 2004).

Des weiteren ist bekannt, dass der Anstieg der Sexualhormone eine altersbedingte
Thymusrickbildung fordert. Durch Kastration kann die Rickbildung wieder
aufgehoben werden, die Proliferation der Thymuszellen wird erhdht und die
Differenzierung zu reifen T-Zellen gefordert (Heng et al., 2005; Sutherland et al.,
2005). Rezeptoren fiir Ostrogen, Androgen und Progesteron findet man sowohl auf
den Thymozyten als auch den thymischen Stromazellen (Pearce et al., 1983;
Kawashima et al., 1992; Olsen et al., 2001).

Um die Frage der verzdgerten Thymusrickbildung in den ERAB/Ick Tieren zu kléren,
konnen Genexpressionsanalysen durchgefuhrt werden, die ein bestimmtes
Expressionsmuster in Thymi von Mausen verschiedenen Alters zeigen. Dies wurde
bereits von Ortman et al. (2002) dargestellt. In dieser Arbeit wurden Gene untersucht,
die sowohl bei der Entwicklung der T-Zellen vom doppelt negativen zum doppelt
positiven Stadium als auch im Thymusstroma eine entscheidende Rolle spielen.
Damit konnte durch unterschiedliche Genexpressionsmuster eine verzogerte
Thymusriickbildung sowie Anderungen im Expressionsmuster der T-Zellpopulationen

in ERAB/Ick Tieren charakterisiert werden.

5.5.1.2.1. Glucocorticoide und ihr Einfluss auf die Thymusruckbildung

Ein weiterer Faktor in diesem Prozess kdonnten Glucocorticoide sein. Diese spielen
eine wichtige Rolle in der Entwicklung, der Differenzierung, der Homoostase und der
Apoptose von T-Zellen (King et al., 1995; Ashwell et al., 1996; Ashwell et al., 2000;
Vacchio et al., 2000; Pazirandeh et al., 2002; Brewer et al., 2002; Distelhorst, 2002;
Schmidt et al., 2004). Wahrend basale Glucocorticoidmengen moglicherweise fir das
Wachstum und fur die Homoostase der Thymozyten verantwortlich sind, fuhrt eine
erhohte Menge, ausgeldst z. B. durch Stressreaktionen, zur Apoptose. Wéahrend des
Alterns kommt es zum graduellen Verlust der Glucocorticoid-Synthese in den
thymischen Epithelzellen. Dies konnte ein Beitrag zur Thymusrickbildung sein
(Jondal et al., 2004). Das endogene Glucocorticoide die altersbedingte Ruckbildung
verzogern, wurde in einer Studie mit transgenen Mausen gezeigt, die eine
Uberexpression des Glucocorticoidrezeptors auf ihren T-Zellen haben. Bei alteren

Tieren (> 5 Monate) konnte eine verzogerte Thymusrickbildung sowie eine erhéhte
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Anzahl an Thymozyten gefunden werden (Pazirandeh et al., 2004). Ein Einfluss auf
das Apoptoseverhalten der Thymozyten wurde nicht beobachtet.

Bereits in einer Vero6ffentlichung von Vacchio et al. (1994) wurde gezeigt, dass
thymische Epithelzellen steroidaktive Enzyme exprimieren. In spéateren Studien
konnten dann die Enzyme identifiziert werden, die Cholesterol in Corticosteron
umwandeln. Somit sind die Epithelzellen des Thymus selbst in der Lage,
Glucocorticoide zu synthetisieren. Bei der Synthese der endogenen Glucocorticoide
des Thymus ist auch das Enzym 3pB-Hydroxysteroid Dehydrogenase (3B-HSD)
beteiligt (Pazirandeh et al., 1999; Lechner et al., 2000), das ein ahnliches Mitglied
der Familie der Hydroxysteroid Dehydrogenasen ist wie ERAB (173-HSD) (Yan et al.,
2005). Die 3B-HSD kann sowohl Pregnenolon in Corticosteron als auch 17a-
Hydroxypregnenolon in Cortisol umwandeln. Auf der Suche nach neuen
Substratspezifitaten sowohl fur die humane 178-HSD als auch fir die von Drosophila
(scully) konnte eine 20B-OH und 21B-OH Dehydrogenase-Aktivitat mit C,;-Steroiden
beobachtet werden. Daher wurde fir die 17B-HSD eine allgemeine Rolle bei der
Kontrolle der Progesteron- und Glucocorticoidhormonmengen vorgeschlagen
(Shafgat et al., 2003). Somit konnte ein Fehlen von ERAB zu einer gestorten
Glucocorticoidproduktion im Thymus fuhren und dadurch die Thymusrickbildung
verzogert oder sogar aufgehoben sein.

