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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Mechanismen der Cholesterinbiosyn-
these im Hinblick auf Funktionsstérungen und deren Auswirkungen untersucht. Die Folgen
der Unterbrechung dieses Synthesewegs durch Defekte in den Enzymen NSDHL, HSD17B7
und EBP waren dabei von besonderem Interesse. Mutationen in den Genen NSDHL und
EBP sind fiir die schweren humanen Missbildungssyndrome CHILD und CDPX2 verant-
wortlich.

Mit Hilfe einer Immunférbung an Wildtyp-Mausembryonen wurde eine zeitlich und rdum-
lich distinkte Expression der Hsd17b7 nachgewiesen. Dabei konnte fiir Hsd17b7 erstmalig
eine Lokalisation von mRNA und Protein in den selben Geweben bestétigt werden.
Immunfarbungen mit einem Antikorper gegen aktive Caspase-3 zeigten erstmalig eine
Colokalisation von Cholesterinbiosynthese und Apoptose wihrend der Entwicklung von
Miéusen. Dabei wurden beide Prozesse in den Pharyngealbdgen, Ganglien und den Glied-
mafenknospen gezeigt. Diese Gewebe sind auch bei menschlichen CHILD- und CDPX2-
Patienten betroffen.

Die Mauslinie Tattered, die eine Mutation im Ebp-Gen aufweist und ein Tiermodell fiir
das humane Missbildungssyndrom CDPX2 darstellt, wurde eingehend untersucht. Dabei
konnten Ubereinstimmungen mit dem menschlichen Phénotyp, wie z. B. Veréinderungen
der Haut und im Skelett, identifiziert werden. Eine genauere Charakterisierung der Em-
bryonen zeigte weitere Parallelen zum humanen CDPX2 und brachte erste Hinweise auf
eine mogliche Storung des Sonic Hedgehog-Signalwegs. Zudem wurde gezeigt, dass durch
die Mutation in Ebp auch Gene, die in der adulten Cholesterinhomeostase eine Rolle spie-
len, reguliert werden.

Um Hinweise auf die Auswirkungen von Defekten einzelner Enzyme der Cholesterinbiosyn-
these zu erhalten, wurde eine GC/MS-basierte Methode zur Messung der in vitro- Aktivitét
dieser Enzyme etabliert. In erster Anwendung konnte die Aktivitdt von Maus und huma-
ner HSD17B7 anhand der Umsetzung von Zymosteron zu Zymosterol bestimmt werden.
Die Auswirkungen von Funktionsstérungen der Enzyme NSDHL, HSD17B7 und EBP
wurden eingehend in Zellkultur untersucht. Dazu wurde zu Beginn der Arbeit als neue
Technologie RNA Interferenz (RNAi) fiir den Cholesterinbiosynthese-Weg etabliert. Es
konnte ein effizienter Knock-down der drei genannten Gene nachgewiesen werden. Die
erfolgreich getesteten shRNA-Konstrukte wurden daraufhin stabil in eine induzierbare
Zelllinie (HeLa T-REx) transfiziert. In diesen Zellen wurde ein Knock-down von ca. 90 %
auf mRNA-Ebene erreicht, der auch auf Proteinebene nachweisbar war. Eine Untersu-
chung der Apoptose in diesen Zellen zeigte eine Verringerung der Apoptosehiufigkeit bei
einer Reduktion der entsprechenden Proteine bei Wachstum der Zellen auf Mangelme-

dium. Die Ergebnisse deuten auf ein Steroid oder ein Cholesterinderivat als moglichen



apoptoseauslosenden Faktor hin.

Unterschiedliche Enzyme der Cholesterinbiosynthese wurden mit Hilfe von Inhibitoren blo-
ckiert und die Auswirkungen auf die Apoptose in Zellkultur untersucht. Die Expressionsle-
vel einzelner an der Cholesterinbiosynthese beteiligter Gene wurden mittels quantitativer
RealTime-PCR bestimmt. Mit ihrer Hilfe konnte eine deutliche Expressionssteigerung der
inhibierten Enzyme HMG-CoA-Reduktase und DHCRY7 nachgewiesen werden. Gleichzei-
tig konnte erstmals gezeigt werden, dass die Gene HMGCR, NSDHL, HSD17B7 EBP und
DHCRY eine Synexpressionsgruppe bilden.

Durch die in dieser Arbeit etablierten neuen Methoden zur Modulation der Cholesterin-
biosynthese konnten neue Erkenntnisse iiber die Auswirkungen von Funktionsstérungen
der Cholesterinbiosynthese gewonnen werden. Sie liefern damit neue Hinweise auf die mo-
lekularen Vorgénge der humanen Missbildungssyndrome CHILD und CDPX2.



Abstract

The main topic of the work at hand was on the molecular mechanisms of the cholesterol
biosynthesis and related inborn errors of metabolism. Special focus was given on the en-
zymes NSDHL, HSD17B7 and EBP and the effects of their disruption. When mutated,
NSDHL and EBP cause the severe malformation syndromes CHILD und CDPX2.

By immunostaining of murine wildtype embryos, a spatial and distinct expression of
Hsd17b7 could be shown. Furthermore, I could show the localisation of Hsd17b7-mRNA
and protein in the same tissues.

Immunostaining with antibodies against active Caspase-3 showed a colocalisation of cho-
lesterol biosynthesis and apoptosis during the murine development. Both processes take
place in the pharyngeal pouches, ganglia and limb buds. The same tissues are affected in
human CHILD and CDPX2 patients.

Tattered is an animal model for human CDPX2 with a mutation in Ebp and was in-depth
analysed here. I could identify changes in skin and bones which have been described for the
human phenotype as well. Furthermore, first hints to the affection of the sonic hedgehog
signalling pathway and the regulation of cholesterol homeostasis were gained.

GC/MS measurement was established for detection of mouse and human Hsd17b7 activity.
I could thereby show the conversion of zymosterone into zymosterol through this enzyme.
At the same time, the effects of disrupted NSDHL, HSD17B7 and EBP were analysed in
cell culture. To this end, I established RNA interference in our laboratory. For all three
genes under investigation I could show an efficient knock-down. Stable and inducible trans-
fection of these constructs in HeLa T-Rex yielded about 90 % decrease in mRNA level
which could be proven on protein level as well. When grown on deprivation media, these
cells displayed a decrease in apoptosis. These results hint at a steroid or cholesterol-like
substance which could be the proapoptotic signal.

By application of several inhibitors, apoptosis in functional deficient cholesterol biosynthe-
sis was analyzed in cell culture. Expression levels were detected by quantitative RealTime-
PCR. T could thereby show a significant upregulation of inhibited HMG CoA reductase
and DHCR7. At the same time, HMGCR, NSDHL, HSD17B%7, EBP and DHCR7 were
detected as a synexpression group for the first time.

This investigation has established new technologies for the modulation of cholesterol bio-
synthesis and thereby gained new insights on the effect of functional disruption of the
cholesterol biosynthesis. These provide new hints to the molecular mechanisms underlying
CHILD and CDPX2.






1. Einleitung

1.1. Cholesterin

Cholesterin gewinnt in der heutigen Zeit immer mehr an Bedeutung, da es als Risikofaktor
in der Entstehung einiger Volkskrankheiten wie der Arteriosklerose und der Bildung von
Gallensteinen angesehen wird. Zu den bekannten Krankheiten gehort auch die Familifire
Hypercholesterindmie, die unabhéngig von der Nahrungsaufnahme zu erhéhten Choleste-
rinwerten im Blut fithrt. Ein erh6hter Cholesterinspiegel wird zudem mit koronarer Herzer-

krankung in Zusammenhang gebracht und fithrt zu einem vergréferten Alzheimer-Risiko.

1.1.1. Bedeutung des Cholesterins

Cholesterin ist ein lebensnotwendiges Molekiil, das viele unterschiedliche Funktionen er-
fiillt. Es ist essentieller Bestandteil eukaryotischer Membranen. In eukaryotischen Zellen
befinden sich 65-90 % des freien (unveresterten) Cholesterins in der Plasmamembran [105].
Dabei betriigt die durchschnittliche Konzentration an Cholesterin ca. 200-300 pug/mg Pro-
tein und das molare Verhéltnis von Cholesterin zu Phospholipiden kann dabei abhéingig
vom Zelltyp 1:1 betragen [174]. Die intrazelluldre Verteilung des Cholesterins zwischen
den einzelnen Organellen, den unterschiedlichen Membrandoménen und den Schichten
der Doppelmembran erfolgt nicht zuféllig. Durch seine chemische Struktur mit einer 343-
Hydroxylgruppe am einen und einer flexiblen Kohlenhydratkette am anderen Ende des
Steroidgeriists, ist es in der Lage, die physikalischen Eigenschaften von Membranen zu be-
einflussen [175]. Dabei setzt es die passive Permeabilitédt der Membranen herab und erhoht
die mechanische Stabilitéit der Lipiddoppelschicht. Eine weitere wichtige Funktion iiber-
nimmt Cholesterin in den Lipid-Rafts, die es zusammen mit Sphingolipiden bildet. Lipid-
Rafts sind dynamische Strukturen, die sich im exoplasmatischen Layer der Membrandop-
pelschicht befinden [148, 149]. Sie kénnen unterschiedliche Klassen von Proteinen binden,
zu denen Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol- (GPI-) verankerte Proteine, doppelt acetylierte
periphere Membranproteine, cholesteringebundene Proteine und Transmembranproteine
gehoren. Lipid-Rafts erfiillen eine wichtige Rolle in einer Vielzahl unterschiedlicher Pro-
zesse, wie einer alternativen Art der Endozytose [150], der Internalisierung von Toxinen,
Bakterien und Viren [53, 145], beim Cholesterintransport [151], bei der Proteinsortierung
[148] und der Signaltransduktion [79].
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Zudem fungiert Cholesterin als Vorstufe fiir Steroidhormone, die in sechs Klassen eingeteilt
werden. Zu ihnen zihlen die Sexualhormone, bei denen man Ostrogene (18 C-Atome), An-
drogene (19 C-Atome) und Gestagene (21 C-Atome) unterscheidet. Zu den Steroidhormo-
nen gehoren auch die in der Nebennierenrinde entstehenden Mineralokortikoide und Gluko-
kortikoide. Mineralokorikoide beeinflussen vorwiegend den Kalium-Natrium-Haushalt und
damit den Wassergehalt des Korpers, Glukokortikoide sind wichtig fiir den Kohlendydrat-
stoffwechsel. Cholesterin dient auch als Vorstufe der Vitamin D-Gruppe. Die Aktivierung
dieser Hormone erfolgt durch die UV-katalysierte Spaltung in der Haut. Sie sind verant-
worlich fiir die Regulation des Calcium-Pegels in Blut, Knochen und Geweben. Niedrige
Vitamin D-Level fithren zu Rachitis und Osteoporose. Gallenséduren entstehen ebenfalls
aus Cholesterin. Sie stellen eine unerléssliche Komponente der Fettverdauung dar.

Isoprenoidintermediate aus frithen Schritten der Cholesterinbiosynthese sind Vorstufen fiir
die Synthese von Isopentyl-tRNAs der Proteinsynthese. Ebenso entsteht daraus Dolichol,
das fiir die N-verkniipfte Glykosilierung von Proteinen verwendet wird, und Ubiquinon,
ein Cofaktor fiir respiratorische Enzyme in den Mitochondrien. Cholesterin und einzelne
Sterole kénnen zu Oxysterolen umgesetzt werden, die als regulatorische Signalmolekiile an

nukleére Rezeptoren wie LXRa binden [40].

1.1.2. Cholesterinbiosynthese im embryonalen und adulten Organismus

Im adulten Organismus wird Cholesterin zum Grofiteil vom Korper selbst synthetisiert
(endogenes Cholesterin). Der Hauptort dieser Synthese ist dabei die Leber, wobei Choles-
terin auch in der Darmschleimhaut, der Nebennierenrinde, im Gehirn und den Gonaden
gebildet wird. Nur ein kleiner Anteil des benétigten Cholesterins wird mit der Nahrung
aufgenommen.

Der Embryo kann das Cholesterin entweder von der Mutter erhalten (exogen) oder selbst
de novo synthetisieren (endogen). Beide Quellen sind fiir den Embryo unerléisslich, d. h.
der Ausfall einer dieser Quellen kann von der anderen nicht kompensiert werden [49, 170].
Die embryonale Cholesterinproduktion beginnt in der Maus an E4-5 [131]. Bis vor kur-
zem ging man noch davon aus, dass Cholesterin im Embryo ubiquitér synthetisiert wird
mit einer erhéhten Produktion in der fotalen Leber, der Niere und dem Gehirn [70]. In
unserer Arbeitsgruppe wurde jedoch mittels mRNA in situ-Hybridisierungen an Maus-
embryonen erstmals gezeigt, dass cholesterinsynthetisierende Proteine ein rdumlich und
zeitlich dynamisches Expressionsmuster aufweisen. Hohe mRNA-Level konnten dabei in
Neuralleisten-Derivaten, dem Neuralrohr, dem Gehirn, der Schwanzspitze und den Glied-
maflen nachgewiesen werden. Eine Expression in der Leber wurde in den untersuchten
Stadien (E10,0-13,5) hingegen nicht nachgewiesen [99].

Embryonen haben eine enorme Wachstumsrate, die in keinem anderen Stadium des Le-

bens nochmals erreicht wird. Um dieses Wachstum zu erméglichen, benétigt der Embryo
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u. a. grofle Mengen an Cholesterin, das hauptsichlich dem Aufbau neuer Zellmembra-
nen dient, aber auch als Vorlaufer fiir die Steroidhormone fungiert. Zudem ist Cholesterin
auch fir die Aktivierung des Morphogens Sonic Hedgehog (SHH) unerlasslich [130]. SHH
wird als inaktiver Precursor synthetisiert und anschlieBend autokatalytisch gespalten. An
die N-terminale Doméne des gespaltenen Vorldufers wird ein Cholesterinmolekiil kovalent
gebunden [130], das die Verankerung in Membranen [56] und damit die biologische Funk-
tionalitét des Morphogens ermoglicht. SHH spielt eine wichtige Rolle bei der Etablierung
der Rechts-Links-Asymmetrie und ist entscheidend an der Bildung von Gehirn, Gliedma-

Ben, sklerotomalen Strukturen, Haarfollikeln und epithelialen Organen beteiligt [25, 46].

Ablauf und Regulation der Cholesterinbiosynthese

Cholesterin wird aus Acetyl-Coenzym A synthetisiert, das dem Korper aus mehreren Quel-
len zur Verfiigung steht, z. B. durch die §-Oxidation langkettiger Fettsduren. Das erste
Steroidintermediat dieses Stoffwechselweges, Lanosterol, wird durch die Kondensation von
Squalen, einem Isoprenoid mit 30 Kohlenstoffatomen, gebildet. Diese und darauf folgen-
de Reaktionen der postsqualenen Cholesterinbiosynthese finden an den Membranen des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) statt. In dreizehn weiteren Reaktionen, katalysiert
durch elf Enzyme, wird Squalen durch Zyklisierung, Demethylierungen, Isomerisierungen,
Dehydratationen und Reduktionen zu Cholesterin umgesetzt (Abb. 1.1). Der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt dieser Synthese ist die Umsetzung von Acetyl-Coenzym A durch
die 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A- (HMG-CoA-) Reduktase.

Die Regulation der fotalen Cholesterinbiosynthese ist bislang uncharakterisiert. Im adul-
ten Organismus wird die de novo-Synthese von sterol regulatory element binding proteins
(SREBPs) reguliert [18, 19]. Bisher wurden drei Mitglieder der SREBP Familie, SREBP-
la und SREBP-1c, zwei Transkriptvarianten des selben Gens, und SREBP-2, identifiziert
[177, 76]. SREBPs sind membranstindige Transkriptionsfaktoren, die als Vorldufer synthe-
tisiert und haarnadelartig in die ER-Membran verankert werden. Sinkt der Cholesteringe-
halt in der Zelle, werden diese Vorlduferproteine durch SREBP cleavage activating protein
(SCAP) zweimal gespalten [126]. SCAP besitzt eine sterol sensing domain (SSD) [75, 98],
mit deren Hilfe es auf den variierenden Cholesteringehalt reagieren kann [121]. Durch diese
Spaltungsreaktion werden die Transkriptionsfaktoren aktiviert und in den Zellkern trans-
portiert, wo sie fiir eine erhohte Expression von HMGCR und des LDL-Rezeptors sorgen
[137]. Dadurch wird die endogene Synthese gesteigert und gleichzeitig die Aufnahme von

exogenem Cholesterin gefordert.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Cholesterinbiosynthese. Die Synthese
von Cholesterin erfolgt aus Acetyl-CoA. Dabei findet die Synthese von Mevalonat bis Farne-
syldiphosphat in den Peroxisomen statt. Die restlichen Schritte bis zum Cholesterin laufen in

den ER-Membranen ab. Bekannte humane Missbildungssyndrome und Mausmutanten sind

unter den jeweiligen beteiligten Enzymen aufgefiihrt. Die Enzyme, die in dieser Arbeit vor-

wiegend untersucht wurden, sind in rot dargestellt.
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1.1.3. Ausgewahite Enzyme der Cholesterinbiosynthese

Aufgrund der vielfiltigen Funktionen des Cholesterins hat die Biosynthese dieses Molekiils
eine zentrale metabolische Bedeutung. Funktionsstorungen der embryonalen Cholesterin-
biosynthese fithren deshalb zu schweren Missbildungen. Man kennt bis heute zwei prasqua-
lene (mevalonic aciduria und Ausfall der Squalensynthese) und fiinf postsqualene Defekte
(CHILD, CDPX2, Lathosterolose, Desmosterolose und SLOS). Im Folgenden werden die
in dieser Arbeit ndher untersuchten Enzyme, deren Defekte fiir einige der eben erwéhnten

Missbildungssyndrome verantwortlich sind, néher beschrieben.

3-Hydroxy-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase

Die humane 3-Hydroxy-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase ( HMGCR bzw. HMG-
CoA-Reduktase) katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Cholesterin-
biosynthese, die Umsetzung von HMG-CoA zu Mevalonat. HMG-CoA-Reduktase ist in
der Membran des ER lokalisiert und besitzt im Menschen fiinf transmembrane Doménen.
Das Gen wurde auf Chromosom 5q13.3-q14 lokalisiert [104] und ist ca. 25 kb grof. Der

Translationsstart liegt in Exon zwei.

NAD(P)H Steroid Dehydrogenase-Like

Das NAD(P)H-steroid dehydrogenase like-Gen (NSDHL) kodiert fiir eine 33-Hydroxyste-
roid-Dehydrogenase (38-HSD), die an der Umsetzung von 4,4-Dimethylcholesta-8,14, 24-
trienol beteiligt ist [92]. NSDHL wird sowohl im Menschen wie auch in der Maus durch ein
ca. 40 kb grofles Gen codiert, das aus acht Exons mit dem Translationsstart im zweiten
Exon besteht. Dieses Gen ist im Menschen auf Chromosomabschnitt Xq28,8 lokalisiert
[67]. Im adulten Organismus wird das Protein ubiquitir exprimiert, mit einer erhéhten
Expression in Geweben mit hherem Cholesterinbedarf. NSDHL wandert durch den Golgi-
Apparat und akkumuliert an den ER-Membranen. Zudem wurde eine Assoziation mit
Lipid-Tropfchen nachgewiesen. Lipid-Trépfchen sind cytoplasmatische Organellen und an
der Speicherung neutraler Lipide beteiligt. Die Bedeutung der Akkumulation von NSDHL
auf der Oberfldche von Lipid-Tropfchen ist bisher nicht abschlieBend geklért [21].

CHILD CHILD ist die Abkiirzung fiir ein menschliches Missbildungssyndrom, dass 1980
erstmalig unter dem Namen congenital hemidysplasia with ichthyosiform erythroderma and
limb defects beschrieben wurde [65]. Ursache fiir diese Erkrankung ist eine Mutation in
NSDHL. Fiir hemizygote ménnliche Betroffene ist CHILD letal. Das CHILD-Syndrom ist
durch einseitige Hautlésionen, verkiirzte oder fehlende Gliedmaflen, Gehirndefekte, Dys-
plasie aller sklerettalen Strukturen, geringes Groflenwachstum, Herz-, Lungen- und Nie-
rendefekte gekennzeichnet [68, 87, 89]. Es zeigt phiinotypische Ahnlichkeiten zu CDPX2,
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ist allerdings streng einseitig verteilt [65, 66]. Das CHILD-Syndrom tritt nur sporadisch
auf. Bisher wurden nur wenige Fille dokumentiert, in denen eine Weitergabe von der Mut-
ter auf die Tochter erfolgte. Vor kurzem wurde jedoch der erste Fall beschrieben, bei dem

CHILD in einer milden Form iiber drei Generationen hin auftritt [11].

Bare patches und Striated Die Mauslinien Bare patches (Bpa) und Striated (Str) dienen
als Modelle fiir CHILD. Es wurden unterschiedliche Bpa-Allele identifiziert, die entweder
spontan oder durch Bestrahlung entstanden. Vor einigen Jahren ging man sogar noch
davon aus, dass mildere Allele auf einem unterschiedlichen Locus zu finden sind und be-
zeichnete diesen als Str.

Auch bei den Mausmodellen ist eine Mutation im Nsdhl-Gen fiir m&nnliche Embryonen
letal. Die X-Inaktivierung bei heterozygoten Weibchen dufert sich durch kahle Flecken im
Fell, die den Blaschko-Linien folgen [106]. Der Phénotyp dieser Miuse entspricht weitge-
hend dem humanen Syndrom. Die Mutanten sind durch Kleinwiichsigkeit, Gaumenspalte,
Hautveridnderungen, Katarakte, Chondrodysplasia punctata und Kamptodaktylie gekenn-
zeichnet.

Str-Méuse besitzen ein Nsdhl-Allel, das zu einem Protein mit verminderter enzymatischer
Aktivitat tibersetzt wird. Der Phéanotyp dieser Mause ist vergleichbar mit den Bpa-Méusen,

allerdings mit schwéicheren Auspriagungen.

Emapomil-Binding Protein

Das Emapomil-Binding Protein (EBP) ist auch als 33-Hydroxysteroid-A8-A7-Isomerase
bekannt und wurde als hoch-affin bindendes Protein fiir das antiischdmische Medikament
Emapomil beschrieben. Es gehort zur Sigma-Klasse der medikamentenbindenden Proteine,
deren Liganden eine grofle Anzahl an pharmakologisch aktiven Substanzen wie Chlorpro-
mazin, Haoperidol [115] und Tamoxifen [27] mit einschlieBen. In Saccharomyces cerevisiae
konnte gezeigt werden, dass EBP auch eine Sterol-Isomerase-Aktivitdt besitzt und diese
Funktion in einem Erg2 defizienten Hefe-Stamm iibernehmen kann; Erg2 kodiert fiir die
A8-AT7-Isomerase der Hefe [147]. Es besteht aber keine signifikante Homologie in der Ami-
nosauresequenz von EBP und der Sterolisomerase aus Hefe.

EBP katalysiert die Umlagerung der Doppelbindung von C8-9 nach C7-8 im B-Ring
des Sterols, wobei Zymosterol (A8-A24-Cholestadien-33-0l) zu A7,24-Cholestadienol (A7-
A24-Cholestadien-36-ol) und A8-Cholestenol (A8-Cholesten-3/3-ol) zu Lathosterol (A7-
Cholesten-3(3-ol) umgesetzt wird. In vitro benstigt EBP dazu keinen Cofaktor, zeigt al-
lerdings eine sehr niedrige Umsatzgeschwindigkeit mit einem ky,; von 5 * 102 * g1 [117].
Das EBP-Gen umfasst annidhernd 7 kb genomischer DNA und besteht aus fiinf Exons,
wobei der Translationsstart in Exon zwei liegt. Beim Menschen befindet sich EBP auf dem
Chromosomenabschnitt Xq11,23-q11,22 [63, 139]. Die Expression des Proteins ist in Ge-
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weben der Cholesterinbiosynthese und der Steroidogenese, wie Leber, Nebenniere und den
Gonaden am stérksten. Fiir das Protein werden vier Transmembrandoménen vorhergesagt.
Zwischen Transmembrandoméne zwei und drei liegt eine in Vertebraten hochkonservierte
Sequenz, die vermutlich Teil des aktiven Zentrums ist [118]. EBP ist im ER lokalisiert [63].

CDPX2 Mutationen im EBP-Gen sind fiir CDPX2 (Chondrodysplasia Punctata 2, X-
Linked Dominant oder auch Conradi-Hinermann-Happle-Syndrom) verantwortlich. Pati-
enten mit CDPX2 haben sehr &hnliche Symptome wie CHILD-Patienten und sind durch
Ichthyose, Gliedmaflenverkiirzungen, stellenweise Alopecia und Chondrodysplasia punc-
tata gekennzeichnet [14]. Wihrend die Symptome bei CHILD strikt unilateral auftreten,
sind bei CDPX2 haufig beide Korperhilften betroffen. Ein vollstandiges Fehlen der Glied-
mafen wurde bei CDPX2 noch nie beobachtet [92].

An fiinf weiblichen CDPX2-Patienten konnte ein deutlich erhohtes Level an 8-Dehydro-
cholesterin (8-DHC) und 8(9)-Cholestenol nachgewiesen werden [90]. Dieses spezifische
Sterolmuster wurde spéter bestétigt und scheint typisch fiir CDPX2 zu sein [14, 78].

Tattered und Tattered Hokkaido Wie fiir CHILD existieren auch fiir CDPX2 kiinst-
lich erzeugte Mausmutanten, die als Tattered (Td) und Tattered-Hokkaido (Td") be-
zeichnet werden. Die Td-Mauslinie trégt eine Punktmutation (G107R) im Ebp-Gen. Die
ausgetauschte Aminoséure befindet sich in der hochkonservierten Region zwischen den
Transmembrandoménen zwei und drei [36]. Heterozygote T'd-Weibchen sind kleiner und
entwickeln hyperkeratotische Hautldsionen und Katarakte. Betroffene Mannchen sterben
zwischen E12,5 und der Geburt, je nach Hintergrund der Mauslinie. Ménnchen, die bis zur
Geburt iiberleben, zeigen Symptome wie Chondrodysplasia punctata, Rhizomelia, Kata-
rakte, verringertes Groflenwachstum, Mikrognathia, Gaumenspalte und ein vollstdndiges
Fehlen des Darms [36].

Die Mauslinie Td" wurde 1997 erstmalig beschrieben und weist einen #hnlichen Phéinotyp
wie die Td-Mauslinie auf [143]. Das Ebp-Gen der Td"°-M:use besitzt eine doppelte Punkt-
mutation (T530C, A532T), die zu einem zweifachen Aminoséureaustausch fiihrt (L132P,
S133C). Diese Mutationen liegen in der dritten transmembranen Doméne des Proteins. Es
ist bisher unklar, ob diese Mutationen zu einem kompletten Verlust der Funktionsfihigkeit
des Enzyms fithren [142].

7-Dehydrocholesterin-Reduktase

Das 7-Dehydrocholesterin-Reduktase- (DHCR7-) Gen umfasst ca. 12,5 kb auf genomischer
Ebene und ist auf Chromosom 11q12-13 lokalisiert [166]. Es kodiert fiir eine 7-Dehydro-
cholesterin-Reduktase (38-Hydroxysteroid-A7-Reduktase) und katalysiert die Umsetzung
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von 7-Dehydrocholesterin zu Cholesterin, den letzten Schritt im Kandutsch-Russell-Bio-
syntheseweg [86]. Das Enzym ist an die Membran des ER gebunden. DHCR7 enthiilt ein
sterolregulierendes Element und unterliegt wahrscheinlich einer Regulation iiber Phospho-

rylierung und Dephosporylierung [144].

SLOS Das Smith-Lemli-Opitz-Syndrom (SLOS) wurde 1964 zum ersten mal beschrie-
ben [152]. Aber erst 1993 erkannte man, dass es sich bei diesem autosomal rezessiven
Missbildungssyndrom um einen metabolischen Defekt handelt, der die Cholesterinbio-
synthese betrifft. In Patienten mit SLOS wurde ein mehr als 100-facher Anstieg von 7-
Dehydrocholesterin (Cholesta-5,7-dien-35-ol; 7DHC) im Plasma gemessen [82, 160]. Wei-
tere fiinf Jahre spéter wurde das humane DHCR7-Gen kloniert und lokalisiert [116]. Kurz
darauf fanden mehrere Gruppen unabhingig voneinander heraus, dass Mutationen von
DHCR7 SLOS verursachen [52, 166, 168]. Dabei handelt es sich um das am haufigsten
auftretende Missbildungssyndrom der postsqualenen Cholesterinbiosynthese. In den USA
kommt es mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:40000 bis 1:50000 Lebendgeburten vor, bei
Nordeuropédern mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:20000 [123]. Die tatséchliche Haufigkeit
von SLOS liegt wahrscheinlich aber noch deutlich hoher, da schwere Félle zu spontanem
Abort fithren und deshalb statistisch nicht erfasst werden kénnen.

SLOS-Patienten leiden an einer Vielzahl von koérperlichen Beeintrachtigungen, die in ih-
rer Schwere jedoch stark variieren. Zu den am h&ufigsten beobachteten Symptomen zéhlen
Missbildungen im Gesicht wie Mikrozephalie, Mikrognathia, Gaumenspalte, Katarakt, und
milde Formen der Holoprosenzephalie. Des weiteren wurden geistige Retardierung, Mye-
linisierungsstorungen, Kleinwiichsigkeit, postaxiale Polydaktylie an den Handen, Syndak-
tylie des zweiten und dritten Zehs, Herz-, Lungen- und Nierendefekte sowie selten Chon-

drodysplasia punctata beschrieben [88, 69].

Dhcr7-Knock-out-Miuse  Die bisher beschriebenen Mausmodelle Bpa, Str, Td und Td"
dghneln den humanen Krankheitssymptomen sehr stark. Dagegen weisen die Dhcr7-Knock-
out-M&use starke Unterschiede zu den humanen Symptomen auf. Gemeinsamkeiten sind
Kleinwiichsigkeit, Gaumenspalte und weitere Missbildungen des Gesichts. Offensichtliche
Defekte in Gehirn, Herz, Lunge, Niere, Ganglien oder Gliedmaflen konnten jedoch nicht
entdeckt werden. Homozygote Méuse sterben kurz nach der Geburt, wahrscheinlich an der
Unféhigkeit, Nahrung aufzunehmen [167]. Obwohl das Gehirn der Mutanten morphologisch
unauffillig ist, lassen unterschiedliche Symptome wie eine eingeschrinkte Beweglichkeit
und unkoordiniertes Saugen und Schlucken auf einen neurologischen Defekt schlieflen. Die
biochemischen Parameter entsprechen denen bei menschlichen SLOS-Patienten.

Fin SLOS-dhnlicher Phéanotyp ldsst sich in Rattenembryonen durch die Verabreichung der
Cholesterinbiosynthese-Inhibitoren AY 9944 und BM 15766 erzeugen [94, 93], die beide

12
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die 7-Dehydrocholesterin-Reduktase hemmen.

1.1.4. 175-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 7

Sowohl das murine wie auch das humane 178-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 7-Gen
(HSD17B7) sind auf Chromosom 1 (humaner Genlokus 1q23) lokalisiert. Beide Gene be-
stehen aus 9 Exons und 8 Introns. Das humane Gen umfasst 21,8 kb. Fiir die humane
HSD17B7 wurden zwei Pseudogene beschrieben. Neben einem Pseudogen auf Chromo-
som 1 (Lokus 1q44), dessen codierende Sequenz viele Stoppcodons enthilt und somit
nicht zu einem funktionierenden Protein fithren kann [162], befindet sich ein weiteres auf
Chromosom 10 (Lokus 10q11.2). Es enthilt ein Stoppcodon in Exon 6. Da alle zur Kata-
lyse notwendigen Elemente in den Exons 1-5 kodiert werden und sich in den Exons 6 und
7 die fiir die Membranassoziierung verantwortlichen Abschnitte befinden, koénnte dieses
Pseudogen alternativ fiir eine 16sliche, aktive Form der HSD17B7 kodieren.

Die HSD17B7 wurde in der Ratte entdeckt und als Prolaktinrezeptor-assoziiertes Pro-
tein (PRAP) beschrieben [38]. Die Funktion dieses Proteins blieb zunéchst jedoch un-
klar. Bald darauf erfolgte die erste Beschreibung des homologen Proteins in der Maus als
mHsd17b7. Es konnte nachgewiesen werden, dass das Enzym n vitro Estron in das biolo-
gisch aktivere 173-Estradiol iiberfiihrt. Diese Tatsache und die gewebespezifische Expressi-
on hauptséchlich in den Ovarien legten eine Funktion zur Erhaltung der Tréchtigkeit nahe.
Zusétzlich wurde vermutet, dass die mHsd17b7 zur Deckung des zusétzlichen Estradiol-
bedarf wihrend der Trichtigkeit beitrégt [122]. Beim Menschen konnten HSD17B7-ESTs
zusétzlich in der Leber und in neuronalem Gewebe gefunden werden. Phylogenetische Ana-
lysen zeigten eine grofie Ahnlichkeit zwischen HSD17B7 und ERG27, einer 3-Ketosterol
Reduktase aus der Hefe [15], die in der postsqualenen Ergosterolbiosynthese die Umsetzung
von Zymosteron (A8-A24-Cholestadien-33-on) zu Zymosterol (A8-A24-Cholestadien-30-
ol) katalysiert [55]. Sowohl die murine wie auch die humane HSD17B7 sind in der Lage,
ERG27 in defizienten Hefestimmen zu ersetzen [111]. Es wurde vermutet, dass es sich bei
HSD17B7 um das letzte bisher unbekannte Enzym der postsqualenen Cholesterinbiosyn-
these handelt [111]. Lokalisiert wurde HSD17B7 im ER.

Neben der bekannten Umwandlung von Estron zu Estradiol konnte auch die Umwandlung
von Dihydrotestosteron zu 5a-Androstan-3(3,173-diol durch die Katalyse von HSD17B7
nachgewiesen werden. Zusétzlich wurden fiir die humane HSD17B7 die Umwandlung von
Progesteron zu 4-Pregnen-33-0l-20-on und von 20a-Hydroxyprogesteron zu 4-Pregnen-3.3,
20a-diol beschrieben [162]. Die Umsetzungsraten sind in diesen Féllen allerdings sehr ge-
ring. Allerdings zeigen diese Befunde, das das Enzym neben der 175-Reduktase- auch eine
3-Reduktase-Aktivitit besitzt, die es fiir die Umwandlung von Zymosteron zu Zymosterol

benotigt. Auch diese Umsetzung konnte in vitro gezeigt werden [111].
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HSD17B7 als méglicher Kandidat fiir weitere angeborene Stoffwechselerkrankungen
in der Cholesterinbiosynthese

Hsd17b7 zeigt in M#Auseembryonen eine iiberlappende Expression mit anderen Genen der
Cholesterinbiosynthese (Hmgcer, Nsdhl, Ebp, Dher7) [99]. Es spricht einiges dafiir, dass
auch bei einer Mutation von Hsd17b7 Krankheitsbilder auftreten, die mit den Syndromen
CHILD, CDPX oder SLOS vergleichbar sind. Zu Beginn meiner Arbeit wurde in unserem
Labor an der Generierung einer Hsd17b7-Knock-out-Maus gearbeitet, die zur Kldrung der

molekularen Mechanismen dieser Erkrankungen beitragen sollte [125].

1.1.5. Regulation der Cholesterinhomeostase

Die Cholesterinhomeostase ist fiir ein gesundes Leben und das Wohlbefinden unter den sich
stdndig dndernden Umweltbedingungen unerlésslich. Ein Ungleichgewicht dieser Homeo-
stase kann zu entwicklungsbedingten Stérungen wie CDPX2, CHILD und SLOS fiithren
[129]. Es konnen aber auch die Steroidgenese [114], die Membranfluiditdt [108] oder die
Bildung von HDL und LDL [110] beeintriichtigt werden.

Die zelluldre Cholesterinhomeostase wird durch die Regulation des Cholesterinimports,
der Neusynthese und des Abtransportes von Cholesterin aus der Zelle aufrecht erhalten
(Abb. 1.2). Bis jetzt ist noch nicht vollstiandig klar, wie diese Prozesse coreguliert werden,
aber man weif3, dass Cholesterinsensoren dabei eine wichtige Rolle spielen. Es konnten
einige Proteine mit einer sterol sensing domain (SSD) identifiziert werden, die fiir eine
korrekte Verteilung des Cholesterins innerhalb der Zelle und fiir die Regulation der Enzy-
me der Cholesterinbiosynthese unerlésslich sind [97]. Hierbei spielt auch die bereits zuvor
beschriebene Regulation tiber SREBP und SCAP eine entscheidende Rolle. Low density
lipoprotein (LDL) transportiert vom Koérper selbst gebildetes Cholesterin von der Leber
zu den Geweben und zirkuliert im Blut. Innerhalb der Zelle wird LDL {iber den endoso-
malen Weg iiber den Golgi-Apparat zur Plasmamembran und dem ER neu verteilt. Dabei
spielt das Niemann-Pick C1 Protein (NPC1) eine Schliisselrolle. NPC1 dirigiert das Cho-
lesterin von den spiten Endosmen zum Golgi Apparat [71]. Mutationen in diesem Protein
fithren zur Akkumulation von Cholesterin in falschen endosomalen und lysosomalen Kom-
partimenten und zu einem allgemeinen Anstieg von freiem Cholesterin in der Zelle, was
wiederum zu einer verringerten Expression der Cholesterinbiosynthese-Gene fiihrt [12].
Uberschiissiges freies Cholesterin kann verestert und im Cytosol gespeichert werden oder
aus der Zelle transportiert werden. Dabei spielen die high density lipoproteins (HDLs)
eine entscheidende Rolle. HDLs transportieren iiberschiissiges Cholesterin von peripheren
Geweben (z. B. der Arterienwand) zuriick zur Leber, wo das Cholesterin dann iiber die
Galle ausgeschieden werden kann. Fiir den Transport iiber HDLs stehen zwei unabhéngige

Mechanismen zur Verfiigung [178]. Zum einen kann der Cholesterinausfluss tiber eine nicht
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spezifische Diffusion von der Zelloberfléiche mit einer anschliefenden Veresterung des Cho-
lesterins in HDL erfolgen, zum anderen kann das Cholesterin in einem von Apolipoprotein
gesteuerten Prozess neues HDL bilden. Dabei werden Phospholipide und Cholesterin aus
den Zellen entfernt. Dieser Vorgang wird durch eine Interaktion von lipidfreien und lipid-
armen Apolipoproteinen mit der Zelloberfliche gesteuert.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression einiger ausgewihlter Gene der Choleste-
rinhomeostase an Td-Mé&usen eingehender untersucht. Diese Gene werden im Folgenden

kurz beschrieben.

Formation
von HDL

T

Ausfluss von
Cholesterin

und Lipiden LDLR HDL

T Lo
Plasmamembran . . O

ABCA1 LDLR SCARB1

\

Cholesterin-

biosynthese \
T SCAP

HMGCR +—— |INSIG2Z —— SREBP

SREBP

TCFL2 PPARY

Regulation der Transkription

Abbildung 1.2: Vereinfachte schematische Darstellung der Regulation der Cho-
lesterinhomeostase. Einige der an der Cholesterinhomeostase beteiligten Komponenten
sind in vereinfachter Weise dargestellt. Die Gene, die in der vorliegenden Arbeit eingehender

untersucht wurden, sind rot gekennzeichnet.

ATP-binding cassette, sub-family A

ATP-binding cassette, sub-family A (ABCA1) ist an der Bildung von neuem HDL aus
zelluldren Phospholipiden und Cholesterin beteiligt. Diese Reaktion besteht aus zwei Ele-
menten: der Assemblierung von HDL-Partikeln mit Phospholipiden durch Apolipoprote-
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in und der Anreicherung von Cholesterin in HDL-Partikeln. ABCA1 ist notwendig fiir
den ersten Schritt dieser Reaktion [179]. Es ist der mengenlimitierende Faktor der HDL-
Assemblierung. ABCA1 selbst wird durch transkriptionelle und post-transkriptionelle Fak-

toren reguliert und ist ein Membranprotein.

Insulin induced gene 2

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Cholesterinbiosynthese ist die Bildung von
Mevalonat durch die HMG-CoA-Reduktase. Die Aktivitiat dieses Enzyms wird durch das
Insulin induced gene 2 (INSIG2) beeinflusst, welches fiir die Ubiquitinierung der HMG-
CoA-Reduktase verantwortlich ist [45]. Dabei fithrt ein hoher Gehalt an Cholesterin bzw.
Lathosterol zu einer Bindung von INSIG2 an HMG-CoA-Reduktase, wodurch es zu einer
Translokation vom ER, ins Cytoplasma und zu einer proteosomalen Degradierung kommt.
Zudem halt INSIG2 das Protein SCAP im ER, was eine vermehrte Transkription von HM-
GCR verhindert [154]. Beide Prozesse werden durch Sterole (Lanosterol und Cholesterin)
stimuliert. Hohe Sterolkonzentrationen fithren zu einer Verringerung der Cholesterinbio-

synthese.

Low density lipoprotein receptor

Fiir die endozytotische Aufnahme von Cholesterin in Form von LDL ist der LDL-Rezeptor
(LDLR) verantwortlich [17]. LDL transportiert endogenes Cholesterin von der Leber zu

den Geweben und zirkuliert im Blut.

Peroxisome proliferator activated receptor gamma

Peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPAR~) spielt eine wichtige Rolle bei
der Cholesterinhomeostase und wirkt auf transkriptioneller Ebene. Zum einen ist PPAR~y
fiir die Hochregulation von Abcal verantwortlich, das wiederum den Abfluss von Cho-
lesterin durch die Formation von HDL kontrolliert [1]. Diese Regulation wird durch ein
hohes Level von oxidierten Lipiden ausgelost [24]. PPAR~y kontrolliert zusétzlich das Ex-
pressionslevel des LDL-Rezeptors und damit die Aufnahme von Cholesterin in Form von
LDL.

Scavenger receptor class B, member 1

Scavenger receptor class B, member 1 (SCARB1) wurde als hepatischer HDL-Rezeptor
identifiziert und ist auf molekularer Ebene gut charakterisiert [163]. Er spielt eine wichtige
Rolle beim Riicktransport von HDL aus peripheren Zellen, wie z. B. Makrophagen und

anderen Zellen der Arterienwand, zur Leber.
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Transcription factor 7-like 2, T-cell specific, HMG-box

Transcription factor 7-like 2, T-cell specific, HMG-box (TCFTL2) ist ein Transkriptions-
faktor, der das Cholesterinlevel auf noch ungeklérte Weise beeinflusst [60]. Das Genprodukt
von TCF7L2 ist ein Transkriptionsfaktor aus der High mobility group boxr und wird seit
kurzem mit der Blut-Glucose-Homeostase in Verbindung gebracht. Es wird angenommen,
dass TCF7L2 iiber die Regulation der Proglucagon-Genexpression in enteroendocrinen
Zellen iiber den Wnt-Signalweg wirkt [176].

1.2. Apoptose

Der programmierte Zelltod oder Apoptose ist ein elementarer Mechanismus, um nicht mehr
benétigte Zellen aus Organismen zu entfernen, insbesondere wiahrend der Entwicklung und
der Homeostase [84, 132]. Es handelt sich hierbei um einen exakt regulierten und hochor-
ganisierten Vorgang, bei dem die Zellen schrumpfen, sich deformieren und den Kontakt zu
den Nachbarzellen verlieren. Es kommt zu einer DN A-Fragmentierung, zur Kondensierung
des Chromatins und zum Auflésen der Membranen in kleine Blédschen (membrane bleb-
bing). SchlieBlich wird die Zelle in kompakte, membranumschlossene Vesikel fragmentiert,
den so genannten apoptotic bodies, die Cytosol, das kondensierte Chromatin und Orga-
nellen enthalten. Diese werden iiber Phagocytose aus dem Gewebe geschleust ohne einen
entziindlichen Vorgang auszuldsen.

Der unregulierte Ablauf der Apoptose, der so genannte unregulierte Zelltod, wird mit einer
wachsenden Anzahl klinischer Funktionsstérungen in Zusammenhang gebracht. Uberméfi-
ge Apoptose kann zu ischdmischen Schiden und neurodegenerativen Erkrankungen fiihren,
wohingegen eine unzureichende Apoptose Krebs, sich ausbreitende virale Infektionen und
Autoimmunkrankheiten auslésen kann [47]. Tm menschlichen Koérper werden ca. 100000
Zellen pro Sekunde durch Mitose neu gebildet, wihrend ungefahr die gleiche Anzahl durch
Apoptose stirbt [164].

Zu den Apoptose auslosenden Faktoren zdhlen auch Steroide und Cholesterinderivate wie
25-Hydroxycholesterin und 7-Ketocholesterin [5, 103]. Der genaue Mechanismus dieser

Wirkungsweise ist jedoch noch nicht geklart.

1.2.1. Caspasen

Caspasen (cytosolic aspartate-specific proteases) sind die Hauptmediatoren der Apoptose.
Sie wurden durch die Entdeckung von CED-3, einem Genprodukt, das fiir den Zelltod
bei Caenorhabditis elegans benttigt wird, und das dem interleukin-13-converting enzyme

(ICE oder Caspase 1) aus Sdugetieren dhnlich ist, mit Apoptose in Verbindung gebracht
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[54]. Obwohl Caspase 1 keine offensichtliche Rolle in der Apoptose einnimmt, wurde sie
das erste identifizierte Mitglied einer grofien Familie von Proteasen, die bestimmte Rollen
bei Entziindungen und Apoptose spielen. Beim Menschen besteht diese Familie aus 13
Proteinen, die sich in unterschiedliche Gruppen einteilen lassen. Bei der Apoptose iiber-
nehmen sie unterschiedliche Aufgaben als Initiator- und Effektorcaspasen.

Caspasen zeichnen sich durch Gemeinsamkeiten, betreffend die Aminosiduresequenz, die
Struktur und die Substratspezifitéit, aus [95]. Alle Caspasen werden als Proenzyme mit
einer Grofle von 30 bis 50 kDa exprimiert, bestehend aus drei Doménen mit einer NHo-
terminale Doméne, einer grofien Untereinheit mit ca. 20 kDa und einer kleinen Untereinheit
mit ca. 10 kDa. Die Aktivierung beinhaltet die Proteolyse zwischen den Doménen, gefolgt
von einer Assoziierung der groflen und kleinen Untereinheit zu einem Heterodimer. Zwei
Heterodimere bilden dann ein Tetramer mit zwei aktiven Zentren, die unabhéngig vonein-
ander funktionieren [165, 171].

1.2.2. Unterschiedliche Apoptosewege

Die Initiation der Apoptose kann auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen, dem extrin-

sischen oder dem intrinsischen. Beide Wege sind schematisch in Abbildung 1.3 dargestellt.

Extrinsische Apoptoseinitiation

Der extrinsische Weg wird durch die Aktivierung eines von mindestens fiinf unterschiedli-
chen cell death-Rezeptoren, die alle zur TNF-Rezeptor-Familie gehéren, eingeleitet [4]. Alle
diese Rezeptoren besitzen in ihrer cytoplasmatischen Doméne eine so genannte Death do-
main (DD). Binden Liganden wie TNF an diese Rezeptoren, so binden die death receptors
Adaptorproteine wie z. B. FADD (Fuas associated death domain) iiber eine Interaktion
mit deren DDs [26]. FADD besitzt zudem eine death effector domain (DED), iiber die
die Initiatorcaspasen 8 und 10 iiber deren DEDs gebunden werden. Dieser so entstan-
dene Rezeptor-Aktivatorprotein-Caspase-Komplex wird auch als death inducing signaling
complex (DICS) bezeichnet. Im Anschluss daran werden die Effektorcaspasen 3, 6 und 7

aktiviert.

Intrinsische Apoptoseinitiation

Beim intrinsischen Weg kommt es zu so genanntem zelluliren Stress, der beispielsweise
durch irreparable Genomschéden, verursacht durch Mutationen oder Arzneimittel, aus-
gelost werden kann. Dieses intrazellulidre Signal bewirkt die Freisetzung von Cytochrom c
aus den Mitochondrien ins Cytoplasma. Cytochrom ¢ und ATP binden an Apafl (apoptotic

peptidase activating factor 1). Dadurch veréndert sich die Konformation von Apafl und
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Abbildung 1.3: Stark vereinfachtes Schema der unterschiedlichen Apoptosewege.
Dargestellt ist zum einen der extrinsische Apoptoseweg, bei dem die Aktivierung iiber die
Bindung von Liganden an die cell death-Rezeptoren erfolgt. Dadurch kommt es zur Bindung
von Adaptorproteinen und damit zur Aktivierung der Initiatorcaspasen 8 und 10. Beim intrin-
sischen Apoptoseweg kommt es zur Ausschiittung von Cytochrom c aus den Mitochondrien,
ausgelost durch zelluldren Stress. Cytochrom ¢ bindet dabei an Apafl, das zunéchst selbst ak-
tiviert wird und anschlieflend die Caspase 9 aktiviert. In beiden Fallen kommt es anschlielend
zur Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7, wodurch es zur Apoptose kommt.

dessen caspase recruitment domain (CARD) wird zugiinglich, so dass sie an die CARD

der proCaspase 9 binden kann. Caspase 9 aktiviert dann die Caspasen 3, 6 und 7.

1.2.3. Apoptose in der Entwicklung

Apoptotische Vorgénge spielen in der Entwicklung eine entscheidende Rolle. Mutierte Ne-
matoden, die keine Apoptose mehr durchfiithren kénnen, haben zwar unter Laborbedingun-
gen eine normale Lebenserwartung, besitzen allerdings ca. 15 % mehr Zellen als normal
und sind in einigen Funktionen beeintréichtigt [44]. Anders reagieren apoptosedefiziente
Fliegen, die schon friih in der Entwicklung sterben [169]. Auch Méuse, bei denen CPP32
(Caspase 3) durch eine gezielte Mutation eliminiert wurde, sterben um den Zeitpunkt der
Geburt. Sie weisen einen enormen Uberschuss an Zellen in ihrem Nervensystem auf, ob-
wohl die Apoptose in anderen Organen normal zu verlaufen scheint [96].

Apoptose erfiillt in der Entwicklung viele Funktionen, von denen die meisten die Elimi-
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nierung von nicht benctigten Zellen beinhalten: Bildung von Strukturen, Entfernen nicht
benétigter Strukturen, Kontrolle der Zellzahl, Eliminierung anormaler, falsch platzierter,
nicht funktionierender oder schéidlicher Zellen und die Produktion differenzierter Zellen oh-
ne Organellen. Die Apoptose spielt eine entscheidende Rolle bei der Formung des Korpers.
Die Bildung von Fingern in hoheren Vertebraten wurde sehr gut untersucht, wobei Zel-
len zwischen den sich entwickelnden Fingern durch Apoptose entfernt werden (Abb. 1.4).
Wird die Apoptose durch die Behandlung mit Caspaseinhibitoren blockiert, so ist auch die
Fingerformation blockiert [83]. Strukturen, die nur withrend einem bestimmten Stadium
der Entwicklung benétigt werden, wie z. B. der Schwanz von Kaulquappen, kénnen durch
Apoptose wieder eingeschmolzen werden. Auch Strukturen wie die Miillerschen Génge,
die bei weiblichen Sdugern Uterus und Ovidukt bilden, werden bei ménnlichen Sdugern
durch Apoptose entfernt. Genauso verhélt es sich mit den Wolffschen Géngen, die von den
Weibchen nicht benétigt werden [84].

