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Kapitel 1
Einleitung

Die Entwicklung eines Organismus aus einer befruchteten Eizelle ist ein umfangreicher Prozess, der vielen
komplexen Mechanismen unterliegt. Innerhalb dieses Entwicklungszeitraumes kénnen Verdnderungen
im Lipidmetabolismus wahrend der Organogenese zu einer abnormalen Entwicklung und angeborenen
Defekten fiihren. Forscher entdeckten in den 1990er Jahren an Feten, die Cholesterin nur in geringen
Mengen synthetisieren, eine Vielzahl von angeborenen Defekten. Sie stellten weiterhin fest, dass gerade
der sich entwickelnde Embryo viel Cholesterin bendtigt und seine Sterolsyntheserate verglichen mit dem
adulten Organismus um ein Vielfaches erhoht ist (Dietschy et al., 1993). Kommt es zu Mutationen
an Komponenten des Cholesterinsyntheseweges, zeigen die Embryonen reproduzierbare Auswirkungen.
Beispielsweise fiihrt eine verminderte Enzymtétigkeit von DHCRY7, das letzte Enzym bei der Umwandlung
von 7-Dehydrocholesterin in Cholesterin, zum Smith-Lemli-Opitz-Syndrom. Dabei handelt es sich um ein
angeborenes Fehlbildungs-Retardierungssyndrom, welches biochemisch mit verringerten Cholesterinwerten
und erhohten 7-Dehydrocholesterin-Werten einhergeht. Uber die Rolle von Cholesterin und den Kompo-
nenten des Cholesterinsyntheseweges in der Embryonalentwicklung ist wenig bekannt. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden die Gene SREBP2, INSIG1 und INSIG2 analysiert und charakterisiert. Dabei
stand weniger die Funktion dieser Proteine in der Regulation der Cholesterinbiosynthese im Vordergrund,
da diese gut charakterisiert ist. Das Augenmerk richtet sich vielmehr auf die entwicklungsbiologische Rolle
von SREBP2 und ferner INSIG1 und INSIG2 in Embryonen des Krallenfrosches Xenopus laevis.

1.1 Cholesterin

M. Poulletier de La Salles beschrieb 1769 erstmalig ein , Fettwachs“. Aber erst Michel Eugene Chevreul
isolierte 1815 diese Substanz aus menschlicher und tierischer Galle und stellte fest, dass sich das Fett
nicht verseifen lie. Er benannte es Cholesterin, welches sich aus den Wortern ,,chol“ (Galle) und ,sterin®
(Wachs) zusammensetzt. Die exakte Formel fiir Cholesterin (Ca7Hy60) wurde 1880 von Reinitzer vorge-
schlagen und die chemische Identifizierung gelang Windhaus, wofiir er 1928 einen Nobelpreis erhielt. Dieses
Molekiil iibt immer noch eine grofie Faszination auf Forscher unterschiedlichster naturwissenschaftlicher
und medizinischer Disziplinen aus. Bis heute wurden 13 Nobelpreise fiir die Erforschung dieses kleinen
Molekiils verliehen (Kramer, 2005).

Pflanzen enthalten kein Cholesterin, besitzen aber cholesterinverwandte Steroide — die Phytosterine. In
tierischen Zellen kommt Cholesterin frei oder in Form von Estern mit ungeséttigten bzw. gesittigten
langkettigen Fettsduren und als Schwefelsdurehalbester vor. Als lebenswichtiges Molekiil ist Cholesterin
essenzieller Bestandteil eukaryontischer Membranen. Mehr als 80 % des zelluliren unveresterten Pools von
Cholesterin befinden sich in Plasmamembranen (Hoekstra & van Ijzendoorn, 2000). Das Cholesterinmolekiil
besteht aus drei Teilen (Abbildung 1.1): einem starren lipophilen Steroidgeriist, wodurch es sich in der
Lipiddoppelschicht bewegen kann; einer polaren Hydroxygruppe, welche an unterschiedlichen Esterfikatio-

nen beteiligt ist; sowie einem unpolaren Kohlenwasserstoffrest, der Oxidationsprozessen unterliegen kann.
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Chemisch wird Cholesterin zu den polyzyklischen Alkoholen gerechnet. Aufgrund seiner 38-Hydroxygruppe
an einem und einer flexiblen Kohlenwasserstoftkette am anderen Ende des Steriodgeriistes ist es in der
Lage, die physikalischen Eigenschaften von Membranen zu beeinflussen (Yeagle, 1989). Dadurch trigt
es entscheidend zur Membranstabilitat und -viskositét bei. Zusétzlich erhoht Cholesterin die Dicke von
Lipiddoppelschichten und hat einen kondensierenden Effekt auf sie (Yeagle, 1985). Cholesterin ist auch
Vorlaufer von Steroidhormonen, Gallensduren (Chang et al., 2006) und als Vorstufe an der Bildung von
Geschlechtshormonen wie Testosteron, Ostradiol, Progesteron sowie der Nebennierenhormone Cortisol
und Aldosteron beteiligt (Abbildung 1.1).

Membranpermeabilitat fur lonen

Membranwskosﬁat Gallensauren

\/\/\/

Vorstufen fur Vitamin D

____—w» Rezeptorvermittlung

Bildung von Mikrodoménen: ——— \
Lipid rafts Lipidproteine

/ Steroidhormone/ Corticoidhormone:

Signaltransduktion Testosteron, Ostradiol, Cortisol

Abbildung 1.1: Struktur und Funktion von Cholesterin. Die molekulare Formel fiir Cholesterin ist Co7Hy460. Das
Cholesterinmolekiil besteht aus einer flexiblen Kohlenwasserstoffkette (aliphatischer Rest, rot), einem starren Steroidgertist
bestehend aus vier Ringen (schwarz) und einer polaren 38-Hydroxygruppe (blau).

Durch Lipid Rafts (Lipid-Flofie) ist Cholesterin auflerdem in der Signaltransduktion involviert, denn diese
Mikrodoménen sind Zentren fiir Rezeptoren und dienen unter anderem als Andockstelle fiir Proteine an
die Membran (Simons & van Meer, 1988). Als Lipid Rafts werden cholesterinreiche laterale Mikrodoménen
in Zellmembranen bezeichnet (Simons & Tkonen, 1997). Sie verdanken ihren Namen der Eigenschaft, wie

Fl68e auf der Lipidmembran zu schwimmen (Abbildung 1.2).

Transmembrane Proteine

/

GPI-
verankertes
Protein

doppelt

prenyliertes acetyliertes
Protein Protein
A - -

~"
Lipid Raft
Glycophospholipide Sphingolipide Glycerophospholipide [ Cholesterin
mit ungesattigten (Glycosphingolipide mit geséttigten
Acyl-Ketten und Sphingomyelin) Acyl-Ketten

Abbildung 1.2: Vereinfachtes Modell von Lipid Rafts in Zellmembranen. Die Phospholipide (griin und rot) und
Cholesterin (orange) sind in beiden Membranteilen, wihrend die Sphingolipide (grau) im dufleren Teil des Bilayers angeordnet
sind. Die Acyl-Ketten des Lipid Rafts sind lang und geséttigt (grau und rot), wihrend auflerhalb des Lipid Rafts kiirzer und
einzelne bzw. mehrere ungesittigte Acyl-ketten (griin) dominieren. Lipid Rafts besitzen doppelt-acetylierte (tiirkis-blau) und
GPI-verankerte (braun) Proteine, wihrend transmembrane (hellblau) und prenylierte (dunkelgriin) Proteine meistens nicht
Lipid Raft assoziiert sind. Abbildung modifiziert nach Waheed & Freed, 2009.
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In den Lipid Rafts reichern sich Cholesterin, Glycolipide und Sphingolipide (Thomas et al., 2004; Korade &
Kenworthy, 2008) so an, dass sie zwar noch beweglich aber mehr geordnet und dichter gepackt als die umlie-
gende Doppelschicht sind (Simons & Ehehalt, 2002). Cholesterin fungiert dabei als Abstandhalter zwischen
den Wasserstoffketten der Sphingolipide und wirkt quasi als dynamischer Klebstoff, der den Lipid Raft
zusammenhélt (Simons & Ehehalt, 2002). Wesentliche Lipid Raft Proteine sind Glycophosphatidylinositol-
verankerte (GPI-verankerte), doppelt acetylierte, Cholesterin-verkniipfte und Palmitat-verankerte sowie
transmembrane Proteine (Simons & Ehehalt, 2002).

1.2 Bereitstellung von Cholesterin in der Zelle

Cholesterin kann prinzipiell von jeder Zelle synthetisiert werden. Die Hauptbildungsorte im menschlichen
Organismus sind die Leber und die Darmschleimhaut. Der menschliche Korper enthélt etwa 150 g
Cholesterin. Dabei wird in der Zelle der aktive Vorrat an Cholesterin tiber zwei Quellen abgedeckt: etwa
0,8-1 g werden im menschlichen Organismus tiber die de novo Synthese aus Acetyl-CoA synthetisiert und
weitere 0,6-0,8 g je nach Nahrungszusammensetzung von auflen zugefithrt (Dettmer et al., 2005). Ein
Grofiteil der Zellen ist in der Lage, beide Prozesse parallel ablaufen zu lassen. Die Zellen kénnen allerdings
das synthetisierte Cholesterin nicht abbauen, sodass der Korper versucht Cholesterin zu eliminieren. Eine
Moglichkeit der Ausscheidung von Cholesterin erfolgt iiber die Galle in den Darm, wobei Cholesterin
selbst als auch sein Stoffwechselprodukt, die Gallenséduren, dorthin ausgeschieden werden. Ein Teil dieses
mit der Galle in den Darm ausgeschiedene Cholesterin wird zum Teil wieder in den Korper aufgenommen.
Des Weiteren kénnen Steroidhormone gebildet und ihre Abbauprodukte anschliefend renal ausgeschieden
werden. Weiterhin erfolgt die Ausscheidung iiber die natiirliche Zellmauserung von Haut und intestinalen
Epithelien (Dettmer et al., 2005).

Die Gewinnung von Cholesterin tiber die de novo Synthese ist von besonderer Bedeutung (Abbildung 1.3).
Die Ausgangssubstanz fiir die Synthese ist die aktivierte Essigsdure Acetyl-CoA. Sie wird zu Acetoacetyl-
CoA und spéter zu S-Hydroxymethylglutaryl-CoA (8-HMG-CoA) metabolisiert. In weiteren Stoffwechsel-
schritten wird dieses Molekiil zu Mevalonat reduziert und zu den aktivierten Isopren-Derivaten Isopentenyl-
Pyrophosphat und Dimethylallyl-Pyrophosphat umgewandelt. Weitere Zwischenprodukte sind Geranyl-
und Farnesyl-Pyrophosphat, welche die zyklische Struktur des Squalens bilden. Nach dem Ringschluss
folgen mehrere enzymatische Reaktionen, bis schliellich Cholesterin entsteht. Aufgrund seiner hydrophoben
Eigenschaften befinden sich iiber 95 % des Cholesterins innerhalb der Zellen. Fiir den Transport in der
Blutbahn wird es an Lipoproteine gebunden. Diese konnen von unterschiedlicher Dichte sein und werden
in Chylomikronen, VLDL, IDL, LDL, HDL und Lipoprotein (A) unterteilt.
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Abbildung 1.3: Vereinfachtes Schema der Cholesterinbiosynthese. Endogenes Cholesterin wird aus Acetyl-CoA
synthetisiert. Die Schritte von Mevalonat bis Farnesyldiphosphat finden in den Peroxisomen statt. Die restliche Synthese bis
zum Cholesterin wird in ER-Membranen vollzogen. Insgesamt sind 30 Enzyme an der Synthese beteiligt. Anschlieend wird
Cholesterin zur Hormonsynthese in die Mitochondrien transportiert. Abbildung modifiziert nach Hollemann, 2007.

1.3 Regulation der Cholesterinbiosynthese auf transkriptionel-

ler Ebene

1.3.1 sterol regulatory element binding proteins — SREBPs

Die Regulation des Cholesterinspiegels erfolgt in der Zelle iiber einen streng regulierten Feedbackme-
chanismus (Turley et al., 1988), der iiber das Zusammenspiel verschiedener Faktoren ermoglicht wird.
Eine entscheidende Rolle spielen dabei die zur Familie der bHLHZ (basic Heliz-Loop-Heliz Zipper)-
Transkriptionsfaktoren gehorigen SREBPs (sterol regulatory element binding proteins), welche die Choles-
terinbiosynthese auf transkriptioneller Ebene steuern. Sie unterscheiden sich von anderen bHLHZ Proteinen
dadurch, dass sie als inaktive Vorlaufer synthetisiert und am ER gebunden vorliegen (Brown & Goldstein,
1997; Goldstein et al., 2002). SREBPs wurden erstmalig durch Wang et al., 1993 und Briggs et al., 1993
beschrieben. Alle sequenzierten vielzelligen Tiere (Metazoa) besitzen SREBP-Homologe, wodurch eine

feste Zuordnung getroffen werden kann. Chordaten-Genome besitzen zwei SREBP-Homologe, wihrend
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Invertebraten nur ein SREBP-Homolog aufweisen (Rawson, 2003). Rawson begriindet es damit, dass
Invertebraten (Drosophila und Caenorhabditis elegans) Sterine nicht de novo synthetisieren kénnen und
daher nur ein Homolog benétigen (Rawson, 2003).