Zur Aufklarung der endogenen Glucocorticoidproduktion im Thymus konnen die
Corticosteronmengen im Serum dieser Tiere mit Hilfe eines Radioimmunoassays
bestimmt werden. Dann wirde sich zeigen, ob die 3B-HSD eine ausreichende
Homologie zu ERAB hat, um fir die Glucocorticoidproduktion im Thymus

verantwortlich zu sein.
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5.5.2. Analyse der Oberflachenmarker

5.5.2.1. Verteilung der T-Zellpopulationen in den Thymi von ERAB/Ick-und
ERAB/Flp Mausen

Der Grof3teil der T-Zellen im Thymus gehdrt zur Population der doppelt
positiven Thymozyten, d. h. der CD4'CD8" T-Zellen. Durch die Analyse der
Oberflachenmarker der Thymozyten von ERAB/Ick- und ERAB/FIp Tieren wurden die
Verhéltnisse der CD4*/CD8" T-Zellen in den Thymi verschieden alter Mause (2, 6
und 7 Monate) untersucht. Dabei konnten keine Unterschiede in diesen
T-Zellpopulationen festgestellt werden, weder in den verschiedenen Altersstufen
noch zwischen den beiden Mauslinien.
Untersuchungen der einzelnen T-Zellpopulationen in Thymi von C57BI/10 Mausen
zeigten, dass es im Alter zwischen 3 und 20 Monaten zur Reduktion der
Thymozytenzahl um 83% kommt. Die grof3te Veradnderung zeigt sich dabei in der
CD4'CD8" Population (Aspinall 1997; Aspinall, 2000 a). Daher muss der Grund fiir
die verminderte Zahl an doppelt positiven Thymozyten innerhalb oder vor der Bildung
der CD4°CD8 Population liegen. In alteren Tieren konnte eine Reduktion in der Zahl
der CD25'CD44" und der CD25'CD44 Vorlauferzellen gefunden werden. Dadurch
kommt es zum Anstieg der CD25CD44" Zellen in der doppelt negativen
T-Zellpopulation in @lteren Tieren und zur Stérung in der Differenzierung der T-Zellen
(Thoman et al., 1995; Aspinall, 1997; Mackall et al., 1997; Thoman, 1997; Lacorazza
et al., 1999; Aspinall, 2000 a). In jungeren Tieren hingegen exprimieren viele doppelt
negativen Zellen CD25, d. h. sie sind in der Lage, sich von Vorlauferzellen zu pra-T-
Zellen zu entwickeln (Thoman, 1997). Die CD25CD44" T-Zellen zeigen in &lteren
Tieren eine verminderte Proliferations- und hohere Apoptoserate (Min et al., 2004).
Eine mdgliche Ursache fur die erhdhte Zellzahl in den Thymi der Knock-out Mause
konnte somit auch eine vermehrte Anzahl an noch vorhandenen Vorlauferzellen in
diesem Organ sein. Die Analyse dieser Vorlauferzellen anhand der CD25- und CD44
Expression gaben jedoch keine Hinweise auf die erhéhte Zellzahl in den Thymi der
ERAB/Ick Tiere, da diese Mause prozentual die gleiche Anzahl an Vorlauferzellen in
ihren Thymi hatten wie die Thymi der Kontrollen, und das in allen drei untersuchten
Altersstufen (2, 6 und 7 Monate). Somit wiesen die Knock-out Tiere insgesamt nur
eine hohere Zellzahl in ihren Thymi, im Vergleich zu den Thymi der ERAB/FIp Tiere,
auf, die aber keine Anderungen im Verhaltnis der einzelnen T-Zellpopulationen

