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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Nervensystem der Vertebrata

Das Nervensystem von Vertebraten ist ein Netzwerk von spezialisierten Zellen. Es wird im
Allgemeinen in zwei Bereiche eingeteilt: das zentrale Nervensystem (ZNS), das beim
Menschen und den {ibrigen Wirbeltieren das Gehirn und das Riickenmark umfasst, und das
periphere Nervensystem, das den Teil des Nervensystems umfasst, der auB3erhalb des Gehirns
und Riickenmarks gelegen ist.

Das Nervensystem besteht hauptséchlich aus Nervenzellen (Neuronen), die bei Nagetieren ca.
35 % der Zellen, beim Menschen etwa 10 % ausmachen (Baumann & Pham-Dinh, 2001),
sowie den verschiedenen Neurogliazellen. Gliazellen bilden im Vergleich zu Neuronen die
Mehrheit der ZNS-spezifischen Zelltypen. Sie sind die Stiitzzellen, die fiir die strukturelle
Verstarkung des Nervensystems verantwortlich sind. Sie schiitzen die Neuronen durch eine
Isolierungsschicht und unterstiitzen sie auch in verschiedenen anderen Funktionen. Im Gehirn
und im Riickenmark des ZNS wird zwischen Mikrogliazellen und Makrogliazellen
unterschieden, wobei letztere sowohl aus Astrozyten als auch aus Oligodendrozyten bestehen.
Die Mikrogliazellen machen etwa 5-20 % aller Gliazellen im ZNS aus und kommen sowohl
in der weilen wie auch in der grauen Substanz vor. Sie sind die zerebralen Makrophagen.
Verschiedenartige pathologische Verdnderungen, z.B. durch Verletzungen oder den Befall
von Fremdorganismen im ZNS fiihren zu ihrer Aktivierung, die sie befdhigt, eine adaptive
Immunreaktion zu initiieren (Drenkhahn & Zenker, 1994; Kreutzberg, 1996). Darauthin
verandert sich ihre Morphologie zu amdboiden Zellen, die Phagozytose betreiben (Bechmann
& Nitsch, 1997). Neben der Beseitigung von Pathogenen entfernen die zerebralen
Makrophagen ebenfalls zytotoxische Substanzen und abgestorbene Zellbestandteile (Streit,
2001; Raivich & Banati, 2004).
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Astrozyten bilden die Mehrheit der Gliazellen im ZNS. Sie kommen sowohl in der weillen
Substanz als fibrillenreiche Faserglia vor, als auch in der grauen Substanz als
protoplasmatische Astrozyten. Sie umschliefen die Blutkapillaren im Gehirn und sind ein
wichtiger Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke. Uber chemische Signale kommunizieren sie
sowohl untereinander als auch mit Neuronen.

Die Oligodendrozyten kommen nur im ZNS vor und interagieren untereinander und mit
Neuronen. Sie besitzen kleine runde Zellkerne, die sehr heterochromatinreich sind. Mit ihren
strahlenformigen Fortsdtzen bilden sie die elektrisch-isolierende Myelinschicht um die
Axone. Im peripheren Nervensystem wird die Myelinschicht von den Schwannschen Zellen
gebildet.

Axone werden im Verlauf der Entwicklung des Nervensystems myelinisiert, indem die
Membranen der Schwannschen Zellen oder der Oligodendrozyten in bis zu 50 verschiedenen
konzentrischen Lagen um die Axone der Neuronen wachsen. Durch die Verdringung des
Zytoplasmas aus diesen Membranschichten kommt es zu einer kompakten Lipidschicht, dem
Myelin. Myelin erhélt dadurch eine spiralformige Struktur mit einem besonders hohen Lipid-
Gehalt von 70 % (Baumann & Pham-Dihn, 2001). Myelin ist reich an Cholesterol,
Phospholipiden und Glykosphingolipiden, wobei Galaktosylceramid und Sulfatid den gréBten
Anteil ausmachen (Morell et al., 1994). Da diese Lipide eine schlechte elektrische
Leitfahigkeit besitzen, sorgt die Myelinschicht fiir die elektrische Isolierung der Axone. Diese
sog. Myelinscheide wird in ihrer Kontinuitit um die Axone in bestimmten Abstinden
unterbrochen. Diese Unterbrechungen werden Ranviersche Schniirringe genannt. Der
zwischen je zwei Ringen gelegene myelinisierte Abschnitt wird als Internodium bezeichnet.
Die Reizweiterleitung entlang der Axone erfolgt durch Aktionspotentiale von Schniirring zu
Schniirring, was den Vorteil einer schnelleren saltatorischen Erregungsweiterleitung

gegeniiber den nicht-myelinisierten Axonenbahnen wirbelloser Tiere hat.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung eines Neurons. Oligodendrozyten bilden eine isolierende Myelinschicht
um die Axone der Neuronen. Die Unterbrechungen der Myelinscheide werden Ranviersche Schniirringe genannt

(modifiziert nach stem cells - stemcells.nih.gov-).

Untersuchungen an Miusen, bei denen die Lipidsynthese der Myelinlipide defekt ist, zeigen
deren Wichtigkeit fiir die Formation und Erhaltung von Myelin (Bosio et al., 1996; Coetzee et
al., 1996). Ein bekanntes Mausmodell, das dies verdeutlicht ist die Cerebrosid-
Galaktosyltransferase (CGT)-Knockout-Maus (Coetzee et al., 1996; Bosio et al., 1998;
Dupree et al., 1998), die weder Galaktosylceramid (GalCer) noch Sulfatid bilden kann. Die
Tiere zeigen hauptsdchlich eine fortschreitende Demyelinisierung und sterben bereits nach

drei bis zwolf Wochen (Bosio et al., 1996; Coetzee et al., 1996; Dupree et al., 1998).
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1.2  Lipide: Struktur und Funktion der Sphingolipide

Lipide stellen eine Klasse von Molekiilen dar, deren strukturelle und biologische Funktionen
sehr vielseitig sind. Lipide sind in Wasser unldslich, aber in Fetten und organischen
Solventien (Chloroform) 16slich. Die Hauptaufgabe von Lipiden in einem zelluldren Verband
ist die Formation der Permeabilititsbarriere von Zellen und subzelluldren Organellen in der
Form einer Lipid-Doppelschicht (Singer & Nicolson, 1972). Es gibt drei Hauptgruppen von
Membranlipiden: Cholesterin, Glycerolipide und Sphingolipide.

Cholesterin leitet sich von den Stearoiden ab, Glycerolipide vom Glycerin und Sphingolipide
vom Sphingosin (Kolter & Sandhoff, 1999). Unter den Sphingolipiden nimmt Sphingomyelin
eine Sonderstellung ein, da es aufgrund seiner polaren Phosphatgruppe auch zu den
Phospholipiden z&hlt.

Sphingolipide sind mittels ihres lipophilen Anteils, dem Ceramid, in der Membran verankert
und bilden zusammen mit den Glykoproteinen und Glykoaminoglykanen die sogenannte
Glykocalix (mit Ausnahme von Sphingomyelin).

Sphingolipide liegen in unterschiedlichen Formen vor, die art- und zelltypspezifisch sind (van
Meer & Lisman, 2002). Dabei konnen sie mit vielen Zuckerresten verkniipft sein, die in ihrer
Art und Anzahl variieren (sog. Glykosphingolipide, Kolter & Sandhoff, 1999). Der
Lipidanker der Glykosphingolipide kann ebenfalls in der Alkylkettenldnge, im Sattigungs-
und Hydroxylierungsgrad variieren. Zusammen mit den Phospholipiden stellen die
Glykosphingolipide die Hauptbausteine der eukaryotischen Plasmamembran dar.

Eine der libergeordneten Hauptfunktionen von Glykosphingolipiden ist die Beteiligung an der
Entwicklung des zentralen Nervensystems (Hucho, 1982) sowie der Aufbau der
Permeabilitétsbarriere der Haut (Wertz & van den Bergh, 1989). Glykosphingolipide sind an
der Zell-Zell-Erkennung beteiligt und treten in Wechselwirkung mit Rezeptoren und
Enzymen innerhalb der Membranen (Yamashita et al., 2002). Des Weiteren sind sie an
Signaltransduktion (Huwiler et al., 2000), Apoptose, Proliferation, Differenzierung und
Entziindungsprozessen beteiligt (Maceyka et al., 2005; Posse de Chaves, 2006; Taha et al.,
2006). Sie spielen eine entscheidende Rolle bei der Bildung der Myelinscheiden des
peripheren und zentralen Nervensystems. Zudem dienen Glykosphingolipide als
Bindungsstellen fiir Viren (Markwell et al., 1981), Bakterien (Karlsson, 1981) und Toxine
(Walton et al., 1988). Kommt es bei der Synthese oder dem Abbau von Sphingolipiden zu
Defekten, so konnen verschiedene degenerative neuronale Erkrankungen hervorgerufen

werden (s. Abschnitt 1.5).
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Die Ausgangssubstanz von Sphingomyelinen (Phosphosphingolipide) und
Glykosphingolipiden ist Ceramid. Ceramid besteht aus einer Fettsdure und aus einem
langkettigen Aminoalkohol, dem D-erythro-Sphingosin. Die Synthese beginnt im
Endoplasmatischen Retikulum und wird im Golgi-Apparat fortgesetzt. Zuerst vermittelt die
Serin-Palmitoyltransferase eine Kondensation von Palmitoyl-CoA und L-Serin zu 3-
Ketosphinganin. Danach erfolgt eine NADPH-abhingige Reduktion von 3-Ketosphinganin zu
D-erythro-Sphinganin. In der nichsten Reaktion wird Sphinganin zu Dihydroceramid,
welches weiter zu Ceramid dehydriert wird (Rother et al., 1992; Michel et al., 1997; Geeraert
et al., 1997).

Palmitoyl CoA

M o CaAs
* 12
- ) § phingosin oM

Q ¥
fm%ﬁmf‘{"ﬂ "
" " a . P;H

l Senn-Palmifoyliransferase

(Hofakior: PLP) 0
\fr:;w.sph!ﬂqaﬂ.l.n.
s1P
3-Ketosphinganin-Reduktase
(Kofakior: NADEH)
SK ‘ S1PP
1: '
HO ’ Sphingosin Glyucosylceramide Sphingomyelin

HH,

Sphinganin

l Sphinganin-N-Acyltransferase \ _"{,\‘}, /
. f M _— \I

Fettsdure Cos
...................... Ceramid

Abb. 1.2 : Ceramidsynthese. Aus Serin und Palmitoyl-CoA wird Ceramid iiber 3-Ketosphinganin, Sphinganin
und Dihydroceramid gebildet. Das Ceramid bildet das Grundgeriist fiir weitere komplexere Sphingolipide (Abb.
modifiziert nach Stoffel & Bosio, 1997). (CoA = Coenzym A, PLP = Pyridoxalphosphat, NADPH =
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduzierte Form); SK= Sphingosin-Kinase, S1P= Sphingosin-1-
Phopshat; S1PP= Sphingosin-1-Phopshat-Phosphatase).

Erfolgt eine Ubertragung der Phosphorylcholin-Gruppe des Phosphatidylcholins auf das
Ceramid, so entstehen Sphingomyelin (Abb. 1.4) sowie Diacylglycerin. Sphingomyelin ist ein

Bestandteil von Myelinscheiden und Plasmamembranen.
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Abb. 1.3: Sphingomyelin. Das Grundgeriist bildet das Sphingosin. An die C,-Aminogruppe ist eine Fettsdure
iiber eine Amidbindung verkniipft und an die C;-Hydroxylgruppe eine Phosphatgruppe {iiber eine
Phosphoesterbindung.

Durch die B-glykosidische Addition von Zuckerresten an das Ceramid entsteht durch das
Anhingen von Galaktose, Galaktosylceramid (GalCer) oder von Glukose, Glucosylceramid
(GlcCer) (Schulte & Stoffel, 1993; Paul et al., 1996). Die Biosynthese von Ceramid und
Galaktosylceramid lduft im Endoplasmatischen Retikulum ab. Die Zugabe von Glukoseresten
zur Bildung von Glucosylceramid oder von Phosphocholin auf Ceramid zur Bildung von
Sphingomyelin erfolgt im Golgi-Apparat. Einige Glykosphingolipide, wie die Ganglioside
leiten sich vom Laktosylceramid ab, das durch die Ubertragung eines Glukoserestes und
anschlielend eines Galaktoserestes auf die primire Hydroxylgruppe von Ceramid entsteht
(Basu et al., 1968). Die Biosynthese der Ganglioside erfolgt im Golgi-Apparat.

Ganglioside, die zur Klasse der Glykolipide gehdren, sind besonders hédufig auf der
Oberflache von Neuronen vorhanden. Sie entstehen aus den Vorldufer-Gangliosiden GM3
und GD3 wobei verschiedene Sialyltransferasen die Anbindung der Sialinséuren katalysieren

(Pohlentz et al., 1988; Kolter et al., 2002; van Echten-Deckert & Herget, 2006).

1.3 Cerebosid-Sulfotransferase (CST)

Die Cerebrosid-Sulfotransferase ist ein Typ II-Transmembranprotein. Sie transferiert mit
Hilfe des Sulfatdonors PAPS (3’-Phosphoadenosin-5"-Phosphosulfat) eine Sulfatgruppe auf
die 3’-Hydroxyl-Gruppe von Galaktosylceramid (Morell & Radin, 1969; Basu et al., 1971;
van der Bijl et al., 1996). Lactosylceramid (LacCer) wird von den Enzymen UDP-Glukose-
Ceramid Glycosyltransferase (GlcT-1) und UDP-Galaktose-Glukosyl-CGT synthetisiert. Im
nichsten Schritt wird LacCer mittels der CST sulfatiert. Die Synthese von Sulfatid und
Sulfolaktosylceramid (SLacCer) erfolgt im Golgi-Apparat (Eckhardt et al., 2007; Molander-
Melin et al., 2004).
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GleT-1

Ceramid ———— Cle-Car

lCGT leT4

Gal-Cer Gal-Gle-Cer (LacCer)

iEﬁI lcsr

Sulfatid (SGalCar) SLacCer

Abb. 1.4: CST katalysiert die Synthese von Sulfatid und SLacCer. (modifiziert nach Eckhardt et al., 2007).
CGT = Cerebrosid-Galaktosyltransferase; Gal-Cer = Galaktosyl-Ceramid; GlcT-1 = Glukose-Ceramid-
Glykosyltransferase; GalT-1 = Galaktose-Glukosyl-CGT; LacCer = Laktosyl-Ceramid; SLacCer = Sulfo-
Laktosyl-Ceramid

Ein Hauptprodukt ausgehend vom Ceramid ist das Glykosphingolipid 3-O-
Sulfogalaktosylceramid (Sulfatid, s. 1.4), was hauptsdchlich in Gehirn und Nieren gebildet
wird (Honke et al., 2004; Ogawa et al., 2004).

Die CST cDNA wurde bisher aus Maus und Mensch kloniert. Beide CSTs weisen zwei N-
Glykosylierungsstellen an Asn-66 und Asn-312 auf. Es konnte gezeigt werden, dass die
Glykosylierung von Asn-66 und Asn-312 fiir die vollstdndige katalytische Aktivitdt muriner-
CST erforderlich ist (Eckhardt et al., 2002).

Die Golgi-Lokalisation einiger Sulfo- und Glykosyltransferasen geht einher mit der Féhigkeit
zur Oligomerisierung (Colley 1997). Im Falle der CST ist die Lokalisation auf den medial-
trans-Golgi beschriankt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die CST Homodimere in
lebenden Zellen bildet (Yaghootfam et al., 2007) und dass die Dimerisierung durch die
luminale Doméne des Enzym vermittelt wird. Diese Oligomerisierung der CST ist

unabhingig von den N-Glykosylierungsstellen und der Transmembran-Doméne.
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1.4 Synthese und Abbau von Sulfatid

Sulfatid (3-O-Sulfogalaktosylceramid) ist zusammen mit Sphingomyelin eines der ersten
Sphingolipide, das von Thudichum 1884 beschrieben wurde. Sulfatid macht ungeféahr drei bis
vier Prozent des totalen Lipidgehaltes des Myelins aus (Norton & Poduslo, 1982). Wie viele
andere Sphingolipide weist die Struktur des Sulfatids Acylketten verschiedener Lingen auf.
Die Acylreste konnen auch hydroxyliert sein. Sulfatid ist ein Sulfatester von
Galaktosylceramid, in dem die Sulfatgruppe an die C-3 Hydroxyl-Gruppe gebunden ist
(Stoffyn & Stoffyn, 1963; von Figura et al., 2001). Das Grundgeriist Sphingosin besteht
hauptsédchlich aus C-18 Sphingoidbase (Stoffyn, 1966). Die Haupt-Fettsdurekettenlinge von
Sulfatid unterscheidet sich zwischen weifler und grauer Substanz. Sulfatid besteht in adulter
humaner weiller Substanz hauptséchlich aus C22-C26 Fettsduren, wobei im infantilen Gehirn

C18-Fettsdureketten einen signifikanten Anteil ausmachen (Pernber et al., 2007)
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Abb. 1.5: 3-O-Sulfogalaktosylceramid (Kolter & Sandhoff, 1999). Das Grundgeriist ist ein Galaktocerebrosid

an dem eine Sulfatgruppe angelagert ist.

Die Synthese von Sulfatid startet im Endoplasmatischen Reticulum. Die UDP-
Galaktose:Ceramid-Galaktosyltransferase (CGT), ein ca. 54 kDa grofes Enzym, das C-
terminal eine Transmembrandomine sowie ein ER-Riickhaltesignal besitzt (Sprong et al.,
1998), katalysiert den Transfer von Galaktose auf die C;-Hydroxylgruppe des Ceramids,
wobei Galaktosylceramid gebildet wird (Bosio et al., 1996a; Stoffel & Bosio, 1997). Dabei
kann sowohl nicht-hydroxyliertes-Ceramid als auch 2-hydroxyliertes Ceramid als Substrat
dienen (Morell & Radin, 1969; Basu et al., 1971; van der Bijl et al., 1996).

Das entstandene Galaktosylceramid (GalCer) wird zum Golgi-Apparat transportiert, wo es
schlieBlich zu Sulfatid verestert wird.

Der Abbau von Sulfatid erfolgt in lysosomalen Kompartimenten. Dabei katalysiert die
Arylsulfatase A (ASA) im ersten Schritt eine Hydrolyse der Sulfatgruppe. Diese Reaktion
bendtigt als Co-Faktor Sphingolipid Aktivator Protein B (Saposin B), welches das Sulfatid



1 Einleitung

aus der Membran herauslost und somit der ASA zugénglich macht (Kolter & Sandhoff, 2005;
Eckhardt, 2008).

GalCer wird mit Hilfe des Enzyms Galaktocerebrosid B-Galaktosidase in die Bestandteile
Ceramid und Galaktose zerlegt (Abb. 1.6)
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B-Galaktocerebrosidase
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Abb. 1.6: Abbau von Sulfatid. Der Abbau erfolgt in Lysosomen, katalysiert von dem Enzym ASA und dem
Aktivatorprotein Saposin B (GalCer = Galaktosylceramid; ASA = Arylsulfatase A; SapA/B = Saposin A/B).

Aufgrund eines Defektes im ASA-Gen oder, in selteneren Féllen des Saposin B-Gens kommt
es zur Akkumulation von Sulfatid in Lysosomen (Gieselmann et al., 1998; Eckhardt, 2008).
Die daraus entstehende Krankheit wird metachromatische Leukodystrophie genannt (s.

Abschnitt 1.6).
1.4.1 Funktion von Sulfatid im zentralen Nervensystem

Sulfatid ist ein Hauptbestandteil von myelinisierenden Zellen im zentralen Nervensystem.
Uber starke ionische Interaktion ist Sulfatid an das Myelin Basische Protein (MBP) und an
Proteolipid Protein (PLP) gebunden. Zusammen mit Galaktosylceramid (GalCer) hat Sulfatid
eine unterstiitzende Isolierungs-Funktion der Membranschicht und trdgt damit zur Erhohung
der Nervenleitgeschwindigkeit bei. (Arvanitis et al., 1992; Norton & Poduslo, 1973; Vacher et
al., 1989; Schmidt & Thews, 2000).

Es wird vermutet, dass Sulfatid auch beim aktiven Natrium-Transport als Co-Faktor der
Natrium-Kalium-ATPase dient (Rintoul & Welti, 1989).

Sulfatid ist hauptsédchlich in Oligodendrozyten und in Schwann-Zellen vorhanden, aber auch
in Neuronen und Astrozyten. Allerdings ist noch nicht geklért, ob Neuronen und Astrozyten

selbst Sulfatid synthetisieren oder ob es durch Lipoprotein-Endozytose importiert wird. Eine
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Moglichkeit ist, dass Sulfatid mit Hilfe von Rezeptor-vermittelter Endozytose in Neurone
transportiert wird (Han, 2007).

ApoE enthaltende Lipoproteine spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Lipid-Homoostase im Gehirn (Han, 2004). Sulfatid ist in den ApoE-enthaltenden HDL (High
Density Lipoprotein)-like Lipoproteinen der cerebrospinalen Fliissigkeit von Menschen
enthalten. Aufgrund der Expression von ApoE-Rezeptoren auf Neuronen ist es diesen
moglich, iiber Endozytose ApoE-Lipoproteine aufzunehmen (Pitas et al., 1987; Han, 2004).
Dies ist vor allem wichtig, um Cholesterol fiir das Axonwachstum und die Reparatur zu
transportieren (Vance et al., 2006). Das von Han (Han et al., 2003; 2007) vorgeschlagene
Modell beschreibt, dass die von den Astrozyten ausgeschiitteten ApoE-Lipoproteine Sulfatid
von der Myelin-Membran aufnehmen und {iber Endozytose mit Hilfe des LDL-Rezeptors oder
LDL-Rezeptor-dhnlichen Proteinen in Neuronen transportieren.

Sulfatid spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von Oligodendrozyten als negativer
Regulator. Wie Untersuchungen an CST-Knockout-Mausen zeigten, fiihrt ein Sulfatid-Defizit
zu einem zwei- bis dreifachen Anstieg an differenzierten Oligodendrozyten (Hirahara et al.,
2004). Auch scheint Sulfatid an der Initiation der Myelinisierung beteiligt zu sein. Im Fall von
Schwann-Zellen bindet Sulfatid an Komponenten der extrazelluldren Matrix wie Laminin
oder Tenascin-R (Roberts et al., 1985; Pesheva et al., 1997). Diese interagieren wiederum mit
Signalmolekiilen der Gliamembran, wie beispielsweise Integrinen und F3. Somit wird ein
Signalweg aktiviert, der {liber die c-src/fyn Kinase vermittelt wird (Li et al., 2005).

Sulfatid hat einen Einfluss auf glial-axonale Signalweiterleitung, denn in CST-Knockout-
Maiusen wurde ein verringerter Axondurchmesser gemessen (Marcus et al., 2006). Auch
konnte eine Dislokation von Ionenkandlen beobachtet werden, die mit der Zerstéorung der
glial-axonalen Verbindungen an den Paranodien zusammenhéngen konnte (Ishibashi et al.,
2002). Dass Sulfatid wichtig fiir die Erhaltung des axo-glialen Kontaktes im peripheren
Nervensytem ist, zeigte sich ebenfalls bei den CST-Knockout-Mausen. Bei ihnen treten in den
peripheren Nerven ausgedehnte axonale Verdnderungen an den Ranvierschen Schniirringen
auf, mit abnormal groBen Vesikeln. Die verschiedenen Adhésionsmolekiile, wie Caspr
(Contactin assoziiertes Protein) und Neurofascin 155 (NF 155, Gliales Adhédsionsprotein)
befinden sich in nur noch zur Héilfte in der paranodalen Region (Hoshi et al., 2007). Beide
Proteine werden fiir die glial-axonalen Protein-Lipid-Interaktion bendtigt.

Sulfatid konnte auch an der Rekrutierung von Proteinen an die Myelin-Membran beteiligt
sein, wie z.B. im Falle von NF 155. Dies zeigen Verdnderungen in der Zusammensetzung von

Lipid-Rafts in CGT-Knockout-Mausen (Schafer et al., 2004; Schafer & Rasband, 2006).
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Interessanterweise zeigten Myelin- und Lymphozyten Protein (MAL)-defiziente-Mause
dhnliche Verdnderungen der Nerven (Schaeren-Wiemers et al., 2004). MAL ist ein tetraspan
Lipid-Raft Protein, das eine Rolle bei der Bildung von Membran-Microdominen im Myelin
spielt (Erne et al., 2002). Bei einer MAL-Defizienz ist der Transport von Sulfatid zu den
»paranodalen Lipid Rafts* (kleine, bewegliche, dicht gepackte Mikrodoménen, zum groBten
Teil bestehend aus Glykosphingolipiden und Cholesterol; Brown & London, 1998; Simons &
Toomre, 2000; Simons & Vaz, 2004) beeintrdchtigt und ruft somit eine Stérung der glial-

axonalen Zellverbindung hervor (Schaeren-Wiemers et al., 2004).

1.5 Lysosomale Speichererkrankungen

Unter dem Begriff lysosomale Speicherkrankheiten wird eine Gruppe von ca. 40
Erkrankungen zusammengefasst. In den meisten Féllen handelt es sich um genetische Defekte
lysosomaler Enzyme. Die Defekte, die die Abbauproteine betreffen, fithren hauptsidchlich
dazu, dass die Abbauwege in den Lysosomen stark gestort sind. Die klinischen
Konsequenzen, die durch eine solche Abbau-Defizienz folgen, hingen von den jeweils
betroffenen Zelltypen ab. Infolge des Enzymdefektes kommt es zur Akkumulation nicht
abbaubarer Substanzen in den Lysosomen. Die daraus resultierenden Krankheiten werden
Speicherkrankheiten genannt. Nach der Speichersubstanz werden sie Sphingolipidosen
genannt, von denen bisher ca. 40 Varianten bekannt sind (Vellodi, 2005). Mit Ausnahme der
Fabrerschen Erkraunkung werden Sphingolipidosen autosomal resessiv vererbt.

In der folgenden Tabelle 1 werden einige der Lysosomalen Speicherkrankheiten

zusammengefasst.
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Tabelle 1. Verschiedene Glykosphingolipid-Speicherkrankheiten. Dargestellt sind die jeweilige

Speicherkrankheit mit dem entsprechenden Enzym-Defekt und die daraus resultierende Speichersubstanz.

Lysosomale Krankheit Defektes Enzym Speichersubstanz(en) Betroffene Organe
Farbersche Krankheit Ceramidase Ceramid Viscera und Gehirn
(Ceramidose) (Iwamori &
Moser, 1975)
Niemann-Picksche Sphingomyelinase Sphingomyelin Viscera und Gehirn bei
Krankheit (Elleder, 1989) Typ A
(Sphingomyelinose)
Gauchersche Krankheit Glucocerebrosid-f- Glucosylceramid Viscera und
(Glucocerebrosidose) (Brady | Glucosidase Gehirn
et al., 1965) (Glucosylceramid-p- (bei infantiler Form)

Glucosidase)
Krabbesche Krankheit Galaktocerebrosid-p- Galaktosylceramid Gehirn (weille
(Glucocerebrosidose) Galaktosidase Substanz)
(Miyatake & Suzuki, 1972) (Galaktosylceramid-p-

Galaktosidase)
GM1-Gangliosidose Gangliosid-GM1-p- Gangliosid GM1; Gehirn
(Jatzkewitz &  Sandhoff, | Galaktosidase Keratansulfat viscerale Organe
1963)
Fabrysche Krankheit | a-Galaktosidase A a-Galaktosylgalaktosyl- viscerale Organe
(Gieselmann, 1995) ceramid und a-

Galaktosyllactosylcera-mid

GM2-Gangliosidose, Hexosaminidase A Gangliosid GM2 Gehirn
Variante B (Tay- (graue Substanz)
Sachssche Krankheit)
(Sandhoff, 1969)
GM2-Gangliosidose, Hexosaminidasen A Ganglioside GM2 und G Gehirn
Variante 0 und B A2 Viscera
(Sandhoff & Kolter, 1995)
Metachromatische Sulfatid-Sulfatase Sulfatid Gehirn (weille
Leukodystrophie (Arylsulfatase A) Substanz)
(Sulfatidose) (Gieselmann et und Niere
al., 1998) und Austinische
Krankheit (Schmidt et al.,
1995)

Da der Abbau der Glykosphingolipide streng sequentiell erfolgt, fiihrt der Ausfall bereits
eines Enzyms zu einer Blockierung der gesamten Abbaukaskade. Alle Substanzen werden nur
bis zu dem blockierten Schritt abgebaut und nicht mehr abbaubare Lipidsubstrate reichern
sich intralysosomal an. Im Normalfall erfolgt der konstitutive Abbau der Glykosphingolipide
in den spiten Endosomen und Lysosomen (Sandhoff et al., 1977 & 1995). Von den
Glykolipiden werden die Zuckerreste vom nichtreduzierenden Ende her abgespalten. Da
einige terminale Zucker vor dem Zugriff der Exohydrolasen geschiitzt sind (wie z.B. bei
Sulfatid), werden sogenannte Aktivator-Proteine bendtigt. Diese  Sphingolipid-
Aktivatorproteine A, B, C und D, kurz SapA, -B, -C und —D entstehen durch Proteolyse aus

einem gemeinsamen Vorlduferprotein, dem Prosaposin.
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Nach der Zuckerabspaltung entsteht Ceramid, welches zu Sphingosin und einer langkettigen
Fettsdure abgebaut wird. Die so entstandenen Sphingosin-Basen, Fettsduren und
Monosaccharide verlassen dann das Lysosom.

Eine der héufigsten Sphingolipidosen ist durch die Defizienz der B-Glukocerebrosidase und
somit durch die Anreicherung von Glucosylceramid gekennzeichnet (Brady et al., 1965;
Patrick A.D., 1965; Beutler & Grabowski, 1995). Diese Krankheit wird die Gauschersche
Erkrankung genannt (s. Tabelle 1, Abb. 1.7). Um neuronale Erkrankungen handelt es sich bei
der Krabbeschen Krankheit sowie bei den Gangliosid-Speicherkrankheiten. Bei der
Krabbeschen Krankheit fiihrt das Fehlen der lysosomalen Galaktocerebrosidase zum fast
vollstdndigen Abbau des Myelins (Suzuki & Suzuki, 1970; Suzuki et al., 1995). Verursacht
wird dies durch den erhdhten Anteil von Psychosin, dem Lysolipid Derivat von
Galaktosylceramid in den Myelinlipiden, was in der Zerstérung der myelinbildenden
Oligodendrozyten resultiert. Bei den Gangliosid-Speicherkrankheiten, wie z.B. der GM2-
Gangliosidose, liegt ein Defekt bei dem Enzym Hexosaminidase A und/oder B vor und fiihrt
zur Speicherung von Gangliosid GM2 in der grauen Substanz des Gehirns (Gravel et al.,
1995; Sandhoff et al., 1989).

Beim Menschen sind zahlreiche Glykosphingolipid-Speicherkrankheiten (s. Tabelle 1)
bekannt, die bis auf eine alle Schritte des Glykosphingolipid-Abbaus betreffen (Abb. 1.7).

GA1
GM1 [1 Gal- GM1 B-Gal-
aktosldase GM1- Gangliosidose aktosidase
GM2 GA2 Globosid
Hem B HexA:B
Sialidose dase A SSPE
GM3 ————*  Lactosylceramid +——— Globotriaosylceramid
Sialidase Fabry
SAP-B GM1-f-Galakto-
sidase SapB
Glucosylceramid Digalactosylceramid
Glucocerebro- 3
Gaucher [ i Fabr: |u-GB|akl031‘
sidase SapC 14 l dase A SapB
. ) Niemann-Pick _ Krabbe )
Spingomyelin —— Ceramid +———————— Galactosylceramid
= = [i-Galaktocere-
Saure Leramid- brosidase SapA

Sphingosin Sulfatid

Abb. 1.7: Abbau der Sphingolipide und der dazu gehorigen Speichererkrankungen. Die einzelnen
Metabolite sind unterstrichen, die Namen der mit dem jeweiligen Abbauschritt verbundenen Erbkrankheiten
kursiv, die der beteiligten Proteine umrandet dargestellt. (MLD: Metachromatische Leukodystrophie, ASA:
Arylsulfatase A, Hex: Hexosaminidase, GM2AP: GM2-Aktivatorprotein, Sap: Sphingolipid-Aktivatorprotein).
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1.6 Metachromatische Leukodystrophie (MLD)

Die Leukodystrophien sind genetisch bedingte progressive Krankheiten, die das Gehirn, das
Riickenmark und umliegende Nerven betreffen. Der Terminus "Leukodystrophie" leitet sich
von "leuko" [griechisch] = weill und "dystrophien" [griechisch] = fehlerhaft ab.

Die Metachromatische Leukodystrophie, kurz MLD, ist eine autosomal rezessiv vererbte
Erkrankung aus der Gruppe der lysosomalen Speicherkrankheiten. Bei Neugeborenen wird
eine Inzidenz von 40.000 bis 100.000 geschitzt (Gustavson & Hagberg, 1971; Heim et al.,
1997). Aufgrund des Fehlens von aktiver Arylsulfatase A (ASA) liegt ein gestorter Abbau des
3-0-Sulfogalaktosyl-ceramid (Sulfatid) vor (Austin et al., 1963) und es kommt zur Sulfatid-
Akkumulation im Nervensystem, hauptsichlich in Oligodendrozyten, Schwann-Zellen und
Phagozyten, aber auch in Astrozyten und Neuronen (von Figura et al., 2001). Ebenso wurde
in den Nieren sowie in der Gallenblase und den Gallengédngen Sulfatid-Anreicherung

beobachtet (von Figura et al., 2001; Jatzkewitz, 1958; Jatzkewitz et al., 1970).

H H OH
3 H  OH
0 =S| -0
OH Arylsulfatase A

Abb. 1.8: Die Desulfatierung von Sulfatid durch die Arylsulfatase A ist der erste Schritt des Abbaus von
Sulfatid.

Die Storungen dieses Abbaus konnen zum einen durch Mutationen in der Arylsulfatase und
zum anderen durch eine Defizienz des Aktivatorproteins Saposin B (Shapiro et al., 1979)
verursacht werden. Alleine 115 Mutationen der Arylsulfatase sind bis heute bekannt
(Gieselmann, 1998). Mit Hilfe von Saposin B, das als membranaktiver Co-Faktor des
lysosomalen Glykosphingolipidkatabolismus agiert (Kishimoto et al., 1992; Kolter &
Sandhoff, 2005), wird das Sulfatid aus der Membran geldst und dem ASA-Enzym fiir die
Abspaltung der Sulfatgruppe verfiigbar gemacht.

Es gibt drei klinische Subtypen von MLD, die sich in erster Linie im Zeitpunkt des Ausbruchs
der Krankheit unterscheiden. In allen Fillen kommt es zu einem fortschreitenden Verlust der

physischen und intellektuellen Funktionen iiber einen relativ langen Zeitraum.
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Die drei Formen sind die spét infantile, die juvenile und die adulte Form.

Die spit-infantile Form tritt im Alter zwischen 6 Monaten und 2 Jahren auf. Die Patienten
erkranken mit dem Verlust des bereits erlernten Gehens sowie des Stehens. Im weiteren
Verlauf treten Dysarthrie und Aphasie auf. Ebenso nimmt die Sehféhigkeit vermehrt ab.
Weitere Symptome sind eine Verfarbung der Makula sowie eine fast vollstindige Storung der
Koordinations-Bewegung. Es folgen Erblindung, Erschlaffung der GliedmalBien, die zur
Tetraplegie fithren und schlieBlich Dezerebration.

Nach Ausbruch der klinischen Symptome tritt nach ungefdhr fiinf Jahren der Tod des
Patienten ein (von Figura et al., 2001).

Die juvenile Form tritt zwischen dem vierten und sechzehnten Lebensjahr auf. Zu Beginn der
Krankheit machen sich eine Verschlechterung der schulischen Leistung, undeutliche Sprache,
Gangstorungen, Inkontinenz und Personlichkeitsstorungen bemerkbar. Im weiteren Verlauf
entwickeln die Patienten Ataxie (Storung der Bewegungsform) und Tetraplegie. SchlieBlich
kommt es zur Dezerebration und die Patienten sterben meist, bevor sie das 20. Lebensalter
erreicht haben.

Bei der Spét/adulten Form tritt die Erkrankung zwischen der Pubertidt und dem Senium (bis
ca. 63. Lebensjahr) ein. Die ersten auffilligen Symptome sind eine Verschlechterung der
intellektuellen Fahigkeiten in Schule und Beruf, eine Stérung der Personlichkeit,
Gedichtnisverlust und auch psychotische Symptome wie Halluzinationen. Weiterhin kommt
es zu Bewegungsstorungen, spastischer Lihmung von Armen und Beinen, Erblindung und
Inkontinenz. Diese Form der MLD kann innerhalb weniger Jahre zum Tode fiihren, sich aber
auch bis zu Jahrzehnten hinziehen. Diese drei Formen der MLD sind bedingt durch
verschiedene Mutationen. Es sind zahlreiche Mutationen des ASA kodierenden ASA-Gens
auf dem Chromosom 22 bekannt (Kreysing et al., 1990).

Die Unfahigkeit, Sulfatid abzubauen resultiert in einer intralysosomalen Speicherung, welche
bereits makroskopisch und mittels einer speziellen Farbung (Alcianblau-Féarbung) erkennbar
ist (Wittke et al., 2004; Ramakrishnan et al., 2007). Eine Reduzierung der weillen Substanz
des zentralen Nervensystems sowie des Myelins in den peripheren Nerven ist sichtbar (von
Figura et al., 2001). Eine verdnderte Zusammensetzung der weilen Substanz liegt vor. Der
Anteil von Sulfatid ist erhoht, aber der Anteil von anderen Lipiden wie Cholesterin, GalCer
und Sphingomyelin ist verringert.

Es ist noch unklar, wie die Akkumulation von Sulfatid zur Demyelinisierung der
Nervenleitung und zum Verlust der Nervenzellen fiihrt (Gieselmann, 2003). Die

Akkumulation ist aber nicht nur auf die lysosomalen Kompartimente beschrinkt, sondern
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auch im Myelin zu finden (Saravanan et al., 2004). Inwiefern sich nun diese intrazelluldre
Speicherung und/oder die erhohte Menge an Sulfatid in der Plasmamembran auf die

Krankheit auswirkt, muss noch geklért werden.

1.6.1 Therapie-Ansatze der Metachromatischen Leukodystrophie

Zurzeit sind mogliche Therapieansétze fiir die MLD stark begrenzt. Eine Form der Therapie
ist die Knochenmark-Transplantation. Hierzu werden gesunde Zellen von Spender-Personen
in das Knochenmark der erkrankten Person transplantiert. Die gesunden Zellen sollen
funktionell aktive ASA sezernieren (Kornfeld et al., 1992). Jedoch scheint diese Form der
Therapie bei Patienten, die bereits Symptome entwickelt hatten, nicht wirksamen zu sein (von
Figura et al., 2001).

Ein deutlicherer Effekt kann mit Hilfe der viralen Transduktion erreicht werden. Nach
retroviraler Transduktion der transplantierten Zellen konnte eine erhohte Menge an ASA in
verschiedenen Geweben nachgewiesen werden (Learish et al., 1996). Allerdings war die
Sulfatidkonzentration in Nieren und Gehirn unveridndert, in der Leber um 1/3 erniedrigt. Aus
den Untersuchungen ging hervor, dass eine mindestens 200 %ige ASA-Enzymaktivitét
notwendig wire, um eine wesentliche Reduktion der Sulfatidkonzentration in Leber und Niere
zu erreichen (Matzner et al., 2002).

Untersuchungen, basierend auf der Injektion von adenoviralen Vektoren ergaben, dass eine
ASA-Uberexpression in Oligodendrozyten vorhanden war. Jedoch konnte keine pathologische
Verianderung beobachtet werden. Nur im frithen Stadium der Krankheit bei ASA-defizienten
Maiusen konnte ein Riickgang der Sulfatid-Akkumulation beobachtet werden (Sevin et al.,
2007). Dies deutet daraufhin, dass ein Gentherapie-basierter Ansatz keinen wesentlichen
histologisch nachweisbaren Effekt auf die Sulfatid-Speicherung hat.

Bei der Enzymersatztherapie wird rekombinant hergestellte humane ASA systemisch injiziert.
In ASA-defizienten Miusen fiihrte dies zur Reduzierung der Sulfatidspeicherung in den
peripheren Nerven, im Gehirn und im Riickenmark (Matzner & Gieselmann, 2005). Eine
weitere Moglichkeit zur Therapie der MLD ist die Inhibition der Cerebrosid-Sulfotransferase.
Die Hemmung dieses Enzyms konnte zu einer verminderten Bildung und somit zu einer

verminderten Akkummulation von Sulfatid fiihren.
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1.7 Mausmodelle der metachromatischen Leukodystrophie

Metachromatische Leukodystrophie ist eine genetische Erkrankung und wurde nur fiir den
Menschen beschrieben. Daher gibt es in der Natur kein geeignetes Tiermodell (Gieselmann,
1998; 2003). Zur Kldrung der Funktion von Genen und deren Produkten in vivo konnen
Mausmutanten erzeugt werden, in welchen gezielt eine Gen-Defizienz (sog. Knockouts, engl.)
oder fremde Gensequenzen in das Genom eingebracht werden. Daher wurde zur Erforschung
der menschlichen MLD eine ASA-defiziente-Maus-Linie erzeugt (Hess et al., 1996). Das
Maus ASA-Gen dhnelt dem humanen Gen sehr (Kreysing et al., 1994).

Dieses ASA-Knockout-Mausmodell zeigt einige Charakteristika der humanen MLD, aber im
Vergleich zum Patienten einen milderen Phinotyp. Die Tiere speichern Sulfatid in denselben
Geweben wie die Patienten, einschlieBlich Oligodendrozyten, Schwann-Zellen und
Astrozyten (Coenen et al., 2001; Gieselmann et al., 1998; Liillmann-Rauch et al., 2001). Mit
steigendem Alter zeigen die Tiere auch einen erhohten Gehalt an Sulfatid und bereits nach 12
Monaten zeigen sich Verhaltensédnderungen und neurologische Symptome mit Gangstérung
und neuronaler Degeneration des akustischen Ganglions (Hess et al., 1996; Gieselmann et al.,
1998; D’'Hooge et al., 1999a; 2001). Genauere Untersuchungen der neuromotorischen
Féhigkeiten zeigten, dass bereits nach sechs Monaten eine Verhaltensdnderung auftritt. Diese
gehen einher mit dem Beginn der Sulfatid-Akkumulation in diesem Alter, welche vor allem in
der weillen Substanz stattfindet (Yaghootfam et al., 2005; Stroobants et al., 2008). Dennoch
zeigen die ASA-defizienten-Maiuse, abgesehen von axonaler Degeneration, keine umfassende
Demyelinisierung. Die Griinde fiir diese Diskrepanz sind noch unklar. Ein moglicher Grund
konnte zum einem das Lebensalter der Mduse und zum anderen die Spezies-spezifischen
Unterschiede im Sphingolipid-Metabolismus sein.

Um die Anwendbarkeit des MLD-Mausmodells zu verbessern, war die nachste Moglichkeit
die Synthese von Sulfatid zu steigern. Der selektive Anstieg von Sulfatid-Speicherung in
Neuronen wurde erreicht durch die transgene Uberexpression von Cerebrosid-
Galaktosylsulfotransferase (CGT) unter dem neuronalen Promotor Thy-1 (Eckhardt et al.,
2007). Die Thyl-CGT Méuse zeigen eine progressive axonale Degeneration, die mit einem
Anstieg von Sulfatid in den Neuronen und motorischen Koordinations-Defiziten einhergeht.
Unabhédngig von ihrem genetischen Hintergrund weisen diese Maiuse eine signifikant
verkiirzte Lebensspanne auf, wobei der Tod sehr plotzlich auftritt. Zusitzlich zeigen die
transgenen CGT-Miuse ein unruhiges Verhalten, das auf eine mogliche Uberregbarkeit der

Neuronen zuriickzufiihren ist. Allerdings konnte die Ursache noch nicht geklart werden.
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Erste Hinweise beziiglich der Uberregbarkeit von Neuronen, wurden bei den ASA-
defizienten-transgenen CGT-Méusen beobachtet. Diese Méuse wiesen eine erhohte Sulfatid-
Akkumulation im Gehirn sowie eine gesteigerte Sulfatid-Speicherung in den zentralen und
peripheren Neuronen auf (Eckhardt et al., 2007). Die transgenen CGT/ASA-defizienten-
Maiuse entwickelten zudem neuromotorische Koordinations-Defizite. Untersuchungen der
Nervenfasern ergab eine Degeneration der Nerven im Riickenmark. Des Weiteren konnte
anhand von EEG-Messungen bei den transgenen CGT/ASA-defizienten-Miusen eine
kortikale Hyperexzitabilitit (Uberregbarkeit) festgestellt werden (Eckhardt et al., 2007).