Abbildung 1.4: Funktionen der Apoptose wihrend der Entwicklung. Die Apoptose
spielt eine entscheidende Rolle bei der Gliedmafilenformierung. Die Finger entwickeln sich
durch das kontrollierte Absterben des interdigitalen mesenchymalen Gewebes. (Abbildung
modifiziert nach [84])

Apoptotische Prozesse sind nicht nur in der Entwicklung, sondern auch in Prozesse wie
Differenzierung, Proliferation, Homeostase, Regulation und Funktion des Immunsystems

und Entfernung defekter und damit gesundheitsgefahrdender Zellen involviert.

1.3. RNA-Interferenz

Die gezielte Inaktivierung von Genen spielt in der Untersuchung von zelluldren Prozessen
eine entscheidende Rolle. In den letzten Jahren gewann die Technik der RNA-Interferenz
(RNAi) an immer groBerer Bedeutung. RNAI ist ein natiirlich in der Zelle vorkommender
Prozess, der in die zellulire Abwehr gegen dsRNA-Viren, die Expansion von Transposons
und die post-transskriptionelle Regulation involviert ist. Die Bedeutung der RNAi wird
besonders daraus ersichtlich, dass die Genetiker A. Fire und C. Mello fiir die Entdeckung
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dieses Mechanismus mit dem Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin 2006 ausgezeichnet
wurden.

Die RNAi-basierte Technologie ermoglicht einen gezielten Eingriff in die Expression und
damit auf die Funktionalitét einzelner Gene. Deswegen sollte sie in der vorliegenden Arbeit
bei den komplexen und noch nicht verstandenen Regulationswegen der Cholesterinbiosyn-

these eingesetzt werden.

1.3.1. Entdeckung der RNAi

RNAI ist ein evolutionér konservierter Mechanismus, der den Organismus vor der Besché-
digung durch exogene (z. B. Viren) und endogene (z. B. mobile genetische Elemente) Para-
siten schiitzt. Dabei kommt es zu einem sequenzspezifischen Knock-down einzelner Gene.
Dieses Phéanomen wurde zunéchst in Pflanzen (Petunia) beobachtet und als Cosuppression
oder allgemeiner als post-transskriptionelles Gen-Silencing (PTGS) bezeichnet [85]. Diese
transgene Cosuppression wurde unter anderem auch in Neurospora crassa nachgewiesen
und dort als Quelling bezeichnet [133].

A. Fire und seine Kollegen konnten 1998 erstmals zeigen, dass doppelstringige RNA
(dsRNA) in Caenorhabditis elegans zu einem effizienten sequenzspezifischen Gen-Silencing
fithrte [51]. Der Silencing-Effekt, der durch die dsRNA hervorgerufen wurde, war dabei
mindestens zehnmal effektiver, als der durch einzelstringige sense- oder antisense-RNAs.
Bald darauf konnten small interfering RNAs (siRNAs) als Ausloser fiir RNAi identifiziert
werden [62]. Durch die Transfektion von synthetischen siRNA-Doppelstringen mit einer
Lénge von 21-23 Nukleotiden (nt) und sogar von ssRNAs gleicher Linge kann in eukaryo-
tischen Zellen effizient RNAi induziert werden [41].

Die Genexpression der meisten Eukaryoten wird sequenzspezifisch durch microRNAs
(miRNAs) reguliert [2, 6], die aus einzelstringigen pre-miRNAs mit Haarnadel-Struktur
durch Spaltung entstehen.

1.3.2. Mechanismus der RNAi

Bei den RNAI auslosenden siRNAs handelt es sich um 21-23 nt dsRNA-Duplexe. Diese
besitzen 3’-Uberhinge von 2-3 nt und freie 5-Phosphat- und 3’-Hydroxygruppen [42].
Diese Struktur ist charakteristisch fiir RNaselII-spezifische enzymatische Spaltungsmuster.
dsRNA wird in einer ATP-abhéngigen Reaktion durch Dicer in siRNAs gespalten. Bei
Dicer handelt es sich um ein Mitglied der RNaselll-Familie, die in drei Gruppen eingeteilt
werden kann. Dicer wird der dritten Gruppe zugeordnet, die sich durch eine doppelte
katalytische Doméne und eine zusitzliche Helicase und eine PAZ-Doméne auszeichnet

[10]. Dicer-Enzyme blieben wéhrend der Evolution stark konserviert. Man geht davon
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aus, dass Dicer als dimeres Enzym arbeitet. Die so entstandenen siRNAs werden nun
in den RNA-inducing silencing complez (RISC) aufgenommen. Dafiir ist es unerlisslich,
dass die siRNAs 5’-phosporyliert sind [124]. Die Aufnahme der siRNA durch RISC ist
unabhéngig von ATP, allerdings wird fiir das Aufwinden der doppelstringigen siRNA
ATP bendtigt. Die einzelstriingige antisense-siRNA dirigiert den RISC schliefllich zu den
komplementaren mRNA-Molekiilen. Die Target-mRNA wird an einer Stelle im Zentrum
der neu entstandenen Duplexregion zwischen siRNA und der Target-mRNA, 10 nt vom
5-Ende der siRNA entfernt, geschnitten [42]. Eine schematische Darstellung des RNAi-
Mechanismus zeigt Abbildung 1.5.

s "

ATP
\ @ dsRNA Prozessierung

durch Dicer

m 21-23 nt siRNAs

Bildung RNA - Protein-
Komplex

%ﬁ SiRNA-RISC

RISC Aktivierung
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siRNA vermittelte Erkennung
der Target-Sequenz
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des RN Ai-Signalweges. Doppelstringige
RNA (dsRNA) wird von Dicer, einem Mitglied der RN AsellIl-Familie, in einer ATP-abhéngi-
gen Reaktion in small interfering RNAs (siRNAs) gespalten. Diese siRNAs werden in den
RNA-inducing silencing complex (RISC) aufgenommen. In einem weiteren, ATP-abhéngigen
Schritt werden die siRNAs aufgewunden. Der einzelstriingige antisense-Strang lenkt RISC
zur mRNA mit der komplementéren Sequenz der Target-mRNA. Diese wird anschlieffend

endonucleolytisch gespalten.
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1.4. Ziel der Arbeit

Storungen der embryonalen Cholesterinbiosynthese fithren zu schweren Missbildungssyn-
dromen, deren genetischer Hintergrund mittlerweile bekannt ist. Allerdings weifl man bis
heute nichts iiber die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen, die fiir die Sympto-
me verantwortlich sind. Ziel meiner Arbeit war die Aufklirung der zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen bei Funktionsstérungen der Cholesterinbiosynthese und deren
Auswirkungen. Unterschiedliche Technologien und Vorgehensweisen wurden in dieser Ar-

beit angewandt:

1. Charakterisierung der embryonalen Expression einzelner Enzyme der postsqualenen

Cholesterinbiosynthese und genauere Betrachtung der betroffenen Gewebe.
2. Untersuchung der defekten Cholesterinbiosynthese mit Hilfe von Mausmutanten.

3. Fiir die Messung der enzymatischen Umsetzung einzelner postsqualener Enzyme
der Cholesterinbiosynthese stand bis dahin keine geeignete Methode zur Verfiigung.
Deshalb sollte eine Methode zur Aktivitdtsbestimmung mittels GC/MS etabliert

werden.

4. Etablierung einer Methode fiir die Untersuchung der defekten Cholesterinbiosynthese
mittels Zellkultur. Hierfiir sollte die neue Technologie der RNAi genutzt werden. Mit
ihrer Hilfe sollten Auswirkungen des Knock-downs auf das apoptotische Verhalten

aufgedeckt werden.

5. Untersuchung der Auswirkungen einiger Cholesterinbiosynthese-Inhibitoren auf Kul-

turzellen.
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2. Ergebnisse

2.1. Untersuchung der Cholesterinbiosynthese in
Wildtyp-Embryonen der Maus

Erst vor kurzem wurde in unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen, dass die Expression der an
der Cholesterinbiosynthese beteiligten Enzyme in einem distinkten Muster aurtritt [100].
Bis dato ging man noch von einer ubiquitdren Cholesterinproduktion in der fétalen Leber
aus [172]. Funktionelle Untersuchungen zur Aukldrung dieses Expressionsmusters wurden

bisher allerdings nicht durchgefiihrt.

2.1.1. Bestitigung der Expression aus whole mount in situ-Experimenten auf
Proteinebene

Die Expression einiger der an der Cholesterinbiosynthese beteiligten Enzyme wie Hmg-
CoA-Reduktase, Nsdhl, Hsd17b7, Ebp und Dher7 wurde mit whole mount in situ mRNA-
Hybridisierung untersucht. In dieser Arbeit sollte diese Expression zusétzlich auf Protein-
ebene charakterisiert werden. Ziel war es zu kliren, ob die Proteine moglicherweise durch
Diffusion oder aktiven Transport in andere Bereiche der Embryonen wandern. Zu diesem
Zweck war es notwendig, die Methodik zur Antikoérperfirbung ganzer Embryonen fiir die-
se Anwendung zu entwickeln und zu optimieren. Dazu stand nur der Antikérper gegen
Hsd17b7 zur Verfiigung, der bis dahin lediglich in der Western Blot-Analyse eingesetzt
worden war.

Bei der Immunfirbung der Embryonen von E10,5 bis E13,5 konnte das Expressionsmus-
ter der Hsd17B7-mRNA bestétigt werden. In Embryonen an E10,5 bis E11,5 zeigte sich
Hsd17b7 eindeutig im Neuralrohr, dem Gehrin und den Pharyngealbtgen. Diese wiesen al-
lerdings nicht von Beginn an eine komplette Farbung auf, sondern begannen sich im ersten
Pharyngealbogen von anterior und im zweiten Pharyngealbogen von posterior ausgehend
auszudehnen (Abb. 2.1, A). An E11,0 wurde Hsd17b7 in den kompletten Pharyngealbdgen
detektiert. Gleichzeitig war das Protein in den Spinalganglien und den vorderen Gliedma-
Benknospen deutlich zu erkennen. An E11,5 und E12,5 waren alle Spinalganglien gefirbt.
Ab etwa E13,0 zog sich die Expression in Richtung caudal zuriick. Das Vorhandensein
von Hsd17b7 konnte von E10,5 bis E13,5 im gesamten Gehirn nachgewiesen werden. An

E13,5 brachte die whole mount in situ-Hybridisierung eine Expression in den Follikeln
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der Vibrissae zutage. Diese zeigte sich ebenfalls einheitlich bei allen untersuchten Genen
der Cholesterinbiosynthese. Diese Bestdtigung der Expression konnte mit Hilfe der Im-
munfirbung gegen Hsd17b7 erbracht werden (Abb. 2.1, B). Dabei manifestierte sich auch
die Sperzifitéit dieser Farbung.

Abbildung 2.1: Expression von Hsd17b7 in Mausembryonen an E10,5 und
E13,5. Mit Hilfe von Immunfirbungen mit einem Antiképer gegen Hsd17b7 konnte das
Expressionsmuster einiger Enzyme der Cholesterinbiosynthese aus den whole mount in situ-
Hybridisierungen bestéitigt werden. A zeigt einen Embryo an E10,5 mit Hsd17b7 im Gehirn,
den Pharyngealbogen, dem Neuralrohr, den Gliedmaflenknospen und der Schwanzspitze. In
B wurde eine spezifische Féarbung der Follikel der Vibrissae eindeutig nachgewiesen. Die
Farbung zeigte sich dabei in kreisrunden Domé#nen um die Follikel.

In den Gliedmafilenknospen der vorderen und hinteren Extremitédten lieff sich mit Hil-
fe der whole mount in situ-Hybridisierung ein dynamisches Expressionsmuster der Cho-
lesterinbiosynthese-Gene identifizieren. Bei der Immunfiarbung zeigte sich bis E11,0 eine
gleichméflige Farbung der Gliedmaflenknospen. Ab E12,5 konnte Hsd17b7 zunehmend in
den interdigitalen Bereichen lokalisiert werden und an E13,5 wurde die Immunférbung
hauptsichlich in Bereichen detektiert, die direkt die Finger umschlossen (Abb. 2.2).

Mit diesen Versuchen gelang erstmalig der Nachweis der Expression der Cholesterinbio-
synthese-Gene fiir das Enzym Hsd17b7 auf Proteinebene. Aulerdem wurde dabei deutlich,
dass das Enzym am Ort der Synthese aktiv wird und nicht in andere Gewebe transportiert

wird oder diffundiert.
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2. Ergebnisse

Abbildung 2.2: Expression von Hsd17b7 wihrend der Gliedmaflenentwicklung.
Gezeigt sind jeweils die vorderen Gliedmaflen. Bis E11,0 fand sich das Protein in der gesamten
Gliedmaflenknospe. Danach konnte die Expression zunehmend in den interdigitalen Bereichen
nachgewiesen werden.

2.1.2. Cholesterinbiosynthese colokalisiert zum Teil mit apoptotischen
Bereichen

Die im vorherigen Kapitel beschriebenen Bereiche extrem hoher lokaler Cholesterinbiosyn-
these scheinen nicht immer auch Bereiche erhthter Proliferation und enormen Wachstums
zu sein. Zu diesen gehoren beispielsweise die interdigitalen Bereiche, die bei der Gliedma-
Benentwicklung durch Apoptose wieder eingeschmolzen werden. Deshalb wurde in dieser
Arbeit die Lokalisation von apoptotischen Bereichen an Mausembryonen untersucht, um
eine mogliche Colokalisation mit Bereichen hoher Cholesterinbiosynthese aufzudecken.
Fiir die Lokalisation der Apoptose in Wildtyp-Embryonen wurde hier eine whole mount-
Immunfarbung mit einem Antikérper gegen aktive Caspese-3, einem vom Apoptoseweg
(extrinsisch oder intrinsisch) unabhingigen Apoptosemarker, durchgefiihrt. Apoptose fand
sich nachweislich an E10,5 in Bereichen des Gehirns, in den Pharyngealbogen, den Gan-
glien, den Gliedmaflenknospen und der Schwanzspitze (Abb. 2.3).

In Embryonen an E11,5 konnte eine Colokalisation unterschiedlicher Gene der Cholesterin-
biosynthese (in diesem Fall Hmger) mit apoptotischen Bereichen in den Pharyngealbdgen,
den Gliedmaflenknospen, den dorsalen Wurzelganglien, dem Neuralrohr, dem Trigemi-
nus Ganglion und im Schwanz nachgewiesen werden (Abb. 2.4). Auch andere Gene der
Cholesterinbiosynthese wie Nsdhl, Hsd17b7, Ebp und Dhcr7 werden im gleichen Muster
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2. Ergebnisse

Abbildung 2.3: Aktive Caspase-3 in Embryonen an E10,5. Apoptose konnte an E10,5
in den Pharyngealbtgen, in Bereichen des Gehirns, den GliedmafBenknospen und den Ganglien
nachgewiesen werden.

Abbildung 2.4: Vergleich apoptotischer Regionen mit Bereichen der Choleste-

rinbiosynthese im Embryo an E11,5. Abbildung A-C zeigt die Immunfirbung des
Antikorpers gegen aktive Caspase-3. In Abbildung D-F ist die whole mount in situ-
Hybridisierung von Hmgcr, stellvertretend fiir unterschiedliche Enzyme der Cholesterinbio-
synthese, dargestellt.
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exprimiert.
Mit Hilfe dieser Versuche wurde gezeigt, dass eine Colokalisation von Apoptose und Cho-

lesterinbiosynthese in unterschiedlichen Bereichen des sich entwickelnden Mausembryos
stattfindet.

2.1.3. Entwicklung von Antikérpern gegen NSDHL und EBP

Bisher sind fiir die Proteine NSDHL und EBP keine kommerziellen Antikérper verfiigbar.
Um vergleichbare Untersuchungen wie mit Hsd17b7 durchfiithren zu konnen, sollten in
dieser Arbeit Peptidantikorper sowohl fiir immunhistochemische Arbeiten, Western Blot-

Analysen und fiir die Anwendung in Zellkultur etabliert werden.

Sequenzauswahl

Die Proteine NSDHL und EBP sind membranverankert im Endoplasmatischen Retikulum
lokalisiert [21, 39]. Fiir die gewiinschten Anwendungsbereiche sollten Peptidantikérper
hergestellt werden, die unsiversell einsetzbar sind und speziesiibergreifend an die entspre-
chenden Proteine binden kénnen. Dazu wurde zunichst ein Alignment der Amonisdurese-
quenzen von NSDHL und EBP aus Mensch, Maus und Ratte durchgefiihrt.

Das menschliche NSDHL besitzt elf Aminosduren mehr als die homologen Proteine aus
Maus und Ratte. Die Sequenzen sind in weiten Bereichen identisch und besitzen je eine
transmembrane Doméne (Abb. 2.5). Die Peptidsequenz des humanen NSDHL fiir die Her-
stellung des Antikorpers wurde so gewéihlt, dass sie im Cytoplasma liegt und in weiten

Bereichen in allen drei Spezies identisch ist.

Die Auswahl der Peptidsequenz fiir die Generierung des Antikopers gegen EBP gestaltete
sich erheblich schwieriger. Das Protein besitzt vier transmembrane Doménen (Abb. 2.6).
Nach den vorher genannten Kriterien war nur eine Peptidsequenz im N- und C-Terminus
sowie im Bereich zwischen den transmembranen Doménen zwei und drei (Aminosduren 87—
116) geeignet, da nur diese im Cytoplasma liegen. Aus diesem Bereich wurde eine Sequenz
aus 15 Aminosiuren ausgewihlt, die eine moglichst grofie Ubereinstimmung zwischen den
drei Spezies aufweist.

Die Peptide wurde von der Firma BioLUX GmbH (Stuttgart) synthetisiert. Die ausgewéihl-
ten Sequenzen wurden an einem Ende mit einem Cystein verlangert, um daran KLH kop-
peln zu kénnen. Ebenfalls von der BioLUX GmbH wurde anschliepend die Immunisierung
von jeweils zwei Kaninchen zur Generierung polyklonaler Antikoérper durchgefiihrt. Wir

erhielten jeweils zwei polyklonale Antikorper zur Detektion von NSDHL und EBP.
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mNSDHL MEQAVHGESKRGQVTGTHLTNDIS------------ KAKKCTVIGGSGFLGQHMVEQLLE 48
rNSDHL MEQAVRSESKKGQVTGTDLINEVS------------ KAKKCTVIGGSGFLGQHMVEQLLS 48
hNSDHL MEPAVS - EPMRDQVARTHLTEDTPKVNADIEKVNQNQAKRCTVIGGSGFLGQHMVEQLLA 59

mNSDHL RGYTVNVFDIHQGFDNPRVQFFIGDLCNQODLYPALKGVSTVFHCASPPPYSNNKELFYR 108
rNSDHL RGYAVNVFDVRQGFDNPRVQFFIGDLCNQODLYPALKGVSTVFHCASPPSNSNNKELFYR 108
hNSDHL RGYAVNVFDIQQGFDNPQVRFFLGDLCSRQDLYPALKGVNTVFHCASPPPSSNNKELFYR 119

mNSDHL VNFIGTKTVIETCREAGVQKLILTSSASVVFEGVDIKNGTEDLPYAMKPIDYYTETKILQ 168
rNSDHL VNSTGTKTVIETCKEAGVQKLILTSSASVVFEGVDIKNGTEDLPYAMKPIDYYTETKILQ 168
hNSDHL VNYIGTKNVIETCKEAGVQKLILTSSASVIFEGVDIKNGTEDLPYAMKPIDYYTETKILQ 179

mNSDHL ERAVLDANDPKKNFLTAATRPHGIFGPRDPQLVPILIDAARKGKMKFMIGNGENLVDFTF 228
rNSDHL ERAVLDANDPKKNFLTAAIRPHGIFGPRDPQLVPVLIDAARKGKMKFMIGNGKNLVDFTF 228
hNSDHL ERAVLGANDPEKNFLTTAIRPHGIFGPRDPQLVPILIEAARNGKMKFVIGNGKNLVDFTF 239
mNSDHL VENVVHGHILAAEHLSQDAALGGKAFHITNDEPIPFWTFLSRILTGLNYEAPKYHIPYWM 288
rNSDHL VENVVHGHILAAEHLSRDAGLGGKAFHITNDEPIPFWTFLSRILTGLNYEAPKYHIPYRV 288

hNSDHL VENVVHGHILAAEQLSRDSTLGGKAFHITNDEPIPFWTFLSRILTGLNYEAPKYHIPYWV 299

mNSDHL AYYLAFLLSLLVMVVSPLIQIQPTFTPIRVALAGTFHYYSCEKAKKLFGYRPLVTMDEAV 348

rNSDHL AYYLAFLLSLLVMVLSPLIQIQTTFTPFRVALAGTFHYYSCEKAKKLIGYRPLVTMDDAV 348
hNSDHL AYYLALLLSLLVMVISPVIQLOPTFTPMRVALAGTFHYYSCERAKKAMGYQPLVTMDDAM 359

mNSDHL ERTVQSFHHLRKDK 362
rNSDHL ERTVQSFHHLRKDK 362
hNSDHL ERTVQSFRHLRRVK 373

Abbildung 2.5: Aminosdure-Sequenzvergleich von NSDHL aus unterschiedlichen
Vertebraten. Aminoséuren, die in Maus (m), Ratte (r) und im Menschen (h) iibereinstim-
men sind grau hinterlegt. Der blaue Balken kennzeichnet eine vorausberechnete transmem-

brane Region. Die Sequenz, gegen die der Antikérper gebildet wurde, ist rot gekennzeichnet.

mEBP MTTNTVPLHPYWPRHLKLDNFVPNDLPTSHILVGLFSISGGLIVITWLLSSRASVVPLGA 60
rEBP MTTNMLPLHPYWPRHLRLDNFVPNDLPTWHILVGLFSFSGVLIVITWLLSSRVSVVPLGT 60
hEBP MTTNAGPLHPYWPQHLRLDNFVPNDRPTWHILAGLFSVTGVLVVTTWLLSGRAAVVPLGT 60
mEBP GRRLALCWFAVCTFIHLVIEGWFSLYNGILLEDQAFLSQLWKEYSKGDSRYILSDSFVVC 120
rEBP GRRLALCWFAVCTFIHLVIEGWFSFYHEILLEDQAFLSQLWKEYSKGDSRYILSDGFIVC 120
hEBP WRRLSLCWFAVCGFIHLVIEGWFVLYYEDLLGDOAFLSOLWKEYAKGDSRYILGDNFTVC 120
mEBP METVTACLWGPLSLWVVIAFLRQQPFRFVLQLVVSMGQIYGDVLYFLTELHEGLQHGEIG 180
rEBP MESVTACLWGPLSLWVVIAFLRHQPFRFVLOLVVSVGQIYGDVLYFLTELRDGFQHGELG 180
hEBP METITACLWGPLSLWVVIAFLRQHPLRFILQLVVSVGQIYGDVLYFLTEHRDGFQHGELG 180
mEBP HPVYFWFYFVFLNAVWLVIPSILVLDAIKHLTSAQSVLDSKVMKIKSKHN 230

rEBP HPLYFWFYFVIMNAIWLVIPGILVFDAIKHLTNAQSMLDNKVMKIKSKHN 230

hEBP HPLYFWFYFVFMNALWLVLPGVLVLDAVKHLTHAQSTLDAKATKAKSKKN 230

Abbildung 2.6: Aminosidure-Sequenzvergleich von EBP aus unterschiedlichen
Vertebraten. Aminoséuren, die in Maus (m), Ratte (r) und im Menschen (h) iibereinstim-
men sind grau hinterlegt. Die blauen Balken kennzeichnen vier vorausberechnete transmem-

brane Regionen. Die Sequenz, gegen die der Antikorper gebildet wurde, ist rot gekennzeichnet.
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Funktionalitat der Antikdper im Western Blot

Die Antikorper gegen NSDHL und EBP sollten vor allen Dingen auch in der Western Blot-
Analyse eingesetzt werden. Dazu wurden diese Antikorper zunéchst bei unterschiedlichen
Bedingungen getestet.

Sowohl HeLa- als auch HepG2-Zellen exprimieren die Proteine NSDHL und EBP. Fiir
die Funktionalitdtspriifung der Peptidantikorper wurden NSDHL und EBP durch Trans-
fektion der Zellen mit pcDNA3/hNSDHL bzw. pcDNA3/hEBP iiberexprimiert und die
Membranfraktionen anschlieflend iiber SDS-PAGE aufgetrennt. NSDHL besitzt ein Mole-
kulargewicht von 41,9 kDa, EBP von 26,2 kDa. Bei der Western Blot-Analyse wurden die
Antikorper in unterschiedlichen Verdiinnungen eingesetzt. Unter keinen der hier geteste-
ten Bedingungen konnte fiir NSDHL (Daten nicht gezeigt) und fiir EBP (Abb. 2.7) eine
spezifische Bindung der getesteten Peptidantikorper nachgewiesen werden. Es traten sehr
viele unspezifische Banden auf, in deren Hintergrund eine mégliche spezifische Bindung
des Antikorpers nicht nachgewiesen werden konnte. Deshalb wurden diese Antikorper ge-
gen NSDHL und EBP im weiteren Verlauf der Arbeit nicht fiir die Analyse im Western
Blot eingesetzt.

75 kDa

50 kDa
37 kDa

25 kDa

ﬁ_‘ oW
L=
k

Abbildung 2.7: Detektion von EBP im Western Blot. Humanes EBP wurde in HeLa-
Zellen iiberexprimiert. Beim anschlieenden Western Blot wurden die Antikérper aus zwei
immunisierten Kaninchen getestet. Beide zeigten nur unspezifische Farbungen.

Funktionalitat der Antikorper in der Immuncytochemie

Mit Hilfe dieser Peptidantikoérper sollten die jeweiligen Proteinmengen der zu untersu-
chenden Enzyme NSDHL und EBP in Zellkultur bestimmt werden. Insbesondere war hier
die Reduktion der Proteine durch RNAi von besonderem Interesse. Dafiir wurden diese
polyklonalen Antikorper fiir die Farbung von Zellen und damit auch fiir die subzelluldre
Lokalisation eingesetzt. HeLa-Zellen wurden mit pcDNA3/hNSDHL, pcDNA3/hHSD17B7
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und pcDNA3/hEBP transfiziert und anschliefilend fiir mindestens 24 h inkubiert, so dass
die Uberexpression der einzelnen Proteine deutlich sichtbar sein sollte. Die Zellen wurden
anschliefend gefiarbt. Um die Struktur der einzelnen Zellen besser identifizieren zu kénnen,
wurde das Cytoskelett mit Phalloidin und die Zellkerne mit DAPI gegengeféirbt.

In unserer Arbeitsgruppe konnte die Lokalisation von HSD17B7 im Endoplasmatischen
Retikulum mit Hilfe eines GFP-Fusionsproteins gezeigt werden [111]. Deshalb wurde in
dieser Arbeit HSD17B7 als positive Referenz fiir die ER-Lokalisation verwendet, da auch
NSDHL und EBP im ER lokalisiert sind [21, 39).

Die Struktur des Endoplasmatischen Retikulums war bei der Detektion von HSD17B7
deutlich zu erkennen. Fiir die Detektion von NSDHL und EBP wurden die Peptidan-
tikorper aus beiden immunisierten Kaninchen getestet. Die Antikérper wurden in un-
terschiedlichen Verdiinnungen eingesetzt. Gezeigt sind die Daten représentativ fiir einen
Antikérper (Abb. 2.8). Die Bindung der Antikorper scheint auch hier unspezifisch, da
nicht wie erwartet das ER gefarbt wurde, sondern sowohl das gesamte Cytoskelett als
auch die Zellkerne eine Farbung aufwiesen. Aus diesem Grund wurden dise Antikorper fiir

die Proteindetektion in Zellkultur nicht eingesetzt.

Phalloidin Antikérper DAPI Uberlagerung

- - - - o
NSDHL
Serum 1
(A4327)

Abbildung 2.8: Detektion von NSDHL, HSD17B7 und EBP in Zellkultur. Die
Proteine NSDHL, HSD17B7 und EBP wurden in HeLa Zellen {iberexprimiert und anschlie-
Bend mit den jeweiligen Antikorpern detektiert. Dabei diente der Nachweis von HSD17B7
als positive Referenz fiir die ER-Lokalisation. Die Antikorper gegen NSDHL und EBP zeigen

EBP
Serum 1
(A4397)

eine unspezifische Farbung des Cytoplasmas und der Zellkerne.
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Funktionalitat der Antikodrper in der Immunhistochemie

Obwohl die Antikdrper gegen Peptide der humanen Sequenzen generiert wurden, bestand
die Moglichkeit, dass sie in der Immunhistochemie von Mausgeweben eine eindeutige Bin-
dung zeigen.

Die Antikoérper wurden sowohl an Gewebeschnitten der Leber (hohe Expression der zu un-
tersuchenden Proteine) als auch an Paraffinschnitten ganzer Embryonen getestet. Hierfiir
wurden unterschiedliche Methoden zur Demaskierung der Epitope in Paraffinschnitten
angewandt. Gleichzeitig wurden die Antikérper in unterschiedlichen Verdiinnungen ein-
gesetzt. Leider zeigte sich auch hier keine spezifische Féarbung der Gewebe (Daten nicht
gezeigt).

Diese Peptidantikérper wurden nicht fiir weitere Versuche eingesetzt, da sie in keiner der

hier getesteten Anwendungsbereiche eindeutige Ergebnisse lieferten.

2.2. Untersuchung der Cholesterinbiosynthese an

Mausmutanten

Es sind unterschiedliche Mausmodelle mit Mutationen im postsqualenen Cholesterinbio-
syntheseweg bekannt, die als Modelle fiir die entsprechenden humanen Missbildungssyn-
drome fungieren. Bei einigen dieser Mausmodelle erfolgte lediglich die Charakterisierung
der Mutation und einige phénotypische Betrachtungen. Eine eingehendere Untersuchung
dieser Mauslinien kénnte Aufschliisse iiber die den Funktionsstérungen zugrunde liegen-
den molekularen Mechanismen liefern. Aus diesem Grund sollten zwei dieser Mauslinien in
unserem Labor etabliert werden. Dazu wurden Mauslinien mit Mutationen in den Genen
Nsdhl und Ebp ausgewihlt, die fiir die humanen Syndrome CHILD und CDPX2 verant-
wortlich sind.

Die Mauslinien Bare patches (Bpa) und Striated (Str) weisen Mutationen im Nsdhl-Gen
auf, wobei mehrere Linien mit unterschiedlichen Mutationen existieren [106]. Fiir die Un-
tersuchungen wurde die Mauslinie Bpa® ausgewiihlt. Diese zeichnet sich durch eine De-
letion von 18 Basen an Position 655 aus, die zu einem Verlust von sechs Aminosiuren
(G174D del TEDLPY) fiihrt.

Tattered- (Td-) Mause besitzen eine Mutation im Ebp-Gen. Dabei handelt es sich um eine
Punktmutation an Position 1082 (Position 320 der kodierenden Sequenz), die zu einem
Aminosdureaustausch von Glycin zu Arginin (G107R) an einer hoch konservierten Stelle
fithrt (Abb. 2.9).

Fiir beide Mauslinien wurden gefrorene Embryonen beim Medical Research Council (MRC,
Harwell) bestellt. Die Bpa®"-Embryonen stammen aus einer Verpaarung von heterozygoten
Bpa®f-Weibchen mit (C3H/HeH x 101/H)F;-Minnchen, die Td-Embryonen aus Verpaa-
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Ebp (Mus musculus)
8187 bp

Exon 3

GGAAAGAGTATTCCAAGGGAGATAGCCGATATATCCT

Abbildung 2.9: Genstruktur von Ebp. A zeigt das Ebp-Gen mit Exon- und Intronstruk-
tur (A). In B ist die Punktmutation an Position 320 der kodierenden Sequenz in Exon 3
dargestellt, bei der ein Guanin durch ein Adenin ersetzt wird.

rungen von heterozygoten 7'd-Weibchen mit (C3H/HeH x 101/H)F;-Ménnchen.

2.2.1. Embryotransfer

Der Embryotransfer der Bpa®?- und Td-Embryonen wurde in der Abteilung fiir Verglei-
chende Medizin des GSF-Forschungszentrums durchgefiihrt. Dabei erhielten wir ein Weib-
chen der Linie Bpa? und 2 Weibchen und 2 Ménnchen der Linie Td. Leider wies keines
der Nachkommen die gesuchte Mutation auf. Ein zweiter Embryotransfer erbrachte kei-
ne Nachkommen der Bpa®“-Linie. Von den transferierten T'd-Embryonen wurden fiinf
Weibchen und zwei Mannchen geboren, wovon zwei der Weibchen die gesuchte Mutation
aufwiesen. Auf die erneute Anschaffung weiterer gefrorenen Embryonen der Bpa®"-Linie
wurde verzichtet, da auch MRC diese Linie nicht wieder revitalisieren konnte.

In der vorliegenden Arbeit konnten deshalb nur die Td-M#&use untersucht werden. Bei allen
in dieser Arbeit im adulten Stadium untersuchten betroffenen Tieren handelt es sich um
heterozygote Weibchen. Ebp ist ein X-chromosomales Gen. Die Mutation der T'd-M&use ist
deshalb fiir méannliche Nachkommen letal; diese sterben noch vor der Geburt. Lediglich im

Embryonalstadium konnten ménnliche hemizygote T'd-Nachkommen untersucht werden.

2.2.2. Genotypisierung der Td-Mause

Zunichst musste eine Methode etabliert werden, mit der sich die heterozygoten T'd-Méuse
moglichst schnell und eindeutig genotypisieren lassen. Da die Mutante eine Punktmutation
im Ebp-Gen triagt wurde fiir die Genotypisierung dieser Méuse eine spezielle Nachweis-

PCR entwickelt. In dieser PCR wurden zwei unterschiedliche forward-Primer eingesetzt,
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die sich nur an der letzen Position am 3’-Ende unterscheiden. Der Primer zur Detektion
des Wildtyp-Allels endet am 3’-Ende mit einem Guanin (wt-Primer). Zur Amplifizierung
des mutierten Allels wurde der forward-Primer mit einem Adenin am Ende (mut-Primer)
verwendet. Jede genomische DNA wurde mit beiden forward-Primern amplifiziert, wo-
bei der reverse-Primer jedes mal gleich blieb. Handelte es sich um eine Wildtyp-Maus,
so ergab nur die PCR-Reaktion mit dem wt-Primer eine Bande. Bei einer heterozygo-
ten Td-Maus lieferte auch die PCR-Reaktion mit dem mut-Primer ein Produkt, so dass
man auf einem Agarosegel zwei Banden erhielt (Abb. 2.10). Diese Methode wurde auch
zur Genotypisierung von Td-Embryonen eingesetzt. Bei diesen konnten auch hemizygote
Mannchen identifiziert werden, bei denen nur die PCR mit dem mut-Primer eine Bande

ergab (Daten nicht gezeigt).

< <
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wt- Td-

Maus  Weibchen

Abbildung 2.10: Genotypisierung der T'd-Miuse mittels PCR. Fiir die PCR wurden
zwei unterschiedliche forward-Primer verwendet. Diese unterscheiden sich lediglich in der
letzten Base am 3’-Ende, die entweder ein G (wt-Primer) oder ein A (mut-Primer) ist. Fiir
beide Reaktionen wurde der gleiche reverse-Primer verwendet. Jede genomische DNA-Probe
wurde in zwei PCRs mit unterschiedlichen forward-Primern eingesetzt. Bei einer Wildtyp-
Maus erfolgte die Amplifizierung nur mit dem wt-Primer. Bei heterozygoten Td-M#usen

erhielt man mit beiden forward-Primern Banden.

Um die auf diese Weise erhaltenen Ergebnisse zu bestéitigen, wurden die DNA der zu geno-
typisierenden Mé&use zu Beginn der Arbeit zusétzlich sequenziert. Im Elektropherogramm
war der Unterschied zwischen Wildtyp- (Abb. 2.11, A) und heterozygoten Td-Méusen
(Abb. 2.11, B) eindeutig zu erkennen. Wildtyp-Méuse zeigten an dieser Position ledig-
lich ein Adenin, wohingegen T'd-Mé#use sowohl ein Adenin als auch ein Guanin enthielten.
Durch die Sequenzierungen konnte die Genotypisierung mittels PCR eindeutig bestétigt
werden. Deshalb wurde im Verlauf der Arbeit auf die Kontrolle mittels Sequenzierung

verzichtet.
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Abbildung 2.11: Elektropherogramm von Wildtyp- und heterozygoten Td-
Miusen. Mit Hilfe der Sequenzierung konnte bei Wildtyp-M#usen eindeutig ein Guanin an
Position 320 der kodierenden Sequenz nachgewiesen werden (A). Heterozygote Td-Weibchen
zeigten an gleicher Stelle sowohl ein Guanin als auch ein Adenin (B).

2.2.3. Riickkreuzung der Td-Mause auf einen definierten Hintergrund und
Zucht

Um die Méuse genauer untersuchen zu koénnen, war es wichtig, dass diese Méause einen
definierten genetischen Hintergrund besitzen. Die einzelnen Mauslinien wie z. B. C3H und
C57/Bl6J weisen Unterschiede in mehreren Parametern auf, die sonst félschlicherweise als
Auswirkungen der Mutation ausgelegt werden kénnten.

Die Td-Weibchen aus dem Embryotransfer wurden mit C57/Bl6J-Ménnchen verpaart,
um eine Riickkreuzung auf die C57/Bl6J-Linie zu erhalten. Bei der Zucht der Td-M#use
mussten wir feststellen, dass sich diese Mause nur sehr schlecht fortpflanzten. Wurfzahlen
von fiinf oder mehr Nachkommen waren und sind eine sehr selten auftretende Ausnahme.
Uber die gesamte Zuchtspanne betrachtet wurden im Durchschnitt 3,6 Junge pro Wurf
geboren. Statistisch kann man 50 % ménnliche und 50 % weibliche Nachkommen erwarten.
Da das Ebp-Gen auf dem X-Chromosom lokalisiert ist und die Mutation fiir ménnliche
Triger letal ist, werden statistisch 25 % aller Nachkommen schon vor der Geburt wieder

eingeschmolzen. Beriicksichtigt man dies, so sollte man ca. 33 % ménnliche und 66 %
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weibliche Nachkommen erhalten. Der Prozentsatz an tatséichlich geborenen Méannchen
liegt im Durchschnitt bei 35 %. Allerdings steigt der Anteil an ménnlichen Nachkommen
in der 5. und 6. Generation deutlich bis auf 50 % an (Abb. 2.12, A).

Von den zur Welt gekommenen Nachkommen miissten laut Statistik 66 % weiblich sein,
wovon wiederum die Hélfte die Mutation tragen sollte. Allerdings konnte w#hrend der
gesamten Zuchtdauer beobachtet werden, dass der Anteil an heterozygoten Td-Weibchen
erheblich geringer war. Dabei trat die Mutation in der vierten Generation am h&ufigsten
auf; 17,8 % aller Nachkommen (davon 65 % Weibchen) konnten als heterozygot identifiziert
werden. In der sechsten Generation konnte die Mutation nur noch mit einer Haufigkeit von
7,7 % aller Nachkommen (davon 50 % Weibchen) nachgewiesen werden. Im Durchschnitt
tragen 14,2 % aller lebenden Nachkommen die Mutation (Abb. 2.12, B).

gesamt gesamt
4. Generation 4. Generation
6. Generation 6. Generation
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Geschlecht Nachkommen [%] Nachkommen [%]
' \annchen /- Nachkommen
== Weibchen == +/+ Nachkommen

Abbildung 2.12: Statistische Betrachtung der Td-Zucht. In A ist die Gesamtanzahl
der Nachkommen in % dargestellt. Dabei waren 39,7 % aller Nachkommen miénnlich. In der
vierten Generation waren 35,1 % méinnliche Nachkommen zu verzeichnen, in der sechsten
Generation stieg dieser Anteil auf 50 % an. Dabei betrug der Anteil an heterozygoten Td-
Weibchen iiber die gesamte Zuchtdauer hinweg lediglich 14,2 %, mit einem minimalen Anteil
an T'd-Weibchen in der sechsten Generation mit 7,7 % aller lebend geborenen Nachkommen
(B).

Zudem wirkte sich die Mutation bei den einzelnen betroffenen M#usen unterschiedlich
aus. Die Variationen reichten hier von einer kaum sichtbaren Beeintréichtigung bis zu so
schweren Auswirkungen, dass die M#ause mit ca. 4-6 Wochen starben.

Sowohl fiir die Untersuchungen an adulten M&usen als auch fiir die Entnahme von Embryo-
nen standen deshalb nur wenige M#use zur Verfiigung, da bei einer gréfleren Entnahme

die weitere Zucht dieser Mause gefahrdet worden wiire.

2.2.4. Phénotyp der Td-Mause

Die nach dem Embryotransfer erhalten Méuse konnten schon durch den duflerlich sichtba-

ren Phéanotyp als Td-Weibchen identifiziert werden. Sie zeichneten sich durch ein struppi-
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ges Fell aus (Abb. 2.13, A) und waren im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern deutlich
kleiner (Abb. 2.13, B). Zudem besafien sie eine verkiirzte Schnauze. Mit der Riickkreuzung
auf C57/B16J-Miuse dnderte sich das Erscheinungsbild dieser Miuse geringfiigig. Die sehr
charakteristische Schuppung des Fells war immer noch deutlich zu erkennen, allerdings
verlor sie gegeniiber den M&usen aus dem Embryotransfer etwas an Intensitéit (Abb. 2.13,
C) . Auch mit dem C57/Bl6J-Hintergrund waren Wildtyp-Méuse gréfler. Die Verkiirzung
der Schnauze war ebenfalls bei allen heterozygoten Méausen festzustellen.

Die Auspriagung des Phinotyps fiel bei diesen Méausen sehr unterschiedlich aus. Einige der
Td-Weibchen starben bereits im Alter von wenigen Wochen, wohingegen andere M#use
eine unter Laborbedingungen normale Lebenserwartung besaflen. Im Alter von 1 bis 3
Wochen war der Groéflenunterschied noch deutlicher zu erkennen als bei adulten Tieren
(Abb. 2.14, A). Bei einigen Individuen fand man eine sehr stark ausgeprigte Form der
Ichthyose (Abb. 2.14, B und C). Auch eine Veréinderung der Schidelform war sehr hiufig
zu erkennen (Abb. 2.14, C), wobei der Schidel der T'd-Weibchen mehr gewdlbt erschien
als der ihrer Wildtyp-Geschwister.

Abbildung 2.13: Td-Mé&use mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund. Die
hier gezeigten Méuse waren zwischen 10 und 12 Wochen alt. Bei den heterozygoten Td-
Weibchen, die aus dem Embryotransfer hervorgingen, war die Struppigkeit des Fells sehr
deutlich zu erkennen (A). Im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern waren sie kleiner und
besaflen eine verkiirzte Schnauze (B). Bei Méusen der vierten Generation war der C57/Bl16J-
Hintergrund deutlich zu erkennen. Die Auffilligkeit im Fell war weiterhin gut zu beobachten,
verlor aber gegeniiber den Mausen aus dem Embryotransfer etwas an Intensitéit (C).
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Abbildung 2.14: Td-Miuse der vierten Generation. Die Abbildung zeigt die unter-
schiedliche Ausprigung im Phénotyp von heterozygoten Td-Weibchen. In A sind 12 Tage
alte Geschwister dargestellt, bei denen der Groflenunterschied sehr deutlich zu erkennen war.
Bei der in B abgebildeten Maus handelte es sich um ein 9 Tage altes T'd-Weibchen, bei dem
die Ichtyose (a) besonders stark ausgebildet war. Dieses Weibchen starb kurze Zeit spéter.
Bei der in C gezeigten Maus war die Ichtyose (a) ebenfalls sehr gut erkennbar. Zudem zeigte
sich der gewdlbte Schidel (b) und die verkiirzte Schnauze (c).

2.2.5. Untersuchung der Td-Mause

Fiir die folgenden Untersuchungen wurden zwei Wiirfe genauer untersucht. Es handelte
sich bei den untersuchten Tieren um Méiuse aus der vierten Generation. Diese beiden
Wiirfe (geboren am 22.12.2004 und 10.01.2005) waren wéhrend der gesamten bis jetzt
andauernden Zucht die einzigen beiden Wiirfe mit groflerer Nachkommenschaft, die auch
Td-Weibchen enthielten. In diesen Fillen wurden die einzelnen Geschwister miteinander
verglichen. Dadurch war es moglich, gréfiere Variationen, bedingt durch Unterschiede im
Hintergrund der Méuse, weitgehend auszuschlieen.

Untersucht wurden die Mause im Alter von 11 Wochen. Die beiden Wiirfe bestanden aus
drei Ménnchen, fiinf Wildtyp-Weibchen und fiinf heterozygoten T'd-Weibchen.
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GroBe und Gewicht der Td-Weibchen im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern

Sehr auffillig bei den Mausen war, dass Méuse mit der T'd-Mutation kleiner erschienen als
ihre Wildtyp-Geschwister. Deshalb wurden die Méuse gemessen und anschliefend gewogen.
Wildtyp-Weibchen waren im Durchschnitt 9,12 cm grofl und 25,2 g schwer. Heterozygote
Td-Weibchen waren dagegen im Durchschnitt nur 7,9 cm groff und 18,8 g schwer. Ménn-
chen wurden bei diesem Versuch nicht beriicksichtigt, da sie im Allgemeinen etwas grofler
und auch schwerer sind als Weibchen und deshalb die Ergebnisse verfilschen wiirden.
Die Werte der Wildtyp-Weibchen wurden als 100 % definiert und die Gréfle bzw. das
Gewicht der Td-Weibchen dazu in Relation gesetz (Abb. 2.15). Dabei zeigte sich, dass
letztere im Durchschnitt um 15 % kleiner und um 25 % leichter waren als ihre weiblichen
Wildtyp-Geschwister.

A B

Grofke [%]
Gewicht [%]

0
Wildtyp Tattered Wildtyp Tattered

Abbildung 2.15: Gréf3e und Gewicht 11 Wochen alter T'd-Weibchen im Vergleich
zu Wildtyp-Weibchen. Jeweils fiinf Wildtyp-Méuse und fiinf 7Td-Mé&use wurden unter-
sucht. Die Werte der Wildtyp-Méuse wurden als 100 % GroBe (A) und 100 % Gewicht (B)
definiert und die Messwerte der Td-Weibchen dazu in Relation gesetzt.

Veranderungen im Skelett

Die beim Menschen auftretende Chondrodysplasia Punctata, ein wesentliches Merkmal von
CDPX2, zeichnet sich unter anderem durch Verdnderungen im Knochenwachstum und der
Verknocherung aus [64, 146]. Deshalb lag es nahe, bei den T'd-Méusen das Skelett genauer
zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden die zu untersuchenden M#use nach der Organentnahme geréngt.
Die Aufnahmen zeigten bei zwei der fiinf untersuchten 7'd-Weibchen Verdnderungen in der
Wirbelsdule (Abb. 2.16). Hierbei handelte es sich um eine leichte Form der Skoliose. Bei
Wildtyp-Weibchen war diese Verformung der Wirbelsidule hingegen nicht zu beobachten.
Gleichzeitig konnte auf dem Roéntgenbild die Verkiirzung der Schnauze deutlich erkannt

werden. Diese Verdnderung trat bei allen untersuchten 7'd-Weibchen auf.
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Abbildung 2.16: Rontgenaufnahmen einer Wildtyp-Maus und eines 7Td-
Weibchens. Das heterozygote 7Td-Weibchen zeigte eine leichte Verkriimmung der Wir-
belsiule (Skoliose), die bei den Wildtyp-Weibchen nicht zu beobachten war. Gleichzeitig war
die Verkiirzung der Schnauze bei den Td-Weibchen deutlich zu erkennen.

Morphologische Untersuchung einzelner Organe

Um die betreffenden Mé&use eingehender charakterisieren zu kénnen, wurden ihnen un-
terschiedliche Organe entnommen. In Zusammenarbeit mit Dr. J. Calzada (Institut fiir
Pathologie, GSF-Forschungszentrum, Neuherberg) wurden Paraffinschnitte der Organe
mit Hamatoxylin und Eosin gefirbt. Bei den hier untersuchten Geweben handelte es sich
um Haut, Knochen, Herz, Lunge, Gehirn, Kleinhirn, Milz, Halslymphknoten, Schilddriise,
Niere, Nebenniere, Magen, Darm, Leber und reproduktive Organe. Dabei wurden nur in
der Haut und der Niere Unterschiede zwischen Wiltdyp-Weibchen und heterozygoten 7'd-
Weibchen festgestellt.

Die auffilligsten Erscheinungen konnten bei der genaueren Betrachtung der Haut charakte-
risiert werden. Bei allen hier untersuchten Td-Weibchen zeigten sich unterschiedliche Ver-
hornungsstorungen (Ichthyose), die sich vor allen Dingen in Verdickungen der Hornschicht
(Hyperkeratose) dufierten, die teilweise mit Entziindungen einhergingen (Abb. 2.17).

Bei der Untersuchung der Nieren fanden sich bei zwei der fiinf untersuchten 7d-Weibchen
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Abbildung 2.17: Histologie der Haut. Im Unterschied zu der Haut von Wildtyp-Mé#usen
(A) konnten bei allen untersuchten heterozygoten Td-Weibchen Verinderungen der Haut
festgestellt werden. Diese zeichneten sich durch Verhornung der epidermialen Hautschicht
aus, die teilweise mit Entziindungen einhergingen (B-D).

Abbildung 2.18: Histologie der Niere. A zeigt die gesunde Niere einer Wildtyp-Maus.
In B ist die hydronephrotische Niere eines Td-Weibchens dargestellt.

42



2. Ergebnisse

Lésionen. Dabei handelt es sich um Hydronephrose, einer irreversiblen Erweiterung des
Nierenbeckens und der Nierdenkelche mit Parenchymschwund. Gleichzeitig konnte bei ei-

ner untersuchten Maus eine Enziindung des Harnleiters beobachtet werden (Abb. 2.18).

Auswirkungen der Mutation in Ebp auf die Cholesterinhomeostase adulter Mause

Durch Defekte in der Cholesterinbiosynthese kénnte es auch zu einer Beeinflussung der
adulten Cholesterinhomeostase kommen. Um Hinweise darauf zu erhalten, wurden mit
Hilfe der quantitativen RealTime-PCR die Expressionslevel einiger fiir die Cholesterinho-
meostase wichtiger Gene betrachtet. Bei den in diese Studie einbezogenen Genen handelt
es sich um Abcal (ATP-binding cassette, sub-family A), Insig2 (Insulin induced gene 2),
Ldlr (Low density lipoprotein receptor), Ppary (Peroxzisome proliferator activated receptor
gamma), Scarbl (Scavenger receptor class B, memberl) und Tcf712 ( Transcription factor
7-like 2, T-cell specific, HMG-box). Untersucht wurden dabei sowohl Leber als auch Mus-
kel von heterozygoten Td-Weibchen und deren Geschwister der vierten Generation.

Fiir die quantitative Auswertung wurde die Expression der untersuchten Gene zu so ge-
nannten Housekeeping-Genen in Relation gesetzt, die durch die Versuchsbedingungen
selbst nicht reguliert werden. Dafiir mussten aus mehrern moglichen Genen die fiir die-
sen Versuch geeigneten endogenen Kontrollen ausgwahlt werden. Hierfiir wurden die Gene
Gapdh (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), Hprt (Hypoxanthine-guanine phos-
phoribosyltransferase) und Trfl (Transferrin Receptor, auch Trfc) verwendet. Bei diesen
Versuchen zeigte sich jedoch, dass Hprt als Housekeeping-Gen fiir diese Durchfiihrung
nicht geeignet war. Die Expressionslevel der hier untersuchten Gene wiesen in Relation zu
Hprt Unterschiede zu den Expressionsleveln in Relation zu Gapdh und Trf! auf (Daten
nicht gezeigt). Eine Regulation von Hprt konnte unter den hier getestetn Versuchsbedin-
gungen nicht ausgeschlossen werden. Deshalb wurden nur die Gene Gapdh und Hprt als
endogene Kontrollen verwendet. Die Expressionslevel der einzelnen Gene wurden in Leber
von Wildtyp-Weibchen als Normalwert mit 100 % Expression definiert. Die Expression in
Wildtyp-Méannchen und T'd-Weibchen wurde dazu ins Verhéltnis gesetzt.