verursachte. Jedoch konnte hier wiederum das Alter der analysierten Tiere ein Grund
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dafur sein, dass keine Unterschiede zwischen den beiden Linien gefunden werden
konnten. Denn deutliche Unterschiede in den Thymozytenpopulationen werden, wie
anhand der veroffentlichten Daten verdeutlicht wurde, erst zu einem viel spateren
Zeitpunkt sichtbar. Daher werden diese Analysen nochmals mit &lteren, genetisch
definierten Tieren durchgefuhrt. Die Tiere werden dazu auf den C57Bl/6 N

Hintergrund zuriickgekreuzt.

5.5.2.2. Verteilung der T-Zellpopulationen in der Peripherie von ERAB/Ick- und
ERAB/Flp Mausen

Die Konsequenz der altersbedingten Thymusrickbildung ist die Reduktion im
Export von naiven T-Zellen aus dem Thymus in die Peripherie (Scollay et al., 1980;
Berzins et al., 1998; Aspinall et al., 2000 b). Doch trotz der fehlenden naiven T-Zellen
bleibt die Anzahl der T-Zellen in der Peripherie konstant. Dieser T-Zellpool unterliegt
einem homdostatischen Kontrollmechanismus, dem eine Umverteilung in der
Zusammensetzung der T-Zellpopulationen zugrunde liegt. Dabei kommt es zum
Anstieg der Gedachtniszellen. Der periphere T-Zellpool setzt sich somit aus den
naiven T-Zellen und den Gedachtniszellen zusammen (Freitas et al., 1993; Ernst et
al., 1993; Tanchot et al., 1995; Aspinall et al., 2000 a) .
Als mogliche Ursache fir die erhdhte Zellzahl in den Thymi der Knock-out Mause
wurde eine verminderte Zahl an T-Zellen vermutet, die in die Peripherie einwandert.
Daher miuisste es in der Peripherie zu einem Anstieg der Population der
Gedachtniszellen kommen, um die Homdostase aufrecht zu erhalten. Durch die
Untersuchungen der Gedachtniszellen auf ihre Oberflachenmarker CD44 und CD62L
wurde keine erhohte Anzahl an Gedachtniszellen in den ERAB/Ick Tieren

nachgewiesen.
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5.5.3. ERAB in der Apoptose

Zur Analyse der Funktion von ERAB in der Apoptose von T-Lymphozyten wurden
zwei Wege zur Apoptoseinduktion eingesetzt. Der erste war der intrinsische Weg, der
uber die Mitochondrien verlauft und durch Glucocorticoide ausgelost werden kann.
Der zweite war der extrinsische Weg lber den Todesrezeptor CD95, ausgeldst durch

den Liganden des Rezeptors.