Die zwei separaten Gene des Sadugetiergenoms codieren fiir drei unterschiedliche SREBP-Isoformen:
SREBP1la, SREBP1c und SREBP2. SREBP1la und SREBP1c unterscheiden sich in ihrem ersten Exon,
wodurch sie unterschiedliche Translationsstart-Stellen im SREBP1-Gen ermoglichen (Horton et al., 2002).
Die dominanten Isoformen in der tierischen Leber sind allerdings SREBP1c und SREBP2. Die SREBP
Gene teilen zwar eine 80 %ige Identitéit in ihrer DNA-bindenden Doméne, haben aber unterschiedliche
Zielgene. SREBP1c reguliert hauptséchlich Gene der Fettsduresynthese, wahrend SREBP2 vor allem bei
der Cholesterinbiosynthese eine entscheidende Rolle spielt. Bekannt ist, dass SREBPs die Transkription
von mehr als 30 Genen des Cholesterin-, Fettsdure-, Triglyzerid- und des Phospholipidstoffwechsels steuern
(Brown et al., 1999; Osborne, 2000; Horton et al., 2003).

In der Zelle wird SREBP (mit einer Molekularmasse von ~120 kDa) an der Membran des ER synthetisiert
und liegt dort als inaktiver Vorldufer vor. Es besteht aus drei Doménen (Abbildung 1.4): (a) einer
NHs-terminalen Doméne mit der bHLHZ-Region; (b) zwei hydrophoben, transmembran durchziehenden
Segmenten, die durch eine kurze Schleife (Loop) unterbrochen sind, welche in das Lumen des ER ragt;
und (c) einer COOH-terminalen Doméne, die essenziell fiir die regulatorische Funktion von SREBP ist.
So wird tiber dieser C-terminalen Doméne die Bindung an SCAP (SREBP cleavage activating protein)
ermoglicht, den Sterolsensor des Systems (Brown & Goldstein, 1997; Sakai et al., 1997). SREBPs weisen
eine Haarnadelstruktur auf, sodass sich sowohl die N- als auch die C-terminale Doméne im Cytoplasma
befindet (Abbildung 1.7).

Transkriptions- Importin-B und DNA- Membran- Regulationsdoméne
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Abbildung 1.4: Doméinenstruktur von humanem SREBP2. SREBP2 besitzt drei Doménen. Die erste Doméne ist
durch (a) N-terminal sdurehaltige Aminoséduren (aal-51) gekennzeichnet, sowie den Bereich des bHLHZ, der fiir das Importin-
B-Signal und die DNA-Bindung notwendig ist. Die zweite Doméne (b) enthilt zwei hydrophobe Membran-durchziehende
Segmente (grau), die fiir die Membranverankerung notwendig sind. Die dritte Doméne (c) die sog. COOH-Domaéne ist fiir die
regulatorische Funktion von SREBP2 essenziell. Mit roten Linien ist die Erkennungsstelle der S1 und S2-Protease markiert.

1.3.2 insulin induced genes — INSIGs

Weitere wichtige Faktoren fiir die Steuerung der Cholesterinbiosynthese sind die zur INSIG (insulin induced
genes)-Familie gehorigen INSIGs (Yang et al., 2002; Yabe et al., 2002a). Sie verdanken ihren Namen der
Tatsache, dass ihre Transkription durch Insulin in hepatischen Zellen stark angeregt werden kann (Peng et
al., 1997). Obwohl INSIG-Homologe wihrend der Evolution in allen Vertebraten vorhanden sind, wurden
interessanterweise bisher keine bei den Invertebraten Drosophila und im Caenorhabditis-Genom entdeckt.
Als kleine Proteine (Molekularmasse von humanem INSIG1 ~25 kDa und von INSIG2 ~30 kDa) sind
INSIGs durch 6 Membranhelices in der ER-Membran verankert (Abbildung 1.5; Feramisco et al., 2004). Die
Membrandoménen von humanem INSIG1 und INSIG2 sind in ihrer Aminoséduresequenz zu 85 % identisch
(Lee & DeBose-Boyd, 2010) und leisten &hnliche Aufgaben in der Regulation der Cholesterin-Homéostase
(Yabe et al., 2002a). So verhindern sie bei Cholesteriniiberschuss in der Zelle die Prozessierung von SREBPs

und somit die Transkription von SREBP-Zielgenen, die fiir die Cholesterinbiosynthese entscheidend sind.
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Auflerdem bewirken die INSIGs Sterol-abhingig die Degradation des Biosynthese-Schrittmacherenzyms
HMG-CoA-Reduktase (Espenshade & Hughes, 2007).

INSIG1 und INSIG2 unterscheiden sich in zwei Punkten. Erstens ist INSIG1 nicht aber INSIG2 in
Séaugerzellen Zielgen von SREBP. Zweitens ist INSIG1 auch in Abwesenheit von Sterinen in der Lage
den SREBP/SCAP-Komplex am ER zuriickzuhalten, wenn es in hohen Konzentrationen exprimiert wird
(Yang et al., 2002). Im Gegensatz dazu benotigt INSIG2 Sterole (Yabe et al., 2002a).
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Abbildung 1.5: Doménenstruktur von humanem INSIG1 (A) und INSIG2 (B). Die einzelnen Doménen wur-
den farblich wie folgt unterlegt: griin = helikale Inter-ER-Membran, grau = ER-Lumen, hellgrau = Cytoplasma, rote Lini-
en = Ubiquitinylierung. Quelle auf Grundlage von UNIPROT.

1.3.3 Regulation der Cholesterinbiosynthese

Die stdndige Aufnahme und Abgabe von Sterolen durch Endo- und Exozytose sowie die intrazellulére
Verteilung von Cholesterin auf Organellen, Membransubdoménen und Einzelschichten der Doppelmem-
branen setzt ein hochdynamisches und streng reguliertes System voraus. Wesentliche Pionierarbeiten bei
der Erforschung der Regulation der Cholesterinbiosynthese im menschlichen Organismus wurden durch
Michael Braun und Joseph Goldstein geleistet, wofiir sie 1985 den Nobelpreis erhielten.

In tierischen Zellen wird der zelluldre Cholesterinspiegel durch die Transkriptionsfaktoren LXR, (Liver X
Receptor) und SREBPs kontrolliert (Brown et al., 1999). SREBPs binden kurz nach ihrer Synthese an
der ER-Membran an SCAP. Die Bindung der beiden Proteine erfolgt dabei tiber die COOH-terminale
regulatorische Doméne von SREBP an die COOH-terminale WD-repeat Region von SCAP (Sakai et al.,
1997). Dadurch entsteht ein sog. SREBP/SCAP-Komplex. SCAP fungiert in diesem System unter anderem
als Sterolsensor, der auf sich verdindernde Sterolkonzentrationen in der Zelle reagiert (Goldstein et al.,
2002). SCAP-Proteine besitzen zwei definierte Regionen: (1) N-terminal 8 Transmembransegmente, welche
zwischen der Helix 2-6 die Sterin-sensitive Doméne (sterol sensing domain, SSD) beinhalten (Hua et al.,
1996; Nohturfft et al., 1998a) und (2) C-terminal multiple WD repeats, welche die SREBP-SCAP Bindung
vermitteln (Sakai et al., 1997; Nohturfft et al., 1998a; Nohturfft et al., 1998a). Studien zeigen, dass die
Bildung des SREBP/SCAP-Komplexes fiir den Regulationsmechanismus von sehr hoher Bedeutung ist. So
fithren Mutationen (Y298C, L315F, D443N) in der SSD-Doméne von SCAP zur Sterolresistenz (Hua et
al., 1996; Nohturflt et al., 1998a; Yabe et al., 2002b). Das heifit, diese mutierten SCAPs sind nicht mehr
in der Lage unter Sterol-induzierten Bedingungen an INSIG-Proteine zu binden (Yabe et al., 2002b).
SCAP fungiert aber nicht nur als Sterinsensor. Es ist aulerdem in der Lage unter Sterol-reduzierten
Zellbedingungen (Abbildung 1.6, rechts), die SREBPs in COPII-Vesikeln zum Golgi-Apparat zu eskortieren
(Nohturfft et al., 2000; Espenshade et al., 2002; Sun et al., 2005) (Abbildung 1.6). Dieser Transport wird
durch Sec23/24 vermittelt, welches die Hexapeptid-Sequenz MELADL innerhalb der cytoplasmatischen
Schleife zwischen Transmembran Helix 6 und 7 von SCAP erkennt (Espenshade et al., 2002; Sun et al.,
2005). Nach Fusionierung des SCAP/SREBP Komplexes am Golgi-Apparat (Lee et al., 2004) erfolgt in
einem 2-Stufen-Prozess die Sterin-regulierte Prozessierung von SREBP durch zwei membrangebundene
Proteasen (Wang et al., 1994; Hua et al., 1996b; Sakai et al., 1996) (Abbildung 1.7). Im ersten Schritt
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spaltet die Serin-Protease Sitel der Subtilisin-Familie (Espenshade et al., 1999), die Verbindung Leu-Ser
in der Mitte der lumenalen Schleife von SREBP (Duncan et al., 1997; Sakai et al., 1996). Erst nach
dieser Spaltung von SREBP kann die zweite hydrophobe Protease Zn?* Site2 Metalloprotease (Zelenski
et al, 1999) wirken. Sie erkennt die Sequenz DRSR von SREBP (Sakai et al., 1996) und spaltet in der
Mitte des ersten Transmembransegments (Sakai et al., 1996). Das fithrt zur Freisetzung des N-terminalen
SREBP-Anteils in das Cytoplasma (Rawson, 2003; Sakai et al., 1998). Da SREBPs kein klassisches
Kernlokalisierungssignal besitzen (nuclear localisation signal, NLS), wird der Transport in den Kern
iiber Importin-g vermittelt (Lee et al., 2003). Im Zellkern binden SREBPs spezifisch an E-Box Elemente
(5“CANNTG-3¢, wobei N fiir jede beliebige Base steht) in den Promotoren von Zielgenen. Zusétzlich
sind SREBPs noch in der Lage, an SRE-Elemente (sterol regulatory elements) mit der Konsensussequenz
5-TCACNCCAC-3‘ (N =jede beliebige Base) zu binden. SRE-Elemente sind in zahlreichen Promotoren
von Genen des Lipidstoffwechsels vorhanden (Kim et al., 1995). Auch die Promotorregionen von SREBP1
und SREBP2 besitzen jeweils ein SRE-Element, wodurch sie ihre eigene Transkription induzieren kénnen
(Sato et al., 1996). SREBPs aktivieren Gene, welche die Synthese und Aufnahme von Cholesterin und

ungeséttigten Fettsduren in tierischen Zellen kontrollieren (Brown et al., 1999).
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Abbildung 1.6: Regulation der Cholesterinbiosynthese in Zellen unter hohen und niedrigen Cholesterinbe-
dingungen. Hohe Cholesterinbedingungen in der Zelle (links): Bindung von INSIGs an den SREBP/SCAP-Komplex
und Riickhaltung am ER. Aulerdem Aktivierung der Sterin-abhingigen Degradierung der HMGR (HMGCoA-Reduktase)
durch INSIGs. Diese Degradierung setzt die Bindung der INSIGs an die Transmembranregion der HMGR voraus, wodurch
INSIGs die Ubiquitin-Ligase (GP78) rekrutieren. Die Ubiquitinylierung fiihrt zur Erkennung durch das Proteasom, welches
daraufhin die HMGR degradiert. Unter niedrigen Cholesterinbedingungen in der Zelle (rechts): Transport des SREBP/SCAP-
Komplexes in COPII Vesikeln zum Golgi, vermittelt durch Sec-Proteine (Sec23/24). Am Golgi-Apparat Prozessierung
von SREBP in einem 2-Stufen-Prozess durch die Proteasen Sitel (S1P) und anschlieBend durch die Zn?+ Metalloprotease
Site2 (S2P). Freisetzung des transkriptionsaktiven Teiles von SREBP in das Cytoplasma und Verpackung als Dimer (2x).
Anschlielend Kerntransport durch Importin-g8. Im Zellkern Bindung von SREBP an SRE-Elemente von Zielgenen (z. B.
HMGCoA-Reduktase, LDLR) und Anschaltung von deren Transkription. Nukleares SREBP ist hochgradig instabil. Seine
Ubiquitinylierung und anschlieSende Degradierung wird durch GSK3 vermittelt. Abbildung modifiziert nach Hollemann,
2007.
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Herrscht in der Zelle ein Uberschuss an Sterolen (Abbildung 1.6, links), dann unterzieht sich SCAP einer
Konformationséanderung die durch seine SSD-Doméne vermittelt wird (Brown et al., 2002). Das fithrt dazu,
dass INSIG-Proteine an den SCAP/SREBP Komplex binden und diesen am ER zuriickhalten. Somit wird
die Beladung von SREBP/SCAP auf COPII Vesikel verhindert (Adams et al., 2003; Sun et al., 2005). Eine
Prozessierung am Golgi-Apparat kann nicht stattfinden (Debose-Boyd et al., 1999; Brown & Goldstein,
1997; Sakai et al., 1997). Die reifen, im Zellkern befindlichen SREBPs werden ubiquitinyliert und {iber
das 26S Proteasom degradiert (Hirano et al., 2001). Damit kommt es nicht zur Aktivierung von SREBP
Ziel-Genen im Zellkern (Goldstein et al., 2002; Debose-Boyd et al., 1999; Nohturfft et al., 2000).