Bei den hier untersuchten Genen Abcal, Insig2, Ldir, Scarbl und Tcf712 war die Ex-
pression im Muskel deutlich niedriger als die in der Leber und lag zwischen 1-7 % der
Leberwerte. Eine Ausnahme dazu bildete Ppary, bei dem die Muskelexpression 59-104 %
der Expression in der Leber erreichte (Daten nicht gezeigt).

Abcal wurde in Leber von Wildtyp-Méannchen, Wildtyp-Weibchen und heterozygoten T'd-
Weibchen gleich stark exprimiert (Abb. 2.19, A). Die Expression von Insig2 war in Wildty-
Méiusen bei Ménnchen um ca. 50 % geringer als in den Weibchen. Beim Vergleich der
Weibchen konnte gezeigt werden, dass Td-Weibchen eine 20-30% geringere Expression
in der Leber aufwiesen als ihre Wildtyp-Geschwister (Abb. 2.19, B). Auch Ldir wurde

in den hier untersuchten Ménnchen nur etwa halb so stark exprimiert wie in Wildtyp-
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Abbildung 2.19: Relative Expression einiger fiir die Cholesterinhomeostase rele-
vanter Gene. Die Expressionslevel von Abcal (A), Insig2 (B), Ldlr (C), Ppary (D), Scarb1
(E) und T¢f712 (F) in der Leber wurden an heterozygoten Td-Weibchen im Vergleich zur Ex-
pression in ihren Wildtyp-Geschwistern untersucht. Dabei wurde die Expression jedes Gens
in Wildtyp-Weibchen als 100 % Expression definiert und die Werte fiir Wildtyp-Ménnchen
und T'd-Weibchen dazu in Relation gesetzt.
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Weibchen. Im Vergleich zu diesen war die Expression von Ldlr in Td-Weibchen um 10—
25 % reduziert (Abb. 2.19, C). Ppary wurde in Weibchen mit mutiertem Ebp um 10 %
starker exprimiert als in der Kontrollgruppe, in mannlichen Médusen wurde das Gen um
25 % schwiicher exprimiert (Abb. 2.19, D). Ménnchen besafien auch eine 20 % schéchere
Expression von Scarb! in der Leber als Wildtyp-Weibchen. Das Expressionslevel in Leber
von Td-Weibchen zeigte keine Unterschiede zu Wildtyp-Weibchen (Abb. 2.19, E). Tcf712
wurde in Td-Weibchen um 10-25 % stéirker exprimiert als in der Kontrollgruppe. Bei
Ménnchen lagen die Werte fiir die Expression 10 % unter denen der Wildtyp-Weibchen
(Abb. 2.19, F).

Cholesterinwerte im Blut

Da bei den T'd-Mausen ein Enzym des Cholesterinbiosynthese-Weges mutiert ist, konn-
te der gesamte Cholesterinhaushalt dieser Méuse beeintréichtigt sein. Deshalb war es in-
teressant, die Cholesterinwerte im Blut anzuschauen. Dazu wurden die Plasmawerte der
Miéuse an Gesamtcholesterin, LDL und HDL gemessen. Diese Messdaten kénnten Hinwei-
se auf die Auswirkungen der defekten Cholesterinbiosynthese auf den Cholesterinhaushalt
im adulten Orangismus liefern.

Den Méusen wurde das Blut aus den Augenvenen direkt in Heparin-Rohrchen entnommen.
Die Messung der Cholesterinwerte wurde von Fr. Dr. Birgit Rathkolb (Institut fiir Experi-
mentelle Genetik, GSF-Forschungszentrum) durchgefiihrt. Acht Wildtyp-Ménnchen, fiinf
Wildtyp-Weibchen und sechs heterozygote T'd-Weibchen der vierten Generation wurden
untersucht. Die gemessen Werte sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst. Im Vergleich zu den

hier gemessenen Werten wurden auch die Bezugsdaten der C57/Bl6J-Mauslinie angegeben.

Tabelle 2.1: Cholesterinwerte der untersuchten Miuse im Vergleich zu M&usen
der C57/Bl6J-Linie.

Genotyp Cholesterin (mg/dl) LDL (mg/dl) HDL (mg/dl)
C57/Bl6J-Ménnchen 65-120 9-19,7 58,3-99,6
C57/B16J-Weibchen 50-100 8,4-16,1 46,2-76,3
Wildtyp-Ménnchen 64—-106 8,2-12,4 42,2-78,7
Wildtyp-Weibchen 62-107 12,4-20,8 38-73

Td-Weibchen 39-126 13,5-29.4 18,8-68,8

Bei diesen Werten war zu beobachten, dass die Messdaten der heterozygoten Td-Weibchen
starker schwankten als die ihrer Wildtyp-Geschwister. Die Werte wiesen eine sehr grofie
Heterogenitit auf, weswegen auch hier keine gesicherten Aussagen iiber die Beeinflus-
sung des Cholesterinhaushalts durch die Mutation im Ebp-Gen getroffen werden konnten.

Hierfiir wére die Untersuchung einer grofleren Anzahl von Mausen notwendig. Allerdings
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konnten in der Tendenz erhthte LDL- und Gesamtcholesterinwerte festgestellt werden.

Zur Verdeutlichung wurden die gemessenen Werte graphisch wiedergegeben (Abb. 2.20).
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Abbildung 2.20: Bestimmung von Cholesterin im Blut. Aus dem Plasma wurden die
Werte fiir Cholesterin, LDL und HDL sowohl an Wildtyp-M#usen (Ménnchen und Weibchen)
als auch an heterozygoten Tattered-Mausen bestimmt.

2.2.6. Embryonalentwicklung der Td-Mause

Die endogene Cholesterinbiosynthese spielt wihrend der Embryonalentwicklung eine ganz
entscheidende Rolle. Deshalb sollte die Embryonalentwicklung der Td-Mauslinie genauer
untersucht werden, um so Hinweise auf Auswirkungen der Mutation im Ebp-Gen zu erhal-
ten. Dabei ergab sich erneut die Schwierigkeit, dass nur eine geringe Anzahl an M&usen
fiir die Embryoentnahme aus der Zucht entnommen werden konnte, um den Fortbestand
dieser Linie nicht zu gefdhrden.

Nach der Entnahme von Embryonen wurden diese genotypisiert. Dazu wurde aus dem
Embryosack, der kein maternales Gewebe enthiilt, genomische DNA isoliert und diese
anschliefend als Template in unterschiedliche PCRs eingesetzt, die der Genotypisierung
beziiglich der Mutation in Ebp dienten (Kap. 2.2.2). Zusiitzlich wurde eine weitere PCR
zur Amplifizierung von Sry (sex determing region on chromosom Y') durchgefiihrt, die der

Geschlechtsbestimmung der Embryonen diente.

Bestimmung der Uberlebensdauer von hemizygoten Td-Minnchen wihrend der
Trachtigkeit

Es ist bekannt, dass der Zeitpunkt, an dem hemizygote T'd-Ménnchen wihrend der Trich-
tigkeit sterben, vom genetischen Hintergrund der Mauslinie abhéngt [36]. Um zu iiber-
priifen, bis zu welchem Embryonaltag die Td-Méannchen unserer Zucht {iberlebensfihig

sind, wurden Embryonen bis E14,5 pripariert.
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Weibliche T'd-Embryonen zeigten in keinem hier untersuchten Stadium phénotypische Un-
terschiede zu Wildtyp-Geschwistern. Auch die untersuchten ménnliche T'd-Embryonen
wiesen bis E12,5 phénotypisch keine Unterschiede zu ihren Geschwistern auf. Bei der
Préparation von E13,5 Embryonen konnten aus einer Maus zwei méannliche hemizygote
Td-Embryonen identifiziert werden. Diese unterschieden sich phénotypisch sehr stark von
ihren Geschwistern (Abb. 2.21). Es war deutlich zu beobachten, dass eine Abloésung der
dufleren Hautschicht stattfand. Im Vergleich zu Wildtyp-Méannchen, die aus der selben
Mutter stammten, war eindeutig ein Defekt im Gefisystem der T'd-Embryonen festzu-

stellen. Die dunklen Flecken wiesen dabei auf Einblutungen hin.

Abbildung 2.21: Wildtyp-Ménnchen an E13,5 im Vergleich mit einem hemizy-
goten Td-Minnchen. Die Embryonen wurden an E13,5 prépariert und sind Geschwister.
A zeigt ein Wildtyp-Méannchen. Bei dem in B dargestellten Td-Ménnchen war die Ablésung
der duBleren Hautschicht sowie defekten Blutgefifie und Einblutungen deutlich zu erkennen.

Sehr auffillig bei diesen T'd-Mannchen war die Fehlbildung bei der Gliedmafenentwick-
lung. Dabei kam es nicht zur normalen Ausbildung einer fiinfstrahligen Extremitét (Abb.
2.22). Moglicherweise verlief hier die Trennung der Gliedmaflen nicht vollsténdig. Die-
se Fehlentwicklung bei der Gliedmaflenentwicklung der méannlichen 7'd-Embryonen kann
auch bei menschlichen CDPX-2-Patienten beobachtet werden.

Expression von Sonic Hedgehog (Shh) als Entwicklungsmarker

Hedgehog-Proteine sind extrazelluldre Signalmolekiile, die in der Embryonalentwicklung
eine zentrale Rolle spielen [29]. Sonic hedgehog (Shh) ist an der Etablierung der Rechts-
Links-Asymmetrie beteiligt und spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung von Gehirn,
Gliedmafen, sklerotomalen Strukturen, Haarfollikeln und epithelialen Organen.

Die genauere Betrachtung der Shh-Expression konnte daher Hinweise auf Funktionssto-
rungen wihrend der Embryonalentwicklung liefern. Deshalb wurde in whole mount in

situ-Hybridisierungs-Versuchen die Expression von Shh an heterozygoten Td-Weibchen
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Abbildung 2.22: Gliedmaflenentwicklung von T'd-Méinnchen an E13,5. Im Vergleich
zu der rechten vorderen GliedmaBe von Wildtyp-Méannchen (A) sieht man bei Td-Ménnchen
(B: Embryo Nr. 2 aus Weibchen 415; C: Embryo Nr. 6 aus Weibchen 415) deutliche Unter-
schiede. Es kam hier an der jeweiligen linken vorderen Gliedmafe nicht zur Ausbildung einer
fiinfstrahligen Extremitdt. Die Gliedmaflenumrisse wurden nachgezeichnet, da die Struktur

wegen des Hintergrundes sonst nur vage zu erkennen war.

und ihren Wildtyp-Geschwistern an E10,5, E11,5 und E13,5 verglichen. An E12,5 standen
nicht geniigend Embryonen fiir diese Untersuchung zur Verfiigung. An E10,5 und E11,5
zeigten sich Unterschiede in der Stérke der Shh-Expression in den Gliedmaflenknospen
(Abb. 2.23). An E10,5 wiesen die hier untersuchten Td-Weibchen eine schwichere Shh-
Expression in der vorderen Gliedmaflenknospe auf. An E11,5 zeigte sich dagegen eine
deutlich stérkere Shh-Expression in den hinteren Gliedmaflenknospen von Td-Weibchen
als bei ihren Wildtyp-Geschwistern. Ménnliche Embryonen mit der Mutation im Ebp-
Gen konnten hier nicht untersucht werden, da nicht geniigend Embryonen zur Verfiigung
standen.

An E13,5 konnten auch ménnliche hemizygote T'd-Embryonen untersucht werden. Im Ver-
gleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern gab es hier einige Unterschiede, die am deutlichsten
bei der Anordnung und der verminderten Anzahl der Haarfollikel der Vibrissae zu erkennen
waren (Abb. 2.24). Zudem konnte bei diesen Embryonen eine Missbildung des Unterkiefers,
eine allgemein verdnderte Schédelform und die Fehlentwicklung der vorderen Gliedmafien

beobachtet werden.

Apoptose bei Td-Mausen

Einige Folgen der defizienten embryonalen Cholesterinbiosynthese wie beispielsweise die
Syndaktylie konnten durch ein beeintréachtigtes apoptotisches Verhalten zustande kommen.

Deshalb sollte die Apoptose an T'd-Embryonen mit Hilfe der whole mount-Antikorperfir-
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E10,5

E11,5

Abbildung 2.23: Expression von Shh. Mittels whole mount in situ-Hybridisierung wurde
die Expression von Shh an E10,5 (A, B) und E11,5 (C, D) bei Wildtyp- (+/+) und Td-
Weibchen (7d/+) untersucht. Dabei zeigten sich Unterschiede in der Shh-Expression in den
Gliedmafienknospen.

bung eingehender untersucht werden.

Untersucht wurden Embryonen von E9,5 bis E12,5, wobei es sich bei E9,5, E10,5 und
E11,5 um heterozygote Td-Weibchen handelte und bei E12,5 um hemizygote Td-Méann-
chen. Die Detektion erfolgte mit einem Antikorper gegen die aktive Caspase-3.

Apoptose lief} sich bei den untersuchten Embryonen an Tag E10,5 in Bereichen des Ge-
hirns, der Pharyngealbgen und den Gliedmaflenknospen detektieren. Auch in den So-
miten war Apoptose vorzufinden. Fiir E11,5 liefl sich kein Unterschied in der Verteilung
der Apoptose im Vergleich von Td-Embryonen zu ihren Wildtyp-Geschwistern feststellen.
Apoptose ist in diesem Entwicklungsstadium in den Gliedmaflienknospen und den Somiten
zu beobachten. Die untersuchten T'd-Ménnchen zeigten an E12,5 die Farbung der aktiven

Caspase-3 in den gleichen Bereichen wie ihre Wildtyp-Geschwister (Daten nicht gezeigt).
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Wildtyp Td-Méannchen

Abbildung 2.24: Expression von Shh an E13,5. Die Expression von Shh wurde mit
whole mount in situ-Hybridisierung nachgewiesen. Dabei wurden Embryonen aus einem he-
terozygoten Td-Weibchen an E13,5 miteinander verglichen. In A und C wurden ménnliche
Wildtyp-Embryonen dargestellt . B und D zeigten ein T'd-Ménnchen, wobei deutlich die
unterschiedliche Anordnung und Anzahl der Follikel der Vibrissae zu erkennen war. Zudem
konnte an diesem Embryo eine Missbildung des Unterkiefers und eine verénderte Schiadelform
beobachtet werden. Die Missbildung der vorderen rechten Gliedmafle war auch hier eindeutig
zu sehen.

Sie unterschieden sich lediglich in der Intensitit der Farbung, die bei den hemizygoten
Td-Ménnchen schwécher ausfiel als bei deren Wildtyp-Geschwistern.

Bei den hier untersuchten Embryonen konnten im Bezug auf das Auftreten der Apop-
tose keine signifikanten Unterschiede zwischen den Td-Embryonen und ihren Wildtyp-
Geschwistern festgestellt werden. Lediglich ein Unterschied in der Intensitét der Farbung
war zu beobachten. Allerdings miifiten hier noch mehr Embryonen untersucht werden, um
eine allgemeingiiltige Aussage treffen zu konnen. Weitere Embryonen standen allerdings

fiir diese Versuche nicht zur Verfiigung (Kap. 2.2.3).
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2.3. Aktivitatsbestimmung in vitro mittels

Gaschromatographie/Massenspektrometrie(GC/MS)

Um einen Einblick in die molekularen Mechanismen bei Funktionsstérungen der Choleste-
rinbiosynthese und deren Auswirkungen zu erhalten sollte eine Methode zur Messung der
enzymatischen Umsetzung einiger wichtiger Enzyme der postsqualenen Cholesterinbiosyn-
these (NSDHL, HSD17B7 und EBP) etabliert werden. Dazu wurde diese Methode zunécht
anhand von Messungen bei Uberexpression dieser Enzyme in HeLa-Zellen etabliert, um
anschlieflend die Umsetzung in stabil shRNA-exprimierenden HeLa T-REx-Zellen (Kap.
2.4.4) genauer untersuchen zu konnen. Ziel dabei war es, Hinweise auf sich moglicherweise
anreichernde Metabolite zu erhalten, die wiederum Ursache fiir Schéddigungen in den hu-
manen und murinen Syndromen sein kénnten.

Folgende Reaktionen sollten mit dieser Methode untersucht werden: NSDHL katalysiert die
Umsetzung von A8,24-Carboxymethylsterol zu Zymosteron. Das Substrat A8,24-Carboxy-
methylsterol ist kommerziell nicht auf dem Markt erhéltlich. Aus diesem Grund konnte
die Messung der enzymatischen Umsetzung durch die Katalyse von NSDHL nicht weiter
verfolgt werden. Im néchsten Schritt der Cholesterinbiosynthese wird Zymosteron durch
die Katalyse von HSD17B7 zu Zymosterol reduziert (Abb. 3.7). Beide Substrate standen
mir fiir diese Untersuchungen zur Verfiigung. Anschliefend erfolgt die Isomerisierung von
Zymosterol zu Lathosterol, katalysiert von EBP (Abb. 3.6). Bei dieser Reaktion entstehen
die Zwischenprodukte A7,24-Cholestadienol und A8-Cholestenol. Diese Zwischenprodukte

waren ebenso wie A8,24-Carboxymethylsterol nicht kommerziell erhéltlich.

2.3.1. Grundlagen der GC/MS Messmethode

Der GC (Gaschromatograph) dient zur Auftrennung des zu untersuchenden Stoffgemi-
sches. Die Substanzen kénnen anschliefend im MS (Massenspektrometer) identifiziert und
quantifiziert werden. Dabei wird das jeweilige Masse/Ladungs-Verhéltnis gemessen, das
in der Einheit amu (atomic mass unit) angegeben wird. Die GC/MS-Messung ist dabei
grundsétzlich in zwei unterschiedlichen Modi méglich. Der Scan-Modus dient der Iden-
tifizierung einzelner Substanzen. Dabei kann der gesamte mogliche Messbereich (10-700
amu) erfait werden. Fiir die Messungen in dieser Arbeit war eine Messung im Bereich
von 20-600 amu jedoch ausreichend. Messungen im SIM (Single Ion Modus) dienen der
Quantifizierung von Substanzen, wobei nur bestimmte Masse/Ladungs-Verhiltnisse de-
tektiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden dabei unterschiedliche Verweilzeiten
(50 ms, 80 ms, 100 ms sowie 130 ms) getestet. Die hochste Empfindlichkeit konnte dabei
mit einer Verweilzeit von 80 ms erreicht werden. Die einzelnen Substanzen wurden vor
der Messung mit MSTFA acitvated I derivatisiert. Durch die Derivatisierung erreicht man

eine Erhohung der chemischen Stabilitdt und gleichzeitig eine Vergréflerung der Massen-
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bruchstiicke, was zu einem besseren Signal/Rausch-Verhiltnis fiihrt. Insgesamt erreicht
man dadurch eine hohere Empfindlichkeit. Fiir die Quantifizierung einzelner Substanzen
wurde die jeweilige Ionenspur eines charakteristischen Massenbruchstiickes der Substanz

betrachtet. Die korrelierende Peakflache wurde fiir die Auswertung herangezogen.

2.3.2. Ermittlung der geeigneten Messparameter

Die zu untersuchenden Substanzen Zymosteron, Zymosterol und Lathosterol wurden zu-
néchst in underivatisierter Form im Scan-Modus gemessen, um das charakteristische Mas-
senspektrum und damit charakteristische Massenbruchstiicke fiir die SIM Analyse zu er-
mitteln. Bei vielen Steroiden haben die Molekiilionen eine hohe Intensitdt und werden
daher fiir die Messungen herangezogen. Lathosterol entsteht aus Zymosterol durch Isome-
risierung und Reduktion (Abb. 3.6). Dadurch unterscheiden sich beide Molekiile nur durch
die Masse von zwei Wasserstoffatomen und sind somit sehr dhnlich. Deshalb geniigte hier
die Betrachtung der Molekiilionen alleine nicht und es wurden andere Massenbruchstiicke
fiir die Identifizierung mit herangezogen. Die bei den Messungen ermittelten Daten sind in
Tabelle 2.2 zusammengefafit. Die gemessenen derivatisierten Substanzen zeigten bei einer

Konzentration von 10 uM eine ausreichende Empfindlichkeit fiir eine Quantifizierung.

Tabelle 2.2: Ermittlung der Messparameter

Substanz m/z underivatisiert m/z derivatisiert

Zymosteron 382,40 454,40
Zymosterol 213,40, 269,40, 384,40 351,40, 414,40, 456,40
Lathosterol 255,40, 271,40, 386,40 255,40, 443,40, 458,40

Die Retentionszeiten der einzelnen Substanzen lagen relativ eng beisammen. Fiir Zymos-
terol lag sie in einem Bereich von 8,60-8,80 min, fiir Zymosteron bei 8,70-8,90 min und fiir
Lathosterol bei 8,85-9,05 min. Die Differenz der Retentionszeiten von Zymosteron zu Zy-
mosterol betrug -0,10 min und die von Zymosterol zu Lathosterol lediglich -0,05 min. Eine
deutlichere Trennung im zeitlichen Verlauf wire fiir die folgenden Versuche erstrebenswert
gewesen. Deshalb wurde iiberpriift, ob die Versuchsbedingungen durch eine Erhchung der
Initialtemperatur von 200 °C auf 250 °C und eine kontinuierliche Temperaturerh6hung bis
zum Erreichen der Endtemperatur von 300 °C verbessert werden kénnen. Diese Modifki-
kationen fithrten zwar zu einer fritheren Retentionszeit, allerdings erhielt man auch eine
deutliche Verbreiterung der einzelnen Peaks, vermutlich durch erhohte Diffusion. Dadurch
verringerte sich die Empfindlichkeit. Da diese Anderungen nicht den erhofften Vorteil er-
brachten, wurde auf die vorher verwendete Methode zuriickgegriffen.

Eine zusitzliche Identifizierung von Zymosterol und Lathosterol in underivatisierter Form
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erfolgte durch Vergleiche mit der NIST-Spektralbibliothek. Die erhaltenen Fragmente
stimmten dabei mit den Referenzspektren iiberein. Fiir Zymosteron war keine Referenz in
der NIST-Spektralbibliothek verfiigbar.

2.3.3. Enzymatische Umsetzung von Zymosterol zu Lathosterol durch die
Katalyse von EBP

EBP katalysiert die Isomerisierung von Zymosterol zu Lathosterol. Dabei wird die Doppel-
bindung im B-Ring des Steroidgeriistes von Postition 8-9 auf die Position 7-8 verschoben.
Als Edukt fiir diese Isomerisierung kénnen sowohl Zymosterol als auch A8-Cholestenol
dienen, wodurch die Substanzen A7,24-Cholestadienol bzw. Lathosterol entstehen. 24-
Dehydrocholesterin-Reduktase katalysiert dabei die Reduktion der Seitenkette von Zy-
mosterol bzw. A8-Cholestenol (Abb. 3.6). Die Substanzen AS8-Cholestenol und A7,24-
Cholestadienol sind nicht kommerziell erhéltlich. Auch stehen die Spektren dieser Sub-
stanzen in der NIST-Spektralbibliothek nicht zur Verfiigung. Aus diesem Grund wurde

die durch EBP katalysierte Isomerisierung nicht weiter untersucht.

2.3.4. Messung der Aktivitdt von HSD17B7 in vitro

Linearitat der Verhdltnisse von Zymosteron und Zymosterol

HSD17B7 katalysiert im Cholesterinbiosyntheseweg die Umsetzung von Zymosteron zu
Zymosterol. Fiir die weiterfiihrenden Versuche war es wichtig, dass die beiden Substan-
zen im gleichen Verhaltnis zueinander detektiert und somit analysiert werden koénnen.
Deshalb wurde eine umgekehrt verlaufende Verdiinnungsreihe von Zymosteron und Zy-
mosterol gemessen, wobei die Gesamtkonzentration jeweils 10 uM betrug. Die Messungen
der derivatisierten Substanzen wurden in einem Endvolumen von 1 ml (in TBME) im
Programm DZZ80.M durchgefiihrt.

Fiir die quantitative Analyse wurden die Flidchen beider Substanzen integriert und zu-
einander ins Verhiltnis gesetzt. Dabei zeigte die Verkniipfung der einzelnen Datenpunkte
eine eindeutige Linearitéit (Abb. 2.25). Die Regressionsgleichung erster Ordnung weist dies
noch deutlicher aus. Dabei entsprachen die realen Konzentrationen weitgehend den idealen
Konzentrationen. Abweichungen davon sind durch experimentelle Ungenauigkeiten bzw.

iibliche Meflschwankungen zu erkldren.

Optimierung der Aufreinigung

Fiir die Aufreinigung wurden unterschiedliche Extraktionsmethoden getestet, um eine

moglichst hohe Wiederfindungsrate der eingesetzten Substrate zu erhalten. Zum einen
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Abbildung 2.25: Kalibrierkurve von Zymosterol und Zymosteron. Die Verhiltnisse
von Zymosteron und Zymosterol weisen einen linearen Zusammenhang auf. Gezeigt wurde
dies durch eine Regression erster Ordnung der realen Konzentrationen an Zymosterol und
Zymosteron.

wurden die Substrate mit den Losungsmitteln Isooctan und TBME extrahiert. Die Wie-
derfindung der eingesetzten Substanzen entsprach dabei nicht den Erwartungen. Diese
Methode wurde deshalb nicht weiter verfolgt.

Fiir die Festphasenextraktion wurden unterschiedliche Sdulen und Elutionsmittel getes-
tet. Die Sdulentypen unterscheiden sich in der Art des Packmaterials. Getestet wurden die
kieselgelbasierten Strata C-18E- (100 mg; Phenomenex), die polymerbasierten Strata-X-
(30 mg; Phenomenex) und die Oasis HLB- (30 mg; Waters) Sdulen. Als Elutionsmittel
wurden fiir alle Sdulen Methanol, Diethylether und Ethylacetat verwendet. Fiir die Auf-
reinigung wurde ein Aktivititsessay mit Hek293/pcDNA3 simuliert. Auf die Zugabe von
NADPH und den Inkubationsschritt wurde fiir diese Versuche verzichtet. Die Substra-
te Zymosteron und Zymosterol wurden in einer Endkonzentration von 10 uM eingesetzt.
Die Aufreinigung erfolgte wie unter Kapitel 4.9 beschrieben. Die Elution erfolgte mit 1 ml
des jeweiligen Losungsmittels. Die eingedampften und mit TMBE aufgenommenen Proben
wurden in u-Vials tiberfithrt und nach erneuter Trocknung unter Argon-Schutzatmosphiire
mit MSTFA activated I derivatisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Signalintensitét bei einer Elution mit Methanol ca.
10 mal kleiner ist als bei der Elution mit Diethylether und Ethylacetat, unabhéngig von
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der Art der verwendeten Saulen. Der Vergleich der Oasis HLB Sdulen mit unterschied-
lichen Elutionsmitteln ergab eine deutlich geringere Signalintensitét bei der Verwendung
von Methanol im Vergleich zur Elution mit Diethylether oder Ethylacetat (Abb. 2.26).

Oasis HLB. EtOAc
Oasis HLB, DEE

Oasis HLB. MeOH

r T T T

0 100000 200000 300000
Signalintensitat

Abbildung 2.26: Test unterschiedlicher Elutionsmittel. Fiir die Festphasenextrakti-
on wurden unterschiedliche Elutionsmittel verwendet. Die eingesetzte Substratkonzentration
betrug 10 pM. Die Messung erfolgte im Programm DZZ80.M.

In einer weiteren Versuchsreihe sollte kontrolliert werden, wie hoch der Verlust an einge-
setzter Substanz durch die Aufreinigung iiber die Séulen ist. Dazu wurde das Substrat
Zymosteron in einer Konzentration von 10 uM direkt gemessen. Zum anderen wurden die
gleichen Konzentrationen zu einem Reaktionsansatz ohne NADPH gegeben. Die Inkubati-
on wurde nicht durchgefiihrt, es erfolgte lediglich die Aufreinigung iiber die Siulen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass nur ca. 10 % des eingesetzten Substrats wieder von den Saulen
eluiert werden kann (Abb. 2.27). 90 % des Substrats gehen dabei verloren.

Ermittlung der Massenspektren einiger Intermediate des Cholesterinbiosynthesewegs

Um die Auswirkung einer HSD17B7-Reduktion genauer untersuchen zu koénnen, ist es
wichtig, auch die moglicherweise auftretenden Intermediate identifizieren zu kénnen. Uns
wurden zu diesem Zweck von Dr. C. Shackleton (Children’s Hospital-Oakland Research
Institute, Oakland, USA) drei Substanzen zur Verfiigung gestellt, die nicht als Massenspek-
tren in den Datenbanken vorhanden waren und eventuell in der Cholesterinbiosynthese eine
Rolle spielen konnten. Cholest-8-en-3(3-ol wurde underivatisiert und derivatisiert gemes-
sen. Cholest-8-en-33-ol-acetat und Cholesta-7,24-dien-33-ol-acetat kénnen nicht derivati-
siert werden, da die Hydroxyl-Gruppen dieser Substanzen bereits mit einem Acetat-Rest
gesittigt sind. Probeweise wurden allerdings auch diese Substanzen mit MSTFA acitvated

I versetzt, um zu priifen, ob sie sich dadurch chemisch veréindern. Dies war jedoch nicht
der Fall.
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Abbildung 2.27: Prozentuale Wiederfindung der eingesetzten Substratmenge
nach Siulenaufreinigung. Zymosteron wurde in derivatisierter Form in einer Konzen-
tration von 10 uM zur Messung in die GC/MS eingesetzt. Nach Integration der erhaltenen
Peakfliche wurde dieser Wert als 100 % definiert. Gleiche eingesetzte Mengen an Zymos-
teron wurden nach Aufreinigung iiber unterschiedliche Sdulen und Elutionsmittel (DEE =
Diethylether, EtOAc = Ethylacetat) und anschlieBender Derivatisierung ebenfalls gemessen
und anschliefend zum eingesetzten Zymosteron ins Verhéltnis gesetzt.

Messung der Aktivitit nach Uberexpression von HSD17B7

Zunichst wurde die Aktivitdt von in HeLa-Zellen iiberexprimierten pcDNA3/hHSD17B7
und pcDNA3/mHSD17B7 bestimmt. Als Referenz dienten dabei Zellen, die mit dem leeren
Vektor pcDNA3 transfiziert wurden. Die Substratkonzentration betrug 10 uM. Zusétzlich
wurde eine Kontrollprobe mitgefiihrt, ein identischer Reaktionsansatz, dem kein Substrat
zugesetzt wurde. Die Inkubationsdauer betrug jeweils 90 min. Die Elution erfolgte so-
wohl mit Diethylether als auch mit Methanol bzw. Ethylacetat. Die Proben wurden in
p-Einsétze iiberfithrt und dort mit MSTFA acitvated I derivatisiert.

Bei der Auswertung wurden die Datenpunkte der Spektren abziiglich der Datenpunkte
der Spektren der internen Kontrollen aufgetragen. Die quantitative Analyse erfolgte eben-
falls, indem die integrierten Peakflichen der extrahierten Ionen abziiglich der der internen
Kontrollen betrachtet wurden.

Fiir die Proben, die mit Methanol bzw. Diethylether eluiert wurden, konnten keine quan-
titativen Aussagen getroffen werden (Abb. 2.29). Die Signalintensitéten der mit Methanol
eluierten Proben waren nach Abzug der internen Kontrolle zu gering. Auch die Auswertung
der mit Diethylether eluierten Proben war problematisch (Abb. 2.29, B). Die Messungen
zeigten einen sehr starken Hintergrund und die Peaks der Substanzen waren iiberlagert.
Auch nach Abzug der internen Kontrolle konnten keine eindeutigen Peaks ermittelt wer-
den.

Die mit Ethylacetat eluierten Proben konnten dagegen quantitativ analysiert werden. Dazu
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Abbildung 2.28: Massenspektren einiger Cholesterinbiosynthese-Intermediate.
Dargestellt sind die Spektren von Cholest-8-en-33-0l (A), das mit MSTFA activated I deri-
vatisiert wurde, Cholest-8-en-33-ol-acetat (B) und Cholesta-7,24-dien-33-ol-acetat (C). Die
Substanzen wurden in underivatisierter Form und derivatisiert gemessen, wobei keine Unter-

schiede in den Spektren festzustellen waren.

wurden die Datenpunkte der Spektren sowie die integrierten Peakflichen abziiglich der
internen Kontrolle betrachtet (Abb. 2.30). Der Umsatz von hHSD17B7 konnte nach der
Korrektur mit 47 % detektiert werden, der von mHsd17b7 mit 44 %.

Verbesserung der Aufreinigung des in vitro Ansatzes

Bei der Aktivitdtsmessung der iiberexprimierten HSD17B7 hat sich herausgestellt, dass die
Aufreinigung einen sehr groflen Substratverlust mit sich zieht. Des weiteren war festzustel-
len, dass durch die Aufreinigung iiber die Sdulen noch grole Mengen an Zellbestandteilen
mit in die GC/MS eingespritzt werden, was zu einer sehr starken Verschmutzung der An-
lage fiihrt. In der Arbeit von F. Haller [61] wurde der Reaktionsansatz fiir die Messung der
enzymatischen Aktivitdt einiger Hydroxysteroid-Dehydrogenasen (HSDs) vor der Aufrei-
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Abbildung 2.29: Aktivititsassay hHSD17B7 mittels GC/MS. Die Elution von den
Séulen erfolgte mit Methanol (A) bzw. Diethylether (B). Die eingesetzte Substratkonzen-
tration betrug jeweils 10 pM. Die Datenpunkte der abgebildeten Spektren wurden durch
Subtraktion mit der Kontrollprobe korrigiert.
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Abbildung 2.30: Aktivititsassy mHSD17B7 mittels GC/MS und Elution mit
Ethylacetat. Die Elution erfolgte mit Ethylacetat. Das Substrat wurde in einer Konzen-
tration von 10 uM eingesetzt. Die Datenpunkte des abgebildeten Chromatogramms wurden
durch die Subtraktion einer internen Kontrolle korrigiert.
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nigung iiber die Siulen bei 14000 rpm fiir 10 min zentrifugiert und nur der Uberstand auf
die Sdulen aufgetragen. Die Sdulenverschmutzung konnte dadurch reduziert werden. Nach
Einbau dieses Aufreinigungsschrittes in die Festphasenextraktion der hier untersuchten
Umsetzung konnte das eingesetzte Substrat nicht mehr gemessen werden. Diese zusétzli-
che Aufreinigung war fiir die Anwendung mit Zymosteron und Zymosterol nicht geeignet.
Da es sich bei HSD17B7 um eine ER-Membran assoziiertes Protein handelt, konnte es bei
diesem zusétzlichen Zentrifugtationsschritt abgetrennt werden, genauso wie auch das Sub-
strat. Die weiteren Versuche wurden deshalb weiterhin ohne diesen Zentrifugationsschritt
durchgefiihrt.

Messung der Aktivitit in HeLa T-REx/shHSD17B7

Ziel der Etablierung der GC/MS-Messung war die genauere Untersuchung der Choleste-
rinbiosynthese. Nun sollte der Umsatz von HSD17B7 aus HeLa T-REx/shHSD17B7 Zellen
gemessen werden.

HeLa T-REx/shHSD17B7 wurden fiir 15 Tage konstant mit Zugabe von Tetrazyklin inku-
biert, um die Menge an HSD17B7 deutlich zu reduzieren. Den Zellen wurde dann Zymos-
teron (Endkonzentration 10 pM bzw. 1 M) und NADHP zugesetzt. Es folgten eine 90 min
Inkubation und anschlieend die Festphasenextraktion und Elution mit Ethylacetat. Die
Proben wurden in p-Vials iiberfithrt und anschliefend derivatisiert. Die Messung wurde
in den Programmen DZZ80.M und SCAN_F vorgenommen.

Bei der Messung zeigte sich, dass bei einer Substratkonzentration von 10 uM kein Umsatz
nachweisbar war. Dies kann vor allen Dingen daran liegen, dass nur noch eine sehr geringe
Menge umgesetzt wird, die nicht mehr messbar ist. Bei der Zugabe des Substrates von
nur 1 pM konnte tiberhaupt kein Substrat mehr detektiert werden. Die Messung mit der
SCAN_F Methode ergab einen sehr starken Hintergrund an Cholesterin und Fettséduren
aus den Zellen. Andere Signale waren deshalb nicht mehr sichtbar.

Fiir eine Messung des Substratumsatzes in HeLa T-REx/shHSD17B7-Zellen miifite die
Aufreinigung weiter optimiert werden, damit die Substratverluste nicht bei ca. 90 % lie-
gen. Zudem miifite eine Moglichkeit gefunden werden, um Cholesterin und Fettsduren vor
der GC/MS-Messung abzutrennen.

2.4. Molekulare Mechanismen in Zellkultur: Untersuchungen
mittels RNA Interferenz (RNAi)

Die Expression der Gene NSDHL, HSD17B7 und EBP wurde in sogenennten Knock-
down-Experimenten mittels RNA Interferenz (RNAi) reduziert. Ziel dieser Versuche war
die Untersuchung der Auswirkungen dieser Reduktion auf die Apoptose und die Zellvia-

bilitat. Fiir diese Untersuchungen wurden zwei unterschiedliche Wege gewihlt. Zum einen
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wurden shRNA-exprimierende Vektoren (pENTR/U6) transient in unterschiedliche Zell-
linien (HeLa, HepG2 und MRC-5) transfiziert. Zum anderen erfolgte die Transfektion von
shRNA-exprimierenden Vektoren (pENTR/H1/TO) stabil in HeLa T-REx-Zellen.

2.4.1. Bioinformatische Auswahl der siRNA-Sequenzen

Bis zu Beginn meiner Arbeit waren Auswirkungen eines Knock-downs einzelner Gene der
Cholsterinbiosynthese noch nicht untersucht worden. Fiir die RNAi standen deshalb auch
noch keine bekannten siRNA-Sequenzen zur Verfiigung, die einen effektiven Knock-down
von NSDHL, HSD17B7 und EBP hervorrufen.

Da nicht alle siRNA-Sequenzen einen starken Knock-down des entsprechenden Gens aus-
16sen ist die sorgfiltige Auswahl dieser Sequenzen von besonderer Bedeutung. Fiir die

Vorauswahl der Sequenzen wurden folgende Programme verwendet:
e https://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/
e http://www.promega.com/siRNADesigner/
e https://www.genscript.com/ssl-bin/app/rnai

Diese Programme arbeiten mit leicht unterschiedlichen Algorithmen. Die vorgeschlage-
nen Sequenzen wurden anschliefend nochmals iiberpriift und miteinadner verglichen. Fiir
einen effektiven Knock-down sollten die Sequenzen nach dem Muster AA(N9)TT gestal-
tet sein und am 3-Ende einen Uberhang von 2 Nukleotiden aufweisen. Zudem steigert
eine 5’-Phosphatgruppe und eine 3’-Hydroxygruppe die Effektivitit. Der GC-Gehalt soll-
te annihernd 50 % betragen. Fiir den Knock-down der Gene NSDHL, HSD17B7 und EBP
wurden jeweils mehrere Sequenzen ausgewihlt, die im néchsten Schritt experimentell ge-

testet wurden.

2.4.2. Effektivitatstest der ausgewahlten shRNA-Sequenzen

Da es zum Zeitpunkt dieser Versuche wenig Erfahrung mit der Funktionalitdtspriifung
der unterschiedlichen shRNA-Sequenzen in Zellkultur gab, testete ich verschiedene Syste-
me (BLOCK-iT RNAi Target Screening System und psiCHECK-2) zum Screenen dieser
Sequenzen. In beiden Féllen wurde die Target-Sequenz, die durch die entsprechenden shR-
NAs reduziert werden sollte, in einen Reportervektor kloniert. Dieser wurde zusammen mit
den RNAi-Molekiilen in die Zellen transfiziert und anschliefend gemessen. Dabei diente
die Transfektion des jeweiligen Screening-Vektors alleine als Kontrolle. Die Werte, die man
mit Zugabe der shRNAs erhielt, wurden dazu in Relation gesetzt.

Mit dem BLOCK-iT RNAi Target Screening System erfolgt der Effektivitéitstest iiber eine
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Fluoreszenzmessung. Dabei zeigten die Zellen aber eine so hohe Hintergrundfluoreszenz,
dass keine Aussage iiber die Effektivitdt der entsprechenden shRNAs mehr moglich war.
Mit Hilfe des psiCHECK-2-Vektors wird der Knock-down mittels Lumineszenz bestimmt.
Mit diesem System kann gleichzeitig auch eine Transfektionsnormalisierung vorgenommen
werden. Fiir die Bestimmung der Knock-down-Effizienzen erwies sich dieses System als
geeignet und wurde deshalb in den weiteren Versuchen eingesetzt.

Fiir die zu untersuchenden Gene wurden jeweils drei unterschiedliche siRNA-Sequenzen fiir
die Klonierung in pENTR/U6 ausgewéhlt. Als positive Kontrolle wurde nur der jeweilige
psiCHECK-2 Vektor transfiziert und der erhaltende Wert als 100 % RLU definiert. Um die
Spezifitéit des Knock-downs zu zeigen, wurde shlacZ/pENTR/U6 mit NSDHL /psiCHECK-
2, HSD17B7/psiCHECK-2 bzw. EBP /psiCHECK-2 cotransfiziert.

Alle drei getesteten siRNA-Sequenzen fiir den Knock-down von NSDHL zeigten eine Ef-
fizienz von 64-82 % (Abb. 2.31, A). Fiir die anschliefenden Versuche wurde die Sequenz
shNSDHL-I ausgew#hlt, die im Folgenden als shNSDHL bezeichnet wird. Die fiir den
Knock-down von EBP getesteten siRNA-Sequenzen zeigten eine Reduktion um 77 %
(shEBP-II und shEBP-III) und 85 % (shEBP-I, Abb. 2.31, B). Fiir die weiteren Versuche
wurde die Sequenz shEBP-I (im Folgenden shEBP) verwendet.

A B
positive Kontrolle positive Kontrolle
shNSDHL-I shEBP-I
shNSDHL-II shEBP-II
shNSDHL-III shEBP-IIl
shlacZ shlacZ

6 1‘0 io 3‘0 4‘0 50 60 7‘0 8‘0 50 1(‘)01“I0 6 1‘0 2‘0 50 4‘0 50 éo ';0 50 50 1l‘)011‘0
RLU [%] RLU [%]

Abbildung 2.31: Knock-down Effizienz unterschiedlicher shRINA-Konstrukte fiir
NSDHL und EBP. Um den Knock-down von NSDHL (A) und EBP (B) zu untersu-
chen, wurden jeweils drei unterschiedliche shRNA-Konstrukte getestet. Als positive Kon-
trolle diente die Transfektion von NSDHL/psiCHECK-2 bzw. EBP/psiCHECK-2 ohne
zusétzliche Transfektion eines shRNA-Konstruktes. Um die Spezifitit des Knock-down zu
zeigen wurde eine Cotransfektion von NSDHL/psiCHECK-2 bez. EBP/psiCEHCK-2 und
shlacZ/pENTR/U6 durchgefiihrt.

Der Knock down von HSD17B7 bereitete dagegen weit groflere Probleme. Die ersten drei
getesteten Sequenzen (shHSD17B7-I, shHSD17B7-1I und shHSD17B7-11I) zeigten einen
Knock-down zwischen 6 % (shHSD17B7-II) und 70 % (shHSD17B7-1, Abb. 2.32), der fiir
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die weiteren geplanten Versuche nicht ausreichend war. Deshalb wurden weitere Sequenzen
getestet, bis schliefflich ein Knock-down von ca. 80 % (shHSD17B7-VII, im Folgenden als
shHSD17B7 bezeichnet) nachgewiesen werden konnte.

positve Kontrolle
shHSD17B7-1
shHSD17B7-II
shHSD17B7-lll
shHSD17B7-IV
shHSD17B7-V
shHSD17B7-VI
shHSD17B7-VIl
shlacZ

6 1‘0 io 50 4‘0 50 éo 7‘0 éo 50 1(‘)011‘0

RLU [%]

Abbildung 2.32: Knock-down Effizienz unterschiedlicher shHSD17B7-
Konstrukte. Um einen effizienten Knock-down von HSD17B7 zu erreichen, mussten
sieben unterschiedliche siRNA-Sequenzen getestet werden. Als positive Kontrolle fungierten
Zellen, in denen nur HSD17B7/psiCHECK-2 tranfieziert wurde.

Die siRNA-Sequenzen, die einen effizienten Knock-down der jeweiligen Gene hervorriefen

und deshalb fiir die weiteren Versuche verwendet wurden sind in Tabelle 2.3 dargestellt.

Tabelle 2.3: Ausgewihlte siRNA-Sequenzen

Bezeichnung NCBI Datenbank Sequenz

shNSDHL-I NM_015922 GGG CGT CGA TAT CAA GAA TGG
shHSD17B7-VII NM_016371 GTG GCT TTG AAC AGG AACTT
shEBP-I NM_006570 GCT GGC CTC TTC TCT GTC ACA

2.4.3. Nachweis des Knock-down auf endogener mRNA-Ebene

Bei den Screening-Experimenten mit psiCHECK-2 wurde der Knock-down von exogen zu-
gefithrter Target-mRNA gemessen. Zur Bestéitigung dieser Ergebnisse wurde eine Quanti-
fizierung der endogenen Target-mRNA mit Hilfe der quantitativen RealTime-PCR (qRT-
PCR) durchgefiihrt.
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Auswahl der Housekeeping-Gene fiir die quantitative RealTime-PCR

In diesen qRT-PCR-Versuchen wurde eine relative Quantifizierung vorgenommen, d. h. die
Expression eines Gens wurde zu einem Housekeeping-Gen in Relation gesetzt. Dabei spielt
die Auswahl dieser Vergleichsgene eine ganz entscheidende Rolle. Sie sind nicht regulierte
proteinkodierende Gene, welche in jedem Zelltyp und in jedem Zellstadium konstant expri-
miert sein sollten. Welche Housekeeping-Gene fiir den jeweiligen Versuchsaufbau geeignet
sind, muss unbedingt experimentell getestet werden, da auch diese Gene einer Regulation
unter den jeweiligen Versuchsbedingungen unterliegen konnen.

Fiir die Auswahl geeigneter Housekeeping-Gene wurden HeLa-Zellen mit shHSD17B7/
pENTR/UG6 bzw. shlacZ/pENTR/UG6 transfiziert und 30 h nach der Transfektion fiir die
RNA-Isolation geerntet. Als Kontrollprobe dienten Zellen, die nur mit dem Transfekti-
onsmittel (FuGENEG) ohne Vektor behandelt wurden. Als Housekeeping-Gene wurden
zundchst GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), HPRT (Hypozanthine-
guanine phosphoribosyltransferase), PBGD (Porphobilinogen deaminase) und TRF1 (auch
TRFC, Transferrin Receptor) getestet (Abb. 2.33). Dabei zeigte sich, dass die Expression
von HSD17B7 in Relation zu GAPDH, PBGD und TRF'1 identisch war. In Relation zu
HPRT zeigten HeLa-Zellen, die mit shHSD17B7/pENTR/UG transfiziert worden waren,
einen Anstieg in der Expression von HSD17B7 um ca. das Fiinffache. Fiir die Expres-
sion von NSDHL und EBP liefl sich dieses Ergebnis ebenfalls bestétigen (Daten nicht
gezeigt). Diese Daten deuteten auf eine Regulation von HPRT unter diesen Bedingungen

hin. Deshalb wurde HPRT fiir diese Versuche nicht als Housekeeping-Gen verwendt.

600
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w
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Kontrolle = shHSD17B7 shlacZ

Abbildung 2.33: Test unterschiedlicher endogener Kontrollen fiir die quanti-
tative RealTime-PCR. In HeLa-Zellen wurde sowohl shHSD17B7/pENTR/U6 als auch
shlacZ/pENTR /U6 transfiziert und die relative Expression von HSD17B7 in Relation zu un-
terschiedlichen endogenen Kontrollen (GAPDH, HPRT, PBGD und TRF'1) bestimmt. Dabei
wurde die Expression in unbehandelten Zellen als 100 % definiert.
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Fiir alle folgenden Versuche wurden GAPDH und PBGD als Housekeeping-Gene mit-
gefiihrt.

Bestatigung des Knock-down von NSDHL, HSD17B7 und EBP

Fiir die Quantifizierung der Target-mRNAs wurden die shRNA-Konstrukte fiir den Knock-
down von NSDHL, HSD17B7, EBP und lacZ (als Kontrolle fiir die Spezifitit des Knock-
downs) in HeLa-Zellen tranfiziert und fiir 30 h inkubiert. Die Abnahme der Expression
konnte mit Hilfe der qRT-PCR-Methode fiir die Gene NSDHL, HSD17B7 und EBP in
Bezug zu zwei unterschiedlichen endogenen Kontrollen (GAPDH und PBGD) bestétigt
werden (Abb. 2.34). Die Reduktion der jeweiligen Target-mRNA lag dabei fiir NSDHL bei
41-49 %, fiir HSD17B7 bei 42-55 % und fiir EBP bei 46-68 %. Dabei zeigen sich leichte
Schwankungen, je nachdem, welches Gen als endogene Kontrolle verwendet wurde. Gleich-
zeitig konnte mit diesem Versuch auch gezeigt werden, dass der Knock-down spezifisch ist.
Die Hauptursache fiir den unvollstdndigeren Knock-down diirfte die transiente Transfek-
tion sein, da nicht alle Zellen mit dem pENTR/U6 Vektor transfiziert wurden. In der
quantitativen RealTime-PCR werden jedoch alle Zellen betrachtet, also auch diejenigen
ohne die Expression der shRNAs.

2.4.4. Stabile Zelllinien

Die shRNA-Sequenzen fiir den Knock-down von NSDHL, HSD17B7 und EBP sollten
auch stabil in Zellen transfiziert werden, um die Limitierungen der transienten Transfek-
tion ausschlieffen zu konnen. Dafiir wurde die HeLa T-REx-Zelllinie (tetrazyclin requlated
expression) ausgewéhlt. Diese Zellen bieten den Vorteil, dass die Expression des shRNA-

Konstruktes beliebig durch die Zugabe von Tetrazyklin induziert werden kann (Kap. 4.3.1).

Stabile Transfektion der shRNA-Konstrukte

Fiir die stabile Transfektion wurden diejenigen shRNA-Sequenzen ausgewéhlt, die in der
transienten Transfektion die besten Knock-down Ergebnisse erzielten (Kap. 2.4.2). Diese
Sequenzen wurden in den Vektor pENTR/H1/TO einkloniert. Die stabile Transfektion

wurde im Rahmen einer von mir betreuten Masterarbeit [80] durchgefiihrt.
Nachweis der Knock-down-Effizienz der stabilen Zelllinien mit Hilfe des Luciferase
Screening Systems

Die bei der stabilen Transfektion erhaltenen unterschiedlichen Klone (K) mussten auf
ihre Knock-down-Effizienz getestet werden. Zu diesem Zweck wurden die entsprechen-
den psiCHECK-2-Vektoren in die mit den shRNA-Konstrukten stabil transfizierten Zellen
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Abbildung 2.34: Bestéitigung des Knock-down von NSDHL, HSD17B7 und EBP
mit Hilfe der quantitativen RealTime-PCR. HeLa-Zellen wurden mit den entsprechen-
den pENTR/U6-Vektoren transfiziert und die Expression von NSDHL (A), HSD17B7 (B)
und EBP (C) mittels quantitativer RealTime-PCR bestimmt. Nur mit dem Leervektor trans-
fizierte HeLa-Zellen dienten dabei als Kontrollen und wurden als 100 % Expression definiert.
GAPDH und PBGD dienten als endogene Kontrollen. In allen Fillen konnte der Knock-down
der endogenen Target-mRNA bestéitigt werden.

transfiziert. Sechs Stunden nach der Transfektion wurde das Medium bei allen Zellen ge-
wechselt und die Expression der shRNA-Konstrukte durch Zugabe von tetrazyklinhaltigem
Medium gestartet. Nach einer 30-stiindigen Inkubation wurden die Zellen geerntet und die
Detektion mit dem Dual Luciferase Reporter Assay durchgefiihrt.