5.5.3.1. ERAB und seine Rolle in der durch Glucocorticoide ausgeldsten
Apoptose

Bei der durch das Glucocorticoid Dexamethason ausgeldsten Apoptose zeigte sich
ein deutlicher Unterschied in der Apoptoserate der Thymozyten der beiden
Mauslinien ERAB/Ick und ERAB/Flp. Die T-Zellen der Knock-out Tiere waren sehr
viel sensitiver gegenuber diesem Zelltod als die Kontrollen. Im Durchschnitt
uberlebten nach 22 Stunden Dexamethasonbehandlung ~ 49% der T-Zellen der
ERAB/FIp Linie, jedoch nur ~ 7% der T-Zellen der Knock-out Tiere. Durch Analysen
dieser Mauslinien in verschiedenen Altersstufen (11, 15, 19 Wochen) konnte gezeigt
werden, dass dieser Effekt unabhéangig vom Alter der Tiere ist.
An der durch die Mitochondrien vermittelten Apoptose ist die PT-Pore (,Permeability
Transition Pore®) beteiligt, die aus dem Adeninnukleotidtransporter ANT und dem
spannungsabhangigen Anionenkanal VDAC, an den das Cyclophilin D binden kann,
besteht. Des weiteren kann das pro-apopototische Molekiul Bax, ein Mitglied der
Bcl-2 Familie, an den VDAC binden (Shimizu et al., 1999; Narita et al., 1998; Sharpe
et al., 2004; Zoratti et al., 2005). Als Inhibitor der PT-Pore wurde Cyclosporin A, ein
Immunsuppressivum angenommen. Cyclosporin A bindet an Cyclophilin D und
blockiert so die Pore, indem es die Bindung des Cyclophilin D an den ANT verhindert
(Connern et al., 1992; Pacher et al., 2001; Waldmeier et al., 2003; Forte et al., 2005).
Ein moglicher Mechanismus fir ERAB und seine Funktion in der Apoptose wurde
erst kirzlich in einer Verotffentlichung diskutiert. Dabei wurde angenommen, dass
ERAB an ein Mitglied der PT-Pore, namlich dem Cyclophilin D, binden und dadurch
die Apoptose verhindern kann. Durch diese Bindung wird das Cyclophilin D daran
gehindert, von der mitochondrialen Matrix zur inneren Mitochondrienmembran zu
translozieren. Dadurch ist es nicht in der Lage, mit anderen Komponenten der PT-
Pore zu interagieren und die Mitochondrien zu destabilisieren (Yan et al., 2005)
(siehe Abb. 2). Diese Hypothese bestatigt die Ergebnisse mit den ERAB/Ick Mausen,
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bei denen durch die Behandlung der Thymozyten mit dem Glucocorticoid
Dexamethason verstarkt Apoptose ausgeldst wurde. Durch das Fehlen von ERAB
kann es zur Destabilisierung der Mitochondrienmembran durch Cyclophilin D
kommen, was zur Apoptose fiihrt. Auch in den ERAB/neo Tieren konnte in einigen
Organen durch eine verminderte ERAB-Expression bereits Apoptose nachgewiesen
werden (siehe 5.3.1.).

In kdrzlich veroffentlichten Studien wurde die Rolle des Cyclophilin D an der PT-Pore
genauer untersucht. Durch die Generierung von Cyclophilin D Knock-out Mausen
konnte gezeigt werden, dass Cyclophilin D und die Offnung der Pore zur Vermittlung
des durch Calcium- und oxidativem Stress vermittelten nekrotischen Zelltodes
bendtigt werden. Die Cyclophilin Defizienz verhindert in Fibroblasten einerseits die
durch Calcium und oxidativem Stress induzierte Cytochrom c-Freisetzung und
andererseits die durch diese Stimuli ausgeléste Nekrose. (Nakagawa et al., 2005;
Baines et al., 2005; Basso et al., 2005; Schinzel et al., 2005; Tsujimoto et al., 2006).
In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
Cyclophilin D vor Apoptose schitzen kann (Lin et al., 2002; Schubert et al., 2004; Li
et al., 2004; Basso et al., 2005). Der Mechanismus ist jedoch noch nicht eindeutig
geklart. Lin et al. (2002) zeigten, dass CypD durch seine enzymatischen
Eigenschaften als Peptidyl-Prolyl-lIsomerase den apoptotischen Zelltod unterdriicken
kann. Jedoch weisen die Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe auf einen
Peptidyl-Prolyl-Isomerase unabhangigen Mechanismus hin (Schubert et al., 2004;
Basso et al., 2005). Des weiteren stabilisiert CypD die mitochondrial gebundene
Hexokinase II, was den anti-apoptotischen Effekt noch verstéarkt. Durch die Bindung
der Hexokinase Il an den VDAC kommt es zur Inhibierung der Bindung von Bax an
den VDAC und damit wird Apoptose verhindert (Pastorino et al.,, 2002; Lucken-
Ardjomande et al., 2005; Machida et al., 2006).