A Site1-Spaltung Sterin- B Site2-Spaltung C Freisetzung der reifen
reguliert nicht reguliert SREBP2-Form
NH, COOH . NH, COOH ) NH, COOH
R N / Intermediar- N / reife N ,
Vorlaufer produkt Form
lo) . <. . ko) .
2 5> 2 5 % x
& & & & ‘. &
zum
DRSR Zellkern Cytoplasma

Site2
RSVL ?

Site1

Abbildung 1.7: Modell der 2-Stufen-Prozessierung von SREBP. (A) Sterin-regulierte Spaltung durch Sitel-Protease
zwischen Leucin und Serin in der Sequenz RSVLS; dadurch Aufbruch der kovalenten Bindung zwischen den beiden
Transmembranhelices; beide Hélften bleiben mit der Membran verbunden; (B) Daraufhin Spaltung durch Site2-Protease
innerhalb der ersten Transmembranhelix (abhingig von Sequenz DRSR); Spaltung ist nicht Sterin-reguliert, erfordert aber
vorherige Spaltung durch Sitel; (C) Entlassung des N-terminalen transkriptionsaktiven Teiles von SREBP in den Zellkern.
Abbildung modifiziert nach Brown & Goldstein, 1997.

1.4 Cholesterin im Embryo und Fehlregulation der Biosynthese

Die Regulation der fétalen Cholesterinbiosynthese ist bisher wenig untersucht. Bekannt ist aber, dass
Cholesterin fir die Entwicklung, Funktion und Aufrechterhaltung des Zentralnervensystems notwendig
ist. Das sich entwickelnde Gehirn bendtigt gerade fiir die Myelinisierung viel Cholesterin (Turley et al.,
1996; Turley et al., 1998), sodass wiahrend dieses Entwicklungsprozesses eine hohe Cholesterinsyntheserate
verzeichnet werden kann (Cavender et al., 1995). Beim Mensch ist das Gehirn aufgrund der Blut-Hirn-
Schranke nicht in der Lage im Blut transportiertes Cholesterin zu nutzen, sodass es das bendétigte
Cholesterin selbst de novo synthetisieren muss. Somit wird der gréfite Teil des Bedarfes an Cholesterin im
Embryo tiiber die de novo Synthese abgedeckt (Belknap & Dietschy, 1988; Woollett, 1996; Jurevics et al.,
1997).

Cholesterin hat ein umfassendes Wirkungsspektrum, sodass seine Fehlregulation zu ernsthaften Stérungen
des biologischen Gleichgewichtes fithren wiirde. Die Komponenten der Cholesterinbiosynthese und damit
im Zusammenhang stehende genetische Defekte wurden durch Funktionsverluststudien mit Maus-Modellen,
spontane Mutationen im humanen System und durch Applikation von spezifischen Inhibitoren erforscht
(Tabelle 1.1). So zeigte sich, dass im menschlichen Fotus Defekte im Cholesterinbiosyntheseweg unter
anderem zu vermindertem Wachstum, eingeschrinkter Differenzierung des Gehirns bis hin zu mentaler
Retardierung fiithren konnen (Chen & Salen, 1994). Die genetischen Defekte in Enzymen unterschiedlicher
Individuen zeigten vergleichsweise heterogene Phinotypen (Hennekam, 2005; Herman, 2003), die nahelegen,
dass Fehlfunktionen des Biosyntheseweges potenziell teratogen sind (Herman, 2003; Waterham, 2006;
Yu & Patel, 2005). Bei Mutationen der Mevalonat-Kinase (Mevalonazidurie; Mandey et al., 2006) und
der 7-Dehydrocholesterin-Reduktase (Smith-Lemli-Opitz-Syndrom; Yu & Patel, 2005) konnte hiufig eine
Triibung der Linse festgestellt werden. Ebenso traten auch Missbildungen der embryonalen Mittellinie
auf, die aus Mutationen oder durch Mangel der 7TDHCR (Kolf-Clauw et al., 1996; Wassif et al., 2001),
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Lanosterol-Reduktase (OMIM 600909; Mori et al., 2006; Roessler et al., 1999) oder Squalen-Synthase
(OMIM 194420; Tozawa et al., 1999) resultierten.

Tabelle 1.1: Enzyme des humanen Cholesterinbiosyntheseweges und ihre Auswirkungen bei Fehlregulation im menschlichen
Organismus. Bei den klinischen Eigenschaften sind exemplarische Beispiele erfasst.

humanes humanes | Gen- Erkrankung OMIM- | klinische
Enzym Gen Locus Nr. Eigenschaften
308- DHCR24 | 1p31.1- | Desmosterolose 603398, Retardation,
Hydroxysteroid- 1p33 606418 Gesichtsdysmorphie,
A?*_Reduktase Mikrozephalie
30- DHCR7 11q13 Smith-Lemli- 270400, ZNS-Missbildung,
Hydroxysteroid- Opitz-Syndrom 268670, Holoprosenzephalie,
A"-Reduktase (SLOS) 602858 Retardation
30- SC5DL 11923 Lathosterolose 607330, Dysmorphie im Gesicht,
Hydroxysteroid- 602286 Retardation
A®-desaturase
30- NSDHL Xq28 CHILD-Syndrom | 308050, Dysmorphie im Gesicht,
Hydroxysteroid- 300275 meist normale Intelligenz,
Dehydrogenase Minderwuchs
Mevalonat MVK 12q24 Mevalonatkinase- | 610377 Enzephalopathie
Kinase Mangel, Retardation, grauer Star
Hyperimmun-
globulinédmie

Bisher ist zwar noch wenig {iber den Zusammenhang zwischen Cholesterin und embryonaler Entwicklung
bekannt, allerdings scheinen die Mitglieder der Hedgehog-Proteinfamilie von grofler Bedeutung zu sein.
Studien zeigen, dass angeborene Fehler in der Cholesterinbiosynthese den gleichen Holoprosenzephalie-
Phéanotyp aufweisen, wie Mutationen im Shh (Sonic hedgehog)-Signalweg. Cholesterin wird kovalent an
Mitglieder der Hedgehog-Proteinfamilie gebunden. Diese Hedgehog-Proteine bauen im Gewebe einen
Konzentrationsgradienten auf. Innerhalb dieses Gradienten sind sie in der Lage ihre Zielgene konzentrations-
abhéngig zu aktivieren oder zu reprimieren. Beispielsweise baut Shh unter anderem im sich entwickelnden
Vertebraten Nervensystem dosisabhéngig verschiedene Zelltypen entlang der dorso-ventralen Achse des
Neuralrohres auf, indem es Regionen mit spezifischen Transkriptionsfaktoren wie Nkx, Pax und Dbx-
Familienmitgliedern etabliert (Ho & Scott., 2002; Ho et al., 2002). Diese wirken an der Spezifizierung der
neuralen Identitdt mit, indem sie zur Proliferation und Differenzierung von neuronalen und nicht-neuronalen
Zelltypen beitragen. Mutationen im Shh-Gen kénnen bei Menschen und M&usen zu Holoprosenzephalie
fithren. Dabei handelt es sich um einen Gehirndefekt, der darauf zurtickzufiihren ist, dass sich der embryo-
nale Vorderhirnventrikel nicht in die beiden Grofhirnhemisphéren teilt.

Tadjuidje und Hollemann zeigten an Studien der 7-Dehydrocholesterin-Reduktase (Tadjuidje & Holle-
mann, 2006), einem wichtigen Enzym der Cholesterinbiosynthese, dass die primére Neurogenese und
die Cholesterinsynthese stark miteinander verkniipft sind. Die 7-Dehydrocholesterin-Reduktase zeigte
in diesen Untersuchungen ein auf die Neurulation beschrénktes Expressionsmuster und die durchgefiihr-
ten Funktionsverlust- und Funktionsgewinnstudien lassen vermuten, dass fiir eine geregelte neuronale
Entwicklung eine strikte Kontrolle der de novo Cholesterinbiosynthese unerlésslich ist (Tadjuidje &
Hollemann, 2006). Diese Studien legen die Vermutung nahe, dass auch andere Komponenten im Choleste-
rinbiosyntheseweg (beispielsweise SREBP2, INSIG1 und INSIG2) Einfluss auf die neurale Entwicklung
haben.

1.5 Ausbildung des Vertebraten Nervensystems

Die Entwicklung des Nervensystems zu verstehen und zu beschreiben stellt fiir Wissenschaftler noch

immer eine grofle Herausforderung dar. So ist das Nervensystem der Vertebraten an zahlreiche Prozesse,
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wie Neuralinduktion, Zellproliferation, Zellzyklusaustritt und Differenzierung mit begleitender neuron-
spezifischer Genexpression, gebunden.

Fiir das Studium embryonaler Prozesse hat sich der siidafrikanische Krallenfrosch, Xenopus laevis, als
guter Modellorganismus herausgestellt (Abschnitt 1.6). An ihm wird in den kommenden Kapiteln die

Neurogenese und die Bildung des Nervensystems erklart.

1.5.1 Neurogenese bei Xenopus laevis

Als Neurogenese versteht man die Bildung von neuralen Zellen (Neurone und Gliazellen) aus Stamm- oder
Vorlduferzellen. Bei Xenopus laevis unterscheidet man zwischen primérer Neurogenese, bei der ein frithes
Nervensystem fiir Bewegungen und Antworten der Larve etabliert wird (Hartenstein, 1989) und sekundérer
Neurogenese. Diese startet vor der Metamorphose, im Kaulquappenstadium, und ersetzt primére Neuronen
durch Neuronen die im adulten Frosch bendtigt werden.

Der auslosende Schritt fiir die Entstehung des Nervensystems der Vertebraten ist die Entscheidung
der ektodermalen Zellen, ein neurales oder ein epidermales Zellschicksal einzugehen (De Robertis &
Kuroda, 2004). Die Abgrenzung der zukiinftigen Neuralplatte von nicht-neuralem Ektoderm (als neurale
Induktion bezeichnet) gliedert sich in mehrere extra- und intrazelluldre Signalkaskaden. Wichtig fiir
die Festlegung des neuralen Schicksals ist die Inhibierung des BMP (bone morphogenic protein) Signals
im prasumtiven neuralen Ektoderm des Gastrula Embryos. Sie wird extrazelluldr durch Faktoren (z. B.
Chordin, Noggin, Follistatin) ausgelost die von einer Stelle des Mesoderms ausgesandt werden, welche
als Spemann-Organisator bezeichnet wird (Wilson & Edlund., 2001). Neben dem Spemann-Organisator
ist ein weiteres Signalzentrum unter dem Namen BCNE (blastula chordin and noggin expressing center)
bekannt, welches sich in der dorsalen animalen Kappe von pri-Gastrula-Embryonen befindet, und ebenfalls
entscheidend bei der BMB-Inhibierung ist (Kuroda et al., 2004). Intrazelluldr wird die Inhibierung durch
FGF (fibroblast growth factor) und IGF (insulin growth factor) Signale unterstiitzt. Sie regulieren die
Smadl-Aktivitit herunter, einem Signalgeber des BMB-Signals (Richard-Parpaillon et al., 2002; Pera et
al., 2003). Trotzdem ist die Inhibierung des BMP-Signals nicht hinreichend fiir die neurale Induktion in
Vertebraten (Launay et al., 1996; Sasai et al., 1996). Im Huhn (Wilson et al., 2000), Zebrafisch (Kudoh et
al., 2004) und Xenopus wurde gezeigt, dass entscheidend fiir die Festlegung des neuralen Zellschicksals
ein geringes Level an FGF-Signal ist, unabhéngig von der Rolle von FGF als Inhibitor der BMB-Signals
(Delaune et al., 2005; Henningfeld et al., 2007).