Im Rahmen der von D. Ilgen durchgefithrten Masterarbeit wurden die Klone HeLa
T-REx/shHSD17B7/K4 (im Folgenden als HeLa T-REx/shHSD17B7 bezeichnet) und
HeLa T-REx/shEBP/K2 (im Folgenden als HeLa T-REx/shEBP bezeichnet) als die mit
dem effektivsten Knock-down identifiziert. Dieser betrug in HeLa T-REx/shHSD17B7-
Zellen 94 %, wenn die nichtinduzierte Zelllinie als Referenz genutzt wurde. Im Verhéltnis
zu den nativen HeLa T-REx-Zellen lag der Knock-down bei 95 %. Fiir HeLa T-REx/shEBP

konnte ein Knock-down von 82 % im Vergleich zur nichtinduzierten Zelllinie gemessen wer-
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den. Diente die native HeLa T-REx-Zelllinie als Referenz, so lag der Knock-down bei 88 %.
Die Ergebnisse fiir den Knock-down in HeLa T-REx/shNSDHL waren bis dato nicht ein-
heitlich und wurden von mir erneut getestet (Abb. 2.35). Der Knock-down von neun Klo-
nen wurde gegen native HeLa T-REx-Zellen gemessen, wovon HeLa T-REx/shNSDHL /K6
die grofite Knock-down-Effizienz mit 92 % aufwies. Dieser Klon wurde fiir die weiteren Ver-
suche verwendet und wurde im Folgenden als HeLa T-REx/shNSDHL bezeichnet.

Auch das shRNA-Konstrukt fiir den Knock-down von lacZ wurde stabil transfiziert. Diese
stabile Zelllinie sollte als Kontrolle dienen. Aus der stabilen Transfektion entstanden fiinf
HeLa T-REx/shlacZ-Klone, die ebenfalls auf ihre Knock-down-Féhigkeit getestet wurden
(Abb. 2.36). Alle Konstrukte zeigten einen signifikanten Knock-down zwischen 76 % (HeLa
T-REx/shlacZ/K4) und 94 % (HeLa T-REx/shlacZ/K2). Fiir die weiteren Versuche wur-
de der Klon HeLa T-REx/shlacZ/K2 (im Folgenden als HeLa T-REx/shlacZ bezeichnet)
verwendet.

Bei all diesen Versuchen zeigte sich, dass der Knock-down nicht immer induzierbar war.
Alle Versuche mussten mindestens vier mal wiederholt werden, um sichere Ergebnisse zu
erhalten. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass auch ohne Zugabe von Tetrazyklin ein

geringer Anteil an shRNA exprimiert wird.

HeLa T-REx shNSDHL/K1 Jﬁ : — - Tet

HeLa T-REx shNSDHL/K2 3 - Tet
HeLa T-REx ShNSDHL/K3 o

HeLa T-REx ShNSDHL/KA -

HeLa T-REx shNSDHL/K5 - -

HeLa T-REx shNSDHL/K6 .

HelLa T-REx shNSDHL/K7 —— =

HeLa T-REx shNSDHL/K8 -

HeLa T-REx ShNSDHL/K9 —— H

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110
normalisierte RLU [%]

Abbildung 2.35: Knock-down-Effizienz der HeLa T-REx/shNSDHL-Klone.
NSDHL/psiCHECK-2 wurde in die HeLa T-REx/shNSDHL-Klone transfiziert. Nach 6 h
wurde das Medium abgenommen und die Expression der sShRNA durch Zugabe von Tetra-
zyklin gestartet. Die Messung erfolgte nach weiteren 30 h Inkubation. Als Kontrolle dienten
native HeLa T-REx-Zellen, deren RLU als 100 % definiert wurde. Die RLU der induzierten
stabil shRNA-exprimierenden Zellen wurde dazu ins Verhéltnis gesetzt. Alle getesteten Klone
wiesen einen signifikanten Knock-down auf. (Tet = Tetrazyklin)
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Abbildung 2.36: Knock-down Effizienz der HeLa T-REx/shlacZ-Klone. Alle He-
La T-REx/shlacZ Klone zeigten einen signifikanten Knock-down. Die Werte wurden zu den
nativen HeLa T-REx-Zellen in Relation gesetzt. Diese wurden als 100 % definiert. (Tet =
Tetrazyklin)

Bestatigung des Knock-down in den stabilen Zelllinen mit quantitativer
RealTime-PCR

Auch fiir die stabil transfizierten shRNA-Konstrukte sollte der Knock-down auf endogener
mRNA-Ebene bestéitigt werden. Dazu wurde aus den Zellen RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Als Vorversuche fiir die quantitative RealTime-PCR wurden die zu unter-
suchenden mRNAs mit spezifischen Primern in einer einfachen PCR amplifiziert. Als Kon-
trolle diente dabei die Amplifizierung von B-Actin. Auf dem Agarosegel sind die Banden
fiir NSDHL (793 bp), HSD17B7 (993 bp) und EBP (629 bp) deutlich zu erkennen (Daten
gezeigt fiir HSD17B7, Abb. 2.37). RNA aus HeLa T-REx/shlacZ-Zellen diente dabei als
Kontrolle. Die Abnahme der HSD17B7-RNA durch RNAi in mit Tetrazyklin induzierten
HeLa T-REx/shHSD17B7 gegeniiber nativen HeLa Zellen war hier deutlich zu erkennen.
Das Expressionslevel von nativen HeLa T-REx Zellen und HeLa T-REx/shHSD17B7 ohne

Zugabe von Tetrazyklin schien in etwa gleich hoch zu sein.

Zur genaueren Quantifizierung der Knock-down-Effizienz wurde die Verringerung der Ex-
pression mittels quantitativer RealTime-PCR untersucht. Als Kontrolle dienten native
HeLa T-REx-Zellen, deren Expression von NSDHL, HSD17B7 und EBP als 100 % Ex-
pression definiert wurde. Die induzierten HeLa T-REx/shNSDHL-Zellen zeigten eine Re-
duktion der Expression von 73-85 % (Abb. 2.38, A). Die Expression von HSD17B7 wurde
um 68-76 % (Abb. 2.38, B) und die von EBP um 79-84 % (Abb. 2.38, C) verringert. Die
Unterschiede, die in Relation zu den hier verwendeten Housekeeping-Genen GAPDH und

PBGD entstanden, waren nur sehr gering. Um die Spezifitdt des Knock-down zu unter-
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48900 HSD17B7

Abbildung 2.37: Bestitigung des Knock-down von HSD17B7 in HeLa T-
REx/shHSD17B7 mittels PCR. Als Kontrolle diente die Amplifizierung von (-Actin.
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Abbildung 2.38: Bestitigung des Knock-down der stabil tranfizierten Zelllinen
mit Hilfe quantitativer RealTime-PCR. Durch Zugabe von Tetrazyklin wurde die Ex-
pression der shRNA-Konstrukte gestartet. Nach 32 h Inkubationszeit wurden die Zellen ge-
erntet und die RNA isoliert. Im Anschluss an die ¢cDNA-Synthese wurde die quantitative
RealTime-PCR durchgefiihrt. Dabei dienten native HeLa T-REx-Zellen als Kontrolle, deren
Expression wurde auf 100 % festgelegt. Auch in HeLa T-REx/shlacZ-Zellen wurde die Ex-
pression gemessen um zu zeigen, dass der Knock-down spezifisch war. Fiir alle getesteten
Klone konnte eine signifikante Reduktion der Target-mRNA gemessen werden. (K = native
HeLa T-REx, shN = HeLa T-REx/shNSDHL, shH = HeLa T-REx/shHSD17B7, shE = HeLa
T-REx/shEBP, shZ = HeLa T-REx/shlacZ, + T = Induktion durch Zugabe von Tetrazyklin)
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suchen und um unerwiinschte Nebeneffekte ausschlieen zu konnen, wurde die Expression
auch in HeLa T-REx/shlacZ untersucht. Dabei zeigte sich eine dhnliche Expressionsrate
der Gene NSDHL, HSD17B7 und EBP wie in nativen HeLa T-REx-Zellen. Diese Versu-
che bestétigten zudem die Beobachtung aus den Screening-Experimenten, dass bei stabil
transfizierten HeLa T-REx-Zellen auch ohne Zugabe von Tetrazyklin ein kleiner Anteil
an shRNA exprimiert wurde. Die Expression der untersuchten Gene ist in den jeweiligen

stabil tranfizierten Zellen um ca. 10-20 % geringer als in nativen HeLa T-REx-Zellen.

Nachweis des Knock-down von HSD17B7 auf Proteinebene

Fiir die weiteren Untersuchungen war es von entscheidender Bedeutung, dass nicht nur
eine Reduktion auf mRNA-Ebene stattfand, sondern dass die Reduktion auch auf Prote-
inebene nachweisbar war. Besonders wichtig war hierbei der Zeitraum, in dem eine solche
Reduktion bestétigt werden konnte.

Die Expression von shHSD17B7-RNA wurde in HeLa T-REx/shHSD17B7 fiir unterschied-
lich lange Zeitrdume (fiinf, acht und zehn Tage) induziert. Als Referenz dienten sowohl
native HeLa T-REx- als auch nicht induzierte HeLa T-REx/shHSD17B7-Zellen. Als posi-
tive Kontrolle diente eine humane HSD17B7-exprimierende E. coli-Kultur. Der Western
Blot wurde mit einem Peptidantikorper gegen HSD17B7 durchgefiihrt.

Humane HSD17B7 besitzt ein Molekulargewicht von 35 kDa. In dieser Grofle wurden
distinkte Banden nachgewiesen, die kontinuierlich iiber einen Zeitraum von 10 Tagen ab-
nehmen (Abb. 2.39).
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Abbildung 2.39: Nachweis des Knock-down von humaner HSD17B7 in HeLa T-
REx/shHSD17B7. HSD17B7 konnte bei 35 kDa detektiert werden. Mit zunehmender In-
duktionsdauer wurde die Menge an vorhandenem Protein reduziert.
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Dieser Versuch zeigte, dass nach spétestens einer 10-tdgigen Induktion der shRNA eine

signifikante Reduktion auf Proteinebene erreicht wurde.

2.4.5. Auswirkungen der RNAIi in transient transfizierten Zellen auf
apoptotisches Verhalten und Zellviabilitat

Die Immunfarbungen an Mauseembryonen haben gezeigt, dass Cholesterinbiosynthese und
Apoptose in einigen Bereichen colokalisieren. Zudem stimmten diese Gewebe mit denen
iiberein, die bei den unterschiedlichen Symptomen einer defekten Cholesterinbiosynthese
betroffen sind. Aus diesem Grund wurden die Auswirkungen einer Enzymverringerung auf

die Apoptose und die Zellviabiltit untersucht.

Optimierung der positiven Kontrolle Staurosporin

Um Verdnderungen im apoptotischen Verhalten der Zellen durch RNAi messen zu kénnen,
benétigte man eine induzierbare Apoptose als Kontrolle. In diesem Fall erfolgte diese In-
duktion durch Zugabe von Staurosporin aus Streptomyces staurosporeus zum Zellkultur-
medium. Staurosporin hemmt nicht nur die Proteinkinase C, wie zuniichst angenommen,
sondern besitzt eine weitaus groflere Spezifitét fiir viele unterschiedliche Proteinkinasen
[157, 173].

Zunéchst wurde die Menge an zugegebenen Staurosporin und der zeitliche Verlauf der
Apoptoseinduktion otpimiert. Dazu wurden HeLa-Zellen in 12 well Platten ausgesét und
zunéchst mit unterschiedlichen Konzentrationen an Staurosporin behandelt. Nach ca. 6 h
wurde mit Hilfe des Caspase-Glo 3/7 Assays (Kap. 4.3.6) die Apoptose (Abb. 2.40, A)
und mit dem CellTiter-Glo Assay (Kap. 4.3.6) die Zellviabilitét gemessen (Abb. 2.40, B).
Dabei zeigte sich, dass eine 1 uM Staurosporinkonzentration fiir die Apoptoseindukti-
on ausreichend war. Eine hohere Konzentration an Staurosporin ergab ein unwesentlich
stiarkeres Apoptosesignal. Die Zellviabilitdt sank dabei in gleichem Mafle, mit dem die
Apoptoserate der Zellen anstieg. Bereits bei einer 0,5 M Staurosporinkonzentration war
die Viabilitdt der Zellen stark eingeschrénkt.

Fiir die Untersuchung der Kinetik der Apoptoseinduktion mit Hilfe von Staurosporin wur-
de den Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten Staurosporin in einer Endkonzentration
von 1 uM zugesetzt. Die Zellen wurden zum selben Zeitpunkt geerntet und die Zellkultu-
rassays durchgefiihrt.

Nach einer vierstiindigen Inkubationsdauer war die apoptotische Reaktion am stéirksten
ausgeprigt (Abb. 2.41, A). Nach einer Inkubation von mehr als 10 Stunden nahm die
Apoptosereaktion drastisch ab. Im Viabilititstest konnte man deutlich sehen, dass bereits
nach einem Zeitraum von 4-6 Stunden kaum noch Viabilitidt zu messen war (Abb. 2.41, B).

Die Zellen waren nach dieser Zeit zum Grofiteil bereits tot, so dass auch keine Apoptose
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Abbildung 2.40: Optimierung der Apoptoseinduktion durch Staurosporin. HeLa-
Zellen wurden in 12 well Platten ausgesét und am folgenden Tag mit unterschiedlichen Men-
gen Staurosporin behandelt. Nach 6 h Inkubationszeit wurden die Zellen fiir die Detektion
mit dem Caspase-Glo 3/7 Reagent geerntet. Dabei zeigte sich, dass eine Konzentration von
1 puM Staurosporin fiir die Induktion der Apoptose ausreichend war.
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Abbildung 2.41: Kinetik der Staurosporininduktion. Staurosporin wurde in einer Kon-
zentration von 1 uM zu HeLa-Zellen iiber einen Zeitraum von 24 h zugegeben. Als Kontrolle
(K) dienten Zellen ohne Zugabe von Staurosporin. Gemessen wurden die Auswirkungen auf
das apoptotische Verhalten (A) und die Zellviabilitit (B).
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mehr messbar war.
Fiir die folgenden Versuche wurde Staurosporin deshalb in einer Endkonzentration von

1 uM 4 Stunden vor Versuchsende zugesetzt.

Optimierung der Zellkultur-Assays

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellkultur-Assays sind fiir eine Anwendung im 96 well
Format ausgelegt. Bei den ersten Versuchen hat sich allerdings gezeigt, dass eine Ver-
suchsdurchfithrung in diesem Format keine reproduzierbaren Ergebnisse lieferte (Daten
nicht gezeigt). Deshalb musste die Anwendung sowohl fiir den Caspase-Glo 3/7 Assay als
auch fiir den CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay so optimiert werden, dass
eine Durchfithrung im 12 well Format moglich wurde. Gleichzeitig sollte eine Messung von
Apoptose und Zellviabilitit aus einem einzigen well ermoglicht werden, da dadurch mehr
Informationen gewonnen werden.

Fiir diese Optimierung wurden die Zellen nach der Behandlung mit Staurosporin mit unter-
schiedlichen Volumina der entsprechenden Assay-Reagenzien (Caspase-Glo 3/7 Reagenz,
CellTiter-Glo Reagenz) bzw. Passive Lysis Buffer (PLB) aufgenommen und unterschiedlich
lange bis zur Messung der Lumineszenz inkubiert. Die Assay-Reagenzien wurden dabei im
Verhéltnis 1:1 direkt zum Zellkulturmedium zugegeben (je 200 ul/well). Die Zellen wurden
unterschiedlich lange inkubiert, in eine weile 96 well Platte {iberfithrt und anschliefSend
gemessen. Bei der Behandlung mit PLB wurde das Zellkulturmedium abgenommen und
200 pl PBL direkt auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden 15 min inkubiert. Aus jedem
well wurden 3 mal 20 ul in eine weifle 96 well Platte iiberfithrt und gleiches Volumen
der Assay-Reagenzien zugegeben. Nach einer weiteren Inkubation erfolgte auch hier die
Messung.

Bei der Messung der Apoptose zeigten die unterschiedlich behandelten Zellen gleiche
Messwerte (Abb. 2.42, A). Bei der Luminiszenzdetektion der Zellviabilitit wiesen die mit
PLB behandelten Zellen sogar noch hohere Werte auf als die Zellen, die direkt mit dem
CellTiter-Glo Reagenz versetzt wurden (Abb. 2.42, B). Rechnete man die erhaltenen Wer-
te in Prozentwerte um und definierte die Zellviabilitit der unbehandelten Zellen als 100 %,
so erhielt man in beiden hier gezeigten Fillen eine Viabilitdt von 33 % fiir die mit 0,5 uM
Staurosporin behandelten Zellen und 14 % Viabilitét fiir die mit 1 gM Staurosporin behan-
delten Zellen. Das Verhéltnis der einzelen Proben zueinander dnderte sich nicht, lediglich

die Absolutwerte wurden erhoht.

Fiir die weiteren Versuche wurden die Zellen in Passive Lysis Buffer aufgenommen und

erst anschlieend mit dem jeweiligen Assay Reagenz versetzt.
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Abbildung 2.42: Optimierung der Zellkultur-Assays fiir die Anwendung im 12 well
Format. HeLa-Zellen wurden auf einer 12 well Platte ausgeséit und mit unterschiedlichen
Konzentrationen Staurosporin behandelt. Zellen ohne Staurosporingabe dienten dabei als
Kontrolle (K). Zur Detektion wurden die Zellen einmal in 200 pl des jeweiligen Assay-Reagent
(Caspase-Glo 3/7 Reagenz = C3/7-R, CellTiter-Glo Reagenz = CT-R) bzw. in 200 ul Passive
Lysis Buffer aufgenommen. Die standard-behandelten Zellen wurden direkt zur Messung auf
eine 96 well Platte iiberfiihrt. Die mit PLB behandelten Zellen wurden ebenfalls auf eine 96
well Platte gegeben. Dann wurde gleiches Volumen des entsprechenden Assays zugegeben,
die Proben geschiittelt, 10 min inkubiert und anschliefend gemessen.

Nachweis der Expression von NSDHL, HSD17B7 und EBP in den verwendeten
Zelllinien

Die Auswirkungen auf Apoptose und Viabilitdt durch Verringerung der Expression von
NSDHL, HSD17B7 und EBP sollten zunéchst mittels transienter Transfektion untersucht
werden. Dazu wurden die Konstrukte in HeLa-Zellen transfiziert. Diese Zellen wurden ver-
wendet, um einen Vergleich mit den stabil transfizierten Zellen, bei denen es sich ebenfalls
um HeLa-Zellen handelte, ziehen zu kénnen. Gleichzeitig wurden diese Versuche auch in
zwei anderen Zelllinien durchgefithrt. HepG2-Zellen, eine Leberzelllinie, wurde verwendet,
da ein Grofiteil der adulten Cholesterinbiosynthese in der Leber stattfindet. Die Versuche
wurden auch in MRC-5-Zellen durchgefiihrt, bei denen es sich um fotale Lungenzellen
handelt. Die Auswirkungen der RNAi konnten hauptsichlich in embryonalem Gewebe
nachweisbar sein.

Die Expression der zu untersuchenden Gene wurde in allen diesen Zelllinien mit Hilfe
einer Standard-PCR iiberpriift. Gezeigt wurde hier exemplarisch die Expression in MRC-
5-Zellen (Abb. 2.43). Dabei diente die Expression von [(-Actin als Kontrolle. Die am-
plifizierten Produkte wiesen erwartungsgeméif folgende Grofien auf: 884 bp fiir G-Actin,
793 bp fir NSDHL, 993 bp fir HSD17B7 und 629 bp fiir EBP. Die Expression der zu

untersuchenden Gene konnte in allen verwendeten Zellen eindeutig nachgewiesen werden.
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Abbildung 2.43: Expression der zu untersuchenden Cholesterinbiosynthese-
Enzyme in MRC-5-Zellen. Aus MRC-5-Zellen wurde RNA isoliert. Nach der Umschrei-
bung in ¢cDNA wurden §-Actin, NSDHL, HSD17B7 und EBP mit spezifischen Primern am-
plifiziert.

Auswirkungen der RNAi in HeLa, HepG2 und MRC-5

Um Verénderungen im apoptotischen Verhalten der Zellen zu detektieren, wurden HeLa-,
HepG2- und MRC-5-Zellen mit den shRNA-exprimierenden Vektoren zur Reduktion von
NSDHL, HSD17B7, EBP und lacZ transfiziert. Um moglichst hohe Transfektionseffizien-
zen zu erhalten wurden die bestenTransfektionsbedingungen fiir alle verwendten Zelllinien
in jedem verwendeten Format experimentell ermittelt (Daten nicht gezeigt).

Die Transfektion mit dem shRNA-Konstrukt fiir den Knock-down von lacZ diente als
Kontrolle, um unspezifische Effekte, die moglicherweise durch die Transfektion bzw. den
pENTR/U6-Vektor ausgelost werden konnten, identifizieren zu kénnen.

Dieser Versuch zeigte sehr deutlich, dass sich Apoptose in allen drei verwendeten Zelllinien
durch Zugabe von Staurosporin induzieren liefl. Des weiteren war zu beobachten, dass sich
gegeniiber den untransfizierten Kontroll-Zellen kein Unterschied im apoptotischen Ver-
halten von HeLa-, HepG2- und MRC-5-Zellen feststellen liefi (Abb. 2.44, A). Demzufolge
zeigte sich auch kein Unterschied der einzelnen Zellen in ihrer Viabilitdt (Abb. 2.44, B).
In diesen Versuchen lief} sich die Apoptose nur durch Zugabe von Staurosporin induzie-
ren. In den shRNA-transfizierten Zellen zeigten sich keine Verdnderungen gegeniiber nicht
transfizireten Zellen

Wie in Kapitel 2.4.4 gezeigt werden konnte, ist zumindest das Protein HSD17B7 {iber
mehrere Tage hinweg stabil. Deshalb wurde im n#chsten Schritt untersucht, ob sich Aus-

wirkungen der RNAi nach langerem Inkubationszeitraum beobachten lassen.
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Abbildung 2.44: Apoptose und Zellviabilitit in transient transfizierten HeLa-,
HepG2- und MRC-5-Zellen. HeLa- und HepG2-Zellen wurden mit je 3 ul FuGENEG6
und 1 pg shRNA-Vektor transfiziert. Die Transfektion von MRC-5-Zellen wurde mit 3 pl
FuGENESG6 und 2 pug shRNA-Vektor durchgefiihrt. Die Zellen wurden 32 h nach der Transfek-
tion mit den unterschiedlichen Assay-Reagenzien behandelt und anschlieend die Luminszenz
gemessen. A zeigt die Apoptosemessung und in B wurde die Viabiltéit der einzelen Zellen
dargestellt. (K = Kontrolle, Zellen nicht transfiziert; 1 uM S = Zugabe von 1 uM Stauro-
sporin zu untransfizierten Zellen 6 h vor dem Lysieren der Zellen; shN = Transfektion mit
shNSDHL/pENTR/U6; shH = Transfektion mit shHSD17B7/pENTR/U6; shE = Transfek-
tion mit sShEBP/pENTR/UG6; shZ = Transfektion mit shlacZ/pENTR/UG)

Auswirkungen der RNAi bei Transfektion iiber ldngere Zeitraume

Auch hier wurden die Versuche sowohl in HeLa-, HepG2- und MRC-5-Zellen durchgefiihrt,
um eventuelle Unterschiede aufdecken zu kénnen. Die Zellen wurden iiber unterschiedlich
lange Zeitraume alle zwei Tage nachtransfiziert, um einen konstanten Knock-down iiber
5, 10, 15 und 20 Tage zu erhalten. So sollte gewihrleistet werden, dass der Knock-down
nicht nur auf mRNA-Ebene, sondern auch auf Protein-Ebene stattfand.

Die Apoptoseinduktion erfolgte hier in untransfizierten Zellen und zugleich auch in mit
shRNA transfizierten Zellen. In allen Zellen erhielt man durch die Zugabe von Stauro-
sporin einen starken Anstieg der Apoptose (Abb. 2.45, A), was mit einer gleichzeitigen
Verringerung der Viabilitéit einherging (Abb. 2.45, B; hier nur Daten fiir HeLa-Zellen ge-
zeigt). Staurosporin wurde in allen Versuchen als positve Kontrolle mitgefiihrt (in Abb.
2.45 C und D nicht gezeigt).

Die erhaltenen Ergebnisse waren fiir die unterschiedlich langen Inkubationszeiten (5, 10,
15 und 20 Tage) vollig identisch, deshalb wurden hier nur die Daten fiir die 15-tdgi-
ge Nachtransfektion gezeigt. Dabei zeigten sich keine messbaren Auswirkungen auf die

Apoptoseintensitit der einzelnen Zelllinien.
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Abbildung 2.45: Langzeittransfektion der shRNA-Konstrukte iiber 15 Tage. Die
Zellen wurden alle zwei Tage erneut mit den pENTR/U6-Vektoren transfiziert und 15 Tage
nach der ersten Transfektion fiir die Messungen lysiert. Staurosporin wurde jeweils 4 h vor
der Messung zu den Zellen gegeben. A und B zeigen HeLa-Zellen, bei denen Staurosporin
auch zu den tranfizierten Zellen zugegeben wurde. In C und D wurde die Staurosporin-
Probe nicht gezeigt. (K = Kontrolle, Zellen nicht transfiziert; 1 uM S = Zugabe von 1 uM
Staurosporin zu untransfizierten Zellen 6 h vor dem Lysieren der Zellen; shN = Transfek-
tion mit shNSDHL/pENTR/U6; shH = Transfektion mit shHSD17B7/pENTR/U6; shE =
Transfektion mit sSsEEBP/pENTR/U6; shZ = Transfektion mit shlacZ/pENTR/U6)
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Untersuchung der Auswirkungen der RNAi bei Anzucht der Zellen auf
unterschiedlichen Seren

Um auszuschlieen, dass Zellen das durch den Knock-down einiger wichtiger Cholesterin-
biosynthese-Enzyme fehlende Cholesterin und dessen Folgeprodukte aus dem Medium auf-
nehmen konnen und somit die moglicherweise auftretenden Auswirkungen unterdriicken
konnen, wurden die Zellen fiir unterschiedlich lange Zeitriume in einem Medium mit ste-
roidfreiem Serum kultiviert. Gleichzeitig erfolgte eine konstante Transfektion von shNSD-
HL/pENTR/U6, shHSD17B7/pENTR/U6, shEBP/pENTR/U6 und shlacZ/pENTR/U6

iiber einen Zeitraum von 15 Tagen hinweg. Die Zellen wurden dabei alle 2 Tage erneut

transfiziert.
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Abbildung 2.46: Anzucht der Zellen auf unterschiedlichen Seren. Die Zellen wurden
iiber eine Zeitraum von 15 Tagen alle 2 Tage transfiziert. Nach 12 Tagen wurde bei allen Zellen
das Medium gewechselt, und ein Teil der Zellen auf Medium mit steroidfreiem Serum (10 %
sf) weiter kultiviert. Die Detektion der Luciferaseaktivitit erfolgte nach 15 Tagen. (K = Kon-
trolle, Zellen nicht transfiziert; 1 uM S = Zugabe von 1 pM Staurosporin zu untransfizierten
Zellen 6 h vor dem Lysieren der Zellen; shN = Transfektion mit siNSDHL/ pENTR/U6; shH
= Transfektion mit shHSD17B7/pENTR/U6; shE = Transfektion mit shEBP/pENTR/U6;
shZ = Transfektion mit shlacZ/pENTR/U6)

7



2. Ergebnisse

Der Wechsel von Vollmedium zu Medium mit steroidfreiem Serum wurde nach 12 Tagen
durchgefiihrt. Dies sollte gewéhrleisten, dass die Zellen zu Beginn des Versuches nicht be-
eintrachtigt wurden, um sich weiterhin gut transfizieren zu lassen. AnschlieBend wurden
die Zellen noch 3 Tage lang auf Medium mit steroidfreiem Serum kultiviert. Den Zellen
sollte es damit nicht mehr moglich sein, fehlendes Cholesterin oder dessen Vorstufen bzw.
Folgeprodukte von auflerhalb aufzunehmen.

In der Auswertung sind die Daten fiir die Versuche in HeLa- (Abb. 2.46 A und B) und
MRC-5-Zellen (Abb. 2.46 C und D) gezeigt. HepG2-Zellen verhielten sich bei diesem
Versuch identisch zu HeLa-Zellen. Es konnte zunéchst festgestellt werden, dass sich die
Apoptose durch Zugabe von 1 M Staurosporin zu Zellen auf steroidfreiem Serum nicht
induzieren lief (Abb. 2.46 A und C). Separate Versuche dazu zeigten, dass selbst eine
10-fache Konzentration an Staurosporin bei Zellen, die auf steroidfreiem Serum wuchsen,
nur eine schwache Apoptosereaktion auslosen konnte (Daten nicht gezeigt).

Des weiteren war zu beobachten, dass HeLa-Zellen, die in Medium mit steroidfreiem Se-
rum wuchsen, eine geringere Viabilitit aufwiesen als HeLa-Zellen in Vollmedium (mit
10 %FBS). Die Zellen wurden einen Tag vor der Messung nochmals gesplittet und gleiche
Zellzahlen pro well ausgeséit. Deshalb konnte man davon ausgehen, dass die unterschied-
liche Viabilitédt nicht auf eine Differenz in der absoluten Zellzahl zuriickzufithren war.
MRC-5-Zellen zeigten diese Eigenschaft nicht. Hier war die Viabilitit von Zellen auf 10 %
FBS-haltigem Medium identisch mit der von Zellen auf 10 %igem steroidfreiem Serum.
Im apoptotischen Verhalten zeigen weder HeLa- noch MRC-5-Zellen eine Verdnderung.
Die iiber einen Zeitraum von 15 Tagen shNSDHL-, shHSD17B7-, shEBP- und shlacZ-
exprimierenden Zellen wiesen eine identische Apoptoserate auf wie nicht transfizierte Zel-

len, unabhingig vom eingesetzten Serum.

2.4.6. Auswirkungen der RNAIi in stabil transfizierten Zellen auf
apoptotisches Verhalten und Zellviabilitat

Bei der transienten Transfektion shRNA-exprimierender Vektoren konnte keine 100 %ige
Transfektionseffizienz erreicht werden. Um sicherzustellen, dass wirklich alle Zellen, die
man untersucht, die sShRNA exprimieren, wurden nun die stabil tranfizierten Zellen ver-
wendet. Dies sollte verhindern, dass schwache Auswirkungen der RNAi im Hintergrund

von nicht transfizierten Zellen iibersehen werden konnten.

Morphologie der stabil transfizierten HeLa T-REx-Zellen

Um erste Hinweise auf die Auswirkungen der RNAi in HeLa T-REx-Zellen zu erhalten,
wurde nach morphologischen Unterschieden zwischen nicht induzierten und induzierten
stabil transfizierten HeLa T-REx-Zellen gesucht. Dafiir wurde die Expression der shRNA-
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Konstrukte konstant iiber einen Zeitraum von 15 Tagen induziert. Die Zellen wurden auf
Medium mit 10 % FBS (Vollmedium) und mit 10 % steroidfreiem Serum (Mangelmedi-
um) kultiviert. In Vorversuchen wurde mit Hilfe von Staurosporin die Apoptose bei HeLa

T-REx-Zellen induziert, um einen Vergleich apoptotischer Zellen zu erhalten.

Kontrolle 1 yM Staurosporin

FBS

steroid-
frei

Abbildung 2.47: Morphologie der nativen HeLa T-REx-Zellen. HeLa T-REx-Zellen
wurden auf Medien mit unterschiedlichen Seren (10 % FBS und 10 % steroidfreies Serum)
kultiviert. Vier Stunden vor Beginn der Zellfirbung wurde dem Medium Staurosporin zuge-
setzt. Cytoskelett, Mitochondrien und Zellkern wurden gefirbt (Kap. 4.3.5) und die Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

Da bei der Betrachtung der Zellen im Lichtmikroskop keine Unterschiede gegeniiber den
nativen Zellen festgestellt werden konnten (Daten nicht gezeigt), wurden das Cytoskelett,
die Mitochondrien und der Zellkern mit Fluoreszenzfarbstoffen geférbt (Kap. 4.3.5). Die
Auflésung des Cytoskeletts durch die Apoptose war deutlich zu erkennen (Abb. 2.47).
Wurden die Zellen auf Medium mit steroidfreiem Serum kultiviert, konnten keine morpho-

logischen Verdnderungen selbst nach Zugabe von Staurosporin festgestellt werden.

Die stabil transfizierten Zellen wurden zur genaueren Untersuchung der Zellmorphologie
fiir 15 Tage mit Tetrazyklin behandelt, was eine konstante Expression der shRNA gewihr-
leistete. Zudem wurde die Abhéngigkeit der Knock-down-Auswirkungen von unterschied-
lichen Seren auf die Apoptose iiberpriift. Dabei konnte auch nach lingerer konstanter
shRNA-Expression und Wachstum auf Medium mit steroidfreiem Serum kein morpholo-
gischer Unterschied zu nativen HeLa T-REx-Zellen festgestellt werden (Abb. 2.48).
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Abbildung 2.48: Morphologie der stabilen HeLa-T-REx Zellen. Uber einen Zeitraum
von 15 Tagen erfolgte eine konstante Expression der unterschiedlichen shRNAs. Zwei Tage

vor der Féarbung wurde bei einem Teil der Zellen das Medium gewechselt und diese in Medium
mit 10 % steroidfreiem Serum kultiviert.
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Auswirkungen der RNAi bei Kultivierung von HeLa T-REx-Zellen auf Medien mit
unterschiedlichen Seren

Um die Auswirkungen der RNAi untersuchen zu koénnen, sollten die Zellen nicht nur im
Vollmedium (mit 10 % FBS) kultiviert werden, sondern auch unter Serummangel (0,1 %
FBS oder 10 % steroidfreies humanes Serum) angezogen werden. Unter diesen Wachstums-
bedingungen durchgefiihrte Versuche kénnten wichtige Hinweise auf die Auswirkungen der
Reduktion von NSDHL, HSD17B7 und EBP liefern, da die Zellen fehlende Substanzen
unter Umstédnden nicht oder nicht in ausreichendem Mafle aus dem Medium aufnehmen

konnen.

Apoptoserate und Zellviabilitdt von HelLa T-REx-Zellen bei Zugabe von Staurosporin
Zunichst wurden die Apoptoserate und die Zellviabilitdt der HeLa T-REx-Zellen auf den
unterschiedlichen Medien mit und ohne Apoptoseinduktion getestet (Abb. 2.49). Dabei
zeigte sich, dass die Zellviabilitdt am grofiten war, wenn die Zellen auf 10 % FBS-haltigem
Medium kulitviert wurden. Bei ldngerer Kultivierungsdauer auf Medium mit 0,1 % FBS
oder mit steroidfreiem Serum nahm die Viabilitit ab, wobei die Zellen am schlechtesten
auf Mangelmedium mit 0,1 % FBS wuchsen. Die Apoptosereaktion liefl sich am besten
bei Zellen auf Normalmedium beobachten. Auch Zellen auf Mangelmedium zeigten eine
erhohte Apoptoserate nach Staurosporinzugabe. Durch Zugabe von Staurosporin lief3 sich
bei Wachstum der Zellen auf Medium mit steroidfreiem Serum Apoptose nur sehr schwach

induzieren.

Langzeitinduktion der shRNA-Expression bei Wachstum auf Medium mit unterschied-
lichen Seren Um sicherzustellen, dass nicht nur das mRNA-Level von NSDHL, HSD17B7
und EBP, sondern auch die Proteinmenge der Enzyme reduziert wurden, erfolgte eine 15-
tdgige Induktion der shRNA-Expression. Als Vergleich dienten hierbei sowohl die nativen
HeLa T-REx-Zellen als auch die stabil transfizierten Zellen HeLa T-REx-Zellen (shNSD-
HL, shHSD17B7, shEBP und shlacZ) ohne shRNA-Expression. Die Zellen wurden 24 h
vor der Messung mit unterschiedlichen Seren versetzt.

Betrachtet man die Zellen, die auf 10 % FBS-haltigem Medium gewachsen sind, so konnte
man weder in der Apoptoseintensitit noch in der Viabilitdt Verdnderungen feststellen
(Abb. 2.50). Konnten die Zellen fehlende Substanzen jedoch nicht in ausreichender Menge
aus dem Medium aufnehmen, wie das bei 0,1 % FBS und 10 % steroidfreiem Serum
der Fall ist, so zeigte sich eine Verdinderung. Die Zellen mit RNAi wiesen eine niedrigere
Apoptoserate auf als die Vergleichszellen ohne shRNA-Expression (Abb. 2.50, A). Die

Viabilitat der Zellen verédnderte sich dabei nicht.
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Abbildung 2.49: Einfluss unterschiedlicher Seren auf das apoptotische Verhalten
von HeLa T-REx-Zellen. HeLa T-REx-Zellen wurden 24 h bzw. 48 h auf unterschiedlichen
Medien kultiviert. Die Zugabe von Staurosporin erfolgte vier Stunden vor der Lumineszenz-
messung. (Kontrolle = unbehandelte Zellen; 1 uM Stauro = Zugabe von 1 pM Staurosporin
zu den Zellen)
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Abbildung 2.50: Auswirkungen der RNAi in stabil transfizierten Zellen bei
Wachstum auf unterschiedlichen Seren. Stabil transfizierte HeLa T-REx-Zellen wurden
15 Tage unter Zugabe von Tetrazyklin kultiviert. Anschlieend erfolgte ein Medienwechsel.
Dazu wurde das Medium abgenommen, die Zellen 2 mal mit PBS gewaschen und anschliefend
Medium mit 0,1 % FBS bzw. 10 % steroidfreiem Serum zugegeben. Nach weiteren 24 Stunden
erfolgte die Messung der Apoptose (A) und der Zellviabilitdt (B). (K = Kontrolle; shN =
HeLa T-REx/shNSDHL; shH = HeLa T-REx/shHSD17B7; shE = HeLa T-REx/shEBP; shZ
= HeLa T-REx/shlacZ; T = konstante Zugabe von Tetrazyklin)
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Langzeit-shRNA-Expression: Kultivierung der Zellen auf Medium mit unterschiedli-
chen Seren und gleichzeitige Zugabe von Cholesterinderivaten Mit dem folgenden
Versuchsansatz sollte iiberpriift werden, ob durch die Zugabe einiger ausgewihlter Cho-
lesterinderivate zu den shRNA-exrimierenden Zellen eine Anderung der Apoptoseintensitit
hervorgerufen werden kann. Dazu erfolgte eine konstante shRNA-Expression iiber einen
Zeitraum von 15 Tagen. 24 h vor der Messung wurden die Zellen auf Medium mit unter-
schiedlichen Serenzusétzen (10 % FBS, 0,1 % FBS und 10 % steroidfreies Serum) gesetzt
und dem Medium gleichzeitig Cholesterin (Chol, 10 pg/ml), 25-Dehydrocholesterin (25-
Chol, 1,5 pg/ml) und 7-Dehydrocholesterin (Provitamin D, 7-Chol, 1 pg/ml) zugesetzt.
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Abbildung 2.51: Apoptoseverhalten von HeLa T-REx/shHSD17B7-Zellen mit un-
terschiedlichen Medienzusétzen. Die Expression der shRNA fiir den Knock-down von
HSD17B7 erfolgte iiber einen Zeitraum von 15 Tagen. Einen Tag vor der Messung wur-
de das Medium gewechselt. Die Zusétze wurden ebenfalls 24 h vor der Messung zugesetzt.
(shH = HeLa T-REx/shHSD17B7; T = konstante Zugabe von Tetrazyklin; 10 % sf = 10 %
steroidfreies Serum)

Bei der Messung der Apoptose zeigten sich unter den hier getesteten Bedingungen keine
Unterschiede zu den nativen unbehandelten Zellen. Zellen auf Mangelmedium wiesen einen
leichten Riickgang der Apoptose auf, auch wenn Cholesterin, 25-Dehydrocholesterin oder 7-
Dehydrocholesterin zugegeben wurde. Dies spricht fiir ein proapoptotisches Signal, das un-
ter diesen Versuchsbedingungen, auch nach Zugabe dieser Cholesterinderivate, nicht gebil-
det werden konnte. Hier sind die Daten fiir die Messungen mit HeLa T-REx/shHSD17B7-
Zellen gezeigt (Abb. 2.51). Die stabilen Zelllinien HeLa T-REx/shNSDHL und HeLa T-
REx/shEBP verhalten sich identisch (Daten nicht gezeigt).
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2.5. Cholesterinbiosynthese-Inhibitoren

In dieser Arbeit sollten Auswirkungen des Fehlens oder der Hemmung einiger spezieller En-
zyme der Cholesterinbiosynthese untersucht werden. Neben der Moglichkeit, die Neusyn-
these dieser Enzyme mittels RNAi zu reduzieren besteht auch die Moglichkeit, die Proteine
selbst zu inhibieren. Da fiir die Enzyme NSDHL, HSD17B7 und EBP keine Inhibitoren
zur Verfiignung standen, wurde die Hemmung der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl Coenzym
A-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) und 7-Dehydrocholesterin-Reduktase (DHCRT) un-

tersucht.

2.5.1. Auswirkungen von Pravastatin und BM 15766 auf apoptotisches
Verhalten und Zellviabilitat

Pravastatin hemmt die durch das Enzym HMG-CoA-Reduktase katalysierte Umsetzung
von 3-Hydroxy-3-methylglutaryl Coenzym A (HMG-CoA) zu Mevalonat. Dabei handelt es
sich um den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Cholesterinbiosynthese. BM 15766
hemmt die 7-Dehydrocholesterin-Reduktase (DHCRYT), die einen sehr spiiten Schritt der
Cholesterinbiosynthese, nimlich die Umsetzung von 7-Dehydrodesmosterol zu Desmoste-
rol bzw. von 7-Dehydrocholesterin zu Cholesterin, hemmt.

Fiir diese Versuche wurden die einzelnen Zelllinien unterschiedlich lange in unterschiedli-
chen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. Die Messung der Apoptoseintensitiat und
der Zellviabilitdt wurde nach 16 h, 24 h, 32 h und 48 h durchgefiihrt. Die unterschiedlich
langen Inkubationszeiten zeigten keine unterschiedlichen Auswirkungen (Daten nicht ge-
zeigt).

12 h vor der Zugabe der Cholesterinbiosynthese-Inhibitoren wurden die Zellen in Medien
mit unterschiedlichen Seren (10 % FBS, 0,1 % FBS und 10 % steroidfreies Serum) inku-
biert. AnschlieBend wurde den Zellen Pravastatin in einer Konzentration von 10 ug/ml
und 100 pg/ml und BM 15766 in einer Konzentration von 5 pM und 20 uM zugesetzt.
Die gezeigten Daten wurden nach 24 h Inkubationszeit mit diesen Inhibitoren gemessen
(Abb. 2.52). Dabei zeigte sich bei keiner der untersuchten Zelllinien ein Unterschied in
der Apoptoseintensitit bzw. der Zellviabilitit zwischen behandelten und unbehandelten
Zellen.

Bei allen drei untersuchten Zelllinien traten unter Wachstumsbedingungen mit 10 % FBS-
haltigem Medium hohere Apoptosewerte auf als bei Wachstum auf anderen Serenzusétzen.
Dies war dadurch zu erkldren, dass die Zellen unter diesen Bedingungen besser wachsen
konnten und somit auch mehr Zellen in den einzelnen wells vorhanden waren. Dies wurde

dadurch bestétigt, dass in diesen Féllen auch eine erhchte Viabilitdt zu beobachten war.
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Abbildung 2.52: Auswirkungen von Pravastatin und BM 15766 auf Apoptose
und Viabilitéit unterschiedlicher Zelllinien. HeLa- (A und B), HepG2- (C und D) und
MRC-5-Zellen (E und F) wurden in 12 well Platten ausgeséit. Am folgenden Tag wurde
bei allen Zellen das Medium gewechselt. Anschliefend erfolgte die Zugabe von Pravastatin
(P) und BM 15766 (BM). Nach weiteren 24 h Inkubationszeit wurden die Apoptose und die
Zellviabilitéit gemessen. Dabei konnte bei keiner der untersuchten Zelllinien eine Verdnderung
durch die Zugabe der Cholesterinbiosynthese-Inhibitoren festgestellt werden. (10 % sf = 10 %
steroidfreies Serum; 10 P = 10 pg/ml; 100 P = 100 pg/ml; 5 BM = 5 uM BM 15766; 20 BM
= 20 uM BM 15766)
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2.5.2. Auswirkungen von Pravastatin und BM 15766 auf das Expressionslevel

Sowohl die Hemmung von Pravastatin als auch die von BM 15766 finden auf Proteinebene
statt . Da es sich bei der Umsetzung von HMG-CoA zu Mevalonat um den geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt der Cholesterinbiosynthese handelt, wurde untersucht, ob die
Hemmung auf Proteinebene eine gesteigerte Expression von HMGCR und DHCR7 zur
Folge hat. Gleichzeitig wurde auch das Expressionslevel der Cholesterinbiosynthese-Gene
NSDHL, HSD17B7 und EBP, die nicht direkt von den Inhibitoren beeinflusst werden,
untersucht.

Die Auswirkungen dieser Cholesterinbiosynthese-Inhibitoren wurden unter unterschiedli-
chen Bedingungen fiir die Zellen untersucht. HeLa-Zellen wurden dazu in 6 well Platten auf
MEM mit unterschiedlichen Seren (10% FBS, 0,1 % FBS und 10 % steroidfreies Serum)
kultiviert. Zu den Zellen wurde Pravastatin (10 pg/ml) und BM 15766 (5 uM) gege-
ben und diese nach einer 28 h Inkubationszeit geerntet. Als Kontrolle fiir diese Versuche
dienten Zellen, die auf dem entsprechenden Medium ohne Zugabe der Inhibitoren wuch-
sen. AnschlieBend wurde eine quantitative RealTime-PCR durchgefiihrt, in der GAPDH
und PBGD als Housekeeping-Gene verwendet wurden.

Bei der Auswertung wurde die Expression in HeLa-Zellen, die auf MEM mit 10 % FBS kul-
tiviert und nicht mit Pravastatin oder BM 15766 behandelt wurden, als 100 % Expression
des jeweiligen Gens definiert. Die Expression der einzelnen Gene bei den unterschiedlichen
Versuchsbedingungen wurde dazu ins Verhéltnis gesetzt. Die Ergebnisse wurden in Abb.
2.53 dargestellt.

Bei diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass weder die Zugabe von Pravastatin noch
die von BM 15766 die Expression der hier untersuchten Gene in HeLa-Zellen verénderte,
wenn diese auf Vollmedium kultiviert wurden. Bei allen hier untersuchten Genen wurde
die Expression erhoht, wenn die Zellen auf Mangelmedium (0,1 % FBS bzw. 10 % stero-
idfreies Serum) kultiviert wurden. Allgemein stieg die Expression der hier untersuchten
Gene bei Wachstum der Zellen auf 0,1 % FBS haltigem Medium etwas stéirker an als bei
Wachstum auf Medium mit 10 % steroidfreiem Serum. Einzig die Expression von EBP
war auf steroidfreiem Serum etwas stérker als bei 0,1 % FBS (Abb. 2.53, E). Die Zugabe
von Pravastatin zum Zellkulturmedium 16ste bei den Genen HMGCR, DHCR7, NSDHL,
HSD17B7 und EBP eine starke Steigerung der Expression aus, unabhéngig ob die Zellen
auf Medium mit 0,1 % FBS oder 10 % steroidfreiem Serum kultiviert wurden. Bei HM-
GCR wurde das Expressionslevel auf den ca. siebenfachen Wert gesteigert. EBP zeigte
die schwichsten Auswirkungen mit einer Expressionssteigerung von ca. 200 %. Die Hem-
mung durch BM 15766 fiihrte zu nur minimalen Anstiegen der Expression von NSDHL,
HSD17B7 und EBP. Die Expressionsrate von DHCR7 selbst wurde in HeLa-Zellen auf
10 % steroidfreiem Serum um das Doppelte gesteigert, auf 0,1 % FBS-haltigem Serum war

der Anstieg etwas geringer. Auch bei HMGCR konnte eine Expressionssteigerung von ca.
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Abbildung 2.53: Relative Expression einiger Enzyme der Cholesterinbiosynthe-
se nach Zugabe von Inhibitoren. HelLa-Zellen wurden in Medium mit unterschiedlichen
Seren (10 % FBS, 0,1 % FBS und 10 % steroidfreies Serum = sf) kultiviert und mit Pra-
vastatin (P) und BM 15766 (BM) behandelt. 28 h nach der Inhibitorenzugabe wurden die
Zellen geerntet. Untersucht wurde die relative Expression der Gene HMGCR (A), DHCR7
(B), NSDHL (C), HSD17B7 (D) und EBP (E), jeweils in Relation zu den beiden Hou-
sekeeping-Genen GAPDH und PBGD. Als Kontrolle (K) dienten Zellen, die nicht mit den
Inhibitoren behandelt wurden. Ihre Expression auf Vollmedium wurde als 100 % Expression
des jeweiligen Gens definiert.
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330 % (Wachstum auf Medium mit steroidfreiem Serum ohne Zugabe der Inhibitoren) auf
ca. 460-540 % erreicht werden.

Mit diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Expressionssteigerung von HMGCR
im Vergleich zu den anderen hier betrachteten Genen am stéirksten ausfillt. Die Inhibi-
tion von Pravastatin fiihrte zu einer Steigerung der Expression von HMGCR, DHCRT,
NSDHL, HSD17B7 und EBP, wohingegen die Inhibition nur in DHCR7 selbst eine signi-

fikante Anderung ausloste.
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3.1. Uberblick iiber Ziele und Fortschritt

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf den molekularen Mechanismen der Cho-
lesterinbiosynthese, insbesondere auf Funktionsstorungen dieses Syntheseweges und de-
ren Auswirkungen. Dabei wurden NAD(P)H-steroid dehydrogenase like (NSDHL) und
Emapomil binding protein (EBP), die fir das Auftreten von CHILD (Congenital Hemi-
dysplasia with Ichthyosiform Erydthroderma and Limb Defects) und CDPX2 (Conradi-
Hiinermann-Happle-Syndrom) verantwortlich sind, eingehend untersucht. Zugleich galt
der 1706-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 7 (HSD17B7) ein besonderes Augenmerk. Das
Enzym HSD17B7 katalysiert die Umsetzung zwischen NSDHL und EBP und ist somit ein
potentieller Kandidat fiir eine weitere Stoffwechselerkrankung im Zusammenhang mit der
Cholesterinbiosynthese.

Fiir diese Aufklarung wurden unterschiedliche Ansétze gewihlt. In der Embryonalent-
wicklung von Wildtyp-Méusen konnte erstmalig eine Colokalisation der Expression von
Cholesterinbiosynthese-Genen und Apoptose detektiert werden. Tattered-Méuse, die ein
Tiermodell fiir CDPX2 darstellen, wurden sowohl im embryonalen als auch im adulten
Stadium eingehend charakterisiert.