Cyclophilin D zeigt somit immer mehr Merkmale, die fur einen nekrotischen Zelltod
sprechen. Jedoch wird eine Beteiligung an der Apoptose nicht ausgeschlossen. Ist
die Offnung der Pore nur transient, wird die ATP-Produktion aufrechterhalten und die
Zellen sterben durch Apoptose. Bleibt die Pore jedoch offen, wird das ATP zerstort
und die Zellen sterben durch Nekrose (Halestrap, 2005). In weiteren Studien konnte
auch gezeigt werden, dass es wahrend des Alterns zu einer vermehrten Offnung der
PT-Pore in Lymphozyten kommt (Mather et al., 2000; Crompton et al., 2004).
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Auch die Rolle des ANT an der PT-Pore wurde weiter untersucht. Dabei konnte in
isolierten Mitochondrien ohne ANT ebenso eine Cytochrom c-Freisetzung beobachtet
werden. Jedoch war eine hohere Calciumkonzentration dazu notwendig als in ANT-
haltigen Mitochondrien (Kokoszka et al., 2004).

Eine Mdglichkeit, um die Bindung des ERAB an Cyclophilin D zu bestétigen, wirde
sich aus Analysen von Verpaarungen der ERAB/FIp Tiere mit CypD-defizienten

Mausen ergeben.

5.5.3.2. ERAB und seine Rolle in der durch CD95-Ligand ausgeltsten
Apoptose

Die Rolle der Mitochondrien im CD95-vermittelten Weg der Apoptose wurde lange
diskutiert. Moglicherweise sind alle Formen der Apoptose von einer Aktivierung der
Mitochondrien abhangig (Marchetti et al., 1996; Kroemer et al., 1997). Es konnte
gezeigt werden, dass es zwei verschiedene Wege der CD95-vermittelten Apoptose
gibt, die von der Menge der aktiven Caspase 8 am DISC abhéngig sind. In
sogenannten Typ | Zellen fuhrt eine hohe Menge an aktivierter Caspase 8 am DISC
zur Aktivierung der Effektorcaspase 3 und zur Apoptose der Zellen. In Typ Il Zellen
wird nur eine geringe Menge an Caspase 8 am DISC produziert und somit auch nur
eine kleine Menge davon aktiviert. Daher ist die Apoptose in diesen Zellen von der
Bcl-2-Familie abhangig (Strasser et al., 1995; Scaffidi et al., 1998) .
Thymozyten werden den Typ | Zellen zugeordnet und somit war die ausgelOste
Apoptose in den Thymozyten der ERAB/Ick Knock-out Mause Uber den CD95-
Todesrezeptor nicht mitochondrienabhéngig. In der Uber den extrinsischen Weg
ausgelosten Apoptose durch den Todesrezeptor CD95 konnten keine Unterschiede
in der Apoptoserate der Thymozyten zwischen den beiden Linien ERAB/Ick und
ERAB/FIp festgestellt werden.
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5.6. Ausblick

Da bereits Punktmutationen von suclly, dem homologen Gen zu ERAB
(,endoplasmic reticulum-associated amyloid -peptide binding protein“) in Drosophila
zu einem letalen Phéanotyp fuhren, war dieser auch in kompletten Knock-out Mausen
fur ERAB nicht unerwartet. Die in der Arbeit generierten konditionalen Knock-out
Méause fur dieses Gen erlaubten jedoch die Untersuchung seiner Funktionen in
definierten Zellen und Geweben des Organismus.

Die T-zellspezifischen Knock-out Tiere fir ERAB sind in Bezug auf die Untersuchung
von Autoimmunerkrankungen, bei denen Mechanismen, die zum Zelltod
autoreaktiver T-Zellen fuhren, aul3er Kraft gesetzt sind, besonders interessant. In
dieser Arbeit haben wir erste Hinweise erhalten, dass ERAB Apoptose in
Thymozyten, ausgel6st durch das Glucocorticoid Dexamethason, verhindern kann. In
weiteren Experimenten werden nun die T-Zellen in der Peripherie in Bezug auf die
Apoptose und den aktivierungsinduzierten Zelltod sowie auf die Expansion und
Kontraktion nach einer Antigenstimulation untersucht.