1.8 Zielsetzung

Ein fiir die Analyse der MLD wichtiges Tiermodell stellt die Knockout-Maus dar, in der das
ASA-Gen inaktiviert wurde.

Bei X. Han (2007) wurde beschrieben, dass Sulfatid mdglicherweise durch Apolipoprotein-E
von Astrozyten zu Neuronen transportiert wird und dass eine ApoE-Defizienz zu einem
erhohten Sulfatid-Gehalt im Cortex flihrt (Han et al., 2004; 2007).

Anhand einer ASA- und ApoE-defizienten Maus soll in dieser Arbeit geklart werden, ob das
zusitzliche ApoE-Defizit eine Verdnderung des Sulfatid-Gehalts bewirkt. Dabei soll der
Fokus auf den Neuronen liegen und somit analysiert werden, ob die Neuronen mit Hilfe des

ApoE-Proteins Sulfatid erhalten oder aber eigenes Sulfatid produzieren.

Ein weiteres Ziel ist die Analyse des transgenen MLD-Mausmodells Thy1-CGT.

Die transgenen Thy-1-Maduse iiberexprimieren UDP-Galactose:Ceramid Galactosyltransferase
(CGT) unter der Kontrolle des Thy1.2 Promotors, wodurch es zu einer Sulfatid-Anreicherung
in den Neuronen kommt. Dadurch sollten neurologische Effekte, die die Sulfatid-Speicherung
in den Neuronen moglicherweise auslost, analysiert werden.

Erste Untersuchungen an transgenen Méusen deuten darauf hin, dass die Sulfatid-Speicherung
einen Effekt auf die funktionellen Eigenschaften von neuronalen Membranen hat (Eckhardt et
al., 2007).

In dieser Arbeit sollen die Auswirkungen der Uberexpression von CGT auf den Sulfatid-
Gehalt in Neuronen bestimmt werden. Weitere Untersuchungen, wie Verhaltensexperimente
an Thy-1-CGT-Maiusen und Lipid-Analysen der neuronalen Plasmamembran sollen weitere

Erklirungen fiir die neurologische Ubererregbarkeit liefern.

18



1 Einleitung

Ein zusitzliches Projekt dieser Arbeit ist die Aufklarung der Struktur-Funktions-Beziehung
der Cerebrosid-Sulfotransferase (CST). Die Inhibition der CST konnte zur Reduzierung der
Sulfatid-Menge bei MLD-Patienten fiihren. Hierzu ist die Produktion groerer Mengen CST
notwendig, um detaillierte Strukturanalysen vorzunehmen, deren Kenntnisse es bedarf, um
potentielle Inhibitoren zu finden und zu testen.

Voruntersuchungen zeigten jedoch, dass eine 16sliche Variante der CST (ohne N-terminale
Transmembran-Doméne) nur sehr ineffizient sezerniert wird. Daher sollen verschiedene
Konstrukte erstellt werden, indem einzelne Aminosduren bzw. Bereiche des Enzyms entfernt
werden sowie einige Fusionsproteine von sekretorischen Proteinen mit der CST hergestellt
werden, um ein Sekretion des CST zu bewirken. Zusétzlich sollen die Auswirkung auf die

Enzymaktivitit, Stabilitdt und subzelluldre Lokalisation bestimmt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien, Enzyme und Kulturmedien wurden von den Firmen Applied
Biosystems, Biorad, Gibco, Merck, MoBiTec, Molecular Probes, Amersham Pharmacia
Biotech, Qiagen, Fermentas, Roth und Sigma bezogen. Sie hatten, sofern nicht anders
angegeben, die Reinheitsgrade »p.a.«, »reinst« bzw. »fiir mikrobielle Medien«.
Restriktionsendonukleasen stammten von der Firma Fermentas.

Alle wissrigen Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt, welches mit einer
MilliQ/UF-Ultrafiltrationsanlage (Millipore) aufbereitet wurde. Sterilisiert wurde durch

autoklavieren bzw. sterilfiltrieren.
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211 Geréte und Verbrauchsmaterial

2.1.1.1 Gerite

Gerat

Firma

Agarosegelkammern mit Zubehor
Brutschrinke

Digital-pH-Meter 646
Eismaschine

Elektrophoresekammern fiir PAGE

ESI-MS
Filmentwickler

Gefriertruhe (-80)

Gefrierschrank (-20)

Heizblock

Kiihlschrank (+4°C)

Kiihlblock fiir Enzyme

Kryostat

Magnetriihrer Ikamag RET
MALDI Voyager-DE STR mass
spectrometer
Mikroplatten-Lesegerit
Mikroskop

PCR-Gerit

Phosphoimager BAS-180011
Priparierbesteck

Reacti Therm ,,Heating and stirring

module

Eigenbau, Biorad

Forma Scientific, Thermo Electron, Dreireich
Knick, Berlin

Ziegra, Isernhagen, Deutschland

Mini Protean Gelkammern, Biorad, Hercules,
CA, USA

Grof3: Proteax Xi, Biorad, Hercules, CA, USA
HCT-Ultea, Bruker

Automat Curix 60, AGFA, Mortsel, Belgien
Sanyo Ultra low, Sanyo Scientific,
Bensenville/Illinois, USA

Oko Arctis Super electronic, AEG, Niirnberg
Stuart Scientific, Newcastle, UK

Oko Santo Superelectronic, AEG, Niirnberg
Fermentas, St. Leon-Rot

Leica CM 15108, Leica, Wetzlar

Ika-Werke, Staufen, Deutschland

PE Biosystems, Warrington, Chesire, UK

GENios, Tecan, Ziirich

Lichtmikroskop: Zeiss Telaval 31, Carl Zeiss AG
Fluoreszenzmikroskop: Zeiss Axiovert 100M,
Axiocam HRm, Carl Zeiss AG, Oberkochen

T3 Thermocycler, Biometra, Gottingen

Fujifilm, Straubenhardt

neoLab, Heidelberg

Pierce, Rockfort, Illinois, USA
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Schiittelinkubator

Spectrophotometer DU 640
Sterilbank

Thermomixer

,» TLC-Sampler* 4
Ultraturrax
Ultraschallwasserbad

UV-Handlampe

Vakuumpumpe HCL-Haep
Vortexer Unimag Zx3 Classic
Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

New Brunswick Scientific, Edison/New Jersey,
USA

Beckmann, Miinchen

BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl-
Genkingen

Clean Air Technik, JA Woerden, Niederlande
Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg
Camag, Berlin

Janke & Kunkel IKA-Labortechnik, Staufen
Bransonic, Branson, Danbury/Connecticut, USA
Konrad Benda Laborgerdte und UV-Strahler,
Wiesloch, Deutschland

Labor Consult MP 280, Bovenden

UniEquip, Martinsried

PC 4400, Mettler, Giessen, Schweiz

CP12S-0CE, Sartorius, Gottingen

1083, GFL, Burgwedel, Deutschland

Eppendorf Zentrifuge 5810 R, Eppendorf,
Eppendorf Zentrifuge 5415 D, Eppendorf,
Eppendorf Zentrifuge 5417 R, Eppendorf,
Hamburg

Beckmann CPKR Zentrifuge, Beckmann,
Beckmann Ultrazentrifuge Optima TLX 120000
rpm, Rotor TLN 100, Beckmann, Miinchen
Heraeus Labofuge 400e (Zellkultur), Heraeus,

Hanau, Deutschland
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2.1.1.2

212

Verbrauchsmaterialien

Material

Firma

DC-Aluminiumfolien 20x20cm Kieselgel
60 F254
DC-Platten 20x20 cm Kieselgel 60,

Gefrierrohrchen

Kivetten

6/24er-Loch Mikrotiter-Platten
Pipetten PipetmanP

Quarz-Kiivette

Zellkulturflaschen
Zentrifugenréhrchen (50 ml, 15 ml)

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Cellstar Cryo, Greiner,
Frickenhausen
Sarsted, Nimbrecht
Sarsted, Niimbrecht
Gilson, Middleton,
Hellma®, Miihlheim
Sarsted, Niimbrecht
Sarsted, Niimbrecht

Zahlkammer (Neubauer) fiir eukaryontische Zellen VWR, Darmstadt

Substanzen
Name Firma
2-Propanol Carl Roth, Karlsruhe
Agarose Invitrogen, Karlsruhe

Alcian blue 8x
Bovines Serum-Albumin (BSA)
Calciumchlorid

Chloroform

DMSO (Dimethylsulfoxid)
Dinatriumhydrogencarbonat

DPX Mounting Medium for Histology
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Essigsdure

Ethanol

ExGen

Glaswolle

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

JTBaker, Phillipsburg/ New Jersey,

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs

Fluka, Buchs

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Glukose

Glycerin

Histo Green

n-Hexan

LiChroprep® RP-18 (40-63 pum)
Lipofectamine 2000

Kaiser Glyceringelatine
Kaliumchlorid

Nitrocellulose Transfer Membran
Magnesiumchlorid

Milchpulver

Methanol

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
NBT/ BCIP-Stocklosung
Paraformaldehyd

Phenol

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Polyvinylalkohol

Ready-Load TM 1 Kb Plus
Rontgenfilme

Salzsdure

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Stickstoff (fliissig)

Tris ultra pur

Tryptone-Peptone

Tween 20

Vectastain ABC-Kit
Whatman-Papier

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Linaris, Wertheim - Bettingen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Schleicher & Schiill

Fluka, Buchs

Reformhaus

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Merck
Merck, Darmstadt

Roche, Grenzach-Wyhlen
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Fluka, Buchs

Fermentas, St. Leon-Rot
Fujifilm

Merck, Darmstadt

Biorad, Miinchen

Linde Gas, Pullach

Gibco / Invintrogen, Karlsruhe
Difco, Detroit / Michigan, USA
Fluka, Buchs

Linaris, Wertheim - Bettingen

Schleicher & Schiill
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2.1.3
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2.15

2.1.5.1

Kits

Kit

Firma

QIAprep DNA Mini Kit

QIAprep Spin Mini Preparation Kit
QIAprep Spin Midi Preparation Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Nahrmedien und Bestandteile fiir Bakterien

Name Firma
Agar Sigma-Aldrich, Steinheim
Bacto-Hefeextrakt Difco, Ditroit/ Michigan, USA
Trypton Oxoid, Hampshire, England
Ampicillin Sigma-Aldrich, Steinheim
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, Steinheim
Kanamycin Sigma-Aldrich, Steinheim
G418 Sigma-Aldrich, Steinheim
Zellkultur

Zellkulturmedien und Zuséitze

Name

Firma

B27-Supplement

Dulbecco’s modified minimal essential medium
(DMEM)

DMEM/F-12

Fetal Calf Serum (fotales Kélber-Serum)
Gentamycin

L-Glutamin 200 mM (100x)
Penicillin/Streptomycin

Phosphate-Buffered Saline (PBS), 10x

Penicillin-Streptomycin-Ldsung

Gibco / Invitrogen, Karlsruhe

Gibco / Invitrogen, Karlsruhe

Gibco / Invitrogen, Karlsruhe
Gibco / Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Alderich, Steinheim

Gibco / Invitrogen, Karlsruhe
Gibco / Invitrogen, Karlsruhe
Gibco / Invitrogen, Karlsruhe

Gibco / Invitrogen, Karlsruhe
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Poly-L-Lysin

Trypsin (Trypsin/EDTA Losung 1x)

Trypan Blau Losung

2.1.5.2 Zelllinien

Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco / Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Die Tabelle gibt die Zelllinien an, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Von allen Zellen

wurde regelmiBig Uberstand abgenommen und per PCR auf Mycoplasmen kontrolliert.

2.16

Name

Anmerkung

CHO-K1 (Chinese hamster ovary)
CHO-GalT

CHO-Sulf

CHO-39CST

HT 1080 humane Fibrosarcoma

Software

Datenverarbeitung

Bildbearbeitung

Statistik

Puck et al., 1958

von CHO-K1 abgeleitete Zelllinie, stabil
mit der Ceramid-Galaktosyltransferase aus
Ratte transfiziert (Stahl et al., 1994)

von CHO-GalT abgeleitet Zelllinie,
zusitzlich mit der Cerebrosid-
Sulfotransferase aus Maus transfiziert
(Eckhardt et al., 2002)

von CHO-K1 abgeleitete Zelllinie, stabil
mit der um sechs Basenpaare verkiirzten
Cerebrosid-Sulfotransferase aus Maus
transfiziert

Rasheed S. et al., 1974

Ofﬁce-Windowszooo, -Windows™"
AxioVision Rel. 4.6, Zeiss
Adobe Photoshop 7.0

Corel Draw 12

Aida Software

Statistica
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2.1.7 LGsungen

2.1.7.1 Nahrmedien fiir Bakterienkulturen

Name Zusammensetzung
LB (Luria Bertani)- Medium 10 g/l Trypton
10 g/l NaCl

Name

5 g/l Hefeextrakt

Zusammensetzung

SOC- Medium

LB-Agarplatten

2.1.7.2 Antibiotika Stammldsung

10 mM NaCl

2,5 mM KClI

10 mM MgCl,
20 mM MgSO4
20 mM Glukose
0,5% Hefeextrakt
2% Trypton

LB-Medium
15 g/l Agar

Antibiotika Konzentration

Ampicillin: Stammldsung: 25 mg/ml in H,O
Arbeitskonzentration: 50 pg/ml

Chloramphenicol: Stammlosung: 10 mg/ml in H,O

Arbeitskonzentration: 20 pg/ml
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Kanamycin:

Lysostaphin

Genatamicin

G418

Stammldsung: 10 mg/ml in H,O
Arbeitskonzentration: 20 pg/ml

Stammldsung: 2,5 mg/ml in H,O
Arbeitskonzentration: 100 pg/ml

Stammlosung: 50 mg/ml in H,O
Arbeitskonzentration: 15 pg/ml

Stammldsung: 50 mg/ml in H,O
Arbeitskonzentration: 700 ug/ml

2.1.7.3 Losungen und Puffer fiir die Immunfiarbung

Losung

Zusammensetzung

150 mM NaCl-Losung

PBS

Waschpuffer

Permeabilisierungspuffer

Blockingpuffer

4% Paraformaldehyd

Inaktivierung

endogener Peroxidase Aktivitét

Reduktion freier Aldyhedgruppen

0,44 g in 50 ml H,O -> steril filtrieren

9,55 g/l PBS

PBS / dest. H,O

0,3% TritonX-100 in PBS

0,3% Gelatine in PBS
1% BSA in PBS

4 g Paraformaldehyd
100 ml PBS

0,3% H,O, / PBS

0,5% Glycin / PBS
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Permeabilisierungs-/Blockingpuffer

0,05% Tween 20,

(fiir den Nachweis von Sulfatid in Gewebe) 1% BSA / PBS

2.1.7.4 Losungen fiir molekularbiologische und biochemische Methoden

Losung

Zusammensetzung

TE-Puffer

50 x TAE-Puffer

Ethidiumbromid Stammldsung

Lysispuffer (Zellen)

Homogenisierungs-

puffer (Gewebe)

Acrylamid 40% (w/v)

APS 10% (w/v)

ECL-L0osung

10 mM Tris-HCI, pH 8
1 mM EDTA

40 mM Tris
20 mM Essigsdure
2 mM Na,EDTA, pH 8,5

10 mg/ml Ethidiumbromid in bidest. H,O

1% Triton X-100 oder NP-40
20 mM Tris-HCI pH 8

50 mM NacCl

5 mM EDTA

1 mM PMSF (frisch dazu geben

TBS (kalt)
1 mM PMSF in H,0, 4°C

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
Ammoniumperoxodisulfat
2,5 mM Luminol (Fluka) in DMSO

0,4 mM p-Coumarséure (Fluka) in DMSO
100 mM Tris-HCI pH 8,5

30% H>0; (frisch dazu)
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10 x Laufpuffer

4 x Probenpuffer

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

Blotpuffer

2 x SEAP-Puffer

SEAP-Substrat-Losung

3 M NaOH

250 mM Tris-Base
1,9 M Glycin
1% SDS; pH auf 8,6 einstellen

8% SDS

40% Glycerol

240 mM Tris-HCI, pH 6,8
4% Bromphenolblau

4% B-Mercaptoethanol

500 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,4% SDS

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0,4% SDS

48 mM Tris-Base

39 mM Glycin

auf pH 8,5 einstellen
0,037% SDS

20% (v/v) Methanol

21 g Diethanolamin

100 ul 1M MgCl,

mit HCI auf pH 9,8 mit einstellen
ad 100 ml H,O

20 mg p-Nitrophenolphosphat
auf 5 ml 1x SEAP-Puffer

6 g NaOH
ad 50 ml H,O
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Ponceau-Losung

TBS/T

10 x PBS

10 x TBS

DEPC-H,O bidest.

20x SSC

Hybridisierungs-
puffer In-situ

Maleinsdurepuffer

Waschpuffer

0,2% Ponceau S

3% Trichloressigsdure

1 x TBS
0,5% Tween 20

100 mM Na,HPO4/ NaH,PO,, pH 7,4
1,5 M NaCl
25 mM KCI

100 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0
300 ml 5 M NacCl
auf 1 I mit destilliertem H,O auffiillen, pH 8,0

H20 wird mit 0,1% DEPC gemischt, iiber Nacht

bei RT geriihrt und 2x autoklaviert

3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

pH wird auf 7,0 eingestellt

50% Formamid

1% Denhardt's Losung

0,2% SDS

0,25 mg/ml Lachsspermien-DNA

10% Hybridisierungssalz (3 M NaCl, 0,1 M
PIPES, 0,1 M EDTA)

100 mM Maleinséure, pH 7,5
150 mM NaCl

Maleinsdurepuffer

0,3% Tween 20
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AP-Puffer

DC-Férbeldsung

DC-Laufmittel
(Sphingolipid-Auftrennung)

DC-Laufmittel
(Gangliosid-Auftrennung)

NBT / BCIP -Losung

0,3% Plexigum

Reaktionspuffer CST-Assay

TUB (“theroretical upper phase”)

100 mM Tris-HCI pH 9,5 frisch ansetzen
100 mM NaCl
50 mM MgCl,

625 mM Kupfersulfat

9,4% konzentrierte Phosphorsédure

60 ml Chloroform
27 ml Methanol
4 ml HZO

60 ml Chloroform
35 ml Methanol
8 ml 0,22% CaCl2

200 pl der NBT/ BCIP-Stocklosung
(Roche)

in 10 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 9,5),
0,1 M NaCl

0,05 M MgCl, verdiinnt.

3% Polyisobutylmethacrylat (,,Plexigum®)

1:10 in n-Hexan verdinnt

100 mM Tris-HCI (pH 7.0)

20 mM MgCl,

2,5mM ATP

20 uM PAPS/ [**S]-PAPS (~ 5000 MBg/mmol)

Methanol (48 Teile)

150 mM NacCl (47 Teile)
Chloroform (3 Teile)
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2.18

2.19

Bakterienstamme

Bezeichnung

Herkunft

E.coli XL1-blue

Bullock et al., 1987

supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA46, thi-1

Verzeichnis der Plasmide

Plasmid Herkunft / Erlduterung

pBluescript Klonierungsvektor mit T3- und T7-Promotor,
Stratagene

pcDNA3.1 Klonierungsvektor, Strategene; Ausgangsvektor
fiir CST-Konstrukte

pEF Klonierungsvektor, Invitrogen; Ausgangsvektor
fiir CST-Konstrukte

psB 4.7 Klonierungsvektor, freundlicherweise  zur

pEF-IL-39-CST*

pEF-IL-42-CST*

pEF-IL-45-CST*

pEF-IL-48-CST*

pEF-IL-51-CST*

Verfligung gestellt von Dr. T. Dierks, G6ttingen
(fiir die Selektion in DHFR™ Zellen)

enthdlt die Cerebrosid-Sulfotransferase ohne
Transmembran-Domidne und um 6 Basenpaare
verkiirzt mit Interleukin-2 als Signalpeptid
enthdlt die Cerebrosid-Sulfotransferase ohne
Transmembran-Domidne und um 9 Basenpaare
verkiirzt mit Interleukin-2 als Signalpeptid
enthdlt die Cerebrosid-Sulfotransferase ohne
Transmembran-Domédne und um 12 Basenpaare
verkiirzt mit Interleukin-2 als Signalpeptid
enthdlt die Cerebrosid-Sulfotransferase ohne
Transmembran-Domidne und um 15 Basenpaare
verkiirzt mit Interleukin-2 als Signalpeptid
enthdlt die Cerebrosid-Sulfotransferase ohne
Transmembran-Domine und um 18 Basenpaare

verkiirzt mit Interleukin-2 als Signalpeptid
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2.1.10

psB4.7-39CST*

pcDNA-AchE-Furin-CST*

pcDNA-Seap-Furin-CST*

pcDNA3-39CST*

pcDNA3-Gal3ST1*

pcDNA3-Gal3ST2*

pcDNA3-Gal3ST4*

pcDNA3-DPPIV (TM)*

pcDNA3-DPPIV-TM_39CST-HA*

pEGFP-C1

pEGFP-N3

*Plasmidkarten siche Anhang

Verzeichnis der Primer

enthdlt die Cerebrosid-Sulfotransferase ohne
Transmembran-Domdne und um 6 Basenpaare

verklirzt (fiir stabile Zelllinie in CHO-K1 Zellen

genutzt)

enthilt die Cerebrosid-Sulfotransferase mit
vorgeschalteter Acetylcholinesterase

enthdlt die Cerebrosid-Sulfotransferase mit
vorgeschalteter sekretorischer alkalischer
Phosphatase

enthdlt die Cerebrosid-Sulfotransferase um 6
Basenpaare verkiirzt

enthalt Galactose-3-O-Sulfotransferase 1
(humane CST)

enthdlt Galactose-3-O-Sulfotransferase 2 (galP-
3GalNac-3-O-Sulfotransferase 2)

enthidlt Galactose-3-O-Sulfotransferase 4 (galP-

3GalNac-3-O-Sulfotransferase 4)

enthdlt  die = Transmembrandoméne  der
Dipeptidylpeptidase 4

enthilt die DPPIV-TM und die 39CST, mit HA-
Tag

GFP am C-Terminus exprimiert;
Klonierungsvektor, Stratagene

GFP am N-Terminus exprimiert

Klonierungsvektor, Stratagene

Oligonukleotid-Primer wurden durch MWG (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert, in sterilen

H,0 gelost, so dass eine Stammldsung von 100 pmol/ul vorlag, aliquotiert und bei -20°C

gelagert. Die Nummern entsprechen fortlaufend vergebenen Nummern der Instituts-internen

Primer-Liste.
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Tabelle 2.1 : Verzeichnis der genutzten Primer

Ifd.

Nr. | Bezeichnung Sequenz Linge eingesetzt fiir
1734 {39 CST CCCAACATGGCCTTCACGACC 21 | Vektor-Konstrukt
1735142 CST GCCTTCACGACCTCAGAGGC 20 | Vektor-Konstrukt
1736 |45 CST ACCTCAGAGGCTGCAGCACC 20 | Vektor-Konstrukt
1737 |48 CST GCTGCAGCACCCTGCTCC 18 | Vektor-Konstrukt
1738 |51 CST CCCTGCTCCCCTATTCCCAATG 22 | Vektor-Konstrukt
1739 | anti-1L2 AGGTGCACTGTTTGTGACAAGTGC 24 | Vektor-Konstrukt
AGGTGCACTGTTTGTGACAAGTGCAAG
1740 | anti-IL2-NEU ACTTAGTGC 36 | Vektor-Konstrukt
1780 | Maus CST1 ATGACTCTGCTGCCAAAGAAGC 22 Genotypisierung
1781 | Maus CST2 CCACCTTAGAAAGTCCCTAAGG 22 Genotypisierung
1782 | ASA sense TAGGGTGGAAGTTACCCTAGA 21 Genotypisierung
1783 | ASA anti TGACCCAGGCCTTGTTCCCAT 21 Genotypisierung
1784 | ASA Neo GGAGAGGCTATTCGGCTATGAC 22 Genotypisierung
1826 | T7 primer GGTAATACGACTCACTATAG 20 Sequenzierungen
GCGCTAGCGGCAATATCCAGTAGGAA
1842 | CGTasl ATACTGGC 34 Genotypisierung
GCGCTAGCATACTGGCAGAAAGAGAT
1843 | CGTas2 CTGATGG 33 Genotypisierung
1871 | Rat-CGT-883 GCTGGTGTCAAGTATCTGTC 20 Sequenzierung
2193 | CGT1455 GCTTATGTCCCAGAGTTTAACTCAC RNA-Sonde
CTAGCGCCATGTACAGGATGCAACTCC
TGTCTTGCATTGCACTAAGTCTTGCACT
2194 | IL-2 sense TGTCACAAACAGTGCAAGC 74 | Vektor-Konstrukt
GCTTGCACTGTTTGTGACAAGTGCAAG
ACTTAGTGCAATGCAAGACAGGAGTTG
2195 | IL-2 anti CATCCTGTACATGGCG 70 | Vektor-Konstrukt
Kpnl Xbal huA | CTTGGTACCTCTAGAGCAGCCATGAGG
2215 | ChE CCCC 31 | Vektor-Konstrukt
Blunt huAChE
2216 | AS TCTCAGGTCTGAGCAGCGATCC 22 | Vektor-Konstrukt
EcoRI_Eco47IIl_ | CCTGAATTCAGCGCTAGATACAAAAGA
2217 |m CCCAACATGGCCTTCACGA 46 | Vektor-Konstrukt
CGCTCTAGATTACACCACCTTAGAAAG
2218 | Xbal mCST AS |TCCCTAA 34 | Vektor-Konstrukt
2337 | CSTanti Seq. GGTTGACACCCTCCTGCTGAGCCG 24 Sequenzierung
CTAGCCATGTACAGGATGCAACTCCTG
TCTTGCATTGCACTAAGTCTTGCACTTG
2338 | IL2-sense-Nhel | TCACAAACAGTGCAGAA 72 | Vektor-Konstrukt
CCGGTTCTGCACTGTTTGTGACAAGTG
CAAGACTTAGTGCAATGCAAGACAGG
2339 | IL2-anti-Agel AGTTGCATCCTGTACATGG 72 | Vektor-Konstrukt
GCGCGGTACCAGATCTGCCATGTACAG
2350 | 39CST Kpnl GATGCAACTC 37 | Vektor-Konstrukt
39CSTanti_EcoR | CGCGAATTCACTTACCTGCCCACCTTA
2351 |1 GAAAGTCCC 36 | Vektor-Konstrukt
GTAATACGACTCACTATAGGGGCTTAT
2540 | T7se CGTse GTCCCAGAGTTTAAC 42 RNA-Sonden
2541 | T7se_CGTanti GCGCTCATCTCACCTTCTTTTCG 23 RNA-Sonden
GTAATACGACTCACTATAGGGTCATCT
2542 | T7an_CGTan CACCTTCTTTTCG 40 RNA-Sonden
GTAATACGACTCACTATAGGGATGATG
2543 | T7se _cFosse TTCTCGGGTTTCAACG 43 RNA-Sonden
CGCTCACAGGGCCAGCAGCGTGGGTG
2544 | T7se cFosan AG 28 RNA-Sonden
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2545 | T7an cFosse CGCATGATGTTCTCGGGTTTCAACG 25 RNA-Sonden
GTAATACGACTCACTATAGGGTCACAG
2546 | T7an cFosan GGCCAGCAGCGTGG 41 RNA-Sonden

an39CST- GCGCGAATCTCAGGCGTAATCGGGGA

2618 | HA EcoRI CG 28 | Vektor-Konstrukt
GCGCGGTACCCCCAACATGGCCTTCAC

2619 | se39CST Kpnl |G 28 | Vektor-Konstrukt

GCGCAAGCTTATGAAGACACCGTGGA

2620 | Dpp_TMDse AGG 29 | Vektor-Konstrukt

2621 | DPPP TMDan GCGCGGTACCTTCATCTTTGCTCAGC 26 | Vektor-Konstrukt
GCAAGCTTACCATGCTGCCACCGCAGA

2690 | GAL3STl1se AGAAGC 33 Vektor-Konstrukt

2691 | GAL3STlan GCGAATTCCCACCGCAGGAAATCGCG 26 | Vektor-Konstrukt
GCAAGCTTACCATGGGCCCTCTCTCTC

2692 | GAL3ST4se CTGCC 32 Vektor-Konstrukt
GCGAATTCTGGGGAGAGTGGCCTTGAA

2693 | GAL3ST4an GTCTTGAG 35 Vektor-Konstrukt

2708 | Gal3ST2se neu | GGCAGGATAATGTCCATCCTGAGAGGC 27 | Vektor-Konstrukt
CTTAGCCAAACCCTACTTTTTCAGGAA

2709 | Gal3ST2an neu | TGGGA Vektor-Konstrukt
CGCGAATTCTACCCTTATGACGTCCCC

2743 | Adapter HAse GATTACGCCTAAGGGCCCGCG 48 | Vektor-Konstrukt
CGCGGGCCCTTAGGCGTAATCGGGGAC

2744 | Adapter HAanti | GTCATAAGGGTAGAATTCGCG 48 | Vektor-Konstrukt

2.1.11 Molekulargewichtsstandards

1 kb DNA-Standard GeneRuler Ladder (Fermentas)

100 bp DNA-Standard GeneRuler Ladder (Fermentas)

50 bp DNA-Standard GeneRuler Ladder (Fermentas)

Protein Standard Page Ruler Prestained Protein Ladder 671 (Fermentas)
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Verzeichnis der Antikorper

Zur Detektion von Proteinen im Western-Blot und in der Immunohistochemie wurden

folgende Antikdrper verwendet:

Name

Verdinnung Firma

Antiserum ST2

Polyklonaler anti-MBP aus Kaninchen
Na'/K" ATPase aus Maus

Monoklonaler anti-Sulph I aus Mausen
Monoklonaler anti-NCAM aus Ratte, H28
Monoklonaler anti-NSE aus Ratte,

Polyklonaler anti-HPR-3 aus Kaninchen

Polyklonaler anti NeuN aus Maus

Hybridoma 12CAS (Anti-HA Tag), aufgereinigt
Polyklonaler anti Calnexin aus Ratte
Polyklonaler anti cFos aus Kaninchen
Peroxidase gekoppelter anti-Maus aus Ziege
Peroxidase gekoppelter anti-Kaninchen aus Ziege
Peroxidase gekoppelter anti-Ratte aus Ziege
Alexa Fluor 488 anti-Kaninchen-IgG aus Ziege
Alexa Fluor 488 anti-Ratte-1gG aus Ziege

Alexa Fluor 568 anti-Ratte-IgG aus Ziege

Alexa Fluor 568/680 anti-Maus-IgG aus Ziege
Alexa Fluor F(ab’), fragment 586 anti-Ratte-IgG
aus Ziege

Cy2- anti-Kaninchen-IgG aus Ziege

Biotinylierter anti-Ratte aus Ziege

Biotinylierter anti-Maus aus Ziege

1:500 (IF)

Yaghootfam et al., 2007
1:5000 (WB) Chemicon
1:1000 (WB) DSHB*

1:400 (IF) P. Fredmann
50 pg/ml (WB) Chemicon
1:100 (IF) Dako

1:100 (IHC)

Abouzied et.al., 2004
1:500 IHC) Chemicon
10 pg/ml (WB) Roche
1:500 (IF)
1:3000 (IHC) Santa Cruz
1: 5000 (WB) Dianova
1:5000 (WB) Dianova
1:5000 (WB) Dianova

Chemicon

1:400 (IF) Molecular Probes
1:400 (IF) Molecular Probes
1:400 (IF) Molecular Probes
1:400 (IF)  Molecular Probes
1:400 (IF) Molecular Probes
1:400 (IF)  Jackson
Laboratories

1:200 (IHC) Dianova
1:200 (IHC) Dianova

*Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa (http://dshb.biology.uiowa.edu/)

IHC= Immunhistochemie; I[F= Immunfluoreszenz; WB= Western-Blot-Analyse
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2.2 Versuchstiere

2.2.1 Wildtyp-Kontrolltiere

Als Kontrollen wurden Tiere der Stimme C57BL/6, 12901a und C57BL/6/12901a verwendet.
Die Tiere wurden sowohl von Charles River Deutschland (Kisslegg/Sulzfeld) bezogen, als

auch aus eigener Zucht verwendet.

222 ASA-Knockout-Méause

Die Arylsulfatase A defiziente Mausmutante wurde von Hess 1996 (Hess et al., 1996)
generiert. Die Tiere der hier beschriebenen Versuche stammen aus eigener Weiterzucht der
durch Hess generierten Mauslinie. Arylsulfatase A defiziente Miuse dienen als Modell fiir

eine besondere Form der Lipidose, der Metachromatische Leukodystrophie.

2.2.3 ApoE-Knockout-Mause

Die ApoE-Knockout-Méuse wurde von A.S. Plump (Plump & Breslow, 1995) hergestellt. Sie
wurden von der Firma Charles River bezogen. Zur Erhaltung der Mauslinie wurden

ausschlieflich die homozygoten Méuse verpaart.

2.2.4 ASA-Knockout/ApoE-Knockout-Mause

Die ASA-Knockout/ApoE-Knockout-Méuse wurden durch die Verpaarung von homozygoten
ASA- und ApoE-Knockout-Mausen hervorgebracht.

2.25 Thyl-CGT transgene Méause

Diese Mausmutante wurde von Dr. M. Eckhardt (Eckhardt et al., 2007) generiert.

Die CGT-Sequenz aus Ratte unter der Kontrolle des neuronalen Thy1-Promotors wurde in das
Mausgenom eingefiigt. Daraus resultierten zwei verschiedene transgene Mauslinien, die je
nach Integrationshédufigkeit des Thyl-CGT-Transgens eine unterschiedlich starke Expression
des Transgens aufwiesen. Beide Mauslinien, Linie 4747 und Linie 4743 mit einer transgenen
Expression wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet. Zur Erhaltung der Mauslinie

wurden fiir die Verpaarungen Wildtyp-Méuse verwendet.
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2.3 Anfertigung von Gewebeschnitten

Um verschiedene Untersuchungen wie Anfarbungen von Proteinen und histologische
Untersuchungen durchfithren zu konnen, wurden von Mausgehirn-Gewebe mittels eines

Mikrotoms wie auch eines Kryostaten Schnitte angefertigt.

23.1 Paraffinschnitte

Das Mausgehirn wurde im Vorfeld mit 4% PFA perfundiert und iiber Nacht wieder in 4 %
PFA fixiert. Danach wurde das Gewebe in PBS gewaschen und mit Hilfe der
Paraffiniermaschine von Sakura in einem Vakuum-Infiltrations-Prozessor iiber eine
Alkoholreihe entwissert und anschlieBend in fliissigem Paraffin eingebettet. Die fertiges
Gewebe beinhaltenden Paraffinblocke wurden zum Anfertigen der 4 pm dicken Schnitte
vorgekiihlt. Die jeweiligen Gewebeschnitte wurden mit dem Mikrotom von Leica angefertigt.
Die gewonnenen Schnitte wurden getrocknet und bis zu ihrer Verwendung bei

Raumtemperatur gelagert.
23.2 Gefrierschnitte

Das Gewebe wurde nach der Priparation iiber Nacht in 4% PFA fixiert und eine weitere
Nacht mit 20% Saccharose inkubiert. Dies diente dazu, die Bildung von Gefrierkristallen, die
das Gewebe zerstoren konnten, zu verhindern. Danach wurde das Gewebe bei -80°C
eingefroren. Das Gewebe wurde dann im Kryostaten bei -20°C durch das Einbetten in
spezielles  Gefriermedium  (Sakura, Tissue-Tek O.C.T™ Compound) auf der
Schneidehalterung fixiert und bei einer Temperaturen zwischen -15°C und -20°C geschnitten.
Die Schnittdicke lag zwischen 12-14 pm. Die auf Objekttrager aufgenommenen Schnitte

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.4 Mikrobiologische und Molekularbiologische Methoden

2.4.1 In vitro Transfektion von Zellen

2.4.1.1 Kultivierung von Zellen

Samtliche Arbeiten mit Sdugerzellen fanden unter sterilen Bedingungen statt und es wurden
ausschlieBlich sterile Einmalplastikmaterialien verwendet. Alle Puffer, Medien und Losungen
wurden stets vor Gebrauch auf 37°C aufgewérmt.

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen, die eine Gréfe von 80 cm’ bzw. 175 cm? hatten, in
DMEM-Medium bei 37°C in einem wasserdampfgesittigten Inkubationsschrank mit einem
5%-igen CO;-Anteil kultiviert. Das verwendete Grundmedium DMEM enthielt anorganische
Salze, Aminosduren, Vitamine, Glukose, Puffer und den Indikatorpuffer Phenolrot. Des
Weiteren wurden fiir das optimale Zellwachstum fotales Kaélberserum (FCS, 10%
Endkonzentration) und Penicillin (1 U/ml)/Streptomycin (100 pg/ml) eingesetzt.

FCS enthdlt Wachstumsfaktoren, Hormone und Proteine wie Albumin. Es wurde
hitzeinaktiviertes (56°C fiir 30 Minuten) FCS verwendet, um im Serum enthaltene
Komplementfaktoren zu inaktivieren und eine Komplementaktivierung und Zelllyse zu
vermeiden. Die Antibiotika dienten als vorbeugende Malinahme zur Vermeidung von
Kontaminationen durch Bakterien.

Die Zellen wurden alle fiinf Tage in einem Verhiltnis von 1:10 passagiert. Hierzu wurden
Zellen mit 10 ml Trypsin durch vorsichtiges Spiilen mit einer Pipette von dem
Kulturschalenboden abgelost, in sterile Zentrifugenrohrchen iiberfithrt und mit DMEM-
Medium gewaschen und zentrifugiert (5 Minuten, 300 x g). Das Pellet wurde in 10 ml
DMEM-Medium resuspendiert und die Zelllosung in neue Kulturflaschen tiberfiihrt.

24.1.2 Einfrieren und Auftauen

Nachdem die Zellen mit Trypsin abgelost und bei 1200 rpm fiir 5 Minuten. zentrifugiert
waren, erfolgte eine Resuspension der Zellpellets in 20% FCS, 10% DMSO in DMEM. Die
Zellsuspension wurde in Cryo-Rohrchen aliquotiert (je 1 ml), fiir zwei Tage bei —80°C
gekiihlt und dann in fliissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen auf 37°C erwdrmt und in 10 ml vorgewdrmtem DMEM-

Medium resuspendiert und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml DMEM aufgenommen
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und 1 ml der Zellsuspension wurde in 6 ml DMEM in einer 25 cm® Zellkulturflasche

kultiviert.

2413 Zellzahl- und Vitalitdtsbestimmung

Die Zellzahl wurde mit einem Hidmozytometer nach Neubauer bestimmt. Das Raster der
Zahlkammer ist in neun Quadrate unterteilt, wobei sich in den vier Ecken Flichen zum
Auszihlen befinden. Diese vier Eckquadrate sind wiederum in 16 kleinere Quadrate unterteilt
und haben je eine Fliche von 1 mm?.

Vor der Zellzahlbestimmung wurden die Zellen wie bei der Kultivierung, abgelost und
abzentrifugiert und anschliefend in frischem DMEM-Medium aufgenommen.

Um die Vitalitit der Zellen zu bestimmen, wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau-Losung vermischt und auf die Zellkammer aufgebracht. Abgestorbene Zellen
haben eine verdnderte Membrandurchléssigkeit, dadurch dringt das Trypanblau in die Zellen
ein, wihrend gesunde Zellen ungefarbt bleiben.

Pro Ansatz wurden mindestens 100 Zellen gezdhlt, je nach Zellzahl wurden bis zu vier

Eckquadrate gezéhlt. Die Zellzahl / ml wurde wie folgt berechnet:

Formel: (N Zetten / N Quadrate) X 2 (Verdiinnung) x 10*= Zellen / ml

2414 Transfektion von Zellen

Die Transfektion dient der Einschleusung heterologer DNA in Eukaryontenzellen. Die
verwendeten Methoden wurden zur transienten Transfektion eingesetzt. Transiente
Transfektion bedeutet kurzfristiges Einbringen von DNA in viele Zellen. Dadurch ist eine
schnelle funktionelle Untersuchung innerhalb von ein bis drei Tagen moglich.

Zur Transfektion von Zellen wurden in dieser Arbeit zwei unterschiedliche Ansitze

verwendet.

a) ExGen-Methode (nach Fermentas)

Das Makromolekiil-Reagenz Polyethylenimin (PEI), das eine kationische Ladungsdichte
besitzt, reagiert mit der DNA zu einem starken diffusionsfahigen Komplex, der leicht iiber

Endozytose in die Zelle aufgenommen wird.
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Zellmembran Zytoplasma
HO

ExGen,DNA . f

Komplex

Abb. 2.1: Der Polyethylenimin-DNA-Komplex wird iiber Endozytose in die Zelle aufgenommen (modifiziert

nach Fermentas).

Vorbereitung der Zellen:

Eine 24-Loch-Zellkultur-Platte wurde mit sterilen Deckglédschen (o 12 mm) bestiickt. In jeder
Vertiefung der Zellkultur-Platte wurden 5x10* Zellen ausgesit und iiber Nacht im CO,-
Brutschrank unter Standardkulturbedingungen inkubiert.

Am Tag der Transfektion wurde das Kulturmedium zwei bis vier Stunden vor der
Versuchsbeginn/Transfektionsbeginn ~ erneuert. NaCl-Losung und PBS wurden auf

Raumtemperatur erwarmt.

Herstellung eines Endozytose-Komplexes

Um eukaryontische Zellen mit DNA transfizieren zu koénnen, muss die DNA zunéchst mit
ExGen zu einem diffusionsfahigen Komplex verbunden werden.
Zur Herstellung des Komplexes wurde folgender Reaktionsansatz pipettiert (Beispiel fiir

einen Ansatz):

DNA 2ug ExGen 3,3 ul
150 mM NaCl 25 ul 150 mM NaCl 25 ul

Die ExGen Losung wurde zu der DNA Losung hinzugefiigt, gut gemischt und fiir 10
Minuten. bei RT inkubiert.
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Transfektion:

Von den vorbereiteten Zellen wurde das Medium abgenommen und je 300 pl serumfreies
Medium zu den Zellen gegeben. 50 pl der ExGen-DNA Losung wurde tropfenweise
hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte fiir 4-5 Stunden und Standardkulturbedingungen, dann
wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieBend erhielten
die Zellen 0,5 ml serumhaltiges DMEM und wurden iiber Nacht wieder in den CO,-
Brutschrank gestellt.

b) Lipofectamin—Methode (nach Invitrogen)

Bei der Lipofectamin-Methode erfolgt die Einschleusung der DNA in die Zelle durch
Liposomen. Der Vorteil bei dieser Technik ist, dass nur eine geringe Menge an DNA und

wenige Zellen fiir die Transfektion notwendig sind.

Llpo[ettamlne Llp sfertamine™ 2000 Komplex zu den
1. ons 2. 2w und [NE 4, zellen geben

v c;»\?‘if’»a\

aixen, 20 nin 24h-45h
inkubieren

G

Abb. 2.2: Lipofectamin-Methode. Kationische Lipide verbinden sich mit der DNA und werden zusammen von

der Zelle aufgenommen (modifiziert nach Invitrogen).