Weiterhin wurde ein GC/MS-basiertes Analyseverfahren zur Untersuchung der HSD17B7-
Aktivitat in vitro entwickelt. Auswirkungen der Inhibition einzelner Schritte der Choles-
terinbiosynthese wurden in Zellkultur untersucht. Hierfiir habe ich RNAi als Methode
in unserem Labor etabliert. Zusétzlich wurden Inhibition und deren Auswirkungen auf

Proteinebene analysiert.

3.2. Expression von Hsd17b7 in Mausembryonen

Da alle Zellen Cholesterin als Membranbestandteil bendtigen, ging man bis vor kurzem
davon aus, dass die Enzyme der Cholesterinbiosynthese im Embryo ubiquitér exprimiert
werden mit einer verstiarkten Expression an Orten mit erhdhter Proliferationsrate und in
der Leber [172]. In unserer Arbeitsgruppe konnte jedoch erstmalig in Mausembryonen ge-
zeigt werden, dass die an der Cholesterinbiosynthese beteiligten Enzyme in einem raumlich
und zeitlich dynamischen Muster exprimiert werden [100]. Mit Hilfe von whole mount in si-

tu-Hybridisierungen konnten verschiedene Neuralleistenderivate (Spinalganglien, kraniale
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Ganglien und Pharyngealbdgen), das Gehirn und die Gliedmafien als cholesterinproduzie-
rende Gewebe identifiziert werden. Die Leber, das Hauptorgan der adulten Cholesterin-
biosynthese, zeigt dagegen keine Expression in den untersuchten Embryonalstadien (E10,0
bis E13,0).

Um die Spezifitédt der whole mount in situ-Hybridisierung zu bestétigen, wurden in dieser
Dissertation whole mount-Immunfirbungen mit einem Peptidantikérper gegen Hsd17b7
etabliert und durchgefithrt. Dabei konnte eine vollstéindige Ubereinstimmung der mRNA-
mit der Protein-Expression nachgewiesen werden. Die besonders charakteristische Farbung
der Haarfollikel der Vibrissae an E13,5 zeigte die Spezifitéit der Immunfirbung (Abb. 2.1).
Fiir Hsd17b7 konnte somit erstmalig bestédtigt werden, dass mRNA und Protein in den

selben Geweben lokalisiert sind.

3.3. Entwicklung von Antikérpern gegen NSDHL und EBP

Gegen die Proteine NSDHL und EBP standen zu Beginn meiner Dissertation keine An-
tikorper zur Verfiigung. Fiir die Anwendung unterschiedlicher Methoden wie der Immun-
farbung und der Western Blot-Analyse wurden deshalb Peptidantikorper generiert. Diese
Antikoérper wurden fiir unterschiedliche Anwendungsbereiche (Western Blot, Immuncyto-
chemie und Immunhistochemie) getestet. Auf diese Weise wurden auch unterschiedliche
Mboglichkeiten der Antigenprisentation iiberpriift. Allerdings konnte keine spezifische An-
tikorperbindung in den unterschiedlichen Anwendungen nachgewiesen werden (Kap. 2.1.3).
In der Western Blot-Analyse konnten viele unspezifische Banden detektiert werden. Mogli-
cherweise war unter diesen auch eine spezifische Farbung, die allerdings wegen des starken
Hintergrundes nicht eindeutig identifiziert werden konnte. Andererseits konnten NSDHL
und EBP nicht auf das SDS-Gel aufgetragen worden sein: beide Proteine besitzen trans-

membrane ER-Doménen und sind deshalb schwer von der Membranfraktion zu ldsen.

3.4. Cholesterinbiosynthese und Apoptose

Wihrend der Embryonalentwicklung beginnt die Expression der Schliisselenzyme der Cho-
lesterinbiosynthese an E8,0 im dorsalen Neuralrohr und kann spéter in dorsalen Wurzel-
und Cephalganglien, den Pharyngealbdgen und den Gliedmaflenknospen detektiert werden

[100]. Einige dieser Gewebe werden bald darauf wieder eingeschmolzen.

3.4.1. Colokalisation von Apoptose und Cholesterinbiosynthese in der
Embryonalentwicklung

In dieser Arbeit konnte erstmalig die Colokalisation von Cholesterinbiosynthese und Apop-

tose wihrend der Entwicklung von Méusen nachgewiesen werden. Die Untersuchung der
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apoptotischen Bereiche wihrend der Entwicklung erfolgte mit whole mount-Immunfirbun-
gen mit einem Antikorper gegen aktive Caspase-3, einem Apoptosemarker. Diese Versu-
che wurden an C57/Bl6J-Embryonen im Alter von E10,0 bis E11,5 durchgefiihrt. Dabei
konnte eine weitgehende Ubereinstimmung von apoptotischen Bereichen und Cholesterin-
biosynthese gezeigt werden. Vor allem in den Pharyngealbtgen, den Gliedmaflenknospen,
den dorsalen Wurzelganglien, dem Neuralrohr, dem Trigeminus-Ganglion und im Schwanz
konnten sowohl aktive Caspase-3 als auch die Schliisselenzyme der Cholesterinbiosynthese
detektiert werden (Kap. 2.1.2). Die Bereiche der Colokalisation von Cholesterinbiosynthese
und Apoptose sind Bereiche, die bei den humanen Missbildungssyndromen der Choleste-
rinbiosynthese wie beispielsweise CHILD, CDPX2 und SLOS betroffen sind. Dies ldsst auf
eine Storung der Apoptose schlieBen und damit auf ein pro- oder antiapoptotisches Signal,
das entweder ein Vorldufer oder ein Derivat von Cholesterin sein kénnte. Bei den Miss-
bildungssyndromen der Cholesterinbiosynthese scheint es unter anderem zu einer Stérung

der Apoptose zu kommen.

3.4.2. Was ist das apoptotische Signal?

Bei einem Defekt der lokalen Cholesterinbiosynthese in den unterschiedlichen Mausmu-
tanten kann der Mangel wahrend der Embryonalentwicklung offensichtlich nicht durch
maternales Cholesterin ausgeglichen werden und verursacht eventuell eine Fehlregulation
der Apoptose in unterschiedlichen Geweben. Dafiir spricht, dass es sich bei vielen der bei
den Mausmutanten betroffenen Geweben um apoptotische Gewebe handelt. Darunter sind
z. B. Neuralleisten-Derivate, durch deren Fehlfunktion es zu Symptomen wie Agangliose,
Gaumenspalte und Mikrognathia kommen kann. Zudem kann in den Mutanten ebenso
wie bei den humanen Missbildungssyndromen héufig Syn- und Kamptodaktylie beobach-
tet werden. Aufgrund der unterschiedlichen Phéanotypen werden scheinbar sowohl pro- als
auch antiapoptotische Signale gebildet. Steroidinduzierte und -inhibierte Apoptose wurde
auch in adulten Geweben und Zelllinien beobachtet [159, 3, 101].

Die Colokalisation von Cholesterinbiosynthese und Apoptose deutet darauf hin, dass Cho-
lesterin der Vorldufer eines apoptotischen oder antiapoptotischen Steroids sein koénnte.
Dafiir spricht, dass in den Geweben der embryonalen Cholesterinbiosynthese auch P450scc
und 35-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen anwesend sind, die fiir eine weitere Umsetzung
des Cholesterins benétigt werden [30]. Es konnte sich bei dem apoptotischen oder an-
tiapoptotischen Molekiil allerdings auch um ein Intermediat der Cholesterinbiosynthese
handeln.

Im Menschen sind Oxysterole als Apoptoseinduktoren bekannt [158]. Oxysterole entstehen
durch die Autoxidation von Cholesterin [153]. Sie sind beispielsweise bei Arteriosklerose
dafiir verantwortlich, dass Monozyten und Makrophagen, die das gefihrliche Lipidmate-

rial von den Gefiflwidnden abbauen konnen, durch Induktion der Apoptose ausgeschaltet
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werden [16].

Apoptotische Mechanismen kénnen auch durch transkriptionelle Mechanismen reguliert
werden. In vielen Sdugetiergeweben wie Brustdriise, Prostata, Ovar und Testis sind Ste-
roidhormon-Rezeptoren wichtige Regulatoren fiir die Apoptose [91]. Die Apoptose der
interdigitalen Bereiche wird durch die Transkription der Zielgene des BMP-Signalweges
induziert [113].

Mit den hier durchgefiihrten Versuchen konnte erstmalig eine Colokalisation von apoptoti-
schen Bereichen und Cholesterinbiosynthese gezeigt werden. Die Symptome der menschli-
chen Missbildungssyndrome CHILD, CDPX2 und SLOS lassen auf eine Stérung der Apop-
tose schliefflen und damit auf ein pro- oder antiapoptotisches Signal, das entweder ein

Vorlaufer oder ein Derivat von Cholesterin sein konnte.

3.5. Mausmodelle zur Untersuchung der defekten

Cholesterinbiosynthese und ihrer Folgen

Defekte in der Cholesterinbiosynthese fithren beim Menschen zu unterschiedlichen Mifibil-
dungssyndromen wie beispielsweise CHILD und CDPX2. Fiir diese Erkrankungen existie-
ren unterschiedliche Mausmodelle, die aber nicht umfassend charakterisiert sind. Deshalb

war geplant, die genaue Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit vorzunehmen.

3.5.1. Bare patches (Bpa) - ein Mausmodell fiir CHILD

Bei der Mauslinie Bpa, die fiir diese Untersuchungen ausgewihlt wurde, kommt es in
Exon 5 des NSDHL-Gens zu einer Deletion von 18 Basen (655del18), was zu einem Verlust
von sechs Aminoséduren fithrt (G147D, delTEDLPY). Inwieweit das Enzym dadurch seine
Funktionalitit verliert, ist nicht bekannt. Es wird jedoch ein auffalliger Phanotyp fiir diese
Miuse beschrieben [106].

3.5.2. Zum CDPX2-Modell: Tattered (Td)

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mauslinie T'd als Modell fiir das menschliche CDPX2-
Syndrom untersucht. Diese zeichnet sich durch eine Punktmutation im Ebp-Gen (G454A)
aus, das auf dem X-Chromosom lokalisiert ist. Durch diese Mutation kommt es zu einem
Aminoséureaustausch (G107R) in einem hoch konservierten Bereich des Enzyms, der sich
im Cytoplasma zwischen den Transmembrandoménen zwei und drei befindet [36] (Abb.
3.1).

Man geht davon aus, dass EBP vier transmembrane Doménen besitzt [63]. Es gibt aber
auch Vorhersagen, die von fiinf transmembranen Doménen ausgehen (Ensembl Daten-

bank). In beiden Féllen liegt die Schleife mit dem Aminosdureaustausch im Cytoplasma.
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Cytoplasma

ER-Lumen

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung von EBP. EBP ist ein Protein mit vier
transmembranen Doméinen. Bei Td-Miusen kommt es durch eine Punktmutation (G454A)
zu einem Aminosiureaustausch (G107R) in einem stark konservierten Bereich. (Abbildung
modifiziert nach [36])

Einige Strukturmotive sind zwischen Mensch, Maus und Ratte konserviert. Zu diesen
Bereichen zdhlen hydrophobe Regionen, die transmembranen Doménen und die Signal-
sequenz fiir die Lokalisation in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums. In den
transmembranen Doménen zwei bis vier befinden sich einige konservierte Aminosiuren
(His77, Glu®!, Glu'?3, Thr'?6, Asn'947 und Trp!¥7), die sich in der cytoplasmatischen Half-
te der transmembranen Segmente befinden und von denen man glaubt, dass sie die kataly-
tische Spalte siumen [118]. Eine konservierte cytoplasmatische Doméne (WKEYXKGDS
RY) zwischen den transmembranen Doménen zwei und drei scheint ebenfalls fiir die En-
zymfunktion wichtig zu sein. In diesem Bereich befindet sich die fiir den charakteristischen

Aminosidureaustausch veranwortliche Mutation der Td-Méiuse.

3.5.3. Embryotransfer - Probleme bei der Revitalisierung der Mauslinien

Zum Aufbau der Zucht erhielten wir vom Medical Research Council (MRC, Harwell) ein-

gefrorene Embryonen der Mauslinien Bpa®? und Td.

Bare patches

Von insgesamt zwei Embryotransfers (jeweils ein Straw mit ca. 25 Embryonen) der Bpa®"-
Méuse wurde nur ein einziges Weibchen geboren, bei dem es sich um ein Wildtyp-Weibchen
handelte (Kap. 2.2.1). Der Grund fiir diese sehr schlechte Ausbeute an geborenen M#usen
liegt wahrscheinlich an der Qualitdt der eingefrorenen Embryonen. Nach Riickfragen er-

hielten wird die Aussage, dass diese M&use auch bei MRC direkt nicht wieder revitalisiert
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werden konnten. Bei den Bpa®?-Miusen kinnte es sich aber auch um eine Linie handeln,
die sich nicht revitalisieren ldsst. Da die Chancen auf eine Anzucht als nicht sehr grof3
eingestuft werden konnten, wurde auf die Bestellung weiterer eingefrorener Embryonen

verzichtet. Daher war es nicht moglich, Auswirkungen dieser Mutation zu untersuchen.

Tattered

Auch der Embryotransfer der Td-Mause war mit Problemen behaftet. Beim ersten Em-
bryotransfer kamen zwar unter anderem zwei Weibchen zur Welt, bei denen es sich aber
ebenfalls um Wildtyp-Mause handelte. Bei einem zweiten Embryotransfer wurden fiinf
Weibchen und zwei Ménnchen geboren, wovon bei zwei Weibchen die Mutation im FEbp-
Gen nachgewiesen werden konnte. Es wurde noch ein dritter Embryotransfer durchgefiihrt,
um eine grofiere Startpopulation fiir die Zucht zu erhalten. Auch hier wurden keine leben-

den Nachkommen geboren.

Mbgliche Ursachen

Zum Aufbau der Zucht sollten die Mauslinien durch Embryotransfer revitalisiert wer-
den. Dies gelang bei Bpa jedoch nicht, auch bei Td traten Probleme auf. Als Ursache
fiir die unterschiedliche Geburtenrate der transferierten Td-Embryonen kann eine unsach-
geméifle Handhabung der Embryonen ausgeschlossen werden. Alle Embryotransfers wurden
von Mitarbeitern der Abteilung fiir Vergleichende Medizin des GSF-Forschungszentrums
durchgefiihrt, die grofle Erfahrung auf diesem Gebiet besitzen. Unterschiedliche Griinde
kommen fiir die schlechte Ausbeute an geborenen M#usen in Frage: Zum einen gibt es
Mausstdmme, die sich trotzt sachgeméfler Behandlung nicht wieder revitalisieren lassen.
Zudem kann die Qualitéit der einzelnen Straws stark variieren, selbst wenn diese gleich-
zeitig eingefroren wurden. Eine weitere Ursache fiir die Probleme bei der Revitalisierung
konnten auch die Mause sein, in welche die Embryonen eingesetzt werden. Stehen sie in
irgendeiner Art und Weise unter Stress (z. B. durch laute Gerdusche), so kann dies die

Aufnahmefiahigkeit stark mindern.

3.5.4. Zucht der Td-Mause

Nicht nur der Embryotransfer, sondern auch die Zucht der Td-Mé&use gestaltete sich
duflerst schwierig. Da die M&duse keinen definierten genetischen Hintergrund besaflen, wur-
den sie auf den C57/Bl6J-Hintergrund zuriickgekreuzt. Fiir die Untersuchungen ist ein
einheitlicher Hintergrund unerlésslich. Bei heterogenem Hintergrund der einzelnen Miuse
kann nicht einwandfrei gekliart werden, ob detektierte Befunde aufgrund der untersuch-
ten Mutation oder eventuell wegen des nicht einheitlichen Hintergrundes entstanden sind.

Unterschiedliche Mauslinien zeichnen sich beispielsweise durch Unterschiede in der Grofle,
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im Gewicht, der Fellfarbe und durch verschieden hohe Cholesterinwerte aus. Zunichst
musste zudem eine gréffere Anzahl an heterozygoten Td-Weibchen erreicht werden, um
bei der Entnahme einzelner Méuse den Fortbestand der Zucht nicht zu gefihrden. Die
Td-Mauslinie war durch Wiirfe mit geringer Nachkommenschaft gekennzeichnet. Zudem
wurde nur ein kleiner Anteil an weiblichen Nachkommen mit der gewiinschten Mutation
geboren (Kap. 2.2.3).

Da das Ebp-Gen auf dem X-Chromosom lokalisiert und die Mutation fiir ménnliche Tréger
im Embryonalstadium letal ist, wurden statistisch 25 % der Nachkommen schon vor der
Geburt wieder eingeschmolzen. Dies kann die kleinen Wurfzahlen jedoch nicht ausrei-
chend erkléren. In der Literatur wurde beschrieben, dass hemizygote Mannchen mit ei-
nem C57/Bl6J-Hintergrund lénger iiberleben (bis ca. E16,5) als beispielsweise mit einem
3H1-Hintergrund (E12,5) [36]. Deshalb konnte man davon ausgehen, dass die Symptome
der Ebp-Mutation mit dem gew#hlten Hintergrund schwicher sein sollten. Dagegen spricht
jedoch, dass im Laufe der Zucht von Generation zu Generation weniger 7'd-Weibchen gebo-
ren wurden. Der Phénotyp der Td-Weibchen koénnte sich mit dem C57/Bl6J-Hintergrund
verstéirken, wodurch bereits die Embryonen so stark beeintréichtigt werden, dass sie noch
vor der Geburt sterben. Bei Mannchen mit C57/Bl6J-Hintergrund schwécht sich der Ef-
fekt jedoch eher ab [36].

Die Mutation im FEbp-Gen koénnte zumindest in einigen Tieren zu einer Reduktion an
Cholesterin fithren. Cholesterin stellt unter anderem eine Vorstufe der Steroidhormone
wie z.B. Progesteron dar, die fiir die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft unerlésslich
sind. Defekte im Cholesterinbiosynthese-Weg kénnten somit iiber einen Mangel an Choles-
terin auch zu einem Mangel an fiir die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft wichtigen
Hormonen fiihren.

Sowohl fiir die Embryoentnahme als auch fiir die Untersuchung adulter Tiere konnten nur
vereinzelt Tiere aus der bestehenden Zucht entnommen werden, ohne den Fortbestand der
Td-Mauslinie zu gefdhrden. Fiir viele der in dieser Arbeit durchgefiithrten Experimente
wire jedoch die Untersuchung weiterer Tiere von Noten gewesen, um gesichertere Aus-
sagen treffen zu konnen. Eine statistische Auswertung der einzelnen Experimente konnte
ebenfalls aufgrund zu geringer Tierzahlen nicht durchgefiihrt werden.

Mit der Riickkreuzung auf einen definierten C57/Bl6J-Hintergrund verlor der Phénotyp
der Td-Méiuse etwas an Intensitét (Kap. 2.2.4), was mit der Literatur in Einklang steht
[36]. Hieran ist deutlich zu erkennen, dass der genetische Hintergrund zu Unterschieden
in der Auspragung fithren kann. Dennoch wurden selbst mit diesem einheitlichen Hinter-
grund immer wieder starke Unterschiede in der Ausprigung des Phanotyps bei hetero-
zygoten Td-Weibchen festgestellt. Einige dieser Weibchen starben schon im Alter von
wenigen Wochen, wohingegen andere eine normale Lebenserwartung hatten. Diese unter-

schiedliche Ausprigung kénnte auf die X-Inaktivierung zuriickzufiihren sein [28]. Zu dieser
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zufilligen Inaktivierung eines der beiden vorhanden X-Chromosomen kommt es in der Em-
bryonalentwicklung wéhrend des Blastozystenstadiums. Je nachdem, in welchen Geweben
die mutierte Form von Ebp exprimiert wird, kann dies zu schwécheren bzw. stédrkeren
Beeintrichtigungen fiithren.

Auch ist noch nicht bekannt, in wieweit die mutierte A8-A7-Sterolisomerase noch funkti-
onstiichtig ist. Da die Ebp-Mutation aber in einem hoch konservierten Bereich des Proteins
liegt, von dem angenommen wird, dass er fiir die Enzymfunktion wichtig ist, kann man
davon auszugehen, dass das Enzym seine Aktivitit zum Grofiteil einbiifit. Zur Klarung
dieser Fragen sollte in der vorliegenden Arbeit ein GC/MS-basiertes Analyseverfahren zur
Messung der enzymatischen Umsetzung durch EBP entwickelt werden (Kap. 2.3.3 und
3.6.2).

Im Normalfall werden Méause bei der Riickkreuzung ab der vierten oder fiinften Gene-
ration fiir Untersuchungen entnommen, da ab diesem Zeitpunkt von einem einheitlichen
genetischen Hintergrund ausgegangen werden kann. Die Td-M&use dieser Zucht wurden
bereits ab der dritten Generation fiir Untersuchungen herangezogen. Aufgrund der oben
beschriebenen Schwierigkeiten dauerte diese Zucht sehr lange. Deshalb mussten aus Zeit-
mangel bereits Méause fritherer Generationen untersucht werden. Dabei wurde jedoch dar-
auf geachtet, dass diese Mause zumindest phénotypisch bereits dem C57/Bl6J-Hintergrund

entsprachen.

3.5.5. Was zeigt das Mausmodell Tattered?
Phdnotyp und Symptome

Wiéhrend der gesamten, bis heute andauernden Zuchtphase der Td-Mauslinie waren die
heterozygoten Td-Weibchen stets durch ein struppiges Fell gekennzeichnet. Bei der Riick-
kreuzung auf den C57/B16J-Hintergrund konnte eine Abschwichung dieses phénotypischen
Merkmales beobachtet werden (Kap. 2.2.4). Diese Tatsache spricht, im Gegensatz zu der
zunehmend schlechteren Vermehrung der Mause, eher fiir eine mildere Auspriagung der
Ebp-Mutation im Vergleich zu den aus dem Embryotransfer hervorgegangenen Méusen.

Bei der genaueren Untersuchung zweier Wiirfe der dritten Generation konnte bestétigt
werden, dass Td-Weibchen im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern sowohl durch eine
geringere Korpergrofe als auch durch weniger Gewicht gekennzeichnet waren (Kap. 2.2.5).
Charakteristisch fiir diese Méuse scheint auch eine Verkiirzung der Schnauze zu sein. Dies
zeigten Rontgenaufnahmen der oben beschriebenen Wiirfe. Zusétzlich wurde eine stéirkere
Wolbung des Schédels im Vergleich zu Wildtyp-Méausen beobachtet. Des weiteren war bei
zwei der fiinf untersuchten Méuse eine Verkriimmung der Wirbelsiule (Skoliose) zu erken-
nen (Kap. 2.2.5). Diese Symptome wurden hier erstmalig fiir die Td-M&use beschrieben.

Analoge Symptome treten auch bei menschlichen CDPX2-Patienten auf.
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Morphologie unterschiedlicher Organe

Die histologischen Untersuchungen der Haut zeigten deutliche Verhornungsstérungen (Ich-
thyose), die sich hauptséchlich in Verdickungen der Hornschicht (Hyperkeratose) bemerk-
bar machten (Kap. 2.2.5). Teilweise gingen diese Veréinderungen mit Entziindungen einher.
Ichthyose stellt auch bei menschlichen CDPX2-Patienten ein Symptom dar, das bei fast
allen Betroffenen auftritt.

Bei zwei der fiinf untersuchten Td-Weibchen konnte eine Hydronephrose festgestellt wer-
den. Allerdings ist auch bekannt, dass C57/Bl6J-M#use mit zunehmendem Alter hiufig
eine Hydronephrose entwickeln. Bei den in dieser Arbeit untersuchten Mausen kann das
jedoch ausgeschlossen werden. Die Méuse waren zum Zeitpunkt der Untersuchung erst elf
Wochen alt, d.h. in einem Alter, in dem bei C57/B16-Wildtyp-M&usen noch keine Hydro-
nephrose auftritt. Hydronephrose wurde ebenfalls bei Patienten mit CDPX2 beschrieben

[36]. Bei Td-Mé&usen konnte sie hier erstmalig gezeigt werden.

Beeintrachtigt eine defekte Cholesterinbiosynthese auch die Cholesterinhomeostase?

Defekte der Cholesterinbiosynthese scheinen hauptsichlich Auswirkungen wihrend der
Embryonalentwicklung zu haben. Es ist allerdings fraglich, ob es neben einer eventuellen
Anreicherung von Intermediaten zu weiteren Beeintrichtigungen kommt. Einen Hinweis
darauf sollte die Untersuchung einiger Aspekte der adulten Cholesterinhomeostase liefern.
In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass sich die Cholesterinwerte im Plasma
der untersuchten 7T'd-Mause im Mittelwert nicht von ihren Wildtyp-Geschwistern unter-
schieden. Sowohl die Werte fiir Cholesterin, LDL und HDL zeigten im Durchschnitt kei-
ne signifikanten Anderungen. Allerdings war die Schwankung der einzelnen Werte in der
Gruppe der untersuchten Td-Weibchen sehr hoch. Dabei wurde Cholesterin und HDL in
sehr niedrigen Werten gemessen, LDL dagegen eher in sehr hohen Dosen im Vergleich
zu den Wildtyp-Geschwistern. Hohe Konzentrationen an LDL gelten als Risikofaktor fiir
Arteriosklerose und koronare Herzerkrankungen. Mause mit einem niedrigen Gesamtcho-
lesterinwert wiesen auch einen niedrigen HDL-Wert auf. Ansonsten war keine Tendenz in
den gemessenen Werten zu erkennen. Fiir fundierte Aussagen miisste eine grofiere Anzahl
an Mé&usen untersucht werden. Durch die Untersuchung der Expressionslevel einiger an der
Cholesterinhomeostase beteiligter Gene sollte ein erster Hinweis darauf erhalten werden,
ob die Defekte in der Cholesterinbiosynthese auch die Cholesterinhomeostase beeintréichti-
gen. Vorstellbar wiire eine vermehrte Aufnahme von Cholesterin aus der Nahrung, um den
durch die Mutation verursachten Cholesterinmangel auszugleichen. Hierbei stellt sich je-
doch auch die Frage, inwieweit die Cholesterinbiosynthese wirklich beeintriichtigt ist, d.h.

ob und um wieviel durch die Mutation der A8-AT7-Sterolisomerase weniger Cholesterin
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synthetisiert wird. Es ist durchaus vorstellbar, dass ein Cholesterinmangel hauptséchlich
in der Entwicklungsphase zum Tragen kommt, da hier viel mehr Cholesterin ben6tigt wird,
als das spéater nochmals der Fall ist. Wahrend der Entwicklung wird das Cholesterin nicht
nur zum Aufbau neuer Zellmembranen benétigt, sondern spielt auch eine wichtige Rolle
bei der Aktivierung des Morphogens Sonic Hedgehog (Shh).

Fiir die Untersuchung der Expressionslevel einiger an der Cholesterinhomeostase beteilig-
ter Gene wurde sowohl Lebergewebe wie auch Muskelgewebe von fiinf heterozygoten 7'd-
Weibchen und deren Wildtyp-Geschwister (sowohl Ménnchen als auch Weibchen) entnom-
men. Da im adulten Stadium die Cholesterinhomeostase hauptsichlich von der Leber aus
gesteuert wird, wurden nur die Ergebnisse aus der Leber verwendet. Bei der Interpretation
der erhalten Daten wurden die Expressionslevel der Td-Weibchen im Verhéltnis zu ihren
weiblichen Geschwistern betrachtet.

Die hier untersuchten Gene Abcal und Scarb! wurden in Td-Weibchen nicht reguliert.
Die Expression von Insig2 wurde um 20-30 %, die von Ldir um 10-25 % reduziert. Ppary
zeigte einen Anstieg der Expression um 10 %, Tcf712 um 10-25 %.

Von Ppary sind drei Isoformen bekannt, die sich lediglich in ihren 5’-Enden unterscheiden
[161, 112]. In der vorliegenden Arbeit wurden die einzelnen Isoformen nicht unterschie-
den. Sie werden hauptséchlich in Adipocyten, aber auch im Knochenmark, Milz, Testis,
Gehirn, Skelettmuskeln und der Leber exprimiert [43]. Ppary reguliert die Transkription
unterschiedlicher Gene und ist an der Differenzierung von Adipocyten beteiligt. Es wire
moglich, dass die drei Isoformen von Ppary unterschiedlich reguliert werden und es des-
halb in der Gesamtauswertung nur zu einem kleinen Anstieg der Expression kommt. Das
liele sich nur mit Hilfe einer quantitativen RealTime-PCR klédren, die diese drei Formen
unterscheiden kann. Die Expression von Ppary stellt jedoch vor allem im Vergleich Leber -
Muskel eine Ausnahme dar: Alle anderen hier untersuchten Gene zeigten im Verhiltnis zur
Leber nur eine Expression von 1-7 % im Muskel. Die Expression von Ppary lag dagegen
im Muskel bei 59-104 % (je nach endogener Kontrolle) im Vergleich zur Leberexpression
(Abb. 3.2).

Entscheidend fiir diese Analyse war die Auswahl der endogenen Kontrollen. Ein ideales
Housekeeping-Gen besitzt immer die gleiche Expression, wird also nicht durch die unter-
schiedlichen Versuchsbedingungen reguliert. Deshalb miissen vor dem eigentlichen Ver-
suchsstart unbedingt mehrere unterschiedliche Housekeeping-Gene getestet werden und
im Idealfall auch mehrere solcher Gene bei den einzelnen Versuchen mitgefithrt werden.
Schwierig wird die Wahl der endogenen Kontrolle, wenn mehrere unterschiedliche Gewebe
miteinander verglichen werden. Bei diesen Versuchen zeigte sich in Relation zu dem Hou-
sekeeping-Gen Hprt starke Schwankungen, die darauf schlieflen lassen, dass dieses Gen
in diesem Versuchsansatz selbst reguliert wurde und daher nicht als endogene Kontrolle

geeignet war.
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Abbildung 3.2: Vergleich der Expression einiger Gene der Cholesterinhomeostase
in Leber und Muskel. Dargestellt ist die Expression der einzelnen Gene von Wildtyp-
Weibchen in der Leber und im Muskel in Relation zu GAPDH. Die Expression in der Leber
wurde dabei als 100 % Expression definiert.

Um statistische Aussagen beziiglich der Regulation der hier untersuchten Gene treffen zu
konnen, miissten noch mehr Tiere untersucht werden. Zusétzlich konnten mehr an der
Cholesterinhomeostase beteiligte Gene in die Untersuchung mit einbezogen werden. Dafiir
wiirden sich z. B. die Gene Capni10, Kcnjl1 und Mc4r eignen, die ebenfalls eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Cholesterinhomeostase spielen.

Bei Patienten mit CDPX2 konnten abweichende erhthte Werte von 8-Dehydrocholesterin
und Cholest-8(9)-en-33-ol im Plasma und im Gewebe gemessen werden. In der Literatur
sind bei fiinf Wochen alten Td-Weibchen abnorme Sterolprofile beschrieben worden, die
im Vergleich zu Wildtyp-Méusen ebenfalls eine erhohte Menge an 8-Dehydrocholesterin
und Cholest-8(9)-en-33-ol zeigten [36]. Im Rahmen meiner Doktorarbeit konnten diese
Messdaten fiir die hier untersuchten Mé#use nicht iiberpriift werden, da keine etablierte
Messmethode zur Verfiigung stand.

Welche Erkenntnisse kann man durch die Betrachtung der Shh-Expression gewinnen?

Durch die Mutation im Ebp-Gen kommt es bei den Td-Méusen zu Stérungen, die schon die
Embryonalentwicklung betreffen. Heterozygote T'd-Weibchen zeigen an E10,5 und E11,5
eine im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen verdnderte Expression von Shh. Hemizygote
ménnliche Td-Embryonen wiesen an E13,5 deutlich sichtbare Missbildungen des Schidels
und der Gliedmaflen auf. Dabei kommt es zu einer Verringerung der Anzahl der Tasthaar-
follikel. In diesen wird Shh stark exprimiert.

Das verénderte Expressionsmuster von Shh scheint dabei auf Stérungen in der Entwick-

lung zuriickzufiihren sein. Bei den untersuchten Embryonen wurden weniger Tasthaarfol-
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likel gebildet, weshalb es zu einem verénderten Expressionsbild kam (Abb. 2.24). Auch bei
der Expression in den Gliedmaflenknospen ergab dieser Versuch nicht eindeutig, ob das
verdinderte Expressionsmuster auch auf eine verinderte Expression oder auf eine fehler-
hafte Entwicklung einzelner Gewebe zuriickzufithren ist. Durch die Stérung in der Cho-
lesterinbiosynthese konnte es {iber noch unbekannte Wege zu einer gestorten Entwick-
lung in einigen Bereichen des Embryos kommen. Die Shh-Expression lduft moglicherweise

storungsfrei ab, sie konnte allerdings vermindert sein.

Verdndertes Apoptosebild in Td-Embryonen?

Einige der bei CDPX2-Patienten und Td-Miusen auftretende Verdinderungen wie z.B.
Syn- und Kamptodactylie lassen auf einen gestorten apoptotischen Ablauf wihrend der
Entwicklung schlieBen. Ein Vergleich von apoptotischen Bereichen in betroffenen 7'd-
Embryonen mit deren Wildtyp-Geschwistern wére deshalb geeignet, um einen Hinweis
auf die Art der Storungen zu liefern. Auch ein genauerer Vergleich von heterozygoten 7'd-
Weibchen und hemizygoten 7Td-Ménnchen im Embryonalstadium wire von sehr grofiem
Interesse. Dabei konnten sich ebenfalls Unterschiede in der Apoptose zeigen, die eventuell
die schweren Schadigung der Ménnchen erkléren, die bei diesen zum Tode fiihren.

Die Untersuchung der Apoptose von Td-Weibchen und Td-Méannchen mit ihren Wildtyp-
Geschwistern zeigte keine Unterschiede in der Lokalisation der Apoptose bei Embryonen
von E9,5 bis E12,5. Bei den hemizygoten Td-Mannchen fiel die Intensitdt der Farbung
jedoch schwicher aus als bei deren Wildtyp-Geschwistern. Allerdings wurde dieser Ver-
such nur ein einziges Mal durchgefiihrt, da nicht mehr Embryonen zur Verfiigung standen
(Kap. 3.5.4). Fiir eine eindeutige Aussage beziiglich des apoptotischen Verhaltens miiss-
ten mehr Embryonen untersucht werden. Diese standen jedoch nicht zur Verfiigung, da
bei einer weiteren Embryoentnahme die Zucht der Mause gefiahrdet worden wiére. Die er-
zielten Hinweise lassen jedoch auf eine verringerte Apoptose, zumindest bei hemizygoten
Td-Méannchen, schlieen. Dies deutet darauf hin, dass es sich bei dem mit der Apoptose in

Zusammenhang stehenden Cholesterinderivat um ein proapoptotisches Molekiil handelt.

Bestimmung der Uberlebensdauer von hemizygoten Td-Minnchen

Die Mutation im FEbp-Gen ist fiir ménnliche Nachkommen der Td-Mauslinie letal. Da-
bei hingt der Zeitpunkt, an dem die ménnlichen Embryonen eingeschmolzen werden,
stark vom genetischen Hintergrund der entsprechenden Méause ab. Fiir Mause mit einem
C57/Bl6J-, 101/H- und Mus spretus-Hintergrund wurde beschrieben, dass sie zwischen
E16,5 und E18,5 sterben. Bei einem 3H1-Hintergrund tritt der Tod bereits an E12,5 ein
[36]. Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mzusen wurde ein Uberleben der

Ménnchen bis E13,5 beobachtet. Bei Embryoprédparationen ab E14,5 lielen sich keine
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ménnlichen Nachkommen mit der Mutation mehr identifizieren. Allerdings konnten auch
hier nur wenige Méause betrachtet werden, so dass es durchaus denkbar wéire, dass die
untersuchten trichtigen Weibchen keine ménnlichen Embryonen mit Mutation hatten.
Dagegen spricht allerdings, dass die ménnlichen 7'd-Embryonen an E13,5 bereits schwe-
re Defekte zeigten. Diese deuten ebenfalls darauf hin, dass die Embryonen nicht langer
iiberleben konnen. Die sichtbaren Defekte der Blutgefifie konnten auf eine Schidigung
des Herzens und des Kreislaufes hinweisen. Zudem wurde beobachtet, dass sich die duflere
Haut der Embryonen an einigen Stellen abzuldsen begann. Dies deutet auf Wassereinla-
gerungen hin, die ebenfalls durch Herzdefekte zustande kommen koénnten. Zudem waren
Missbildungen im Gesicht und bei der Gliedmafenentwicklung zu beobachten (Abb. 2.21).
Ob diese Beeintrichtigungen durch mangelndes Cholesterin entstehen oder ob es sich hier
um Sekundérschéden handelt, ist nicht bekannt. Diese Erscheinungen zeigen sich auch bei
weiblichen CDPX2-Patienten.

3.5.6. Vergleich von Mausmodellen unterschiedlicher menschlicher
Missbildungssyndrome - sind dadurch neue Erkenntnisse moglich?

Einige Symptome treten bei allen Cholesterinbioynthese-Mutanten gleichermafien auf. Ge-
webe, die in den unterschiedlichen Mausmutanten morphologisch oder histologisch be-
eintrachtigt sind, weisen gleichzeitig die stéirkste Expression der Cholesterinbiosynthese-
Enzyme auf [48]. Gesichtsdeformationen (z. B. Agnathia oder Mikrognathia), die die Folge
von defekten Neuralleisten-Zellen sind, werden sehr hiufig beobachtet. Charakteristisch
sind auch Gliedmaflenmissbildungen wie Syn- und Kamptodaktylie, die durch eine nicht
vollstéindige Trennung der Finger verursacht werden. Als alleinige Ursache fiir diese Miss-
bildungen ist ein Mangel an Cholesterin fiir die Neusynthese von Plasmamembranen eher
unwahrscheinlich. Einige Expressionsterritorien liegen in histologisch homogenen Gewe-
ben, deren Zellen den gleichen Bedarf an Cholesterin zur Neubildung von Plasmamembra-
nen haben sollten. Der Phénotyp der einzelnen Missbildungssyndrome, der sich in einigen
Bereichen deckt, spricht fiir einen spezifischen morphogenetischen Defekt.

Da alle untersuchten Enzyme der Cholesterinbiosynthese (Hmgcer, Nsdhl, Hsd17b7, Ebp
und Dher7) einheitlich exprimiert werden, kénnen einige Merkmale der einzelnen Sympto-
me, z. B. die Gehirndefekte bei menschlichen SLOS-Patienten oder die Ichthyose-Formen
bei CHILD und CDPX2, nicht durch unterschiedliche Expression erklért werden.

Der gravierendste Phénotyp bei SLOS betrifft das Gehirn und ist durch Mikrozephalie,
Holoprosenzephalie und geistige Retardierung charakterisiert [88]. Diese Symptome tre-
ten weder bei CHILD- noch CDPX2-Patienten noch im Mausmodell von SLOS auf. Ein
Ratten-Modell fiir SLOS, in dem durch die Verabreichung von AY 9944 die Aktivitdt der
Dher7 inhibiert wird, weist darauf hin, dass die Ursache fiir diese Gehirn-Defekte nicht

die Akkumulierung toxischer Intermediate, sondern ein Cholesterinmangel ist [57]. Andere
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Abbildung 3.3: Aufeinanderfolgende Defekte der Cholesterinbiosynthese. Dar-
gestellt ist ein Ausschnitt der Cholesterinbiosynthese. NSDHL und EBP sind fiir die bei
menschlichen Patienten bekannten Missbildungssyndrome CHILD und CDPX2 verantwort-
lich. HSD17B7 katalysiert den Syntheseschritt dazwischen und koénnte somit ein Kandidat
fiir ein weiteres, bis jetzt noch nicht identifiziertes Missbildungssyndrom sein.
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Veroffentlichungen zeigen jedoch, dass AY 9944 nicht spezifisch die Dher7 hemmt, sondern
auch die A8-A7-Sterolisomerase und die Sphingomyelinase-Aktivitidt [180]. Ein Einfluss
von anderen unphysiologisch hoch konzentrierten Cholesterinvorldufern auf die Pathologie
der Gehirndefekte bei menschlichem SLOS ist nicht auszuschliefien.

Patienten mit CHILD und CDPX2 leiden unter Ichthyose, einer entziindlichen Hauter-
krankung, die bei SLOS-Patienten nicht beobachtet wird. Auch diese Hauterkrankungen
sind vermutlich auf einen toxischen Effekt von Sterolen zuriickzufiihren, die aufgrund der
defekten enzymatischen Schritte akkumulieren. Da bei CHILD und CDPX2 fast aufein-
anderfolgende Schritte blockiert sind, kénnte es sich bei den angehduften Vorldufern um
strukturell &hnliche Molekiile handeln.

CHILD und CDPX2 sind sich in einigen Symptomen sehr dhnlich und weisen beide Chon-
drodysplasia punctata, Gliedmaflendefekte, Missbildungen im Gesicht, Herz-, Lungen- und
Nierendefekte und Kleinwiichsigkeit auf. Bei CHILD treten verkiirzte oder fehlende Glied-
mafen auf, die Symptome sind jedoch strikt unilateral ausgeprégt. Bei CDPX2 fehlen die
Gliedmafien nie. Auflerdem sind beide Korperhélften gleichermaflen von den Symptomen
betroffen. Die Untersuchung der Mausmodelle Bpa®” und Td im Vergleich kénnte viele
neue Aufschliisse iiber die Unterschiede und Gemeinsamkeiten dieser Missbildungssyndro-
me liefern. Zudem war zu Beginn meiner Arbeit die Untersuchung einer Hsd17b7-Knock-
out-Maus geplant, die zu dieser Zeit in unserer Arbeitsgruppe generiert wurde [125]. Diese
konnte als Modell fiir eine noch nicht identifizierte Stoffwechselerkrankung die Choles-
terinbiosynthese betreffend fungieren, da Hsd17b7 den Schritt zwischen Nsdhl und Ebp
katalysiert (Abb. 3.3). Durch die vermutete Ahnlichkeit mit diesen Syndromen ist es auch
wahrscheinlich, dass die Auswirkungen eines Defektes der HSD17B7 félschlicherweise als
CHILD oder CDPX2 diagnostiziert werden kénnten. Ein Vergleich von drei Mausmu-
tanten, bei denen drei aufeinanderfolgende Schritte des Cholesterinbiosynthese-Wegs blo-
ckiert sind, wiirde viele neue wichtige Erkenntnisse liefern. Leider schlug die Generierung
der Hsd17b7-Knock-out-Mauslinie bis heute fehl. Die Bpa®”-Mauslinie war nicht zu re-
vitalisieren; aus dem Embryotransfer gingen keine lebenden Mé#use mit der erwiinschten
Mutation hervor.

Ein erster Hinweis auf mogliche Ursachen fiir die Auswirkungen dieser Mutationen liefle
sich durch die Betrachtung der Proteinexpression der jeweiligen Enzyme wihrend der Em-
bryonalentwicklung gewinnen. Dazu miissten zunéchst funktionstiichtige Antikorper gegen
Nsdhl und Ebp generiert werden.

Ein weiterer wichtiger Punkt wire hier die Betrachtung der mRNA- und/oder Protein-
Expression von Shh. In der Embryonalentwicklung besteht ein Zusammenhang zwischen
dem Shh-Signalweg und Cholesterin. Hh-Proteine fungieren als Morphogene und sind an
der Organogenese, der Ausbildung des Gehirns und der Knochenentwicklung beteiligt.

Aktive Hh-Proteine werden durch eine C-terminale Cholesterinmodifikation an die Zell-
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membran gebunden (Abb. 3.4) [7, 130]. Patched (Ptch), der Rezeptor der Hh-Proteine,
enthélt eine hochkonservierte Sterol Sensing Domain (SSD), die Cholesterin oder dessen
Derivate bindet [22, 98]. Cholesterinbiosynthese-Inhibitoren wie AY 9944 [136] und cho-
lesteriniihnliche Pflanzenalkaloide wie Cyclopamin [81] kénnen zudem embryonale Miss-
bildungen verursachen, die denen bei Mutationen im Shh-Gen #hneln [31, 57]. Diese Ahn-
lichkeit ist eine Bestétigung fiir die Verbindung zwischen der Cholesterinbiosynthese und

dem Shh-Signalweg.

Palmitat—_—________1—Cholesterin @
4 N\ g R
T Ptc Smo
Palmitat

T

/déﬂ/\( Gli Proteine
Hor Cholesterin

= —
SHH Precusor Protein l

Shh Zielgene
(Ptch, Wnt, Pax,...

Nukleus Nukleus

Shh-exprimierende Zelle Shh-Zielzelle

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der Shh-Signaltransduktion. Das Shh-
Vorldauferprotein wird nach Abspaltung des Signalpeptids durch die C-terminale Doméne au-
tokatalytisch gespalten. Gleichzeitig wird Cholesterin kovalent C-terminal an die N-terminale
Doméne gebunden. N-terminal wird eine Palmityl-Gruppe angehéngt. Die Reaktion zu die-
sem Signal wird durch die zwei transmembranen Proteine Patched (Ptc) und Smoothened
(Smo) reguliert. Ptc unterdriickt die Aktivitdt von Smo und die Bindung von Shh zu Ptc
inhibiert diese Funktion. Dies fithrt zu einer Aktivierung von Smo, wodurch es zu einer tran-
skriptionellen Reaktion durch die Gli-Familie der Transkriptionsfaktoren kommt. (Abbildung
modifiziert nach [32])
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3.6. Entwicklung eines GC/MS-basierten Analyseverfahrens fiir
die Bestimmung der Aktivitat unterschiedlicher Enzyme der

Cholesterinbiosynthese

In der vorliegenden Arbeit sollte die Aktivitdt der Enzyme NSDHL, HSD17B7 und EBP,
die eine zentrale Rolle in der Cholesterinbiosynthese spielen, eingehender untersucht wer-
den. Die Bestimmung der Aktivitéit dieser Enzyme konnte wichtige Informationen liefern,
um Auswirkungen von Mutationen auf Stoffwechselprozesse zu erkldren. Deshalb sollten
zuniichst die enzymatischen Umsetzungen in Zellkultur nach einer Uberexpression des je-
weiligen Proteins gemessen werden. Davon ausgehend war eine genauere Untersuchung der
Aktivitdt von mutierten Proteinen (wie z. B. im Fall der Tattered-Mausen bzw. bekann-
ter Mutationen, die beim Menschen auftreten) bzw. bei verringerter Proteinmenge (durch
RNAI) geplant.

Fiir diese enzymatischen Messungen standen theoretisch mehrere Methoden zur Wahl.
Fine Moglichkeit zur Trennung von Zymosteron und Zymosterol stellt die Diinnschicht-
chromatographie dar, ein physikalisch-chemisches Trennverfahren [111]. Aussagen iiber die
Quantitdt des enzymatischen Umsatzes sind mit dieser Methode jedoch nur bei Verwen-
dung radioaktiv markierter Substanzen méoglich, die kommerziell nicht erhéltlich waren.
Eine Messung der Umsetzung mittels HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
und Durchfluss-Szintillation wére ebenfalls denkbar gewesen [34]. Mit dieser Methode kann
auch eine Quantifizierung der enzymatischen Umsetzung durchgefithrt werden. Allerdings
ergab sich auch hier die Schwierigkeit, dass die zu untersuchenden Substanzen nicht radio-
aktiv markiert erhéltlich waren. Die Herstellung dieser Substanzen auf Bestellung hitte
den finanziellen Rahmen dieser Arbeit jedoch gesprengt.

Da fiir die durch NSDHL und HSD17B7 katalysierten Reaktionen jeweils der Cofaktor
NADPH benétigt wird, wire in diesen Fillen auch die Messung der Cofaktorabsorption bei
340 nm moglich. Dazu wird nach einer Aufreinigung des jeweiligen Proteins, NSDHL bzw.
HSD17BY7, die enzymatische Aktivitidt mit Hilfe der UV /VIS-Spektroskopie gemessen. Bei
der Oxidation des Cofaktors NADPH zu NADP™ nimmt die Absorption bei 340 nm ab.
Allerdings kann mit dieser Methode nicht bestimmt werden, ob andere Intermediate bei
der Umsetzung entstehen. Zudem bereitet die Aufreinigung der HSD17B7 einige Schwie-
rigkeiten und die Verfiigbarkeit des isolierten Proteins in ausreichenden Mengen stellt eine
Limitierung dar. Da NSDHL eine transmembrane Doméne besitzt ist zu erwarten, dass
die Aufreinigung ebenfalls zu Problemen fithren kann.

Die Bestimmung der Aktivitdt durch eine GC/MS-basierte Messung ertffnet die Moglich-
keit einer qualitativen und quantitativen Analyse mit sehr hoher Prizision. Sie bietet
dariiber hinaus den Vorteil, dass nicht mit radioaktiv markierten Substanzen gearbeitet

werden muss. Fiir diese Untersuchungen wurden die Ansdtze zunichst mittels Festpha-
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte bei der Detektion
mittels GC/MS. Die einzelnen Proben miissen zunéchst aufgereinigt werden. Anschlieend
erfolgt eine Derivatisierung. Die Proben werden dann in die GC/MS gebracht und mit Hilfe
dieser die Substanzen gemessen und identifiziert.
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senextraktion aufgereinigt. Zur besseren Detektion wurden die Substanzen anschliefflend
derivatisiert und dann gemessen. In der Auswertung erfolgte die Zuordnung der gemesse-
nen Substanzen (Abb. 3.5).

3.6.1. Auswahl einer geeigneten Zelllinie fiir die Aktivitdtsmessung

Fiir die Messung der enzymatischen Umsetzungen wurde ein in vitro- Ansatz gewéhlt. Dazu
wurde der pcDNA3-Vektor fiir die eucharistische Expression in die entsprechenden Zellen
transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet und bis zur Messung
bei -80 °C aufbewahrt.

Da der enzymatische Umsatz dieser Enzyme bislang nicht in Zellkultur mittels GC/MS
gemessen wurde, konnte nicht auf Erfahrungen anderer Arbeitsgruppen zuriickgegriffen
werden. Die Auswahl der zu verwendenden Zelllinie hing im Wesentlichen von zwei Fak-
toren ab. Fiir die Versuche war eine effiziente Transfektion von grofier Bedeutung. Zudem
sollten die Zellen einfach in der Handhabung sein.

Fiir Versuche zur steroidogenen Wirkung einiger Hydroxysteroid-Dehydrogenasen (HSDs)
haben sich die Zellen Hek293 [77] und HeLa [107] bewéhrt. Beide Zelllinien zeichnen
sich zudem durch eine problemlose Handhabung und eine gute Transfektionseffizienz aus.
Deshalb wurden beide Zelllinien fiir diese Versuche getestet. Da sich keine messbaren
Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien fiir diese Versuche zeigten, wurden in der
vorliegenden Arbeit HeLa-Zellen verwendet. Auch die shRNA-Vektoren wurden stabil in
eine HeLa-Zelllinie transfiziert (Kap. 2.4.4). Damit sollte eine bessere Vergleichbarkeit der

einzelnen Versuchsansitze gewihrleistet werden.

3.6.2. Herausforderungen bei der Entwicklung eines GC/MS-basierten
Analyseverfahrens zur Bestimmung der Aktivitat von EBP in vitro

EBP katalysiert die Isomerisierung von Zymosterol zu A7,24-Cholestadienol sowie die
Isomerisierung von AS8-Cholestadienol zu Lathosterol (Abb. 3.6). Die Massenspektren
fiir Zymosterol und Lathosterol konnten in underivatisierter und derivatisierter Form
ermittelt werden (Kap. A.3.1). Allerdings waren weder A7,24-Cholestadienol noch AS8-
Cholestenol als Substanz kommerziell erhéltlich, noch waren ihre Referenzspektren in der
NIST-Spektralbibliothek vorhanden.