Viele Gene werden durch die Aktivitdten innerhalb der neuralen Induktion induziert. In Xenopus wird
die Induktion des neuralen Ektoderms unter anderem durch Gene wie Sox2 und Sox3 auf der dorsalen
Seite des Embryos aktiviert (Bylund et al., 2003; Graham et al., 2003; Miyagi et al., 2004). Diese neuralen
Vorlédufer proliferieren, um die Zellzahl zu erzeugen, welche fiir die Bildung des Nervensystems bendctigt
werden. Gleichzeitig beginnen Untergruppen dieser Zellen, sogenannte proneurale (neurogene) Gene zu
exprimieren. Das fritheste proneurale Gen ist der basic Heliz-Loop-Heliz (bHLH) Transkriptionsfaktor
Neurogenin (X-ngnrl). Viele proneurale Gene codieren fir Transkriptionsfaktoren, die eine DNA-bindende
Doméne des bHLH-Typs aufweisen und zukiinftige neurale Zellen auf ihr Schicksal vorbereiten, indem sie
andere bHLH Gene wie NeuroD induzieren. NeuroD ist ein neuronales Differenzierungsgen, welches den

Zellzyklusaustritt und die terminale Differenzierung reguliert (Bertrand et al., 2002).

1.5.2 Neuralrohrentwicklung (Neurulation) bei Xenopus laevis

Der Begriff der Neurulation beschreibt die Bildung des Zentralnervensystems aus der Neuralplatte. Die
Neurulation wird bei Amphibien in der spiten Blastula eingeleitet. AuBerlich erkennt man die Bildung
der Neuralplatte an der Wélbung im Bereich des dufleren Keimblattes. Die Neuralplatte faltet sich in der
Mittellinie ein, sodass eine Neuralrinne entsteht, wihrend sich an den Rdndern die Neuralfalten aufwolben.

Die Neuralfalten wandern aufeinander zu und schliefien sich zum Neuralrohr (Abbildung 1.8).

10



1. EINLEITUNG

Gleichzeitig beginnen Neuralleistenzellen, die in der dorsalen Region des entstehenden Neuralrohrs
lokalisiert sind, beidseitig nach lateral in die Peripherie zu wandern. Diese multipotenten Neuralleistenzellen
konnen zu einer Vielzahl verschiedener Zellen wie Neuronen, Glia-, Knorpel-, Knochen- oder Pigmentzellen
differenzieren, um somit das periphere Nervensystem zu bilden. Nach Absenkung des entstandenen
Neuralrohres, wird es vom epidermalen Ektoderm bedeckt. Mit fortschreitender Entwicklung gliedert sich
das Neuralrohr im vorderen anterioren Abschnitt in drei blasenartige Ausstiilpungen: Prosencephalon
(Vorderhirn), Mesencephalon (Mittelhirn) und Rhombencephalon (Hinterhirn).

Ektoderm

Neuralplatte

Neuralfalten
Quer-
schnitt
Neuralrohr
dorsale — anterior
Ansicht  /UUiERATCTYSO YRl T TR YT TN T
— posterior
wJ i’ & 3 P
NF St. 13 NF St. 15 NF St. 15 NF St. 19

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der Neurulation in Xenopus laevis. Entstehung des Neuralrohrs. Abbil-
dung modifiziert nach Murphy, 2010.

1.5.3 Musterbildung durch Signalaustausch: laterale Inhibition

In Vertebraten wie auch Invertebraten differenzieren nicht alle neurale Zellen in Neuronen. Mit Hilfe
des Notch-Delta Signalweges konnen sich die noch undifferenzierten primiren Neuroblasten von ihrer
Nachbarzelle abgrenzen und zu Neuronen oder Gliazellen differenzieren (Beatus & Lendahl, 1998). Der
Notch-Signalweg hilft somit einer Zelle sich aus einer Ansammlung zunéchst gleicher Zellen auszusondern.
Dieser Vorgang wird laterale Inhibition genannt (Ghysen et al., 1993).

Der Determinierungsfaktor X-ngnrl aktiviert in der Zelle, die laut ihrer Zellbestimmung ein Neuron werden
soll, die Transkription des Liganden X-Deltal (Chitnis & Kintner, 1996). X-Deltal bindet darauthin an den
Notch-Rezeptor seiner Nachbarzelle (Chitnis et al., 1995), was zu einer Reihe von proteolytischen Spaltungen
im Notch-Rezeptor der Nachbarzelle fithrt (Lai, 2004). Dadurch entsteht NICD — die intrazellulére Doméne
von Notch. Sie ist in der Lage in den Zellkern zu translozieren. Dort bindet sie an das Xenopus-Homolog
des Co-Repressor-Komplexes von Hairless XSu(H) und wandelt diesen in einen Co-Aktivator-Komplex
um, sodass die Transkription von Notch-abhingigen Genen angeschaltet wird (Wettstein et al., 1997).
Die Neuronen kénnen durch die Expression von Neuronen-spezifischen Typ II S-Tubulin (N-Tubulin)
sichtbar gemacht werden (Hartenstein, 1989; Oschwald et al., 1991), was sich in einem ,Salz und Pfeffer-
ahnlichen Expressionsmuster widerspiegelt (Abbildung 1.9). Niedere Vertebraten wie Danio rerio und
Xenopus laevis erzeugen ein einfaches Muster von priméren Neuronen, welche in der offenen Neuralplatte
kurz nach der Gastrulation in drei Langsstreifen beiderseits der dorsalen Mittellinie gebildet werden
(Abbildung 1.10, A und B). Die Zellen, welche in diesen Doménen differenzieren, entsprechen drei Klassen

von priméren Neuronen: Motoneuronen, Interneuronen und sensorische Neuronen (Abbildung 1.10, C).

11
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proneurales Zell-Cluster laterale Inhibition neuronaler Vorlaufer

,9alz und Pfeffer*-
ahnliches
Expressionsmuster

Abbildung 1.9: Die Rolle von lateraler Inhibition fiir die neurale Entwicklung. Urspriinglich teilen alle Zellen eines
Zellclusters ein bestimmtes, noch nicht festgelegtes Zellschicksal, indem sie Notch-Signale senden und empfangen. In spéterer
Entwicklung fithrt die laterale Inhibition dazu, dass in der Gruppe urspriinglich gleicher Zellen nur eine Zelle zum Neuroblast
wird, ihre Nachbarn sich hingegen zu Epidermiszellen entwickeln. Ein Resultat des Notch-Signalweges ist das ,,Salz und
Pfeffer“-ahnliche Expressionsmuster von N-Tubulin. Abbildung modifiziert nach Lai, 2004.

B trigeminal C ) _
-P?akode sensorische Marginalzone
. Neuronen o
medial Inter subventrikulare
inter.- . neuronen Zone
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Moto- ventrikulare
lateral neuronen Zone

N-Tubulin

Abbildung 1.10: Proneurale Dominen bei Xenopus laevis. (A) Whole mount in situ Hybridisierung fiir N-Tubulin im
offenen Neuralplattenstadium (NF St. 15), dorsale Ansicht, anterior oben. (B) Schematische Abbildung der Doménen der
priméren Neurogenese im offenen Neuralplattenstadium (dunkelblau). Das charakteristische Muster (griin) zeigt sich in drei
longitudinalen Streifen beidseits der dorsalen Mittellinie im Neuroektoderm als auch in der Zone der Trigeminalplakode in
der anterioren Neuralplatte. (C) Querschnitt durch die posteriore Neuralplatte. Das Neuralrohr besteht aus drei Zonen: aus
der inneren ventrikuldren Zone, die proliferierende Zellen enthélt; der mittleren subventrikuldren Zone mit postmitotischen
Zellen und der Marginalzone, in der bereits differenzierte Zellen vorliegen. Motoneuronen entstehen im ventralen Neural-
rohr; sensorische Neuronen entstehen in dorsalen Regionen und Interneuronen zwischen dorsalen und ventralen Regionen.
bp = Bodenplatte, dp = Dachplatte, so = Somiten. Abbildung modifiziert nach Klisch, 2006.

1.6 Xenopus laevis als Modellorganismus fiir die Entwicklungs-
biologie

Um embryonale Entwicklungsprozesse zu studieren, hat sich der stidafrikanische Krallenfrosch Xenopus
laevis als exzellenter Modellorganismus erwiesen. Die Eier sind groff und kénnen zu jedem Zeitpunkt
durch Stimulation der weiblichen Frosche mit humanem Gonadotropin entnommen werden. Durch die
externe Entwicklung der Eier kann man selbst frithe embryonale Prozesse direkt unter dem Binokular
verfolgen (Abbildung 1.11). Durch klassische Experimente, wie Zellschicksalsanalysen (fate mapping),
Transplantations- sowie Explantversuche, konnten schon einige Mysterien der Vertebraten-Entwicklung
aufgedeckt werden. Im Laufe der Zeit, als die Molekularbiologie immer bedeutender wurde, konnten viele
Fragestellungen auf molekularer Ebene geklért werden. Mikroinjektionen synthetisch hergestellter DNA,
RNA oder von Proteinen direkt nach Befruchtung der Eier erméglichen schnell und leicht Uberexpressi-
onsstudien. Funktionsverluststudien lassen sich einfach durch die Injektion eines antisense Oligonukleotid
Morpholinos (M@), welcher die Proteinsynthese der entsprechenden mRNA blockiert, durchfiihren. Die
Expression von Genen in Xenopus kann durch in situ Hybridisierung und Immunocytochemie auf RNA-

und Proteinlevel an ganzen Embryonen analysiert werden.
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Abbildung 1.11: Die embryonale Entwicklung von Xenopus laevis. Das Blastulastadium ist schon ca. 5-6 Stunden nach
der Befruchtung erreicht. Nach ca. 13 Stunden beginnt die Gastrulation und ca. 7 Stunden spéter wird das Neurulastadium
erreicht. Anschliefend beginnt die Organogenese. 4 Tage nach der Befruchtung hat sich der Embryo schon zu einer
freischwimmenden Kaulquappe (St. 45) entwickelt und nach ca. 60 Tagen und einer Metamorphose entsteht der Frosch.
Abbildung digitalisiert nach Nieuwkoop & Faber, 1967.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist ein besseres Verstédndnis zu erlangen, wie SREBP2, INSIG1 und INSIG2 in der
Entwicklung zusammenspielen und welche Aufgaben sie im Embryo ibernehmen. Mit Hilfe des Modellorga-
nismus Xenopus laevis soll (1) eine detaillierte Expressionsanalyse von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 durch
whole-mount in situ Hybridisierung und RT-PCR vorgenommen; (2) eine funktionelle Charakterisierung
dieser Gene durch Funktionsgewinn- und Verluststudien vollzogen; (3) eine Identifizierung von SREBP2-
Zielgenen durch Animale-Kappen-Experimente umgesetzt; (4) HeLa-Zelltransfektionsexperimente mit
SREBP2, INSIG1 und INSIG?2 fiir Lokalisations- und mogliche Interaktionsstudien durchgefiihrt; und (5)

die Wirkung von SREBP2 in Xenopus als Transkriptionsaktivator- oder Repressor iiberpriift werden.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Das Versuchstier Xenopus laevis

Als Versuchstier diente der siidafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis. Dieser gehort zur Familie der
zungenlosen Froschlurche (Pipidae), zur Ordnung der Anura. Pigmentierte und Albinofrésche wurden
gemif den Tierschutzbestimmungen kultiviert (StiBwasseraquarien mit Linge 120 cm, Breite 50 cm und
Hohe 25 cm; Wassertemperatur 19 °C). Die Erndhrung bestand aus roten Miickenlarven (aufgetaut) und

Lebendfutter. Die Bestimmung der einzelnen Embryonalstadien erfolgte nach Nieuwkoop & Faber, 1967.

2.2 Bakterienstamme

E. coli (Stratagene GmbH, Heidelberg), recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac[F’ proAB,
lacIqZAM15, Tn10(Tetr)], XL1-Blue.

2.3 Zelllinien

Bei den verwendeten Zelllinien handelt es sich um die von einem humanen Gebarmutterhalskarzinom
abstammenden HeLa-Zellen (Gey et al., 1952) und B35-Neuroblastomzellen aus der Ratte.