Vorbereitung der Zellen:

Eine 24-Loch-Zellkultur-Platte wurde mit sterilen Deckgldschen (¢ 12 mm) bestiickt. In jede
Vertiefung wurden 3x10* Zellen ausgesit und iiber Nacht im CO,-Brutschrank inkubiert. Am

Tag der Transfektion wurde das Kulturmedium erneuert.
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Herstellung des DNA- Liposomen-Komplexes:

Zur Herstellung des DNA-Liposomen-Komplexes wurde folgender Ansatz pipettiert:

DNA Sug Lipofectamin 2 ul
DMEM (ohne FCS und Antibiotikum) 50 Hl DMEM (ohne FCS und Antibiotikum) 50 Ml

Die DNA- und die Lipofectamin-Ldsung wurden zusammengegeben, vorsichtig gemischt und

fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Transfektion:

Zu den Zellen wurde 100 pul des DNA-Liposomen-Komplexes tropfenweise hinzugefiigt. Die
Inkubation erfolgte iiber 4-5 Stunden bei 37°C im CO,-Brutschrank.
Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, erhielten 0,5 ml DMEM und wurden

anschlieBBend iiber Nacht wieder im CO,-Brutschrank kultiviert.

24.1.5 Stabile Transfektion

Bei der stabilen Transfektion erfolgt ein Einbau der DNA in das Genom, das auch an die
nichste Generation weitergegeben wird.

Die Herstellung einer stabilen Zelllinie erfolgte zundchst wie bei einer transienten
Transfektion. Allerdings wurden die Zellen nach 48h in eine 6mm- Zellkultur-Platte tiberfiihrt
und unter Selektionsdruck gesetzt. Dieser erfolgte mittels Zugabe eines Antibiotikums, gegen
das die eingeschleuste Fremd-DNA-Plasmid eine Resistenz besitzt. Diejenigen Zellen, die die
DNA eingebaut hatten, tiberlebten. Die Antibiotika-Zugabe wurde so lange durchgefiihrt, bis
stabile Zellklone sichtbar wurden. Diese Klone wurden wiederum umgesetzt und auf

Expression der eingebauten Fremd-DNA untersucht.

24.2 Immunfluoreszenz-Farbung

Mit Hilfe von Antikorpern lassen sich Proteine und andere Substanzen innerhalb von Zellen
detektieren. Antikérper binden an Antigene. Durch griindliches Waschen werden

unspezifische Bindungen geldst, um die spezifischen Oberflichenmerkmale von Proteinen,
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die von den Antikdrpern erkannt werden, zu erhalten, miissen die ausgewédhlten Bereiche
vorsichtig fixiert werden.

Die Sichtbarmachung von Antigen-Antikdrper-Reaktionen kann durch verschiedene
Methoden erfolgen. Sie kann auf einer stabilen Briicke zwischen dem gesuchten
Reaktionspartner (Antikdrper/Antigen) mit dem Amplifikationssystem beruhen. Als
Amplifikatoren dienen in dieser Arbeit Fluoreszenzfarbstoffe. Die Amplifikatoren werden
kovalent oder nicht kovalent (adsorptiv) an die Reaktanten gekoppelt.

Bei der indirekten Immunfluoreszenz-Methode erfolgt die Markierung des Primédrantikorpers
durch den Einsatz von fluoreszierenden Antiimmunglobulinen durch einen
Sekundirantikorper, der von einer anderen Tierspezies stammt und prinzipiell alle
Primérantikorper bindet, gegen die er gerichtet ist.

Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe werden durch unterschiedliches Licht einer
bestimmten Wellenldnge angeregt, beispielsweise blau, UV oder griin. Mittels verschiedener
Filter ist nur das Licht der verwendeten Farbstoffe oder Fluorochrome im
Fluoreszenzmikroskop zu erkennen, so dass der indirekte Nachweis von bestimmten
Proteinen moglich ist. Durch die Verwendung von mehreren Primirantikdrpern gegen
verschiedene Proteine und deren indirekten Nachweis mit geeigneten Sekundirantikdrpern,
die mit verschiedenen Farbstoffen gekoppelt sind, lassen sich auBerdem Kolokalisationen

innerhalb einer Zelle ermitteln.

2.4.2.1 Immunfirbung

In den Versuchen wurde die indirekte Immunfluoreszenz- Methode angewandt:

Die Zellen wurden auf den Deckgldschen durch 4%-iges PFA fiir 15 Minuten fixiert. Zur
Permeabilisierung der Zellmembran wurden Zellen anschlieend fiir 10 Minuten mit 0,3%
Triton X-100/PBS (perforiert die Membran) behandelt. Das im Puffer enthaltene Triton X-
100. Bei Immunfiarbungen gegen Sulfatid wurden die Zellen nicht permeabilisiert, da das im
Puffer enthaltene Triton X-100 das Sulfatid aus der Membran herausldst.

Vor der Inkubation mit dem primdren Antikorper wurden die Zellen 30 Minuten lang in
Blocking-Puffer inkubiert, um unspezifische Bindungen von Antikoérpern zu verringern. Es
handelte sich hier um eine Séttigung der unspezifischen Bindungsstellen durch 0,3% Gelatine.
Die Immunfiarbung wurde in einer feuchten Kammer (Petrischale ausgelegt mit
wassergetranktem Filterpapier) auf Parafilm durchgefiihrt. Nach 1-2h Inkubation mit dem

Primérantikorper bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden die Deckgléschen dreimal mit PBS
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gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Nach dem Waschen wurde der
Sekundirantikorper ebenfalls fiir 60 Minuten im Dunkeln eingesetzt. Eine erneute Waschung
mit PBS entfernte unspezifische Bindungen. Hiernach erfolgte eine Farbung des Zellkerns mit
dem DNA-Farbstoff DAPI (4’,6-Diamidin-2"-phenyllindol-dihydrochlorid) fiir 5 Minuten..
Nach dem Farben wurden die Deckgldschen auf Objekttragern in Polyvinylalkohol (Fluka)
eingebettet und bis zur Auswertung im Dunkeln bei 4°C gelagert.

2.4.2.2 Mikroskopische Auswertung der Immunférbungen

Die Préparate wurden mit den Fluoreszenzmikroskopen Axioplan und Aixoimages (Zeiss) mit
Fluoreszenzfiltern fiir TexasRed, RFP, FITC und DAPI untersucht. Die Mikroskope waren
mit einer AxioVision-Software ausgestattet. Die elektronischen Bilder wurden zur Publikation

mit ADOBE PHOTOSHOP 7.0 bearbeitet.

2.5 Nucleinsdure Praparationen

2.5.1. Kultivierung der Bakterien

Fiir die Kultivierung von Bakterien wurde der zu untersuchende Stamm mittels einer sterilen
Impfose einem DMSO-Stock entnommen und auf einer LB-Agar-Platte mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen. Nach etwa 12 Stunden Inkubation, bei 37°C,
wurden die Bakterien entweder in LB-Medium oder auf LB-Agar-Platten bei 37°C weiter
kultiviert.

Fiir die Kultivierung resistenter Bakterienstdimme wurden die entsprechenden Antibiotika den
Néhrmedien zugesetzt.

Ubernacht-Kulturen wurden in 5 ml LB-Medium (inklusive Antibiotikum) angelegt. Fiir die
anschlieBende Tag-Kultur wurde die Ubernacht-Kultur 1:200 in frischem LB-Medium
verdiinnt und bei 37°C und 200 rpm im Brutschrank bis zum Erreichen der mittleren log-

Phase (ODgoo = 0,3) inkubiert.
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2.5.2 Lagerung von Bakterien

Fiir die langere Aufbewahrung von Bakterienstimmen bei —80°C wurden 7 % DMSO-Stocks
angelegt. DMSO verhindert die zellschiddigende Kristall-Bindung des Wassers.

2.5.3 Amplifizierung und Isolierung von Plasmid-DNA

Fir die Transfektionen wurde reine Plasmid-DNA benétigt. Hierzu wurden die
entsprechenden Plasmide in E.coli-Stimme transformiert, mit Mini-Prep (Qiagen)
aufgereinigt, tiiber Restriktionsverdau und anschlieBende Agarose-Gelelektrophorese

kontrolliert und schlieBlich mittels Maxi-Prep (Qiagen) in groler Menge isoliert.

2.5.3.1 Transformation von E.coli-Zellen

Die bei -80°C gelagerten kompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut. Pro Ansatz
wurden 50 pl Bakterien mit 1 pg/ul Plasmid-DNA vorsichtig vermischt. Als Kontrolle diente
ein Aliquot Bakterien ohne Zugabe von DNA. Die Ansitze wurden 30 Minuten auf Eis
gehalten, anschlieBend erfolgte ein Hitzeschock fiir 30 Sekunden bei 42°C im Wasserbad.
Dann wurden die Bakterien fiir weitere 1,5 Minuten abgekiihlt (auf Eis). Danach wurden
direkt 950 pl SOC-Medium zugegeben und die E.coli-Zellen fiir eine Stunde bei 37°C und
200 rpm inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Bakterien bei 4000 x g fiir 10 Minuten
und 4°C abzentrifugiert. Vom Uberstand wurden 850 ul verworfen, mit dem Rest wurde das
Pellet resuspendiert. Je 1x10 pl und je 1x100 pl pro Ansatz wurden auf Ampicillin-Platten (50
ug/ml) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.5.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Plasmid-Préparation erfolgte nach der Methode der alkalischen Lyse. Die Lyse der Zellen
erfolgt hierbei durch SDS; das alkalische Milieu denaturiert DNA und EDTA inhibiert
DNasen durch das Entziehen von Mg*"-Ionen. Um zu verhindern, dass freie RNA bei der
Affinitdtschromatographie mit der Plasmid-DNA um die Bindungsstelle konkurriert, wurde
dem Puffer auBerdem RNase A zugegeben, um die freigesetzte RNA zu hydrolysieren. Nach
der Lyse und der darauf folgenden Abtrennung der denaturierten, nicht-loslichen

Zellbestandteile wurde der Uberstand auf Silicagelsiulen aufgetragen. Silica ist in der Lage
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bei hohen Salzkonzentrationen Plasmid-DNA zu binden. Die gebundene Plasmid-DNA kann
dadurch sehr einfach gewaschen und anschlieBend mittels niedriger Salzkonzentration wieder

von der Saule eluiert werden.

2.5.3.3 Plasmid-Isolierung (analytischer MaBstab, »Mini-Prep«)

Von selektiven LB-Platten wurden Einzelkolonien gepickt, in 5 ml LB-Medium mit
Ampicillin (50 pg/ml) tiberfiihrt und tiber Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert.

Fiir die darauf folgende Isolierung der Plasmid-DNA wurde das QIAprep-Spin Mini-Prep-Kit
(Qiagen) verwendet. Die Durchfithrung der Isolierung erfolgte nach den Anweisungen des

Herstellers. Die isolierte DNA wurde anschlieBend iiber einen Restriktionsverdau getestet.

2.5.3.4 Plasmid-Isolierungen (priaparativer MafBistab, »Midi-Prep«)

Zur Préparation groler Mengen Plasmid-DNA wurde das QIAprep Plasmid Midi-Prep-Kit
(Qiagen) eingesetzt. Die Sdulen-Kapazitit der zu isolierenden DNA liegt bei ca. 500 pg DNA.
Dazu wurde die Ubernacht-Kultur einer vorher untersuchten Mini-Prep (vgl. 2.5.3.3 sowie
2.5.3.5) 1:100 in 100 ml LB-Medium mit Ampicillin (50 pg/ml) angeimpft und tiber Nacht im
37°C-Schiittler inkubiert.

Die Isolierung wurde gemdll den Angaben des Herstellers durchgefiihrt und die isolierte

Plasmid-DNA bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.5.3.5 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Basenabfolgen von vier, sechs oder acht
Basen, die in den meisten Fillen palindromisch sind. Die Enden des DNA-Fragments sind
entweder glatt (sog. ,,blunt ends*) oder sie stehen iiber (sog. ,.sticky ends‘*). Die Uberhiinge
der sticky ends sind oft zwei bis vier Basen lang und lassen sich leichter in Vektoren ligieren
als glatte Enden. Die hier verwendeten Restriktionsenzyme wurden fiir analytische und

priparative Arbeiten eingesetzt.
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Um zu kontrollieren, ob das gewiinschte Plasmid isoliert wurde, erfolgte ein
Restriktionsverdau mit der eluierten DNA einer Mini-Prep (siehe 2.5.3.3), der zur
abschlieBenden Analyse auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen wurde.

Die Methode wurde nach Sambrock et al (1989) durchgefiihrt.

In einem Endvolumen von 25 ul wurden folgende Reaktionen gestartet:

5x Puffer S5ul
Restriktionsenzym 1 pl
DNA-LGsung 1 pg/ul
ad H,O 25 ul

Als Puffer wurden die von jedem Hersteller zu den jeweiligen Enzymen empfohlenen Puffer
verwendet. Der Reaktionsansatz wurde je nach Enzym und Angabe des Herstellers fiir 1-2,5
Stunden bei 37°C inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung, d.h. der abschlieBenden Analyse
durch Agarosegel Auftrennung der Restriktionsfragmente, wurde der Ansatz auf Eis gehalten,

um weitere Reaktionen der Restriktionsenyme zu verhindern.

2.5.3.6 Auftrennen von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente lassen sich in Agarose-Gelen mittels Elektrophorese auftrennen. Durch
Vergleich der Laufstrecke mit gleichzeitig aufgetrennten GroéBenstandards ldsst sich die
Groe der einzelnen Fragmente abschidtzen. Fiir diese Arbeit wurde eine
Agarosekonzentration von 1% (w/v) eingesetzt. Die jeweilige Menge Agarose wurde in 100
ml 1 x TAE-Puffer gelost und im Mikrowellengerit geschmolzen. Nach dem Abkiihlen wurde
die Agarose mit Ethidiumbromid (0,1 pg/ml) versetzt und in eine Gelkammer gegossen. Die
DNA-Proben wurden mit 2 pl Loading-Puffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die
anschlie8ende Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 80 V. Das Ergebnis

wurde durch Betrachtung bei UV-Licht kontrolliert und als Videoprint dokumentiert.

2.5.3.7 Konzentrationsbestimmungen von DNA

Die Konzentration der DNA ldsst sich anhand der optischen Dichte bestimmen. DNA hat im

ultravioletten Bereich der elektromagnetischen Strahlung sein Absorptionsmaximum bei
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260 nm. Ein Absorptionsmaximum von 280 nm haben die Aminosduren Phenylalanin und
Tyrosin.

Fir doppelstrdngige DNA entspricht eine optische Dichte (OD) von eins bei einer
Wellenlidnge von 260 nm einer Nukleinsdurekonzentration von 50 pg/ml. Die Konzentration
lasst sich aus der OD bei 260 nm, dem Verdiinnungsfaktor und einem fiir DNA spezifischen
Extinktionskoeffizienten errechnen.

Der Reinheitsgrad der DNA wurde aus dem Verhéltnis zwischen ODy¢ und OD3gy bestimmt,

wobei eine relativ proteinfreie DNA-Ldsung ein Verhéltnis zwischen 1.8 und 2.0 aufweist.

2.5.3.8 Reverse Transkription

Das Grundprinzip der RNA-Isolierung sieht ungefahr folgendermallen aus: Die Zellen werden
lysiert, die RNasen inaktiviert und die RNA anschlieend aus dem Lysat isoliert. Auf diese
Weise erhélt man am Ende Gesamt-RNA, d.h. ein Gemisch aus ribosomaler RNA (rRNA),
Transfer-RNA (tRNA), messenger RNA (mRNA) und anderen. Die mRNA macht daran nur
einen Anteil von ca. 2 % aus. Fir die meisten Anwendungen reicht das bereits aus,

beispielsweise fiir RT-PCR.

Reverse Transkriptasen katalysieren die Bildung eines komplementiren DNA-Stranges
(cDNA) aus mRNA. Fiir die cDNA Synthese aus isolierter mRNA wurde das RT-PCR-KIT
(First Strang) der Firma Fermentas verwendet. Es wurde ein Oligo dT Primer verwendet, der
an die 3 PolyA-Sequenz der RNA binden kann.

Fiir eine Reverse Transkription wurde entsprechend den Angaben des Herstellers folgender

Reaktionsansatz verwendet:

4 ul 5x First-Strang Puffer

1 ul 10 mM dNTP

1 ul 0,5 pg/ul Primer

I ul 20 U/ul RNase Inhibitor
(RiboLockTM)
200 U/pl RT (RevertAid™)

tul H Minus

X ul 1-5 pg RNA

ad 10yl HPLC-H,O

50



2 Material und Methoden

Der Reaktionsansatz wurde fiir 5 Minuten bei 70°C und dann fiir 5 Minuten bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde eine Inkubation fiir 1 h bei 42°C durchgefiihrt. Die
Inaktivierung der reversen Transkriptase erfolgt bei 95°C fiir 10 Minuten. Danach wurden die
Proben auf 4°C abgekiihlt.

In der darauf folgenden PCR, die dazu diente spezifische Nukleinsidureabschnitte zu

amplifizieren, wurden 0,5 ul bzw. 2 ul des cDNA- Reaktionsansatzes eingesetzt.

2.5.3.9 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) stellt eine leistungsfahige Technik zur
Amplifizierung von DNA-Fragmenten dar.

Uber spezifische Oligonukleotid-Primer, so genannte Startermolekiile, welche das zu
amplifizierende Fragment flankieren, konnen mit Hilfe einer thermostabilen DNA-
Polymerase DNA-Fragmente von bis zu 15 kb amplifiziert werden.

In dieser Arbeit wurden fiir die PCR das System von Fermentas und das RedTaq Ready Mix
Kit® von Sigma verwendet. Die Reaktionsansitze setzten sich fiir die beiden Systeme wie

folgt zusammen:

Fermentas Sigma

2 ul 10x Taq Reaction-Puffer 10 pl Red Taq Ready Mix
2 ul 2 mM dNTPs 2wl Primer 1 (5 pmol/pl)
1,2 ul MgCl, 2 ul Primer 2 (5 pmol/pl)
1 ul Primer 1 (5 pmol/pl) x ul Template

I Primer 2 (5 pmol/pl) ad 20 ul  PCR-H,O

1 ul Taqg-Polymerase

X ul Template

ad20 ul  HPLC-H,O

Die PCR-Reaktion besteht aus drei grundlegenden Schritten.
Zu Beginn eines Zyklus wird die doppelstringige DNA in der Denaturierungsphase in

Einzelstrange aufgetrennt. Danach erfolgt die Anlagerung der Primer an die DNA.
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Die Temperatur fiir die Primer-Anlagerung héngt von deren Schmelztemperatur und damit
von der Lange und Basenzusammensetzung der jeweiligen Primer ab. Die Schmelztemperatur

(Ty) wird tiber folgende Formel abgeschitzt werden:

Tm =[2°C x (Anzahl an A und T Basen)] + [4°C x (Anzahl an G und C Basen)]

Die Temperatur fiir die Primeranlagerung sollte ~5-10°C unter der Schmelztemperatur liegen.
Zuletzt folgt die Verldngerungsphase, in der die Polymerase aktiv wird und die eigentliche
Amplifizierung der DNA stattfindet.

Ein Zyklus aus Denaturierung, Primer-Anlagerung und Primer-Verldngerung wurde in der
Regel 25-35 Mal durchgefiihrt. Dauer und spezifische Temperaturen der einzelnen Schritte
wurden je nach Anwendung modifiziert, um optimale Bedingungen fiir die Primer zu schaffen

und optimale DNA Ausbeuten zu erreichen.

Reaktionsbeispiel

5 min. 95°C Initiale Denaturierung
30  Sek. 95°C Denaturierung

30 Sek. 55°C Primer-Anlagerung

1 min./kb 72°C Primer-Verldngerung
5 min. 72°C

0 4°C

2.5.3.10 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Gewinnung reiner DNA wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt, bei der
linearisierte DNA von Nukleinsduren, Proteinen und anderen Verunreinigungen befreit
wurde. Dazu wurde die DNA-L6sung mit einem Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1; v/v/v) versetzt, durch Invertieren gemischt und
5 Minuten bei 15.000 g zentrifugiert. Dadurch bildeten sich drei verschiedenen Phasen: die
untere ist die Phenolphase, in der Interphase sind Proteine enthalten, und die obere, wéssrige
Phase enthdlt die DNA. Die obere Phase wurde abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Um Verunreinigungen durch Phenolreste auszuschlielen, wurden
erneut zwei Volumen Chloroform zugefiigt und wie oben beschrieben zentrifugiert. Die obere

Phase (geloste Nukleinsduren) wurde abgenommen, die Nukleinsduren anschlieBend
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prézipitiert (vgl. folgender Abschnitt) und je nach Bedarf weiter verarbeitet oder gelagert (bei
-20°C).

2.5.3.11 Saure Ethanolféllung

Bei der sauren Ethanolfdllung wurde 1/10 Volumen Natriumacetat pH 4,6 und das 2,5 fache
Volumen 95%-iger Ethanol zur gelosten DNA gegeben und das Reaktiongefdl mehrmals
invertiert. Das Gemisch wird fiir 30 Minuten bei -80°C inkubiert. Danach wurde die DNA fiir
30 Minuten bei 15.000 g pelletiert. Nach Abnahme des Uberstandes kann das DNA-Pellet in
70%-igem Ethanol gewaschen werden. Nach erneuter Zentrifugation und Abnhame des
Uberstandes wurde das Pellet getrocknet und die DNA im gewiinschten Volumen Wasser

aufgenommen.

2.5.3.12 Auffiillen iiberhdngender Vektorenden

Die durch einen Restriktionsendonuklease-Verdau entstandenen DNA-Uberhinge kénnen mit
Hilfe des Klenow Fragmentes aufgefiillt werden. Das Klenow Fragment ist eine Typ I DNA-
Polymerase, die neben der 5'-3' Polymeraseaktivitit auch eine 3'-5' Fehlerkorrektur-
Exonukleaseaktivitit aufweist, aber keine DNA-Polymerase I Exonukleaseaktivitét. In dieser

Arbeit wurde das Klenow Enzym von Fermentas nach folgendem Ansatz verwendet:

0,1-0,4 pnpg verdaute DNA

2,0 pul  10x Klenow Puffer
0,5 pul - 2mM dNTP Mix
0,5 ul  Klenow Fragment (10 U/pul)

ad20 pl  HPLC-H,0

Der Ansatz wurde fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung des Klenow

Fragments erfolgte durch eine Inkubation bei 70°C fiir 15 Minuten.
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2.5.3.13 Ligation

Die Einbringung eines DNA-Fragmentes (Insert) in einen linearisierten Vektor, ebenso wie
die Verknilipfung zweier DNA-Fragmente kann mittels des Enzyms T4-Ligase erreicht
werden. Der Vorgang an sich wird als Ligation bezeichnet. Die T4-Ligase katalysiert hierbei
die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen dem 5’-Phosphat-Ende des DNA-
Fragmentes und der 3’-OH-Gruppe eines anderen DNA-Fragmentes bzw. des Vektors. Die
Bildung von Phosphodiesterbindungen erfolgt unter Hydrolyse von ATP und kann sowohl bei
tiberhdngenden Enden als auch bei nicht-iiberhingenden Enden erfolgen.

In dieser Arbeit wurde fiir die Ligation von DNA-Fragmenten die T4 DNA Ligase von
Fermentas verwendet. Ligationen wurden in kleinen Volumina durchgefiihrt, um die
Wahrscheinlichkeit zu erh6hen, dass sich die kompatiblen Enden zusammenlagern.

Folgende Ansétze wurden verwendet:

Glatte Uberhingende
Enden Enden
2ul 2ul T4 DNA Ligase Puffer
1l 0,5 ul T4 DNA Ligase (1 Weiss Unit/ul)
20 ng 20 ng Vektor
1-3 fache Insert
1-3 fache Menge
Menge des
des Vektors
Vektors
ad 20 pul ad 20 pl HPLC-H,O

Der Ansatz wurde durch kurzes Zentrifugieren gemischt und fiir 1 h bei RT (22°C) inkubiert.
Die Berechnung von Vektor- und Insertmenge, die fiir eine optimale Ligation bendtigt

werden, wurde durch die nachstehende Formel berechnet:

(Y bp Insert)- (Z ng Vektor)
(total bp Vektor)

X ng Insert =
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2.5.3.14 Herstellung von Adaptern

Fiir die Erstellung von sehr kleinen DNA-Fragmenten, die mittels PCR-Amplifikation nicht
moglich wéren, wurden Oligonukleotid-Adapter erzeugt. Kurze Adapter konnen durch das
Aneinanderlagern von Oligonukleotidstartermolekiilen hergestellt werden. Dazu wurde

folgender Reaktionsansatz gewéhlt:

10 ug Oligonukleotid I
10 ng Oligonukleotid IT
10 ul  T4-Ligase

70 ul  HPLC-H,O

Der Ansatz wurde 2 Minuten bei 95 °C inkubiert, dann innerhalb von 2 Minuten schrittweise
auf 50 °C abgekiihlt und fiir 8 Minuten bei dieser Temperatur gehalten. Anschlieend folgte
die Abkiihlung auf Raumtemperatur und eine Inkubation fiir 10 Minuten.

Der Adapter wurde nun mittels der sauren Ethanolfillung (vgl. XXX Abschnitt oben) gefallt
und das Pellet schlieBlich in 15 pul Wasser aufgenommen.

Verwendet man zwei Oligonukleotidmolekiile, die an ihren Enden komplementér zueinander

sind, konnen auch ldngere Adapter hergestellt werden.

2.6 Biochemische Methoden
26.1 In-situ-Hybridisierung
2.6.1.1 Herstellung der RNA-Gensonden

Zur Herstellung einer Sonde wurde das zur Hybridisierung einzusetzende Fragment in einen
geeigneten Transkriptionsvektor, der T3-, T7- oder SP6-Promotoren enthélt, umkloniert. Zur
Markierung wurden 1-2 pg Plasmid linearisiert, anschlieBend unter RNase-freien
Bedingungen durch Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt und der sauren Ethanolfdllung
unterzogen. Die Markierung erfolgte mittels eines DIG-Labeling Kits der Firma Roche.

Dazu wurde in DEPC-behandeltem H,O geloste DNA mit 2 pl 10 x Transkriptionspuffer, 2 pl
DIG-Labeling-Mix und 2 pl der entsprechenden RNA-Polymerase versetzt und 2 h bei 37°C
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inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Entfernung der DNA durch Zugabe von 2 ul RNase-
freier DNase I (10 U/ul) bei 37°C fiir 15 Minuten. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pl
200 mM EDTA gestoppt, und die synthetisierte RNA wurde erneut mit 0,1 Volumen 3 M
Natriumacetat und 2,5 Volumen Ethanol gefillt. Die Sonde, die sich im Pellet befindet, wurde
mit 70%-igem Ethanol gewaschen, die RNA getrocknet und das Pellet schlieBlich in DEPC-
behandeltem H,O aufgenommen.

Um die Markierungseffizienz zu bestimmen, wurde eine Verdiinnungsreihe der markierten
Probe und einer markierten Kontroll-RNA angefertigt. Je 1 pl der Verdiinnungen wurde auf
einer Nylonmembran (Hybond N+) fixiert und bei einer Temperatur von 120°C fiir 30
Minuten gebacken. AnschlieBend erfolgte die Entwicklung mit dem anti-DIG-F,,-AP-
Konjugat wie unten (2.6.1.2) beschrieben. Als Reagenz zur Chemilumineszenz-Reaktion
wurde die NBT/BCIP-Losung (Roche; 200 pl auf 10 ml AP-Puffer) verwendet. In den
verschiedenen Versuchen wurden die ihrer Markierungseftfizienz der Sonden entsprechenden
Verdiinnungen eingesetzt. Die Sonden Antisense-CGT und Sense-CGT wurden 1:1000

eingesetzt.

2.6.1.2 In-situ-Hybridisierung

In-situ-Hybridisierung dient zum Nachweis von RNA oder DNA in Geweben bzw. Zellen
mittels einer hergestellten Sonde aus einer Nukleinsdure, die iliber Basenpaarung an die
nachzuweisende Nukleinsdure hybridisiert.

Fiir diese Analyse dienen als Ausgangsmaterial Gefrier- / Parafinschnitte von Mausegehirnen,
die wie unter 2.3 beschrieben hergestellt wurden.

Wenn Paraffinschnitte genutzt wurden, mussten diese zundchst von dem Paraffin befreit
werden, Gefrierschnitte konnten direkt fixiert werden (s.u.). Die Schnitte wurden zunéchst in
drei Xylolbéder fiir 10 Minuten inkubiert. Danach erfolgte eine ,,Wasserung® der Schnitte, da
das Gewebe fiir die Anfertigung von Schnitten entwissert worden war. Die Zufithrung von
Wasser erfolgt iiber eine absteigende Propanolreihe (100%, 100%, 100%, 96%, 90%, 75%,
50%) in der die Schnitte jeweils fiir 5 Minuten inkubiert wurden. Danach wurden die Schnitte
fiir 5 Minuten mit PBS gewaschen und in 4% PFA fiir 90 Minuten fixiert. Anschlieend
wurden sie mit PBS gewaschen und fiir 4 Minuten in Proteinase K (10 pg/ml) inkubiert,
erneut mit PBS gewaschen und fiir weitere 4 Minuten mit 0,25% Triton X-100

permeabilisiert. Die Schnitte wurden fiir weitere dreimal 5 Minuten in PBS gewaschen und
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anschlieBend fiir § Minuten in 0,2 M HCI und danach fiir 10 Minuten in 0,1 M TEA-Losung
inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die Sonde in Hybridisierungspuffer mit 0,08 M DTT
entsprechend ihrer Markierungssignalstirke verdiinnt, fiir 5 Minuten bei 80°C inkubiert und
bis zur Verwendung auf Eis bewahrt.

Nach der Inkubation mit TEA-Losung wurden die Schnitte fiir weitere 10 Minuten bei 50°C
in 2 x SSC inkubiert und danach direkt auf die Schnitte gegeben. Die Hybridisierung erfolgte
tiber Nacht bei 70°C in einer feuchten Kammer. Am folgenden Tag wurden die Schnitte
zweimal fiir 5 Minuten mit 2 x SSC bei 60°C gewaschen, dann einmal fiir 30 Minuten mit
0,1 x SSC / 50% Formamid inkubiert und abschlieBend fiir 45 Minuten in 0,1 x SSC
gewaschen. Als néchstes erfolgte die Aquilibrierung der Schnitte in Maleinsiurepuffer (100
mM Maleinsdure, 150 mM NaCl, pH 7,5), bevor unspezifische Bindungsstellen fiir 30
Minuten mit Blocklésung (2%  Blockreagenz von  Boehringer-Mannheim  in
Maleinsédurepuffer) geblockt wurden. Der anti-Digoxigenin-AP Fab-Fragment Antikorper
wurde 1:5000 in der Blocklésung verdiinnt und {iber Nacht bei 4°C auf den Schnitten
inkubiert. Nach der Inkubation mit dem Antikorper wurden die Schnitte 5 x je 1 h mit
Maleinsdurepuffer gewaschen und anschlieBend mit AP-Puffer (100 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 5 mM MgClz) aquillibriert. Fiir die Entwicklung wurde die NBT/BCIP-Losung in dem

AP-Puffer entsprechend den Herstellerangaben verdiinnt und fiir 2 h bis drei Tage in einer

feuchten Kammer auf die Schnitte gegeben.

26.2 Nachweis von Proteinen

2.6.2.1 Ernten von Zellen fiir die Western-Blot-Analyse

Zur Untersuchung der exprimierten Proteine 48h nach Transfektion wurde das Medium von
den Zellen gesammelt und die transfizierten Zellen wurden gemél folgenden Angaben lysiert.
Die Zellen wurden mit PBS dreimal gewaschen. Das vorsichtige Ablésen der Zellen wurde
mit PBS / 2 mM EDTA erreicht und die abgelosten Zellen fiir 3 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 50 pl Lysispuffer (1% Triton X-100, 20 mM Tris-HCI
pHS8, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA) resuspendiert und mittels einer 23 G Kaniile 20-mal auf
und ab gezogen. Dies diente zum vollstdndigen AufschlieBen der Zellen. Hiernach wurde das
Zellhomogenat flir weitere 15 Minuten auf Eis inkubiert. Alle 5 Minuten wurden die Zellen

stark gemischt. Danach erfolgte ein Zentrifugation des Homogenates bei 15000g fiir 15
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Minuten bei 4°C zur Abtrennung der Zelltriimmer. Die l6slichen Proteine befanden sich im
Uberstand und wurden zur weiteren Untersuchung nach der Zentrifugation in ein neues

Reaktionsgefal tiberfiihrt.

2.6.2.2 Proteinbestimmung

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des BioRad DC Assay Systems durchgefiihrt nach
Lowry et al., 1951. Alle Arbeitsschritte richteten sich nach den Angaben des Herstellers
(BioRad).

Zur Erstellung einer Eichkurve wurden verschiedene Konzentrationen einer BSA-Ldsung
folgender Konzentrationen als Standard verwendet: 0 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml,
2,5 mg/ml. Je 5 pl des Standards oder der Proben wurden in die Vertiefungen einer 96-Loch-
Platte pipettiert. Alle Werte wurden als Doppelwerte bestimmt.

Da die Puffer, in denen die Proteine gelost waren, SDS enthielten, wurde gemil
Herstellerangaben Reagenz S zu Losung A gegeben (20 ul Reagenz S pro 1 ml Losung A).
Von der somit hergestellten Losung A’ wurden 25 pl in jede vorgesehene Proben-Vertiefung
gefiillt und mit je 200 pl Losung B gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei
RT wurde die Extinktion in einem Microplate Reader (Tecan) bei einer Wellenlénge von A =

750 nm gemessen.

2.6.2.3 Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung der Proteine aufgrund ihrer molekularen Masse, unabhédngig von ihrer
Eigenladung, erfolgt durch diskontinuierliche SDS-PAGE. Dazu werden denaturierende,
SDS-haltige Gele nach Laemmli (Laemmli et al., 1970) angefertigt, die ein niederprozentiges
Sammelgel und ein hoherprozentiges Trenngel enthalten. In dieser Arbeit wurden zwei
vertikale Elektrophoresesysteme der Firma Biorad verwendet, Mini-Protean 3 Elektrophorese
System (Mini-Gele) und Protean II XL Vertikal Elektrophorese (Maxi-Gele).

Hauptbestandteil der SDS-Polyacrylamid Gele sind das anionische Detergens SDS, das die
Proteine denaturiert, der Polymerisationsinitiator Ammoniumperoxodisulfat (APS), fiir die
Quervernetzung des Polyacrylamids und der Polymerisationskatalysator TEMED. Um eine
gleichmiaflige Polymerisierung des Trenngels (Zusammensetzung s.u.) zu gewdhrleisten,

erfolgte nach dem GieBen eine Uberschichtung mit wassergesittigtem n-Butanol. Die

58



2 Material und Methoden

Konzentration des Trenngels wurde je nach Groe des zu untersuchenden Proteins
angeglichen. Die Konzentration verringert sich, je grofler die molekulare Masse des
entsprechenden Proteins.

Nach dem vollstindigen Polimerisieren des Trenngels wurde das n-Butanol entfernt und das
Gel mit Wasser gewaschen. Das Sammelgel wurde angesetzt wie in der Tabelle angegeben
und vorsichtig iiber das Trenngel gegossen. Mit Hilfe eines eingehdngten Kamms wurden

Probentaschen in das Sammelgel eingebracht.

Tabelle 2.2. Zusammensetzung der Trenngelldsung (Bsp. 10 %)

5 ml Mini-Gel [ml] | 30 ml Maxi-Gel [ml]
Aqua bidest. 2.4 14,4
Acrylamid-Lsg | 1,25 7,5
Trenngelpuffer | 1,25 7,5
10 % SDS 0,05 0,3
10 % APS 0,05 0,3
TEMED 0,005 0,03

Tabelle 2.3. Zusammensetzung der 5 % Sammelgellésung

2 ml Mini-Gel [ml] | 8 ml Maxi-Gel [ml]
Aqua bidest. 1,2 4.8
Acrylamid-Lsg | 0,25 1
Sammelgelpuffer | 0,5 2
10 % SDS 0,02 0,08
10 % APS 0,02 0,08
TEMED 0,002 0,008

Nach der Polymerisierung des Gels wurde es in die Elektrophoresekammer gestellt und mit
den Proteinproben beladen. Als GroBenstandards wurden die Proteinmarker 661 Pager Ruler
und 671 Prestained Page Ruler der Firma Fermentas verwendet.

Vor dem Beladen auf das SDS-Gel wurden die Proteinproben mit 4-fach-Probenpuffer
versetzt und 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Proben, bei denen die Na'/K -ATPase nachgewiesen
werden sollte, wurden maximal auf 60°C erhitzt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit
folgenden Spannungen bzw. Stromstérken:

Mini-Gel: 80 V bis die Probe vollstindig in das Sammelgel eingewandert war, danach 120 V;

Stromstérke variabel
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Maxi-Gel: 25 mA je Gel mit einer Spannungsbegrenzung auf 500 V
Nachdem die Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht hatte, wurde der Strom
abgeschaltet, die Gele wurden aus der Kammer genommen und wie im Folgenden

beschrieben weiterbehandelt.

2.6.2.4 Semi-Dry Western-Blot (Kyse-Andersen, 1984)

Unter dem Begriff Western-Blot versteht man die Ubertragung von Proteinen aus einem Gel
auf eine Membran, welche meist aus Nitrozellulose besteht. Die durch SDS-PAGE nach
molekularer Masse aufgetrennten Proteine werden in gleicher Anordnung auf die Membran
iibertragen, so dass mittels Detektion bestimmter Proteine durch geeignete Antikorper die
Identifizierung von spezifischen Proteinen aus einem Proteingemisch heraus moglich ist.

Das Blotten von SDS-Gelen wurde mithilfe der Semi-Dry Methode nach Kyse-Anderson
durchgefiihrt. Fiir jedes Gel wurden 6 Stiick Whatman-Papiere entsprechender der Gel-Grofie

in Blotpuffer getrénkt und ein Stick Nitrozellulose-Membran in H O angefeuchtet. Zum

Aufbau des Blots wurden drei Stiick des in Blotpuffer getrankten Whatman-Papiers in einem
Stapel auf die Anode gelegt, gefolgt von der angefeuchteten Nitrozellulose-Membran, dem zu
blottenden Gel und den verbleibenden drei Stiick Whatman-Papier. Um ein gleichméBiges
Blotten zu gewihrleisten, wurde beim Aufbau des Blots immer darauf geachtet, dass sich
keine Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen befanden. Die Apparatur wurde mit dem
Deckel (der Kathode) verschlossen und das Gel mit einer Stromstirke von 0,8 mA pro
Quadratzentimeter Gelflache fiir 1,5 h geblottet.

Die Effizienz der Proteiniibertragung auf die Membran wurde nach dem eigentlichen Blot-
Vorgang mittels PonceauS-Farbung iiberpriift. Dafiir wurde die Nitrozellulose-Membran fiir
einige Minuten in PonceauS-Gebrauchslosung inkubiert und anschlieBend zur
Differenzierung der Proteinbanden mit Wasser gewaschen. Durch das Abspiilen des nicht
gebunden PonceauS mit H,O sind die Proteine als rote Banden zu erkennen. Eine
gleichmidfBige Féarbung des Blots zeigt auBerdem an, ob der Proteintransfer Luftblasen-frei
erfolgt ist, oder ob gegebenenfalls durch Luftblasen nicht geblottete Bereiche entstanden sind.
GleichmiBig geblottete Membranen wurden anschlieBend an die Ponceau Férbung fiir den
Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikdrpern verwendet. Dafiir wurden zunidchst die
freien Bindungsstellen der Membran durch Inkubation mit der Blocklosung (3%
Magermilchpulver in 1xPBS) fiir 30-60 Minuten bei RT unter Schiitteln geblockt, um freie

Proteinbindungsstellen abzuséttigen. Nach der Blockierung wurde der Primédrantikérper in
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Blocklosung verdiinnt und fiir 1.5h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Membran 3 x fiir je 10 Minuten in TBS/Tween gewaschen und anschlieBend fiir 1 h mit dem
in TBS/Tween verdiinnten Sekundérantikdrper inkubiert. Es folgte ein weiteres dreimaliges
Waschen wie oben beschrieben.

Die Detektion des Signals erfolgte iiber verstiarkte Chemilumineszenz (ECL). Hierbei ist der
sekunddre Antikorper mit einer HRP gekoppelt, die das Substrat der ECL umsetzt, was in
einem Lumineszenz-Signal resultiert. Dies wird in der Dunkelkammer ausgenutzt um einen
aufgelegten Rontgenfilm zu belichten. Da das Signal {ibereinstimmt mit der Position des
Proteins im Gel (= Blot) kann zusitzlich ermittelt werden, welche Mol Masse das Protein hat.

Dazu wurde auf die Membran 10 ml ECL-L6sung und 3,1 ul H 2O R gegeben und die Membran

fiir | Minute darin inkubiert. Anschlieend konnte ein Film durch Auflegen auf die Membran
belichtet und mittels Entwicklungsmaschine entwickelt werden. Die Exposition der Filme

wurde fiir unterschiedliche Zeitrdume durchgefiihrt (30 — 300 sec.).

2.6.3 Nachweis von Proteinen in Gefrierschnitten

2.6.3.1 Allgemeine Immunhistochemie

Die Immunfluoreszenz-Analyse ermoglicht den Nachweis von Proteinen mit Hilfe von
Antikdrpern an fixierten Geweben. Fiir die Analyse wurden die Gefrierschnitte zunéchst fiir
15 Minuten in 4% PFA fixiert. Danach wurde eine 3malige Waschung mit PBS durchgefiihrt,
worauf eine Permeabilisierung mit 0.5 %Triton X-100 fiir 5 Minuten erfolgte. Um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde anschlieBend fiir 60 Minuten in 1% BSA
in PBS inkubiert. Der Primdrantikorper wurde in 1% BSA / PBS geldst und die Schnitte {iber
Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer mit der Antikérper-Losung inkubiert. Es schlossen
sich wiederum drei Waschschritte mit PBS an, worauthin die Inkubation mit dem
Sekunddrantikorper (ebenfalls in 1% BSA / PBS) fiir 1h bei RT an. Nicht gebundene
Sekundarantikorper wurden durch erneutes dreimaliges Waschen in PBS entfernt. Fiir die
Zellkernmarkierung wurden die Priaparate 5 Minuten in einer DAPI-Losung inkubiert (1:500

in PBS) und die Schnitte anschliefend einmal in PBS und dann kurz in HO gewaschen.

SchlieBlich wurden die Préparate in Polyvinylalkolohl Eindeckelmedium mit DABCO (Fluka)
eingedeckelt und bis zur mikroskopischen Analyse bei 4°C lichtgeschiitzt aufbewahrt.
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2.6.3.2 Immunhistochemischer Nachweis von Sulfatid in Gewebe

Mit Hilfe des Sulphl Antikorpers (Fredmann et al., 1988) wurde an Gewebeschnitten Sulfatid
nachgewiesen.

Hierzu wurden Kryoschnitte langsam aufgetaut und mit PBS gewaschen. Die Schnitte wurden
zunidchst in 0,05% Glycin / PBS fiir 30 min inkubiert. Es folgte, nach einer 3-4-stiindigen
Inkubation mit 0,05% Tween 20, 1% BSA / PBS-Losung, die Inkubation des primiren
Antikdrpers Sulph (1:100 in 0,01% Tween-20, 1% BSA / PBS-Ldsung) bei 4°C iiber Nacht.
Am folgenden Tag wurden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit
dem sekundéren Antikorper fiir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte wurde danach

wieder mit PBS gewaschen und mit Polyvinylalkohol Eindeckelmedium eingedeckelt.

2.6.3.3 Alcianblau-Farbung

Die Akkumulation von Sulfatid im Gewebe wurde histologisch durch die Alcianblau-Féarbung
nachgewiesen. Hierzu wurden 12-14 pm dicke Kryoschnitte verwendet. Nach dem Auftauen,
wurden die Schnitte zuerst mit PBS gewaschen, um etwaige Saccharosereste zu entfernen.

Fiir eine garantierte selektive Farbung von Sulfatid musste bei der verwendeten Scott-Losung
(2,5% Paraformaldehyd, 0,025 M Na-Acetat pH 5,7, 0,3 M MgCl,) der pH genau eingestellt
sein und das MgCl, immer frisch zur angesetzten Stocklosung zugegeben werden.