Die Spektren von Zymosterol und Lathosterol sind sich sehr dhnlich, weshalb es nicht
moglich war, diese Substanzen alleine durch die Betrachtung der Molekiilionen zu unter-
scheiden. Durch die Identifizierung weiterer charakteristischer Ionen mit hohem Moleku-
largewicht konnten die Substanzen schlielich identifiziert werden. Allerdings hatte dies
eine deutliche Reduktion der Signalintensitit zur Folge. Gleichzeitig zeigte sich, dass die

Fragmentierung der underivatisierten und derivatisierten Substanzen in mehrere charakte-
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Umsetzung von Zymosterol zu
Lathosterol. Die Isomerisierung von Zymosterol zu A7,24-Cholestadienol bzw. von AS8-
Cholestenol zu Lathosterol wird durch EBP katalysiert.

ristische Ionen der von Cholesterin entspricht. Da Cholesterin in allen Zellen vorhanden ist,
erhélt man einen sehr hohen Hintergrund, der eine genaue Quantifizierung der eigentlich

zu untersuchenden Substanzen stark beeintréchtigt.

3.6.3. Analyseverfahren fiir die enzymatische Umsetzung von Zymosteron zu
Zymosterol durch die Katalyse von HSD17B7

HSD17B7 wurde erst vor kurzem als letztes unbekanntes Enzym der Cholesterinbiosynthe-
se identifiziert [111]. Es katalysiert die Umsetzung von Zymosteron zu Zymosterol, wobei
die Ketogruppe an C3 des Steroidgeriists mit Hilfe des Cofaktors NADPH in eine Hydro-
xygruppe umgewandelt wird (Abb. 3.7). Im Cholesterinbiosyntheseweg katalysiert dieses
Enzym den Schritt zwischen den Enzymen NSDHL und EBP, die bei einer Dysfunktion
fiir schwere Krankheitsbilder (CHILD und CDPX2) verantwortlich sind. HSD17B7 kénnte
deshalb ein potentieller Kandidat fiir eine weitere bis jetzt nicht identifizierte Stoffwech-
selerkrankung sein. Die Betrachtung der enzymatischen Umsetzung dieses Enzyms und
moglicherweise auftretender Intermediate kénnten einen ersten Hinweis auf solche Funk-

tionsstérungen geben.
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Umsetzung von Zymosteron zu Zy-
mosterol. Die Umsetzung von Zymosteron zu Zymosterol wird durch das Enzym HSD17B7
katalysiert. Bei dieser Reaktion dient NADPH/H™ als Cofaktor.

Bestimmung der Messparameter

Vorversuche zeigten, dass eine Derivatisierung der Substanzen fiir eine ausreichende Emp-
findlichkeit bei niedrigen Substratkonzentrationen notwendig ist. Zudem wurden die Pa-
rameter fiir die Quantifizierung im SIM bestimmt. Dabei wurden jeweils die Molekiilionen
gemessen. Diese weisen das héchste Masse-/Ladungsverhiltnis der jeweiligen Substanz auf.
Je hoher dieses Verhiltnis ist, desto exakter kann die Substanz quantifiziert werden. Bei
einem geringen Masse-/Ladungsverhéltnis wird mehr Hintergrund detektiert, wodurch die
quantitative Analyse erschwert wird. Auch hier hat sich bestétigt, dass die Empfindlichkeit
der Messung im SIM im Vergleich zum Scan-Modus deutlich gesteigert wird.

Linearitat der Verhdltnisse der Analysesubstanzen

Fiir die Quantifizierung ist ein linearer Zusammenhang zwischen den Messwerten und
der eingesetzten Konzentration Voraussetzung. Abweichungen von der Linearitéit konnen
beispielsweise durch unterschiedliche Affinitdt der Substanzen zur Sédulenmatrix hervorge-
rufen werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Messwerte an Zymosteron
und Zymosterol den eingesetzten Konzentrationen entsprachen (Kap. 2.3.4). Damit ist ein
direkter Riickschluss von der quantifizierten Konzentration auf die eingesetzte Konzentra-

tion moglich.

Optimierung der Aufreinigung

Die Aufreinigung der einzelnen Proben mittels Festphasenextraktion erwies sich als schwie-
rig. Bei der Festphasenextraktion handelt es sich um einen physikalischen Extraktionspro-
zess, der zwischen einer flitssigen und einer festen Phase stattfindet. Die Trennung von
Analyt und Matrix wird durch eine reversible Wechselwirkung des Analyten mit der fes-
ten Phase des Sorbens ermdoglicht.

Bei Zymosteron und Zymosterol handelt es sich um hydrophobe Substanzen. Hydropho-
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be Analyte besitzen eine starke Bindung an Reversed-Phase-Sorptionsmittel. Anhand des
Polaritiatsindex P’; der die Féahigkeit des Losungsmittels angibt, als Protonendonor, Pro-
tonenakzeptor oder Dipol zu reagieren, kann eine theoretische Vorauswahl eines geeig-
neten Elutionsmittels getroffen werden. Fiir die Elution der hier verwendeten Substrate
sollten hydrophobe Losungsmittel besser geeignet sein als hydrophile. Diethylether und
Ethylacetat sind solche Losungsmittel und haben sich auch experimentell fiir diesen An-
satz bewéhrt. In den Experimenten wurden verschiedene polymerbasierte SPE-Sédulen ver-
wendet, die sich durch eine erhthte Stabilitit gegeniiber Losungsmitteln auszeichnen.

Auch nach Festphasenextraktion verblieben Zellfragmente in den Proben, die die GC/MS-
Anlage verunreinigten. Dies machte sich durch eine verringerte Trennleistung und einen
hoheren Hintergrund bei den einzelnen Messungen bemerkbar. Zudem wurde die Auswer-
tung der Daten erschwert, da neben den zu messenden Substanzen Zymosteron und Zymos-
terol viele Cholesterinderivate aus den Zellen gemessen wurden, die die eigentlichen Peaks
iiberlagerten. Charakteristische Ionen von Cholesterintrimethylsilylether entsprechen den
Molekiilionen von derivatisiertem Zymosteron und Zymosterol. Mit der Hydrophobizitéit
des Elutionsmittels nahm auch der unspezifische Hintergrund zu. Die Signalintensitit un-
ter verschiedenen Elutionsbedingungen sind daher nur bedingt vergleichbar. Nach Abzug

des Hintergrundes wurden mit Ethylacetat jedoch die besten Ergebnisse erzielt.

Messung der Aktivitdt von HSD17B7 in vitro

Eine Quantifizierung des Umsatzes von Zymosteron zu Zymosterol war bei einer Uber-
expression von muriner Hsd17b7 (mHsd17b7) und humaner HSD17B7 (hHSD17B7) trotz
der vorher beschriebenen Schwierigkeiten moglich. Die Uberlagerung der Peaks der Analy-
ten durch Cholesterinderivate erforderte das Mitfithren einer Kontrollprobe. Dazu wurde
bei jeder Versuchsdurchfithrung auch eine identische Probe ohne Zugabe des Substrates
gemessen

Bei einer Konzentration von 10 uM Zymosteron im Reaktionsansatz und einer Inkuba-
tionszeit von 90 min wurde fiir mHsd17b7 ein Umsatz von 84-91 % und fiir hHSD17B7
von 79-88 % bestimmt. HeLa-Zellen, die ausschlieSlich mit dem pcDNA3-Plasmid trans-
fiziert wurden, zeigten bereits einen Grundumsatz von 39-47 %, der durch die endoge-
ne HSD17B7-Expression zu erklidren ist. Dabei schwankten die Werte bei den einzelnen
Messungen. Es konnte hier jedoch eine Methode etabliert werden, die der Messung der
enzymatischen Aktivitat von HSD17B7 dient.

Messung der Aktivitdt von HSD17B7 in HeLa T-REx/shHSD17B7

Fin Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode fiir die Messung des durch HSD17B7 kataly-

sierten enzymatischen Umsatzes von Zymosteron zu Zymosterol zu etablieren. Ausgehend
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von dieser Methode sollte auch der Umsatz in HeLa T-REx/shHSD17B7 nach Induktion
der RNAi gemessen werden, um Erkenntnisse iiber die Auswirkungen einer verminder-
ten HSD17B7-Proteinexpression zu erhalten. Diese sollten mit einer Funktionsstorung des
Proteins vergleichbar sein, welche z. B. durch eine Mutation des HSD17B7-Gens verur-
sacht sein konnte.

Hierbei ergaben sich mehrere Probleme. Unterhalb einer Zymosteron-Zugabe von 10 uM
war keine Detektion und Quantifizierung in der GC/MS mdglich. Dies ist vor allem durch
Verluste wihrend der Aufreinigung bedingt. Allerdings liegt eine 10 pM Zymosteron-
Konzentration weit iiber dem physiologischen Level. Eine Untersuchung von Stérungen
der Cholesterinbiosynthese, ausgelst durch eine Beeintrachtigung der HSD17B7, war da-
her mit der hier etablierten Methode nicht mdoglich.

Der hohe HIntergrund stellte ein weiteres Problem dar. Es werden viele Cholesterinderivate
mitgemessen, die zum Teil stéirkere Signale zeigen als die zu messenden Substrate. Zudem
kann nicht unterschieden werden, welche Intermediate in den Zellen schon vorhanden sind
und ob durch die Blockierung der HSD17B7 andere Intermediate entstehen.

3.6.4. Chancen und Herausforderungen der GC/MS-Analyse

Fiir die Messung der enzymatischen Umsetzung von Zymosteron zu Zymosterol ist eine op-
timale Aufreinigung des Zellextraktes unerlésslich, die zu einer hohen Signalintensitit und
einem geringen Hintergrund fiihrt. Der hohe Hintergrund, der in den hier durchgefiihrten
Versuchen nicht verringert werden konnte, erforderte die Subtraktion einer Kontrollprobe,
was wiederum zu Ungenauigkeiten in der quantitativen Analyse fiihrte.

Um die Prézision der Messungen zu erhohen, konnte auch die Menge an eingesetztem
Substrat erhoht werden. Dabei wire eine Substratinhibition des Enzyms allerdings sehr
wahrscheinlich. Diese mogliche Inhibition miisste in einer eigenen Versuchsreihe bestimmt
werden. Zudem konnen die Auswirkungen einer beeintriachtigten enzymatischen Umset-
zung so nicht mehr untersucht werden.

Trotz der sich ergebenden Schwierigkeiten bietet die GC/MS-basierte Messung die Chan-
ce, das Enzym HSD17B7 naher zu charakterisieren und neue Einblicke in die Auswirkun-
gen von Mutationen des HSD17B7-Gens auf die Cholesterinbiosynthese zu erhalten. Die
GC/MS-Analyse ermoglicht auch das Modellieren von Kinetiken. Dadurch kénnte der Um-
satz im zeitlichen Verlauf betrachtet werden, was weitere Aufschliisse iiber die Wirkung
der HSD17B7 liefern konnte. Die Messung unterschiedlicher Substratkonzentrationen in
Abhéngigkeit der Produktbildungsrate wiirde die Aufstellung eines formalkinetischen Mo-
dells ermoglichen. Dadurch kénnten Aussagen iiber die Umsatzgeschwindigkeit und eine
vorliegende Inhibition des Enzyms getroffen werden.

Die Messung der stabil HSD17B7-shRNA exprimierende Zelllinie kénnte Erkenntnisse {iber

die Auswirkungen einer Downregulation der HSD17B7-Aktivitat liefern. In diesem Zusam-
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menhang kénnte nach anderen Enzymen gesucht werden, die gemeinsam mit der HSD17B7
reguliert werden. Eine Messung im Scan-Modus kénnte neu entstandene Metabolite auf-
zeigen. Damit kénnte auch nachgewiesen werden, ob HSD17B7 ein Kandidat fiir die Ver-
ursachung diverser Krankheitsbilder ist, die mit fehlender oder eingeschriankter Aktivitéit

von Schliisselenzymen der Cholesterinbiosynthese in Verbindung gebracht werden.

3.7. RNA Interferenz - das richtige Werkzeug?

Die RNA Interferenz stellt eine relativ neue Methode zur gezielten Reduktion eines be-
stimmten Genprodukts dar. Dadurch er6ffnen sich vollig neue Untersuchungsmoglichkei-
ten, um Auswirkungen defekter Stoffwechselwege, wie der Cholesterinbiosynthese, genauer
zu betrachten. In dieser Arbeit wurden Konstrukte kreiert, die die Down-Regulation von
NSDHL, HSD17B7 und EBP ermoglichen. Als Negativkontrolle fiir diese Versuche diente

ein Konstrukt fiir den Knock-down von lacZ.

3.7.1. Bedeutung der richtigen Sequenzauswahl fiir die siRNAs

Sequenzen fiir den effektiven Knock-down von NSDHL, HSD17B7 und EBP standen zu
Beginn meiner Arbeit nicht bereit. Verschiedene siRNAs, die an unterschiedliche Regio-
nen der selben Target-mRNA binden, zeigen unterschiedliche Knock-down Effizienzen [74].
Einige Arbeitsgruppen haben unterschiedliche Parameter fiir den siRNA-induzierten Gen-
Knock-down optimiert, die die Lénge, die Sekundérstruktur und die Sequenzspezifitit des
siRNA-Duplexes mit einschlieflen. Die Effektivitéit dieser Parameter wurden bei der In-
duktion der RNAi in D. melanogaster und in humanen Zellen mehrfach getestet [42, 140].
Daraus konnte zwar kein Konsensus fiir die Auswahl von siRNAs entwickelt werden, aber
es wurden einige Richtlinien zur Generierung von siRNAs entdeckt. Die Sequenzen sollten
nach dem Muster AA(Ng)TT gestaltet sein und am 3’-Ende einen Uberhang von 2 Nu-
kleotiden aufweisen. Zudem scheint eine 5-Phosphatgruppe und eine 3’-Hydroxygruppe
fiir die Effektivitdt von Bedeutung zu sein. Mittlerweile stehen einige Programme zur
Verfiigung, die unterschiedliche Algorithmen bei der Auswahl der Sequenzen beriicksich-
tigen und somit eine Vorauswahl an effektiven Sequenzen ermdoglichen.

Diese so ausgewihlten siRNA-Sequenzen mussten experimentell getestet werden. Insbe-
sondere fiir den Knock-down von HSD17B7 zeigte sich, dass die Vorhersagen beziiglich der
Knock-down-Fahigkeiten einzelner Sequenzabschnitte oftmals nicht zutrafen (Kap. 2.4.2).
Es scheinen also auch noch andere, bis jetzt nicht bekannte Faktoren eine Rolle bei der
RNAIi zu spielen.
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3.7.2. Unterschiedliche Bereitstellung von siRNAs

Fiir die Generierung von siRNAs standen zu Beginn dieser Arbeit unterschiedliche Me-
thoden zur Verfiigung. Eine Moglichkeit zur Generierung von siRNAs besteht in der che-
mischen Synthese. Solche siRNAs werden von einigen Firmen vertrieben. Hierbei hat man
die siRNAs schnell zur Verfiigung und kann sofort mit den Experimenten beginnen. Aller-
dings waren die synthetischen siRNAs zu dem benétigten Zeitpunkt relativ teuer. Zudem
hétten fiir jedes Gen mehrere unterschiedliche Sequenzen zur Optimierung bestellt werden
miissen (Kap. 3.7.1). Bei den synthetisierten siRNAs handelt es sich um RNA, die sehr
anfillig fiir Degradierung ist.

Des weiteren standen unterschiedliche Systeme zur in vitro-Transkription von siRNAs zur
Verfiigung. Diese sind kostengiinstiger als chemisch synthetisierte siRNAs, liefern aber
nur eine begrenzte Menge an Material. Eine Mo6glichkeit, um die Auswahl von effektiven
siRNA-Sequenzen zu vermeiden, ist der Verdau langer doppelstringiger RNA (dsRNA)
durch ein Enzym der RNaselll-Familie. Dabei erhéilt man eine zufillige Auswahl an siR-
NAs [37]. Daftir wihlt man einen ca. 200-1000 nt Bereich der Target-mRNA aus. Diese
wird anschlieBend in wvitro verdaut. Der erhaltene Mix unterschiedlicher siRNAs kann
anschlieend transfiziert werden. Dabei erhédlt man jedoch keinen eindeutigen Vorgang.
Bruchstiicke kénnten auch an andere mRNAs als die gewiinschte binden, so dass nicht
mehr zweifelsfrei festgestellt werden kann, ob der beobachtete Effekt allein durch den
Knock-down des Target-Gens entstanden ist. Unspezifische Effekte konnten hierbei die
Ergebnisse verfilschen.

Bei den oben beschriebenen Methoden gibt es keine Moglichkeit zur Amplifizierung der
siRNAs. Diese Problematik wird bei der Verwendung von siRNA-Expressions-Kassetten
(SECs) und siRNA-Expressions-Vektoren vermieden. Sie erlauben es, siRNA de novo in-
nerhalb der Zellen zu generieren. SECs wurden erstmalig von Castanotto beschrieben und
besitzen ebenso wie die Vektoren eine Sequenz, die fiir die entsprechende haarnadelformi-
ge siRNA codieren [20, 23, 102, 128, 156]. Diese Methoden erméglichen die Bereitstellung
einer ausreichenden Menge an siRNAs.

Ich habe mich in dieser Arbeit fiir die Bereitstellung der siRNAs mit Hilfe shRNA-
exprimierender Vektoren entschieden. Zusétzlich zu einer beliebigen Menge an shRNAs
bieten sie den Vorteil, dass man sie stabil in Zellen transfizieren kann. Allerdings nimmt
die Klonierung dieser Vektoren einige Zeit in Anspruch und die einklonierten Sequenzen

miissen unbedingt zur Kontrolle sequenziert werden.

3.7.3. Limitierung der transienten Transfektion

Die Untersuchung der Effekte auf die Cholesterinbiosynthese in Zellkultur durch RNAi

wurde mit Hilfe von shRNA-exprimierenden Vektoren durchgefiihrt. Diese bieten den Vor-
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teil, dass die shRNA in der Zelle generiert wird und dort in gréflerem Mafle zur Verfiigung
steht. Ein Problem stellt die Transfektionseffizienz dar. Unterschiedliche Zelllinien lassen
sich unterschiedlich gut bzw. schlecht transfizieren. Die Effizienz der ausgewihlten shRNAs
fir den Knock-down von NSDHL, HSD17B7 und EBP, die mit Hilfe eines Screening-
Vektors (psiCHECK-2) iiber die Lumineszenzmessung ermittelt wurde, lag jeweils bei ca.
90 %. Bei der transienten Transfektion werden nie alle Zellen mit dem Vektor transfiziert.
Viele nachfolgende Analysemethoden betrachten dagegen die Gesamtheit der Zellen, also
auch diejenigen, in denen kein Knock-down stattfand. Dies kann die Ergebnisse verfilschen,
wie man beispielsweise auch bei der Bestéitigung des Knock-downs auf endogener mRINA-
Ebene mittels qRT-PCR beobachten konnte (Kap. 2.4.3). Da die mRNA aller Zellen, d.
h. transfizierter und nichttransfizierter Zellen, in die PCR eingesetzt wurde, betrug die
Reduktion hier nur noch 30-60 %.

Desweiteren bewirkt eine transiente Transfektion eine Expression der shRNAs nur wiahrend
eines begrenzten Zeitraums. Fiir Beobachtungen iiber lingere Zeitrdume ist es deshalb not-
wendig, die Zellen in regelméfiigen Absténden erneut mit den entsprechenden Vektoren
zu transfizieren. Ob es jedoch zu Nebeneffekten durch diese wiederholten Transfektionen
kommen kann, wurde noch nicht untersucht. Dabei ergibt sich jedoch auch die Problema-
tik, dass bei wiederholten Transfektionen nicht immer die selben Zellen transfiziert werden.
Bei der anschlieenden Analyse konnte man so unterschiedlich behandelte Zellen erhalten,
die beispielsweise nicht bzw. nicht iiber den gesamten untersuchten Zeitraum die shRNA
exprimierten.

Wichtig ist auch, in welcher Zeitspanne das entsprechende Protein in den Zellen wieder ab-
gebaut wird. Fiir die in dieser Arbeit untersuchten Proteine NSDHL, HSD17B7 und EBP
stand nur ein Antikorper gegen HSD17B7 zur Verfiigung. Fiir dieses Protein konnte in sta-
bil transfizierten Zellen gezeigt werden, dass es erst nach zehn Tagen zu einer deutlichen
Abnahme der Proteinmenge kam (Kap. 2.4.4). Auch die Auswirkungen des Knock-downs
von NSDHL und EBP wurden nach einer wiederholten Transfektion der shRNA-Vektoren
nach zehn bis 20 Tagen untersucht.

Um die Limitierung der transienten Transfektion zu umgehen, miissten die Zellen nach
der Transfektion z. B. mit Hilfe eines FACS aussortiert werden, so dass in weiteren Un-
tersuchungen nur diese transfizierten Zellen betrachtet werden kénnen. Dazu miissten die
Zellen allerdings cotransfiziert werden, damit diese Sortierung tiberhaupt moglich wird. Al-
lerdings geraten die Zellen durch diese Behandlung unter zusétzlichen Stress. Eine bessere

Alternative hierzu bietet die stabile Transfektion.

3.7.4. Stabil shRNAs-exprimierende Zelllinien

In den stabilen Zellen sollten vor allen Dingen Auswirkungen der Reduktion der zu un-

tersuchenden Proteine auf das apoptotische Verhalten der Zellen untersucht werden. Aus
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diesem Grunde fiel die Entscheidung bei der Generierung dieser stabilen Zellen auf ein Sys-
tem, mit dem sich RNAi induzieren lésst. Hierflir standen wiederum nur wenige Zelllinien
zur Auswahl. Fiir die Anwendung als induzierbare shRNA-exprimierende Zellen wurde
uns nach eingehender Beratung die HeLa T-REx-Zelllinie empfohlen.

Aus den generierten stabilen Zelllinien konnten fiir alle vier Gene (NSDHL, HSD17B7,
EBP und als Negativkontrolle lacZ) diejenigen Klone ausgewéhlt werden, die gegeniiber
den nativen HeLa T-REx-Zellen einen signifikanten Knock-down aufwiesen (Kap. 2.4.4).
Dabei wurde bei HeLa T-REx/shNSDHL ein Knock-down von 92 %, bei HeLa T-REx/
shHSD17B7 von 94 %, bei HeLa T-REx/shEBP von 95 % und bei HeLa T-REx/shlacZ
von 94 % erreicht. Es zeigten sogar alle generierten Klone (neun HeLa T-REx/shNSDHL-
Klone, acht HeLa T-REx/shHSD17B7-Klone, zehn HeLa T-REx/shEBP-Klone und fiinf
HeLa T-REx/shlacZ-Klone) eine deutliche Reduktion der entsprechenden mRNA bei den
Screening-Experimenten. Die unterschiedlich hohe Knock-down-Effizienz hing bei allen
Klonen mit der Insertion des Vektors in die genomische DNA der HeLa T-REx-Zellen
zusammen. Dieser Knock-down konnte fiir die stabilen Zelllinien HeLa T-REx/shNSDHL,
HeLa T-REx/shHSD17B7 und HeLa T-REx/shEBP auch auf endogener mRNA-Ebene
mittels quantitativer RealTime-PCR bestétigt werden.

Ein bereits vorher angesprochenes Problem stellt die Stabilitdt der Proteine innerhalb
der Zelle dar. Auswirkungen der Reduktion der mRNA sind unter Umsténden erst nach
léingeren Zeitrdumen zu beobachten. Die mRNA wird zwar sofort abgebaut, aber bereits
bestehendes Protein kann noch langer aktiv sein. In dieser Arbeit konnte ein signifikanter
Knock down von HSD17B7 in HeLa T-REx/shHSD17B7 auf Protein-Ebene nachgewiesen
werden. Die in einem Western-Blot detektierten Banden wurden mit zunehmender Induk-
tionsdauer der shRNA deutlich schwécher (Abb. 2.39). Nach zehn Tagen war nur noch
eine schwache Expression des Proteins zu erkennen. Dies zeigt, dass HSD17B7 eine relativ
lange Lebensdauer besitzt. Zudem war zu beachten, dass immer ein kleiner Bestandteil
des Proteins vorhanden blieb, da nicht die komplette mRNA degradiert wurde, sondern
nur ein Anteil von ca. 90 %. Somit war eine Restaktivitit des Proteins immer vorhanden.
Die Lebensdauer von NSDHL und EBP konnte in dieser Arbeit nicht bestimmt werden,
da die Peptidantikorper gegen diese beiden Proteine keine spezifische Farbung zeigten und
unspezifisch viele Zellkomponenten firbten (Kap. 2.1.3).

Die in der vorliegenden Arbeit generierten stabilen Zelllinien zeigten Probleme, die Indu-
zierbarkeit der shRNA-Expression betreffend. Es konnte gezeigt werden, dass selbst ohne
die Zugabe von Tetrazyklin eine kleine Menge an shRNAs exprimiert wurde. Hierbei han-
delt es sich jedoch um ein bekanntes Phinomen, dass bei allen induzierbaren Systemen
auftritt, da die Promotoren nie zu 100 % dich sind. Fiir Vergleiche wurden deshalb in
allen Versuchen zum einen nicht induzierte Zellen, zum anderen aber auch native HeLa
T-REx-Zellen mitgefiihrt.
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Ein schwerwiegenderes Problem trat bei der Uberpriifung der Knock-down-Effizienzen
der einzelnen Klone auf. Durch die Zugabe von Tetrazyklin konnte die Expression der
shRNAs nicht immer induziert werden. Die Ursache fiir diese Erscheinung scheint in der
nativen HeLa T-REx-Zelllinie zu liegen. Gespréiche mit anderen Arbeitsgruppen, die eben-
falls T-REx-Zelllinien fiir eine stabil induzierbare Expression von shRNA-Konstrukten ver-
wenden, ergaben, dass diese Problematik immer wieder auftritt. Um diesbeziiglich Fehler
bei den einzelnen Experimenten zu vermeiden, wurden die Versuche mindestens vier- bis
fiinfmal wiederholt. Zur vollstéindigen Behebung dieses Problems, miissten die shRNA-
exprimierenden Vektoren erneut stabil in eine Zelllinie transfiziert werden, die nicht indu-
zierbar ist. Somit wire gewéhrleistet, dass eine konstante Expression der shRNAs stattfin-
det. Wie in den Versuchen in dieser Arbeit gezeigt wurde, hat die kontinuierliche Expres-
sion der hier untersuchten shRNAs keinen negativen EinfluB auf die Uberlebensfihigkeit
der Zellen.

3.7.5. Krebszelllinien fur die stabile Transfektion?

Fiir die stabile Transfektion wurden HeLa-Zellen verwendet. Krebszelllinien sind jedoch
genomisch instabil und weisen cytogenetische Anomalien auf [109]. Fiir HeLa-Zellen sind
zahlreiche numerische und strukturelle Chromosomenaberrationen beschrieben. Fiir die
HeLa T-REx-Zelllinie konnte gezeigt werden, dass diese einen hypertriploiden Karyotyp
besitzen [80]. Zudem fanden sich charakteristische Bruchstiicke von Chromosom 1, 2 und
5 sowie Translokationen zwischen den Chromosomen 1 und 4, 3 und 6, 15 und 1, 15 und
2 sowie 22 und 13. Auch wurden weitere Translokationen erfasst und die Karyotypen der
einzelnen Metaphasen wiesen zahlreiche Unterschiede auf [80]. Dies deutet darauf hin, dass
zwei stabile Transfektionen in einer Zelllinie eine verstérkte genetische Instabilitéit mit sich
bringen. Diese Befunde konnten fiir die Probleme mit diesen Zellen verantwortlich sein,
die sich hauptséchlich in der oftmals nicht moglichen Induktion der shRNA-Expression
duferten.

Eine Alternative zu den Krebszelllinien stellen telomerase-immortalisierte Zelllinien dar.
Bei diesen werden die Chromosomenenden durch die Telomere stabilisiert, wodurch die
Chromosomen vor Degradierung besser geschiitzt werden. Das Fehlen dieser Telomere
fiihrt dagegen zu Chromosomenfusionen und genomischer Instabilitit. Dabei wird die
Verkiirzung der Telomere als eine molekulare Uhr angesehen, die Seneszenz auslost. Te-
lomere regulieren die Anzahl an Zellteilungen und mit jeder Teilung verkiirzen sich die
Telomere. Bei einer kritischen Linge der Telomere befinden sich die Zellen in einem
nicht teilungsaktiven Stadium (Seneszenz). Keimbahnzellen besitzen eine ausgedehnte Le-
bensdauer, in der sie aktiv Telomerase exprimieren. Normale menschliche Zellen wurden
mit einem Vektor transfiziert, der fiir die katalytische Doméne der humanen Telomerase
(hTRT) codiert. hTRT-exprimierdende Klone zeigen selbst nach mehr als 300 Verdop-

116



3. Diskussion

pelungen keine Anzeichen von Seneszenz. Eine stabile Telomerase-Expression fithrt zu
genomischer Stabilitét und schiitzt vor der Akkumulation von cytogenetischen Anomali-
en. Die Telomerase-exprimierenden Zellen besitzen einen normalen diploiden Karyotyp mit
einer geringen Frequenz an chromosomalen Aberrationen in spiten Passagen [13, 119]. Die
FEtablierung einer stabilen Zelllinie mit einer Telomerase-immortalisierten Mutterzelllinie

bietet eine viel versprechende Alternative gegeniiber Krebszelllinien.

3.7.6. Auswirkungen von RNAi auf die Intensitat der Apoptose

Mit Hilfe von RNAi wurde die mRNA unterschiedlicher Gene der Cholesterinbiosynthese
reduziert. Ziel dieser Versuche war die Untersuchung der Auswirkungen dieser Reduktion
auf die Apoptose und die Zellviabilitét.

Wurden die shRNA-exprimierenden Vektoren transient in Zellen transfiziert, so konnten
keine Verdnderungen gegeniiber unbehandelten Zellen im apoptotischen Verhalten fest-
gestellt werden (Kap. 2.4.5). Die Versuche wurden in unterschiedlichen Zelllinien durch-
gefiithrt. Die Verwendung von HeLa-Zellen sollte eine Vergleichbarkeit der Versuche von
transient und stabil transfizierten Zellen liefern. Im adulten Organismus findet die Cho-
lesterinbiosynthese iiberwiegend in der Leber statt. Fiir die Untersuchungen mittels RNAi
wurden deshalb auch HepG2-Zellen verwendet. MRC-5-Zellen wurden ausgewahlt, da die
Moglichkeit besteht, dass Funktionsstorungen der Cholesterinbiosynthese nur wéhrend der
Embryonalentwicklung Auswirkungen zeigen. Die Ursache dafiir, dass trotz einer deutli-
chen Reduktion der mRNA keine Auswirkungen zu beobachten waren, kénnte wiederum
in der Methodik der transienten Transfektion (Kap. 3.7.3) und der Stabilitdt der zu un-
tersuchenden Proteine liegen.

Eine Veranderung der Apoptoseintensitit konnte nach einer 15-tdgigen konstanten Expres-
sion der shRNA-Konstrukte in den stabil transfizierten HeLa T-REx-Zellen beobachtet
werden. Nach dieser Inkubationszeit war zumindest das Level an HSD17B7 deutlich redu-
ziert, wie in Kapitel 2.4.4 gezeigt. Fiir diese Versuche wurde davon ausgegangen, dass auch
die Proteinlevel von NSDHL und EBP nach dieser Zeit deutlich reduziert sein miissten.
Bei Wachstum auf 10 % FBS-haltigem Medium konnte noch kein Unterschied zwischen
den shRNA-exprimierenden Zellen und nativen Zellen festgestellt werden. Erst nach Kul-
tivierung auf Mangelmedien (Medium mit Zusatz von 0,1 % FBS bzw. 10 % steroidfreiem
Serum) lief} sich eine Verinderung beobachten. Dabei kam es sowohl beim Knock-down
von NSDHL, HSD17B7 als auch EBP zu einer deutlichen Verringerung der Apoptoserate
bei gleichbleibender Viabilitét der Zellen (Abb. 2.50, Abb. 3.8). Die Reduktion der Apop-
toseintensitét fiel dabei bei induzierten HeLa T-REx/shNSDHL-Zellen im Vergleich zu
nicht induzierten Zellen am geringsten aus. Moglicherweise ist NSDHL als Protein langer
stabil als HSD17B7, so dass zum Zeitpunkt der Untersuchung noch mehr Protein vorhan-

den war und deshalb die Auswirkungen der Beeintrichtigung noch nicht vollstindig zum
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Tragen kamen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass fiir die geringere Apoptosehiufigkeit keine sich
anreichernden Intermediate verantwortlich sein kénnen. Wire dies der Fall, so miissten die
Auswirkungen dieser Anreicherung auch in den Zellen mit 10 % FBS-haltigem Medium
zu beobachten sein. Durch die Reduktion der untersuchten Proteine kommt es unter den
hier getesteten Versuchsbedingungen zu einer Abnahme der Apoptose. Deshalb liegt die
Schlussfolgerung nahe, das zumindest eines der proapoptotischen Signale ein Cholesterin-
derivat sein muss, dass durch den Knock-down der hier untersuchten Gene nicht mehr

oder nur noch in geringerem Mafle gebildet wird.

15-tégige Expression von shRNAs in HeLa T-REx-Zellen

!

Verringerung der entsprechenden Proteinlevel

!

Umsetzen der Zellen auf Medium mit unterschiedlichen Seren

! ! !

10 % steroid-

10 % FBS 0,1 % FBS .
freies Serum
Apoptoserate .
unveréndert Apoptoserate verringert

Abbildung 3.8: Vergleich der Auswirkungen der RNAIi in stabil transfizierten
Zellen. Eine Verringerung der Apoptosehdufigkeit konnte nach einer 15-tégigen konstanten
Expression der shRNAs fiir den Knock-down von NSDHL, HSD17B7 und EBP auf Medium
mit 0,1 % FBS bzw. 10 % steroidfreiem Serum beobachtet werden.

Diese Verringerung der Apoptose, die durch eine defekte Cholesterinbiosynthese ausgelst
wird, wiirde beispielsweise die bei menschlichen CHILD- und CDPX2-Patienten auftreten-
de Syndaktylie erkldren. Jedoch spielen bei diesen Krankheiten komplexe Mechanismen
eine entscheidende Rolle. Neben dieser Verringerung der Apoptose treten weitere Sympto-
me auf, die dadurch nicht zu erklédren sind. Dazu gehort z. B. das Fehlen von Gliedmafien

bei CHILD. Moglicherweise tritt hier eine Beeintrichtigung des Shh-Signalwegs auf.
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3.8. Auswirkungen der Inhibition der Cholesterinbiosynthese

Die Inhibition der Cholesterinbiosynthese kann an unterschiedlichen Stellen erfolgen (Abb.
3.9). Allerdings sind nicht fiir alle enzymatischen Umsetzungen dieses Syntheseweges In-

hibitoren bekannt.

Statine
HO, Q l HO, Q
Acetyl-CoA E— ﬁ/\kscm — ﬁ/\kw —_
HMG-CoA-R
[¢) OH o OH
HMG-CoA Mevalonat
AY 9944
SN Tam])i(ifen
—> — >
A8-A7-Isomerase
(EBP)
HO
Squalen Zymosterol
BM 15766
AY 9944
— —
DHCR7
HO HO
Lathosterol 7-Dehydrocholesterin

HO

Cholesterin

Abbildung 3.9: Stark vereinfachte Darstellung der Cholesterinbiosynthese mit
einigen ausgewihlten Inhibitoren.
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3.8.1. Hemmung einiger Schritte der Cholesterinbiosynthese
Hemmung der HMG-CoA-Reduktase durch Statine

Statine, Inhibitoren der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase (HMG-CoA-
Reduktase), gehoren zu den wichtigsten Inhibitoren der Cholesterinbiosynthese. Sie finden
eine breite Anwendung als cholesterinreduzierende Medikamente und werden bei Patienten
mit erhéhten Cholesterinwerten und arteriosklerotischen kardiovaskuldren Erkrankungen
eingesetzt. Statine iiben pleiotrope Effekte auf eine Vielzahl von Zellen aus, wobei sie die
Kapazitét der Cholesterinbiosynthese reduzieren und den Lipidmetabolismus beeinflussen.
Sie sind beteiligt an der Inhibition der Cholesterinbiosynthese, an einer gesteigerten Auf-
nahme und Degradierung von LDL, der Inhibition der LDL-Oxidation und der Inhibition
der Expression des Scavenger-Rezeptors [9]. Statine modulieren eine Reihe von Prozessen
die zu einer Reduktion der Akkumulation von verestertem Cholesterin in Macrophagen
fiithrt, einer Reduktion des Entziindungsprozesses und einer erhéhten Stabilitét der arterio-
sklerotischen Plaques. Zusétzlich sind Statine in der Lage, das Wachstum von Tumorzellen

zu inhibieren und die Mobilisierung von intrazellulirem Kalzium zu steigern.

Regulation der HMG-CoA-Reduktase Die Umsetzung von HMG-CoA zu Mevalonat
stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Cholesterinbiosynthese dar. Das da-
fiir verantwortliche Enzym HMG-CoA-Reduktase ist eine AMP-aktivierte Proteinkinase,
deren katalytische Aktivitdt hauptséichlich vom Status der Phosphorylierung und Dephos-
phorylierung abhéngt [8]. Dabei wird die katalytische Aktivitit der HMG-CoA-Reduktase
durch eine Phosphorylierung verringert und gleichzeitig ihre Abbaurate erhoht [127]. Me-
valonat, das bei der Umsetzung von HMG-CoA entstehende Produkt, ist aktiv in die
Riickkopplungs-Regulation der HMG-CoA-Reduktase involviert. Mevalonat, 25-Hydroxy-
cholesterin, LDLs, Insulin, Glucagon, Schilddriisenhormone und Estrogene kénnen die Ak-
tivitdt der HMG-CoA-Reduktase auf transkriptionellem und translationellem Level regu-
lieren [120].

Wirkungsweise der Statine Die Statine wirken auf unterschiedliche Art und Weise. Sie
konkurrieren mit dem Substrat um das aktive Zentrum des Enzyms (chemische Struk-
turen in Abb. 3.10). Wenn sie an das aktive Zentrum der HMG-CoA-Reduktase binden,
verdndern sie deren Konformation. Dies verhindert die Bildung einer funktionellen Struk-
tur. Diese Konformationsdnderung im aktiven Zentrum macht die Statine sehr effektiv und
spezifisch. Die Bindung der Statine zur HMG-CoA-Reduktase ist reversibel und ihre Affi-
nitdt zum Enzym liegt im nanomolaren Bereich, wohingegen das natiirliche Substrat eine
Affinit4t im mikromolaren Bereich aufweist [33]. Die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase

hat eine Reduktion des intrazelluldren Cholesterinspiegels zur Folge, wodurch SCAP ak-
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tiviert wird und SREBPs vom Endoplasmatischen Retikulum 16st. Diese werden in den
Zellkern transportiert und erhéhen dort die Expression des LDL-Rezeptors. Die Redukti-
on des Cholesterins fiihrt dann zu einem Anstieg des LDL-Rezeptors, der die Reduktion
von zirkulierendem LDL und dessen Vorstufen bestimmt [141]. Die Reduktion des LDL-

Cholesterins durch Statine ist mengenabhéngig und nicht linear.

A B
HO.
COONa
HO 5 OH
COOH
SCOA ///\\T/JL\O
S CHs CHs

HO

Abbildung 3.10: Chemische Strukturen von HMG-CoA (A) und Pravastatin (B).

Gleichzeitig hemmen Statine auch die hepatische Synthese von Apolipoprotein B-100, was
zu einer Reduktion der Synthese und Sekretion von triglyceridreichen Lipoproteinen [59]

und einem Anstieg der Rezeptorbildung fiir die Apolipoproteine B und E fiihrt [58].

Hemmung der 7-Dehydrocholesterin-Reduktase

Die Hemmung der 7-Dehydrocholesterin-Reduktase (DHCRY) ist durch die Inhibitoren
AY 9944 oder BM 15766 moglich. AY 9944 besitzt dariiber hinaus die Fahigkeit, weitere
Reaktionen der Cholesterinbiosynthese durch Inhibition der Al4-Reduktase und der A8-
AT-Isomerase zu blockieren. Die Hemmung von AY 9944 ist dabei konzentrationsabhéngig
[50].

Sowohl AY 9944 als auch BM 15766 sind hochteratogene Substanzen. In Ratten wurde
gezeigt, dass diese Substanzen Holoprosenzephalie auslosen konnen. Auch Anomalien der
Gliedmaflen und der ménnlichen Genitalien wurden dabei beobachtet. GC/MS-Analysen
zeigten eine Hypocholesterindmie und eine Anreicherung der Precursor [93, 94]. Tiere,

denen diese Inhibitoren verabreicht wurden, dienten als Modelle fiir SLOS.

Hemmung anderer Schritte der Cholesterinbiosynthese

Eine Inhibition der A24-Dehydrocholesterin Reduktase kann man mit Triparanol (4-Chlor-
a-[4-[2-diethylamino)ethoxy|phenyl]-a-(4-methylphenyl)benzenethanol]) bewirken. Es 16st
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eine Abnahme der Cholesterinkonzentration und eine Akkumulation von Desmosterol in
maternalem Serum und in embryonalem Gewebe aus. Die Behandlung mit Triparanol
an den ersten Tagen der Trichtigkeit ist hoch teratogen und fiithrt zu charakteristischen
Verdinderungen wie Holoprosencephalie [135].

Auch fiir die A8-A7-Isomerase sind mehrere Inhibitoren bekannt. Zu diesen Hemmstoffen
gehoren Tamoxifen (ein chemotherapeutisches Mittel, das fiir die Behandlung von Brust-
krebs eingesetzt wird), U18666A (35-[2-Diethylamino)-ethoxy]androst-5-en-17-on) und AY
9944 [27].

3.8.2. Erkenntnisse aus den Untersuchungen mit den Inhibitoren Pravastatin
und BM 15766

Mit Hilfe der zur Verfligung stehenden Inhibitoren Pravastatin und BM 15766 sollte in
Zellkultur iiberpriift werden, ob sich durch diese Inhibitoren Anderungen in der Apopto-
seintensitédt auslosen lassen. Die Ergebnisse dieser Versuche wurden mit den Resultaten

aus den RNAi-Versuchen verglichen.

Auswirkungen der Inhibition auf die Apoptoserate

Unabhéingig von der Zelllinie, in der diese Versuche durchgefithrt wurden (HeLa-, HepG2-
und MRC-5-Zellen), zeigten sich bei der Inhibition der Enzyme HMG-CoA-Reduktase und
DHCRY keinerlei Auswirkungen auf die Apoptosehédufigkeit der behandelten Zellen (Kap.
2.5.1). Die Kultivierung der Zellen auf verschiedenen Mangelmedien (0,1 % FBS und 10 %
steroidfreies Serum) fiithrte auch ohne Zugabe der Inhibitoren zu einer deutlich verminder-
ten Viabilitdt im Vergleich zu identisch behandelten Zellen auf Vollmedium (Medium mit
10 % FBS). In Folge dessen war fiir diese Zellen auch eine geringere Apoptoseaktivitit zu
messen, die mit groffter Wahrscheinlichkeit nur auf das allgemein verminderte Wachstum
zuriickzufithren war. Bei der Betrachtung der Zellen unter dem Lichtmikroskop konnte
dementsprechend eine deutlich geringere Zelldichte festgestellt werden.

Da hier andere Enzyme des Cholesterinbiosynthese-Wegs als mit RNAi untersucht wurden,
fallt eine direkter Vergleich der Untersuchungen schwer. Eine Erklarung fiir die gleichblei-
bende Apoptoseaktivitit nach Behandlung mit diesen Inhibitoren koénnte sein, dass die
Enzyme nur zu einem kleinen Teil gehemmt werden, d. h. es kdnnten noch geniigend

Enzym vorhanden sein, um das proapoptotische Signal zu bilden.

Auswirkungen der Inhibition auf das Expressionslevel einiger Gene der
Cholesterinbiosynthese

Bei der Untersuchung der Expressionslevel der Cholesterinbiosynthese-Gene HMGCR,
NSDHL, HSD17B7, EBP und DHCR7 konnte nach Zugabe von Pravastatin eine deut-
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liche Zunahme der Expression bei Wachstum der Zellen auf Medium mit Mangelserum
gemessen werden. Auch durch die Hemmung der DHCR7 wurde die Expression gesteigert,
allerdings in geringerem Mafe (Abb. 2.53).

Diese Versuche zeigten deutlich, dass es sich bei der Umsetzung durch die HMG-CoA Re-
duktase um den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Cholesterinbiosynthese han-
delt. Wird in Folge dieser Inhibition weniger Cholesterin synthetisiert, so kommt es zu
einem Anstieg der Synthese. Da die Riickkopplung zur Steigerung der Neusynthese von
Cholesterin iiber mehrere unterschiedliche Substanzen wie beispielsweise Mevalonat, 7-
Dehydrocholesterin und Cholesterin erfolgt, fillt die Expressionssteigerung durch Inhibi-
tion der DHCRY geringer aus als bei Inhibition der HMG-CoA-Reduktase.

Mit diesen Versuchen konnte allerdings erstmalig gezeigt werden, dass alle hier unter-
suchten Gene einschliefllich der HSD17B7, die erst vor kurzem als letztes Enzym der

Cholesterinbiosynthese identifiziert wurde [111], als Synexpressionsgruppe fungieren.

3.8.3. Inhibitoren der Cholesterinbiosynthese - geeignete Mittel zur
Ermittlung der Auswirkungen einer gestorten Synthese?

In der vorliegenden Arbeit sollten in erster Linie Funktionsstérungen der Gene NSDHL,
HSD17B7 und EBP und deren Auswirkungen untersucht werden. Fiir die Hemmung von
NSDHL und HSD17B7 existieren bislang keine Inhibitoren. Die Suche nach geeigneten
Substanzen oder gar die Synthese neuer Hemmstoffe war in dieser Arbeit nicht moglich,
da diese Aufgabe ein eigenes Projekt darstellt und den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit
gesprengt hatte.

Die Hemmung von EBP ist mit AY 9944 moglich. Allerdings blockiert AY 9944 hauptséch-
lich die A7-Dehydrocholesterin-Reduktase und wirkt nur in sehr hohen Konzentrationen
auch auf die A8-A7-Reduktase. Zugleich wird in diesen hohen Inhibitorkonzentrationen
die Al4-Reduktase gehemmt [50]. Versuche mit AY 9944 wiirden also nie eine reine Inhi-
bition von EBP zeigen, wie das bei CDPX2-Patienten der Fall ist. Mogliche Auswirkungen
einer solchen Inhibition sind somit nicht auf die Stérung eines Enzyms zuriickzufiihren,
sondern stellen immer ein Ergebnis unterschiedlicher Ursachen dar. Tamoxifen, das eben-
falls die A8-A7-Reduktase hemmt, ist kommerziell nicht erhéltlich und konnte deshalb
ebenfalls nicht fiir die Untersuchung verwendet werden.

Die Verwendung von Statinen ist ebenfalls problematisch. Zum einen greifen sie nicht nur
in die Cholesterinbiosynthese ein, sondern bewirken die Cholesterinreduktion auch auf
anderen Wegen. Zudem inhibieren sie mit der HMG-CoA-Reduktase einen sehr frithen
Schritt der Cholesterinbiosynthese, der auch noch in andere Synthesewege miindet. Somit
ist auch beim Einsatz von Statinen eine differenzierte Untersuchung der defekten Choles-
terinbiosynthese schwierig.

Problematisch bei der Untersuchung der Cholesterinbiosynthese mittels Inhibition einzel-
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ner Syntheseschritte war auflerdem die Verfiigbarkeit der Inhibitoren. Die meisten waren
nicht kommerziell erhéltlich. Als einziges stehen einige Statine zur Verfiigung, da sie in
der Medizin zur Behandlung von erhdhten Cholesterinwerten eingesetzt werden. Zum Zeit-
punkt meiner Untersuchungen war zusétzlich BM 15766 verfiighbar, AY 9944 war dagegen
nicht erhaltlich.

Inwieweit bei den Versuchen eine vollstindige Hemmung der jeweiligen Enzyme stattfand,
konnte nicht untersucht und gezeigt werden. Es wurden Versuche mit unterschiedlichen
Inhibitorkonzentrationen durchgefiihrt, die in der Literatur beschrieben waren [35, 50].
Dabei zeigten sich keine differenzierten Auswirkungen, weshalb davon ausgegangen wer-
den kann, dass eine vollstindige Hemmung verursacht wurde. Dafiir, dass die eingesetzten
Konzentrationen an Pravastatin und BM 15766 auch tatséchlich eine Inhibition hervor-
gerufen haben, spricht auch die Tatsache, dass eine Anderung der Expressionslevel der
blockierten Enzyme eintrat.

Die Verwendung dieser Hemmstoffe ermdoglicht die Inhibition der Cholesterinbiosynthese
auf einer anderen Ebene, als das bei der Inhibition mittels RNAi moglich ist. In dieser
Arbeit wurden deshalb Versuche mit Pravastatin und BM 15766 durchgefiihrt, um die
Auswirkungen in Zellkultur mit denen zu vergleichen, die durch die RNAi verursacht wur-

den. Unter den hier gewéhlten Bedingungen war dies jedoch nur bedingt der Fall.

3.9. Ausblick

In dieser Dissertation wurden unterschiedliche Ansédtze zur Aufkldrung der molekula-
ren Mechanismen der Cholesterinbiosynthese, insbesondere bei Funktionsstérungen dieses
Syntheseweges, und deren Auswirkungen verfolgt. Dazu wurden unterschiedliche Analy-
severfahren eingesetzt.

Fiir eine weitere eingehende Untersuchung der Cholesterinbiosynthese scheint der Ver-
gleich der bei Mutationen betroffenen Gewebe von Wildtyp-Embryonen zu ménnlichen und
weiblichen T'd-Embryonen weitere Erkenntnisse zu liefern. In diese Vergleichsuntersuchung
sollten auch Mausmodelle anderer menschlicher, die Cholesterinbiosynthese betreffender
Missbildungssyndrome einbezogen werden, wie beispielsweise die Bare patches-Mauslinie
oder Hsd17b7-Knock-out-M&use.

Bisher konnte nur eine geringe Anzahl an Méausen der Td-Linie untersucht werden. Die
Zucht dieser Méause sollte unbedingt vorangetrieben und eventuell nocheinmal mehrere
Embryotransfers durchgefiihrt werden. Nur so ist eine grofiere Anzahl an Entnahmen fiir
die notwendigen Untersuchungen gewéhrleistet. Zunéchst sollte das Auftreten der Apop-
tose in den verschiedenen Embryonalstadien im Vergleich zu Wildtyp-Geschwistern unter-

sucht werden. Nur dann sind verlissliche Aussagen iiber eine eventuell verdnderte Apop-
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toseintensitdt moglich. Auch die Untersuchung der Embryonen mittels whole mount in
situ-Hybridisierung mit einer Sonic Hedgehog-Sonde kénnte Erkenntnisse iiber Unterschie-
de dieser mutierten Méuse im Vergleich zu Wildtyp-M&ausen liefern. Zudem kann durch
die Untersuchung der Expressionslevel weiterer fiir die Cholesterinhomeostase relevanter
Gene wie beispielsweise Capnl10, Kcnjl1 oder Mcjr eine neue Einsicht in die Regulation
dieser Homeostase gewonnen werden. Ein Vergleich von Wildtyp-Mausen und T'd-M&usen
mittels DNA-Microarray-Analyse wiirde Hinweise auf die Regulation weiterer Gene er-
bringen.