2.4 Chemikalien

Tabelle 2.1: Liste der Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
Acryl/Bisacrylamid Sigma
Acetanhydrid Sigma
Agarose Roth
Albumin, Bovine Serum (BSA) Sigma
Ammoniumpersulfat (APS) Serva
Ampicillin Applichem
Blockierungsreagenz (Blocking Reagent) Roche
Bradford-Reagenz Biorad
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) Fermentas
Bromphenolblau Merck
CHAPS Roth
Chloroform Merck
L-Cysteinhydrochloride Roth

10 mM dNTP mix Fermentas

DAPI Roth
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Dexamethason

DIG RNA Labeling Mix
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethyl-Formamid (DMF)
Dimethyl-Sulfoxid(DMSO)

Dulbecco “s modified Eagle s medium (DMEM)
DNA Ladder, O’'GeneRulerTM 1kb, 500bp
Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsdure (EDTA)
Ethylen-Glycol-Tetra-Essigsdure (EGTA)
Essigsdure

Ethanol (99 %)

Ethidiumbromid

Formaldehyd

Formamid

Gelatin

Glutardialdehyd-Losung

Fotales Kélberserum (FCS)

Glukose

Glycerol

HEPES Na-Salz

Humanes Choriongonadotropin (HCG)
Isopropanol

Isopropyl-b-D-thiogalaktosid (IPTG)
Kaliumdihydrogenphosphat

Kalium hexacyano-ferrate (III) (K3Fe(CN)g)
Kalium hexacyano-ferrate (II), trihydrate (K4Fe(CN)gx3H20)
Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat
Kalziumdichlorid

Kalziumsulfat

LB Broth Base

LB Agar

Lithiumchlorid

L-Cystein

L-[35S]-Methionin

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Maleinsdure

Methanol

Mowiol

MOPS

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Natriumhydrogenphosphatdodecahydrat NaoHPO4x12H50O
Natriumbicarbonat

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Alkalische Phosphat Substrat Losung (NBT)
Nitrocellulose

Nilblau

PageRulerTM pre-stained protein ladder
Paraformaldehyd

Pferdeserum, hitzeinaktiviert (HS)
Protein A-Sepharose TM

Protein G-Agarose

ProteinaseK

Red-Gal (5-Bromo-6-chloro-3-indolyl-8-D-galactopyranoside)
RNase OUT TM Ribonuclease Inhibitor
RNase A
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Sigma
Roche
Sigma
Roth
Roth
GIBCO
Fermentas
Sigma,
Sigma,
Roth
Roth
Q-Biogene
Roth
Roth
Roth
Sigma
Biochrom AG
Merck
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Fermentas
Roth
Sigma,
Sigma
Roth
Roth
Roth
Roth
Invitrogen
Invitrogen
Roth
Applichem
Amersham Bioscience
Roth
Sigma
Roth
Roth
Calbiochem
Q-Biogene
Roth
Roth
Roth
Merck
Sigma
Fluka
Merck
Roth
Fermentas
Sartorius AG
Fluka
Fermentas
Fermentas
Biochrom KG
GE Healthcare
Biovision
Merck
Sigma
Invitrogen
Sigma
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RNase T1

Rose-Gal (6-Chloro-3-indolyl-/3-D-galactopyranoside)

Rinderserumalbumin (BSA)
[35S]-Methionin

Sucrose

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Torula RNA

Triethanolamin

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Triton X-100

Trizol® Regent

Tween-20
Wasserstoffperoxid (H202)

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactoside)

Xylen

2.5 Enzyme

Bezeichnung
Alkalische Phosphatase

Tabelle 2.2: Liste der Enzyme

Deoxyribonuclease I (DNasel, RNase-free)
DNA-Polymerasel, large Fragment (Klenow)

Restriktionsenzyme

RNase A

RNase T1

Proteinase K

T3 RNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase

T7 RNA-Polymerase

Taq DNA-Polymerase
Turbo Pfu DNA-Polymerase
SP6 RNA-Polymerase
Shrimp-Phosphatase (SAP)

2.6 Antikorper

Bezeichnung
a-Digoxigenin/AP
a-GFP

a-goat-HRP
a-goat-Alexad88
a-goat-DL649 (Dylight)
a-rabbit-DL649 (Dylight)
a-INSIG1

a-INSIG2
a-mouse-alexa647
a-mouse-Cy3
a-mouse-Alexad88
a-myc-HRP

a-myc-tag
a-rabbit-PH3
a-rabbit-GNE

Tabelle 2.3: Liste der Antikorper
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Sigma
AppliChem
Biochrom KG
Perkin Elmer
Roth

Fluka

Sigma

Roth

Roth

Ferax Laborat GmBH
Invitrogen
Roth

Roth
Q-Biogene
Sigma

Hersteller

Roche

Fermentas

New England BioLabs
New England BioLabs
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck

Stratagene

Fermentas

Stratagene

Fermentas

Fermentas

Stratagene

Fermentas

Hersteller

Roche Diagnostics GmbH
Miltenyi, Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen

Rockland

Rockland

Santa Cruz

Santa Cruz

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Miltenyi

Abcam

Upstate Biotechnology
AG Horstkorte, Halle (Saale)
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a-rabbit-Alexab94 Invitrogen

a-rabbit-AP Sigma

a-rabbit-FITC Miltenyi

a-rabbit-HRP Santa Cruz

a-SREBP2 Abcam
2.7 Kits

Tabelle 2.4: Liste der Kits

Bezeichnung Hersteller
AccuPrimeTM Pfx Super Mix Invitrogen
mMESSAGE mMACHINETM SP6 Ambion
pGEMP®-T Vector System Promega
RNeasy Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden
Revert AidTMH Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit Fermentas
TnT®-Coupled Reticulocyte Lysate System Promega
Technovit 7100 Heraeus Kulzer
QIAGEN® PCR Purification Kit QIAGEN
QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN
QIAEX Gel Extraction Kit QIAGEN
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene

2.8 Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.8.1 Mikroliterpipetten

Tabelle 2.5: Liste der Mikroliterpipetten

Bezeichnung Hersteller

Pipetman P10 Gilson S.A.S., France
Pipetman P20 Gilson S.A.S., France
Pipetman P200 Gilson S.A.S., France
Pipetman P1000 Gilson S.A.S., France

2.8.2 PCR Thermocycler

Tabelle 2.6: Liste der PCR-Geriéte

Bezeichnung Hersteller
TThermocycler Biometra, Deutschland
TGRADIENT Thermocycler Biometra, Deutschland

2.8.3 Histologie

Tabelle 2.7: Liste der Histologie-Gerate

Bezeichnung Hersteller

Vibratom Leica VT1000 S Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim
Gastromaster Mikrodissektionsgerat Xenotek Engineering, Belleville (USA)
Deckgléser (24 x 60 mm) Menzel-Gléaser, Deutschland

Kunststoffform zum Einbetten (Peel-A-Way®) Polysciences Inc.
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2.8.4 Elektrophorese

Tabelle 2.8: Liste der Elektrophorese-Geréte

Bezeichnung Hersteller

Elektrophorese Netzteil E844 Consort, Belgien

Power Pack P25 Biometra, Deutschland

Bio-Rad Gel Doc 2000 Bio-Rad Laboratorien, USA
2.8.5 Optik

Tabelle 2.9: Liste der optischen Geréte

Bezeichnung Hersteller
Fluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse E600 Nikon, Japan

Leica DMR Leica Microsystem, Deutschland
Olympus SZX12 Olympus Microscopy, Japan
Zeiss Stemi 2000 Carl Zeiss, Deutschland

2.8.6 Zentrifuge

Tabelle 2.10: Liste der Zentrifugen

Bezeichnung Hersteller

Biofuge pico Heraeus, Deutschland

SIGMA 2K15 Sigma Laborzentrifugen, Deutschland
Sorvall RC-5B Thermo Scientific, USA

2.8.7 Spektrophotometer

Tabelle 2.11: Liste der Spektrophotometer

Bezeichnung Hersteller
NanoDrop® Spectrophotometer ND-100 peQlab Biotechnology, Deutschland
Bio photometer Eppendorf, Deutschland

2.8.8 Elektroporator

Tabelle 2.12: Liste der Elektroporatoren

Bezeichnung Hersteller
Electro Square Porator TM ECMS830 BTX, Deutschland

2.8.9 Sterilbank/Inkubator/Thermoblock/Wasserbad

Tabelle 2.13: Liste der Gerate

Bezeichnung Hersteller

Sterilbank KS12 Thermo Scientific, USA
Inkubator Heraeus Instruments, Deutschland
Inkubatorschiittler Innova TM 4300 New Brunswick Scientific, USA
Thermomixer Eppendorf, Deutschland
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Thermomixer HTMR-131 HLC-Haep Labor Consult, Deutschland
Wasserbad DIN 40050-1P20 Memert, Deutschland
Brutschrank (BM400) Memert, Deutschland

2.8.10 Mikroinjektion

Tabelle 2.14: Liste der Mikroinjektions-Gerate

Bezeichnung Hersteller

Mikroinjektor World Precicion Instruments PV820
Nadelzieher Narishige Japan PN-30

Glaskapillaren Kwik-Fil TM

Schraubdeckelgléser Schiitt Labortechnik GmbH, Gottingen

2.8.11 Computer (Hardware)

Tabelle 2.15: Liste der Hardware

Laptop IBM Thinkpad R400 IBM Deutschland GmbH, Ehningen

2.8.12 Computer (Software)

Tabelle 2.16: Liste der Software

Bezeichnung Hersteller

Aida Image Analyzer v450 raytest GmbH, Straubenhardt

BAS Reader 3.14 raytest Isotopenmefgerdte GmbH, Straubenhardt

BLAST Datenbanken-Suchsystem (Altschul et al., 1997)
http://www.ncbinlm.nih.gov/BLAST

DissOnline-Tutor 2.1 Freie Universitat Berlin, Universitét
Duisburg-Essen, Deutsche Nationalbibliothek

GIMP http://www.gimp.org

BTEX 2¢ http://www.ctan.org

Microsoft® Excel 2000 Microsoft GmbH, Unterschleilheim

NIS-Elements AR NIKON INSTRUMENTS INC., USA

OpenOffice 3.1 Draw Oracle Inc., USA

Primer3 Whitehead Institute for Biomedical Research,
USA (Steve Rozen and Helen J. Skaletsky, 2000)

UNIPROT http://www.uniprot.org

2.9 Losungen, Puffer, Medien

2.9.1 Immunfarbung

8 % Paraformaldehyd (PFA) 8 % Paraformaldehyd in 2 x PBS bei 65 °C solange Riihren bis die
Losung klar wird; pH 7,2. Aliquots werden bei -20 °C gelagert, Gebrauchslosung: auf 4 % verdiinnen.

Permeabilisierungs- und Blockierungslésung 20 mg/ml BSA und 0,5 % (v/v) Triton X-100 in 1 x
PBS.

Antikorper Puffer 10 mg/ml BSA und 0,05 % Triton X-100 in 1 x PBS.
PBS-TB 0,05 % (v/v) Tween-20 und 0,2 % BMB in 1 x PBS.
PBS-TBN 0,05 % (v/v) Tween-20; 0,2 % BMB und 0,3 M NaCl in 1 x PBS.
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2.9.2 Antibiotika

Ampicillin Endkonzentration 100 ng/ul Ampicillin.

Kanamycin Endkonzentration 30 ng/ul Kanamycin.
2.9.3 Nihrmedien
Luria-Bertani (LB)-Medium Luria-Bertani (LB)-Medium: 2 % (w/v) LB Broth Base (Invitrogen

GmbH, Karlsruhe).
LB-Agar LB-Agar: 3,2 % (w/v) LB Agar (Invitrogen GmbH, Karlsruhe).

2.9.4 Oligonukleotide und Konstrukte

Die fiir diese Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Abschnitt A.3) und Konstrukte (Abschnitt A.2) sind
im Anhang aufgefiihrt.

2.10 Praparation und Mikroinjektion der Xenopus laevis Em-

bryonen

2.10.1 Praparation einer Spermiensuspension aus Xenopus laevis Testis

Zur Gewinnung der Spermien wurde ein Xenopus laevis Mannchen nach Betdubung dekapitiert und
ventral aufgeschnitten. Die Hoden wurden entnommen, in eiskaltes 1 x MBS tberfithrt und anschlieBend
1

ca. ¢ eines Hodens mit einer Mikroschere in 1000 pl 1 x MBS mazeriert. Die Spermiensuspension kann 1

Woche bei 4 °C gelagert werden.

2.10.2 Stimulation der Eiablage

Zur Stimulation der Eiablage wurde einem Xenopus laevis Weibchen 12 h vor Experimentbeginn circa
600-800 U humanes Gonadotropin in den dorsalen Lymphsack injiziert und das Tier . N. bei 16 °C
gehalten. War ein spéterer Beginn der Eiablage erwiinscht, wurde die Hormoninjektion dementsprechend

zeitlich verschoben.

Humanes Choriongonadotropin (HCG) 10.000 U/Glasrohrchen HCG (Sigma) wurden in 10 ml
ddH>O fiir eine Stocklésung von 1000 U/ml aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.10.3 In vitro Fertilisation

Zur Aktivierung der Spermien wurden 100 ul der Spermiensuspension mit 900 ul dH2O in einer Petrischale
verdiinnt und sofort iiber das Gelege gegeben. Die Eier wurden zu einer Einzelschicht ausgebreitet und 3
min zur Befruchtung inkubiert. AnschlieBend wurde die Petrischale mit 0,1 x MBS iiberschichtet und ca.

45 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.

5 x MBS 50 mM HEPES, pH 7,4; 440 mM NaCl; 5 mM KCI; 12 mM NaHCOg3; 4,1 mM MgSQOy; 2,05
mM CaCls; 3,3 mM KNOs; pH 7,4; steril filtrieren.