Zuerst wurden die Schnitte {iber 24h mit der Scott-Losung fixiert (Prdinkubation), wobei
Losung mindest dreimal gewechselt wurde. Danach wurde die Scott-Losung durch die
Férbelosung (0,025% Alcianblau 8 GX in Scott-Losung) ersetzt und die Schnitte filir weitere
24h iiber Nacht bei Raum Temperatur inkubiert. Das Prinzip der Alcianblau-Fiarbung beruht
dabei darauf, dass das Alcianblau an die negative Ladung des Sulfatids im Gewebe bindet.
Nach der Farbung wurden die Schnitte mit Scott-Losung gewaschen, um die unspezifische
Hintergrundfdarbung zu verringern. Dies erfolgte wiederum fiir 24h, wobei die Ldsung
ebenfalls dreimal gewechselt wurde.

Im Anschluss wurde zur Uberpriifung der angefirbten Zellstrukturen eine Immunhistochemie
(s. 2.2.2.) mit den neuronalen Antikorpern HRP-3 (Hepatoma-derived growth factor-related

protein-3) sowie NeuN (neuronal nuclei) durchgefiihrt.
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2.6.34 Immunhistochemie mittels ABC-Methode

Parafinschnitte wurden verwendet, wenn diese vorher durch eine Xylolreihe drei mal
5 Minuten  deparafiniert und  anschlieBend  stufenweise = durch  abnehmende
Alkoholkonzentrationen hydriert. Es folgte eine dreimalige Waschung in PBS. Die
Behandlung von Kryoschnitten wurde an diesem Punkt begonnen. Um endogene Peroxidase
Aktivitdt zu inaktivieren, wurden die Schnitte mit 0,3% H,0O, behandelt. Danach wurden die
Praparate mit PBS gespiilt und es folgte eine Permeabilisierung mit 0,5 % Triton-X 100 / PBS
fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur. Die Schnitte wurden nochmals mit PBS gewaschen. Im
Anschluss wurden sie mit 2 % BSA fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur blockiert. Der
primdre Antikdrper wurde in 2 % BSA / PBS verdiinnt und die Schnitte wurden mit der
Antikorperlosung liber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am folgenden Tag wurde zunédchst der nicht gebundener Antikérper mit PBS ausgewaschen
und die Schnitte mit einem biotinylierten sekundéren Antikorper (in 2 % BSA / PBS) fiir
1.5 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Herstellung des ABC-Komplexes wurde in der Zwischenzeit nach Anweisung des
Herstellers Losung A 1:100 in PBS verdiinnt, gut durchmischt und mit 1:100 in PBS
verdiinnter Losung B versetzt. Durch die anschlieende Inkubation fiir 30 Minuten konnte
sich so der Avidin-Biotinylierte Enzym-Komplex (ABC-Komplex) bilden. In dieser Arbeit

wurde sich des Avidin-Biotinylierten HRP Systems bedient (VECTOR Laboratories).

£~ Zugabe Zugabe des
biotinylierten

des 1. AntikGrpers

Abb. 2.3: Darstellung der Immunhistochemie mit der ABC-Methode (Quelle: VECTOR Laboratories).

Der ABC-Komplex wurde direkt nach der Inkubation des biotinylierten sekundiren

Antikorpers auf die Schnitte gegeben und fiir 1 h bei RT dort belassen. Durch die Bindung des

63



2 Material und Methoden

ABC-Komplexes an den biotinylierten Sekundérantikdrper war somit das Antigen mit einem
groflen Komplex ,,markiert”, was zu einer deutlichen Signalverstarkung bei der Visualisierung
fiihrte. Diese wurde mittels der Substrate 3,3"-Diaminobenzidin (DAB) oder Histogreen wie

folgt durchgefiihrt:

e Histogreen Substrat-Lsg: 2 Tropfen Histogreen Chromogen (Nrl)
Iml Histogreen-Buffer (Nr.2) und dazu
2 Tropfen H;0, (Nr.3); gut mischen

e DAB-Substrat-Lsg: 100ul1 0,5% DAB-Losung in 1ml TBS
+ 1ul H,O,, gut mischen

Bei Anfarbung der Schnitte mit HistoGreen wurden diese im Anschluss mittels einer
Ethanolreihe (3 x 100% EtOH fiir 30 sec.) gefolgt von einer Xylolreihe (3 x 100% Xylol fiir
30 sec.) dehydriert. Die Schnitte wurden in DPX Einbettmedium eingebettet und bis zur
Analyse bei 4°C gelagert.

2.6.4 Isolierung der Plasmamembran

Die Isolierung der Plasmamembran (und auch des Myelins) wurde unter Zuhilfenahme eines
Saccharose-Gradienten durchgefiihrt. Diese Methode beruht darauf, dass die Plasmamembran,
im Vergleich zu anderen zelluliren Bestandteilen, eine geringe Dichte hat und deshalb in
einem Saccharose-Gradienten ,,schwebt“. Fiir die Analyse (nach Li, Serwanski, Miralles et al.
2007 & Henn, Hansson and Hamberger, 1972) dienten Mausgehirne als Ausgangsmaterial.
Diese wurden zunéchst in 4 ml kalten Puffer A (10% Saccharose, 1 mM NaHCO; pH7.4, 1
mM MgCl,, 0,5 mM CaCl,, 0,5 mM EDTA, ImM PMSF) mit einem Teflonstab
Homogenisator (Potter S) bei einer Laufdrehzahl von 900 rpm bei 4°C homogenisiert. Vom
Homogenat wurden je 2 x 100 pl Aliquots entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei
—80°C gelagert. Das Homogenat wurde bei 1400 g fiir 10 Minuten und 4°C pelletiert. Der
Uberstand wurde gesammelt und bei 4°C aufbewahrt. Das Pellet wurde erneut in Puffer A
homogenisiert und wiederum bei 1400 g fiir 10 Minuten und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit dem ersten vereinigt und wiederum bei 1400 g fiir 10 Minuten und 4°C
abzentrifugiert. AnschlieBend wurde dieser Uberstand bei 13800 g fiir 10 Minuten bei 4°C
pelletiert.
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Das Pellet wurde in 9 ml 30% Saccharose aufgenommen, in Ultrazentrifugenrdhrchen
iiberfiihrt, vorsichtig mit 2-3 ml 10,5% Saccharose tliberschichtet und fiir 2 h bei 20000 rpm
und 4°C in der Ultrazentrifuge im Ausschwingrotor zentrifugiert. Bei diesem Zentrifugation-
Schritt sammelte sich das Myelin aufgrund seiner Dichte in der Interphase zwischen 10,5%
und 30% Saccharose. Dieses sozusagen schwebende, milchigweile Myelin wurde
abgenommen und zur Entfernung der Saccharose mit 5 mM Tris-HCI in PBS fiir je 30
Minuten bei 25000 rpm und 4°C gewaschen. Das Pellet wurde in 200 ul 5 mM Tris-HCI
aufgenommen und bei -20°C gelagert. Anschlieend wurde das resultierende Pellet aus dem
1. Saccharosegradienten erneut auf einen weiteren diskontinuierlichen Saccharose-Gradienten

(35%-25%-10%) geladen und 2 h bei 22000 rpm und 4°C zentrifugiert.

Myelingradient PM-Gradient
7 7
~— 10.5% ] 10%
Myelin Myelin
25%
30% PM
35%
PM-Pellet @/ \@’/
Mitochondrien

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der eingesetzten Sucrose-Gradienten.

Die schwebende Plasmamembran wurde aus der Phase zwischen 35 % - 25 % Saccharose
abgenommen, mit 2 ml 5 mM Tris-HCI gemischt und 4-5 x durch Invertieren gemischt.
Hiernach wurden zu dem Gemisch weitere 8 ml 5 mM Tris-HCI hinzugefiigt und fiir je 30
Minuten bei 25000 rpm und 4°C gewaschen.

Das abschlieBende Plasmamembranpellet wurde in 200 ul 5 mM Tris-HCI aufgenommen, in
je 2 x 100 ml Aliquots aufgeteilt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
Homogenate und Plasmamembran wurden im weiteren Verlauf einer Lipidanalyse nach
Bligh-Dyer (s. 2.6.6.3) sowie einer Western-Blot-Analyse auf angereicherte Proteine in der

Plasmamembranfraktion unterzogen.
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2.6.5 Cerebrosid-Sulfotransferase-Assay

Die transfizierten Zellen wurden in 20 mM Tris-HCl / 150 mM NaCl (pH 7,0) mit
zugegebenen Protease Inhibitoren lysiert und der postnukleare Uberstand auf eine
Proteinkonzentration von 5-10 mg/ml eingestellt (s. 2.6.2.1).

Fiir jede Probe wurden 5 pl GalCer (4 mg/ml) und 10 pl 1% Triton X-100 in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal iiberfiihrt und in der Speed Vac eingedampft. Danach erfolgte die Zugabe von
40 pl Reaktionspuffer. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 10 pl Lysat gestartet und
fiir 60-120 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch das Zufiihren von 1 ml Chloroform / Methanol
(2:1) wurde die Reaktion gestoppt. Dann wurden 200 pl 150 mM NaCl hinzugegeben, fiir
1 Minute gut durchmischt und fiir 5 Minuten bei 1400 g zentrifugiert. Die organische Phase
wurde vorsichtig abgenommen und mit TUP (Methanol / 150 mM NaCl / Chloroform,
48:47:3) gewaschen. Das Gemisch wurde erneut in der Speed Vac eingedampft, die Lipide
wurden in 20 pul von Chloroform / Methanol (2:1) gelost, auf eine HPTLC Silica Gel Platte
aufgetragen und in Chloroform / Methanol / Wasser (65:25:4) entwickelt.

2.6.6 Extraktion von Lipiden aus Zellen

2.6.6.1 Vorbereitung von LiChroprep® RP-18

Die LiChroprep® RP-18-,Kiigelchen® wurden zundchst in 2 Volumen Chloroform /
Methanol (2:1) suspendiert und dann 30 Minuten geriihrt. AnschlieBend wurden sie
sedimentiert und der Uberstand verworfen. AbschlieBend wurden die Kiigelchen mit 2

Volumen Methanol gewaschen und in Methanol bei 4°C gelagert.

2.6.6.2 Lipidextraktionen (modifiziert nach van Echten-Deckert, 2000)

Lipide wurden sowohl aus Zellen wie auch aus Mausgewebe extrahiert. Zellen wurden
zunichst von der Zellkulturschale gelost und pelletiert. Zu dem Zellpellet wurden 1ml
Methanol und 2ml Chloroform (Methanol / Chloroform 1:2) hinzugegeben und mit Hilfe des
Ultra-Turrax zerkleinert.

Das Mausgewebe wurde in 2 ml kaltem TBS mit ImM PMSF mittels des Ultra-Turrax
homogenisiert und anschlieBend bei 100000 g und 4°C pelletiert.
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Die Suspensionen wurde in einem 10fachen Uberschuss an Chloroform / Methanol (2:1)
aufgenommen und in ein Pyrex-Roéhrchen tiberfiihrt Dieses Homogenat wurde danach mit
einem kleinen Riihrfisch fiir 4 Stunden bei 56°C geriihrt, um apolare Lipide in Losung zu
bringen. Durch nachfolgende Zentrifugation bei 1300 rpm (10 Minuten, 4°C) wurde
unldsliches Material und Gewebereste sedimentiert. Der Uberstand wurde in einem frischen
Pyrex-Rohrchen gesammelt und das Sediment erneut extrahiert. Dafiir wurden 6-8 ml
Chloroform/ Methanol (1:1) hinzugegeben. Die Suspension wurde wieder mit einem kleinen
Riihrfisch fiir 4 Stunden bei 56°C geriihrt. In dieser 2. Extraktion wurden die polaren Lipide
freigesetzt. Durch erneute Zentrifugation, 10 Minuten mit 1300rpm bei 4°C, wurde
unldsliches Material sedimentiert, der Uberstand wurde abgenommen und mit dem Uberstand
der ersten Extraktion vereinigt. Dieses Extrakt wurde im 50°C-Wasserbad erhitzt und unter
Einblasen von Stickstoff eingedampft. Die so erlangten Gesamtlipide wurden in 300 pl
CHCI3/MeOH, (1:1) aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Um die Glycerophospholipide aus der Gesamtlipid-Fraktion zu verseifen, wurden diese in
2,5 ml Methanol aufgenommen und 5 Minuten im Ultraschallwasserbad geldst. Dann wurden
62,5 ul 4 M Natriumhydroxid hinzugegeben. Diese Losung wurde unter Riihren fiir 2 Stunden
bei 37°C inkubiert. Die Hydrolyse wurde anschlieBend durch Zugabe von 10 pl Essigsdure
gestoppt, die Losung wie bereits beschrieben im 50°C-Wasserbad erhitzt und erneut unter
Stickstoff eingedampft. Die Lipide wurden in 1 ml Methanol aufgenommen und 5 Minuten im
Ultraschallwasserbad geldst. Zur Entsalzung wurden die Lipide auf eine folgendermallen
priparierte Sdule gegeben (Schwarz et al, 1997; van Echten-Deckert, 2000): Eine
Pasteurpipette wurde mit Glaswolle gestopft. Die in Methanol gelagerten LiChroprep® RP-
18-, Kiigelchen wurden resuspendiert und auf die Glaswolle pipettiert. Zur Aquilibrierung
der Sdule wurde diese anschlieBend zweimal mit 1 ml 0,1 M Chloroform / Methanol /
Kaliumchlorid (3:48:47) gewaschen. Die Lipidlosung wurde mit 1ml 300 mM
Ammoniumacetat versetzt und anschlieBend auf die Siule gegeben. Das Pyrex-Réhrchen, das
die Lipidlosung beinhaltete, wurde zweimal mit je 0,5 ml Methanol / 200mM
Ammoniumacetat (1:1) gewaschen und die resultierende Losung auf die Sdule gegeben.
AnschlieBend wurde die Sdule sechs- bis achtmal mit je 1 ml destilliertem Wasser gespiilt.
Um das Eluat aufzufangen wurde ein frisches Pyrex-Rohrchen unter die Saule gestellt.

Zur Elution der Lipide wurde dann zundchst 1 ml Methanol, dann sechsmal je 1ml
Chloroform / Methanol (1:1) auf die Sdule gegeben. Das Eluat wurde wie bereits erldutert im
50°C warmen Wasserbad und unter Einblasen von Stickstoff eingedampft. Die eingedampften

Lipide wurden abschlieBend in 300 ul Chloroform / Methanol (1:1) gelost und in ein
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Glasflaschchen mit Teflondeckel tiberfiihrt. Die Lipide wurden bis zur Analyse bei —20°C
gelagert.

2.6.6.3 Lipidextraktionen (modifiziert nach Bligh und Dyer, 1959)

Die Plasmamembranfraktionen (vgl. 2.6.4) wurden gemél einer nach Bligh-Dyer
modifizierten Lipidextraktion unterzogen. Dazu wurden zu den 100 ul Ausgangsmaterial
375 ul Chloroform / Methanol (1:2) gegeben und gut durchgemischt.

Dann erfolgte die Zugabe von 125 pl Chloroform, wurde gute durchmischt und 125 ul H,O
zugegeben. Nach dem Mischen der Losung wurde diese bei 3000 rpm fiir 2 Minuten
zentrifugiert. Die organische Phase (untere) wurde vorsichtig entnommen, in ein neues
Reaktionsgefal} iiberfiihrt und in der Speed Vac eingedampft.

Die Lipide wurden in 200 ul Chloroform / Methanol (1:1) geldst und in ein Glasfldschchen
mit Teflondeckel tiberfiihrt und bei —20°C gelagert.

2.6.6.4 Auftrennen von Lipiden auf DC-Platten - Diinnschichtchromatographien

Die Diinnschichtchromatographie (TLC) wurde zur Analyse der extrahierten Lipide
angewandt.

Die Lipide wurden mit Hilfe des ,,TLC-Modul* von Camag auf eine HPTLC Kieselgel 60
Platte aufgetragen. Fiir die erste TLC-Platte wurden 10 pl der Lipidldsung aufgetragen.
Anhand der Signale dieser Platte wurde der Lipidgehalt anhand von Cholesterin berechnet
(s.u.) und somit fiir jede weitere TLC die aufgetragenen Lipidmengen auf Cholesterin
normalisiert aufgetragen. Die beladene TLC-Platte wurde in eine Chromatographiekammer
mit dem entsprechenden Laufmittel (soweit nicht anders vermerkt Chloroform, Methanol und
destilliertes Wasser im Verhiltnis 35:15:2) gestellt. Sobald die Lauffront des Laufmittel bis
ungefdhr 1-2cm unter den Plattenrand gelaufen war, wurde die Platte aus der Kammer
genommen und mittels eines Fons kurz getrocknet. Anschlieend wurde die Platte groBziigig
mit Kupfersulfat-Farbelosung eingespriiht, kurz mit einem Fon getrocknet, danach flinf
Minuten bei 180°C zur Visualisierung der Signale gebacken und abschlie8end eingescannt.
Die Quantifizierungen der Lipidbanden erfolgte densitometrisch mit Hilfe der AIDA Software
(Advanced Image Data Analyzer; Raytest, Straubenhardt, Deutschland). Fiir die einzelnen

Lipide wurden mit bekannter Konzentrationen Eichgeraden erstellt.
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Fiir Ganglioside wurden das Laufmittel Chloroform / Methanol / 0.22% CacCl, (60:35:8) und
fiir die Cerebroside Chloroform / Methanol / H,O bidest. (65/25/4) genutzt.

2.6.6.5 Immundetektion von Sulfatid auf DC-Aluminiumfolien

Das Protokoll der ,,Thin Layer Chromatography Overlay”“ wurde zum ersten Mal durch
Bethke und Kollegen publiziert (Bethke et al., 1986) und in der vorliegenden Arbeit
modifiziert zur Immundetektion von Sulfatid auf TLC-Platten nach erfolgter
Lipidauftrennung angewendet.

Die Diinnschichtchromatographie wurde fiir die Immundetektion mit DC-Aluminiumfolien
20x20cm Kieselgel 60 durchgefiihrt. Die Lipide wurden mit dem ,,TLC-Sampler* von

Camag aufgetragen, mit jeweils einer Standardlipidlosung an beiden Réndern der DC-Platte.
Die beladene Platte wurde in eine Chromatographieckammer mit Laufmittel gestellt. Nachdem
die Lauffront bis 1 cm an den oberen Rand der Platte gelaufen war, wurde sie
herausgenommen und kurz getrocknet. Anschliefend wurden die beiden @uferen Spuren, die
die Standardlipidlosung trugen, abgetrennt und entwickelt. Danach wurden die Spuren wieder
an die TLC-Platte angelegt und der Bereich der gesuchten Lipide ausgeschnitten. Dieser Teil
der TLC-Platte wurde nachfolgend weiterverarbeitet. Er wurde zweimal 1 Minute mit 0,3%
»Plexigum®“-Losung gewaschen, zwischendurch kurz mit einem Fon getrocknet, dann 1
Stunde bei 55°C getrocknet und in Tris-HCI-Puffer 200mM (pH 7,5) fiir ein weitere Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde erneut kurz mit einem Fon getrocknet und
eine Stunde bei Raumtemperatur in 2% BSA und 0,05% Tween-20 in PBS inkubiert.

Nach der Blockierung wurde die Platte mit dem ersten Antikorper (Maus-anti-Sulphl, 1:100
in Blockinglosung) fiir 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Platte dreimal
mit PBS fiir je 15 Minuten gewaschen und zwischendurch kurz mit einem Fon getrocknet.
Der sekunddre Antikorper (alkalische Phosphatase konjugierter Ziege-anti-Maus-Antikorper;
1:500) wurde ebenso fiir 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Platte
viermal mit PBS fiir je 10 Minuten gewaschen und zwischendurch kurz bei Raumtemperatur
getrocknet. Die Platte wurde in NBT/BCIP-Férbeldsung je nach Intensitit der Banden wenige
Minuten bis iiber Nacht bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert und entwickelt. Die
Teile der DC-Aluminiumfolie, die nicht zur Immundetektion herangezogen wurden, dienten

der Visualisierung der Lipidzusammensetzung durch Kupfersulfat-Fiarbelosung.
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2.6.7 ESI-MS (Elektrospray lonisation-Massen Spektrometrie) von Lipiden

Elektorspray-lonisation-Massen-Spektrometrie wurde angewendet, um die quantitativen
Unterschiede in den Lipiden verschiedener Genotypen, sowie die verschiedenen Fettsduren-
Kettenldngen von Sulfatid zu bestimmen.

Hierzu wurde 5 pl Lipide tiber eine Silica-Sdule (LiChroCART 125-4 Si-60; MERCK) laufen
gelassen, um eine bessere Auftrennung und auch nochmalige Reinigung der Lipide zu
gewihrleisten. Danach erfolgte der Transfer in die Elektrospray Kapillare bei 4000 V. Als
Kollisionsgas diente Argon.

Die negativ geladenen Glykolipide wie Sulfatid wurden im negativen Modus gemessen. Fiir
jede Probe wurde ein Spektrumlauf von 15 Minuten durchgefiihrt. Als Wasch- und
Elutionslosung dienten A) Wasser und 1% NH4OH-4% (w/v), B) Acetonitril-0%, C)
Isopropanol-26% (w/v), D) n-Heptan-70% (w/v). Die Messungen wurden freundlicherweise

von Herrn Werner Tomberg durchgefiihrt.

2.7 Mause

2.7.1 Tierexperimentelles Arbeiten

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche erfolgten nach den Vorgaben des geltenden
Tierschutzgesetzes.

Alle Mauslinien wurden mit Futter und Wasser ad libidum in einem 12-stiindigen Tag-Nacht
Rhythmus gehalten. Fiir die Gewebeentnahme wurden die Tiere zundchst mit Diethylether
betdubt und dann durch zervikale Dislokation getdtet.

Um histologische Schnitte fiir histochemische Untersuchungen zu erhalten, wurden die Tiere
zunichst perfundiert. Hierfiir wurden die Tiere zundchst durch eine intraperitonale Injektion
mit Avertin (15 pl pro g Korpergewicht) betdubt, dann durch die linke vordere Herzkammer
eine Kanliile eingestochen, iiber die 1% Procain in PBS injiziert wurde, um eine Verengung
der Arterien zu verhindern. Diese Injektion wurde fiir 10 Minuten durchgefiihrt, bevor eine
Perfundierung mit 4% PFA bzw. 6% Glutaraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,3
vorgenommen wurde (fiir ca 20 Minuten). Injektion mit Procain sowie Perfusion erfolgten mit
Hilfe einer peristaltischen Pumpe (60 x/Minute). Die perfundierten Mause wurden {iber Nacht

weiter in 4% PFA bzw. 3% Glutaraldehyd bei 4°C fixiert.
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2.7.2 Genotypisierung der Mause

Die Genotypisierung diente zur Uberpriifung der Maus-Genotypen und wurde standardmiBig
an ca. 3-4 Wochen alten Tieren durchgefiihrt. Dazu wurde den Miusen ein kleines Stiick der
Schwanzspitze (ca. 0,5-1 cm) entnommen und {iber Nacht bei 56°C schiittelnd in 750 pl
Lysepuffer mit 5 pg/ml Proteinase K lysiert. Die vollstindig aufgeldste Schwanzspitze wurde
am ndchsten Morgen zuerst mit 250 ul 6 M NaCl versetzt, weitere 5 Minuten bei 56°C
inkubiert und 10 Minuten bei 13.000 rpm abzentrifugiert, um die unldslichen Bestandteile zu
pelletieren. 750 pl des Uberstandes wurden in ein neues ReaktionsgefdB {iberfiihrt und mit
500 pl Isopropanol versetzt. Nach mehrmaligem leichten hin und her Schwenken fiel die
DNA aus und wurde fiir 3 Minuten bei 1300 rpm abzentrifugiert. Das so erhaltende DNA-
Pellet wurde darauthin mit 70% EtOH gewaschen und getrocknet, und anschlieBend in 300 pl
dH,O aufgenommen. Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung wurden ca. 300 ng
genomische Maus-DNA in PCR-Analysen eingesetzt.

Die PCR-Bedingungen fiir eine Genotypisierung einer ASA-, ApoE-defizienten Maus und

einer transgenen Thyl-CGT Maus sahen wie folgt aus:

Programm: 3 min 94°C
30 sec. 94°C
30 sec. 50°C(cs),
(56°Cicar.asa,) ;68°CiapoE))
60 sec. 72°C
10min. 72°C

x 32

2.7.3 Verhaltenstest - Open Field Test

Zur Bestimmung moglicher Verdanderungen in den Verhaltensweisen transgener Maiuse
wurden sog. Open Field Tests durchgefiihrt. Der ,,Open Field* Aktivititstest wurde dazu
genutzt, die Lokomotorische Aktivitit von Mausen zu messen und diente des Weiteren zur
Analyse mdglicher motorischer Defizite, Nervositit oder Angstlichkeit.

Folgende Parameter wurden gemessen: Anzahl und Zeit der Spriinge sowie des Aufrichtens,
Durchschnittsgeschwindigkeit, zuriickgelegte Strecke sowie die Zeit im Zentrum und im
Ruhezustand. Dazu wurden die Mause einzeln fiir je 5 Minuten in eine Box des Typs ENV-
515-16, mit einer Grofle vom 44 cm x 44 cm gesetzt, deren Boden und Plexiglaswinde

Lichtschranken aufwiesen, die mit einem Computer verbunden waren. Jedes Mal, wenn eine

71



2 Material und Methoden

Maus eine Lichtschranke passierte, wurde es mit Hilfe der Activity Software Version 4.36

(Med. Associates Inc., St. Albans, USA) vermerkt.

2.7.4 Statistische Auswertung

Die aus dem Aktivitétstest erhaltenen Daten wurde mit dem Programm Statistika ausgewertet
und die Ergebnisse als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung bzw. Standardfehler
(SEM; wie angegeben) dargestellt. Zur Berechnung biochemischer Signifikanzen wurde die
Varianzanalyse nach R. A. Fisher angewandt. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als signifikant

gewertet.
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3. Ergebnisse

Die metachromatische Leukodystrophie (MLD) ist eine lysosomale Speicherkrankheit die auf
einen Gendefekt des Enzyms Arylsulfatase A (ASA) beruht. Die ASA katalysiert den ersten
Schritt im Abbau des Sphingolipids 3-O-Sulfo-Galaktosylceramid (Sulfatid). Das Enzym
entfernt die Sulfatgruppe vom polaren Teil des Lipids. Wenn dieser Schritt aufgrund des
ASA-Enzymdefektes nicht mehr durchgefiihrt werden kann, wird Sulfatid nicht mehr
abgebaut und akkumuliert in den Lysosomen. Die Synthese des Sulfatids erfolgt im Golgi-
Apparat durch das Enzym Cerebrosid Sulfotransferase (CST).

Mit Hilfe von MLD-Mausmodellen soll die molekulare Pathologie sowie die Rolle von
Sulfatid untersucht werden. Dazu wurden zunichst in-vivo-Untersuchungen von ASA-
Knockout- und ASA/ApoE-Knockout-Méusen durchgefiihrt, um zum einen den Einfluss von
Lipiden und deren Menge, vor allem an Sulfatid, zu bestimmen und zum anderen die
morphologische Lokalisation von Sulfatid zu untersuchen. Diese Ergebnisse werden im ersten
Abschnitt gezeigt (3.1).

Im zweiten Abschnitt des Ergebnisteils (3.2) sind die Untersuchungen auf histologischer
(3.2.1) und biochemischer Ebene (3.2.2) der Thy-1-CGT-Maiause aufgefiihrt, die die
Cerebrosid-Galaktosyltransferase (CGT) tiberexprimieren. Der dritte Teil der Arbeit (3.3)
befasst sich mit der CST. Hierzu wurden verschiedene Fusionskonstrukte der CST in vitro in
einem Zellkulturmodell untersucht, um die Lokalisation der CST genau zu kldren und ein
Expressionssystem zu etablieren, bei dem gro3ere Mengen an CST gewonnen werden konnen.
Die Produktion von grofleren Enzym-Mengen soll es ermdglichen, Inhibitoren gegen die CST

zu finden.
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3.1 MLD-Mausmodell: ASA- und ASA/ApoE-Knockout Mause

ASA-defiziente Miuse, die als Mausmodell der MLD erzeugt worden sind (Hess et al. 1996)
zeigten eine Akkumulation von Sulfatid, &hnlich wie bei der menschlichen MLD.
Untersuchungen an Gehirnschnitten von ASA-defizienten Maiusen zeigten Sulfatid-
Akkumulation in den Neuronen (Wittke et al. 2004). Allerdings ist es noch unklar, ob das
Sulfatid zu den Neuronen importiert wird oder ob die Neuronen es selbst synthetisieren. X.
Han (2002) zeigte, dass in ApoE-Knockout-Tieren im Cortex ein erhohter Gehalt an Sulfatid
vorhanden war und schloss daraus, dass Apolipoprotein-E fiir den Transport von Sulfatid zu
den Neuronen zustindig ist. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde die Doppel-
Knockout-Maus ASA/ApoE erzeugt und analysiert. Damit sollte die Frage geklart werden, ob
die ASA/ApoE-defizienten Méuse eine verstirkte Sulfatid-Speicherung besitzen und ApoE
als Sulfatid-Transporter zu den Neuronen notwendig ist. Die ASA-Knockout-Miuse dienten
als Kontrolle, um die in den Neuronen vorhandene Sulfatid-Akkumulation nachzuweisen und

um den Sulfatid-Gehalt vergleichen zu kdnnen.

3.1.1 Analyse der Lebensspanne der verschiedenen Knockout Genotypen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden vier Genotypen untersucht: ASA-Knockout,
ApoE-Knockout, ASA/ApoE-Knockout und Wildtyp (wt), auf C57BL/6-Hintergrund. Die
Doppel-Knockout-Mause ASA/ApoE wurden durch die Verpaarung der ASA-Knockout- mit
der ApoE-Knockout-Maus erzeugt.

Fiir die Erstellung einer Uberlebenskurve (Abb.3.1) wurden keine Tiere beriicksichtigt, die
bereits flir andere Untersuchungen verwendet wurden. Die maximale Lebensdauer der
ASA/ApoE-Knockout-Méuse (n=29) und auch der ASA-Knockout-Méause (n = 30) war im
Vergleich zu den Wildtyp-Tieren (n = 29) verkiirzt. In der Abbildung 3.1 ist zu erkennen, dass
die mittlere Lebensdauer bei allen vier Genotypen etwa gleich ist. Eine erhohte Sterberate
wurde erst im Alter von ca. 1,5 Jahren bei den ASA- und ASA/ApoE-Knockout-Tiere
beobachtet. Bei den ASA/ApoE-Knockout-Mausen wurde eine Reduzierung der Lebensdauer
im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren festgestellt. Nur sehr wenige Knockout-Tiere erreichten

wie die Wildtyp-Tiere eine normale Lebensdauer von zwei Jahren und élter.
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Abb. 3.1: Uberlebenskurve der ASA/ApoE-Knockout-, ASA-Knockout- und Wildtyp-Méause (wt). Die
ASA-und ASA/ApoE-Knockout-Tiere wiesen eine geringere maximale Lebensdauer auf als die Wildtyp Méuse.
Die mittlere Lebensdauer ist bei allen Tieren gleich. Es wurden beide Genera in die Kaplan-Meier

Uberlebenskurve mit einbezogen. Wildtyp n=29; ASA-KO n=30; ASA/ApoE-KO n= 29.

3.1.2 Biochemische Analysen der ASA- und ASA/ApoE-Knockout-Mause: Analyse der
Sphingolipide im Cortex und im restlichen Gehirn

Aufgrund von Versuchen an ApoE-Knockout-Miusen wurde ein Modell erstellt, nachdem der
Transport von Sulfatid von Astrozyten zu den Neuronen mit Hilfe des ApoE-Protein erfolgt
(Han et al. 2002, Cheng et al. 2008). Um zu iiberpriifen, ob die ApoE-Defizienz in
Kombination mit der ASA-Defizienz einen Effekt auf den Sulfatid-Gehalt in Neuronen
bewirkt, wurde die Sulfatid-Speicherung in den Tieren biochemisch durch Lipidanalyse und
histologisch mittels verschiedener Antikdrper gegen Neuronen-spezifische Proteine
untersucht.

Fiir die Analyse wurden je Genotyp drei Tiere der Alterstufen 12 Monate und 18-24 Monate
verwendet, um eine quantitative Auswertung der vorhandenen Lipidmengen zu ermdglichen.
Fiir das Alter 18-24 Monate wurden die Genotypen Wildtyp, ASA-Knockout und ASA/ApoE-
Knockout verwendet. Fiir die Analysen wurden ApoE-Knockout-Méuse im Alter von 12
Monate verwendet, da zum Zeitpunkt der Untersuchungen noch keine Tiere im Alter von 18-
24 Monaten vorhanden waren. Aus dem Cortex und dem restlichen Gehirn wurden die Lipide
isoliert und zunichst mittels Diinnschichtchromatographie aufgetrennt. In der Abbildung 3.2

sind die qualitativen Analysen der Sphingolipide sowie deren Quantifizierung dargestellt.
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Abb. 3.2: Analyse und Quantifizierung der Lipide des Cortex und des Gesamtgehirns von 12 und 18-24
Monate alten Mausen. Analysiert wurden die Lipide des Gehirns (mit Ausnahme des Cortex, der entfernt
worden war) (A, C, E) und die Lipide des Cortex (B, D, F). Die Lipide wurden auf eine HPTLC Kieselgel 60
Platte aufgetragen. Dargestellt ist ein reprisentatives Beispiel der Lipidzusammensetzung je Genotyp. Insgesamt
wurden je Genotyp n=3 Tiere untersucht. Als Laufmittel diente Chloroform/Methanol/Wasser im Verhiltnis
65:25:4. C-F zeigen die quantitative Auswertung der Lipide GalCer und Sulfatid des Gesamtgehirns im Alter
von 12 Monaten (C) und 18-24 Monaten (E), sowie des Cortex im Alter von 12 Monaten (D) und 18-24
Monaten (F) dargestellt. Ein Stern zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (t-Test, p <0.05).
GalCer = Galaktosylceramid, PE = Phosphatidylethanolamin, PC = Phosphatidylcholin; SM = Sphingomyelin.
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Die Analyse der Lipide mittels Diinnschichtchromatographie lieB Unterschiede im GalCer-
und im Sulfatid-Gehalt zwischen Wildtyp und den ASA-Knockout- und ASA/ApoE-
Knockout-Méusen erkennen, aber keinen Unterschied zwischen Wildtyp- und ApoE-
Knockout- und zwischen ASA-Knockout- und ASA/ApoE-Knockout-Tieren. Bei den ASA-
Knockout-Méusen ist sowohl im Cortex wie auch im restlichen Gehirn bereits nach 12
Monaten eine stiarkere Sulfatid-Bande vorhanden, die nach 18-24 Monaten noch intensiver ist.
Die quantitative Auswertung der Diinnschichtchromatographie von jeweils drei Genotypen
zeigte im Cortex nach 12 Monaten (D) noch keinen signifikanten Unterschied. Im restlichen
Gehirn war aber ein Anstieg der Sulfatid-Menge in den ASA-Knockout und ASA/ApoE-
Knockout Tieren festzustellen (C). Bei den élteren Tieren von 18-24 Monaten ergab die
Quantifizierung einen signifikanten Unterschied in der Sulfatid-Menge zwischen Wildtyp und
ASA-Knockout und ASA/ApoE-Knockout. Dieser Anstieg an Sulfatid war in der Analyse
jeweils fiir beide Bereiche, Cortex und restliches Gehirn, statistisch signifikant. Die
Quantifizierung von Galaktosylceramid (GalCer) ergab keinen signifikanten Unterschied im
Alter von 12 Monaten. Jedoch konnte im restlichen Gehirn eine Reduktion an GalCer im
Alter von 18-24 Monaten festgestellt werden.

Um eine genauere Analyse der molekularen Sulfatid-Spezies im Gehirn zu erhalten, wurden
in dieser Arbeit die Sphingolipide mit Hilfe einer Elektrospray-lonenfallen-
Massenspektrometrie (ESI-MS) untersucht. Diese Technik basiert auf der Desolvatisierung,
d.h. auf dem Transfer von lonen aus der Losung in die Gasphase, was einen endergonischen
Prozess darstellt. Im elektrischen Feld werden die Ionen bei Atmosphirendruck in die
Gasphase transferiert. Die Molekiile bleiben intakt und ihre Molekiilmasse kann im
angeschlossenen Massenspektrometer bestimmt werden.

In Neuronen und Astrozyten wurde hauptsidchlich kurzkettiges Sulfatid (C18:0) gefunden
(Berntson et al., 1998; Issac et al., 2006), wohingegen langkettiges C24:1-Sulfatid im Myelin
vorhanden ist (Vos et al., 1994). Eine genaue Bestimmung der Sulfatid-Spezies kann, wenn
zum Beispiel ein erhohter C18:0-Sulfatid-Gehalt vorliegt, erste Anzeichen auf eine mogliche
Sulfatid-Anreicherung in Neuronen ergeben.

In den folgenden Abbildungen sind exemplarisch die Massenspektren der mittels ESI-MS
gemessenen deprotonierten Sphingolipide des Cortex (Abb.3.3) und des restlichen Gehirns
(Abb.3.4) von ASA-Knockout- und ASA/ApoE-Knockout-Miusen, sowie Wildtyp- und
ApoE-Knockout-Méusen dargestellt. Fiir diese Analyse wurden die Gesamtlipide verwendet,
die bereits mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie analysiert worden waren.

Eine Ionen-Abtastung wurde im negativen Modus durchgefiihrt, um altersbedingte

Verdnderungen in der molekularen Spezies von Sulfatid im Cortex und im restlichen Gehirn
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von Wildtyp-, ApoE-Knockout-, ASA-Knockout- und ASA/ApoE-Knockout-Méusen zu
charakterisieren. Reprisentative Massenspektren von den jeweiligen Genotypen im Alter von
12 Monaten und 18-24 Monaten sind fiir den Cortex in Abbildung 3.3 A-D und fiir das
restliche Gehirn in Abbildung 3.4 A-D dargestellt. Die ASA-Knockout- und die ASA/ApoE-
Knockout-Méuse zeigten bereits (Abb. 3.3) nach 12 Monaten im Cortex einen erhdhten
kurzkettigen Fettsdure C18:0 Sulfatid-Derivat-Wert (Abb. 3.3 A, C), der auch bei den élteren
(18-24 Monate) Tieren, zu finden war (Abb. 3.3 B, D). Im Vergleich zu den Wildtyp- und den
ApoE-Knockout-Méusen ist eine deutliche Signifikanz sichtbar (Abb. 3.3 C, D). Ein erhohter
Peak bei 806.7 m/z, der charakteristisch fiir C18:0 Sulfatid ist, ist in den Spektren (Abb. 3.3
A, B) klar erkennbar. Des Weiteren ist ein altersabhéngiger Anstieg an langkettiger Fettsdure
(C24:1-Sulfatid bei beiden Knockout-Mausstimmen im Alter von 18-24 Monaten festzustellen
(3.3-D). Ahnliche Ergebnisse sind auch im restlichen Gehirn bei den ASA-Knockout- und den
ASA/ApoE-Knockout-Méusen zu beobachten (Abb. 3.4 A-D). Zwar war im Alter von 12
Monaten noch kein wesentlicher Unterschied festzustellen (Abb. 3.4 A, C), allerdings éndert
sich das bei den alteren Méusen. Hier ist ein signifikanter Unterschied von Wildtyp- zu den
ASA- und ASA/ApoE-Knockout-Médusen zu sehen. Sowohl die kurz- als auch die
langkettigen Sulfatid-Spezies C18:0 und C24:1 sind deutlich erhoht, wie anhand der
statistischen Auswertung gezeigt ist (Abb. 3.4 D).
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Abb. 3.3: Massenspektren und quantitative Auswertung der aus dem Cortex isolierten Lipide.
Gesamtlipide, die aus dem Cortex 12 und 18-24 Monate alter Méuse isoliert wurden, wurden mittels einer ESI-
Ionenfalle im negativen Ionenmodus auf ihre Sulfatid-Masse hin untersucht. Dargestellt sind die Masse-zu-
Ladung-Verhiltnisse (m/z). Jeweils eine reprasentative Analyse von insgesamt drei unterschiedlichen Tieren pro
Genotyp (n=3) ist in A (12 Monate) und B (18-24 Monate) dargestellt. Die Zahlen zeigen die Massenpeaks der
deprotonierten Sulfatide (M-H") entsprechend ihrer Fettsdurckette an. Der Peak 722.7 m/z entspricht dem
Sulfatid-Derivat C12:0, der als interner Standard (IS) eingesetzt wurde. Der Peak 806.7 m/z entspricht einem
Sulfatid mit einem C18:0-Fettsdurerest. Der Sulfatid-Derivat Peak 888.7 m/z entspricht einem C24:1-
Fettsdurerest. Die Pfeile kennzeichnen zum einen den IS- und zum anderen den C18:0-Peak, der im Vergleich
zum Wildtyp erhoht ist. C-D stellt die quantitative Auswertung des C18:0- und C24:1-kettigen Sulfatid-Gehalts
des Cortex im Alter von 12 Monaten (C) und 18-24 Monaten (D) dar. Ein Stern zeigt einen statistisch
signifikanten Unterschied (T-Test, p< 0.05).
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Abb. 3.4: Massenspektren und quantitative Auswertung der aus dem Gesamtgehirn isolierten Lipide.
Lipide, die aus dem Gehirn ohne Cortex 12 und 18-24 Monate alter Miuse isoliert wurden, wurden mittels einer
ESI-Ionenfalle im negativen Ionenmodus auf ihre Sulfatid-Masse hin untersucht. Dargestellt sind die Masse-zu-
Ladung-Verhiltnisse (m/z). Jeweils eine reprasentative Analyse von insgesamt drei unterschiedlichen Tieren pro
Genotyp (n =3) ist in A (12 Monate) und B (18-24 Monate) dargestellt. Die Zahlen zeigen die Massenpeaks der
deprotonierten Sulfatide (M-H") entsprechend ihrer Fettsdurekette an. Der Peak 722.7 entspricht dem Sulfatid-
Derivat C12:0, der als interner Standard (IS) eingesetzt wurde. Der Peak 806.7 m/z entspricht einem Sulfatid mit
eineem C18:0-Fettsdurerest. Der Sulfatid-Derivat Peak 888.7 m/z entspricht einem C24:1-Fettsdurerest. C-D
stellt die quantitative Auswertung des C18:0- und C24:1-kettigen Sulfatid-Gehalts des Cortex im Alter von 12
Monaten (C) und 18-24 Monaten (D) dar. Ein Stern zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (T-Test,
p<0.05).
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3.1.3 Histochemische und Immunfluoreszenz-Analysen der ASA- und ASA/ApoE-
Knockout-Mause:

Bei den biochemischen Untersuchungen der Lipide zur Aufkldrung der Sulfatidspezies fielen
Unterschiede in der Fettsdurekettenldinge und der Menge an Sulfatid zwischen ASA-,
ASA/ApoE-Knockout- und Wildtyp- bzw. ApoE-Knockout-Méusen auf. Ein erhéhter Wert
von kurzkettigem C18:0-Sulfatid wurde in den ASA- und ASA/ApoE-Knockout-Tieren
gemessen. C18:0-Sulfatid ist hauptsdchlich in Neuronen zu finden. Im Folgenden wurde

versucht, diese Anreicherung von C18:0-Sulfatid in Neuronen histologisch nachzuweisen.

3.1.3.1 Untersuchung der Sulfatid-Akkumulation in Neuronen im Kleinhirn, Cortex und im

Stammbhirn

Mit Hilfe des Farbstoffes Alcianblau ldsst sich beispielsweise an Gehirnschnitten von Mausen
Sulfatid-Akkumulation nachweisen. In den ASA- und in ASA/ApoE-Knockout-Miusen
konnte so histologisch die Akkumulation von Sulfatid in Oligodendrozyten und auch in
Neuronen gezeigt werden (Wittke et al., 2004).