Eine Weiterfithrung des Zellkulturansatzes scheint ebenfalls sehr viel versprechend. Hier-
bei sollten shRNA-Konstrukte fiir den Knock-down von HMGCR und DHCR7 mit in die
Untersuchungen einbezogen werden. Dadurch erhélt man zunéchst Vergleichsdaten fiir die
Hemmung der entsprechenden Enzyme mittels Inhibitoren. Mutationen in DHCR7 fithren
zu SLOS, das sich teilweise von den Symptomen von CHILD und CDPX2 unterscheidet.
Durch einen Vergleich der Auswirkungen des Knock-downs all dieser Gene sind neue Er-
kenntnisse zu erwarten.

Fiir die weiteren Untersuchungen empfiehlt sich die stabile Transfektion der shRNA-
Konstrukte in Telomerase-immortalisierte Zellen. Auch sollte keine induzierbare Zelllinie
verwendet werden, um die dadurch entstandenen Probleme zu umgehen. Besonders in-
teressant scheinen hier embryonale Zellen zu sein, da an diesen auch Untersuchungen der
fiir die Entwicklung mafigeblich beteiligten Genen durchgefiihrt werden kénnen. Es gilt
zu {iberpriifen, ob durch eine defekte Cholesterinbiosynthese die Wirkungen von Shh be-
eintrichtigt werden. Dazu sollten einige Shh-Zielgene wie WNT oder PAX mit Hilfe von
quantitativen RealTime-PCR untersucht werden.

Einen weiteren aussichtsreichen Ansatz zur Untersuchung der Metabolite stellt die Analyse
der enzymatischen Umsetzungen mittels GC/MS dar. Hierzu muss zunéchst eine Methode
zur Aufreinigung der Zellen gefunden werden, die es erlaubt, auch Substratmengen im pM-
Bereich zu messen. Gleichzeitig sollten Substrate, die fiir die Messung der Umsetzungen
durch NSDHL und EBP benoétigt werden, synthetisiert werden. Zudem kénnte der Umsatz
von Zymosteron zu Zymosterol auch mittels UV /VIS-Spektroskopie iiber den Umsatz des
Cofaktors gemessen werden. Dabei wire ein Vergleich zwischen dem intakten Protein und
einem mutierten Protein moglich.

Diese und weitere Ansétze konnen zur Aufklirung der durch Funktionsstérungen der Cho-

lesterinbiosynthese hervorgerufenen humanen Missbildungssyndrome beitragen.
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4.1. Molekularbiologische Methoden mit DNA

4.1.1. Préaparation von Plasmid-DNA

Bakterienkulturen wurden iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm in Selektivmedium inku-
biert. Je nach gewiinschter DNA-Menge wurden die Kulturen in 5 (Mini-Prép) oder 50 ml
(Midi-Prép) angesetzt. Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mit NucleoSpin Plasmid
Kit (Macherey-Nagel), NucleoBond PC100 Kit (Macherey-Nagel) oder PureYield Plas-
mid Midi-Prap System (Promega) nach den Angaben des Herstellers. Die DNA wurde

anschlieend in Wasser aufgenommen bzw. eluiert.

4.1.2. Aufreinigung von dsDNA

Aufreinigung aus wassrigen Lésungen

Um DNA aus Losungen, die Enzyme, dNTP und Salze aus Pufferlosungen enthalten,
aufzureinigen, wurde das Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) nach den
Angaben des Herstellers angewandt. Zur Elution wurden 30 pul HoO zugegeben.

Aufreinigung aus Agarosegelen

Die DNA wurde in Ethidiumbromid gefirbten Agarosegelen unter UV-Licht sichtbar ge-
macht und aus dem TAE-Gel mit einem Skalpell ausgeschnitten. Das die DNA enthaltende
Gel wurde in ein Reaktionsgefaf iiberfiihrt und geméafl den Herstellerangaben mit dem Wi-
zard SV Gel and PCR, Clean-Up System aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit 30 pl HoO.

e 50 x TAE
2 M Tris
1 M Essigséure
0,1 M EDTA
ad 1 1 HoOpjgest
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4.1.3. Fallen von DNA

Zur Aufkonzentrierung von DNA aus stark verdiinnten Losungen kann diese gefallt werden.
Dazu wurde der DNA-Losung ein Zehntel Volumen 3 M Natrium-Acetat (pH 5,2) und 2,5
Volumen Ethanol (absolut) zugegeben. Diese Mischung wurde fiir mindestens 2 h bei -20 °C
inkubiert und anschlieBend 15 min bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet 10 min mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C und 14000 rpm wurde der Uberstand abgenommen, das

Pellet getrocknet und in einem entsprechendem Volumen HoO aufgenommen.

4.1.4. Messung von DNA-Konzentrationen und Qualitatsabschdtzung
Auftrennung und Betrachtung mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die qualitative Bestimmung von DNA wurden die DNA-Losungen mittels der Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und betrachtet. Unterschiedlich konzentrierte Agarose in 1
x TBE wurde fiir die optimale Analyse, entsprechend der zu erwartenden Grofie der DNA-
Fragmente, verwendet: 0,5 % (w/v) fiir dSDNA > 5 kb, 1 % (w/v) fiir dSDNA ~ 2 - 5 kb,
2 % (w/v) fiir dsDNA < 0,5 kb. Fiir die Analyse wurde 6 x Loading Dye zur DNA-L&sung
gegeben, gemischt und auf ein Gel mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (Biomol) aufgetragen.
Die DNA wurde in einem konstanten elektrischen Feld von 80 - 160 V (je nach Gelgrosse
und Agarosekonzentration) aufgetrennt. Die DNA-Banden wurden mit Hilfe eines UV-
Transilluminators (A=254 nm; BioVision Gel-Dokumentationssystem; PeqLab) sichtbar
gemacht und mit Hilfe der angeschlossenen Kamera dokumentiert.

Durch die Zugabe von 6 x Loading Dye zu den Proben konnte der Gellauf wihrend der
Elektrophorese beobachtet und entsprechend gestoppt werden. Die Firbelosungen ent-
halten Bromphenolblau und Xylene cyanol FF und verhalten sich auf einem 0,8%igem
Agarosegel wie dsDNA-Fragmente mit 0,3 und 4 kb Grofle.

e 10 x TBE
108 g Tris
55 g Borsédure
9,3 g EDTA
ad 11 HoO

e 6 x Loading Dye
15 % Ficoll 400 (Pharmacia)
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylene cyanol FF
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GroBenbestimmung von DNA-Fragmenten

Innerhalb einer Agarosegel-Matrix ist die Laufgeschwindigkeit von linearen dsDNA-Frag-
menten umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus ihres Molekulargewichts.
Deshalb ist es moglich, die Linge von DNA-Fragmenten unbekannter Gréfie im Ver-
gleich zu den Rg-Werten von Léngen standardisierter Fragmente abzuschétzen. Aus die-
sem Grund wurde bei jedem Gellauf ein DNA-Standard mit aufgetragen. In dieser Ar-
beit wurden dazu je nach erwarteter Fragmentgrosse die Marker pUC Mix (Marker 8),
ADNA /EcoRI + HindIII (Marker 3) bzw. O GeneRuler 100 bp DNA Ladder (alle Fer-

mentas) verwendet.

Bestimmung der DNA-Konzentration

Die dsDNA-Konzentrationen wurden durch die Messung der optischen Dichte (OD) bei
260 nm mit Hilfe eines UV-Spektrophotometers (DU530; Beckmann) bestimmt. Multipli-
kation des gemessenen Wertes mit 50 (dsDNA-Konzentration bei ODggg = 1) und dem

Verdiinnungsfaktor f ergibt die Konzentration der Stammlésung in ug/ml.

caspNA = ODago - 50 pg/ml - f

Der Quotient der ODogy und ODagg gibt einen Hinweis auf den Reinheitsgrad der DNA

und sollte zwischen 1,6 und 2,0 liegen.

4.1.5. Klonierungsstrategien

TOPO-TA Kilonierung

Fiir die direkte Klonierung von DNA-Fragmenten aus PCR-Reaktionen ohne vorherige
Aufreinigung wurde der TOPO-TA Cloning Kit (Invitrogen) verwendet. Die im Elonga-
tionsschritt der PCR durch die Taq-Polymerase produzierten A-Uberhiéinge wurden dabei
an die T-Uberhiéinge des jeweiligen Vektors ligiert (TA-Klonierung). Die Ligationseffizi-
enz wird dabei durch die Topoisomerase erhéht, die an der Klonierungsstelle des Vektors
verankert ist (TOPO-Klonierung). Nach der Amplifikation der DNA mittels PCR wur-
den 4 pl des Reaktionsmixes in die Ligationsreaktion mit den Vektoren pCRII, pCR2.1
oder pENTR/UG6 eingesetzt. AnschlieBend wurde der Ansatz, wie im Herstellerprotokoll

beschrieben, in chemokompetente TOP10 Zellen transformiert.

Klonierung iiber Restriktionsstellen

Fiir viele Anwendungen wurden die DNA-Fragmente {iber Restriktionsschnittstellen in die

unterschiedlichen Vektoren kloniert. Der Verdau von DNA-Fragmenten und dem Vektor
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mit Restriktionsendonukleasen fithrt zu komplementiren Enden, die in eine Ligation einge-
setzt werden konnen. Im Unterschied zur TA-Klonierung erlaubt die Verwendung von zwei
unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen die zielgerichtete Orientierung des Inserts in
den Vektor.

Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Fiir die Klonierung oder auch fiir die Analyse von Plasmiden wurden DNA-Fragmente
und Vektoren mit speziellen Restriktionsendonukleasen verdaut. Dabei wurden 1 - 10 ug
DNA in einem 20 - 50 ul Reaktionsansatz, der die entsprechend konzentrierten Puffer
und wenn notig BSA enthielt, mit 5 - 20 U des Enzyms fiir 2 - 16 h bei 37 °C inkubiert.
Die Reaktion wurde wenn moglich durch Hitzeinaktivierung gestoppt. Optional wurde der

Verdau aufgereinigt.

Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation eines linearisierten Vektors mit dem gewiinschten Insert wurde durch das
Enzym T4 DNA Ligase (Fermentas) katalysiert. Fiir gewohnlich wurden 100 ng Vektor-
DNA mit der dreifachen molaren Menge an Insert-DNA und 2,5 U T4 DNA Ligase in
einem Gesamtvolumen von 10 pul gemischt. Die Reaktion wurden 2 h bei RT oder iiber
Nacht bei 16 °C inkubiert.

4.1.6. Generierung von dsOligos

Um dsOligos fiir die TOPO-Klonierung in pENTR /U6 und pENTR /H1/TO zu generieren
wurde die Reaktion entsprechend Tabelle 4.1 bei RT angesetzt.

Tabelle 4.1: Pipettierschema der Annealing Reaktion

Reagenz eingesetztes Volumen
Top Strand DNA Oligo (200 uM) 5 pl
Bottom Strand DNA Oligo (200 M) 5 pl
10 x Oligo Annealing Puffer 2 pul
DNase/RNase freies HoO 8 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Der Reaktionsansatz wurde fiir 4 min bei 95 °C inkubiert und anschliefend fiir 5 - 10
min auf RT abgekiihlt. In diesem Zeitraum wurden die Oligos hybridisiert. Nach kurzem
Abzentrifugieren erfolgten zwei Verdiinnungsschritte. Im ersten Schritt wurde 1 pl der
50 uM dsOligos in 99 pl DNase/RNase freiem HoO verdiinnt. Anschlieflend wurde 1 pl
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der so erhaltenen 500 nM dsOligos mit 10 pl 10 x Oligo Annealing Buffer und 89 ul
DNase/RNase freiem HyO versetzt. Die erhaltenen 5 nM dsOligos wurden zur Kontrolle

auf ein Agarosegel aufgetragen.

4.1.7. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Fiir die spezifische Amplifikation von DNA-Fragmenten aus cDNA, Plasmid-DNA oder ge-
nomischer DNA wurden PCRs durchgefiihrt. Dazu wurden die in Tabelle 4.2 aufgefiihrten

Ansitze verwendet.

Tabelle 4.2: PCR Reaktionsansatz

Reagenz Taq Pfu Pfx  Herculase KOD
10 x PCR-Puffer 2 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul
10 x Enhancer - - 5 ul - -

2 mM dNTPs 2 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul
MgCl, - - - - 2 pl
50 mM MgSOy - - 1 pl - -
Primer forward (10 pgM) 1 pl 2 pl 2 pl 2 pl 2 pl
Primer reverse (10 uM) 1pl 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
DNA Template 50 ng 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng
DNA-Polymerase 1pl 1 pl 0,8 pl 0,5 pl 0,4 pl
ad HoO 20 pl - 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Polymerasen verwendet. Fiir Standard-PCRs
wurde die hauseigene Taqg-Polymerase eingesetzt. Bei schwer amplifizierbaren Templa-
tes und fiir moglichst fehlerfreie Amplifikation wurde entweder Herculase Hotstart DNA
Polymerase (Stratagene), PfuTurbo DNA Polymerase (Stratagene), Platinum Pfx DNA
Polymerase (Invitrogen) oder KOD HIFI DNA Polymerase (Novagen) angewandt.

4.1.8. DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden auf dem ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems)
durchgefiihrt. Fiir die Sequenzier-PCR, wurde der BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequen-
cing Kit (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben angewandt. Die Aufreinigung der
Proben erfolgte mit dem Dye Ex 2.0 Spin Kit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll.

Die Sequenzierungen der shRNA-Vektoren wurden von der Firma Sequiserve (Vaterstet-
ten) durchgefiihrt.
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4.1.9. Isolation genomischer DNA zur Genotypisierung
Phenol-Chloroform-Extraktion

Von drei bis sechs Wochen alten Mausen wurden die Schwanzspitzen geschnitten. Diese
wurden zusammen mit je 0,7 ml Tail-Puffer mit Proteinase K (Verhéltnis 40 : 1) in ein
1,5 ml Eppendorfreaktionsgefiafl gegeben und iiber Nacht bei 55 °C schiittelnd (1200 rpm)
inkubiert. Nach Zugabe von 0,7 ml Roti-Phenol/Chloroform wurden die Proben 1 h leicht
geschiittelt und 10 min bei 4 °C und 7000 rpm zentrifugiert. Die obere Phase wurde in
ein neues Eppendorfreaktionsgefifl iiberfiihrt, nochmals 0,7 ml Roti-Phenol/Chloroform
zugegeben und 30 min leicht geschiittelt. Die Proben wurden erneut 10 min bei 4 °C und
7000 rpm zentrifugiert. Die obere Phase wurde wiederum in ein neues Eppendorfreakti-
onsgefif tiberfithrt und 0,7 ml Chloroform/Isoamylalkohol (Verhéltnis 24 : 1) zugegeben,
30 min unter Schiitteln inkubiert und 10 min bei 4 °C und 7000 rpm zentrifugiert. Zur
oberen Phase wurden 0,5 ml Isopropanol zugegeben und die Mischung leicht geschwenkt
bis DNA ausfiel. Die Proben wurden 1 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Die DNA-Pellets
wurden 2 mal mit 70 % Ethanol gewaschen und anschlieend ca. 30 min getrocknet. Die
Pellets wurden iiber Nacht in 100 ul 0,5 x TE gelost.

o Tail-Puffer
50 mM Tris, pH 8,0
50 mM EDTA
100 mM NaCl
0,5 % SDS

e TE-Puffer, pH 8,0
10 mM Tris/HC]I, pH 8,0
1mM EDTA

Wizard SV Genomic DNA Purification System

In meiner Doktorarbeit wurde zur Isolation genomischer DNA alternativ das Wizard SV
Genomic DNA Purification System (Promega) verwendet. Dieser Kit wurde nach Herstel-
lerangaben nach der Spin-Methode durchgefiihrt. Die DNA wurde mit 200 pl HoO von

den Saulen eluiert.

4.1.10. Quantitative RealTime-PCR

Die quantitative RealTime-PCR kombiniert die grofle Sensitivitdt von PCR-basierten Me-

thoden mit einer sehr groffen Genauigkeit, da die Messungen wiahrend des gesamten Am-
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plifizierungsprozesses erfolgen. Fiir diese Versuche wurde die Detektion mittels des Fluo-
reszenzfarbstoffes SYBR Green I gewéhlt. Dabei handelt es sich um einen interkalieren-
den Farbstoff, der sich in die doppelstringige DNA einlagert. Der so entstandene DNA-
Fluoreszenzfarbstoff-Komplex absorbiert blaues Licht bei einer Wellenldnge von 480 nm
und emittiert griines Licht bei 520 nm (Abb. 4.1).

SYBR Green

Target

Fluoreszenzfarbstoff
LA [l i

Abbildung 4.1: SYBR Green I. Liegt SYBR Green I frei in Losung vor, so strahlt es
keine Fluoreszenz aus. Sobald SYBR Green I in die doppelstringige DNA eingelagert wird,
fluoresziert es (Absorption bei 480 nm und Emission bei 520 nm).

Amplifizierungsprotokolle

Die Amplifizierung des Targetgens und der endogenen Kontrolle erfolgten simultan in un-
terschiedlichen Reaktionen. Deshalb musste die PCR unter standardisierten Bedingungen
ablaufen (siebe Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Amplifizierungsprotokoll fiir den ABI Prism 9700HT

Prozess Temperatur Zeit [min] Anzahl Zyklen
Aktivierung der Hotstart Taq 95°C 10:00 1
Denaturierung 95°C 0:15
Annealing und Amplifizierung 60°C 0:15 40
Denaturierung 95°C 0:15 1
Schmelzkurve 95°C 0:15

60°C 0:15

95°C 0:15 1
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Die einzelnen PCR-Ansétze wurden mit dem 2-fach konzentrierten iTaq SYBR Green
Supermix with ROX (BioRad) angesetzt (Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: Reaktionsansatz fiir die quantitative RealTime-PCR

Reagenz eingesetztes Volumen
iTaq SYBR Green Supermix with ROX 10 pl
Primermix (forward und reverse je 5 uM) 2 pl
cDNA 2 pl
HQO 2 /,Ll
Endvolumen 20 ul

Primerselektion und Testen der Primer

Um vergleichbare Amplifizierungseffizienzen zu erhalten wurden die unterschiedlichen Pri-
mer gemifl den standardisierten PCR-Bedingungen ausgewéhlt. Dazu wurde das Pro-
gramm Primer3, das frei im Internet zugénglich ist, verwendet. Die Primer wurden nach

den in Tabelle 1.5 angegebenen Kriterien ausgew&hlt.

Tabelle 4.5: Parameter fiir die Primerauswahl mit Primer3

Parameter Auswahlbereich

Target X, 20
Produktgrofle 120 - 250 bp
Primerlénge 19 - 24 bp
Primer T, 58 - 61 °C
GC-Gehalt 45 - 56 %

*X kennzeichnet eine Exon-Intron Grenze; jeweils 10 bp davor und dahinter sind in das Amplifizierungs-

produkt mit einbezogen

Alle Primerpaare wurden vor der eigentlichen gPCR-Analyse getestet. Dazu wurden Ver-
diinnungsreihen der entsprechenden cDNA iiber 3 bis 4 Gréflenordnungen verwendet, um
die Spezifitdt und Linearitdt der Reaktion zu testen und die Amplifizierungseffizienz zu
ermitteln.

Um die Spezifitit zu beurteilen wurden die Schmelzkurven eines Amplifizierungsproduktes
der qRT-PCR in unterschiedlichen Verdiinnungen ausgewertet. Die Spitzen der Schmelz-
kurven sollten einen einzelnen Peak ergeben mit einem Maximum, das einen klar erkennba-

ren Schmelzpunkt definiert. Ausbuchtungen oder Shifts in der Schmelztemperatur weisen
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auf unerwiinschte Nebenprodukte hin (Abb. 4.2). Solche Primer wurden verworfen.
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Abbildung 4.2: Schmelzkurven. Die qRT-PCR erfolgte jeweils mit einer iiber drei Grofien-
ordnungen verdiinnten cDNA. In A sind die Schmelzkurven fiir ein Primerpaar fiir die Am-
plifikation von Capn10 gezeigt. Diese Primer lieferten kein einheitliches Produkt. In B wurde
Gapdh amplifiziert. Alle cDNA-Verdiinnungen lieferten die gleiche Schmelzkurve.

Tragt man in einem Graph den Logarithmus der cDNA-Konzentration gegen die Ci-Werte
auf, so sollte man eine Gerade mit einer negativen Steigung erhalten(Abb. 4.3). Von dieser
Steigung kann die Effizienz der PCR mit Hilfe folgender Formel berechnet werden:
1
E = 10 Steiguns

Fiir eine Effizienz zwischen 1,9 und 2,1 muss die Steigung im Bereich zwischen -3,10
und -3,59 liegen. Die relative Quantifizierung wurde mit und ohne Effektivitdtskorrektur
getestet. Lag die Effizienz nahe 2 und war die Probenkonzentration konstant, so waren die

Unterschiede zwischen beiden Methoden nur sehr gering.

4.2. Arbeiten mit RNA

4.2.1. lIsolation von total-RNA
Isolation aus eukaryotischen Zellen

Zur Isolation von gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen aus T75-Flaschen wurden diese
trypsiniert und anschlieend das Pellet mit PBS gewaschen. Dieses Zellpellet wurde in

3 ml Trizol (Gibco; bei kleineren Zellkulturflaschen entsprechend weniger) resuspendiert
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Abbildung 4.3: Amplifizierungskurve und Standardkurve. In beiden Féllen ist die
Amplifizierung von DHCR7 dargestellt. Die Amplifizierungskuve (A) zeigt deutlich die drei
unterschiedlichen Verdiinnungen der cDNA. In B wurden die Ci-Werte gegen den Logarith-
mus der einzelnen Konzentrationen aufgetragen. Aus der Steigung dieser Geraden lésst sich
die Effizienz der PCR berechnen. In diesem Fall liegt die Effizienz der PCR bei 1,985.

und 600 pl Chloroform zugegeben. Die Proben wurden fiir ca. 15 sec gevortext, 3 min bei
RT inkubiert und anschlieflend fiir 15 min bei 4 °C und 14000 rpm (Rotor JA20.1; Beck-
mann) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 15 ml Falcon-Gefi8 iiberfiihrt
und wihrend des Vortexens 0,53 Volumenprozent Ethanol tropfchenweise zugegeben. Die
Losung wurde anschlieBend auf die RNeasy Midi Saule iiberfithrt und die RNA-Isolation
mit dem RNAeasy Midi Kit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

Alternativ wurde die gesamt-RNA aus Zellkultur (T25-Flaschen) mit dem SV Total RNA
Isolation System (Promega) isoliert. Dazu wurden 175 ul SV RNA Lysis Buffer direkt auf
die mit PBS gewaschenen Zellen gegeben und diese dann in ein Reaktionsgefif iiberfiihrt.
Die Isolation wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt und die RNA mit 40 pl nuklea-

sefreiem HyO von den Saulen eluiert.

Isolation aus tierischem Gewebe

Um RNA aus tierischem Gewebe zu isolieren wurde dieses direkt nach der Préparation
in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Zur Préparation wurde das
Gewebe in eine bei -80 °C vorgekiihlte Teflonkapseln mit Stahlkugel gegeben und anschlie-
Bend 5 min in fliilssigem Stickstoff inkubiert. Die Kapseln wurden in den Dismembrator
DIAX 900 (Heidolph) eingespannt und bei 2000 rpm 2 mal je 45 s geschiittelt. Unter dem
Abzug wurden die Kapseln leicht geklopft, um das pulverisierte Gewebe auf eine Seite
zu bekommen und die Deckel vorsichtig aufgeschraubt. In jede Hélfte der Kapsel wurden

2 ml Trizol pipettiert und dieses dann in 14 ml Falkons mit Rundboden iiberfiihrt. Die
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Kapseln wurden mit 1 ml Trizol nachgereinigt. Die Reaktionsgefifle wurden solange gevor-
text, bis man eine homogene Gewebelosung erhielt. AnschlieBend wurde 1 ml Chloroform
zugegeben und kurz gevortext. Es folgte eine 3 miniitige Inkubation bei RT. Die Proben
wurden dann fiir 15 min bei 4 °C und 14000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand in
ein neues Reaktionsgefaf} tiberfithrt. Es wurden 0,53 Volumenprozent Ethanol trépfchen-
weise unter vortexen zugegeben und die Losung anschliefend auf eine RNeasy Midi Saule
iiberfithrt. Die RNA-Isolation wurde geméfl den Herstellerangaben mit dem RNeasy Midi
Kit durchgefiihrt.

Fallung von RNA

Bei stark verdiinnter oder ungeniigend reiner RNA kann, dhnlich wie bei DNA, die Kon-
zentration und die Reinheit durch Fillung erhoht werden. Dies erfolgt auf gleiche Weise
wie bei DNA (Kap. 4.1.3).

Aufreinigung von RNA aus wissrigen Lésungen

RNA-Sonden fiir whole mount in situ Hybridisierungen wurden mit Hilfe des RNeasy Mini
Kit (Qiagen) laut Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die RNA konnte bei -80 °C fiir ca. 8

Wochen gelagert werden.

4.2.2. Handhabung und Messung

Nach der RNA-Préparation wurden 20 - 40 U Ribonuclease Inhibitor (Fermentas) zuge-
geben und die RNA bei -80 °C aufbewahrt.

Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der erhaltenen RNA-Konzentration erfolgte analog zur Bestimmung der
DNA-Konzentration (Kap. 4.1.4). Die Berechnung der Konzentration erfolgte gemifi der

Formel:

csseNA = ODagp - 40 pg/ml - f

Bestimmung der RNA-Integritidt mittels Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Integritiit der isolierten RNA wurde diese auf einem 1%igem Agaro-
segel in TBE-Puffer (Kap. 4.1.4) aufgetrennt. Obwohl fiir die RNA-Auftrennung norma-
lerweise denaturierende Formaldehydgele mit MOPS-Puffer verwendet werden, reicht die

Auftrennung iiber Agarosegele in TBE-Puffer fiir die Qualitéitsbestimmung aus.
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Bestimmung der RNA-Integritdt mittels des Agilent 2100 Bioanalyzer

Fiir verschiedene Versuche, z. B. fiir die quantitative RealTime-PCR, war die Qualitétsbe-
stimmung mittels Gelelektrophorese nicht ausreichend. In diesen Fillen wurde die RNA-
Qualitidt mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) bestimmt. Dazu
wurde der RNA 6000 Nano Assay und der RNA LabChip Kit (beides Agilent Technolo-
gies) verwendet.

Bei dieser Methode, bei der eine elektrophoretische Trennung auf einem Chip erfolgt,
wurden die RNA-Proben aufgetrennt und anschliefend mittels laserinduzierter Fluores-
zenzdetektion gemessen. Die Bioanalyzer-Software generiert ein Elektropherogramm, ei-
ne Gel-dhnliche Abbildung (Abb. 4.4) und zeigt Werte wie die Konzentration und das
Verhéltnis von 18S zu 28S RNA. Den Grad der Degradation der RNA kann man dabei in
der Abnahme der 18S und 28S ribosomalen Banden-Verhéltnissen und der Zunahme im
Grundliniensignal der beiden ribosomalen Peaks und dem niedrigeren Marker erkennen.

Die Vorbereitung der RNA-Proben und die Durchfithrung der Messung erfolgte nach Her-

stellerangaben.
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Abbildung 4.4: Elektropherogramm und Gelbild der Bioanalyzer-Software. Das
Elektropherogramm der gesamt-RNA (hier aus Mausleber isoliert) zeigt zwei ribosomale
Peaks (18S und 28S RNA) und einen Marker-Peak. Hierbei handelt es sich um eine sehr
reine gesamt-RNA| die noch keine Degradierung aufweist.

4.2.3. Reverse Transkription von mRNA in cDNA

Die reverse Transkription von RNA in cDNA wurde mit dem RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas) oder der M-MLV Reverse Transcriptase, RNase H Minus, Point
Mutant (Promega) nach den Angaben der Hersteller durchgefiihrt. Je nach Anwendung
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erfolgte die Umschreibung mit Oligo (dT);5 oder Random Hexamer Primern.

4.2.4. RNA-Synthese durch in vitro Transkription und Labeling mit
Digoxigenin

Die Plasmide mit den Sondentemplates wurden mit einem geeigneten Restriktionsenzym li-
nearisiert und mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) aufgereinigt.
Anschliefend wurden die RNA-Sonden mit T7-Polymerase (MBI) oder SP6-Polymerase
(MBI) in Anwesenheit von DIG RNA Labeling Mix (Roche) und RNase Inhibitor (Fer-
mentas) 2 h bei 37 °C synthetisiert. Das linearisierte DNA-Template wurde durch Zugabe
von 10 U RNase-freier DNase I (Promega) abgebaut. Zur Uberpriifung der Synthese wur-
de die RNA auf ein Agarosegel aufgetragen. Die RNA-Sonde wurde schliefilich mit dem
RNeasy Mini Kit (Qiagen) aufgereinigt und bei -80 °C gelagert. Vor dem Einsatz zur

Hybridisierung wurden die Sonden 3 min bei 80 °C denaturiert.

4.3. Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien

4.3.1. Kaultivierung unterschiedlicher Zelllinien

Fiir die einzelnen Versuche wurden unterschiedliche Zelllinien verwendet. Alle verwendeten
Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungen bei 37 °C und einem CQOs-Gehalt von 5 %

sowie einer Luftfeuchtigkeit von 100 % kultiviert.

Kultivierung von Hela-Zellen

Bei HeLa handelt es sich um eine gut etablierte Zelllinie, die einem Cervixkarzinom ent-
stammt. HeLa-Zellen zeichnen sich durch ihre gute Anhaftung und gute Transfizierbarkeit
aus. Sie wurden in Modified Eagle Medium (MEM; Gibco), versetzt mit 10 % Fetal Bo-
vine Serum (FBS; Gibco), 2 mM L-glutamine (Gibco), jeweils 100 U/ml Penicillin und
Streptomycin (Gibco) kultiviert.

Kultivierung von HelLa T-REx-Zellen

Bei der HeLa T-REx-Zelllinie handelt es sich um eine modifizierte Form der HeLa-Zellen.
Dabei ermoglicht die T-REx Technologie die Tetrazyklin-regulierte Expression eines Gens
von Interesse. Dazu werden regulatorischen Elemente aus dem von E. coli Tnl0 codierten
Tetrazyklin (Tet) Resistenz-Operon [72, 73] verwendet (Abb. 4.5). HeLa T-REx-Zellen
exprimieren den Tet-Repressor vom pcDNAG/TR-Plasmid.

Die Zellen wurden in Modified Eagle Medium (MEM) und Zusatz von 10 % tetrazyklinfrei-
em FBS (Biochrom AG), je 100 U/ml Penicillin und Streptomycin und 5 pg/ml Blasticidin

(Invitrogen) kultiviert.
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i - - L —

shRNA von Interesse

- Unterdriickung der Expression
wird aufgehoben

— SO AT — SRR ShRNA von Interesse

Abbildung 4.5: Regulation iiber Tetrazyklin. pcDNAG6/TR wurde stabil in HeLa-Zellen
transfiziert. Die Selektion fiir eine Zelllinie, die stabil den Tet-Repressor (TetR) exprimiert,
erfolgt mit Hilfe von Blasticidin. Der pENTR/H1/TO-Vektor mit dem gewiinschten shRNA-
Konstrukt wurde in diese Zellen transfiziert. Nach der Transfektion binden TetR-Homodimere
an den Tet-Operator 2 (TetO; im pENTR/h1/TO-Konstrukt) und unterdriicken die Tran-
skription der shRNA von Interesse. Gibt man Tetrazyklin zu, so bindet dieses an die TetR-
Homodimere. Diese Bindung verursacht eine Konformationsénderung in TetR. Dadurch 16sen
sich diese Homodimere von der Tet-Operator-Sequenz und die Transkription der shRNA wird

induziert.
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Kultivierung von stabil transfizierten HeLa T-REx-Zellen

In HeLa T-REx-Zellen wurde der Vektor pENTR/H1/TO (enthalten im BLOCK-iT In-
ducible H1 RNAi Entry Vector Kit; Invitrogen) mit unterschiedlichen Inserts stabil trans-
fiziert. Als Selektionsantibiotikum wurde dem Medium Zeocin (Gibco) in einer Konzen-

tration von 100 pg/ml zugesetzt.

Kultivierung von Hek293-Zellen

Bei den Hek293-Zellen handelt es sich um eine Zelllinie aus humanem embryonalen Nie-
rengewebe (human embryonal kidney). Sie wurden in High Glucose Dulbecco‘s Modified
Eagle Medium (DMEM; Gibco), versetzt mit 10 % FBS, 2 mM-L-Glutamin, 100 U/ml
Penicillin und 100 U/ml Streptomycin, kultiviert.

Kultivierung von HepG2-Zellen

HepG2-Zellen sind humane ménnliche hepatocarcinomische Zellen. Sie wurden in High
Glucose Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco), versetzt mit 10 % FBS,
2 mM L-Glutamin und 100 U/ml Penicillin und Streptomycin kultiviert.

Kultivierung von MRC-5-Zellen

MRC-5-Zellen stammen aus gesundem Lungengewebe eines 14 Wochen alten ménnlichem
Fotus. Sie wurden in Modified Eagle Medium (MEM; Biochrom AG) mit 10 % FBS (Gib-
co), 2 mM L-Glutamin (Gibco) und jeweils 100 U/ml Penicillin und Streptomycin kulti-

viert.

4.3.2. Inhibitorische Medienzusitze

In einigen Versuchen wurde die Cholesterinbiosynthese mittels spezieller Inhibitoren ge-
hemmt. Dazu wurden diese in unterschiedlichen Losungsmitteln aufgenommen und fiir die

einzelnen Versuche entsprechend verdiinnt eingesetzt (Tab. 4.6).

Tabelle 4.6: Inhibitoren der Cholesterinbiosynthese

Substanz  Losungsmittel Konzentration Bezugsquelle

BM 15766 DMSO 5 mM Sigma Aldrich
Pravastatin H50 10 mg/ml Sigma Aldrich
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4.3.3. Allgemeine Methoden zur Zellkultur
Auftauen von Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und in 10 ml vor-
gewdrmtem Medium aufgenommen. Die Zellen wurden fiir 3 min bei 1000 rpm abzentri-
fugiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in 3 ml Medium resuspen-
diert und in eine 25 ml Zellkulturflasche mit Medium iiberfiithrt. Dieser Vorgang wurde
moglichst ziigig durchgefiihrt, da das im Einfriermedium enthaltene DMSO fiir aufgetaute
Zellen schédlich ist.

Passagieren von Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wachsen als Monolayer. Spétestens bei Erreichen
der Konfluenz war es notwendig, die Zellen auf eine oder mehrere Zellkulturflaschen zu
iiberfithren (splitten). Dazu wurde zuerst das Medium abgenommen, die Zellen mit vor-
gewirmtem PBS gewaschen und durch Zugabe von 1 ml (25 ml Zellkulturflasche) bzw.
2 ml (75 ml Zellkulturflasche) Trypsin/EDTA (Gibco) bei 37 °C abgelost. Die Trypsinie-
rung wurde durch Zugabe von Medium gestoppt, die Zellen 2 min bei 1500 rpm abzentri-
fugiert und das Pellet in frischem Medium resuspendiert. Die Verdiinnung wurde je nach
Wachstumsrate der jeweiligen Zelllinie und Anforderungen des Experiments gew#hlt und

lag iiblicherweise zwischen 1:2 und 1:20.

o PBS
10 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,4
150 mM NaCl

Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden in einer 75 ml Zellkulturflasche bis zu einer maximalen Konfluenz von
90 % kultiviert. Nach Absaugen des Mediums und Waschen mit 10 ml PBS wurden die
Zellen mit 2 ml Trypsin abgelost (Inkubation je nach Zelllinie zwischen 3 und 10 min bei
37 °C). Die Zellen wurden in 10 ml Medium aufgenommen, fiir 5 min bei 1000 rpm abzen-
trifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden dann in 3 ml Einfriermedium
(Medium mit 10 % DMSO) resupendiert und auf zwei Kryoréhrchen (Nunc) aufgeteilt. Die-
se wurden in einem auf RT temperierten Einfrierkontainer (Cryo 1 °C Freezing Container;
Nalgene) mit einer Abkiihlrate von -1 °C pro min in einem -80 °C Gefrierschrank eingefro-
ren. Fiir eine lingere Lagerung wurden die Zellen dann in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt

und aufbewahrt.
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Zdhlen von Zellen

Zellen wurden fiir die Zdhlung mit Trypan Blue (Gibco) angefiirbt. Dies ermoglichte die
Bestimmung der Zellviabilitit. Nur abgestorbene Zellen absorbieren diesen Farbstoff, vi-
tale Zellen hingegen bleiben farblos. 50 pl der Zellsuspension wurden mit 50 pl Trypan
Blue versetzt und gut durchmischt. Ein Tropfen davon wurde auf eine Neubauerzihlkam-
mer (Lénge der Quadrate 1 mm, Hohe mit Deckglas 1 pum) gegeben. Auf diese Weise
konnte die Anzahl der lebenden Zellen unter dem Mikroskop ermittelt werden. Dazu wur-
den die Zellen in vier Quadranten ausgezihlt und die Konzentration ¢ in Zellen/ml der
Zellsuspension wie folgt berechnet (T ist das arithmetische Mittel der vier Quadrate):
T mm?

= -2-1000
¢ 0, 1mm3 m

Der Faktor 2 entspricht dabei der Verdiinnung mit Trypan Blue.

4.3.4. Transiente Transfektion

Transiente Transfektionen wurden je nach Anforderung des Experiments in unterschiedli-
chen Volumina durchgefiihrt.

Die Zellen wurden fiir gewthnlich am Vortag auf das entsprechende Format gesplittet. Bei
einer Konfluenz von ca. 30 - 40 % wurden die Zellen transfiziert.

Opti-MEM I (Gibco) ohne Zusitze wurde entweder in 96 well Kulturplatten oder in
Eppendorf-Reaktionsgeféfen vorgelegt. Das Transfektionsreagenz FuGENEG6 (Roche) wur-
de direkt in das Medium pipettiert und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die
Plasmid-DNA zugegeben und wiederum fiir 20 min bei RT inkubiert. Der Transfektions-
ansatz wurde dann tropfenweise auf die Zellen gegeben und diese bei 37 °C und 5 % CO»
inkubiert.

Die unterschiedlichen Zelllinien unterscheiden sich beziiglich der optimalen Transfektions-
bedingungen. Zudem mussten je nach Mafistab der Transfektion andere Mengen verwendet

werden, die bei den einzelnen Versuchen im Ergebnisteil angegeben wurden.

4.3.5. Farbung von Zellen

Fiir die genauere Untersuchung der stabil transfizierten HeLa T-REx-Zellen wurden diese
gefarbt. Zudem wurden Zellen zur Funktionspriifung unterschiedlicher Antikorper gefarbt.
Zum Farben wurden die jeweiligen Zellen in 6 well Platten ausgesét, in die zuvor ein steriles

Deckglas gelegt wurde.

143



4. Methoden

Farbung der Mitochondrien und des Endoplasmatischen Retikulums mit spezifischen
Farbstoffen

Fiir die Farbung der Mitochondrien und des ER wurden fluoreszenzgekoppelte Tracker
verwendet. Diese Farbstoffe werden aktiv in die jeweiligen subzelluldren Kompartimente
der lebenden Zellen transportiert. Dafiir wurden diese Farbstoffe in den jeweiligen Kultur-
medien verdiinnt (MitoTracker Orange CMTMRos: final 300 nM, ER-Tracker Blue-White
DPX: final 600 nM; beide Molecular Probes) und auf die Zellen gegeben. Es folgte eine 30
min Inkubation bei 37 °C. Anschlielend wurde das Medium wieder abgenommen und die

Zellen 2 mal mit PBS gewaschen.

Fixierung

Um die Zellen zu fixieren wurde jeweils 1 ml 3,7 %iger Formaldehyd in PBS auf diese
gegeben und bei 37 °C fiir 10-15 min inkubiert. Danach wurden die Zellen 2 mal mit PBS

gewaschen.

Permeabilisierung

Fiir die Antikérperfarbungen und die Farbung mit Phalloidin war es notwendig die Zellen
zu permeabilisieren. Dazu gab man 1 ml 0,5 % Triton-X (Merck) in PBS in jedes well und
inkubierte die Zellen bei RT fiir 10 min. Die Zellen wurden anschliefend 2 mal mit PBS

gewaschen.

Immuncytochemie

Fiir die Antikorperfarbungen wurden die permeabilisierten Zellen zuerst mit 5 % FBS
in PBS bei RT fiir 30 min bis 1 h inkubiert. Der erste Antikorper (Kap. 5.1.4) wurde
1:1000 in Blocking-Losung verdiinnt. Die Zellen wurden 1 h mit der Antikérperlosung
bei RT inkubiert und die Zellen dann 3 mal mit PBS gewaschen. Der zweite Antikorper
(AlexaFluor 488 goat anti rabbit oder AlexaFluor 568 goat anti rabbit; beide Molecular
Probes) wurde 1:2000 in Blocking-Losung verdiinnt und ebenfalls 1 h bei RT inkubiert.

Anschlielend wurden die Zellen erneut 3 mal mit PBS gewaschen.

Farbung des Cytoskeletts

Die Féarbung des Cytoskeletts erfolgte durch die Farbung des F-Actins mit Phalloidin.
Phalloidin, gelabelt mit AlexaFluor 488 (griin) oder AlexaFluor 568 (rot; beide Invitrogen),
wurde 1:50 in 5 % FBS/PBS verdiinnt und 30 min bei RT im Dunkeln auf den Zellen

inkubiert. Die Zellen wurden 2 mal mit PBS gewaschen.
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Farbung des Zellkerns

Die Farbung des Zellkerns wurde entweder mit DAPI (4’,6-Diamindino-2-phenylindole,
Dihydrochlorid) oder Hoechst 33342 (beide Invitrogen) durchgefiihrt. DAPI wurde in einer
finalen Konzentration von 300 nM in HyO fiir 1-2 min auf die Zellen gegeben. Die Farbung
mit Hoechst 33342 wurde in einer 1:5000 Verdiinnung in PBS fiir 1-5 min durchgefiihrt.

Einbettung der gefarbten Zellen

Die Zellen wurden nach der Farbung 3 mal mit PBS gewaschen. Anschlieend wurden die
Zellen auf Super-Frost Plus Deckglidschen (Menzel Glaeser) mit Vectashield (Vectalabs),

einem Fluoreszenzverstéirker, eingebettet.

Detektion der Fluoreszenz und Dokumentation

Die gefarbten Zellen wurden mit einem Zeiss Axiophot Fluoreszenz Mikroskop und den
geeigneten Filtern betrachtet. Mit Hilfe der ISIS-Software (Metasystems) konnte iiber die

angeschlossene Kamera Bilder gemacht werden.

4.3.6. Zellkultur-Assays
BLOCK-iT RNAi Target Screening System

Das BLOCK-iT RNAi Target Screening System (Invitrogen) dient zur Bestimmung der
Effektivitat unterschiedlicher RNAi-Molekiile. Das zu untersuchende Target-Gen wurde in
den lacZ-basierten Reporter-Vektor pSCREEN-iT /lacZ-DEST (Invitrogen) kloniert. Die-
ser wurde anschlieffend zusammen mit dem zu testenden RNAi-Molekiil in Zellen cotrans-
fiziert. Dabei kam es zur Expression eines lacZ-Fusionstranskripts, das iiber die Aktivitit
der B-Galaktosidase mit dem FluoReporter lacZ/Galactosidase Quantiftation Kit (Invitro-
gen) gemessen wurde. Das Substrat 3-Carboxy-Umbellideryl-3-Galactopyranoside (CUG)
diente zur Messung der [f-Galaktosidaseaktivitdt. Die Messungen wurden nach Angaben

des Herstellers im Safire? Microplate Reader(Tecan) durchgefiihrt.

Dual-Luciferase Reporter Assay

Der Dual Luciferase Reporter Assay (Promega) erméglicht die gleichzeitige Expression und
Messung zweier individueller Reporterenzyme innerhalb eines Systems. In der vorliegenden
Arbeit wurde dieser zur Transfektionsoptimierung und zur Bestimmung der Knock-down
Effizienz unterschiedlicher shRNA-Konstrukte verwendet.

Fiir die Untersuchungen der Knock-down Effizienzen wurden die Sequenzen der runterzu-

regulierenden Gene in den psiCHECK-2 Vektor (Promega) kloniert. Die multiple cloning
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region befindet sich 3’ zum synthetischen Renilla Gen und dem Translationsstopp-Codon.
Nach der Klonierung wurde der Vektor in die Zellen transfiziert. Es wird eine Fusions-
RNA des Renilla-Gens mit dem Gen von Interesse transkribiert. Gleichzeitig mit dem
psiCHECK-2-Vektor wurden auch die shRNA-exprimierenden Vektoren transfiziert. Bin-
det die spezifische sShRNA /siRNA an die Target-mRNA und startet den RNAi-Prozess, so
wird die Fusions-RNA aus Renilla und dem Gen von Interesse geschnitten und schliellich
abgebaut, so dass man ein abnehmendes Renilla Luciferase Signal erhilt. Der psiCHECK-
2-Vektor Vektor enthélt eine zuséitzliche Firefly Reporter Expressionskassette die als Trans-

fektionsnormalisationsreporter dient.

Detektion der Luciferaseaktivitat Die Transfektion fiir diese Versuche erfolgte meist
im 12 well Format. Zur Detektion der Luciferaseaktivitit wurde das Zellkulturmedium
nach beendeter Inkubationszeit abgesaugt und die Zellen 2 mal mit PBS gewaschen. Zur
Lyse der Zellen wurde in jedes well 200 ul 1 x Passive Lysis Buffer gegeben und die Platte
anschliefend 15 min bei RT leicht geschiittelt. Nach erfolgter Lyse wurden aus jedem well 3
x 20 pl in 3 wells einer weiflen 96 well Platte iiberfithrt. Die Messung der Luciferaseaktivitat
erfolgte mit dem GENiosPro (Tecan) nach dem in Abbildung 4.6 angegebenen Protokoll

mit den im Kit enthaltenen Lésungen.

Auswertung der Ergebnisse Die Ergebnisse der Dual Luciferase Assays werden in ,,Re-
lative Light Units* (RLU) angegeben. Um diese zu erhalten dividiert man die erhaltenen
Werte der Renilla-Luciferaseaktivitét durch die Werte der Firefly-Luciferaseaktivitat. Zur
Verringerung der Fehler wurden die Mittelwerte der dreifachen Messungen und die Stan-

dardabweichungen bestimmt.

Apoptose-Assay

Um apoptotisches Verhalten in Zellkultur messen zu kénnen wurde der Caspase-Glo 3/7-
Assay (Promega) verwendet. Dabei handelt es sich um einen Lumineszenz Assay, der die
Aktivitdt von Caspase 3 und Caspase 7 misst. Der Assay enthilt ein prolumineszierendes
Caspase 3/7 Substrat, nach dessen Spaltung ein Substrat fiir die Luciferase (Aminoluci-
ferin) freigesetzt wird. Daher kommt es zu einer Luciferase-Reaktion und zur Produktion
von Licht.

Der Assay ist auf eine Anwendung im 96 well Format ausgelegt. Da dies fiir einige Versu-
che nicht durchfithrbar war, wurde der Assay verdndert und auf eine Anwendung im 12
well Format optimiert.

Zum Zeitpunkt der Messung wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen 2

mal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann in je 200 ul 1 x Passive Lysis Buffer
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Measurement Parameter [GENios Pro)

Genera|1 Plate ] Meas. Params § Temperature] Shaking]

Kingtics

Mumber of cycles: 2

Intereal: | 7500 s

[ Use minimum interval

Runtime [per well): |11 20 ms Fiun time [whole plate): 00:32:52  d:hbemm:ss
Time stamps [starts per well)

Cycles: 1 2
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A (700 ms
B (700 mg)
Time [mg): -2600 a 10120
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Delay [after start 13t cycle]: -2500 ms Delay [after start 13t cycle]: 5500 ms
Wolume: 100 pl Yolume: 100 pl
Speed: 200 nlds Speed: 200 plés

0k | abbrechen | Hife |

Abbildung 4.6: Programm fiir die Messung der Luciferaseaktivitit. Der Firefly
Luciferase Reporter Assay wurde durch die Zugabe von Luciferase Assay Reagent II (Injektor
A) gestartet. Es erfolgte eine Messung. Die Quenchung der Firefly Luciferase Lumineszenz
und die gleichzeitige Aktivierung der Renilla Luciferase wurden durch die Zugabe des Stop
& Glo Reagent (Injektor B) zur Probe erreicht.

lysiert und 15 min bei RT geschiittelt. Aus jedem well wurden 3 x 20 ul in eine weifle 96
well Platte (Nunc) tiberfiihrt. In jedes well wurden dann 20 ul Caspase-Glo 3/7 Reagent
zugegeben, die Losungen zum Mischen leicht geschwenkt und nach 10 min das Lucifera-
sesignal im GeniosPro (Tecan) mit Hilfe der XFlour4GeniosPro Software gemessen. Das

Lumineszenz-Signal ist direkt proportional zur Menge der aktiven Caspase.

Viabilitdts-Assay

Die Zellviabilitidt wurde mit Hilfe des CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Pro-
mega) gemessen. Dieser basiert auf der Quantifizierung des in metabolisch aktiven Zellen
vorhandenen ATP. Luciferin wird durch das Enzym Firefly Luciferase in Anwesenheit von
Mg?*+, ATP und molekularem Sauerstoff zu Oxyluciferin umgewandelt. Die Menge an ATP
wird als direkt proportional zu der Anzahl an metabolisch aktiven Zellen angenommen.

Dieser Assay ist auf eine Hochdurchsatz-Anwendung im 96 well Format ausgelegt. Fiir
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die Versuche in der vorliegenden Arbeit wurde er auf eine Anwendung im 12 well Format
optimiert.

Das Medium wurde von den Zellen abgenommen und die Zellen 2 mal mit PBS gewaschen.
Anschlielend wurden je well 200 ul 1 x PLB zu den Zellen gegeben und diese zur Lyse bei
RT unter schiitteln 15 min inkubiert. Aus jedem well wurden 3 mal 20 ul in eine weifle 96
well Platte (Nunc) tiberfiihrt. Zu jedem well wurden 20 pl CellTiter-Glo Reagent zugege-
ben, die Platte leicht geschiittelt und 10 min bei RT inkubiert. Anschliefend erfolgte die
Messung im GENiosPro (Tecan).

4.4. Arbeiten mit Bakterien

4.4.1. Nahrmedien

Alle verwendeten Nidhrmedien wurden bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert. Festmedien
wurde vor dem Autoklavieren Agar mit einer Konzentration von 1,5 % (w/v) zugesetzt.
Temperaturempfindliche Zusétze wurden steril filtriert und nach dem Autoklavieren zu-

gegeben.

¢ LB-Medium
10 g NaCl
10 g Bacto-Tryptone
5 g Bacto-Hefeextrakt
ad 11H,0 (pH 7,4)

e LB-Agar
LB-Medium
7,5 g/1 Agarose
10 mM MgSOy

¢ SOC-Medium
2 g Trypton
0,5 g Hefeextrakt
0,2 g MgClg x 6 HQO
0,25 g MgSO,4 x 7 HoO
0,36 g Glukose
ad 11H,0
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4.4.2. Inhibitorische und selektive Medienzusitze

Die verwendeten Hemmstoffe und Medienzusitze (Tabelle 4.7) wurden sterilfiltriert und
nach dem Abkiihlen der Medien auf ~ 45 °C (Festmedien) oder direkt vor Inokulation

(Fliissigmedien) zugesetzt.