2.10.4 Entfernen der Gallerte, Vitalfairbung und Entwicklung

Nach einer 45-miniitigen Inkubationszeit der Eier wurde die Gallerthiille nach 3-miniitiger Behandlung mit
2 % Cysteinlosung entfernt. AnschlieBend wurden die Albinoembryonen in 0,01 %iger Nilblaulésung fur 5

min angefdrbt und anschlieflend 2 mal mit 0,1 x MBS gewaschen. Die Kultivierung der Embryonen fand
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in 0,1 x MBS bis zum gewiinschten Stadium statt. Die Stadienbestimmung folgte dabei der Einteilung
nach Nieuwkoop & Faber, 1967.

2 % Cystein-HC1 2 % (w/v) L-Cysteinhydrochlorid-Monohydrat, pH 7,8-8,0.

Nilblaul6sung 1 I Phosphatpuffer wurde durch Zugabe von 50 mM NasHPO,; 50 mM NaH;POy4 und
Zugabe von 0,011 % (w/v) Nilblauchlorid gewonnen. Das Salz wurde . N. bei 60 °C auf dem
Schiittler gelost und am néchsten Tag filtriert.

2.10.5 Fixierung und Farbung von Xenopus laevis Embryonen

Hatten die Embryonen das gewiinschte NF Embryonalstadium erreicht, wurden sie in 5 ml Schraubde-
ckelglasrohrchen auf einer Wippe fiir 1 h in 1 x MEMFA inkubiert. AnschlieBend wurden die Embryonen
durch eine aufsteigende Ethanolreihe (25 % EtOH; 50 % EtOH; 75 % EtOH; 100 % EtOH) dehydriert.
Embryonen ab NF St. 15 wurden unter Zuhilfenahme von Mikropinzetten aus ihrer Vitellinmembran vor
der Fixierung befreit. Fiir whole-mount in situ Hybridisierung erfolgte die Lagerung der Embryonen in
100 % EtOH (p.A.) und fiir die Immunfirbung in Dent s bei -20 °C.

Dent s 20 ml DMSO (20 %) mit 80 ml Methanol (80 %).
10 x MEM 1 M MOPS; 20 mM EGTA; 10 mM MgSOy4, pH 7,4; steril filtrieren.
MEMFA 1 x MEM; 3,7 % Formaldehydlosung.

10 x PBS (Phosphat-geloste Saline) 1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 80 mM Na;HPO,4 und 18 mM
KH5POy4 in dH20, pH 7,4 autoklaviert.

2.11 Mikromanipulation von Xenopus laevis Embryonen

2.11.1 Mikroinjektion in Xenopus laevis Embryonen

Fiir Funktionsverluststudien wurden Morpholino- Antisense-Oligonukleotide verwendet. Dabei handelt es
sich um kurze Oligonukleotide, die sich durch spezielle Morpholino-Gruppen von herkémmlichen Nukleo-
tidketten unterscheiden. Sie besitzen eine zum Bereich der Translationsinitiationsstelle komplementére
Sequenz und bilden zusammen mit der jeweiligen RNA ein doppelstriangiges Hybrid aus. Die Translati-
on der RNA wird gestoppt, sodass keine Proteinsynthese stattfinden kann. Fiir die Uberexpression im
Rahmen von Funktionsgewinnstudien wurde entsprechende synthetisierte RNA in eine Blastomere des
Zwei-Zell-Stadiums von Xenopus laevis injiziert.

Fiir die Injektion wurden Glaskapillaren mit dem Nadelziehgerét diinn ausgezogen und mit der Morpholino-
bzw. synthetischen mRNA befiillt. Die Glaskapillaren wurden in den Mikromanipulator eingespannt und
die Spitze der Kapillare mittels einer Uhrmacherpinzette so weit gedffnet, bis das zu injizierende Volumen
(5 nl) auf einer Messskala eingestellt war. Es wurde mit einem méglichst hohen Injektionsdruck (~2000
hPa) gearbeitet, um den Durchmesser der Glaskapillare moglichst gering zu halten. Zur Injektion wurden
die Embryonen auf Glas-Objekttrager in 1 x MBS {iberfithrt und in Reihe ausgerichtet. Nach der Injektion
wurden die Embryonen in Petrischalen mit 1 x MBS iiberfithrt und nach einstiindiger Inkubation wurde
der Puffer gegen 0,1 x MBS ausgetauscht. Die Unterscheidung der injizierten und nicht-injizierten Seite
im Embryo erméglicht die Co-Injektion von S-Gal als Zelllinienmarker (Blaufirbung) zusammen mit dem
Morpholino- bzw. der synthetischen RNA. Anschlieend kultivierten die Embryonen bis zum gewiinschten

Embryonalstadium im Klimaschrank bei 16 °C.
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2.11.2 Mikroinjektion von induzierbaren Konstrukten in Xenopus laevis Em-

bryonen

Um SREBP2 zeitlich besser kontrollieren zu kénnen, wurden drei induzierbare SREBP2-Konstrukte
generiert (Abschnitt A.2). Bei SREBP2 aa430-VP16-GR wurde C-terminal in frame an SREBP2aa430 die
Aktivierungsdoméne VP16 (Transkriptionsaktivator) aus dem Virus Protein VP16 fusioniert. Um die Pro-
teinaktivitdt zeitlich kontrollieren zu kénnen, wurde die Glucocorticoidrezeptor-Liganden-Bindungsdoméne
(GR) an SREBP2-VP16 fusioniert, was eine Aktivierung durch die Zugabe des Steroidhormons Dexametha-
son ermoglichte. Bei SREBP2aa430-EngR-GR wurde die Repressordoméne (EngR) aus Drosophila in frame
und ebenfalls GR an SREBP2aa430 fusioniert. Als drittes Konstrukt wurde SREBP2aa430-GR, generiert,
bei dem C-terminal in frame an SREBP2aa430 die Glucocorticoidrezeptor-Liganden-Bindungsdoméne
(GR) fusioniert wurde. Die Konstrukte sind im TnT-Test (Abschnitt 2.18.1) kontrolliert und konnten
anschlieend zusammen mit S-Gal als Zelllinienmarker, im Zwei-Zell-Stadium in eine Blastomere in die
Embryonen injiziert werden (Kultivierung in Petrischalen in 0,1 x MBS). Das Gelege wurde im NF St.
11,5 halbiert und ein Teil mit Dexamethason (1:500 Verdiinnung von 500 x DEX) induziert, wahrend der
andere Teil als nicht-induzierte Kontrolle diente. Diese Embryonen kultivierten bis zu ihrer Fixierung im
NF St. 30-32.

500 x DEX 20 mM Dexamethason in Ethanol; Lagerung unter Lichtausschluss bei -20 °C.

2.11.3 Priaparation und Kultivierung von animalen Gewebeexplantaten (ani-

male Kappen)

Synthethische mRNA wurde in beide Blastomeren des animalen Pols von Xenopus laevis Embryonen im
Zwei-Zell-Stadium injiziert. Nach Erreichen des Blastula-Stadiums (NF St. 9-9,5) wurden die injizierten
Embryonen sowie nicht-injizierte Kontrollembryonen in 0,5 x MBS tiberfithrt und mittels Uhrmacherpinzet-
ten von der Vitellinmembran befreit. Aus dem am animalen Pol befindlichen Dach des Blastocoels erfolgte
unter Zuhilfenahme eines Mikrodissektionsgerits (Gastromaster) ein Explantatausschnitt mit einem
Durchmesser von ca. 400 pm. Pro experimentellem Ansatz wurden 15-20 Kappen im Blastulastadium (NF
St. 8,5-9) préapariert und in Plastikkulturschalen mit einer Beschichtung aus 1 % Agarose in 0,5 x MBS
iberfithrt. Die Embryonen wurden 30 min nach der Entnahme des Explantates mit Dexamethason (1:500
Verdiinnung von 500 x DEX) induziert und die Kappen sowie induzierte Kontrollembryonen 4 h bei 16-18
°C kultiviert. Parallel wurden unbehandelte uninduzierte Kontrollembryonen und Kappen mitgefiihrt. Bis

zur weiteren Verarbeitung erfolgte eine Einlagerung der Kappen bei -80 °C.

5 x MBS (animale Kappen) 50 mM HEPES, pH 7,4; 440 mM NaCl; 5 mM KCl; 12 mM NaHCOs;;
4,1 mM MgSOy; 2,05 mM CaCly; 1,65 mM Ca(NOg3)q, pH 7,4; steril filtrieren.

0,5 x MBS + Penicillin + Streptomycin 0,5 x MBS; 100 U/ml Penicillin; 100 ug/ml Streptomycin.

500 x DEX Stammldsung 20 mM Dexamethason in Ethanol; Lagerung unter Lichtausschluss bei -20 °C.

2.12 Whole mount in situ Hybridisierung von Xenopus laevis

Embryonen

Die whole mount in situ Hybridisierung ermoglicht es die rdumliche und zeitliche Expression von Genen
in Xenopus laevis Embryonen zu analysieren. Die hierbei verwendeten Dig-markierten antisense-RNA
Sonden sind komplementéar zur endogenen mRNA, sodass diese miteinander hybridisieren konnen. Eine ver-
mittelte Farbereaktion ermoglichte die Visualisierung des Expressionsmusters. Sense-Sonden hybridisieren

dementsprechend nicht und dienten als Negativkontrolle.
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2.12.1 Rehydrierung der Embryonen

Wenn nicht anders erwéhnt, kultivierten die Embryonen in 5 ml fassenden Schraubdeckelgldsern. Pro
Experiment wurden nie mehr als 50 Embryonen pro Réhrchen behandelt. Im ersten Schritt erfolgte die
schrittweise Rehydrierung der Embryonen iiber eine abnehmende Alkoholreihe und im zweiten Schritt die

Uberfithrung wieder in das wissrige Medium.

Tabelle 2.17: Rehydrierung der Embryonen

Ethanol Puffer Dauer (in min) Anzahl

100 % - 5 1 x Wippe
5 % dH20 25 % 5 1 x Wippe
50 % dH,0 50 % 5 1 x Wippe
25 % PTw 75 % ) 1 x Wippe
- PTw 100 % 5 1 x Wippe

Ethanol Reihe 100 %; 75 % und 50 % (v/v) Ethanol in dH20; 25 % Ethanol in PTw.

2.12.2 Proteinase K-Behandlung

Um die Embryonen durchléssiger fiir die RNA-Hybridisierungssonden zu machen, wurden sie abhéngig von
ihrem jeweiligen Entwicklungsstadium bei RT in 1 ml PTw-Puffer mit 10 ug/ml Proteinase K inkubiert.
Die Inkubationszeiten waren den Stadien entsprechend angepasst. Zeigten sich leichte Schiaden am Embryo,

erfolgte ein sofortiger Abbruch der Behandlung.

Tabelle 2.18: Proteinase K-Behandlung

NF Stadium 5 10 15 20 25 30 35
Inkubationszeit (in min) 2 10 12 14 15 16 17

2.12.3 Acetylierung und Refixierung

Die Embryonen wurden in 0,1 M Triethanolamin (pH 7,5) umgepuffert, und durch zweimalige Zugabe von
Acetanhydrid acetyliert. Es folgte die Refixierung der Embryonen in PTw + 4 % Formaldehyd (FA) und
Behandlung mit Proteinase K, sowie anschlieend Acetylierung und Inkubation in PTw/Formaldehydlésung.
Die Embryonen wurden in 0,1 M Triethanolamin-Losung (pH 7,5) umgepuffert, durch zweimalige Zugabe
von Acetanhydrid acetyliert, anschlieBend in PTw gewaschen und in PTw + 4 % PFA refixiert.

Tabelle 2.19: Acetylierung und Refixierung

Puffer Zugabe von Dauer (in min) Anzahl

0,1 M Triethanolamin - 5 2 x Wippe
0,1 M Triethanolamin 12,5 ul Acetanhydrid 5 1 x Wippe
- 12,5 ul Acetanhydrid 5 1 x Wippe
PTw - 5 2 x Wippe
PTw + 4 % PFA - 20 1 x Wippe
PTw - b) 5 x Wippe

Triethanolamin Losung 0,1 M Triethanolaminehydrochlorid in dH5O, pH 7,5.
PTw 0,1 % Tween-20 in 1 x PBS.
PTw/MEMFA 4 % (v/v) Formaldehyd in PTw.
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2.12.4 Hybridisierung

Anschlieflend wurde der PTw-Puffer bis auf 1 ml entfernt und 250 ul Hybridisierungs-Losung zugegeben.
Nach dem Absinken der Embryonen in die Hybridisierungslésung wurde der Uberstand abgenommen,
durch 500 pl Hybridisierungslosung ersetzt und die Réhrchen 10 min in der Dampfphase eines Wasserbades
bei 65 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Hybridisierungslésung erneuert und die Embryonen fiir die
Dauer von 6 h unter Schwenken in der Dampfphase prihybridisiert. Nach dem Abnehmen des Uberstandes
und Zugabe der RNA-Sonde (Endkonzentration je 1 ug/ml) in 2 ml Hybridisierungslosung erfolgte die

Hybridisierung ii. N. in der beschriebenen Dampfphase unter leichtem Schwenken.