Um die genaue, zelluldre Lokalisation von Sulfatid speziell in den Neuronen zu untersuchen,
wurde eine Alcianblaufirbung zusammen mit einem neuronalen Marker, HRP-3 (Hepatoma
derived growth factor related protein-3) und NeuN (neuronal nuclei) durchgefiihrt. Es sollte
vor allem gekldrt werden, ob die ApoE-Defizienz in den Doppel-Knockout-Tieren einen
Einfluss auf neuronale Sulfatid-Speicherung hat. Da bereits gezeigt worden war, dass eine
verstirkte Sulfatid-Akkumulation in den Bereichen des Cortex, Kleinhirns und Stammbhirns zu
erkennen ist, konzentrierten sich die Analysen auf diese Bereiche. Fiir die Analyse wurden
Tiere im Alter von 12 und 18-24 Monaten untersucht. Fiir die Alcianblaufdrbung und die im
Anschluss folgende immunhistochemische Farbung mit den neuronalen Markern HRP-3 bzw.
NeuN wurden 12-14 pum dicke Kryoschnitte des Gehirns verwendet. HRP-3 wird im
Nervensystem stark exprimiert und ist in den meisten Neuronen im Nucleus lokalisiert (El-
Tahir et al., 2009). Um die Gesamtheit der Neuronen zu markieren, wurde mit NeuN eine
weitere Analyse durchgefiihrt. Es wurden jeweils Schnitte des gleichen Bereiches verwendet,
um die gezeigten Regionen vergleichen zu konnen. Als negative Kontrollgewebe wurden
hierbei Gehirnschnitte von Wildtyp- und ApoE-Knockout-Tieren verwendet, da diese keine
Sulfatid-Akkumulation zeigen. In den Abbildungen 3.6-3.11 sind beispielhaft die Ergebnisse
der unterschiedlichen Féarbungen, Alcianblau in Kombination mit HRP-3 (Abb. 3.5-3.7) und

Alcianblau mit NeuN (Abb. 3.8-3.10) jeweils fiir die Gehirnbereiche Kleinhirn, Cortex und
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Stammhirn gezeigt. Das HRP-3- bzw. NeuN-Signal ist braun gefarbt, die Sulfatid-
Speicherung blau.

Schon im Alter von einem Jahr war in den verschiedenen Gehirn-Bereichen, wie Medulla,
Cortex sowie in den Nuclei des Vorder- und Mittelhirn eine Sulfatid-Speicherung zu finden,
wobei jedoch nach 18-24 Monaten in der weillen wie auch in der grauen Substanz eine
intensivere Alcianblaufarbung zu sehen war.

Es konnte bei keinem untersuchten Alter im Kleinhirn eine spezifische Sulfatidfarbung in den
Neuronen oder in den Purkinje-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.5, 3.6). Im Cortex
konnte jedoch schon bei einjdhrigen ASA-Knockout-Mausen und auch bei den Doppel-
Knockout-Tieren eine schwache Anreicherung von Sulfatid in Neuronen beobachtet werden.
Im Alter von zwei Jahren wurde im Cortex eine verstirkte Anfarbung von Sulfatid in den
Neuronen gefunden (Abb. 3.6, 3.9). Ebenso trat eine zunehmende Speicherung an Sulfatid im
Stammhirn auf. In den Neuronen war in der Medulla oblongata im Bereich des preposilus
nucleus und dorsal paragigantocellular nucleus vor allem bei den élteren Tieren von zwei
Jahren eine vermehrte Co-Farbung von Alcianblau und HRP-3 bzw. NeuN présent (Abb. 3.7,
3.10). Bei den jiingeren Tieren war nur eine leichte Sulfatid-Akkumulation nachweisbar (Abb.
3.7, 3.10). Die Daten zeigen deutlich, dass in den Neuronen von ASA-Knockout-Méusen wie
auch ASA/ApoE-Knockout-Tieren Sulfatid gespeichert wurde. Neben den Alcianblau-
positiven Neuronen sind weitere Zellen mit Alcianblau gefarbt, diese wurden bereits in

fritheren Studien als Oligodendrozyten und Phagozyten identifiziert (Wittke et al., 2004).
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Abb. 3.5: Alcianblauféarbung in Kombination mit dem neuronalen Marker HRP-3 im Kleinhirn.

Dargestellt sind 12-14 um dicke Gehirnschnitte von Wildtyp- (wt), ASA-Knockout- (KO) und ASA/ApoE-
Knockout-Méusen (dKO), die doppelt gefdarbt wurden mit Alcianblau (blau) und HRP-3 (braun), das als
neuronaler Marker (braun) eingesetzt worden ist. Es handelt sich immer um dieselbe Region in drei
verschiedenen  Vergroferungen. HRP-3  (1:100) wurde mittels Peroxidase sichtbar gemacht.

Malfstabsbalken: 50 pm.
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Abb. 3.6: Alcianblaufarbung in Kombination mit dem neuronalen Marker HRP-3 im Cortex.

Dargestellt sind 12-14 um dicke Gehirnschnitte von Wildtyp- (wt) , ASA-Knockout- (KO) und ASA/ApoE-
Knockout-Mdusen (dKO) die doppelt gefiarbt wurden mit Alcianblau (blau) und HRP-3 (braun), das als
neuronaler Marker (braun) eingesetzt worden ist. Es handelt sich immer um dieselbe Region in drei
verschiedenen Vergrolerungen. HRP-3 (1:100) wurde mittels Peroxidase sichtbar gemacht. MafBstabsbalken:

50 um. Die Pfeile markieren Neuronen mit akkumulierten Sulfatid.

84



3 Ergebnisse

MNeuo 71

QBUOW 7T SIBUON T SNBUO T

ool 17

U £7

Abb. 3.7: Alcianblauféarbung in Kombination mit dem neuronalen Marker HRP-3 im Stammhirn.

Dargestellt sind 12-14 pm dicke Gehirnschnitte von Wildtyp-(wt), ASA-Knockout- (KO) und ASA/ApoE-
Knockout-Méusen (dKO), die doppelt gefarbt wurden mit Alcianblau (blau) und HRP-3 (braun), das als
neuronaler Marker (braun) eingesetzt worden ist. Der Ausschnitt des gewéhlten Abbildungsbereiches zeigt die
Gehirn-Sektion der Medulla oblongata. Es handelt sich immer um dieselbe Region in drei verschiedenen

VergroBerungen. HRP-3 (1:100) wurde mittels Peroxidase sichtbar gemacht. Mafstabsbalken: 50 pm.
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Abb. 3.8: Alcianblaufarbung in Kombination mit dem neuronalen Marker NeuN im Kleinhirn.

Dargestellt sind 12-14 pm dicke Gehirnschnitte von Wildtyp-(wt), ASA-Knockout- (KO) und ASA/ApoE-
Knockout-Méusen (dKO), die doppelt gefirbt wurden mit Alcianblau (blau) und NeuN (braun), das als
neuronaler Marker (braun) eingesetzt worden ist. Der Ausschnitt des gewéhlten Abbildungsbereiches zeigt die
Gehirn-Sektion des Kleinhirns. Es handelt sich immer um dieselbe Region in drei verschiedenen

VergroBerungen. Neu-N (1:500) wurde mittels Peroxidase sichtbar gemacht. Maf3stabsbalken: 50 pm.
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Abb. 3.9: Alcianblauféarbung in Kombination mit dem neuronalen Marker NeuN im Cortex.

Dargestellt sind 12-14 pm dicke Gehirnschnitte von Wildtyp-(wt), ASA-Knockout- (KO) und ASA/ApoE-
Knockout-Méusen (dKO), die doppelt gefarbt wurden mit Alcianblau (blau) und NeuN (braun), das als
neuronaler Marker (braun) eingesetzt worden ist. Der Ausschnitt des gewéhlten Abbildungsbereiches zeigt die
Gehirn-Sektion des Cortex. Es handelt sich immer um dieselbe Region in drei verschiedenen Vergroferungen.
Neu-N (1:500) wurde mittels Peroxidase sichtbar gemacht MaBstabsbalken: 50 pm. Pfeile zeigen auf Neuronen

mit angereicherten Sulfatid.
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Abb. 3.10: Alcianblaufarbung in Kombination mit dem neuronalen Marker NeuN im Stammhirn.

Dargestellt sind 12-14 pm dicke Gehirnschnitte von Wildtyp-(wt), ASA-Knockout- (KO) und ASA/ApoE-
Knockout-Méusen (dKO), die doppelt gefarbt wurden mit Alcianblau (blau) und NeuN (braun), das als
neuronaler Marker (braun) eingesetzt worden ist. Der Ausschnitt des gewéhlten Abbildungs-Bereiches zeigt die
Gehirn-Sektion der Medulla oblongata. Es handelt sich immer um dieselbe Region in drei verschiedenen
VergroBerungen. Neu-N (1:500) wurde mittels Peroxidase sichtbar gemacht Maf3stabsbalken: 50 um. Pfeile

zeigen auf Neuronen mit angereicherten Sulfatid.

88



3 Ergebnisse

3.1.3.2 Immunfluoreszenz Analyse der Sulfatid-Akkumulation in Neuronen im Cortex und im

Stammbhirn

Mit der Immunfiarbung sollte mit Hilfe des spezifischen Sulfatid-Antikorpers Sulphl
(Fredman, 1988) untersucht werden, ob die Neuronen bei den ASA-Knockout- und
ASA/ApoE-Knockout-Méusen Sulfatid-Speicherung aufweisen. Wie bereits in der Co-
Farbung von Alcianblau und den neuronalen Markern HRP-3 und NeuN zu sehen ist,
speichern die Neuronen teilweise Sulfatid. Ein Vergleich der Ergebnisse dieser zwei
Nachweismethoden sollte eine verldssliche Aussage iiber die Lokalisation der Sulfatid-
Speicherung im Gehirn zulassen. Eine spezifische Markierung von neuronalen Zellen wurde
durch die Auswahl verschiedener Marker gewéhrleistet. Fiir die Co-Farbung mit dem
Antikorper Sulphl wurden die neuronalen Marker HRP-3, NSE (Neuronen spezifische
Enolase) und B-III-Tubulin ausgewdhlt. Fiir die folgende Analyse wurden Kryoschnitte des
Gehirns von 12 und 18-24 Monate alten Méusen mit Immunfluoreszenz-markierten
Antikorpern geférbt. Je Alter und Genotyp wurden dafiir jeweils Schnitte von mindestens drei
Tieren untersucht.

Sowohl bei den ASA- wie auch bei den ASA/ApoE-Knockout-Méausen wurden in den HRP-3
positiven Neuronen im Vergleich zu den Wildtyp- und den ApoE-Knockout-Miusen eine
verstirkte Sulfatid-Anreicherung gefunden (Abb. 3.11). Die Sulfatid-Anreicherung wurde mit
dem Sulphl-Antikorper (rot) nachgewiesen, wihrend eine Co-Féarbung mit dem neuronalen
Marker HRP-3 (Abb. 3.11) bzw. NSE (Abb. 3.13, 3.15) und B-III-Tubulin (Abb. 3.12, 3.14)
mit einem griin fluoreszierenden Zweitantikdrper markiert wurde. In den Bereichen des
Cortex und der Medulla oblangata konnte bereits im Alter von einem Jahr eine beginnende
Sulfatid-Akkumulation in den Neuronen beobachtet werden. Mit zunehmendem Alter
verstirkt sich diese Akkumulation.

Im oberen Teil der Abbildung 3.11 A sind die Aufnahmen von einjéhrigen Tieren gezeigt.
Sulfatid und HRP-3 sind bei den ASA-Knockout-Miusen und bei den ASA/ApoE-Knockout-
Maiusen nicht co-lokalisiert. Die Abbildung 3.11 B. zeigt HRP-3 positive Zellen mit
zytoplasmatischem Sulfatid. Diese Beobachtungen sind auch bei den anderen beiden
neuronalen Markern zu finden. So ist eine deutliche Co-Lokalisation von Sulphl und B-III-
Tubulin und Sulphl und NSE bei den Miusen im Alter von 18-24 Monaten in den
Abbildungen 3.12 B und 3.13 B vorhanden.
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Abb. 3.11: Immunfluoreszenz-Analyse von Gewebeschnitten des Cortex mit dem neuronalen Marker
HRP-3. Co-Firbung von 12-14 pm dicke Kryoschnitten mit Sulphl (rot; 1:500) und HRP-3 (griin, 1:100). Die
Uberlagerung der einzelnen Bilder mit zusitzlicher DAPI-Kernfirbung (1:500) ist auf der rechten Seite der
Abbildung dargestellt. A zeigt Farbungen von Gehirnschnitten von einem Jahr alten Tieren und in B ist die
Féarbung an Gehirnschnitten von 18-24 Monaten alten Méausen dargestellt. Représentativ ist je ein Schnitt fiir
jeden Genotyp abgebildet. MafBstabsbalken: 10 um; von Wildtyp-(wt), ASA- (KO) und ASA/ApoE-Knockout-
Miuse (dKO).
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Abb. 3.12: Immunfluoreszenz-Analyse von Gewebeschnitten des Cortex mit dem neuronalen Marker B-
I11-Tubulin. Co-Farbung von 12-14 pm dicken Kryoschnitten mit Sulphl (rot, 1:500) und B-III-Tubulin (griin,
1:500). Die Uberlagerung der einzelnen Bilder mit zusitzlicher DAPI-Kernfirbung (1:500) ist auf der linken
Seite der Abbildung dargestellt. A zeigt Farbungen von Gehirnschnitten von einem Jahr alten Tieren und in B ist
die Farbung an Gehirnschnitten von 18-24 Monate alten Mausen dargestellt. Reprisentativ ist je ein Schnitt fiir
jeden Genotyp abgebildet. Maf3stabsbalken: 10 pm; Wildtyp- (wt), ASA-Knockout- (ASA-KO) und ASA/ApoE-
Knockout-Méuse (ASA/ApoE KO).
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Abb. 3.13: Immunfluoreszenz-Analyse von Gewebeschnitten des Cortex mit dem neuronalen Marker
NSE. Co-Féarbung von 12-14 um dicken Kryoschnitten mit Sulphl (rot, 1:500) und NSE (griin, 1:100). Die
Uberlagerung der einzelnen Bilder mit zusitzlicher DAPI-Kernfirbung (1:500) ist auf der rechten Seite der
Abbildung dargestellt. A zeigt Farbungen von Gehirnschnitten von einem Jahr alten Tieren und in B ist die
Farbung an Gehirnschnitten von 18-24 Monate alten Méusen dargestellt. Représentativ ist je ein Schnitt fiir
jeden Genotyp abgebildet. MaB3stabsbalken: 10 um. Wildtyp- (wt), ASA-Knockout- (ASA-KO) und ASA/ApoE-
Knockout-Méuse (ASA/ApoE KO).
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Besonders im Bereich der Mendulla oblangata waren viele mit Sulfatid angereicherte
Neuronen zu finden. Diese Ergebnisse sind in den Abbildungen 3.14 im Vergleich zu B-III-
Tubulin und in 3.15 zu NSE dargestellt. Auch hier zeigte sich zunidchst nur eine partielle
Sulfatid-Anreicherung in Neuronen bei den einjdhrigen Mausen, die sich aber mit
zunehmendem Alter wesentlich verstirkte. Eine klar erkennbare Co-Lokalisation von Sulphl
mit dem jeweiligen neuronalen Marker, B-III-Tubulin und NSE war zu beobachten (Abb. 3.14
B, 3.15 B).

Diese Immunfluoreszens-Aufnahmen zeigen deutlich, dass bei den ASA-Knockout- und den
ASA/ApoE-Knockout-Méusen eine Sulfatid-Speicherung in den Neuronen vorhanden ist, und
dass die ApoE-Defizienz keinen merklichen Effekt auf die Sulfatid-Akkumulation hat.
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Abb. 3.14: Immunfluoreszenz-Analyse von Gewebeschnitten der Medulla oblangata mit dem neuronalen
Marker B-111-Tubulin. Co-Farbung von 12-14pum dicken Kryoschnitten mit Sulphl (rot, 1:500) und B-III-
Tubulin (griin, 1:500). Die Uberlagerung der einzelnen Bilder mit zusétzlicher DAPI-Kernfirbung (1:500) ist auf
der linken Seite der Abbildung dargestellt. A zeigt Farbungen von Gehirnschnitten von einem Jahr alten Tieren
und in B ist die Farbung an Gehirnschnitten von 18-24 Monate alten Mausen dargestellt. Repréisentativ ist je ein
Schnitt fiir jeden Genotyp abgebildet. MaB3stabsbalken: 10 pum. Wildtyp- (wt), ASA-Knockout- (ASA-KO) und

ASA/ApoE-Knockout-Mause (ASA/ApoE KO).
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Abb. 3.15: Immunfluoreszenz-Analyse von Gewebeschnitten der Mendulla oblangata mit dem neuronalen
Marker NSE. Co-Fiarbung von 12-14pm dicken Kryoschnitten mit Sulphl (rot, 1:500) und NSE (griin, 1:100).
Die Uberlagerung der einzelnen Bilder mit zusitzlicher DAPI-Kernfirbung (1:500) ist auf der linken Seite der
Abbildung dargestellt. A zeigt Farbungen von Gehirnschnitten von einem Jahr alten Tieren und in B ist die
Féarbung an Gehirnschnitten von 18-24 Monate alten Mausen dargestellt. Reprisentativ ist je ein Schnitt fiir
jeden Genotyp abgebildet. MaBstabsbalken: 10 um. Wildtyp- (wt), ASA-Knockout- (ASA-KO) und ASA/ApoE-

Knockout-Méuse (ASA/ApoE KO).
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3.2.4 Lipidanalyse und Vergleich der beiden ASA-Knockout-Stamme C57BL/6 und
129/0la

Zur Untersuchung der MLD wurde ein Mausmodell erzeugt, in dem eine ASA-Defizienz
vorhanden ist. Hierbei wurden verschiedene Mausstdmme, die unterschiedliche Hintergriinde
haben, verwendet. In dieser Arbeit wurden die beiden ASA-Knockout Stimme mit dem
Hintergrund C57BL/6 und 129/Ola untersucht. Es sollte untersucht werden, ob der genetische
Hintergrund einen Effekt auf das Ausmal} der Sulfatid-Speicherung hat. Dazu wurden die
Lipide des Gehirns und der Niere von einem Jahr und zwei Jahre alten Tieren analysiert. Fiir
die Untersuchung der Lipide wurden je Altersstufe und Hintergrund drei verschiedene Tiere
herangezogen.

In den Abbildungen 3.16 A-D sind die Ergebnisse fiir das Gehirn und in 3.17 A-D die
Ergebnisse fiir die Niere dargestellt. Im Gehirn zeigte sich bereits nach dem ersten Lebensjahr
ein erhohter Sulfatid-Gehalt in den C57BL/6- und 129/0la Knockout-Miusen. Bei den ASA-
Knockout-Méusen mit C57BL/6- und 129/0Ola-Hintergrund war schon im Alter von einem
Jahr ein signifikanter Anstieg festzustellen (Abb. 3.16 A-B). Im Alter von zwei Jahren war bei
beiden ASA-Knockout-Stammen ein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den Wildtyp-
Maiusen im Sulfatidgehalt zu beobachten. Deutlich ist eine verstirkte Sulfatid-Bande in der
TLC (Abb. 3.16 B) bei den ASA-Knockout-Tieren zu sehen. Allerdings liegt zwischen den
beiden ASA-Knockout Stdmmen kein signifikanter Unterschied vor. Der unterschiedliche
Hintergrund hat keinen Einfluss auf die Sulfatid-Menge.

Im Falle der Niere zeigte sich ein dhnliches Bild. Allerdings war zuerst im Alter von einem
Jahr nur bei den C57BL/6 ASA-Knockout-Méusen eine gesteigerte Sulfatid-Menge zu finden.
Dies zeigte sich auch in den TLC-Analysen. Die Sulfatid-Banden sind wesentlich stérker bei
den Knockout-Tieren als bei den Wildtyp-Tieren (3.17-B). Die Quantifizierung zeigte, dass
bei beiden ASA-Stdmmen ein signifikant erh6hter Anstieg an Sulfatid erst nach zwei Jahren
festzustellen (Abb. 3.16 D) war.

Eine Anreicherung an Sulfatid zeigte sich bei den C57BL/6 — und bei den 129/Ola-Tieren
schon im Alter von einem Jahr. Allerdings konnte zwischen den beiden Stimmen auch in der
Niere kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, so dass auch hier der genetische

Hintergrund keinen Einfluss auf den Sulfatid-Gehalt hat.
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Abb. 3.16: Analyse und Quantifizierung der Lipide des Gehirns von 12 und 20 Monate alten C57BL/6 und
129/Ola Méusen. Die Lipide wurden auf eine HPTLC Kieselgel 60 Platte aufgetragen und stellen je Genotyp
ein reprédsentatives Beispiel der Lipidzusammensetzung dar. Insgesamt wurden je Genotyp n=3 Tiere
untersucht. Als Laufmittel diente Chloroform/Methanol/Wasser im Verhdltnis 65:25:4. C-D stellen die
Quantifizierung der Sulfatid- und Sphingomyelin-Menge (normiert auf Cholesterol) der Gesamtlipide des
Gehirns im Alter von einem Jahr (C) und 20 Monaten (D) dar. Ein Stern zeigt einen statistisch signifikanten
Unterschied  (t-Test, p<0.05). GalCer = Galaktosylceramid, PE = Phosphatidylethanolamin, PC =
Phosphatidylcholin; SM = Sphingomyelin.
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Abb. 3.17: Analyse und Quantifizierung der Lipide der Niere von 12 und 20 Monate alten C57BL/6 und
129/Ola. Die Lipide wurden auf eine HPTLC Kieselgel 60 Platte aufgetragen und stellen je Genotyp ein
reprasentatives Beispiel der Lipidzusammensetzung dar. Insgesamt wurden je Genotyp n =3 Tiere untersucht.
Als Laufmittel diente Chloroform/Methanol/Wasser im Verhéltnis 65:25:4. C-D stellen die Quantifizierung der
Sulfatid- und Sphingomyelin-Menge (normiert auf Cholesterol) der Gesamtlipide der Niere im Alter von einem
Jahr (C) und 20 Monaten (D) dar. Ein Stern zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (t-Test, p< 0.05).
GalCer = Galaktosylceramid, PE = Phosphatidylethanolamin, PC = Phosphatidylcholin; SM = Sphingomyelin.
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3.1.5 Zusammenfassung der Daten zu den biochemischen und immunhistochemischen
Untersuchungen an MLD-Mausmodellen

Anhand der Untersuchungen auf biochemischer und immunhistochemischer Ebene war
festzustellen, dass die ASA/ApoE-Knockout-Méuse eine verkiirzte Lebensdauer im Vergleich
zu den Wildtyp-Mé&usen haben.

Mit Hilfe der ESI-MS-Analysen konnte ein erhohter Gehalt an C18:0-Sulfatid im Cortex und
im Gesamtgehirn bei den ASA-Knockout- und den ASA/ApoE-Knockout-Méausen
nachgewiesen werden.

In den Neuronen des Cortex und der Medulla oblangata war in den Méusen im Alter von zwei
Jahren eine erhohte Sulfatid-Anreicherung zu finden. Dies wurde mit Hilfe von Alcianblau-
Féarbung in Kombination mit einem neuronalen Marker nachgewiesen. Zusétzlich wurde dies
mit Hilfe einer Immunfluoreszenz-Untersuchung bestitigt.

Der Vergleich von C57BL/6- und 129/0Ola-ASA-Knockout-Mausstimmen ergab, dass die
Tiere mit C57BL/6 und 129/Ola genetischen Hintergrund bereits nach einem Jahr einen
erhohten Sulfatid-Gehalt besitzen. Beide Knockout-Stimme zeigten ebenfalls im Alter von
zwei Jahren einen signifikant erhohten Sulfatid-Gehalt. Zwischen den beiden genetischen

Hintergriinden ist kein signifikanter Unterschied festzustellen.
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3.2 Transgene Thy-1-CGT-Mause: Analyse der letalen audiogenen
Anfélle bei transgenen Mausen, die einen erhéhten Sulfatid-Gehalt in
Neuronen aufweisen

Dieser Abschnitt beinhaltet die Analyse eines transgenen Mausmodells, den Thyl-CGT. Ein
wichtiges Enzym des Sulfatid-Anabolismus ist das Protein Ceramidgalaktosyltransferase
(CGT), welches im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist. Die Uberexpression von
CGT in den Neuronen (mittels des Promotors Thy-1) in den transgenen CGT/ASA-
defizienten-Médusen resultiert in einer selektiven Erhohung des Sulfatid-Gehalts
(Eckhardt, 2008). Das Auftreten von Sulfatid in Neuronen in ASA-Knockout-Miusen konnte
bereits durch spezifische Antikdrper nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigte sich, dass die
transgenen CGT-Maiuse sehr empfindlich gegeniiber audiogenen Reizen sind. Nach einem
relativ geringen Gerdusch-Stimulus (Schliisselklirren) zeigten sie letale audiogene Anfille.

ODb neuronales Sulfatid eine Rolle hierbei spielt, ist noch nicht geklart.

3.2.1 Nachweis der CGT-Expression im Gehirn von Thy-1-CGT-Mausen

In frithen Studien wurden ASA-defiziente Thy-1-CGT-Miduse mit einem gemischten
Hintergrund C57BL/6/1290la analysiert (Eckhardt et al., 2007). In den folgenden
Untersuchungen wurde sich hauptsidchlich auf die Miuse mit einem reinen Hintergrund
C57BL/6 konzentriert. Hierzu wurden zwei unabhdngige transgene Mauslinien, 4747 und
4743, analysiert. Fiir die folgenden Analysen wurden Kryoschnitte der Gehirne von 120 Tage
alten M&usen einer in situ-Hybridisierung mit der CGT-RNA-Sonde unterzogen.

Die Auswertung ergab, dass die Expression des CGT-Transgens in den verschiedenen Gehirn-
Bereichen der Thy-1-CGT-Méuse zu finden war. Die In situ-Hybridisierung zeigte durchweg
die transgene Expression im Vorderhirn, im Stammhirn und im Riickenmark. Des Weiteren
konnte auch im Hippocampus, im Cortex und im Colliculus inferior (CI) eine transgene
Expression nachgewiesen werden (Abb. 3.18 B). Die transgene Linie 4743 zeigte insgesamt

eine stirkere CGT-Expression als die Linie 4747.
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A
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Abb. 3.18: In situ-Hybridisierung von Thy-1-CGT-Mausen. In A ist die Struktur des CGT-Transgen-
Konstrukt dargestellt, das zur Generierung der transgenen CGT-Méuse genutzt worden ist (Eckhardt et al.,
2007). In B sind die Ergebnisse der in situ-Hybridisierung der Gehirne von 120 Tagen alten Thy-1-CGT-Méusen
von der Linie 4747 und 4743 sowie von Wildtyp-Tieren (wt) mit der CGT-RNA-Sonde beispielhaft dargestellt.
Neben dem jeweiligen sagitalen Kryogehirnschnitt ist eine Groaufnahme des Colliculus inferior (CI) zu sehen.

Die Pfeile markieren den Colliculus inferior. CGTan = CGT RNA antisense-Sonde.
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3.2.2 Analyse der Uberlebensdauer und der audiogenen Anfalle der Thy-1-CGT-
Mause

Bei den transgenen Miusen war unabhédngig vom genetischen Hintergrund eine verkiirzte
Lebensspanne zu beobachten. Des Weiteren wurden Anfille festgestellt, die sich in
unkontrolliertem Springen und Laufen sowie in Muskelkrampfen dullerten. Ausgeldst wurden
diese Anfille durch audiogene Reize. Um eine quantitative Aussage zu den audiogenen
Anfillen machen zu konnen, wurden die Tiere einer milden akustischen Stimulation
ausgesetzt, genauer gesagt einem Schliisselklirren, wie bei Kawai et al., 2001 beschrieben.
Diese Beobachtungen sind in der Abbildung 3.19 statistisch ausgewertet. Fiir die Erstellung
der Uberlebenskurve wurden alle Tiere aus Wiirfen der beiden Linien verwendet, die nicht fiir
andere Zwecke gebraucht worden sind. Die Uberlebenskurve wurde nach dem Kaplan-Meier-
Verfahren erstellt. Das Kaplan-Meier-Verfahren dient der Schitzung der Uberlebens-
Wahrscheinlichkeit in einem bestimmten Zeitintervall. Um eine quantitative Aussage iiber die
Reaktion auf eine akustische Stimulation machen zu koénnen, wurden die Tiere dem
akustischen Stimulus Schliisselklirren (ca. 90-100 dB) fiir 5-10 Sekunden ausgesetzt. Hierfiir
wurden Tiere von jedem Genotyp im Alter von drei, sieben und elf Wochen untersucht. Der
Prozentsatz der Tiere, die auf den Stimulus mit unkontrolliertem wilden Hin- und Herlaufen
(weiBBe Balken) reagierten, bzw. nach einem tonisch-klonischen Krampfanfall (schwarze

Balken) verstarben, ist in Abbildung 3.19 dargestellt.
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Abb. 3.19: Uberlebenskurve und letale audiogene Anfalle von transgenen Thy-1-CGT-Mausen. In A ist die
Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der beiden transgenen Linien tg 4747 und tg 4743 sowie der Wildtyp-Tiere
dargestellt. Es wurden beide Geschlechter in die Berechnung mit einbezogen und bei den Wildtypen beide
Linien zusammengefasst. In B ist in Prozent die Reaktion auf die akustische Stimulation (Schliisselklirren; 90-
100 dB), das wildes Hin- und Herlaufen (weifle Balken) und der sofort nach dem Anfall auftretende Tod
(schwarze Balken) gezeigt. Die Auswertung wurde freundlicherweise von Dr. M. Eckhardt durchgefiihrt.

Aus der Uberlebenskurve ist ersichtlich, dass die transgenen Miuse beider Linien eine
signifikant reduzierte Lebensspanne aufwiesen (Abb. 3.19 A). Innerhalb der ersten
Lebenswochen (11-18) starben 50 % der Tiere, wobei die Tiere der Linie 4743 verstarkte
Symptome zeigten und schon nach 11 Wochen und die Tiere der Linie 4747 nach 18 Wochen
eine 50 %ige Sterberate erreichten.

Die gesteigerte Anfélligkeit fiir akustische Reize scheint der Grund fiir die hohe Sterberate zu
sein. Dieser akustische Reiz von 90-100 dB, bei einer Frequenz zwischen 3500-20500 Hz
16ste unkontrolliertes wildes Hin- und Herlaufen aus, auf das oft ein klonisch-tonischer Anfall

folgte (Abb. 3.19 B). Bei beiden Linien wurde dieses Verhalten beobachtet. Zusitzlich
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starben zwischen 35 % (tg 4743) und 75 % (tg 4747) der transgenen Miuse innerhalb von 20
Sekunden an Atemstillstand (Abb. 3.17 B). Bei den Wildtyp-Miusen waren mit einer
Ausnahme keine audiogenen Anfille zu beobachten.

Beobachtungen dieser Méuse zeigten aullerdem ein hyperaktives Verhalten im Vergleich zu
den Wildtyp-Tieren. Um diese erhdhte Aktivitidt zu analysieren, wurde mit den transgenen
Maiusen ein sogenannter ,,Open-field“-Test durchgefiihrt. Mit diesem Test werden
verschiedene Aktivititsparameter analysiert. Dies sollte Aufschluss dariiber geben, ob die
generelle motorische Aktivitit im Vergleich zu den Kontrolltieren gesteigert ist. Zur Analyse
wurden Tiere beider Linien, 4747 und 4743, im Alter von sechs und 17 Wochen getestet. Fiir
den ,,Open-field“-Test wurden Wildtyp- (n=40) und tg 4747- und tg 4743-Tiere (n= 25)
herangezogen (Abb. 3.20). Die Ergebnisse des ,Open-field“-Testes zeigten einige
Gemeinsamkeiten, aber auch einige Unterschiede im Verhalten von Kontroll- und transgenen
Tieren auf: So ist die zuriickgelegte Strecke und die Durchschnittsgeschwindigkeit fiir die
Gruppen etwa gleich. Werden jedoch die Parameter betrachtet, die mit der lokomotorischen
Aktivitdt zu tun haben, so sind Verdnderungen bei den transgenen Méusen im Vergleich zu
den Wildtyp-Méusen zu beobachten: So waren die Anzahl der Spriinge deutlich erhdht. Bei
den élteren Tieren zeigte sich, dass beide Geschlechter sich wesentlich weniger im Zentrum
der Box aufhielten, d.h. dass sie weniger in der Mitte salen bzw. die Mitte der Box
durchquert haben. Dies konnte darauf hindeuten, dass die &lteren transgenen Méuse mit der
Zeit ein vermindertes Gehor besitzen und somit thre Umgebung schlechter wahrnehmen
konnen. Dies korreliert auch mit den beobachteten Anféllen. Je dlter die Mause wurden, traten

die Anfille nicht mehr so hdufig auf wie in den ersten Lebenswochen.
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Abb. 3.20: Ergebnisse des ,,Open-field“-Verhaltenstests mit sechs bzw. 17 Monate alten Thy-1 CGT
Mausen. Darstellung von Teilergebnissen der Wildtyp- (wt) und der transgenen Tieren (tg), die fiir fiinf Minuten
in der ,,Open field“-Box beobachtet wurden. Tiere im Alter von 45 Tagen (sechs Wochen; blaue Balken) und
120 Tagen (17 Wochen; rote Balken) wurden analysiert. Es sind jeweils die Mittelwerte mit ANOVA mit
anschliefendem Fischer LSD-Test ausgewertet worden. Die Fehlerbalken stellen die errechneten Standardfehler

(x +/- SEM; n=25-40) dar. Ein Stern signalisiert einen statistisch signifikanten Unterschied (t-Test, *=p < 0.05).
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3.2.3 Induktion und Bestimmung der c-Fos-Expression im Colliculus inferior bei Thy-
1-CGT-Mausen

Ein spezieller Bereich im Gehirn ist fiir die Verarbeitung und Weiterleitung von akustischen
Signalen verantwortlich. Dieser Bereich wird Colliculus inferior genannt und befindet sich
zwischen Kleinhirn und Cortex. Im Colliculus inferior werden erregende und hemmende
Signale von den Neuronen der Horbahn und der Horrinde verarbeitet. Der zentrale Bereich
hat eine tonotope Organisation, wobei die Frequenzachse von dorsal nach ventral verlauft,
also von tiefen zu hohen Frequenzen. Faingold zeigte, dass der Colliculus inferior eine
zentrale Rolle bei der Induktion von audiogenen Anfillen spielt (Faingold, 2002). Wie schon
in der in situ-Hybridisierung zu sehen war, wird das CGT-Transgen stark im Bereich des
Colliculus inferior exprimiert (Abb. 3.21 A). Um die durch Anfille induzierte Hyperaktivitit
der Neuronen im Colliculus inferior sichtbar zu machen, wurde die Expression des c-fos-
Genes in den transgenen Miusen analysiert. c-Fos ist ein Proto-Onkogen, das zur Familie der
»~immediate early genes“-Transkriptionsfaktoren gehdrt. Die Transkription von c-fos ist bei
neuronaler Aktivitdt stark hochreguliert und wird daher als Marker flir neuronale Aktivitét
eingesetzt (Bullit, 1990; Klein et al., 2004). Fiir diese Analyse wurden die Méuse gewéhlt, die
nach dem akustischen Reiz das unkontrollierte Hin- und Herlaufen zeigten, aber nicht starben,
sowie Mdiuse, die keinem Reiz ausgesetzt waren. Eine Stunde nach dem Anfall wurden die
Tiere perfundiert und Kryoschnitte von 12-14 um Dicke angefertigt. Uber c-Fos-
Immunhistochemie wurde die Anzahl der c-Fos-positiven Zellen bestimmt. Die transgenen
Mause, die nicht dem akustischen Reiz ausgesetzt waren, zeigten bereits eine signifikant
verdoppelte Anzahl der c-Fos-exprimierenden Neuronen im Colliculus inferior im Vergleich
zum Wildtyp-Tieren. Eine Stunde nach dem Schliisselklirren war die Anzahl bei den

transgenen Mdusen der c-Fos-positiven Zellen sogar um das sechsfache erhoht (Abb. 3.21 B).
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Abb. 3.21: c-Fos-Immunhistochemie des Colliculus inferior. In A ist die c-Fos Expression (schwarze Punkte)
in den transgenen Méusen (CGT-tg) nach einem akustischen Reiz zu sehen. Nach einer Stunde des Reizes
wurden die Tiere, die mit Anfillen reagiert haben, mittels c-Fos Immunhistochemie (1:3000) analysiert.
Zusétzlich wurden auch Tiere untersucht, die dem akustischen Reiz nicht ausgesetzt waren. In B ist die
Quantifizierung von c-Fos-positiven Zellen/mm* dargestellt. Audiogener Stress n=6; ohne audiogenen Stress

n=3. Der MaB}stabsbalken entspricht 100 pm (I-III), 50 um (IV-VI).

Da sowohl das Transgen CGT als auch c-Fos im Colliculus inferior bei den transgenen Tieren
hochreguliert ist, wurde eine in situ-Hybridisierung mit der CGT-RNA-Sonde und eine
anschlieende c-Fos-Immunhistochemie durchgefiihrt. So konnte festgestellt werden, ob die
transgenen CGT-exprimierenden Zellen gleichzeitig c-Fos-positiv sind. Fiir diese
Untersuchung wurden ebenso wie bei der Analyse der c-Fos-Expression 120 Tage alte Méuse
genommen, die einem akustischen Reiz unterzogen worden waren. In der Abbildung 3.22 A
ist zu sehen, dass bei den transgenen Tieren die CGT-exprimierenden Zellen nahezu alle c-
Fos positiv sind. Zwei Drittel der c-Fos-markierten Zellen exprimiert das Transgen CGT. Dies
lasst vermuten, dass ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression von CGT und dem

hoch regulierten c-Fos besteht.
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Abb. 3.22: In situ-Hybridisierung mit c-Fos-Immunhistochemie im Colliculus inferior. In A sind die
Féarbungen mit der CGT-RNA-Sonde und dem c-Fos-Antikorper (1:3000) zu sehen, jeweils von Thy-1-CGT-
und Wildtyp-Méausen. Der Malistabbalken entspricht 50 pm (I-1I), 20 um (III-IV). In B ist die Auszéhlung (n=6)

der CGT- und c-Fos-positiven Zellen im Bereich des Colliculus inferior abgebildet.

3.2.4 Isolierung von Lipiden aus Thy-1-CGT-Mausen und Analyse des Sulfatid-
Gehalts in der neuronalen Plasmamembran

Die bereits festgestellte gesteigerte Expression von CGT konnte unter anderem der Grund fiir
das verdnderte Verhalten der Thy-1-CGT-Maduse sein. Die gesteigerte Expression an CGT
filhrt eventuell zu einem erhohten Gehalt an GalCer und/oder Sulfatid und hat somit einen
Effekt auf die elektrophysiologischen Eigenschaften der Neuronen der transgenen Mause.

Daher wurde eine Lipid-Analyse der neuronalen Plasmamembranen durchgefiihrt. Da jedoch
ein groBer Anteil von GalCer und Sulfatid im Gehirn aus dem Myelin stammt, wurde
zunichst die neuronale Plasmamembran durch ein modifiziertes zwei-Stufen-Zentrifugations-
Protokoll isoliert. Dabei wurde im ersten Gradienten das Myelin entfernt und im zweiten
Gradienten die Plasmamembran gewonnen. Mittels Western-Blot-Analyse konnte gezeigt
werden, dass das Myelin entfernt worden ist. Hierzu wurde der MBP-(Myelin basisches
Protein) Antikdrper verwendet. Die Anreicherung der Plasmamembran (PM) wurde mit dem
Na'/K'-ATPase-Antikorper kontrolliert (Abb. 3.23 A). Die extrahierten Lipide der
Plasmamembran wurden mittels TLC (Abb. 3.23 B) und ESI-MS (Abb. 3.24 A-B) untersucht.
Fiir diese Analyse wurden Gehirne von 120 Tage und 18 Monate alten Thy-1 CGT Méiusen

verwendet.
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Abb. 3.23: Western-Blot und Lipid-Analyse des Gehirns von Thy-1-CGT-transgenen Mausen. A: 50 pg
Protein aus dem Homogenat (H) und der Plasmamembran (PM) Isolierung wurden aufgetragen und die
Anreicherung der PM mit Na'/K'-ATPase-Antikdrper (1:1000) und die Entfernung von Myelin mit MBP-
Antikdrper (1:5000) nachgewiesen. B: Gesamtlipide (normiert auf Cholesterol) aus der PM und dem Homogenat
wurden isoliert und mittels HPTLC-Platten im Laufmittel Chloroform/Methanol/dH,O im Verhéiltnis 65:25:4
analysiert. Die entsprechenden Standards wurden auf der gleichen Diinnschicht-Platte aufgetragen. Insgesamt
wurden je Genotyp n=3 Tiere analysiert. GalCer = Galaktosylceramid, PE = Phosphatidylethanolamin,
PC = Phosphatidylcholin; SM = Sphingomyelin; der Pfeil zeigt C18:0 GalCer an.

Wie in der TLC zu sehen, ist C18:0-GalCer in der Plasmamembran-Fraktion angereichert
(Abb. 3.23 B, Pfeil). Weiterhin ist vor allem die untere Sulfatid-Bande, die C18:0 Sulfatid
beinhaltet, gesteigert. Eine genaue Bestimmung der Sulfatid-Spezies wurde mit Hilfe der ESI-
MS durchgefiihrt (Abb. 3.24). Die Zugabe des internen C12:0-Sulfatid-Standard
(1111 pmol/~200mg Feuchtgewicht) erlaubte eine Quantifizierung. Die Massen-Spektren
zeigen bei den transgenen Mausen einen deutlichen Anstieg an C18:0 Sulfatid (Massen-Peak
bei 806.7 m/z). Die Quantifizierung zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den
transgenen und den Wildtyp-Tieren. In der Abbildung 3.24 B ist die Quantifizierung iiber den
internen Standard dargestellt. Allerdings konnte kein Unterschied zwischen den jungen und

den alten transgenen Tieren festgestellt werden.
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Abb. 3.24: Quantitative Bestimmung der Sulfatid-Spezies in der Plasmamembran von Thy-1-CGT-
Mausen. A: Reprisentative ESI-Spektren der Plasmamembran- und Homogenat-Gesamtlipide. Die Lipide
wurden in Gegenwart von C12:0 Sulfatid-Standard (interner Standard, IS, 722.7 m/z) extrahiert und im
negativen Modus gemessen. Der Peak von 806.7 m/z entspricht einem Sulfatid mit einem C18:0-Fettsdurerest,
888.7 m/z entspricht einem Sulfatid mit einem C24:1-Fettsdurerest. B: Quantifizierung von Sulfatid mit einem
C18:0-, hydroxyliertem C18:0- und C24:1-Fettsdurerest in der Plasmamembran und im Homogenat von 120

Tage und 18 Monate alten transgenen Thy-1-CGT- und Wildtyp-Mausen. Die Massen-Peaks bei 834.7 m/z und
885.7 m/z wurden iber

(PS) und C38:4
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3.2.5 Analyse der Ganglioside von transgenen Thy-1-CGT-Mausen

In der Literatur wird beschrieben, dass letale audiogene Anfélle mit einer Verdnderung des
Sphingolipid-Metabolismus einhergehen. Méuse, die ausschlieBlich das Gangliosid GM3
synthetisieren, zeigten eine dhnliche Sensitivitdt gegeniiber akustischer Stimulation wie die
transgenen Thy-1-CGT-Méuse (Kawai et al., 2001). Daher wurde der Gangliosid-Gehalt der
Gehirn-Bereiche Colliculus inferior, Cortex, Kleinhirn und Stammbhirn der transgenen Mause
untersucht. Hierzu wurden jeweils 120 Tage alte transgene und Wildtyp-Tiere verwendet. Die
Ganglioside wurden nach der Methode von Folch et al. (1957) mit anschlieBender
Aufreinigung der Ganglioside iiber eine Cl18-reversed-Phase-Kartusche (SEP-PAK;s,
Millipore) extrahiert und mittels Diinnschichtchromatographie aufgetrennt. Als Standard
wurden kommerziell erhiltliche Ganglioside verwendet. Abbildung 3.25 A zeigt
repriasentative Diinnschichtchromatographien der aufgereinigten Ganglioside. Eine Erhohung
an GM3 oder andere Gangliosiden konnte bei transgenen CGT-Médusen im Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen nicht festgestellt werden, weder im Colliculus inferior noch in den anderen

untersuchten Gehirnregionen.
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Abb. 3.25: Analyse der Ganglioside von transgenen Thy-1-CGT-Mausen. Ganglioside aus den Gehirn-
Bereichen des Colliculus inferior, Kleinhirn, Stammbhirn und Cortex von 120 Tage alten Miusen wurden isoliert
und mittels HPTLC-Platten aufgetrennt. A stellt eine Diinnschichtchromatographie (Laufmittel
Chloroform/Methanol/0,22% CaCl, 60:35:8) von zwei untersuchten Tieren pro Genotyp (n=2) dar, wéhrend die
quantitative Auswertung in B zu sehen ist. Die hier quantifizierten Ganglioside (GM1, GDla, GD1b, GT1b)

ergeben zusammen 100 %.