Tabelle 4.7: Antibiotika

Antibiotikum L&sungsmittel Arbeitskonzentration

Ampicillin Hy0O 100 pg/ml
Kanamycin H,0O 30 pg/ml

4.4.3. Bakterien kultivieren

Das Uberimpfen von E. coli auf Festmedien oder Fliissigmedien wurde mit einer aus-
geglithten Impfose oder einer sterilen Pipettenspitze, ausgehend von Einzelkolonien auf
Agarplatte oder von Glyzerinkulturen, durchgefiihrt. Fliissigkulturen mit grofleren Volumi-
na als 30 ml wurden aus iiber Nacht gewachsenen Vorkulturen (5 ml) in einer Verdiinnung
von 1:100 beimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C in Brutschrénken bzw. Rundschiitt-

lern bei mindestens 200 rpm.

4.4.4. Kurz- und Langzeitaufbewahrung von Bakterienkulturen

Bakterienstdmme konnen auf Agarplatten mehrere Monate bei 4 °C gelagert werden. Dazu
wurden die Einzelkolonien einen Tag bei 37 °C inkubiert, die Agarplatten anschlieffend mit
Parafilm (American National Can, Chicago, USA) umwickelt und bei 4 °C aufbewahrt.
Fiir die Langzeitaufbewahrung wurden ausgehend von Fliissigkulturen Glyzerinkulturen
angelegt, die fiir mehrere Jahre bei -80 °C stabil sind. Diese Kulturen wurden im Verhé&ltnis
1:1 mit 80%igem Glycerin in Nunc Cryo Tube™ Vials (Merck, Bruchsal) gemischt und
bei -80 °C gelagert.

4.4.5. Herstellung kompetenter E. coli und Transformation

Herstellung elektrokompetenter Bakterien

10 ml Ubernachtkultur von E. coli XL1-blue wurden mit 1 1 LB-Medium verdiinnt (1:100)
und bei 37 °C so lange inkubiert, bis sie eine ODgpg von 0,5-0,8 erreichten. Die Bakteri-
enkultur wurde auf Eis abgekiihlt und bei 4 °C und 4500 rpm fiir 15 min zentrifugiert.
Das Pellet wurde mit 1 1, 500 ml und 20 ml eiskaltem 10%igem Glycerin gewaschen, bevor

es in 10 ml eiskaltem 10 % Glycerin resuspendiert wurde. Davon wurden 50 pl Aliquots
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hergestellt, die in fliilssigem Stickstoff schockgefroren und anschlielend bei -80 °C bis zum

Gebrauch gelagert wurden.

Elektroporation: Transformation elektrokompetenter E. coli

Fiir die Transformation in elektrokompetente F.coli XL1-blue wurde ein Aliquot der Bak-
terien auf Eis aufgetaut, mit 2 ul Plasmid-DNA oder Ligationsreaktion gemixt und 10
min auf Eis inkubiert. Anschlieflend wurde die Suspension in eine sterile Elektroporati-
onskiivette (Biorad) iiberfithrt und ein Impuls von 200 €, 2,5 kV und 25 mF (Gene Pulser
IT; Biorad) gegeben. Direkt im Anschluss wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und die Bak-
terien in ein Eppendorf Reaktionsgefaf tiberfiihrt. Die Bakterien wurden fiir 1 h bei 37 °C
unter Schiitteln (200 rpm) inkubiert und schliellich auf LB-Agar ausplattiert.

Herstellung chemokompetenter E. coli

250 ml LB-Medium mit 20 mM MgSO4 wurden mit 2,5 ml einer Ubernachtkultur von E.
coli DH5« oder JM107 (1:100) angeimpft und bis zu einer ODgog von 0,4-0,6 bei 37 °C
inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde auf 4 °C abgekiihlt und anschlieSend bei 4 °C und
4500 rpm fiir 15 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml kaltem TFBI1 resuspendiert,
5 min auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Bakterien in 10 ml kaltem TFB2 resuspendiert. Nach einer 15-60 miniitigen Inkubation auf

Eis wurde die Suspension in 100 ul Aliquots aufgeteilt, in fliisssigem Stickstoff eingefroren
und bei -80 °C aufbewahrt.

e TFB1
30 mM KAc
100 mM RbCl
10 mM CaClg
50 mM MnCls
10 % Glycerin
mit KAc auf pH 5,8 einstellen und steril filtrieren

e TFB2
10 mM MOPS
75 mM CaCly
10 mM RbCl
15 % Glycerin
mit KOH auf pH 6,5 einstellen und steril filtrieren
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Heat-shock Transformation: Transformation chemokompetenter Zellen

2 pl Plasmid-DNA oder Ligationsreaktion wurden mit 100 pl aufgetauter chemisch kom-
petenter E. coli (DH5a, JM107, TOP10) gemischt. Die Reaktion wurde fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 s wurden die Bakterien mit 250 ul SOC-
Medium versetzt und bei 37 °C fiir 1 h unter Schiitteln (200 rpm) inkubiert. AnschliefSend

wurde der Reaktionsmix auf das entsprechende Selektionsmedium ausplattiert.

4.5. Genexpressionsanalyse in Mauseembryonen

4.5.1. Préaparation von Embryonen und Fixierung

Fiir die Priaparation wurden Méuse der Linien C3HeB/Fel, C57/b6J und Tattered ver-
wendet. Fiir die whole mount in situ Hybridisierungs Experimente und fiir die Antikorper-
Farbungen wurden die Embryonen (E9,0-E14,5) in 4 % PFA in DEPC-PBS iiber Nacht
bei 4 °C fixiert. Am nichsten Tag wurden die Embryonen durch 25, 50 und 75 % Me-
thanol in DEPC-PBS (jeweils mindestens 10 min bei 4 °C, abhingig von der Grifie der
Embryonen) dehydriert. Anschliefend wurden die Embryonen bei -20 °C aufbewahrt.

4.5.2. Whole mount mRNAin situ-Hybridisierung

Die Hybridisierung wurde nach den Protokollen von [134] und [155] durchgefiihrt und

erfolgte in 6well-Platten (Nunc oder Flakon) unter méfigem Schiitteln.

Vorbereitung der Embryonen

Die fixierten und in 100%igem Methanol gelagerten Embryonen wurden bei 4 °C in einer
absteigenden Methanolreihe (75, 50 und 25 % Methanol/ DEPC-PBS, jeweils 10 min)
rehydriert und anschlieBend mehrmals in PBT gewaschen (3 mal 10 min). Die Hirnventrikel
wurden mit Subcutannadeln aufgestochen um Substrat-Prézipitate zu verhindern. Die
Embryonen wurden dann in 6 % HsO2/PBT fiir 1 h gebleicht und anschliefend 3 mal je
15 min mit PBT gewaschen. Embryonen, die &lter als E9,5 waren, wurden mit Proteinase K
(10 pg/ml in Proteinase K Puffer) bei RT behandelt. Die Inkubationsdauer war abhéingig
vom Entwicklungsstand: E10 - 1 min, E11 - 5 min, E12 - 8 min, E13 - 12 min, E14 - 15
min. Um die Behandlung mit Proteinase K zu stoppen wurden die Embryonen auf Eis mit
2 mg/ml Glycin/PBT (2 mal 5 min) und mit PBT (2 mal 5 min) gewaschen. Es folgte
eine Inkubation in RIPA -Puffer (3 mal 5 min) zur Permeabilisierung und wieder in PBT
(3 mal 5 min). Danach wurden die Embryonen 20 min mit 4 % PFA /0,2 % Glutaraldehyd

auf Eis fixiert.
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Hybridisierung

Die Embryonen wurden 10 min in Hype-Puffer/PBT (1:1) bei RT inkubiert. Sie wurden
dann 10 min in Hype-Puffer gewaschen und anschlieend 3 h bei 65 °C in Hype-Puffer
priahybridisiert. In der Zwischenzeit wurde die Digoxigenin-markierte RNA bei 90 °C fiir
3 min denaturiert und bis zum Gebrauch auf Eis aufbewahrt. Die Hybridisierung erfolgte
schliefllich in Hype-Puffer mit einer 1:100 Verdiinnung der DIG markierten RNA in 100
png/ml tRNA in Hype-Puffer bei 68 °C iiber Nacht.

Am nichsten Tag wurden die Embryonen mit Hype-Puffer bei 65 °C (2 mal 30 min) und
anschlieBend bei RT 5 min mit Hype-Puffer/RNase-Puffer (1:1) gewaschen. AnschlieBend
folgte eine 60 miniitige Inkubation in 100 pug/ml RNase A in RNase-Puffer bei 37 °C um
ungebundene Sonden zu entfernen. Die Embryonen wurden danach in RNase-Puffer und
SSC/FA /Tween 20 (1:1) bei RT (5 min) und in SSC/FA /Tween 20 bei 65 °C (2 mal 5 min,
3 mal 10 min, 5 mal 30 min) gewaschen. Die Embryonen wurden erneut auf RT abgekiihlt
und bei RT in SSC/FA/Tween 20 und 1 x TBST (1:1) (5 min) und 1 x TBST (2 mal 10

min) gewaschen.

Antikoérperinkubation

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Embryonen 2 mal 10 min mit
MABT gewaschen und dann mit 10 % Blockierungslésung (Roche) in MABT fiir 1 h inku-
biert. Der DIG-Antikérper wurde 1:5000 mit 1 % Blockierungslésung in MABT verdiinnt
und bis zum Gebrauch bei 4 °C aufbewahrt. Die Embryonen wurden schliefilich mit dieser
Antikorperlosung iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurde ungebundener
Antikoérper durch mehrmaliges Waschen bei RT in MABT (3 mal 5 min) und TBST (3
mal 5 min, 8 mal 1 h) entfernt. Die Embryonen wurden iiber Nacht in TBST bei 4 °C

inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Waschlésung nochmals gewechselt.

Farbereaktion

Die Embryonen wurden mit Alkalischem Phosphatase-Puffer bei RT gewaschen (3 mal 20
min). Fiir die Farbung wurde BM Purple AB Substrat-Lésung (Roche) mit 0,5 % Tween
20 und 2 mM Levamisol versetzt und 3 min bei 2400 rpm zentrifugiert. Levamisol inhi-
biert endogene alkalische Phospatasen in Leber, Niere, Plazenta, Knochen und Darm von
Séugetieren und unterdriickt dadurch unerwiinschte Hintergrundfarbungen. Die Farbung
erfolgte bei 4 °C im Dunkeln und dauerte zwischen einem und vier Tagen. Zum Stop-
pen der Farbung wurden die Embryonen in Alkalischem Phospatase-Puffer gewaschen (3
mal 10 min) und anschliefend in 4 % PFA/PBS iiber Nacht bei 4 °C fixiert. In dieser
Losung kénnen die Embryonen iiber Jahre hinweg aufbewahrt werden, ohne die Férbung

zu verlieren.
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Dokumentation

Die gefirbten Embryonen wurden in Petrischalen mit 0,6%igem Agarosegel/PBS gelegt
und mit PBS bedeckt. Die Aufnahmen wurden mit dem Mikroskop MZ 95 (Leica), das

mit einer Digitalkamera ausgestattet, ist aufgenommen.

e DEPC-H,0
0,01 % DEPC in HyO

iiber Nacht inkubieren und autoklavieren

¢ DEPC-PBS
0,01 % DEPC in PBS

iiber Nacht inkubieren und autoklavieren

e Alkalischer Phospatase-Puffer
100 mM NaCl
50 mM MgCl,
100 mM Tris/HCL pH 9,5
2 mM Levamisol
0,1 % Tween20

e Blockierungslésung
10 % (w/v) Blockierungsreagenz (Boehringer Mannheim) wurde in MAB-Puffer

gelost, autoklaviert und aliquotiert bei -20 °C aufbewahren

e FirbelGsung
BM purple AP Substrat (Boehringer Mannheim)
2 mM Levamisol (Sigma)
0,5 -1 % Tween20

zentrifugieren, Uberstand verwenden

e Heparin-Lésung
100 mg/ml Heparin (Sigma) in 4 x DEPC-SSC

¢ MAB-Puffer
0,1 M Maleinsaure
0,15 M NaCl
mit NaOH-Plétzchen auf pH 7,5 einstellen, autoklavieren
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MABT-Puffer
0,1 % Tween20 in MAB

PBT
0,1 % Tween20 in DEPC-PBS

4 % PFA in DEPC-PBS

4 % (w/v) Paraformaldehyd in DEPC-PBS mit ein paar Tropfen NaOH alkalisieren
und bei 50 °C unter Riihren lésen/depolymerisieren, abkiihlen lassen und mit HCI
auf pH 6,5-7,0 einstellen

Proteinase K-Puffer
20 mM Tris/HCI pH 7,5
1 mM EDTA

zweimal autoklavieren

RNase-Lésung

500 mM NaCl

10 mM Tris/HCI pH 7,5
0,1 % Tween20

RIPA Puffer

0,05 % SDS

150 mM NaCl

1 % NP40

0,5 % Deoxycholat

1 mM EDTA

50 mM Tris/HCI pH 8,0
in DEPC-H,0

SSC/FA/T

2 x SSC

50 % Formamid
0,1 % Tween20

10 x TBST

1,4 M NaCl

30 mM KCl1

250 mM Tris/HCI pH 7,5
1 % Tween20
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e Tris/Glycin-Puffer
0,1 M Tris
0,1 M Glycin
in DEPC-H50 l6sen

¢ tRNA
10 mg/ml in DEPC-H,0
2 x phenolisieren

bei -20 °C aliquotiert aufbewahren

¢ Hype-Puffer
50 % deionisiertes Formamid
5 x SSC
0,05 % Heparin-Losung
0,1 % Tween20 100 pg/ml tRNA
in DEPC-H20, mit 1 M Zitronenséure auf pH 6,0 einstellen

4.6. Immunhistochemie

4.6.1. Gewebepraparation fiir Paraffinschnitte

Die Gewebe wurden entnommen und sofort in 4 % PFA fiir 0,5-1 h bei RT fixiert. An-
schlieBend wurden die Gewebe je nach Grofle ca. 3 h in PBS und anschlieend 4 h in
50 % Isopropanol inkubiert. Es folgte eine Inkubation iiber Nacht in 75 % Isopropanol,
den Tag iiber in 90 % und erneut iiber Nacht in 100 % Isopropanol. Am folgenden Tag
wurden die Gewebe je 30 min in 100 % Isopropanol zunéchst bei RT, dann bei 37 °C und
schliellich bei 60 °C inkubiert. Danach wurden die Gewebe fiir 24 h in einem Isopropa-
nol/Paraffingemisch (1:1) bei 60 °C inkubiert. Anschliefend wurde bei 60 °C der Isopropa-
nol vollstéindig abgedampft. Die Gewebe wurden dann in die entsprechenden Plastikhalter

mit Paraffin eingebettet und anschliefend geschnitten und auf Objekttrager aufgebracht.

4.6.2. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zunéchst werden die Schnitte durch Spiilen mit Leitungswasser entparaffiniert. Es folgt
eine 4 miniitige Féarbung mit Hamatoxylin, bei der Strukturen wie DNA, Zellkern und ER
zunéchst rotlich-braun gefarbt werden. Anschlieend werden die Schnitte ca. 10 min in Lei-
tungswasser gewdassert. Dadurch kommt es zu einer Erhohung des pH-Wertes, wodurch die
gefarbten Strukturen ihre bau-violette Farbe erhalten. Anschliefend wurden die Schnitte
ca. 1 min in 1 %igem wissrigen Eosin gefirbt, wodurch hauptsichlich Zellplasmaproteine

rot gefdrbt wurden. Die Schnitte wurden dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30,
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50, 70, 96 und 2 mal 100 % EtOH) entwiissert und anschlieffend 2 mal in Xylol geklért.
Anschliefend werden die Schnitte mit Roti-Histokit IT (Roth) eingedeckelt.

¢ Himatoxylin
1 g Hamatoxylin
0,2 g Natriumiodat
91,8 g Aluminiumkaliumsulfat
50 g Chloralhydrat
1 g Zitronenséure
ad 11 HoO

e Eosin
10 g Eosin
ad 11 HQO

4.7. Proteinchemische Methoden

4.7.1. Lyse von Bakterien

Das Bakterienpellet wurde in 200 ul Lyse-Puffer (5 ml Lyse-Puffer wurden zuvor mit 5 ul
1000 x Proteaseinhibitor versetzt) aufgenommen. Die Bakterien wurden durch drei Zy-
klen von Einfrieren in fliissigem Stickstoff und anschlieffendem Auftauen im Wasserbad
aufgeschlossen. Die Fragmentierung der DNA erfolgte durch Zugabe von 5 mM Magnesi-

umchloridlésung und 10 U Endonuklease.

e Lyse-Puffer
50 mM Tris
500 mM NaCl
1 mM EDTA pH 8,7
in HyO

4.7.2. Lyse von humanen Zellen

Das Zellpellet wurde in ca. 100-200 ul RIPA-Puffer (Sigma-Aldrich) resuspendiert, fiir
5 min auf Eis inkubiert und 20 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorfreaktionsgefafl iiberfithrt und mit 0,5 p1 1000 x Proteasein-

hibitor versetzt.
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4.7.3. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen wurde mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE) nach Schiigger und von Jagow [138] durchgefiihrt. Die in
Tabelle 4.8 aufgefithrten Reagenzien wurden benétigt, um 2 Mini-Gele (Mini-PROTEAN
3 system; BioRad) zu giefen.

Tabelle 4.8: Trenn- und Sammelgel fiir die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Substanzen 10 % Trenngel 4 % Sammelgel
30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid 3,3 ml 670 pl
Gelpuffer 3 ml 670 pl

50 % Glycerin 2,5 ml -

H>0O 1 ml 3,67 ml
TEMED 20 pl 7 ul

10 % APS 50 pl 40 pl
Gesamtvolumen 10 ml 5 ml

Die Proteinproben wurden mit einem gleichen Volumen 1 x SDS-Probenpuffer gemischt
und fiir 8 min auf 95 °C erhitzt. Die Proben und ein Molekularmarker (BioRad) zur
Bestimmung der Proteingrofle wurden auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische
Trennung wurde durch das Anlegen eines konstanten elektrischen Feldes erreicht. Nach
Beendigung des Laufes wurden die Gele 30 min mit Coomassie-Féarbelosung behandelt, in
10 % Essigsédure entfirbt und fiir ca. 1 h bei 80 °C unter Vakuum getrocknet (Model 583
Gel Dryer; BioRad).

e Gelpuffer
3 M Tris/HCI pH 8,45
0,3 % SDS

e Kathodenpuffer
100 mM Tris
100 mM Tricin
0,1 % SDS

e Anodenpuffer
200 mM Tris/HCI pH 8,9

e SDS-Probenpuffer
50 % Glycerin
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160 mM Tris/HCI pH 6,8
5 % B-Mercaptoethanol
2 % SDS

0,02 % Bromphenolblau

e Coomassie-Farbelésung
500 mg Coomassie Brilliant Blue G-280
200 ml Methanol
5 ml Essigsédure
ad 300 ml H,O

4.7.4. Western Blot

Um Proteine, die mittels SDS-PAGE aufgetrennt wurden, mit Hilfe von Antikérpern zu
analysieren, wurden diese auf eine PVDF Membran (Pall) iibertragen. Die PVDF Mem-
bran wurde dazu auf die Gréfle der Gele zurechtgeschnitten und mit 100 % Methanol an-
gefeuchtet. Anschlieffend wurden das Gel und die Membran fiir 10 min in Blotting-Puffer
inkubiert. Zwei Stiicke Filterpapier (ebenfalls in der Grofie der Gele) wurden in Blot-Puffer
getrankt und auf die Anodenplatte der semidry Blot-Apparatur gelegt (BioRad). Darauf
wurde die Membran, das Gel und erneut zwei mit Blot-Puffer getréinkte Filterpapiere ge-
legt. Die Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte
durch Anlegen einer Spannung von 20 V fiir 30 min. Die Membran wurde bei RT fiir 30
min mit 5 % Milchpulver/PBS inkubiert, um unspezifische Antikérperbindungsstellen zu
blockieren. AnschlieBend wurde die Membran mit dem ersten Antikérper/0,5 % Milch-
pulver/PBS iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Membran mit
PBS gewaschen und mit dem entsprechenden zweiten Peroxidase-gekoppelten Antikorper,
gelost in 0,5 % Milchpulver in PBS, fiir 2 h bei RT inkubiert. Zur Visualisierung mittels
ECL-Féarbung wurde entsprechend des Herstellerprotokolls vorgegangen. Die verwendeten

Antikorper sind in 5.1.4 aufgelistet.

e Blot-Puffer
48 mM Tris
39 mM Glycin
1,3 mM SDS
20 % Methanol
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4.8. Enzymaktivitdtstest in vitro

4.8.1. Bestimmung der Aktivitdat unterschiedlicher Enzyme

Jeweils 2 x 10% Zellen wurden als Pellet bei -80 °C aufbewahrt. Dieses Zellpellet wurde
in Reaktionspuffer resuspendiert und in ein Reagenzglas iiberfiihrt. Die gewiinschte Kon-
zentration des Substrats und 50 pl des Cofaktors NADPH (5 mg/ml in Reaktionspuffer)
wurden zu den Zellen gegeben. Das Gesamtvolumen betrug jeweils 500u] und wurde mit
unterschiedlichen Volumina Reaktionspuffer eingestellt. Durch die Zugabe des Cofaktors
wurde die Reaktion gestartet und fiir 90 min bei 37 °C unter Schiitteln im Wasserbad
inkubiert. Durch Zugabe von 100 pl Stopp-Losung und anschliefendem Vortexen wurde

die Reaktion gestoppt.

¢ Reaktionspuffer, pH 8,0
100 mM KQHPO4
1 % BSA
1 mM EDTA
ad 250 ml HoO

e Stopp-Loésung
0,21M «-Ascorbinsiure
1 % Essigséure
ad 100 ml MeOH

4.8.2. Festphasenextraktion

Fiir die Aufreinigung wurden unterschiedliche Séulen verwendet (Tab. 4.9). Die Durch-
flussrate der Vakuumvorrichtung wurde auf ca. 1 ml/min eingestellt. Die Konditionierung
der Sdulen erfolgte mit 2 mal 1 ml Methanol. Anschlielend wurden die Séulen 2 mal mit 1
ml HyO equilibriert. Die Sdulen wurden dann mit den Proben beladen. Gewaschen wurde
2 mal mit je 1 ml H,O und 2 mal mit 1 ml 47 % Methanol. Die Elution erfolgte in GC-Vials
mit 1 ml Ethylacetat.

4.9. Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS)

4.9.1. Handhabung der Standard-Substanzen

Zymosteron (Mw = 382,65 g/mol), Zymosterol (Mw = 384,65 g/mol) und Lathosterol
(Mw = 386,65 g/mol) wurden eingewogen, in Chloroform geldst und zu je 50 pl aliquotiert.

Anschliefend wurden die Substanzen in der Vakuumzentrifuge eingeengt. Die Lagerung
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Tabelle 4.9: Sdulen zur Festphasenextraktion

Bezeichnung der Siule Hersteller

Oasis HLB (30 mg) Waters
Oasis HLB (10 mg) Waters
Strata C8 (100 mg/ml) Phenomenex

Strata C18-E (100 mg/mg) Phenomenex

erfolgte bei -20 °C. Fiir die Messungen wurde Zymosteron, Zymosterol und Lathosterol in
TBME gelost, so dass die Konzentration 500 mM betrug. Entsprechend der gewiinschten

Endkonzentration wurden die Losungen weiter verdiinnt.

4.9.2. Bestimmung der Kalibriergerade

Fiir die Kalibriergerade wurden je 100 uM Losungen von Zymosteron bzw. Zymosterol
in entsprechenden Volumina eingesetzt, um Verhiltnisse von 0:100, 10:90, 30:70, 50:50,
70:30, 90:10 und 100:0 zu erhalten. Die Gesamtkonzentration beider Substanzen betrug
dabei 10 pM.

4.9.3. Probenvorbereitung

Die Proben sowie die Standards wurden in einer Vakuumzentrifuge eingeengt, in TBME
aufgenommen und in p-Vials iiberfiihrt. Die Proben wurden nochmals in der Vakuumzen-
trifuge getrocknet. Anschliefend erfolgte eine Derivatisierung mit 50 pul MSTFA activated
I (Fluka) unter Argon-Schutzatmosphire, um eine Reaktion des Derivatisierungsreagenzes

mit Sauerstoff zu vermeiden. Die Proben wurden anschliefend gemessen.

4.9.4. Messung

Alle Proben wurden im Autosampler auf 5 °C temperiert, um eine Zersetzung der deriva-
tisierten Substanzen zu vermeiden. Fiir die Messungen wurden unterschiedliche Methoden
verwendet. Mit der Methode SCAN_F wurden alle Massenbruchstiicke im Bereich von
m/z 20 bis m/z 600 gemessen. Fiir die Messung einzelner Substanzen in underivatisiertem
und derivatisiertem (deriv.) Zustand wurden unterschiedliche Programme verwendet, die
in Tabelle 4.10 zusammengefasst sind. Die Abtastfrequenz lag bei allen verwendeten Pro-
grammen bei 80 ms.

Im Laufe meiner Arbeit wurden unterschiedliche GC/MS-Siulen verwendet. Dies hatte
jedoch keinen Einflu} auf die einzelnen Versuche. Die Gerdteparameter sind dem Anhang

A.3.1 zu entnehmen.
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Tabelle 4.10: Messbereiche

Programm gemessene Substanzen detektierte Ionen (m/z)
DZ780 Zymosteron deriv. und Zymosterol deriv. 454,40, 456,40

DZ80 Zymosterol deriv. 456,40, 414,40, 351,40
7780 Zymosteron und Zymosterol 382,40, 384,40

780 Zymosterol 384,40, 269,40, 213,40
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5. Material und Organismen

5.1. Material

5.1.1. Vektoren

pBSII-SK/mShh
pCR2.1-TOPO

pcDNA3

pENTR/H1/TO
PENTR/U6
pGEX/hHSD17B7
pSCREEN-iT/lacZ-DEST
psiCHECK-2

5.1.2. Chemikalien

Acrlyamid/Bisacrylamid (30%/0.8%)
Agarose
Ammoniumperoxodisulphat (APS)
Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Pepton

(B-Mercaptoethanol

BM Purple AB substrate solution
BSA

Chloroform

Cholesterin

Coomassie blue G250
7-Dehydrocholesterin
Diaminobenzidin (DAB)
Diethylether (HPLC Grade)

DIG RNA Labelling Mix

163

Dr. Daniela Laubner, IEG, GSF
Invitorgen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Dr. Gabriele Moller, IEG, GSF
Invitrogen

Promega

Roth
Biozym
Biozym
Sigma
Difco
Difco
Merck
Roche
NEB
Merck
Sigma
Biomol
Sigma
Biomol
Neobal
Roche
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Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM

dNTPs

Enhanced Chemoluminescence ECL Substrat
Essigsdure

Ethanol (HPCL Grade)
Ethidiumbromid

Ethylacetat (HPLC Grade)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
FBS

FluoroTrans W Membrane (PVDF)
Formaldehyd, 37%

FuGene6

Glucose

Hefeextrakt

25-Hydroxycholesterin

Imidazol

Isopropylthiogalaktosid (IPTG)
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumacetat

Kanamycin

A-Markers 3 and 8

Lathosterol, 33-Hydroxy-5a,7-cholesten
L-Glutamin

6 x Loading Dye

Manganchlorid (Tetrahydrat)

MEM

Methanol (HPLC Grade)
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat
N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamid activated I,
MSTFA-activated 1
NN’-Dimethylformamid

Parafilm

Penicillin/Streptamycin
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Sigma
Invitrogen
Fermentas
Perkin Elmer
Merck
Merck
Sigma
Merck
Biomol
Biochrom
Pall

Roth
Roche
Merck
Difco
Sigma
Sigma
Fermentas
Merck
Merck
Merck
Sigma
Fermentas
Sigma
Invitrogen
Fermentas
Sigma
Invitrogen
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Fluka

Merck
American National Can

Invitrogen
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2-Propanol

RIPA-Puffer
Rubidiumchlorid
Steroidfreies humanes Serum
TEMED
tert-Butylmethylether, TBME
Tetracyclin Hydrochlorid
Trisbase

Triton-X100

TRIzol

Trypsin/EDTA

Tween-20

X-Omat AR Film, XAR-5
Zeocin

Zymosterol

Zymosteron

5.1.3. Enzyme

BamHI

Herculase Hotstart DNA Polymerase

HindIII

KOD HiFi DNA Polymerase
Notl

Pfu Turbo DNA Polymerase

T4 LigaFast Rapid DNA Ligase

T4-Ligase
Trypsin
Xhol

5.1.4. Antikorper

Erst-Antikorper

178-HSD7 AK2 polyklonal aus C. jacchus

Anti-ACTIVE Caspase-3 pAb
Goat Anti-Caspase-3 (CPP32)

anti-Peptide EBP Projekt 59241 Rabbit A4396
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Merck
Sigma
Sigma
PAA
Sigma
Merck
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Invitrogen
Invitrogen
Merck
Kodak
Invitrogen
Jenapharm

Jenapharm

New England Biolabs
Stratagene

New England Biolabs
Novagen

New England Biolabs
Stratagene

Promega

MBI Fermentas
Gibco

New England Biolabs

Dr. Almuth Einspanier, Prima-

tenzentrum Gottingen
Promega

R&D Systems

BioLux
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anti-Peptide EBP Projekt 59241 Rabbit A4397

anti-Peptide NSDHL Projekt 59240 Rabbit A4326
anti-Peptide NSDHL Projekt 59240 Rabbit A4327

Zweit-Antikorper

Alkaline phosphatase conjugated Goat anti-Rabbit IgG

Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments
Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit IgG
Alexa Fluor 568 Goat anti-Rabbit IgG

Peroxidase conjugated Goat anti-Mous IgG + IgM

Vectastain ABC-Elite HRP Rabbit IgG Biotin

5.1.5. Kits

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
BLOCK-iT RNAi Target Screening System
Caspase-Glo™ 3/7 Assay

CellTiter-Glo™ Luminescent Cell Viability Assay

Cycle Sequencing Kit

Dual-Luciferase Reporter Assay System
DyeEx bzw. DyeEx96

iTaq™ SYBR Green Supermix with ROX
Nucleobond PC 100 Kit

NucleoSpin Plasmid Kit

QuickChange

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR, Purification Kit

RNA 6000 Nano Assay

RNeasy Midi Kit

RNeasy Mini Kit

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit
SV Total RNA Isolation Kit

TOPO TA Cloning Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
Wizard SV Genomic DNA Purificatin System
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BioLux
BioLux
BioLux

Sigma Aldirch
Roche

Molecular Probes
Molecular Probes
Dianova

Linaris

Applied Biosystems
Invitrogen
Promega

Promega

Applied Biosystems
Promega

Qiagen

Biorad

Machery & Nagel
Machery & Nagel
Stratagene

Qiagen

Qiagen

Agilent Technologies
Qiagen

Qiagen

Fermentas
Promega
Invitrogen
Promega

Promega
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5.1.6. Equipment

Laborgerite

3730 DNA-Analyzer

7900 HT Sequence Detection System
Axiophot

Axiovert 40 CFL

Bio Vision Gel dokumentation
Brutschranke

CO? Incubator MCO-17 A/C
Concentrator 5301

Gene Pulser 11

GENios Pro

Kiihlzentrifuge Universal 32 R

Life Science UV /Vis Spectrophotometer
Mikropipetten

Mini-PROTEAN II

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
pH-Meter 766 calimatic

Power Supply PA300

RoboCycler 96

Safire? Microplate Reader

Trans-Blot SD - Semidry Transfer Cell

Software

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

ISIS 3 v2.33

MSD ChemStation D.01.00
NanoDrop V3.1.0

NIST Mass Spectral Search Program

Primer3

SDS2.1
Sequencing Analysis Software 5.1

Sigma Plot
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Applied Biosystems
Applied Biosystems
Zeiss

Zeiss

PeqlLab

Heareus Instruments
Sanyo

Eppendorf

Biorad

Tecan

Hettich

Beckmann

Gilson

Biorad

NanoDrop Technologies

Knick
Biorad
Stratagene

Tecan
Biorad

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

BLAST
Metasystems

Agilent Technologies

NanoDrop Technologies

NIST

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/
primer3_www.cgi
Applied Biosystems
Applied Biosystems
SPSS
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Vector NTI Infor Max
Vision-Capt Bioprofil
XFluor4 GENios Pro Applied Biosystems

5.2. Organismen

5.2.1. Bakterienstamme

DH5a (Stratagene)
F-, ®80dlacZDM15, D(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl,hsdR17(rk-, mk+), phoA,
supE44, A\-thi-1, gyrA96, relAl

TOP10 (Invitrogen)
F-, merA, A(mrr-hsdRMS-mrcBC), A80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl, araD139,
A(ara-1en)7697, ga/U, ga/K, rpsL(Str®), endA1, nupG

5.2.2. Zelllinien

HeLa (human cerviz carcinoma) DMSZ
HeLa T-REx™ (human cerviz carcinoma / tetracycline Invitorgen

repressed expression)

HepG2 (human hepatocellular carcinoma) DMSZ
Hek293 (human embryonal kidney) DMSZ
MRC-5 (normal human fetal lung fibroblast) ATCC
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A. Anhang

A.1. Primer

Forward (for) Primer binden an das 5, reverse (rev) Primer an die 3’- Seite des jeweiligen PCR-
Produkts.

A.1.1. Primer fiir den Expressionstest

Gen Nummer 5’- 3’- Sequenz Synthese
hBActin 47776 for GGA TTC CTA TGT GGG CGA CGA GG GSF
47778 rev.  CAC GGA GTA CTT GCG CTC AGG AGG GSF
hEBP 1355 for CTG GCC TCA GCA CCT AAG ACT GG Metabion
1356 rev.  GCA TGA GTG AGG TGC TTC ACA GC Metabion
hHSD17B7 1353 for CGA AGA TGC GAA AGG TGG TTT TG Metabion
1354 rev. CCT GGA CAG GCC ACA TTG GAA TA Metabion
hNSDHL 61594 for CCA ATG AGA GAC CAA GTC GCA CG GSF
61595 rev.  GCT CAT CAT TGG TGA TGT GAA ATG CC GSF
mActin 63729 for GGG TCA GAA GGA CTC CTA TGT GGG GSF
63730 rev. CGA TCC ACA CAG AGT ACT TGC GC GSF

A.1.2. Primer fiir die Genotypisierung

Primer Nummer 5’- 3’- Sequenz Synthese
mEbp-wt_for 48576 CCA ACT CTG GAA AGA GTA TTC CAA GG GSF
mEbp-mut_for 48577 CCA ACT CTG GAA AGA GTA TTC CAA GA  GSF
mEbp-wt_rev 48578 GGC ACT AGT GAG ATG CTT TAT GGC GSF
mSry_for 60679 GTG GTG AGA GGC ACA AGT TGG C GSF
mSry_rev 60680 CTG TGT AGG ATC TTC AAT CTC TGT GCC GSF
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A.1.3. Primer fiir Klonierungen

Gen Nr V 5 3’- Sequenz Synthese RE
hEBP for 0024 1 TAT AAA GCT TAC ATG ACT ACC Metabion  HindIII
AAC GCG GGC

rev. 0025 1 TTA ACT CGA GCA CCA CTC CTC  Metabion  Xhol
AGT TCT TCT TGC TC

for 55184 2 CAG TCT CGA GAT GAC TAC CAA  GSF Xhol
CGC GGG CC

rev 56556 2 GTC AGC GGC CGC GGC CTT GGC  GSF Notl
ATC CAG CG

hHSD17B7 for 61069 1 ACT GAA GCT TAG TGT GAG TGC GSF HindIII

GCG AAG ATG C

rev. 61070 1 GTC AGC GGC CGC GGC CTC CCA  GSF Notl
AAG TGC TGG AA

for 56552 2 CAG TCT CGA GCG AAA GGT GGT GSF Xhol
TTT GAT CAC CG

rev 56862 2 GTC AGC GGC CGC TTC AGG CTT GSF Notl
TTG

hNSDHL for 0020 1 TAT AAA GCT TAT GGA ACC AGC Metabion  HindIII
AGT TAG CGA GC
rev 0021 1 TTA ACT CGA GTC ACT TGA CCC Metabion  Xhol

TCC GCA GGT
hNSDHL for 59038 2 CAG TCT CGA GCA GCA AGG GTT GSF Xhol
TGA TAA TCC CCA G
rev. 59039 2 GTC AGC GGC CGC CAG GTG GCG GSF Notl
AAA GCT CTG CAC GG
lacZ for 57995 2 CAG TCT CGA GTG GCT GGA GTG GSF Xhol
CGA TCT TCC TG
rev. 57996 2 GTC AGC GGC CGC GTT CAG ACG GSF Notl
TAG TGT GAC GCG ATC
mHsd17b7 for 63550 1 TAT AAA GCT TAT GCG GAA GGT  GSF HindIII
GGT TTT GAT CAC
rev. 63738 1 TTA ACT CGA GCT CCA TCA GCT  GSF Xhol

CGG GTG ATC C

Vektoren (V) werden durch folgende Nummern angegeben: 1 = pcDNA3; 2 = psiCHECK-2. RE gibt die jeweilige

Restriktionsschnittstelle an, iiber die das Insert in den entsprechenden Vektor kloniert wurde.
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A.1.4. Primer fiir Vektoren

Primer Nummer 5’- 3’- Sequenz Synthese
pcDNA3_for 61401 GCG GTA GGC GTG TAC GGT GGG  GSF
pcDNA3 rev 61402 GGG CAA ACA ACA GAT GGC TGG GSF
pENTR/H1/HO_for 0030 TAA TAT TTG CAT GTC GCT ATG Metabion
TGT TCT G
pENTR/H1/HO.rev 0031 GTT CGT TGC AAC AAA TTG ATA  Metabion
AGC A
pENTR/U6_for 54952 GAG GGC CTA TTT CCC ATG ATT  GSF
cC
pENTR/U6_rev 54953 AAG GTG TTT CGT CCT TTC CAC  GSF
AAG
psiCHECK-2_for 63731 GCC AGG AGG ACG CTC CAG ATG GSF
psiCHECK-2_rev 63732 GAC AAA CCC TAA CCA CCG CTT  GSF
AAG
A.1.5. Primer fiir die qunatitative RealTime-PCR
Gen Nummer 5’- 3’- Sequenz Synthese
hEBP 0004 for GTG TGT GGG TTC ATT CAC CT Metabion
0005 rev.  TCC ATG CAC ACT GTG AAGTT Metabion
hGAPDH 3-2024-2/26 for ATG ACA AGCTTC CCGTTCT MWG
50-3370-3/27 rev AGT CAA CGG ATT TGG TCG TA MWG
hHPRT 41-1464-1/22 for CTT TGC TGA CCT GCT GGA MWG
41-1464-2/22 rev.  GCC TGA CCA AGG AAA GCA MWG
hHSD17B7 0031 for GGA ATT CTG CCT CC Metabion
0032 rev. TGG AGA TTC AGG CTT TTG G Metabion
hNSDHL 0010 for CCC AGC TCT GAA AGG TGT AA Metabion
0011 rev.  ATA TCG ACG CCC TCA AAG AT Metabion
hPBGD 08-1167-1/112 for CAC CCA CAC ACA GCC TAC TT MWG
08-1167-2/112 rev CAC CAC ACT GTC CGT CTG TA MWG
hTRF1 12-4143-4/25  for GGA GAA ACT GGA CAG CAC AG MWG
12-4143-7/25 rev.  CGC TGT CTT TGA CCT GAA TC MWG
hHMGCR 1339 for GAC CTT TCC AGA GCA AGC AC MWG
1340 rev. AGC TGA CGT ACC CCT GAC AT MWG
hDHCRYT7 1345 for CTG GAC CCT CAT CAA CCT GT MWG
1346 rev.  TCA TGG CAG ATG TCA ATG GT MWG
mAbcal 1322 for GCA GAT CAA GCA TCC CAA CT Metabion
1323 rev.  CGT TAC ACA GAC TGG CCA AA Metabion
mGapdh 3-2024-3/26 for TGA ATA CGG CTA CAG CAA CA MWG
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3-2024-4/26 rev.  ATT GTG AGG GAG ATG CTC AG MWG

mHprt 1296 for GTT GGA TAC AGG CCA GAC TTT Metabion
GT
1297 rev.  CAC AGG ACT AGA ACA CCT GC Metabion
mlnsig2 1368 for TCT ATG TCC GTT CTT GGT TGC  Metabion
1369 rev. TCA CAC ACA CAC ACA CAC CAC  Metabion
mLdlr 1332 for TCC AAT CAA TTC AGC TGT GG Metabion
1333 rev.  GAG CCA TCT AGG CAA TCT CG Metabion
mPparg 1324 for AAG AGC TGA CCC AAT GGT TG Metabion
1325 rev  GCT TTA TCC CCA CAG ACT CG Metabion
mScarbl 1330 for GAG ATC CTG TGG GGC TAT GA Metabion
1331 rev  GCT GAG TCC GTT CCA TTT GT Metabion
mTcf712 1316 for GAC GAG CTG ATC TCC TTC AA Metabion
1317 rev.  CGG GAT TTA TCT CGG AAA CT Metabion

mTrfl

12-4143-1/25  for AGA GTT TGC TGA CAC CAT CA MWG
12-4143-2/25 rev  GTG TTC ATC TCG CCA GAC TT MWG

A.2. shRNA Oligonukleotide

A.2.1. Oligonukleotide fiir den Vektor pENTR/UG fiir die transiente
Transfektion

Oligo

Einzelstrang

5’- 3’- Sequenz

shNSDHL-1

shRNA-hNSDHL-453-top

shRNA-hNSDHL-453-bottom

CAC CGG GCG TCG ATA TCA AGA
ATG GTT CAA GAG ACC ATT CTT
GAT ATC GAC GCC C
AAA AGG GCG TCG ATA TCA AGA
ATG GTT CAA GAG ACC ATT CTT
GAT ATC GAC GCC C

shNSDHL-2

shRNA-hNSDHL-659-top

shRNA-hNSDHL-659-bottom

CAC CGG AAC GGC AAG ATG AAG
TTC GTT CAA GAG ACG AAC TTC
ATC TTG CCG TTC C
AAA AGG AAC GGC AAG ATG AAG
TTC GTC TCT TGA ACG AAC TTC
ATC TTG CCG TTC C

shNSDHL-3

shRNA-hNSDHL-688-top

shRNA-hNSDHL-688-bottom

CAC CGA ATG GGA AGA ACT TGG
TGG ACT TAA CGA AGT CCA CCA
AGT TCT TCC CA
AAA ATG GGA AGA ACT TGG TGG
ACT TCG TTA AGT CCA CCA AGT
TCT TCC CAT TC
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shHSD17B7-1

shRNA-hHSD17B7-279-top

shRNA-hHSD17B7-279-bottom

CAC CGC ATG CCT AAT CCA CAA
CTA AAT TCA AGA GAT TTA GTT
GTG GAT TAG GCA TG
AAA ACA TGC CTA ATC CAC AAC
TAA ATC TCT TGA ATT TAG TTG
TGG ATT AGG CAT GC

shHSD17B7-2

shRNA-hHSD17B7-484-top

shRNA-hHSD17B7-484-bottom

CAC CGA ATC CAT CTC AGC TCA
TCT GGA CTT CAA GAG AGT CCA
GAT GAG CTG AGA TGG A
AAA ATC CAT CTC AGC TCA TCT
GGA CTC TCT TGA AGT CCA GAT
GAG CTG AGA TGG ATT C

shHSD17B7-3

shRNA-hHSD17B7-792-top

shRNA-hHSD17B7-bottom

CAC CGA ACA GAA GCT CTG GTA
TGG CTT TAA CGA AAG CCA TAC
CAG AGC TTC TG
AAA ACA GAA GCT CTG GTA TGG
CTT TCG TTA AAG CCA TAC CAG
AGC TTC TGT TC

shHSD17B7-4

shRNA-hHSD17B7-58-top

shRNA-hHSD17B7-58-bottom

CAC CGA AGC GGC TGC TGG CGG
AAG ATC GAA ATC TTC CGC CAG
CAG CCG C

AAA AGC GGC TGC TGG CGG AAG
ATT TCG ATC TTC CGC CAG CAG
CCG CTIT C

shHSD17B7-5

shRNA-hHSD17B7-109-top

shRNA-hHSD17B7-109-bottom

CAC CGA ACA TGA GCA AGG CAG
AAG CTC GAA AGC TTC TGC CTT
GCT CAT G
AAA ACA TGA GCA AGG CAG AAG
CTT TCG AGC TTC TGC CTT GCT
CAT GTT C

shHSD17B7-6

shRNA-hHSD17B7-572-top

shRNA-hHSD17B7-572-bottom

CAC CGA ACC CTA CAG CTC TTC
CAA ACG AAT TTG GAA GAG CTG
TAG GG
AAA ACC CTA CAG CTC TTC CAA
ATT CGT TTG GAA GAG CTG TAG
GGT TC

shHSD17B7-7

shRNA-hHSD17B7-613-top 6

shRNA-hHSD17B7-613-bottom

CAC CGT GGC TTT GAA CAG GAA
CTT CCG AAG AAG TTC CTG TTC
AAA GCC AC
AAA AGT GGC TTT GAA CAG GAA
CTT CTT CGG AAG TTC CTG TTC
AAA GCC AC
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shEBP-1 shRNA-hEBP-97-top

shRNA-97-bottom

CAC CGC TGG CCT CTT CTC TGT
CAC ATT CAA GAG ATG TGA CAG
AGA AGA GGC CAG C
AAA AGC TGG CCT CTT CTC TGT
CAC ATC TCT TGA ATG TGA CAG
AGA AGA GGC CAG C

shEBP-2 shRNA-EBP-263-top

shRNA-EBP-263-bottom

CAC CGA AGA CCT GCT TGG AGA
CCA AGC CTT CAA GAG AGG CTT
GGT CTC CAA GCA GGT C
AAA AGA CCT GCT TGG AGA CCA
AGC CTC TCT TGA AGG CTT GGT
CTC CAA GCA GGT CTT C

shEBP-3 shRNA-hEBP-353-top

shRNA-hEBP-353-bottom

CAC CGC AGT GTG CAT GGA AAC
CAT CAT TCA AGA GAT GAT GGT
TTC CAT GCA CAC TG
AAA ACA GTG TGC ATG GAA ACC
ATC ATC TCT TGA ATG ATG GTT
TCC ATG CAC ACT GC

shlacZ shRNA-lacZ-top

shRNA-lacZ-bottom

CAC CGC TAC ACA AAT CAG CGA
TTT CGA AAA ATC GCT GAT TTG
TGT AG
AAA ACT ACA CAA ATC AGC GAT
TTT TCG AAA TCG CTG ATT TGT
GTA GC

A.2.2. Oligonukleotide fiir den Vektor pENTR/H1/TO fiir die stabile

Transfektion

Oligo Einzelstrang 5’- 3’- Sequenz
shEBP shRNA-EBP-top CAC CGC TGG CCT CTT CTC TGT CAC
ATT CAA GAG ATG TGA CAG AGA AGA
GGC CAG C
shRNA-EBP-bottom AAA AGC TGG CCT CTT CTC TGT CAC
ATC TCT TGA ATG TGA CAG AGA AGA
GGC CAG C
shHSD17B7 shRNA-HSD17B7-top CAC CGT GGC TTT GAA CAG GAA CTT
CCG AAG AAG TTC CTG TTC AAA GCC
AC
shRNA-HSD17B7-bottom AAAAGTGGCTTTGAACAGG
shNSDHL shRNA-NSDHL-top CAC CGG GCG TCG ATA TCA AGA ATG

GTT CAA GAG ACC ATT CTT GAT ATC
GAC GCC C
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shRNA-NSDHL-bottom AAA AGG GCG TCG ATA TCA AGA ATG
GTC TCT TGA ACC ATT CTT GAT ATC

GAC GCC C
shlacZ shRNA-lacZ-top CAC CAA ATC GCT GAT TTG TGT AGT
CGG AGA CGA CTA CAC AAA TCA GCC
A
shRNA-lacZ-bottom AAA ATC GCT GAT TTG TGT AGT CGT
CTC CGA CTA CAC AAA TCA GCG ATT
T
A.3. GC/MS
A.3.1. Massenspektren
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Abbildung A.1: Massenspektrum von underivatisiertem Lathosterol. Das Molekiili-
on besitzt ein m/z von 386,4. Die eingesetzte Konzentration von Lathosterol betrug 100 pM.

Signakntensitat

Abbildung A.2: Massenspektrum von derivatisiertem Lathosterol. Das Molekiilion
besitzt ein m/z von 358,4. Die eingesetzte Konzentration von Lathosterol betrug 10 pM.
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Signalintensital

Abbildung A.3: Massenspektrum von underivatisiertem Zymosterol. Das Molekiili-

on bestitzt ein m/z von 384,4. Die eingesetzte Konzentraion von Zymosterol betrug 10 pM.

Signalintensital
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Abbildung A.4: Massenspektrum von derivatisiertem Zymosterol. Derivatisiert
wurde mit MSTFA activated 1. Das Molekiilion besitzt ein m/z von 356,4. Die eingesetz-
te Konzentration von Zymosterol betrug 10 pM.
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Abbildung A.5: Massenspektrum von underivatisiertem Zymosteron. Das Molekiili-

on besitzt ein m/z von 382,4. Die eingesetzte Konzentration von Zymosteron betrug 10 uM.
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Signalintensiti
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Abbildung A.6: Massenspektrum von derivatisiertem Zymosteron. Derivatisiert
wurde mit MSTFA activated I. Das Molekiilion besitzt ein m/z von 354,4. Die eingesetz-

te Konzentration von Zymosteron betrug 10 pM.

A.3.2. Messparameter

Injektor

Waschschritte mit Probe 1
Ansaugschritte mit Probe 6
Injiziertes Volumen 1l
Spritzenvolumen 5 ul

Waschschritte mit Losungsmittel A nach Injektion 3
Waschschritte mit Losungsmittel B nach Injektion 3

Viskositétsverzogerung 0 Sekunden
Kolbengeschwindigkeit Schnell
Verzogerung vor Injektion 0 min
Verzogerung nach Injektion 0 min
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Front Inlet (Split/Splitless)

Modus Splitless
Anfangstemperatur 320 °C (On)
Druck 18,68 psi (On)
Flussrate beim Spiilen 100 ml/min
Spiildauer 0,8 min
Gesamtflussrate 103 ml/min
Gassparmodus An

Flussrate im Gassparmodus 20 ml/min

Zeit bis Gassparmodus 5 min

Gas Helium

Séule

Modell Agilent 19091B-002 Ultra 2

Nominale Lange 25 m

Nominaler Durchmesser 200 pm

Nominale Filmdicke 0,11 pm

Modus Konstanter Fluss

Initiale Flussrate 18,69 psi

Durchschnittsgeschwindigkeit 35 cm/s

Einlass Front Inlet

Druck am Auslass Vakuum

Ofen
Ramps Rate Final temp Final time
1 25,00 300 4,00

Initial temp 150 °C 2 25,00 6 325 0,00

Maximum temp 350 °C 3 25,00 350 4,00

Initial time 0,80 min 4 0,0 (Off)

Equilibration time 2,00 min Post temp 0 °C
Post time 0,00 min

Run time 16,80 min

196



A. Anhang

Thermal Aux

Verwendung MSD Transfer Line Heater
Beschreibung MSD Transfer Line
Anfangstemperatur 325 °C (An)

Startzeit 11,80 min

# Rate Final Temp Final Time
1 25,00 350 4,00

2 0,0 (Off)
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