Hybridisierungsmix 50 % deionisiertes Formamid; 1 mg/ml Torula-RNA; 10 pg/ml Heparin; 1 x
Denhardt’s; 0,1 % Tween-20; 0,1 % CHAPS und 10 mM EDTA in 5 x SSC; Lagerung bei -20 °C.

100 x Denhart “s Losung 2 % BSA; 2 % PVP und 2 % Ficoll 400 in dH2O; Lagerung bei -20 °C.

DEPC (Diethylpyrocarbonat) H>O 0,1 % (v/v) DEPC in ddH5O wird bei 37 °C fiir 2 h inkubiert
und anschlieSend autoklaviert.

TE Puffer (Tris/EDTA Puffer) 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 mit 1 mM EDTA.

2.12.5 Waschschritte

Die Sonden-RNA wurde abgenommen und fiir weitere Verwendungen bei -20 °C gelagert. Um nicht
gebundene, einzelstriangig vorliegende Sonden-RNA zu entfernen, sind hierzu die Embryonen zu waschen
und mit 20 pug/ml RNase A und 10 U/ml RNase T1 zu verdauen.

Tabelle 2.20: Waschschritte

Puffer Temperatur Dauer (in min) Anzahl
Hybridisierungspuffer (1000 pl) 60 °C 10 1x
2 x SSC 60 °C 20 3 x
2 x SSC mit RNasen 37 °C 60 1x
2 x SSC RT 10 1x
0,2 x SSC 60 °C 30 2 x
1 x MAB RT 15 2 x

RNase A Stammlésung 10 mg/ml RNase A gelost in TE Puffer bei 100 °C fiir 10 min und anschliefend
bei -20 °C gelagert.

Torula RNA (10 mg/ml) 10 mg/ml Torula RNA geschiittelt bei 37 °C . N. in DEPC HyO gelost.
Anschlieende Zentrifugation der Losung bei 6000 U/min fiir 10 min; Uberstand aliquotiert und bei
-20 °C gelagert.

5 x MAB (Maleinsdure Puffer) 500 mM Maleinsdure; 750 mM NaCl in dH2O, pH 7,5; autoklaviert.
20 x SSC 3 M NaCl und 0,3 M Na-Citrat in dH5O, pH 7,2-7,4.

2.12.6 Antikorper-Inkubation

Die Hybride aus Digoxigenin-markierter Sonden-RNA und endogener mRNA an denen alkalische Phos-
phatase gekoppelt waren, konnten mittels eines Digoxigenin spezifischen Antikorpers (Fab-Fragment)
nachgewiesen werden. Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurden die Embryonen vor Zugabe
des Detektions-Antikorpers in 2 % BMB und 20 % hitzeinaktiviertem Pferdeserum inkubiert.

Tabelle 2.21: Antikérper-Inkubation

Puffer Temperatur Dauer Anzahl
MAB + 2 % BMB RT 60 min 1 x Wippe
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MAB + 2 % BMB + 20 % Serum RT 60 min 1 x Wippe
MAB + 2 % BMB + 20 % Serum + Antikorper (1:5000) 4 °C ii. N. 1 x Wippe
MAB RT 30 min 4 x Wippe

Boehringer Mannheim Blocking Reagent (BMB), Stammlésung 10 % BMB wird in 1 x MAB
bei 60 °C gelost; anschlieBend autoklaviert und bei -20 °C gelagert.

MAB/BMB 2 % BMB in 1 x MAB.
MAB/BMB/HS 2 % BMB; 20 % hitzeinaktiviertes Pferdeserum in 1 x MAB.

2.12.7 Farbentwicklung

Alkalische Phosphatase setzt die Substrate NBT/BCIP zu einem dunkelvioletten Farbstoff um. Die
Farbereaktion erfolgte unter Lichtabschluss bis der gewiinschte Kontrast einer hohen Signalintensitit bei

schwacher Hintergrundfdrbung erreichte.

Tabelle 2.22: Farbentwicklung

Puffer Temperatur (in °C) Dauer Anzahl
APB 4 (auf Eis) 5 min 2 x Wippe
APB + NBT/BCIP 4 (auf Eis) 5 min bis 3 Tage 1 x Wippe

APB (Alkalische Phosphatase Puffer) 100 mM Tris-HCI, pH 9,0; 50 mM MgCls; 100 mM NaCl und
0,1 % Tween-20 in dH5O.

BCIP Losung 50 mg/ml in 100 % DMF; Lagerung bei -20 °C.
Farbereaktion 1,75 pl/ml NBT und 3,5 pl/ml BCIP in APB.
NBT Loésung 100 mg/ml NBT in 70 % DMF; Lagerung bei -20 °C.

2.12.8 Abstoppen der Farbereaktion und Konservierung der Priparate

Nach dem Erreichen der gewiinschten Farbintensitdt wurden die Embryonen in 1 x PBS gespiilt, in einer
absteigenden Methanolreihe (100 %; 75 %; 50 %; 25 %) rehydriert und anschlieBend in MEMFA fixiert. Die
whole mount in situ Hybridisierung mit pigmentierten Embryonen erforderte ein anschliefendes Bleichen.

Der abschlielenden Auswertung folgte die Lagerung der Embryonen bei 4 °C.

Methanolreihe 100 %; 75 %; 50 % und 25 % (v/v) Methanol in dH5O.

Bleichlosung fiir Embryonen 50 % (v/v) Formamid und 1 % H2O5 in 5 x SSC.

2.13 Immunfirbung an ganzen Embryonen

2.13.1 Nachweis apoptotischer Zellen durch TUNEL-Analyse

Die TUNEL-Analyse erfolgte mit kleinen Anderungen nach Hensey und Gautier, 1998. Wihrend der
Apoptose kommt es zur Fragmentierung der DNA. Dadurch entstehen freie DNA-Abbruchfragmente
sogenannte ,nick-ends“. Unter Zuhilfenahme der TUNEL-Analyse (terminal deozynucleotidyl transferase-
mediated dUTP digoxygenin nick end labeling) wird an deren Enden durch die Aktivitét einer terminalen-
Deoxynucleotidyl-Transferase (TdT) Digoxygenin-markiertes dUTP angelagert. Dieses kann durch spezifi-
sche Antikorper detektiert werden. Nach der Kultivierung bis zum gewiinschten Entwicklungsstadium
wurden die Embryonen 1 h in MEMFA fixiert, in 100 % Ethanol iiberfiihrt und zur Permeabilisierung in
Dent “s 1. N. bei -20 °C gelagert. Nach Rehydrierung fiir jeweils 5 min in 100 %; 70 %; 50 % Methanol /HoO
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und 30 % Methanol/1 x PBS wurden folgende Waschschritte durchgefiithrt: 2 x 5 min in 1 x PBS, 2
x 15 min in PBTw und 2 x 15 min in 1 x PBS. Nach Aquilibrierung der Embryonen in TdT-Puffer
fiir 1 h wurden diese in 200 pl TdT-Puffer mit 0,5 uM Digoxigenin-11-dUNP (Roche) . N. bei 4 °C
umgepuffert. Um die Reaktion abzustoppen, inkubierten die Embryonen 2 x 1 h in PBS/EDTA bei 65 °C,
nach 4-maligem Waschen in 1 x PBS fir jeweils 1 h und Blockieren in 20 % Pferdeserum/PBS fiir 1 h
in 20 % Pferdeserum in 1 x PBS und einer 1:5000 Verdiinnung von anti-Digoxigenin/AP (Roche) . N.
bei 4 °C. Um den nicht gebundenen Antikérper zu entfernen, wurde 6 x 1 h in 1 x PBS gewaschen und
anschlieend noch . N. in 1 x PBS inkubiert. Die nachfolgende Férbereaktion erfolgte wie fiir die WMISH

beschrieben.

Dent ‘s 20 % DMSO mit 80 % Methanol.
PBtw 1 x PBS + 0,05 % Tween 20.

TdT-Puffer mit 0,5 uM dUTP 1:100 (2 ul) terminale Desoxynucleotidyltransferase + 0,4 pl Digoxi-
genin UTP + 40 ul 5 x Reaktionspuffer; auf 200 ul 1 x PBS.

2.13.2 Nachweis mitotisch aktiver proliferierender Zellen durch Detektion

von phosphoryliertem Histon 3 (pH3)

Zur Untersuchung von Zellproliferation macht man sich das Vorkommen von phosphoryliertem Histon H3
wahrend der spiten G2-Phase bis zur Telophase im Zellzyklus zunutze (Hendzel et al., 1997; Paulson und
Taylor, 1982). Durch einen spezifischen Antikorper gegen die phosphorylierte Form des Histon H3 (pH3)
kénnen mitotische Zellen nachgewiesen werden (Saka und Smith, 2001). Nach Fixierung der Embryonen in
MEMFA wurden diese in einer aufsteigenden Methanolreihe (25 %, 50 %, 75 % Methanol in dH,0, 100 %
Methanol) dehydriert und anschlieBend in Dent “s transferiert und . N. inkubiert. Die Rehydrierung der
Embryonen erfolgte in einer absteigenden Methanolreihe (100 %, 75 %, 50 % Methanol in dH30 und 25 %
Methanol in 1 x PBS, 5 min jeder Schritt), gefolgt von 3 x 5 min Waschen in 1 x PBS. Anschliefend wurde
fiir 4 h mit 20 % Pferdeserum in 1 x PBS blockiert und {iber Nacht bei 4 °C in 1:200 Anti-Histo-Phospho3
(anti-rabbit-PH3) in 20 % Pferdeserum/5 % DMSO in 1 x PBS inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurden die Embryonen 2 x 2 h in PBS-TB, 1 x 2 h in PBS-TBN, 3 x 5 min in PBS-TB und anschlieflend
. N. in PBS-TB bei 4 °C gewaschen. Die Inkubation des Zweitantikorpers (anti-rabbit, Sigma, mit einer
1:1000 Verdiinnung in 20 % Pferdeserum/5 % DMSO in 1 x PBS erfolgte iiber 5 h bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurden die Embryonen intensiv gewaschen (2 x 30 min PBS-TB, 1 x 30 min PBS-TBN, 3
x 5 min PBS-TB) und abschliefiend ii. N. bei 4 °C aufbewahrt. Die Farbereaktion erfolgte wie fur die
WMISH beschrieben.

PBS-TB 1 x PBS; 0,05 % Tween-20; 0,2 % BMB.
PBS-TBN 1 x PBS; 0,05 % Tween-20; 0,2 % BMB; 0,3 M NaCl.

2.14 Anfertigung von Vibratomschnitten

Mittels eines Vibratoms wurden 30 pm Gewebeschnitte angefertigt. Dazu waren 1,5 ml Gelatin/Albumin-
Einbettungsmedium in einem Wigeschalchen auf Eis mit 105 pl 25 % Glutardialdehyd-Losung zu
vermischen und luftblasenfrei in eine Kunststoffform einzugiefien. Die ausgewdhlten Embryonen wurden fiir
ca. 10 min in Einbettungsmedium &quilibriert und auf den in der Zwischenzeit verfestigten Sockel gebettet.
Uberschiissiges Medium war zu entfernen und der Embryo musste mit 1,5 ml Einbettungsmedium, vermischt
mit 105 pl 25 % Glutardialdehyd-Losung, iberschichtet werden. Der so verfestigte Block wurde aus der
Kunststoffform herausgelost. Unter dem Stereomikroskop konnte er mit einer Rasierklinge trapezformig
getrimmt werden. Das Objekt wurde anschliefend mit Sekundenkleber so auf einen Metalltréger geklebt,

dass der Embryo in der benétigten Orientierung ausgerichtet war. Der Metalltrager wurde in das Vibratom
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eingespannt, unter Wasser gesetzt, sodass 30 pym dicke Schnitte angefertigt und letztere mit einem Pinsel
auf mit Wasser und Tween benetzte Objekttrager iiberfithrt werden konnten. Nach kurzem Antrocknen

standen die Schnitte mit Mowiol-Lésung eingebettet fiir die mikroskopische Auswertung bereit.

Gelatine/Albumin Einbettungsmedium 1 x PBS; 4,88 mg/ml Gelatine; 0,3 g/ml Albumin; 0,2
mg/ml Sucrose. Die Gelatine wurde durch Erhitzen auf ca. 60 °C gel6st, nach dem Abkiihlen wurden
Albumin und Sucrose zugefiigt. Die Losung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Mowiol-Lésung 9,6 ¢ Mowiol in 19,35 ml 100 % Glycerin 16sen; 1 h rithren. Zugabe von 24 ml dH,O, 2
h rithren. Zugabe von 48 ml 0,2 M Tris-HCI (pH 8,5); 10 min erhitzen auf 50 °C; 15 min bei 5000
U/min abzentrifugieren. Uberstand aliquotieren und bei -20 °C lagern.