Des Weiteren wurde eine Lipid-Analyse der Sphingolipide des Cortex und des Colliculus
inferior von 120 Tage alten transgenen Maiusen und entsprechenden Wildtyp-Mausen
durchgefiihrt. Wie in der TLC zu erkennen ist (Abb. 3.26 A), fiihrt die transgene Expression
der CGT zu einer weiteren GalCer-Bande, die sich zwischen der nicht hydroxylierten (non-
fatty acid, NFA) und der hydroxylierten (high fatty acid, HFA) GalCer-Bande befindet (Abb.
3.26 A). Diese Bande wurde mit Hilfe von Massen-Spektrometrie identifiziert als C18:0-
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GalCer (Eckhardt et al., 2007). Die ESI-MS Untersuchung der kortikalen Lipide zeigte einen
erhohten C18:0-Sulfatid-Peak (Massen-Peak 806.7 m/z). Da Neuronen kein hydroxyliertes
C18:0-Sulfatid besitzen, spricht das Verhéltnis von nicht-hydroxyliertem zu hydroxyliertem
C18:0 dafiir, dass ein Anstieg an C18:0-Sulfatid vorhanden war (Abb. 3.26 B-C).
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Abb. 3.26: Lipid-Analyse des Cortex und des Colliculus inferior von 120 Tage alten Thy-1-CGT-Mausen.
A: Diinnschichtchromatographie der Gesamtlipide des Cortex und des Colliculus inferior von 120 Tage alten
transgenen und Wildtyp-Tieren als Kontrolle. Der Pfeil markiert C18:0-GalCer. Standards sind auf der rechten
Seite angezeigt: Chol=Cholesterol, GalCer=Galaktosylceramid, PE=Phosphotidylethanolamin,
PC= Phosphotidylcholin, SM= Sphingomyelin. B: ESI-MS Analyse der cortikalen Lipide. Gemessen im negativ
Modus. Der Peak von 806.7 m/z entspricht einem Sulfatid mit einem C18:0-Fettsdurerest, 888.7 m/z entspricht
einem Sulfatid mit einem C24:1-Fettsdurerest und 822.7 m/z entspricht hydroxylierten-C18:0-Sufatid (hC18:0-
Sulfatid). C: Quantifizierung von C18:0-, hC18:0- und C24:1 Sulfatid im Cortex und im Colliculus inferior von
120 Tage und 18 Monate alten transgenen Thy-1-CGT- und Wildtyp-Méusen. Die Massen-Peaks wurden im

Verhéltnis zueinander gesetzt, da kein interner Standard zugesetzt worden ist.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass der Anstieg an C18:0-GalCer und C18:0-Sulfatid der einzige
signifikante Unterschied in der Lipidzusammensetzung in transgenen Neuronen ist. Das weist
darauf hin, dass der erhohte GalCer- und/oder Sulfatid-Gehalt in der neuronalen
Plasmamembran der Grund fiir die Anfilligkeit gegeniiber akustischen Reizen ist, die

audiogene Anfille bei den transgenen Tieren ausldsen.

3.2.6 Lipid-Analyse der Plasmamembran von transgenen CGT-, CST- und CGT/CST-
Mausen

Um die Hypothese zu bestitigen, dass die transgenen CGT-Miuse aufgrund des erhdhten
Sulfatid-Gehalts empfindlich auf einen akustischen Reiz mit einem Anfall reagieren, wurde
versucht, in den Neuronen den Sulfatid-Gehalt zu steigern. Dies wurde erreicht durch
zusitzliches Einbringen eines weiteren Transgens, der Cerebrosid-Sulfotransferase (CST).
Die folgenden Experimente wurden mit transgenen Tieren durchgefiihrt, die einen gemischten
Hintergrund (C57BL/6 / 129 Ola) besitzen, da es nicht moglich war, reine transgene CST-
Maiuse mit C57BL/6 Hintergrund zu erhalten. Des Weiteren waren alle transgene CST-Mause
ASA-defizient. Diese Tiere wurden mit den transgenen CGT-Tieren verpaart und so CST-,
CGT und CGT/CST-doppelt-transgene Tiere generiert. Die so erhaltenen Miuse waren in
Bezug auf das ASA-Gen heterozygot und hatten einen gemischten Hintergrund von 75 %
CS57BL/6 und 25 % 129/0Ola. Die Heterozygotie des ASA-Gens hat keinen Effekt auf den
Sphingolipid -Gehalt. Es wurde keine Akkumulation von Sulfatid in heterozygoten ASA-
Tieren festgestellt (Stroobants et al., 2008).

Die Analyse der Lebenserwartungen bei den transgenen Maiusen, freundlicherweise
durchgefiihrt von Dr. M. Eckhardt, zeigte, dass die transgenen CST-Tiere eine normale
Lebensdauer hatten. Jedoch wiesen 10 % der transgenen CGT-Méuse mit dem genetisch
gemischten Hintergrund eine verkiirzte Lebensdauer auf (starben innerhalb der ersten zwolf
Monate). Allerdings zeigten die doppelt-transgenen CST/CGT-Maiuse innerhalb der ersten elf
Lebenswochen eine 50 %ige-Sterberate. Es wurde mit diesen transgenen CGT- und
CST/CGT-Tieren auf gemischtem Hintergrund ebenfalls eine akustische Stimulation
durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass diese transgenen-CGT Méuse mit dem genetisch
gemischten Hintergrund ebenso wie die mit C57BL/6-Hintergrund audiogene Anfille
bekommen. Allerdings starben keine transgenen CGT-Tiere auf gemischtem genetischen
Hintergrund als Antwort auf den akustischen Reiz. Im Gegensatz dazu starben fast 70 % der

transgenen doppel-CGT/CST-Méuse an auf die Anfélle folgendem Atemstillstand.
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Aufgrund dieser Ergebnisse, wurde eine Analyse der Plasmamembran von diesen transgenen
Miusen durchgefiihrt. Zunidchst erfolgte eine Uberpriifung der Aufreinigung der
Plasmamembran anhand einer Western-Blot-Analyse (Abb. 3.27 A). In der Abbildung des
Western-Blots ist eine erfolgreiche Anreicherung der Plasmamembran zu erkennen. Dies zeigt
sich zum einen durch ein verstirktes Western-Blot-Signal des Na'/K'-Kanal-Antikorper
(spezifischer Membran-Marker) bei den Plasmamembran-Proben und zum anderen weisen
diese Proben ein schwaches bis kein Signal des MBP-Antikorpers (spezifischer Myelin-
Marker) im Vergleich zu den Homogenat-Proben auf. Somit konnte ausgeschlossen werden,
dass die Plasmamembran-Proben durch Myelin kontaminiert sind.

Nach der Lipidextraktion wurden die Fraktionen der Plasmamembran und des Homogenates
tiber die TLC sowie mittels der ESI-MS analysiert.

Die Lipid-Analyse der isolierten Plasmamembran von den vier untersuchten Genotypen
(transgen-CST, transgen-CGT, transgen-CGT/CST und Wildtyp) zeigte eine vergleichbar
starke C18:0-—GalCer-Bande bei den transgenen CGT- und den transgenen CGT/CST-
Mausen (Abb. 3.27 B). Die ESI-MS-Daten zeigten, dass der C18:0-Sulfatid-Gehalt bei den
transgenen CGT-Miusen mit dem gemischten genetischen Hintergrund signifikant erhoht ist.
Jedoch liegt der C18:0-Sulfatid-Gehalt wesentlich hdher bei den doppelt transgenen-
CGT/CST-Maéusen im Vergleich zu den transgenen CGT-Méusen (Abb. 3.27 C, E). Bei den
transgenen CST-Tieren war keine Veranderung in der Lipidzusammensetzung zu finden.
Diese Daten zeigen eine deutliche Korrelation zwischen Empfindlichkeit gegeniiber

audiogenen Reizen und dem C18:0-Sulfatid-Gehalt in der Plasmamembran.
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Abb. 3.27: Aufreinigung und Lipid-Analyse der Plasmamembran von transgenen Mausen mit dem
gemischten Hintergrund C57BL/6 x 129 Ola. A: 50 pg Protein aus dem Homogenat (H) und der
Plasmamembran (PM)-Isolierung wurden aufgetragen und die Anreicherung der PM mit Na'/K'-ATPase-
Antikorper (1:1000) und die Entfernung von Myelin mit MBP-Antikoérper (1:5000) nachgewiesen. B: Die
Gesamtlipide der PM wurden mit Hilfe von HPTLC aufgetrennt. Der Pfeil zeigt C18:0-GalCer in der
angereicherten tg CGT- und tg CGT/CST-PM-Fraktion an. C: Reprisentatives ESI-Chromatogramm vom
Homogenat und der PM. Die Lipide wurden in Anwesenheit von einem internen C12:0-Sulfatid-Standard (IS)
extrahiert und im negativ Modus gemessen. Der Peak von 806.7 m/z entspricht einem Sulfatid mit einem C18:0-
Fettsdurerest, 888.7 m/z entspricht einem Sulfatid mit einem C24:1-Fettsdurerest Die Massen-Peaks bei 834.7
m/z und 885.7 m/z wurden iiber MS/MS-Fragmentierung als C40:6 Phosphatidylserin (PS) und C38:4
Phosphatidylinositol (PI) identifiziert. D-E: zeigen die Quantifizierung von C18:0- und C24:1 Sulfatid im
Homogenat (D) und in der PM (E) von den vier Genotypen Wildtyp (n=3), tg CST (n=3), tg CGT (n=6) und tg
CGT/CST (n=6).
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3.2.7 Zusammenfassung der Ergebnisse der biochemischen und ESI-MS
Untersuchungen an den transgenen Thy-1-CGT-Mausen

Die biochemischen Untersuchungen sowie die Analyse der Sulfatid-Spezies mittels ESI-MS
zeigten, dass die transgenen Thy-1-CGT-Miuse GalCer und Sulfatid in Neuronen
synthetisierten sowie eine erhohte Sterblichkeitsrate besitzen.

Beobachtungen zeigten, dass die transgenen CGT-Méduse sehr empfindlich gegeniiber
akustischer Stimulation waren, die teilweise zu letalen audiogenen Anféllen fiihrte.

Mittels c-Fos-Immunhistochemie wurde eine erhohte neuronale Aktivitdt im Bereich des
Colliculus inferior nachgewiesen.

Analysen der neuronalen Plasmamembran von transgenen CGT-Maidusen lieBen einen
erhohten GalCer und C18:0-Sulfatid-Gehalt erkennen.

Dieser gesteigerte C18:0-Sulfatid-Gehalt korreliert mit letalen.
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3.3 Invitro Zellkulturversuche an der Cerebrosid-Sulfotransferase (CST)

Die Cerebrosid-Sulfotransferase (CST) ist ein Typ II-Transmembran-Protein, das eine
Sulfatgruppe auf Galaktose transferiert. Eine Akkumulation von Sulfatid, hervorgerufen durch
einen Defekt des Enzyms Arylsulfatase A (ASA), fiihrt zur metachromatischen
Leukodystrophie (MLD), einer lysosomalen Speicherkrankheit. Eine wirkungsvolle Therapie
ist bis jetzt noch nicht gegeben. Eine mogliche Option, um MLD zu behandeln, ist die
Inhibition des Enzyms CST. Daher sollte die Produktion einer grofen Menge an CST
ermoglichen, eine Struktur-Analyse durchzufiihren und nach moglichen Inhibitoren der CST
zu suchen.

Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit verschiedene CST-Fusions-Proteine hergestellt, um
nicht-membrangebundene CST in eukaryontischen Zelllinien zu exprimieren. Die Enzyme
sollten aus dem Kulturiiberstand dieser Zelllinien gereinigt und fiir strukturelle und
funktionelle Analysen eingesetzt werden.

Die verschiedenen CST-Konstrukte wurden sowohl biochemisch sowie auf ihre subzellulédre

Lokalisation hin untersucht.

3.3.1 Biochemische Analyse von CST-Fusions-Proteinen

Um das Enzym CST aus dem Kulturiiberstand isolieren zu konnen, wurde zunéchst die
Transmembran-Doméne entfernt. Diese 10sliche CST wurde allerdings nicht in den
Kulturiiberstand sezerniert, sondern verblieb weiterhin in der Zelle. Daraufthin wurden
verschiedene CST-Konstrukte erstellt, die jeweils ausgehend vom N-Terminus um weitere
neun Basenpaare verkiirzt und mit einem IL-2-Signalpeptid versehen waren (siche
Plasmidkarten im Anhang). All diesen Konstrukten fehlt ebenso die Transmembran-Doméne
(Abb. 3.28). Die so erhaltenen CST-Konstrukte, genannt pEF-39CST, pEF-42CST, pEF-
45CST, pEF-48CST, pEF-51CST wurden biochemisch untersucht (die Zahl gibt jeweils an,
an welcher Aminosédure-Position des CST-Wildtyp-Proteins die CST-Mutante anfangt).
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Abb. 3.28: Schematische Darstellung der CST-Konstrukte. Die Aminosdure-Position des jeweiligen Anfangs
der CST-Konstrukte nach der Transmembran-Doméne (TM) ist gezeigt. Unterstrichen ist die entfernte
Transmembran-Doméne. Die Pfeile und die Zahlen geben jeweils an, an welcher Aminoséure-Position des CST-

Proteins der Beginn der Mutanten ist. KD= katalytische Doméne.

Hierfiir wurden diese in CHO-KI (Chinese hamster ovary; Wildtyp)-Zellen transfiziert. Nach
72 h wurde der Kulturiiberstand entnommen und die Zellen lysiert. Die Proteine des Zelllysats
der transfizierten CHO-Zellen sowie der Kulturiiberstand wurden iiber eine SDS-PAGE
aufgetrennt und nach dem Western-Blot-Verfahren weiterbehandelt. Mit Hilfe des
polyklonalen CST-Antiserums ST2 (Yaghootfam et al., 2007) wurde die CST-Expression
nachgewiesen. Als positive Kontrolle dienten CHO-Sulf Zellen. Diese Linie exprimiert
zusitzlich zur Ceramidgalaktosyltransferase (CGT) stabil die CST (Eckhardt et al., 2002). Im
Anschluss daran wurde ein radioaktiver Aktivitits-Assay mit den CST-Proben durchgefiihrt,
um festzustellen, ob die verkiirzten CST-Konstrukte noch Aktivitit besitzen. Hierbei wurden
die Proben mit [*>S]PAPS and Galaktocerebrosid inkubiert. Das Produkt wurde iiber HPTLC
aufgetrennt und mittels Phosphoimager detektiert. Die Western-Blot- Analyse zeigt, dass die
verschiedenen CST-Konstrukte exprimiert werden und sowohl im Lysat als auch im
Kulturiiberstand nachweisbar sind. Allerdings laufen die CST-Banden, die aus dem
Kulturiiberstand stammen, etwas hoher als die in den dazugehorigen Lysaten. Dies ist
moglicherweise auf eine Glykosylierung der im Kulturiiberstand befindlichen CST-Proteine
zurlickzufiihren. Die Lysat-Banden zeigen ein wesentlich deutlicheres Signal als die CST-
Banden aus dem Kulturiiberstand. Daher ist davon auszugehen, dass nur ein geringer Teil des
CST-Proteins in den Kulturiiberstand sezerniert wurde. Des Weiteren konnte nachgewiesen
werden, dass die CST-Fusions-Proteine alle noch Aktivitit besitzen. Auffillig war jedoch,
dass aufler der 39CST keine andere CST mehr Aktivitit im Kulturiiberstand zeigte. Daher
wurde nur von der 39CST eine stabile Zelllinie von CHO-K1 Zellen angelegt, die fiir weitere

Untersuchungen wie subzelluldre Lokalisation (Abs. 3.3.2-4) verwendet worden ist.
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Abb. 3.29: Expression der CST-Konstrukte und deren Aktivitats-Nachweis. CHO-K1-Zellen, die mit den
fiinf CST-Konstrukten transfiziert worden waren, wurden nach ca. 72 h fiir die Western-Blot-Analyse (A) und
den Aktivitits-Nachweis (B) aufbereitet. A: Die Proteine in dem Gesamt-Zelllysat (Ly) und dem
Kulturiiberstand (Medium — M) wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt (jeweils 1/10 vom Gesamtvolumen
aufgetragen) und die CST mit dem ST2 Antiserum (1:5000) detektiert. Das Molekulargewicht der CST betrigt
ca. 54 kDa.

B: Die Aliquots, 10 pl des Kulturiiberstands und 10 pl des Zelllysates (5 pug Protein) wurden mit [**S]PAPS und
Galaktocerebrosid im Standard-CST-Assay inkubiert. Das Sulfatid wurde mittels HPTLC aufgetrennt und durch
den Gebrauch des Phospholmager nachgewiesen. Als positive Kontrolle dienten die Wildtyp-CST und CHO-
Sulf-Zellen.

Aufgrund der Tatsache, dass die Expression der ‘verkiirzten” CST’s in den Zellen nicht den
gewiinschten Effekt hatte, groBere Mengen in den Kulturiiberstand zu sezernieren, wurden
weitere Fusions-Konstrukte erstellt. Diesbeziiglich wurden Plasmide konstruiert, welche zur
Expression der Fusionsproteine AChE-Furin-ICST und -Seap-Furin-ICST fiihrten. Diese
Zusidtze an die 16sliche CST (ohne Transmembran Domine), wie die vollstindigen Proteine
AChE (Acetylcholinesterase) und Seap (sekretorische alkalische Phosphatase) wurden
gewdhlt, da von ihnen bekannt ist, dass sie in den Kulturiiberstand sezerniert werden.
Zusitzlich war eine Furinschnittstelle zwischen AChE bzw. Seap und CST eingebaut. Dies
diente dazu, das Furin als Endoprotease an dieser Schnittstelle, AChE bzw. Seap von der CST
intrazelluldr abspaltet und somit kein Fusionsprotein mehr vorliegt.

Diese Konstrukte wurden ebenso auf Expression und Sekretion hin untersucht. Als positive
Kontrolle dienten wiederum CHO-Sulf-Zellen wie auch das Konstrukt mit der ldslichen
verkiirzten CST (s.0.), 39CST. Wie in der Abbildung 3.30 zu sehen ist, werden die
verschiedenen Fusionsproteine in den transfizierten Zellen exprimiert, jedoch war keine

Sekretion in den Kulturiiberstand bei AChE-ICST und Seap-ICST zu erkennen. Es hat somit
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keine wesentliche Verschiebung des Proteins in den Kulturiiberstand stattgefunden und der

Grofteil der Proteine verblieb weiterhin in der Zelle.

f = 55kDa
| ‘ . ‘ «— CST (54kDa)
2 5 =

= 43kDa

LyIM LylM Ly M LylM Lyll‘u‘l
AchE-CST Seap-CST 39CST untr.Zellen | pos. Kontrolle

Abb. 3.30: Expressions-Nachweis der Fusionsproteine im Lysat von CHO-K1-Zellen. 72 h nach der
Transfektion wurde Lysat aus den transient transfizierten Zellen hergestellt und je Spur 1/10 des
Gesamtvolumens vom Kulturiiberstand (Medium-M) und dem Lysat (Ly) aufgetragen. Die Detektion der CST
erfolgte mit dem ST2-Antiserum (1:5000), das die CST erkennt, welche ein Molekulargewicht von ca. 54 kDa
hat.

3.3.2 Analyse von MAL und PLP als mogliche Transporter der CST

Die vorangegangen Untersuchungen zeigten, dass das 16sliche Enzym CST zum groBten Teil
in der Zelle verbleibt und nicht in den Zellkultur-Uberstand sezerniert wird, obwohl
verschiedene Fusions-Konstrukte erstellt worden sind. Es stellt sich nun die Frage, ob es einen
Faktor gibt, der das Enzym in der Zelle zuriickhélt. Mdglicherweise wird ein weiteres Protein
fiir den Transport benotigt. Denkbare Transport-Lipoproteine, die bereits in der Literatur
beschrieben worden sind, sind zum einen das Proteolipidprotein (PLP) und das Myelin und
Lymphozyt Protein (MAL).

Anhand von Immunfluoreszenz-Untersuchungen sollte getestet werden, ob eine Co-
Transfektion von MAL bzw. PLP mit CST eine Co-Lokalisation hervorruft. Dazu wurden die
codierende Sequenz von PLP bzw. MAL mit einem C-terminalen HA-Markierung in den
pcDNA3-Vektor kloniert und dieses Fusionsprotein zusammen mit der CST transfiziert. Die
CST wurde mit dem ST2-Antiserum und die Fusionsproteine iiber die HA-Markierung in der
Immunfluoreszenz detektiert. Zur genaueren Bestimmung der Lokalisation wurden die MAL-
und PLP-kodierenden Plasmide sowohl in CHO-K1-Zellen wie auch in die stabile CST-
Zelllinie 39CST-CHO transfiziert (Abs. 3.3.1).

In der Abbildung 3.31 A ist zundchst die CST mit einem griin fluoreszierenden sekundéren
Antikdrper nachgewiesen. In den folgenden Bildern ist das Fusions-Protein MAL-HA in
CHO-K1-Zellen (B) und in der stabilen 39CST-CHO-Zelllinie (C) mit Hilfe des 12CAS5-
Antikorpers gegen die HA-Markierung gezeigt. In den unteren Bildern sind die Co-Féarbungen
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des MAL-HA-Proteins mit der CST gezeigt. Zuerst ist die Co-Farbung von MAL-HA in der
stabilen CST-Zelllinie gezeigt (D) und dann folgt die Co-Firbung von MAL-HA co-
transfiziert mit dem 39CST-Protein in CHO-K1-Zellen (E).

Diese Versuche wurden ebenfalls mit PLP durchgefiihrt. Zunéchst ist in der Abbildung 3.32
wieder die CST nachgewiesen (A), dann das PLP-HA-Protein in den CHO-K1- (B) und in den
39CST-CHO-Zellen (C). Ebenso wurde eine Co-Transfektion von PLP-HA mit 39CST
durchgefiihrt. In D ist die Farbung von PLP-HA in den 39CST-CHO-Zellen zu sehen und in E
die Co-Transfektion von PLP-HA und 39CST.

Sowohl bei der mit MAL wie auch bei der mit PLP durchgefiihrten Immunfluoreszenz zeigte
sich, dass es zu keiner Verdnderung der Lokalisation des CST-Proteins kommt. Die
CSTbefindet sich im Endoplasmatischen Retikulum (ER), wie in den Abbildungen 3.31 &
3.32 zu sehen ist. Eine Co-Lokalisation von MAL bzw. PLP mit CST ist nicht zu beobachten.

Somit kommen diese Proteine nicht als mdgliche Transporter-Faktoren fiir die CST in Frage.
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Abb. 3.31: Co-Farbung der CST mit MAL-HA in CHO-K1- und 39CST-CHO-Zellen. A zeigt die mit der
39CST stabil transfizierten Zellen (39CST-CHO), in denen die CST mit dem - Antiserum (griin; 1:500) gefarbt
ist. B-C ist die Expression von MAL-HA (12CA5-Antikorper gegen die HA-Markierung; rot; 1:500) jeweils in
CHO-K1- (B) und in 39CST stabil transfizierten CHO-Zellen (C) dargestellt. D-E zeigen eine Doppelfarbung
des Fusionsproteins MAL-HA in der 39CST-CHO-Zelllinie (D), in der die CST mit dem Antiserum ST2
angefirbt ist. E zeigt eine Co-Transfektion von MAL-HA und 39CST in CHO-K 1-Zellen. Die Uberlagerung der
einzelnen Bilder ist mit zusatzlicher DAPI-Kernfarbung (1:500) erkennbar. Maf3stabsbalken: 20 pm. Dargestellt
ist ein représentatives Ergebnis von insgesamt drei Versuchen. 39CST entspricht dem Konstrukt, 39CHO-Zellen

der stabilen Zelllinie.
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Abb. 3.32: Co-Farbung der CST mit PLP-HA in CHO-K1- und 39CST-CHO-Zellen. A zeigt die mit der
39CST stabil transfizierten Zellen (39CST-CHO), in denen die CST mit dem ST2-Antiserum (griin; 1:500)
gefarbt ist. B-C ist die Expression von PLP-HA (12CAS5-Antikdrper gegen die HA-Markierung; rot; 1:500)
jeweils in CHO-K1- (B) und in 39CST stabil transfizierten CHO-Zellen (C) dargestellt. D-E zeigen eine
Doppelfarbung des Fusionsproteins PLP-HA in der stabilen 39CST-CHO-Zelllinie (D), in der die CST mit dem
Antiserum ST2 angefarbt ist. E zeigt eine Co-Transfektion von PLP-HA und 39CST in CHO-K1-Zellen. Die
Uberlagerung der einzelnen Bilder ist mit zusétzlicher DAPI-Kernfirbung (1:500) erkennbar. Mafstabsbalken:
20 um. Dargestellt ist ein reprdsentatives Ergebnis von insgesamt drei Versuchen. 39CST entspricht dem

Konstrukt, 39CHO-Zellen der stabilen Zelllinie.

Neben der Immunfluoreszenz-Untersuchung wurde ebenfalls eine Western-Blot-Analyse
durchgefiihrt, um festzustellen, ob beide Proteine, PLP (34 kDA) und MAL (17 kDa) mit der
richtigen Grofle exprimiert wurden. Die Inkubation mit dem ST2-Antiserum fiihrte zur

Detektion der CST, ein ca. 54 kDA grof3es Protein, und iiber den 12CAS5-Antikérper von PLP,
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das ca. 34 kDa grofl ist. Die Western-Blot-Membran wurde mit beiden Antikdrpern

zusammen inkubiert. Allerdings konnte MAL nicht detektiert werden.

== 55kDa
«—— (ST (54kDA)

= 34kDa PLP

<«—— MAL (17kDA)
w= 15kDa

39CSsT+
MAL

Abb. 3.33: Expression der CST, MAL und PLP. 48 h nach Transfektion wurde Zelllysat aus den
unterschiedlich transient transfizierten Zellen hergestellt und je Spur 50 pg Protein aufgetragen. Die Detektion
der CST erfolgte mit dem ST2-Antiserum (1:5000) und des PLP-HA mit dem 12CAS5-AK (10 pg/ml), der das
Fusionsprotein anhand der HA-Markierung erkennt. PLP-HA hat rechnerisch ein Molekulargewicht von 34
kDa. In der ersten Spur wurde das Lysat der untransfizierten CHO-K1-Zellen aufgetragen, in der zweiten und
dritten Spur CHO-K1-Zellen transfiziert mit PLP-HA und MAL-HA, in der vierten Bahn CHO-K1-Zellen
transfiziert mit PLP-HA und CST sowie in der letzen Bahn CHO-K1-Zellen transfiziert mit CST und MAL-HA.

3.3.3 Export- und Lokalisations-Untersuchung an dem Fusionsprotein DPPIV(TM)-
39CST

Um festzustellen, ob fiir den Export der CST der luminale Teil der CST oder eher die
Transmembran-Doméne verantwortlich ist, wurde ein CST-Plasmid hergestellt, in dem die
CST an ecine Domiéne eines Proteins fusioniert wird, von dem bekannt ist, dass es an der
Zelloberflache lokalisiert ist. Hierflir wurde die amino-terminale-Doméne der Transmembran-
Doméne (TM) des Plasmamembran-Proteins Dipeptidylpeptidase (DPPIV) verwendet. Die
DPPIV ist ein Typ II-Transmembran Protein und wird den Exopeptidasen zugeordnet. Von
Munro (1995) wurde gezeigt, dass Lysozym nach Kopplung an die TM-Domine der DPPIV
zur Plasmamembran transportiert wurde. Zusammen mit der l9slichen Form der 39CST und
einer HA-Markierung wurde daher ein Plasmid konstruiert, das das Fusionsprotein DPPIV
(TM)-39CST-HA kodiert (siche Plasmidkarte im Anhang). Durch dessen Lokalisations-
Bestimmung (mit Hilfe von Immunfluoreszenz) ist moglicherweise eine Aussage zu machen,
ob der luminale Teil der CST fiir die Retention im ER verantwortlich ist.

Zunichst erfolgte ein Expressions-Nachweis liber Western-Blot-Analyse mit Hilfe des ST2-
Antiserums und dem 12CAS5-Antikorper. Als positive Kontrollen dienten zum einen das
Zelllysat einer Uberexpression HA-markierter muriner CST (CST-HA) aus CHO-K1 Zellen

und zum anderen ein Lysat von den CHO-Sulf-Zellen.
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Abb. 3.34: Expressions-Nachweis der DPPIV(TM)-39CST-HA in CHO-K1 Zellen. 48 h nach der
Transfektion wurden die transfizierten Zellen lysiert und je Spur 50 pg Protein aufgetragen. Der Nachweis der
DPPIV(TM)-ICST-HA erfolgte zum einen mit dem 12CA5-AK (gegen die HA-Markierung; 1 ug) (A) und zum
anderen mit dem ST2-Antiserum (1:5000) (B). Als positive Kontrollen dienten die murine CST-HA und CHO-
Sulf-Zellen.

Sowohl mit dem ST2-Antiserum wie auch mit dem Antikorper gegen die HA-Markierung
konnte die DPPIV(TM)-39CST-HA auf Expressionsebene nachgewiesen werden.

Um zu iberpriifen, ob es zum Transport an die Plasmamembran kommt, wurde eine
Immunfluoreszenz-Analyse durchgefiihrt. Mit einem Antikorper gegen Calnexin, das im ER
lokalisiert ist, und mit dem Konstrukt CST;_3c-GFP, dass als Golgi-Marker dient, wurde eine
genaue zelluldre Lokalisation des Proteins ermdglicht. In Yaghootfam et al. (2007) wurde
gezeigt, dass das CST;_3-GFP-Fusionsprotein, das lediglich aus den ersten N-terminalen 36
Aminosduren der CST (die die Transmembran-Doméne beinhaltet) mit einem GFP-Tag
besteht, spezifisch im Golgi-Apparat lokalisiert ist. Zusétzlich wurde ein Fusionsprotein
erzeugt, das aus der TM-Domine des DPPIV und einem GFP-Signal besteht. Dies wurde als
Plasmamembran-Marker eingesetzt. Um eine Vergleichsmoglichkeit im Bezug auf die
Lokalisation der CST zu haben, wurde zusétzlich eine Immunfluoreszenz-Farbung mit CST-
HA als Kontrolle durchgefiihrt. In Abbildung 3.35 B ist eine deutliche Co-Lokalisation der
CST-HA mit Calnexin zu sehen. Zur besseren Darstellung des jeweiligen Lokalisation-Orts

der liberexprimierten Proteine wurden diese fiir sich allein in der Abbildung 3.35 aufgefiihrt.
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Abbildung 3.35 I zeigt eine deutliche Co-Lokalisation von DPPIV(TM)-39CST-HAund dem
ER Protein Calnexin in transient transfizierten CHO-K1-Zellen. Weitere Aufnahmen zeigten,
dass wie bei der CST-HA keine Anreicherung des Proteins im Golgi-Apparat festzustellen ist.
Ebenso konnte keine Co-Lokalisation zwischen der DPPIV(TM)-GFP und dem DPPIV(TM)-
39CST-HA ermittelt werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse und der aus den vorherigen Versuchen erhaltenden Daten wird
deutlich, dass ein starkes ER-Riickhaltesignal, das sich anscheinend in der katalytischen
Domiéne der CST befindet, vorhanden ist. Das Entfernen der Membran Doméne, sowie der
Austausch der Doméne mit vollstdndigen sekretorischen Proteinen (z.B. AChE, Seap) bzw.

Membran Doménen (z.B. DPPIV), bewirkte keine Verdnderung der zelluldren Lokalisation.

Abb. 3.35: Subzellulare Lokalisation des DPPIV(TM)-39CST-HA in CHO-K1-Zellen. A: zeigt die Golgi-
Lokalisation von CST;_35-GFP. In B ist CST-HA zu sehen. C-D sind Doppelfarbungen in CHO-K1-Zellen von
CST-HA (rot) mit Calnexin (griin)-C sowie CST; 3,-GFP (griin)-D. E zeigt das Fusionsprotein DPPIV-GFP und
F: DPPIV-ICST-HA (rot). G-I zeigt die Doppelfarbung von DPPIV(TM)-ICST-HA (rot) mit DPPIV(TM)-GFP
(G), mit CST,3-GFP (H) und mit dem ER-Marker Calnexin (I). MaBstabsbalken = 20 um. Die Uberlagerung
der einzelnen Bilder ist zusdtzlich mit DAPI-Kernfarbung (1:500) zu erkennen. Antikdrper-Verdiinnung:

Calnexin 1:300, 12CAS 1:500. Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis von vier Versuchen.
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3.3.4 Subzellulare Lokalisation der humanen Gal3-Sulfotransferase 1, 2 und 4

Aufgrund der Tatsache, dass die CST in der Zelle verbleibt und hauptsidchlich im ER
lokalisiert ist, wurde untersucht, ob zu der CST homologe Sulfotransferasen, bei einer
Uberexpression ebenso im ER verbleiben.

Die Familie der humanen Galaktose 3-0-Sulfotransferasen (Gal3ST) besteht aus vier
Mitgliedern: Gal3ST1 (Galaktose-3-O-Sulfotransferase 1; humane CST), Gal3ST2 (galf-
3GalNAc -3-O-Sulfotransferase 2), Gal3ST3 (galf-3GalNAc 3'-Sulfotransferase 3) und
Gal3ST4 (galB-3GaINAc 3'-O-Sulfotransferase). Diese vier sind verantwortlich fiir die
Sulfatierung von verschiedenen Akzeptor-Substraten. Sie katalysieren den Transfer von Sulfat
auf die C-3-Position des jeweiligen Substrates. GalCer und LacCer sind die Substrate von
Gal3ST1, N-3-Acetylgalaktosamin fiir Gal3ST2, N-3-Acetylgalaktosamin fiir Gal3ST3, und
N-Acetylglucosamin und N-Acetylgalaktosamin fiir Gal3ST4 (Seko et al., 2001)

Fiir die Analyse der subzelluliren Lokalisation der humanen Sulfotransferasen, wurden
Gal3ST1, Gal3ST2 und Gal3ST4 mit einer HA-Markierung versehen (sieche Plasmidkarte im
Anhang). Als positive Kontrolle wurde das Fusionsprotein CST-HA eingesetzt. Zundchst
wurde mittels Western-Blot-Methode die Expression der Sulfotransferasen nachgewiesen.
Dazu wurden Zelllysate aus den transfizierten CHO-K1 Zellen nach 48 h hergestellt. Die HA-
markierten Proteine wurden mit dem 12CAS5-Antikorper nachgewiesen. Es konnte von allen
drei Sulfotransferasen eine Proteinexpression festgestellt werden (Abb. 3.36). Das schwichere
Signal bei der Gal3ST2 stammt von einer geringeren Expressionsrate und konnte auch bei den

Immunfluoreszenz-Untersuchungen beobachtet werden.

— -

| Gal3ST1 | Gal3ST2 | Gal3ST4 |murine CST-HA|  untr.

Abb. 3.36: Western-Blot-Nachweis der humanen Sulfotransferasen Gal3ST1, Gal3ST2 und Gal3ST4. 48 h
nach der Transfektion wurden die transfizierten Zellen isoliert und je Spur 50 pg Protein aufgetragen. Der
Nachweis der Gal3ST-Konstrukte erfolgte wie in A zu sehen mit dem 12CAS5-Antikorper (gegen die HA-
Markierung; 10 pg/ml) gezeigt. Als positive Kontrolle diente CST-HA.

Im Anschluss daran erfolgte eine Immunfluoreszenz-Analyse, um festzustellen, wo die
Sulfotransferasen in der Zelle lokalisiert sind. Dafiir wurden die Fusionsproteine Gal3ST1-

HA, Gal3ST2-HA und Gal3ST4-HA in CHO-KI1-Zellen transfiziert. Zur genaueren
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Bestimmung der Lokalisation wurden Co-Féarbungen mit Calnexin, das im ER lokalisiert ist,
und mit dem Konstrukt CST;.36-GFP, das als Golgi-Marker dient, durchgefiihrt.

In Abbildung 3.37 sind beispielhaft die verschiedenen Doppelfarbungen dargestellt. Die
transient transfizierten Gal3ST-HA Fusionsproteine wurden mit Anti-HA-Antikdrper und
einem rot-fluoreszierenden Zweitantikorper angefirbt, wihrend die Farbung des ER—Proteins
mit einem griin-fluoreszierenden Zweitantikorper erfolgte. Die Golgi-Farbung ist mittels des
GFP-Signals des Konstrukt CST.36-GFP sichtbar. Die Ergebnisse der
Immunfluoreszenzanalyse zeigen, dass alle drei untersuchten Sulfotransferasen Gal3ST(1, 2,
4)-HA im ER lokalisiert sind (Abb. 3.37 C, E, G). Eine Lokalisation im Golgi Apparat ist nur
zum Teil vorhanden (Abb. 3.37 B, D, F). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass nicht nur die
CST im ER zuriickgehalten wird, sondern dies auch bei den &hnlich aufgebauten
Sulfotransferasen der Fall ist.

Die Ergebnisse lassen zusammengefasst vermuten, dass es noch einen weiteren

entscheidenden Faktor gibt, der fiir einen Weitertransport der Sulfotransferasen notig ist.
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Abb. 3.37: Co-Farbung der humanen Sulfotransferasen Gal3ST1, Gal3ST2 und Gal3St4 mit ER- und
Golgi-Proteinen. A: Golgi-Lokalisation von CST;_35-GFP. In B-G sind die Doppelfarbungen in CHO-K1-Zellen
von Gal3ST1-HA (rot) und CST,3,-GFP(griin)-B sowie Calnexin (griin)-C, D-E zeigt dies fiir Gal3ST2-HA, F-
G fiir Gal3ST4-HA mit Calnexin (griin; G) und CST,3:-GFP (griin; F). MaBstabsbalken= 20 um. Die
Uberlagerung der einzelnen Bilder ist zusitzlich mit DAPI-Kernfirbung (1:500) zu erkennen. Antikorper-
Verdiinnung: Calnexin 1:300, 12CA5 1:500. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von drei Versuchen.
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3.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zur subzellularen Lokalisation der CST

Die biochemischen Untersuchungen sowie die Immunfluoreszenz-Analyse mittels
verschiedenen subzelluliren Markern zeigten, dass durch die Entfernung der Membran-
Doméne und weitere Deletionen am N-Terminus der CST es zu keiner Sekretion in den
Zellkultur-Uberstand kam.

Es konnte zudem auch durch die Herstellung der Fusionsproteine AChE-Furin-ICST und
Seap-Furin-1CST keine gesteigerte Sekretion in den Zellkultur-Uberstand festgestellt werden.
Des Weiteren besitzen die Proteine PLP und MAL keinen Einfluss auf den Transport der
39CST aus dem ER.

AuBerdem konnte keine Verdnderung der Lokalisation des Fusionsproteins DPPIV(TM)-
39CST-HA festgestellt werden.

Die homologen humanen Sulfotransferasen befinden sich ebenso wie die murine CST, bei

einer Uberexpression in der Zelle, zum groBten Teil im ER.
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4. Diskussion

"Lysosomale Speicherkrankheiten" sind zuriickzufiihren auf Defekte von lysosomalen und
nicht-lysosomalen Proteinen, wodurch es zur Akkumulation von Komponenten (z. B. vom
Proteinen und Lipiden) kommt, die normalerweise in den Lysosomen abgebaut werden.
Besonders schwerwiegend ist die Akkumulation fehlerhaft abgebauter Proteine im
Nervensystem, da eine Fehlfunktion des Nervensystems stets mehrere Korperfunktionen
betrifft.

Eine bislang nicht behandelbare lysosomale Speicherkrankheit, die hauptsdchlich das
Nervensystem  betrifft, ist die metachromatische Leukodystrophie (MLD). Die
Funktionsschédigung liegt hierbei im lysosomalen Enzym Arylsulfatase A (ASA), das am
Abbau von 3-O-Sulfogalactosylceramid (Sulfatid) beteiligt ist. Sulfatid ist ein polares
Glykolipid, das hauptsdchlich in der Myelin-Scheide des Nervensystems vorkommt.
Aufgrund der ASA-Defizienz kommt es zu einer Akkumulation von Sulfatid in den
Lysosomen, wodurch eine progressive Demyelinisierung und des Weiteren charakteristische
neurologische Symptome auftreten.

Durch diese Arbeit sollten mit Hilfe verschiedener Maus-Modelle weitere Einblicke in die
MLD erhalten werden. Hierbei galt der Aufkldrung der Effekte durch Sulfatid-Akkumulation

ein besonderes Interesse.
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4.1  Sulfatid-Akkumulation in Neuronen von ASA- und ASA/ApoE-
defizienten Méausen

Zurzeit ist noch wenig bekannt, welchen Effekt eine erhdhte Sulfatid-Speicherung auf die
verschiedenen Zell-Funktionen hat. Durch die Herstellung eines ASA-defizienten
Mausmodells (Hess et al., 1996) wurden neue Moglichkeiten geschaffen, die
Speicherkrankheit auf zelluldrer und molekularer Ebene zu studieren und zu verstehen. ASA-
Knockout-Méuse sind unféhig, Sulfatid abzubauen und weisen eine intralysosomale
Lipidspeicherung auf. Die Lokalisation der Lipidspeicherung in den neuronalen und nicht-
neuronalen Geweben der Mause ist vergleichbar mit der bei MLD-Patienten beschriebenen
Lipidose (von Figura et al.,, 2001). Verschiedene Arbeitsgruppen konnten am MLD-
Mausmodell eine Sulfatid-Akkumulation in Astrozyten, Oligodendrozyten und Neuronen
nachweisen (Molinder-Melin et al., 2004; Wittke et al., 2004). AuBlerdem zeigten die
Purkinje- und Glia-Zellen im Kleinhirn morphologische Verdnderungen (D'Hooge et al.,
1999). Zudem wurde eine Demyelinisierung im akustischen Ganglion beobachtet, die im
Alter von 6 bis 12 Monaten auftritt (D'Hooge et al. 1999a; Coeven et al., 2001).
Erstaunlicherweise zeigen die ASA-Knockout-Tiere im Vergleich zu den MLD-Patienten aber
einen wesentlich milderen Phanotyp. Die Miuse haben eine normale Lebensdauer (vgl. Abb.
3.1) und zeigen auch keine weit verbreitete Demyelinisierung (Gieselmann et al., 1998).
Sulfatid kommt zwar iiberwiegend in der Myelin-Scheide der Axone vor, seine de novo-
Synthese erfolgt aber in den Oligodendrozyten (Svennerholm et al., 1992; Vos et al., 1990).
Sulfatid wurde allerdings auch innerhalb von Neuronen gefunden (Raghavan & Kanfer, 1972;
Wittke et al., 2004). Auf welche Weise Sulfatid zu den Neuronen gelangt oder ob es dort
endogen synthetisiert wird, ist noch nicht gekldrt. Han und Kollegen beschrieben in diesem
Zusammenhang ein denkbares Modell, mit dem sie postulieren, dass der Transport von
Sulfatid iiber das ApoE-enthaltende HDL-Lipoprotein (high density lipoprotein-like
lipoprotein) erfolgt (Han et al., 2003 und 2007). ApoE-assoziierte Lipoprotein-Partikel
werden von den Astrozyten freigegeben und nehmen nach diesem Modell Sulfatid von der
Myelin-Scheide iiber einen sogenannten ,,kiss and run“-Mechanismus auf. Mittels Endozytose
durch den iiberwiegend in den Neuronen exprimierten LDL (low density lipoprotein)—
Rezeptor oder den LDL related-Protein-Rezeptor kénnen die ApoE-assoziierten Lipoprotein-
Partikel, die Sulfatid enthalten, in die Neuronen aufgenommen werden (Han et al., 2007;

Cheng et al., 2008).
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Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Sulfatid-Akkumulation in den Neuronen von ASA-
und ASA/ApoE-Knockout-Mausen. Dabei sollte genau untersucht werden, ob eine ApoE-
Defizienz einen Effekt auf die neuronale Sulfatid-Anreicherung hat.