Die erhaltenen ERAB/Tie2 Knock-out Mause sind fur die klinische Forschung von
grol3er Bedeutung, da sie neue Erkenntnisse zu neurologischen Krankheiten wie der
Alzheimer- und Parkinson Krankheit liefern und zur Aufklarung des 2-Methyl-
3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (MHBD)-Mangels beitragen konnten. Des
weiteren ergeben sich mit den kirzlich etablierten Gehirn-spezifischen Knock-out
Mausen fir ERAB neue Mdoglichkeiten, diese Krankheiten genauer zu untersuchen.
Die in dieser Arbeit generierte Mauslinie ERAB/FIp ist besonders wertvoll, da sie als
Ausgangslinie fur alle weiteren Verpaarungen mit zellspezifischen Cre deleter Linien

eingesetzt und dadurch ERAB in vielen weiteren Zelltypen untersucht werden kann.
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bio

BZR

CD
CD95L
cDNA

Cre
DC
ddH,0O
Dexa
DHT
Dig
DMEM

DMSO
DNA
dNTP
EDTA
ERAB

ES-Zellen
FACScan/Calibur
FCS
Feeder-Zellen
FITC

Amyloid-beta-peptidbindende Alkkoholdehydrogenase
(,amyloid B-peptide binding alcohol dehydrogenase®)
Amyloid beta Peptid

Allophycozyanin

antigenprasentierende Zellen
5-Brom-4-chlor-3-indoylphosphat-toluidinsalz
Basenpaare

Biotin

B-Zellrezeptor

Differenzierungscluster (cluster of differentiation)
CD95-Ligand

komplementare Desoxyribonukleinsaure(complementary
DNA)

Cre Rekombinase

dendritische Zelle

bidestilliertes Wasser

Dexamethason

Dihydrotestosteron

Digoxygenin

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Dulbecco’s
modifiziertes Eagle Medium)

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

2 -Deoxynucleosidtriphosphat
Ethylendiamintetraacetat

endoplasmic reticulum-associated amyloid -peptide
binding protein

Embryonale Stammzellen

Fluoreszenz-aktivierter Zell-Scanner

fotales Kalberserum

priméare embryonale Fibroblastenzellen

Fluoreszein-Isothiozyanat
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Abkirzungsverzeichnis

Flp

G418
GC
GR

HE
HGPRT
HSD
IFN

kb
kDa

Konz.

loxP
LPS

mg
MHBD
min.
ml

mM
MRNA

mut

M9

MM
NBT
OD
PBS

PCR
PE

Flp Rekombinase

Gramm

Ganciclovir

Glucocorticoid

Glucocorticoidrezeptor

Stunde

Hamatoxylin/Eosin
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
Hydroxysteroid Dehydrogenase

Interferon

Interleukin

Kilobasen

Kilodalton

Konzentration

Liter

locus of crossing over of P1 bacteriophage
Lipopolysaccharid

Molar

Milligramm
2-Methyl-3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase
Minute(n)

Milliliter

Millimolar

Boten-RNA (messenger RNA)

Mutation

Mikrogramm

Mikroliter

mikromolar

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

optische Dichte

Dulbecco’s phosphate buffered saline (Dulbecco’s
Phosphat-Gepufferte Kochsalzldsung)
Polymerasekettenreaktion

Phycoerythrin
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Abkirzungsverzeichnis

Pen/Strep
rek.
RNA
RNase
rpm
RT

SA
sec.
SSC
TE
TNF
Tris
TZR
UuN

uv

viv

wit

Penicillin/Streptomycin

rekombiniert

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion
Streptavidin

Sekunde(n)

Standard Saline Citrat

Tris-EDTA Puffer

Tumornekrosefaktor

Tris (hydroxymethyl) amino-methan
T-Zellrezeptor

uber Nacht

Ultraviolett

Volumen/Volumen

Wildtyp
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