Die hierzu erzeugten Doppel-Knockout-Méuse sollten im Vergleich mit ASA-Knockout-
Maiusen Aufschluss dariiber geben, ob der Sulfatid-Transport in die Neuronen mittels des
ApoE-Proteins erfolgt.

Die Doppel-Knockout-Méuse zeigten gegeniiber ASA-Knockout-Mdusen keinen deutlichen
Unterschied in der Lebenszeit. Jedoch war die maximale Lebenszeit bei beiden Knockout-
Stammen im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren verkiirzt. Wenige Tiere wurden dlter als
anderthalb Jahre. Die ApoE-Defizienz scheint dabei keine Auswirkungen auf den fritheren
Tod der Tiere zu haben, denn Kontrolltiere mit ApoE-Defizienz iiberleben im Vergleich zu
den Wildtyp-Tieren ebenso lang.

Die Lipidanalyse des Gesamtgehirns und des Cortex mittels TLC ergab im Alter von einem
Jahr zunichst keine relevante Erhdhung des Sulfatid-Gehalts in den ASA- und ASA/ApoE-
Knockout-Miusen. Wie literaturgemdll zu erwarten war (Gieselmann et al., 1998;
Yaghootfam et al., 2005), zeigte die Lipidanalyse des Cortex und des restlichen Gehirns bei
ASA-Knockout-Mdusen im Alter von 18-24 Monaten einen signifikant erhdten
Sulfatidgehalt. Dies wurde ebenfalls bei den ASA/ApoE-Knockout-Stimmen im Alter von
18-24 Monaten festgestellt. Ein wesentlicher Unterschied in der Sulfatidmenge zwischen
ASA- und ASA/ApoE-Knockout-Médusen war jedoch nicht vorhanden. Um das in der
Diinnschichtchromatographie erkennbare Sulfatid besser quantifizieren zu konnen, wurde die
ESI-MS-Technik verwendet. AuBlerdem gab es Anhaltspunkte dafiir, dass verschiedene
Sulfatid-Spezies in unterschiedlichen Zellen vorkommen. So kommt Sulfatid mit kurzkettigen
Fettsduren verstirkt in Astrozyten und in Neuronen vor (Isaac et al., 2006), langkettiges
Sulfatid hingegen im Myelin (Vos et al., 1994). Eine genaue Untersuchung mit Hilfe des ESI-
MS konnte eine prizise Zusammensetzung der Sulfatid-Spezies und der Menge an Sulfatid in
den beiden untersuchten Bereichen liefern. Die Ergebnisse der Diinnschichtchromatographie
konnten massenspektrometrisch bestétigt werden. Dabei stellte sich heraus, dass C24:1-
kettiges Sulfatid ebenso wie C18:0-kettiges Sulfatid im gesamten Gehirn signifikant erhoht
waren. Aufgrund der wesentlich besseren Auftrennung der Sulfatidspezies mit Hilfe der ESI-
MS-Technik war bereits im Alter von einem Jahr ein erhohter Gehalt an C18:0-kettigem
Sulfatid im Cortex festzustellen. Dazu ist es erwidhnenswert, dass die subzelluldre
Lokalisation der Glykosphingolipide ihre Fettsduren-Kettenldnge bestimmt, d. h. die

Zuckerreste bleiben stets konstant, wohingegen die Fettsduren-Kettenlingen innerhalb
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desselben Molekiils variieren konnen (Isaac et al., 2006). Das Sulfatid der Myelinscheiden hat
beispielsweise mehrheitlich langkettige Fettsduren (Vos et al.,, 1994). Daher konnte der
erhohte C24:1-Sulfatid-Wert im Cortex und im restlichen Gehirn bei den ASA- und
ASA/ApoE-Knockout-Méusen aus dem Myelin stammen. Diese Vermutung wird bestétigt
durch bereits durchgefiihrte Analysen an den ASA-Knockout-Mausen, die zeigten, dass eine
Akkumulation von Sulfatid im Myelin von Oligodendrozyten und Schwann-Zellen zu finden
ist (Coenen et al., 2001; Taylor et al., 2002; Saravanan et al., 2007). Passend hierzu wurde
innerhalb von Astrozyten und Neuronen Sulfatid gefunden, das vorherrschend eine
Stearinsdure (C18:0) besitzt (Bertson et al., 1998; Issac et al., 2002, Pernber et al., 2004). Dies
und die Ergebnisse aus der ESI-MS lassen darauf schlieBen, dass der gemessene erhohte
C18:0-Sulfatid-Gehalt auf eine Akkumulation von Sulfatid innerhalb von Neuronen
zuriickzufilhren ist. Verschiedene Studien an ASA-Knockout-Miusen bestitigen diese
Vermutung, denn immunhistochemische und histochemische Analysen zeigten eine massive
Anreicherung an Sulfatid in Neuronen und auch in Astrozyten bei ASA-defizienten Mausen.
(Hess et al., 1996; Molander-Melin et al., 2004; Wittke et al., 2004, eigene Beobachtungen).
Es ist daher davon auszugehen, dass ein grofer Anteil des C18:0-kettigen Sulfatids von den
Neuronen stammt und diese unter normalen Bedingungen Sulfatid selbst synthetisieren.
Solange jedoch das entsprechende Abbau-Enzym, in diesem Fall ASA, vorhanden ist, kommt
es nicht zu einer Sulfatid-Anreicherung. Indessen sollte jedoch beriicksichtigt werden, dass
kurzkettige Fettsduren von Sulfatid in frithen Stadien der Myelinisierung zu finden sind (von
Figura et al., 2001) und das Sulfatid mittels eines Transportproteins, z. B. durch das ApoE-
Protein, zu den Neuronen transportiert werden kdnnte (Han et al., 2003 und 2007; Cheng et
al., 2008). Die Daten zeigen aber deutlich, dass ebenfalls ein signifikant erhohter Gehalt an
C18:0-kettigem Sulfatid bei den ASA/ApoE-Knockout-Méusen im Vergleich zu den Wildtyp-
Maiusen vorhanden war, aber kein wesentlicher Unterschied zu den ASA-Knockout-Mausen
besteht. Im Gegensatz zu Han (2004) konnte in der vorliegenden Arbeit im Cortex ein Jahr
alter ApoE-Knockout-Miduse keine Erhohung des Sulfatid-Gehaltes nachgewiesen werden.
Sowohl der Sulfatid-Gehalt des Cortex, wie auch der des restlichen Gehirns zeigten bei den
ApoE-Knockout-Médusen keinen Unterschied zu den Wildtyp-Méusen. Auch konnte bei den
Doppel-Knockout-Mausen kein signifikanter Unterschied zu den ASA-Knockout-M&iusen im
Cortex und im restlichen Gehirn nachgewiesen werden. Lediglich ein etwas geringerer C24:1-
Sulfatid-Gehalt war bei den ASA/ApoE-Knockout-Midusen festzustellen, obwohl eine

Zunahme an Sulfatid erwartet wurde.
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Die Resultate deuten darauf hin, dass ApoE keine wesentliche Rolle bei dem Transport von

Sulfatid zu den Neuronen zukommt.

Die Intensitit der Sulfatid-Akkumulation sowohl bei der humanen metachromatischen
Leukodystrophie (MLD) und den ASA-Knockout-Méausen variiert von einem Zelltyp zum
anderen. Um zu bestdtigen, dass Sulfatid tatsédchlich in den Neuronen der ASA-Knockout-
Maus und vor allem auch in der Doppel-Knockout-Maus angereichert ist, wurden
immunhistochemische und histochemische Untersuchungen durchgefiihrt.

Durch verschiedene Studien sowie die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
konnte Sulfatid-Speicherung in unterschiedlichen Bereichen des Gehirns detektiert werden
(Molinder-Melin et al., 2004; Wittke et al., 2004; diese Arbeit). Die Sulfatid-Akkumulation
konnte durch eine histochemische Férbung mittels Alcianblau vor allem in der Medulla
oblangata und der Pons (Wittke et al., 2004; diese Arbeit), sowie in einigen Bereichen des
basalen Vorderhirns und des Mesenzephalons festgestellt werden (Wittke et al., 2004).
Desweiteren konnte Sulfatid in den Oligodendrozyten und Neuronen bei jungen Tieren, sowie
in den aktivierten Mikroglia-Zellen bei den élteren Knockout-Tieren nachgewiesen werden.
Wegen des polyanionischen Charakters von Sulfatid-Aggregaten ist eine Farbung mit einem
kationischen Farbstoff fiir deren histochemische Anférbung besonders geeignet. Mit Hilfe von
Alcianblau kann eine Anfarbung von sulfatierten Komponenten erreicht werden (Schott et al.,
2001). Die Sulfatid-Anreicherung wurde zunichst so durch die Alcianblau-Féarbung
eingefarbt, wie sie auch bei Liillmann-Rauch et al. (2001) beschrieben ist. Im Anschlu3 an
diese Fiarbung wurde mit spezifischen Antikorpern, die gegen die Neuronen-spezifischen
Proteine HRP-3, NSE und B-III-Tubulin gerichtet waren, der Nachweis fiir die Sulfatid-
Akkumulation in den neuronalen Zellen erbracht.

Vor allem in den Bereichen der Medulla oblongata und der Pons sowie im Cortex konnte bei
den ASA-Knockout- und bei den Doppel-ASA/ApoE-Knockout-Miusen bereits im Alter von
einem Jahr Sulfatid-Akkumulation nachgewiesen werden. In der Medulla oblongata wurde
eine verstirkte Zunahme an Sulfatid-akkumulierenden Neuronen bei beiden Knockout-Maus-
Stdimmen im Alter von 18-24 Monaten festgestellt. Diese Ergebnisse wurden auch mit Hilfe
von Immunfluoreszenz-Analysen bestdtigt. Unter Einsatz des Sulphl-Antikorpers, der
spezifisch an Sulfatid bindet (Fredmann et al., 1988), wurde eine Zunahme an Sulfatid-
positiven Neuronen bei beiden Knockout-Stimmen beobachtet. ASA- und ASA/ApoE-
Knockout-Tiere zeigten eine dhnliche Verteilung der angefarbten Zellen in den untersuchten

Hirnbereichen sowie eine dhnliche Farbintensitit.
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Vergleicht man die Resultate der histologischen Untersuchung mit denen der Lipidanalyse,
1aBt sich zusammenfassend sagen, dass ApoE keinen nennenswerten Anteil am Transport von
Sulfatid zu den Neuronen hat, denn zum einen weisen die ApoE-Knockout-Miuse keinen
wesentlichen Unterschied zu den Wildtyp-Mausen auf, zum anderen zeigen die ASA/ApoE-
Doppel-Knockout-Méuse keinen entscheidenden Unterschied zu den ASA-Knockout-Tieren.
Beide besitzen eine erhohte Menge an C18:0-Sulfatid und zeigen Sulfatid-angereicherte
Neuronen im Cortex und der Medulla oblongata.

Im Umkehrschluss konnte dies jedoch bedeuten, dass die lysosomale Speicherung in den
Neuronen aus dem intra-neuronalen Sulfatid-Umsatz selbst stammt. Die quantitativen
Unterschiede zwischen den Gehirn-Bereichen lassen vermuten, dass der Sulfatid-Gehalt
innerhalb der jeweiligen Neuronen unterschiedlich ist.

Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass das Sulfatid auf anderen Wegen zu den Neuronen
transportiert wird. Eine Moglichkeit wire die lysosomale Exozytose. Es wurde gezeigt, dass
Lysosomen sezerniert werden (Reddy et al., 2001; Gerasimenko et al., 2001). Anhand von
Studien an primidren Nieren-Zellen der ASA-Knockout-Maus wurde belegt, dass Lysosomen
die Sulfatid-Anreicherung aufweisen, durch Ca**-Stimulation sezerniert werden (Klein et al.,
2004). Bei MLD-Patienten wurde bereits extrazelluldres Sulfatid im Urin und auch in der
Zerebrospinalfliissigkeit gefunden (von Figura et al., 2001). Somit wire durchaus die
Moglichkeit gegeben, dass Sulfatid durch lysosomale Sekretion zu anderen Zellen wie z. B.
Neuronen gelangt, und dort wiederum Sulfatid-Anreicherungen verursachen kann.

Des Weiteren ist der Transport von Sulfatid zu den Neuronen mit Hilfe von Exosomen
moglich. Exosomen sind endosomal-abgeleitete Mikrovesikel und wurden erstmals durch Pan
und Kollegen beschrieben. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Entfernung von unnétigen
Membranbestandteilen wéihrend der Entwicklung von Retikulozyten (Pan et al., 1985).
Weitere Untersuchungen ergaben, dass Exosomen ebenfalls fiir die interzelluldre
Kommunikation verantwortlich sind, indem sie den Transfer von Molekiilen von einer Zelle
zur anderen ermoglichen. Interessanterweise sezernieren auch myelinisierende
Oligodendrozyten Exosomen in einer Ca”’-abhingigen Art und Weise. Diese Exosomen
enthalten neben den wichtigsten Myelin-Faktoren wie MBP (Myelin und Lymphozyten
Protein) und PLP (Proteolipid Protein), auch die Myelin-Lipide GalCer und Sulfatid (Krdmer-
Albers et al., 2007). Uberschiissige Myelin-Komponenten werden iiber Exosomen-Transport
ausgeschieden. In gleicher Weise konnte man die Abgabe von Membran-Bestandteilen des
endosomalen Kompartiments iiber Exosomen als eine Art Hilfe ansehen, mit der sich die

Oligodendrozyten vor der schidlichen Wirkung einer Uberproduktion oder Akkumulation
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durch ein Abbau-Defizit von Myelin-Komponenten wie Sulfatid bewahren. Auf diese Weise
wire es moglich, dass Oligodendrozyten der ASA-Knockout-Méuse oder der MLD-Patienten
das angereicherte Sulfatid iiber die Exosomen sezernieren. Uber Exosomen sezerniertes
Sulfatid konnte wiederum iiber Phagozytose von Neuronen aufgenommen werden, so dass es

zu der beschriebenen Anreicherung von Sulfatid in den Neuronen kommt.

Ob neuronales Sulfatid nun durch Neuronen endogen synthetisiert wird, oder {iber
extrazellulire Wege in die Neuronen gelangt, konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig geklirt
werden und bedarf weiterer Untersuchungen. Allerdings spricht der erhohte C18:0-kettige
Sulfatid-Wert bei den Knockout-Stimmen fiir eine Anreicherung von endogen synthetisiertem
Sulfatid in den Neuronen, da kurzkettiges Sulfatid spezifisch fiir Neuronen ist (Issac et al.,
2006; Pernber et al., 2004).

Des Weiteren bleibt unklar, welche neurologischen Konsequenzen die Sulfatid-Akkumulation
in Neuronen haben konnte. So zeigen transgene CGT-Méause, welche die Cerebrosid-
Galaktosyltransferase unter dem neuronalen Promotor Thy-1 exprimieren, zum einen einen
erhohten Gehalt an C18:0-kettigem Sulfatid und zum anderen audiogene Anfille.

Die funktionellen Konsequenzen neuronaler Sulfatid-Anreicherung lassen verschiedene
Spekulationen zu. Uber ASA-Knockout-Miuse wurde berichtet, dass neuromotorische
Defizite, Lernbehinderung und mit fortgeschrittenem Alter auch Tremor auftreten (D "Hooge
et al., 1999 und 2001; Hess et al., 1996). Es ist schwierig zu sagen, wie und in welchem
Umfang diese funktionellen Defekte direkt den spezifischen Regionen des Gehirns
zugeschrieben werden konnen, da die Sulfatid-Anreicherung in vielen Zelltypen vorkommt
und die Neuronen auf allen Ebenen des ZNS vom Cortex bis zu den efferenten Nervenzellen
beeinflusst.

Die Akkumulation von Sulfatid ist nicht nur auf die lysosomalen Kompartimente beschrinkt,
sondern wurde ebenso im Myelin (Saranvan et al., 2004) und in Neuronen (Pernber et al.,
2002; Wittke et al., 2004; Molander-Melin et al., 2004) beobachtet, wo sich das Sulfatid in
der Plasmamembran befindet. Es stellt sich nun die wichtige Frage, in welchem Umfang die
intrazelluldre lysosomale Speicherung oder die erhohte Menge an Sulfatid in der
Plasmamembran in die Pathogenese der MLD-Krankheit involviert ist. Insofern wird es als
wesentlich befunden, fortfithrende Studien der Neuronen anzuschlie3en, um weitere Einblicke

in die Lipidzusammensetzung und Funktion von Sulfatid in der Plasmamembran zu erhalten.
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4.2  Analyse der Thy-1 CGT-Mause: C18-langkettiges Sulfatid 16st letale
audiogene Anfélle in transgenen Thy-1 CGT-Mausen aus

Sofern es das Muster der Lipidspeicherung betrifft, dhnelt das ASA-defiziente Maus-Model
der humanen Metachromatischen Leukodystrophie (Wittke et al., 2004). Allerdings
entwickeln die Miuse nicht die schwerwiegenden neurologischen Symptome wie es im
fortgeschrittenen Stadium der humanen Krankheit der Fall ist (Gieselmann et al., 1998).

Die Sulfatid-Akkumulation ist nicht nur auf die Oligodendrozyten und Schwann-Zellen
beschrinkt, sondern wurde ebenfalls in anderen Glia-Zellen und in Neuronen gefunden (von
Figura et al., 2001; Pernber et al., 2002; Isaac et al., 2006). Jedoch ist die physiologische
Rolle von Sulfatid in diesen Zellen noch vollig unbekannt. Die Sulfatid-Anreicherung in den
Neuronen konnte in die Pathogenese der MLD involviert sein. Es ist z. B. bekannt, dass sich
bei MLD im Nerven-System Sulfatid-Anreicherungen in den myelinisierenden Zellen und in
Makrophagen befinden, die Myelin-Ablagerungen aufgenommen haben. Aullerdem wurde bei
MLD-Patienten (wie bei den ASA-defizienten Mé&usen) ebenfalls eine Anreicherung von
Sulfatid in Neuronen gefunden (Wittke et al., 2004; Molander-Melin et al., 2004).
MLD-Patienten mit spét infantiler und adulter Form der MLD leiden oft an epileptischen
Anfillen (Wang et al., 2001). Ausloser hierfiir konnte zum einen die Demyelinisierung des
zentralen Nervensystems sein. Zum anderen konnten die Anfélle auch das Produkt einer
neuronalen Fehlfunktion aufgrund eines erhdhten Sulfatid-Gehalts in der Plasmamembran der
Neuronen sein. Anhand des MLD-Maus-Modells wurde bereits nachgewiesen, dass Sulfatid-
akkumulierende Neuronen im Spiral-Ganglion des Innenohres, dem Cochlear Nucleus und
ventral Cochlear Nucleus im Bereich des auditorischen Signalweges degenerieren (D Hooge
et al., 1999; Wittke et al., 2004). Weiterhin wurden Abweichungen bei der cortikalen
Elektroenzephalografie (EEG) nachgewiesen, die sich in einer abnormalen Zunahme der
Spannungsamplitude bei ASA-defizienten-Méusen duBBerte, obwohl bei den ASA-defizienten
Tieren noch keine epileptischen oder audiogenen Anfille beobachtet werden konnten
(Eckhardt, 2007). Es ist jedoch durchaus denkbar, dass die Entstehung audiogener Anfille
durch eine gesteigerte Sulfatid-Synthese und Akkumulation in den Neuronen intensiviert
wird.

Aufgrund dessen wurde der Frage nachgegangen, welche physiologischen Auswirkungen eine
Neuronen-spezifische Anreicherung von Sulfatid hervorrufen wiirde. Zu diesem Zweck
wurden transgene Mause erzeugt, welche die Cerebrosid-Galaktosyltransferase (CGT) unter

dem neuronalen Promotor Thy-1.2 iiberexprimieren. Die Aktivitit des Enzyms CGT fiihrt zur
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Bildung von Galaktosyl-Cerebrosid, das durch das Enzym Cerebrosid-Sulfotransferase (CST)
zu Sulfatid umgewandelt wird.

Es konnte festgestellt werden, dass, abhingig von ihrem genetischen Hintergrund (C57BL/6
und C57BL/6/12901a), diese transgenen CGT-Méuse eine signifikant verkiirzte Lebensspanne
aufwiesen und zum Teil sehr plotzlich starben. Auflerdem wurde eine erhohte Rate an
audiogenen Anfillen verzeichnet, die teilweise letale Auswirkungen hatten. Audiogene
Anfille konnen in verschiedenen Mausstimmen induziert werden. In der Literatur werden
audiogene Anfille klassifiziert in wildes Hin- und Herlaufen sowie klonische und tonische
Anfille (Henry, 1967; Schreiber & Graham, 1976). Das wilde Hin- und Herlaufen ist eine Art
Ausbruch von unkontrolliertem Rennen und tritt als erstes Sympton auf, gefolgt vom
Umfallen der Maus und starkem Zittern (klonisch) und anschlieBendem Ausstrecken der
Zunge (tonisch). Normalerweise werden Mausstimme, die keine Anfille bekommen, also
zunichst resistent gegen akustische Reize sind, durch intensive akustische Schallbelastung
wiahrend der postnatalen neuronalen Entwicklung sensibilisiert gegeniiber akustischen
Signalen. Dieser Vorgang wird auch als akustisches ,,priming* beschrieben (Henry, 1967,
Pierson & Liebmann, 1992; Ross et al., 2001). Im Gegensatz dazu ist bei den transgenen
CGT-Mausen, welche die CGT nur in den Neuronen iiberexprimieren, ein akustisches
,priming® zur Auslosung audiogener Anfille nicht notwendig. Denn die transgenen CGT-
Mause sind von Geburt an sehr gerduschempfindlich und weisen letale audiogene Anfille
bereits nach einer schwachen akustischen Stimulation (z. B. Schliisselklirren) auf. Die
Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass Auslser hierfiir die Uberexpression des
Transgens CGT in den Neuronen und die damit verbundene Sulfatid-Anreicherung ist. Eine
Entwicklungsstorung der Neuronen, wie beim akustischen ,,priming* ist unwahrscheinlich, da
der Thy-1.2 Promotor erst in reifen Neuronen aktiv wird (Caroni, 1997) und die Morphologie
des Gehirns der transgenen CGT-Tiere normal ist.

Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung konnte die CGT-Expression im Vorderhirn, im
Stammhirn und im Riickenmark nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte in den Gehirn-
Bereichen des Hippocampus, des Cortex und im Colliculus inferior (CI) das mCGT-
Transkript detektiert werden. Vor allem in der Gehirnregion des CI war ein intensives in Situ-
Hybridisierungs-Signal erkennbar, das auch mit einer erhdhten c-Fos-Expression einherging.
C-Fos gehort zur Familie der immediate-early-genes Transkriptionsfaktoren und ist bei
neuronaler Aktivitdt hochreguliert (Morgan et al., 1987; Morgan & Curran, 1989; Kovacs,
2008). Um die auffillig erhohte neuronale Aktivitdt nachzuweisen, die die transgenen CGT-

Maiuse zeigten, wurde eine histochemische Farbung mit einem c-Fos-spezifischen Antikorper
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durchgefiihrt. Eine erhohte c-Fos-Expression im Bereich des CI ist von besonderem Interesse,
denn der Colliculus inferior zdhlt zu den auditorischen Strukturen des Gehirns. In der
Literatur finden sich bereits Hinweise darauf, dass der CI ein Schliisselpunkt fiir die Initiation
von audiogenen Anfillen ist und moglicherweise auch audiogene Anfille aller Art von dort
ausgehen konnen (Clough et al., 1997; Kwon & Pierson, 1997; Morgan & Curran, 1991;
Faingold & Casebeer, 1999; Garcia-Cairasco 2002; Kai & Niki, 2002). Ohne akustische Reize
wurde bei den transgenen CGT-Maéusen eine 2-fache Erhohung der c-Fos-Expression in
Neuronen festgestellt. Allerdings erhohte sich nach einem akustischen Reiz (Schliisselklirren)
die Anzahl der c-Fos-positiven-Neuronen um das 6-fache bei den transgenen CGT-Méusen im
Vergleich zu den Wildtyp-Mausen. Dies zeigt deutlich, dass bei den transgenen Tieren eine
stark erhohte neuronale Aktivitdt vorhanden ist, die sich in audiogenen Anfillen dufBert.
Moglicherweise wird dies durch die gesteigerte Expression der CGT und die damit
verbundenen erhdhte GalCer und/oder Sulfatid-Menge verursacht.

Eine Rolle bei diesen Anfillen konnte zum einen das GABAerge (y-Aminobuttersdure) oder
das glutamaterge neuronale System spielen. Es wurde beispielsweise bereits festgestellt, dass
die Hemmung der GABAergen Neuronen im Colliculus inferior eine entscheidende Funktion
bei der Induktion audiogener Anfille einnimmt (Faingold et al., 2000 und 2002). GABA
nimmt unter den inhibitorischen Neurotransmittern des zentralen Nervensystems eine
wichtige Aufgabe bei der Kontrolle neuronaler Schaltkreise ein. Es entfaltet seine
inhibitorische Wirkung durch Hyperpolarisation der Membran nachgeschalteter Neuronen
(postsynaptsiche Inhibition). Stérungen der GABAergen Transmission spielen eine
wesentliche Rolle bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen.

Kommt es zu einer Reduzierung der GABAergen Neurotransmission fiihrt dies beispielsweise
bei GEPR-Ratten (genetically epilepsy-prone rats) zu audiogenen Anfillen (Faingold et al.,
1989 und 1994). Die GABA-vermittelte Inhibition ist ein wichtiger Bestandteil des
akustischen Antwort-Musters der Colliculus inferior-Neuronen. Allerdings spielt die
exzitatorische Neurotransmission vermittelt durch den Neurotransmitter Glutamat ebenfalls
eine entscheidende Rolle bei der Reaktion der Colliculus inferior-Neuronen auf einen
akustischen Reiz. Verschiedene neurochemische wie auch histologische Untersuchungen
belegen, dass Glutamat eine signifikante Rolle bei der exzitatorischen Weiterleitung im
Colliculus inferior einnimmt (Caicedo & Eybalin, 1999; Feliciano & Potashner, 1995; Liao et
al., 2000; Suneja et al., 1995). Kommt es nun zu Verdnderungen des Neurotransmitters
Glutamat, resultiert dies moglicherweise in einem stark erhdhten neuronalen Feuern der

Colliculus inferior-Neuronen, wodurch wiederum die Anfille als Reaktion auf einen
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intensiven akustischen Reiz ausgelost werden (Faingold et al., 1991a, b und 2000; Li et al.,
1999; Zhang & Kelly, 2001).

Wie kommt es nun zu den neuronalen Stérungen, die sich evtl. auf die durch GABA bzw.
Glutamat induzierte neuronale Hyperpolarisation bei den transgenen CGT-Tieren auswirkt?
Die Untersuchungen der (neuronalen) Plasmamembran zeigten spezifisch einen signifikant
erhohten Wert an C18:0-kettigem Sulfatid bei den transgenen CGT-Maiusen. Ebenfalls war
bei den Doppel-transgenen Mausen CST/CGT der Gehalt an Sulfatid im Vergleich zu den
Wildtyp- und den einfach transgenen-Mdusen signifikant erhoht.

Da spezifisch der Gehalt an C18:0-Sulfatid in den Neuronen als stark erhdht nachgewiesen
wurde, wird 1s mogliche Folge der C18:0-Sulfatid-Akkumulation ein Effekt auf die
spannungsabhéngigen lonen-Kandle postuliert. Es wurde bereits nachgewiesen, dass Sulfatid
in Plasmamembranen lokalisiert (Vos et al., 1994; Bansal et al., 1999) und in den so
genannten Detergenzien-unldslichen Mikrodoménen (,,Lipid-Rafts*) angereichert ist
(Blomqvist et al., 2003). Wihrend Intergral-Membranproteine in das Lipid-Milieu der
Plasmamembran fest verankert sind, werden die Ionen-Kanédle durch dynamische
Veridnderungen im Mikromilieu der Membran moduliert (Barrates, 2002; Tilman & Cascio,
2003). Insofern ist es denkbar, dass eine Storung des Membran-Milieus aufgrund von
Sulfatid-Anreicherung in der neuronalen Plasmamembran einen Effekt auf die Funktion, die
Regulation und den Transport einiger Membran-Proteine (z. B. Ionen-Kanédle und/oder
Lipidtransporter) hat. Fiir die Sphingomyelinase D wurde bereits gezeigt, dass es durch die
Freisetzung von negativ geladenen Ceramid-1-Phosphat des Sphingomyelins zur Aktivierung
der K'-Kanile kommt (Ramu et al., 2006). In Glia-Zellen von ASA-defiezenten Miusen
wurde bereits nachgewiesen, dass MAL (Myelin und Lymphozyten Protein) Sulfatid bindet
und folglich in den lysosomalen Kompartimenten fehl-lolkalisiert wird (Saravanan et al.,
2004). Nachfolgende Studien zeigten, dass Sulfatid die Aktivitit der Na'/K'-ATPase sowie
verschiedener Kalium-Kanile beeinflusst (Lingwood et al., 2004 und 2005; Ramu et al.,
2006). Auch konnte eine Beeinflussung der Insulin-Sekretion in Pankreas-Zellen durch die
Modulation der Aktivitit des ATP-sensitiven-K -Kanals (Katp) nachgewiesen werden
(Buschard et al., 2002 und 2006). Hierbei inhibiert Sulfatid die Insulin-Sekretion indem es die
K'-Kanal-Sensitivitit gegeniiber der ATP-Inhibition reduziert. Sulfatid interagiert
moglicherweise mit Kir6.2, der porenbildenden Untereinheit des Karp-Kanals. Dies ist bereits
fiir die langkettigen Lipide CoAs (Coenzym-A Ester) und PIPs (Phosphatidylinositol-
Phosphat), die eine Interaktion mit Kir6.2 eingehen, gezeigt (Schulze et al., 2003). Kir6.2

Kanile werden in vielen Hirnregionen (inklusive des Colliculus inferior) exprimiert (Dunn-
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Meynell et al., 1998). Durch die Bindung von ATP an den Krp-Kanal-Komplex erfolgt eine
SchlieBung des Kanals, was zur Anreicherung von intrazellulirem Kalium fiihrt und eine
Membran-Depolarisation bewirkt. Die Depolarisation durch Karp erhoht wiederum die
Erregbarkeit von Neuronen.

So konnte es im Falle der transgenen CGT-Méuse durch den erhohten Anteil an Sulfatid zu
einer Beeinflussung der Kapp-Kandle kommen, indem die ATP-Bindung an den Kanal
reduziert wird, der Kanal hauptsidchlich gedffnet bleibt und es somit durch den dauerhaften
Einfluss an Kalium zu einer Membran-Hyperpolarisation kommt. Eine Hyperpolarisation
wiirde die Erregbarkeit von Neuronen herabsetzen. Handelt es sich bei den betroffenen
Neuronen um GABAerge Neuronen konnte somit deren inhibitorische Wirkung vermindert
und ein audiogener Anfall ausgeldst werden.

Ein weiteres Beispiel fiir einen durch Sulfatid beeinflussbaren Kanal, der in Neuronen
lokalisiert ist, stellt der Calzium-aktivierte Kalium-Kanal (BKc,-Kanal) dar. Er besitzt eine
grofBe Einzelkanalleitfahigkeit und schiitzt sozusagen als Notbremse die Neuronen vor einem
zu starken Anstieg der zelluldren Calziumkonzentration. Fiir seine Aktivierung sind jedoch
gewisse Konzentrationen an Calziumionen notwendig. Uber eine bimolekulare Kopplung ist
eine Interaktion zwischen dem Calzium- und Kalium-Kanal vorhanden, wodurch die Kc,-
Kanile durch hohe Calziumionen-Konzentrationen aktiviert werden. Damit geht auch eine
schnelle Anderung des Membranpotentials der Nervenzellen einher (Berkerfeld et al., 2006).
Es konnte gezeigt werden, dass Sulfatid eine wichtige Komponente bei der Offaung von
BKca-Kanilen ist, indem es die Offnungsdauer von Calzium- und spannungsabhingigen
Kalium-Ionenkanélen steigert (Chi & Qi, 2006). Da die BKca-Kandle an vielen
pathologischen Prozessen beteiligt sind, konnte eine Verdanderung der Sulfatid-Menge in der
Plasmamembran wie im Falle der transgenen CGT-Maduse zu einer neuronalen Dysfunktion
fithren, die audiogene Anfille ausldsen konnte.

In Bezug auf die audiogenen Anfille konnte festgestellt werden, dass zwar transgene CGT-
Mause zu audiogenen Anfillen neigen, im Gegensatz dazu sind jedoch transgene CST-Mause
nicht von solchen Anfillen betroffen. Es sei jedoch erneut daran erinnert, dass bei den
transgenen CST-Mausen kein erhohter Sulfatid-Gehalt festgestellt werden konnte. Allerdings
zeigen die Méause, die sowohl CST als auch CGT iiberexprimieren (Doppel-transgene Miuse),
eine erhohte Sensitivitit gegeniiber audiogener Stimulation. Dies korreliert mit dem erhohten
Sulfatid-Gehalt in den Neuronen bei den Doppel-transgenen- gegeniiber den CGT-transgenen-
Maiusen. Zwar konnte ein Anstieg an C18:0-kettigem GalCer festgestellt werden, der etwa

gleich bei den transgenen CGT- wie auch bei den bei den Doppel-transgenen-Méausen war,
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jedoch wurde bei den transgenen CGT/CST-Maiusen in der neuronalen Plasmamembran ein
wesentlich hoherer Anstieg an C18:0-kettigem Sulfatid im Vergleich zu den transgenen CGT-
Maiusen verzeichnet. Dies deutet darauf hin, dass nicht GalCer sondern Sulfatid fiir die
Anfille verantwortlich ist.

Auffallig ist jedoch, dass die transgenen Tiere mit zunehmendem Alter keine audiogenen
Anfille mehr bekommen. Auch reagieren sie nur schwach bis gar nicht auf Gerdusche in ihrer
Nidhe. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Maiuse mit fortschreitendem Alter eine
Degeneration im Bereich des spiralen Ganglions erlitten haben und taub geworden sind. Bei
den ASA-defizienten Méausen liegt ein dhnlicher Fall vor. ASA-Knockout-Méuse, die eine
betrichtliche Menge an Sulfatid in den Neuronen akkumulieren (Wittke et al., 2004, siche
Ergebnisse 3.1), weisen keine audiogenen Anfille auf (Dr. M. Eckhardt, personliche
Mitteilung). Ein mdglicher Grund hierfiir ist der frithe Horverlust, der auf die relativ frithe
Degeneration der spiralen Ganglion-Zellen des Innenohres und der Neuronen des
auditorischen Signalsystems bei ASA-defizienten Miausen zurilickzufiihren ist (Coenen et al.,
2001; D'Hooge et al., 1999). Der Verlust des Gehors ist bei vielen Nagetieren zu finden, die
anfillig sind fiir audiogene Anfille, wie zum Beispiel die DBA/2-Méuse (Willott & Turner,
2000). Ebenfalls konnte bei zwei Epilepsie-Ratten-Stammen der GEPR-3s und GEPR-9s eine
erhohte Gehor-Reizschwelle nachgewiesen werden (Faingold et al., 1986a, b und 1990).
Allerdings zeigte Faingold (2002) auch, dass bei audiogenen Anfall-Formen der friihe
Gehorverlust mit einer Anderung der Neurotransmitter im Colliculus inferior einhergeht. Dies
konnte als eine Art kompensatorischer Mechanismus als Ausgleich fiir einen verringerten
akustischen Eingang wirken.

Ahnliche Befunde wie die audiogenen Anfille wurden in Miusen beschrieben, die
Verdnderungen in den Gangliosiden aufweisen. Ganglioside sind Glykosphingolipide, die in
groler Menge im zentralen Nervensytem vorhanden sind. Sie spielen eine entscheidende
Rolle bei der Entwicklung und der Funktion des zentralen Nervensystems. So sind
Ganglioside wichtig fiir die Stabilisation der paranodalen Verbindungen. Gangliosid-
defiziente-Mause entwickeln mit fortschreitendem Alter Storungen in der paranodalen Region
(Yamashita et al., 2005). Doppel-Knockout-Méduse, denen die Gangliosid-GD3-Synthase und
die GalNAcT (B 1,4-N-Acetyl-Galactose-Aminyltransferase) fehlen, synthetisieren GM3 als
Hauptgangliosid. Der GM3-Gehalt ist bei diesen Mdusen im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrollen stark erhoht. GD3/GalNAcT-Knockout-Méuse zeigen ein dhnliches Verhalten wie
die transgenen CGT-M4use, in dem Sinn, dass sie sehr anfillig gegeniiber akustischen Reizen

sind, die letztlich zu letalen audiogenen Anfillen fithren (Kawai et al., 2001). Eine Analyse
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der Ganglioside von transgenen CGT-Maiusen ergab jedoch keinen signifikanten Anstieg an
GM3 oder anderen Gangliosiden. Ferner wurde auch keine Verdnderung der
Lipidzusammensetzung bei den GD3/GalNAcT-Knockout-Méausen beschrieben. Daraus ist zu
schlieBen, dass der gesteigerte Sulfatid-Gehalt in den Neuronen keinen entscheidenden
Einfluss auf die Biosynthese der Ganglioside hat. Es bleibt dennoch eine interessante und
bislang ungekliarte Mdoglichkeit, den neuronalen GalCer- und Sulfatid-Gehalt bei den
GD3/GalNAcT-Knockout-Mausen auf Gemeinsamkeiten mit den transgenen Thy-1-CGT-
Maiusen zu untersuchen. Moglicherweise liegt ein erhdhter GalCer- oder Sulfatid-Gehalt vor,
da die fehlenden Ganglioside mdglicherweise durch Glykosphingolipide kompensiert werden.
Obwohl die Akkumulation von Sulfatid im Wesentlichen in den endosomalen und
lysosomalen Kompartimenten vorkommt, ist der Gehalt von Sulfatid bei den ASA-
defizienten-Miusen im aufgereinigten Myelin gesteigert. Das weist darauf hin, dass ebenfalls
in der Plasmamembran (zumindest von Oligodendrozyten) ein gesteigerter Sulfatid-Gehalt
vorhanden ist (Saravanan et al., 2004; Ramakrishnan et al., 2007). Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dass nicht nur in den transgenen Thy-1-CGT Maéusen, sondern auch in den
ASA-defizienten Méusen der Sulfatid-Gehalt in der Plasmamembran erhoht ist und somit
einen Effekt auf die neuronale Erregbarkeit ausiibt. Moglicherweise ist dies auch bei MLD-
Patienten der Fall.

Die Thy-1-CGT-Maéduse dienen als ein niitzliches Modell, um die Auswirkungen eines
erhohten Sulfatid-Gehalts auf die funktionellen Eigenschaften der Neuronen bei MLD-
Patienten zu untersuchen. Des Weiteren kann mit Hilfe der transgenen Maiuse die
physiologische Rolle von Sulfatid in den Neuronen aufgeklirt werden. Dies ist natiirlich nicht
nur flir die MLD von besonderer Bedeutung, sondern tragt dazu bei, die Rolle, die Sulfatid bei
anderen Krankheiten einnimmt, zu bestimmen. So wurde zum Beispiel beschrieben, dass eine
reduzierte Menge an Sulfatid in der grauen Substanz bei der Alzheimer-Krankheit festgestellt
wurde, was im Hinblick auf einen ApoE-abhidngigen Sulfatid-Transport (Han et al., 2007)

eine mogliche Erklarung fiir die Verdnderung an Sulfatid in den kortikalen Neuronen wére.
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4.3  Subzellulare Lokalisations-Analyse der Cerebrosid-Sulfotransferase
(CST): Retention der CST im Endoplasmatischen Retikulum

In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Ansitze untersucht, die eine Behandlung der
lysosomalen Speicherkrankheit MLD ermoglichen. Mogliche Therapieformen beinhalteten
die Enzym-Ersatz-Therapie, die Gen-Therapie und die Substrat-Reduktions-Therapie.

Die Enzym-Ersatz-Therapie wurde bereits bei vielen verschiedenen lysosomalen
Speicherkrankheiten, wie der Gaucher-Krankheit, Fabry-Krankheit, Pompe-Krankheit und vor
allem bei der Mukopolysaccharidose angewendet (Schiffmann & Brady, 2002; Siatskas &
Medin, 2001; Hodges & Chen, 2006; Miebach, 2005; Pastores & Thadhani, 2002).

Eine Anzahl von Berichten behandelt Gen-Therapie-Ansitze an Maus-Modellen der
lysosomalen Krankheiten (Sands & Davidson, 2006; Matzner & Gieselmann, 2005; Biffi &
Naldini, 2005; Eto et al., 2004; Ellinwood et al., 2004). Obwohl einige dieser Studien gute
Resultate vorweisen, wird eine klinische Applikation in absehbarer Zukunft noch nicht
moglich sein. Im Gegensatz dazu scheint die Substrat-Reduktions-Therapie ein
aussichtsreicheres Konzept zu sein, denn diese Therapie-Form ist bereits erfolgreich an
Patienten mit der Gaucher-Typl-Krankheit getestet worden (Jmoudiak & Futerman, 2005;
Cox, 2005; Butter et al., 2005; Moyses, 2003). Im Vergleich zu der Enzym-Ersatz-Therapie,
besitzt die Substrat-Reduktions-Therapie bei Krankheiten, die das zentrale Nervensystem
betreffen, einige Vorteile. Denn anders als bei der Enzym-Ersatz-Therapie, bei der z. T.
relativ hochmolekulare Enzyme die Blut-Hirn-Schranke (BHS) passieren miissen, liegt der
Vorteil der Substrat-Reduktions-Therapie darin, dass lediglich kleine molekulare kompetitive
Inhibitoren die BHS iiberqueren miissen, um an ihre Zielenzyme binden zu kénnen. So wurde
bereits gezeigt, dass das Prdparat N-Butyldeoxynojirimycin die Synthese von
Glukosylceramid inhibiert und fiir die Therapie der Gaucher-Krankheit, bei der
Glukosylceramid akkumuliert, erfolgreich eingesetzt werden kann (Platt et al., 1994).

Bei der metachromatischen Leukodystrophie ist Sulfatid das akkumulierende Lipid. Die
Patienten leiden an einer Demyelinisierung und verheerenden neurologischen Symptomen
(von Figura et al., 2001). Da die Synthese von Sulfatid ausgehend vom Ceramid tiber zwei
Schritte erfolgt, die von den Enzymen CGT und CST katalysiert werden, sind diese Enzyme
mogliche Ziele fiir Inhibitoren. Im Gegensatz zu der Glukosylceramidtransferase sind
Inhibitoren fiir die CST oder CGT zurzeit noch nicht verfligbar. Jedoch wurde bereits gezeigt,
dass Miuse, die nur eine funktionale Kopie des CGT-Gens tragen, eine reduzierte Menge an

Galaktosylceramid sowie auch an Sulfatid aufweisen (Bosio et al., 1996; Coetzee et al.,
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1996). Dies verdeutlicht, dass die Inhibition der CGT sowie der CST eine mogliche Option
ist, die Sulfatidakkumulation bei der MLD zu reduzieren.

Sowohl der Test von potentiellen Inhibitoren als auch das rationale Design von Inhibitoren
bedarf der genauen Kenntnis der enzymatischen und strukturellen Eigenschaften des Sulfatid-
synthetisierenden Enzyms, der CST. Daher werden grofle Mengen an gereinigtem Enzym
bendtigt, die fiir die Identifikation von Inhibitoren und fiir strukturelle Untersuchungen
verwendet werden konnten.

Die CST ist ein Typll-Transmembran-Protein, das eine Sulfatgruppe auf die 3-Hydroxyl-
Gruppe des Galaktosylcerebrosids libertrdgt. Voruntersuchungen zeigten bereits, dass 16sliche
CST (ohne Transmembran-Domine) nicht aus der Zelle transportiert wird, sondern zum
grofiten Teil in der Zelle verbleibt (Mitteilung von Mandy Karbach). Die Untersuchung
modifizierter Deletions-Konstrukte, wie z. B. die 39CST (ohne Transmembran-Doméine),
oder von Fusions-Proteinen der CST mit sekretorischen Proteinen (z. B. AchE-Furin-1CST)
zeigten zwar, dass ein Teil der synthetisierten CST im Zelliiberstand zu finden war, jedoch
weiterhin der groffte Anteil in der Zelle verblieb. Dies konnte auch durch Co-
Lokalisationsstudien mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Analysen bestétigt werden. Mit einem
Antikorper gegen ein ER-spezifisches Protein und dem Fusions-Protein CST.36-GFP (36
Aminoséurereste der amino-terminalen Doméne) als spezifischer Golgi-Marker, wurde eine
zelluldre Lokalisation des Proteins CST durchgefiihrt. Der iiberwiegende synthetisierte Anteil
der untersuchten CST befand sich im ER.

Moglicherweise ist durch das Entfernen der Transmembran-Doméne ein noch nicht bekanntes
ER-Lokalisationssignal freigelegt worden. Im Falle des NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-
Rezeptor wurde gezeigt, dass zu den bereits bekannten ER-Riickhaltesignalen noch ein
weiteres ER-Riickaltesignal vorhanden ist (Qui et al., 2009). Der NMDA-Rezeptor ist ein
heteromerer Komplex. Die Haupt-splice-Variante NR1- und die Untereinheit-NR2 werden im
ER zuriickgehalten, wenn sie alleine exprimiert werden. Werden sie jedoch zusammen
exprimiert, wird ein funktionsfahiger Rezeptor an der Zell-Oberfliche geformt (Mcllhinney et
al., 1998; Okabe et al., 1999; Fukaya et al., 2003). Frithere Studien haben bereits gezeigt, dass
die NR1-Untereinheit zwei ER-Retentions Motive, RRR und KKK, besitzt (Standley et al.,
2000; Horak & Wenthold, 2009). Im Falle der NR2A-Unterheit stellte sich heraus, dass ein
weiteres ER-Riickhaltesignal in dieser Untereinheit vorhanden ist und dass dies durch die
Komplexbildung mit NR1 maskiert wird (Qui et al., 2009). In gleicher Weise konnten im
Falle der CST mehrere restriktive Mechanismen fiir die Qualititskontrolle der CST im ER

vorhanden sein.
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Es wird vermutet, dass die ER-Retention der CST durch ihre luminale katalytische Doméne
vermittelt wird. Gestiitzt wird diese Theorie durch Untersuchungen an Fusionsproteinen,
wobei ein GFP-Fusions-Protein mit der amino-terminalen Doméne der CST effizient zum
Golgi-Apparat transportiert wird (Yaghootfam et al., 2007), wohingegen ein Fusions-Protein,
das die katalytische Doméne der CST besitzt und fusioniert ist mit der amino-terminalen
Membran-Doméne eines Plasmamembran-Proteins (Dipeptidylpeptidase 1V), im ER
zurlickgehalten wird. Letzteres spricht dafiir, dass ein ,,verstecktes ER-Riickhaltesignal
vorhanden ist, das den Weitertransport zum Golgi verhindert, sobald die CST so modifiziert
ist, dass der entsprechende verbergende Enzymbereich nicht exprimiert wird.

Eine andere Mdglichkeit wire, dass ein noch unbekannter Export-Faktor den ER-Export der
CST limitiert. Es ist beispielsweise denkbar, dass MAL (Myelin und Lymphozyten Protein)
und PLP (Proteolipid Protein) fiir den Transport der CST notwendig sind. Die Eliminiation
von endogenem MAL fiihrt zur Blockierung des apikalen Transports von Membran- und
sekretorischen Proteinen (Cheong et al., 1999; Puertollano & Alonso, 1999a; Puertollano et
al., 1999b; Martin-Belmonte et al., 2000 und 2001). PLP ist ein Integral-Transmembran-
Protein, das durch Protein-Lipid Interaktion an der Sortierung und dem direkten Membran-
Transport von Myelin-Komponenten beteiligt ist (Krdmer et al., 2001). Ein Defekt des PLP
fithrt zur Demyelinisierung und axonaler Degeneration in PLP-Knockout-Mausen (Griffiths et
al., 1998a, b).

In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings sowohl mit MAL als auch mit PLP bei einer Co-
Transfektion mit 39CST keine Co-Lokalisation oder eine subzellulire Verdnderung der
39CST beobachtet werden, so dass MAL und PLP als mdgliche Transporter-Proteine der CST
ausgeschlossen werden. Der Frage, ob andere Transporter-Proteine fiir den Weitertransport
von Relevanz sind, sollte weiterhin nachgegangen werden. Es ist jedoch ebenfalls nicht
auszuschlieBen, dass der betreffende Transport-Faktor in den in dieser Arbeit verwendeten
Zelllinien (CHO-K1, COS) nicht vorhanden ist, so dass es ausschlieBlich durch den fehlenden
Transporter der CST zu einer Anreicherung von CST im ER kommt. Diese Frage konnte
weiterhin durch Verwendung geeigneter Zellkulturen und/oder Primérzellen geklért werden.
Die Akkumulation von CST im ER konnte auch mit Hilfe der ,Kin recognition®-
(Verwandtschafts-Erkennungs-) Hypothese erklart werden. Die ,,Kin recognition“-Hypothese
basiert auf der Interaktion von Enzymen mit ihren Nachbarenzymen mittels ihrer
Transmembran-Doméne. Die durch diese Interaktion entstehenden Oligomere sind zu grof3,
um in Vesikel verpackt zu werden und um das ER oder den Golgi-Apparat auf sekretorischem

Wege zu verlassen (Nilsson et al., 1991 und 1993). Untersuchungen an den Golgi-Enzymen
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N-Acetyl-Glucoaminyltransferase I (NAGT I) und Mannosidase II (Mann II) zeigen zum
Beispiel, dass NAGT I und Mann II spezifisch iiber ihre Transmembran-Doméne interagieren,
so dass es zu einer Akkumulation der Proteine im Golgi kommt (Nilsson et al., 1994). Die
,Kin-recognition“-Oligomerisation flir Hetero- wie auch Homo-Oligomere ist demnach ein
einfacher effektiver Weg, Proteine entlang des sekretorischen Signalweges zuriickzuhalten.
Die CST konnte ebenso eine Oligomerisation mit einem anderen verwandten Enzym oder mit
sich selbst iiber die Membran-libergreifende-Domidne eingehen. Fehlt jedoch dieser
Oligomerisations-Partner, konnte dies einen Riicktransport zum ER bewirken. Die
Expressionen von p33 und NAGT I, das normalerweise mit Mann II interagiert, bewirkte so
zum Beispiel eine Relokalisation von endogenem Mann II ins ER, da die Interaktion mit
NAGT I durch p33 blockiert war (Nilsson et al., 1994). Dagegen sprechen jedoch die
Ergebnisse, die mit dem DPPIV-TM-39CST-Konstrukt durchgefiihrt worden sind. Hierbei
wurde die Transmembran-Doméne der CST mit der Transmembran-Domidne der
Dipeptidylpeptidase IV ausgetauscht. Dies fiihrte auch nicht zu einem ER-Export.

Durch die starke Uberexpression der CST aufgrund der transienten Transfektion, ist eine ER-
Retention wegen einer Fehlfaltung des Enzyms ebenfalls mdglich. Unter physiologischen
Umstdnden wird jedes neu synthetisierte Protein nach der Insertion in die ER-Membran durch
luminale Chaperone, wie Calnexin, Calreticulin oder Protein Disulfid-Isomerase gebunden,
deren Aufgabe es ist, die Proteinfaltung, die fiir die Protein-Reifung und Oligomerisierung
notwendig ist, zu ermoglichen (Helenius et al., 1992). Fehlgefaltete Proteine werden am
Weitertransport gehindert und abgebaut, womit dem ER eine wichtige Rolle bei der
Qualitdtskontrolle des Protein-Transportes innerhalb des sekretorischen Weges zu kommt
(Hammond & Helenius, 1995). Die Uberexpression der CST kénnte eine erhohte Rate an
fehlgefalteten CST-Proteinen bewirken, wodurch eine komplexe Interaktion der
missgefalteten CST mit Chaperonen hervorgerufen wird. Diesem Komplex ist es nicht mehr
moglich das ER zu verlassen. Untersuchungen am G-Protein des Vesikuldren Stromatitis
Virus (VSV) zeigten, dass es zu Komplexen von fehlerhaft-gefalteten VSVG-Proteinen
kommt, die unter anderem den Komplex VSVG-Calnexin einschliefen, und daher eine
Beeinflussung der Mobilitdt von VSVG besteht, so dass es im ER verbleibt (de Silvia et al.,
1993; Nehls et al., 2000). Interaktionen zwischen fehlgefalteten Proteinen und ER-
Chaperonen konnen irreversibel werden, moglicherweise durch eine Verdnderung der ER-
Matrix. Obwohl im ER von lebenden Zellen die Chaperone dazu beitragen, Aggregation und
nicht-produktive Interaktionen von gefalteten Proteinen zu verhindern, werden solche

Reaktionen nicht immer vollkommen unterdriickt. Ob ein Protein eine Aggregation oder
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Fehlfaltung durchmacht oder nicht, und ob die Aggregate permanent oder nur transient sind,
hingt von verschiedenen Faktoren ab. Diese Faktoren konnen sowohl die Struktur der
Proteine, die Konzentration und die Expressions-Stirke des Proteins, sowie die Faltungsrate
und die Konzentration von mdglichen Faltungs-Helfer-Enzymen beeinflussen oder Chaperone
sein. Im Falle des CST-Proteins konnte dieser Chaperon-CST-Komplex verhindern, dass
irreversible intermolekulare Interaktionen innerhalb der Zelle entstehen. Ob und wie die CST
ebenfalls einen Chaperon-Komplex eingeht (dhnlich wie das VSVG-Protein), konnte durch
weitere Untersuchung beispielsweise mit Hilfe der Photobleaching-Technik und / oder
Zeitraffer-Aufnahmen geklart werden.

Des Weiteren ist von vielen Proteinen bekannt, dass diese zwischen dem ER und dem Golgi
hin und her transportiert werden. Sie besitzen ein dibasisches Signal in ihrer
zytoplasmatischen Doméne, das anscheinend von einem Sortierungs-Mechanismus erkannt
wird, der anschlieBend den Riicktransport vom Golgi vermittelt (Letourneur et al., 1994).
Einen Nachweis fiir die Existenz von Golgi-Enzymen, die konstitutiv zwischen dem Golgi
und ER pendeln, erbrachten Untersuchungen an Zellen, welche die Mutante Sarl exprimieren,
wodurch der ER-Export blockiert ist (Storrie et al., 1998; Zaal et al., 1999). Diese Studien
zeigten, dass die Mehrheit der Golgi-Enzyme innerhalb eines Zeitblockes im ER festgehalten
und viele Enzyme zum ER zuriick transportiert und somit recycelt werden. Dieser Zeitblock
dauerte ungefédhr drei bis fiinf Stunden und entsprach der Mitosephase des Zellzyklus (Zaal et
al., 1999). In welcher Zellzyklus-Phase sich die CST-transfizierten Zellen zum Zeitpunkt der
Untersuchung befanden, wurde nicht erfasst, so dass eine Aussage zum ER-
rickwirtsgerichteten Transport schwierig ist. Fiir das Vorliegen eines Riicktransports vom
Golgi zum ER spricht zwar, dass bei den Immunfluoreszenz-Untersuchungen teilweise eine
Golgi-Farbung zu beobachten war. Allerdings befand sich bei allen verschiedenen
untersuchten CST-Konstrukten der iiberwiegende Teil des synthetisierten CST-Proteins im
ER. Interessanterweise zeigten die humanen Sulfotransferasen (Gal3ST1, Gal3ST2 und
Gal3St4) eine verstirktes Vorkommen im ER.

In der Konsequenz ist davon auszugehen, dass der riickwirtsgerichtete Transport zum ER im
Falle der CST eher eine untergeordnete Rolle fiir die ER-Lokalisation der CST ist spielt.
Vielmehr ist vermutlich eine oder mehrere der weiter oben genannten Mdglichkeiten fiir die

Akkumulation der CST im ER verantwortlich.
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4.4 Ausblick

Das Modell des Sulfatid-Transports von Oligodendrozyten zu Neuronen mit Hilfe von
Apolipoprotein-E, das aus Astrozyten stammt, konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse
nicht bestétigt werden. Zur genauen Charakterisierung der neuronalen Sulfatid-Akkumulation
sind weitere mogliche Transport-Wege des Sulfatids bzw. dessen Synthese in den Neuronen
zu untersuchen. Da gezeigt worden ist, dass sich in den von Oligodendrozyten sezernierten
Exosomen neben den typischen Myelin-Proteinen auch GalCer und Sulfatid befinden
(Krdmer-Albers et al., 2007), konnten Analysen der neuronalen Plasmamembran dariiber
Aufschlufl geben, ob es iiberhaupt einen Transport-Weg gibt. Werden Exosomen, die Sulfatid
beinhalten, identifiziert, konnte dies die Sulfatid-Anreicherung in den Neuronen erkléren.
Auch eine genaue Bestimmung der Sulfatidspezies der neuronalen Plasmamembran von
ASA- und ASA/ApoE-Knockout-Médusen durch ESI-MS konnte einige Riickschliisse auf
mogliches exogenes Sulfatid ermdglichen. Eventuelle Unterschiede in der Differenzierung
von Neuronen, die Sulfatid akkumulieren, kénnten mit Hilfe der Technik der Primérkultur
nachgewiesen werden. Dabei wire eine Aufdeckung von morphologischen Verdnderungen
denkbar, die in vivo moglicherweise nicht erkennbar sind. Eine saubere Neuronen-Kultur von
ASA- und ASA/ApoE-Knockout-Méusen ohne Oligodendrozyten oder andere Gliazellen
konnte mit Hilfe von radioaktiver metabolischer Markierung zeigen, ob eine endogene
Sulfatidsynthese vorhanden ist. Eine weitere interessante Analyse wére die Herstellung eines
Maus-Modells, dass eine ASA- sowie eine CGT-Defizienz besitzt und die CGT in
Oligodendrozyten iiberexprimiert (ASA (-/-)/CGT (+/-)/tg-PLP-CGT). Sofern in diesen
Tieren eine Sulfatid-Akkumulation in den Neuronen zum Beispiel mit Alcianblau-Fiarbung
nachgewiesen werden kann, wiirde dies darauthin deuten, dass das Sulfatid von den
synthetisierenden Oligodendrozyten stammt und ein weiterer ApoE-unabhédngiger
Transportweg von Sulfatid zu den Neuronen besteht. Findet man dagegen keine Sulfatid-
Speicherung mehr in den Neuronen, wiirde dies fiir eine endogene Sulfatid-Synthese in den

Neuronen sprechen.

Die audiogenen Anfdlle bei den transgenen CGT-Méusen korrelieren mit der Menge an
Sulfatid in den Neuronen. Elektronenzephalogramm (EEG)-Untersuchungen am Colliculus
inferior kdnnten zeigen, ob ein mdgliches epileptisches EEG-Muster vorliegt, und somit einen

eindeutigen Hinweis auf die neuronale Beeinflussung der Reizweiterleitung geben.

152



4 Diskussion

Eine immunhistochemische-Analyse von GABA oder Glutamat sowie ein Aktivitéts-
Nachweis der beiden Neurotransmitter wiirde dazu beitragen, zu erkennen, inwieweit die
inhibitorische oder die erregende Reizweiterleitung durch den erhohten Sulfatid-Gehalt
beeinflusst wird. Immunfiarbungen der Natrium- und Kaliumkanéle konnten Aufschluss
dariiber geben, ob diese durch die Anreicherung an Sulfatid in der Plasmamembran
Beeintrachtigungen aufweisen. Weiterhin wiirden Untersuchungen an Lipid Rafts in der
Plasmamembran aufzeigen, ob es zu Verdnderungen in der Sulfatid-abhéngigen Sortierung
von Membran-Proteinen kommt.

Mit Analysen der spiralen-Ganglion-Zellen konnte geklart werden, inwieweit die geringere
Sensitivitit gegeniiber audiogenen Reizen bei den alteren transgenen CGT-Mause von einer
Degeneration der spiralen Ganglion-Zellen im Innenohr und den Neuronen des Gehorgangs

stammt.

Der Weitertransport der exprimierten CST wird behindert durch deren Retention im ER. Ein
effizienter Export der CST erfordert eventuell einen ER-Export-Faktor, der z. B. ein Chaperon
sein konnte. Zunichst sollte jedoch ausgeschlossen werden, dass die Retention im ER
aufgrund einer Fehlfaltung entsteht. Denkbar wére der Nachweis der spezifischen Aktivitit
der CST im ER und im Golgi Apparat, die natiirlich am intakten Enzym um ein Vielfaches
hoher wire, als am fehlgefalteten.

Ein effizienterer Export aus dem ER ist moglicherweise in Zellen vorhanden, die endogene
CST exprimieren. Mittels Untersuchungen an Zellen von denen bekannt ist, dass sie CST
synthetisieren (wie Schwann-Zellen, Oligodendrozyten, Nieren-Zellen), konnte bestimmt
werden, ob in den Zellen, die keine endogene CST exprimieren, der entscheidende Export-
Faktor fehlt, und es deshalb zur Akkumulation kommt.

Zusétzlich konnte eine Expressions-Klonierungs-Methode dazu beitragen, ER-Export-
Faktoren zu identifizieren. Eine ¢cDNA-Bibliothek aus CST-exprimierenden und Sulfatid-
synthetisieren Zellen oder Geweben wird in Zellen exprimiert, welche die CST stabil
exprimieren. Zellen, die dann den ER-Export-Faktor exprimieren und somit die CST aus dem
ER schleusen, sollten an der Zelloberfliche befindlichen CST héngen bleiben. Diese Zellen
konnten dann mittels verschiedener Antikorper untersucht werden, wodurch der gesuchte

Faktor ermittelbar wird.
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Metachromatische Leukodystrophie (MLD) ist eine genetisch bedingte Defizienz des lysosomalen
Enzyms Arylsulfatase A und fithrt zur lysosomalen Akkumulation von Sulfatid sowie einer
schwerwiegenden Demyelinisierung im zentralen Nervensystem des Menschen. Ein Tier-Modell der
MLD sind die ASA-Knockout-Méiuse, die durch die Inaktivierung des ASA-Gens erzeugt wurden. Die
ASA-Knockout-Méuse entwickeln lysosomale Sulfatid-Speicherungen dhnlich wie bei der humanen
MLD.

Galaktosylceramid (GalCer) und 3-O-Sulfogalactosylceramid (Sulfatid) gehéren zu den hiufigsten
Sphingolipiden in Myelin-produzierenden Glia-Zellen, konnten jedoch beide auch in Neuronen
nachgewiesen werden. Ob es sich dabei um endogenes oder aus Glia-Zellen stammendes GalCer und
Sulfatid handelt, ist bislang noch nicht eindeutig geklart. Han beschrieb ein Modell, in dem Sulfatid
durch Apolipoprotein E von Astrozyten zu Neuronen transportiert wird. Der Fokus dieser Arbeit lag
auf der Sulfatid-Akkumulation in den Neuronen von ASA- und ASA/ApoE-Knockout-Miusen.
Unabhingig vom zusitzlichen eingebrachten ApoE-Knockout zeigten die ASA/ApoE-Knockout-
Maiuse ebenso wie die ASA-Knockout-Méause einen gleichsam erhohten Sulfatid-Gehalt im Cortex
und im gesamten Gehirn im Alter von 18-24 Monaten. Die Sulfatid-Akkumulation wurde durch
histochemische Férbungen mit Alcianblau nachgewiesen. Sulfatid-Speicherung wurde bereits bei
jingeren Tieren (12 Monate) und verstirkt bei den dlteren Tieren in Neuronen bei den ASA- und
ASA/ApoE-Knockout-Méausen detektiert. Die neuronale Sulfatid-Anreicherung, besonders im Bereich
der Medulla oblongata und Pons, deutet darauf hin, dass die ApoE-Defizienz in den Doppel-
Knockout-Tieren keinen wesentlichen Einfluss auf die Akkumulation von Sulfatid in Neuronen hat.
Daher ist die Anreicherung von Sulfatid entweder von einem anderen Transporterweg abhingig, oder

die Akkumulation in den Neuronen entsteht durch endogen synthetisiertes Sulfatid.

Transgene Thy-1-CGT-Mause iiberexprimieren die Ceramid-Galaktosyltransferase (CGT) unter dem
neuronalen Promotor Thy-1 und synthetisieren in den Neuronen C18:0-GalCer und Sulfatid in

verschiedenen Bereichen des Gehirns. Diese transgenen CGT-Méuse weisen auf dem C57BL/6
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Hintergrund eine signifikant reduzierte Lebensspanne auf. Zusétzlich wurde bei den transgenen CGT-
Maiusen eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber akustischen Reizen festgestellt. Nach einer relativ
milden Gerdusch-Stimulation wie Schliisselklirren (ca. 90-100 dB) entwickelten die transgenen CGT-
Tiere letale audiogene Anfille, die sich in unkontrolliertem Hin- und Herlaufen duBlerte, die mit
Krémpfen verbunden waren und sogar teilweise zum Tod des transgenen Tieres fiihrten. Allerdings
konnten bei den transgenen Méusen, die die Cerebrosid-Sulfotransferase (CST) in den Neuronen
tiberexprimieren, keine solchen Anfélle beobachtet werden. In Doppel-Transgenen Tieren, die sowohl
CGT wie CST exprimieren, wurde dagegen eine stirkere Sensitivitdt gegen audiogene Reiz-Induktion
im Vergleich zu den transgenen CGT-Miusen erfasst. Wie in dieser Arbeit gezeigt wird, korreliert
diese verstirkte audiogene Sensitivitdit mit dem erhohten Sulfatid-Gehalt in der neuronalen
Plasmamembran von CST/CGT-transgenen Méiusen im Vergleich zu transgenen CGT-Maéusen.
Verursacht durch den erhohten Sulfatid-Gehalt in den Neuronen kommt es zu den letalen audiogenen
Anfillen bei den transgenen Méausen. Da bei der lysosomalen Speicherkrankheit MLD Sulfatid-
Akkumulation in den Neuronen vorhanden ist und MLD-Patienten dhnliche neurologische Symptome
aufweisen, konnen diese Ergebnisse sowie weitere Untersuchungen tiefere Einblicke in die

neurologischen Auswirkungen dieser Krankheit anhand des transgenen Maus-Modells liefern.

Eine mogliche therapeutische Option fiir die lysosomale Speicherkrankheit MLD ist die Substrat-
Reduktions-Therapie, wobei die Synthese des akkumulierenden Sulfatids durch spezifische Inhibitoren
verhindert werden soll. Im Falle der MLD wird der letzte Schritt der Sulfatid-Synthese, der Transfer
einer Sulfatgruppe auf Galaktosylcerebrosid von der CST, einem Typ II-Transmembran-Protein
katalysiert. Die Produktion einer groBen Menge an CST-Protein sollte es ermoglichen, eine detaillierte
Struktur-Analyse sowie die Testung von potentiellen Inhibitoren durchzufiihren. Allerdings wird die
Expression einer groen Menge des CST-Proteins durch dessen ineffizienten Export aus dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) erschwert. Untersuchungen mit verschiedenen CST-Fusions-
Proteinen ergaben, dass die CST zum grofiten Teil im ER zuriickgehalten wird. Diese ER-Retention
konnte moglicherweise durch die luminale katalytische Doméne hervorgerufen werden. Ein Fusions-
Protein aus der amino-terminalen Membran-Doméne der CST und einem GFP-Reporter-Protein wurde
effizient in den Golgi-Apparat transportiert, im Gegensatz dazu verblieb ein Fusions-Protein,
bestehend aus der katalytischen Doméne der CST und der amino-terminalen Transmembran-Doméne
eines Plasmamembran-Proteins (Dipeptidylpeptidase IV), im ER.

Interessanterweise zeigten Expressions-Analysen an den humanen Sulfotransferasen Gal3STl1,
Gal3ST2 und Gal3ST4, dass bei diesen ebenfalls eine ER-Export-Blockierung vorhanden ist. Da die
relative Menge des im ER zurlickgehaltenen CST-Proteins mit dem Expressions-Gehalt ansteigt,
konnte der Transport der CST aus dem ER durch einen noch unbekannten ER-Export-Faktor limitiert

sein.
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An inherited deficiency for lysosomal enzyme Arysulfatase A (ASA) leads to 3-O-sulfo-
galactosylceramide (sulfatide) accumulation and drastic demyelination in the central nervous
system of humans. These cause the inherited lysosomal storage disease ‘“metachromatic
leukodystrophy” (MLD). As an animal model, the ASA-knockout mice have previously been
generated by disruption of the ASA gene, such that ASA-knockout mice develop lysosomal
sulfatid accumulation similar to the human MLD. Galactosylceramide (GalCer) and sulfatide are
abundant sphingolipids in myelinating glial cells. Besides this, low levels of GalCer and sulfatide
have been found in neurons. To date, it is not well understood, whether neuronal sulfatide is
synthetized endogenously or rather, transported to neurons via an as yet unknown mechanism. In
a transport model described by Han, sulfatide is transported by apolipoprotein E from astrocytes
to neurons. In the present study it should be elucidated, whether the neuronal distribution of
sulfatide storage in ASA- and ASA/ApoE-knockout mice differ in any way. We could show, that
double-knockout mice as well as the ASA-knockout mice showed an increased sulfatide-level in
the cortex and brain of 18-24 month old mice, which is to day that the additional ApoE-knockout
did not cause any difference in neuronal sulfatide levels. By means of histochemical staining
using alcian-blue it was proven that neuronal sulfatide storage was already detectable in relatively
young mice of 12 months and intensified in older ASA- and ASA/ApoE-knockout mice. Neuronal
sulfatide was most prominent in many nuclei of the medulla oblongata and pons in both, ASA-
and ASA/ApoE-knockout mice, suggesting that the ApoE-deficiency does not have any different
effect on the neuronal accumulation of sulfatide in ASA/ApoE-knockout mice as compared to
ASA-knockout mice. It can therefore be concluded that sulfatide storage in neurons are either due
to a completly different transport-protein or the accumulation is generated by endogenously
synthesized sulfatide in neurons.

Transgenic mice overexpressing UDP-galactose:ceramide galactosyltransferase (CGT) under the

control of the Thyl.2 promoter synthesize C18:0 fatty acid containing GalCer and sulfatide in
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neurons. Depending on the genetic background, these transgenic mice have a significantly
reduced life span; e.g. mice on a C57Bl/6 background died earlier as compared to their
counterparts on C57B1/6/12901a background. Transgenic mice were extremely sensitive to sound
stimuli and displayed lethal audiogenic seizures after relatively mild acoustic stimulation, i.e. key
jangling (90-100 dB), which was reflected in a wild running phase followed by muscle spasms
and partly occurring death. However, transgenic mice expressing cerebroside-sulfotransferase
(CST) in neurons did not show sensitivity to audiogenic seizures. In contrast, transgenic mice
expressing CGT and CST were characterized by an enhanced sensitivity to audiogenic seizure
induction. The latter correlated with elevated sulfatide levels in neuronal plasmamembranes of
double transgenic mice in comparison to CGT-transgenic mice, and strongly suggested that lethal
audiogenic seizures are caused by elevated sulfatide levels in transgenic neurons. During the
lysosomal storage disease MLD, neurons accumulate substantial amounts of sulfatide as well,
which possibly contributes to the pathogenesis of the disease. CGT-transgenic mice can therefore
be considered as a useful animal model to further investigate how sulfatide affects functional

properties of neurons.

Even if there is no cure of the lysosomale storage disease MLD up until now, there are
different approaches tested, of which substrate-reduction therapy currently seems to be the
most promissing. Here, the synthesis of accumulating sulfatide is inhibited by specific small
inhibitors, which are particularly modified to be able to cross the blood-brain barrier (BBB).
In case of MLD, the very last step of sulfatide synthesis is the transfer of a sulphate group to
galactosylcerebroside. This reaction is catalyzed by the CST, a type Il transmembrane protein.
Large amounts of purified CST are needed in order to allow detailed structural analysis and
screening for specific inhibitors. However, the inefficient export of the enzyme from the
endoplasmtic reticulum (ER) impedes high level purification of CST. Studies on different
CST fusion-proteins indicated that high amounts of the CST are retained in the ER, which is
most probably mediated by its luminal catalytic domain. In fact, a protein consisting of the
amino-terminal membrane domain of CST fused to an EGFP reporter protein was efficiently
transported to the Golgi Apparatus, whereas a fusion protein of the catalytic domain of CST
with the amino-terminal membrane domain of dipeptidylpeptidase IV was retained in the ER.

Interestingly, the expression of human sulfotransferases Gal3ST1, Gal3ST2 and Gal3ST4
demonstrated that their export from the ER was blocked, too. The relative amount of CST retained
in the ER increased with the expression level of the protein, suggesting that an unknown ER

export factor might limit ER export of the CST.
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Acetyichedinesterse in don ekdor v |, verdht it EocR7IT & Kped Sopindm Vidservon |, verchat it Bl & Ky
PCR.erftigge it dm Prioone erfidyge it dn Pt Seapserme CTTOGTACCGIC TAGANTOC TOC T TOCTO (ot
Kqril onl IACHE: CTTOGTACUTC TAGAGEAGLCATOAGECTCE (terme N 2215) 5 m;(d:“r{?rn\.vn\::“mmmmxgm i e Ah220
Bt IACHE AS: TCTCAGGTCTGACCAGUGATCC IntemeNe. 2216) Sepatiice.
“Ternphatie hACHE Vikaor (von R Cnllitrencifr), vendbm mit FeoftdT11 & Kprd Teavpoge: S Kortrok-Vectr, vercha i Rl & Kl
wierarichan = Furin Schminstclie nersridun - Rrmedwitadee

Vepl 6 sl

“DPP4-TMD

-
000

pcD!lQ:i-DPPIV—TM D_3Sgg';m
B7026ps o0 _

\m
DPPIV-TMD-GFR~ .,

Sacll 1741

4806 bps BsplU111 4885
BstBl 3511 Bovel 1942
BstEll 2109
Reell 3345 BarGl 146 Bat1107] 4505 \ Bsu3dsl 2130
Xbal 1 Baml 4455 {i EcoRl 2194
Notl 2220
h Muni 1581 Xhel 2227
Hincll 1592 BstBI 4216 Xbal 2239
BotDh e am'f’f?:gsgz Rsrll 4050 | 2245
m‘;‘“ 22.;‘350 Bap120| 2245
spl Dralll 1842 Tih1111 3650
Msc! 2910 Meci 3615 BsoRi 3306
Marl 2824 Marl 3534 Stul 3322
Kasl 2829 Kasl 3534 Binl 3325
Ehe| 28200 Ehal 3534 Smal 3346
Boel 2 Bbel 3534 Xmal 3346
2508
SexAl 2420
1)
Dipeptidylpepticase IV-Ti bran-Donine in den Viector pEGFP-C, verchut mit Hindlll] — Dipeptidylpeptidase 1V-T Domiing in peDNA3, verdaut mit HindlI1 und Kpnl
und i PCR erfolgle mit den Primern:
DPP_TMDse: GOGCAAGCTTATGAAGACACCGTGGAAGG (Interne-Nr. 2620)
PCR erfolgte mit den Primem: DPPP_TMDan GCGCGGTACCTTCATCTTTGCTCAGC (Intere-Nr. 2621)
DPP TMDse: GCGCAAGCTTATGAAGACACCGTGGAAGG (Inteme-Nr, 2620) Template: SPOTG-DPPIV (ImaGenes Clone: TRAVROGSADT22D). verdaut mit HindlIl & Kpnl

DPP_ TMDur: GOGCGGTACCTTCATCTTTGCTCAGE (Inteme-Nr. 2621) "
Terplate: SPOT6-DPPIV (InuGenes Clone: IRAVpOSSA0722D), verdaut mit HindlIl & Kpnl | 3608 T-HA in peDNAI-DPPIV-TM (1.}, verdaut mit Kpal & FcoRY

PCR erfolgte mit den Primem:

an3ACST-HA_EcoRl: GOGCGAATCTCAGGOGTAATCGGGGACG (Interme-Nr, 2618)
se39CST_Kpnl: GOGCGGTACCCCCAACATGGCCTTCACG (Interne-Nr. 2619)

{Amtisense Primer der CST besitat keine vollstindige EcoRI-Schnittstelle. Daher wurde eine

blunt-end Ligation durchgefiihn. )

Template: pTIS-CST-HA (Imeme-Nr. 1478)
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10 Plasmidkarten

BstBl g 52915$
1]

Munl 446
Miul 8851 ‘Agel 453

Mscl B34
Tth1111 8596,

4
Nea(R) TK promotEF-1alpha
|
‘ DHFR

Baglll 945
Fsel 1078

Sfil 7618,
Binl 7571
Nrul 7548,

Xcml 1685

BsmBl 2020
BamHI 2050
Sbfl 2106

-~
000

pSB-IL2-39CST-
CsT

9388 bps

N\ BsIEN 2745

Bsud6l 2766
Xbal 2796
Notl 3120

39CST imartalb des Vectars pEF-HHCST (leliche CST wird vomanino Tenmines verkirat;
chne His und HA Tag) erstellt

Munl 446

| Xeml 1676

pSB-IL2-42CST-
9379 bps

42CST

BstEll 2736
BsulBl 2757
Xbal 2787

Sgril 6247 Notl 3111

Ecod7Ill 6164
Sall 6007

AXSTimatulb des Vectors pEEHHCST (idsliche CST wird vomanino Terrrinus verkiia,
cle Hisund HA Tag) ertellt

Tonrplae: pRBERCST Tonpidtes PSBEECST
205,14 Spel 9124
BstBl 8925 it
Mscl 8607 Agel 453
Tth1111 8569 Bglll 945
Fsel 1078

Nl 7o30, Bsma| 2002
~ BamH| 2032
‘ % Sbil 2088
DHFR -
pSB-IL2-45CST s
9370 bps

BsiEN 2727

BsulGl 2748

Xbal 2778
SgrAl 6238 Notl 3102

Ecod7Ill 6155

Sall 5998

450CST innerhalb des Vectors pEF-HHCST (lisliche CST wird vom amino-Terminus verkiia,
ohne His und HA-Tag) erstellt

PCR erfolgte it den Primem:
45 CST: ACCTCAGAGGCTGCAGCACC (Inteme- N, 1736) Phosphoryliert!

anti-IL2-NEUE AGGTGCACTGTTTGTGACAAGTOCAAGACTTAGTGE (Infeme-Nr. 1740)
Terrplate: pSB-EF-CST

4
Neo(R) TK promatEF-1alpha

I Xcml 1658

EsmB| 1993

BamHI 2023
Sbfl 2079

pSB-IL2-48CST-
9361 bps

A4BCST

SgrAl 6229 Notl 3093

Eco47ill 6146
Sall 5989

4RCST innertalb des Vectors pEFHHCST (lisdiche CST wind vom amino-Terminus verkiirt,
ohne His und HA-Tag) erstellt

PCR erfolgte it den Prirren:
48 CST: GCTGCAGCACUCTGCTCC (Inteme Ny 1737) Phosphonyliant!

anti-11 2NFU AGGTOCACTGTTTGTGACAAGTOCAAGACTTAGTOC (Tnteme Ny 1740)
Tenplate: pSBEECST
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10 Plasmidkarten

Bglll 945
Fsel 1078

Nea(R) TK promotEF-1alpha

b
OO0

pSB-IL2-51CST- i
9352 bps

Sbfl 2070

‘DHFR

BstEll 2709
Bsu36l 2730
Xbal 2760

SgrAl 6220 Notl 3084

Ecod7lll 6137
Sall 5980

SICST innerhalb des Vectors pEF-HH-CST (lasliche CST wird vom amino-Terminus verkiirzt,
ohne His und HA-Tag) hergestellt

PCR afolgte mit den Pimen:

51 CST: COCTGCTCOOCTATTCCCAATG (Inteme-Nr. 1738) Phosphoryliert!
anti-1L2-NELE AGGTGCACTGTTTGTGACAAGTGCAAGACTTAGTOC ( Interme-Nr. 1740)
Tenplate: pSBEF-CST

BamHi 1105

SnaBl 8545 Sbfl 1181

Ndel 8440

I

o BStEIl 1800
Esift| 2007 Bsu36l 1821
Miul 7946
Xbal 1851
Mscl 7689

Tih1111 7651 TK pramoter
"PSB4.7-39CSTeo

9755 bps

Nea(R)

Clal 7036

Sfil 6673 /1
Binl 6626
Nrul 6603

SgrAl 5311
Ecod7ill 5228
Sall 5071

39CST in den Vektor pSB4.7 umklonient

.

112-39CST rausgeschnitten mit Notl und Bgl 11
Template: pEF-112-39CST

2,
pSB4.T verdaut mit Notl und BamHI und anschlieBend die 39CST in den geschnitien Vektor
ligiert

Template: pSB4.7
Bpml 241
Ciriol 300 B"""czlf,%] 279
"a:me,“wo hael 279
325 MgoblyV 279
2 i Psil 304
BsiX) 413 g
Eralriian Ecl136]l 407
Binl 489 kel
Mscl 540 n} 458
ke S Mscl 519
Ncal 570 Eaal s
Bsal 641 col 548
I 184 smAl 641 o N gealen
Avall 208 AlwNI 707 ol 191 4 Y
el s B g oo 1B Eco57| 692
SfaNi 730
sag:!m 46 ““‘.'q?r::za“ ‘ | ""‘Fm. 808 :mh‘ﬂf?za B8 rrﬂaﬁ . 12 ||5'9N'I;g‘_i 87 gﬂ{"““
A : LR U T ! 1 ! L LR P | J
W 00 400 800 800 1000 200 400 0 BOO 1000 17
WZET WICGT

RNA-CGTse-Sonde (1129 bps) RMNA-CGTanti-Sonde (1125 bps)
RNA CGTse Sonde RNA-CGTanti Sonde
PCR erfolgte mit den Primem: PCR erfolgte mit den Primem:
T7se CGTse: GTAATACGACTCACTATAGGGGCTTATGTCCCAGAGTTTAAC CGT1455: GCTTATGTCCCAGAGTTTAACTCAC (Interne-Nr. 2193)

(Interne-Nr. 2540) T7an_CGTan: GTAATACGACTCACTATAGGGTCATCTCACCTTCTTTTCG

TTse CGTanti: GOGCTCATCTCACCTTCTTTTCG (Inteme-Nr., 2541)
Template: pSB4.7-wtCGT
Die Herstellung der Sonde erfolgte mit Hilfe des RNA-Dig-Labbeling Kit (fermentas)

(Interne-Nr. 2542)
Template: pSB4.7-wtCGT
Die Herstellung der Sonde erfolgte mit Hilfe des RNA-Dig-Labbeling Kit (fermentas)
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10 Plasmidkarten

'GAL3ST1

Bsp1201 1314

PCDNA3.1-Gal3ST1-HA
Amp(R)

Fspl 4629 6243 bps

Ahd| 4404

Binl 2372

Mscl 2502
Al 2614

BsplLU11] 3516 Fsel 2772

Bst11071 3135  Bsml 3085

Calaktose-3-O-Sulfotransferase 1(Gal3ST1) in den Vector pDNA3. /200 FA2H-HA, FA2H
wurde mit HindllT & FooRI herausgeschnitien

PCR von Gal3ST1 erfolgte mit den Primem:

GAL3STI se: GCAAGCTTACCATGCTGOCACCGCIAGARAGRAGT (Interme-Nr., 2600)
GAL3STI an: GCOOGAATTCCCACCGCAGGAAATCGCG (Tnteme- N, 2691)
Tenplate: InuGenes IRAUpI6OBISE6D

S08
PpuMI 848
Agel 1055

Andl 5241

pcDNA3.1/ze0/Gal3ST2-HA

'GALIST2

6169 bps
2000
4000 -~

Bpu11021 1811
BamH| 1888

Sapl 4230
Van81l 2039
Nt
B“”Bos?r:ﬂag;gz Bsp1201 2151

@lf-3GalNAe -3-O-Sulfotransterase 2 (Gal3ST2) in den Vector pcDNA3. 1, verdaut mit
Hindlll & EcoR1

PCR von Gal3ST2 erfolgte mit den Primem:

GAL3ST2se: GCAAGCTTACCATGTCCATCCTGAGAGE (Interne-Nr. 2696)
GAL3ST2Zanti+C: CCTTTTTCAGGAATGGGATATCCTTGGGAGTC (Interne-Nr, 2698)
Template: GAL3ST2 aus muriner cDNA gewonnen

Veetor und Template wurden nach dem Verdau mit Klenow aufgefiillt und im Anschluss
daran erfblgte eine blunt-end Ligation

47
Bpu11021 254

BOVCI 1025
Bsgl 1075

BsmBl 1427
EcoRI 1467

Ampr/PEDNA3.1/ze0/Gal3ST4-HA,

Fepl 4822 6436 bps

2000

Ahdl 4587

BspLU111 3708
Bst11071 3328 -k
Bsml 3278 Ecob2l 3025

alp-3GalNAc 3-O-Sulfotransferase 4 (Gal3ST4) in den Vector pDNA3. 1/ze0FAZH-HA, FA2H
wurde mut Hindl1l & EcoRI herausgeschnitten

PCR erfolgte mit den Primem:

GAL3ST4 se: GOGCAAGCTTACCATGGGCCCTCTCTCTCCTGOC (Interme-Nr, 2692)
GAL3STS an: GOGCGAATTCTGGGGAGAGTGGOCTTGAAGTCTTGAG (Inteme-Nr, 2693)
Template: ImaGenes IRAUPMOAIDSTD
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11 Abkiirzungsverzeichnis

11 Abkulrzungsverzeichnis

Anm
Abb.
AK
Amp
APS
AS
ASA
ATP
Bp
BSA
cDNA
CGT
CST
CHCI3
CHO
DEPC
dH20
DMEM
DMSO
DNA
Dnase
DNTP
DC
EDTA
ER
ESI-MS
EtOH
FCS

g
GalCer
GalT
GFP
GlcCer
h

HET
HRP
kb

kDa

kg

KO
Konz.

1

Lsg.

M

Absorption bei einer Wellenlédnge
Abbildung

Antikorper

Ampicillin
Ammoniumpersulfat
Aminoséure

Arylsulfatase A

Adenosin-5°‘- Triphosphat
Basenpaar

Rinderserumalbumin
komplementidre DNA
Ceramid-Galaktosyltransferase
Cerebrosid-Sulfotransferase
Chloroform

Ovarienzellen des Chinesischen Hamsters
Diethylpyrocarbonat
deionisiertes Wasser
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsiure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotidtriphosphat
Diinnschichtchromatographie
Ethylendiamintetraacetat
Endoplasmatisches Retikulum
Elektrospray Ionisation Massenspektroskopie
Ethanol

fotales Kélberserum

Gramm; Erdbeschleunigung
Galaktosylceramid
Galaktosyltransferase

griin fluoreszierendes Protein
Glukosylceramid

Stunde

heterozygot
Meerrettichperoxidase
Kilobasen

Kilodalton

Kilogramm

Knockout

Konzentration

Liter

Losung

Molar; Masse
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11 Abkiirzungsverzeichnis

mA
MAG (S/L)
MALDI
MBP
MeOH
min
MLD
mRNA
MW

n
NADPH
NCAM
n.d.

NF

OD
PAGE
PBS

PC
PCR

PE
RNA
RNase
PLP
PNS

rpm

SDS

sec
SEM
SM

ST

Sulf
TEMED

uN
uv
WB

WT
ZNS

Milli-Ampere

Myelin assoziiertes Glykoprotein (kurz/lang)
Matrixassoziierte Laser Desorption / Ionisation
Mpyelin basisches Protein

Methanol

Minute

metachromatische Leukodystrophie
Messenger RNA

Molekulargewicht; Mittelwert

Anzahl der Versuche
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat
Neurales Zelladhdsionsmolekiil

nicht detektierbar

Neurofascin

optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat gepufferte Saline
Phosphatidylcholin

Polymerase Kettenreaktion
Phosphatidylethanolamin
Ribonukleinsédure

Ribonuklease

Proteolipid-Protein

Peripheres Nervensystem
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur; Reverse Transkriptase
Natriumdodezylsulfat

Sekunde

Standardfehler des Mittelswerts
Sphingomyelin

Standardabweichung

Sulfatid
N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamin
Unit

iber Nacht

Ultraviolett

Watt

Western Blot

Wildtyp

Zentrales Nervensystem
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