2.15 DNA Methoden

2.15.1 Transformation von Bakterienzellen
2.15.1.1 Chemische Transformation

Zur Transformation von Plasmiden in F. coli XL.1-Blue-Zellen wurde ein 60 pl Aliquot chemisch kompetenter
Bakterienzellen (Lagerung bei -80 °C) auf Eis aufgetaut, bis zu 5 pl (50-500 ng) DNA hinzugegeben
und der Ansatz fiir 10 min auf Eis inkubiert. Durch Hitzeschock bei 42 °C, 45 s und Inkubation fir 3
min auf Eis nahmen die Zellen das Plasmid auf. Dem Ansatz wurden 800 ul LB-Medium hinzugefiigt
und die Bakterien fiir 30 min bei 37 °C unter leichtem Schiitteln angezogen. Auf vorher angewédrmte
LB-Agarplatten, die das entsprechende Resistenz-tragende Antibiotikum enthielten, wurden 200 ul der
Bakteriensuspension mittels steriler Glaskiigelchen ausplattiert und . N. bei 37 °C im Brutschrank

inkubiert.

2.15.1.2 Elektrische Transformation

Zur Elektrotransformation fand das Elektroporationsgerét ., E. coli Pulser* Verwendung. Vor der Pulsgabe
erfolgten alle Schritte auf Eis. Dazu wurde ein Aliquot mit 40 ul elektrokompetenten Bakterien in
einem 1,5 ml Eppendorfgefifl auf Eis aufgetaut und mit 1-2 pl (50-500 ng) DNA vermischt. Der
Transformationsansatz wurde anschlieend vollstindig in eine Elektroporationskiivette (Eurogentec;
d=0,1 c¢m) iiberfithrt und luftblasenfrei an den Boden der Kiivette geklopft. Zur Elektroporation fand
ein Puls von 2,4 kV Anwendung. Sofort nach der Pulsgabe wurden 0,5 ml LB-Medium in die Kiivette
pipettiert und gut mit der Bakteriensuspension vermischt. 200 pl dieses Ansatzes wurden mittels steriler
Glaskiigelchen auf zuvor bei 37 °C angewdrmte LB-Agarplatten ausplattiert. Die Platten enthielten ein
der Plasmidresistenz entsprechendes Selektivantibiotikum. Des Weiteren bei Verwendung des pGEM-
T-Plasmids, je 60 pul IPTG und X-Gal, welche eine spétere ,,Blau-Weifl-Selektion* zur Kontrolle einer
erfolgreichen Insertion erméglichten. Die mit Bakteriensuspension benetzten Kiigelchen wurden auflerdem
zusétzlich auf eine zweite LB-Agarplatte mit gleichen Zusétzen wie oben gegeben, um einen weniger

dichten Koloniebewuchs zu erzielen. Die Platten inkubierten . N. bei 37 °C im Brutschrank.

IPTG (Isopropylthiogalactosid) 100 mM IPTG in dH5O.

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactopyranosid) 20 mg/ml X-Gal in Dimethylforma-
mid.

2.15.2 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen
2.15.2.1 Priaparativer Mafistab, Mini-Praparation

Fiir den praparativen Mafistab wurden 3 ml LB-Medium, 3 ul Selektionsantibiotikum (100 mg/ml) und
ein mit einem sterilen Zahnstocher gepickten Klon in ein 12 ml Eppendorfgefdfl ii. N. bei 37 °C im
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Schiittler kultiviert und am nichsten Tag 1,5 ml der Ubernachtkultur in ein 2 ml Eppendorfgefi8 iiberfiihrt
und bei 14000 U/min fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in
150 pl TELT-Losung resuspendiert. Nach Zugabe von 15 ul Lysozymlosung wurden die Zellen bei RT
fir 5 min inkubiert und danach 2 min bei 95 °C lysiert. Nach 15-mintiitigem Zentrifugieren bei 14000
U/min wurden die Zelltriimmer, genomische DNA und Proteine in Form eines Pellets entnommen und
verworfen. Durch Zugabe von 100 pl Isopropanol und 200 ul 70 %igem Ethanol erfolgte die Fallung der
Plasmid-DNA und das nach Zentrifugation entstandene Pellet trocknete an der Luft. Das Pellet wurde
anschliefend in 30 ul TE-Puffer (versetzt mit RNase) aufgenommen und bei -20 °C gelagert. Die mittels
der Plasmidminipriparation erhaltene Plasmid-DNA diente zur Uberpriifung des korrekten Einbaus des

Inserts in den entsprechenden Vektor durch Restriktionsanalyse (Abschnitt 2.15.4).

TELT Puffer 2,5 M LiCl; 62,5 mM EDTA und 0,4 % (v/v) Triton X-100 in 50 mM Tris-HCl, pH 7,5;
Lagerung bei 4 °C.

Lysozym Losung 10 mg/ml Lysozym in dH»O.
RNase Puffer Stammlosung 10 mg/ml von RNase A gelost in in TE Puffer, erwérmt bei 100 °C fiir 10
min und gelagert bei -20 °C.

2.15.2.2 Analytischer Mafistab, Midi-Praparation

Fiir den analytischen Mafistab von DNA fand das QIAGEN Plasmid Midi Kit Verwendung. Die Praparation
erfolgte hierbei nach dem Protokoll des Herstellers durch die Trennung der Plasmid-DNA von den iibrigen
Zellbestandteilen unter Zuhilfenahme einer Sdulenmatrix. Die Analyse der Reaktionsanséitze erfolgte
mittels Agarosegelelektrophorese (Abschnitt 2.15.6).

2.15.3 Klonierung
2.15.3.1 Klonierung von PCR-Fragmenten

Zur Klonierung von PCR-Fragmenten wurde das gewiinschte DNA-Fragment durch PCR mit dem Primer
fiir das 5° Ende (sense) und einem Primer fiir das 3° Ende (antisense) der Sequenz amplifiziert. Zur
mutationsfreien Vermehrung von DNA-Fragmenten fand die Pfx-Polymerase Anwendung mit proofreading

Funktion. Fiir die Klonierung in den Vektor erhielten beide Primer zusétzliche Restriktionsschnittstellen.

Reaktionsansatz mit Pfx-Polymerase fiir préaparative Zwecke:

Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:
e x pl 100 ng DNA-Template e Initialisierung 95 °C fiir 5 min
e 0,5 11 200 nM 5 Primer e Denaturierung 95 °C fiir 15 s
e 0,5 ul 200 nM 3” Primer e Annealing 60-65 °C fiir 30 s, 35 Zyklen
e 225 ul Pfx SuperMix (Pfx-Polymerase, Puf- « Elongation 68 °C fiir 1 min/1 kb
fer, Magnesium, dNTPs)

Reaktionsansatz mit Taqg-Polymerase fiir analytische Zwecke:
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Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:
e x pl 100 ng DNA-Template o Initialisierung 95 °C fiir 2 min
e 1 p110 pmol 5 Primer o Denaturierung 95 °C fiir 45 s
e 1 pul 10 pmol 3” Primer e Annealing 55-60 °C fiir 45 s, 25-35 Zyklen
e 0,5 ul 0,2 mM ANTP-Mix e Elongation 72 °C fiir 1 min

e 25 ul 25 mM MgCls

e 25 ul 10 x Tag-Puffer

e 0,5 pl Tag-Polymerase (0,5 U)
o auf 25 pl mit HoO auffiillen

dNTPs dATP; dGTP; dCTP; dTTP; je 100 mM zu gleichen Anteilen vermischt (Endkonzentrationen
jeweils 25 mM).

Nach der PCR wurden zum PCR-Ansatz 20 U der Endonuklease Dpnl gegeben, um die methylierte
DNA-Matrix (Mutterstrang) zu verdauen (37 °C, 1,5 h). Anschliefend erfolgte die Aufreinigung des
PCR-Ansatzes mit dem PCR-Purification Kit (QIAGEN), sowie nach vorheriger Verdauung mit den
entsprechenden Endonukleasen (nach Angaben des Herstellers, NEB, Fermentas), die Uberpriifung des
PCR-Ansatzes im Agarosegel (Abschnitt 2.15.2.2). Die geschnittene DNA wurde nach den Restriktionen
gereinigt (PCR-Purification Kit, QIAGEN) und mit dem Vektor ligiert. Der Vektor, in welchen das
PCR-Fragment kloniert werden sollte, wurde ebenfalls mit den entsprechenden Endonukleasen geschnitten
(10 pug Vektor-DNA, nach Angaben des Herstellers, NEB, Fermentas), gereinigt (PCR-Purification Kit,
QIAGEN) und mit dem PCR-Fragment ligiert. Konnte nur ein Enzym fiur die Ligation des 5- und
3‘-Endes verwendet werden, verhinderte die Dephosphorylierung (alkalische Phosphatase, Roche, nach
Herstellerangaben) die Religation des geschnittenen Vektors.

Ansatz fiir die Ligation 10 pl: Die Ligation erfolgte mittels T4-Ligase, die neue Phosphodiesterbriicken

zwischen den klebrigen Enden von DNA-Fragmenten katalysiert und sie somit verkniipft.

e 300-400 ng Insert

e 50 ng Vektor

e 1 ul T4 DNA-Ligase Puffer (10 x)
e 1 ul T4 DNA-Ligase (5 U/pul)

e auf 10 pl mit HoO auffiillen

Die Ligation erfolgte #i. N. bei 16 °C. 3 pul des Ansatzes wurden zur Transformation in chemokompetente
XL1 blue E. coli-Zellen auf Eis gehalten. Zur Kontrolle der Vektorpraparation erfolgte die Mitfiihrung
eines Ligationsansatzes ohne Insert. Kontrollen fiir die Aktivitidt der Ligase, die Aufnahmefihigkeit der
chemokompetenten E. coli-Zellen und deren Resistenzen folgten. Die chemische Transformation erfolgte
wie in Abschnitt 2.15.1.1 beschrieben. Pro Konstrukt wurden zwischen 3 und 15 Kolonien in jeweils 3 ml
LB-Antibiotika-Medium (30 ng/ul Kanamycin, 100 ng/ul Ampicillin) tiberimpft und eine Plasmid-Mini
Préparation (Abschnitt 2.15.2.1) durchgefiihrt. Die Klone wurden durch Restriktion mit Endonukleasen
(Abschnitt 2.15.4) oder unter Zuhilfenahme der DNA Sequenzierung (Abschnitt 2.15.8) untersucht. Enthielt
ein Klon das erwartete Konstrukt, erfolgte die erneute Transformation der DNA in XL1 blue E. coli-
Zellen, welche anschlieffend auf einer LB-Agar-Platte ausgestrichen wurden. Es folgte die Animpfung einer
Vorkultur (100 ml) mit anschlieBender Inkubation fiir eine Midi-Plasmid-Praparation (Abschnitt 2.15.2.2).
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2.15.3.2 Umklonierung von Plasmid-DNA

Fiir unterschiedliche Untersuchungen des gleichen Proteins in verschiedenen Organismen konnte teilweise
die entsprechende DNA aus einem Vektor in einen anderen umkloniert werden. Enthielten sowohl der
Ausgangsvektor als auch der Ziel-Vektor geeignete Restriktionsschnittstellen, erfolgte die Umklonierung
durch Spaltung mit Restriktionsenzymen. Das Ausgangskonstrukt mit dem Insert (10 pg DNA, 20 U,
1 h) und ebenso der Zielvektor (10 ug DNA, 20 U, 1 h) wurden mit zwei Endonukleasen entsprechend
der Herstellerangaben verdaut. Die Abtrennung des Inserts vom urspriinglichen Vektor erfolgte durch
Agarosegel-Elektrophorese (Abschnitt 2.15.6). Das Insert wurde ausgeschnitten, aus dem Gel eluiert (Gel
Extraction-Kit), mit dem Ziel-Vektor ligiert und die Klone wurden anschlieend wie beschrieben (mittels

Restriktionsverdau) tiberpriift.

2.15.3.3 PCR-vermittelte in vitro-Mutagenese

Mutationen eines bereits bestehenden Konstrukts erfolgten durch gerichtete Mutagenese mit dem Quik-
Change""Site-Directed Mutagenesis Kit nach Angaben des Herstellers. Dabei wurde bei der gerichteten
Mutagenese in den Primern ein selektiver Basen- bzw. Aminosdureaustausch im Vergleich zur Matrix
vorgenommen. Hierbei wurden in einer PCR-Amplifikation des gesamten Matrizenplasmids mit Pfu-
Polymerase zwei komplementére Oligonukleotide, welche die gewiinschte Mutation enthielten, direkt
eingebaut und zu zwei zirkuldren, nicht verkniipften DNA Stréngen, elongiert. Die methylierte Matrizen-
DNA degradierte anschliefend mit dem methylierungsabhingigen Restriktionsenzym Dpnl, wahrend
das mutierte, unmethylierte PCR-Syntheseprodukt erhalten blieb. Nach Transformation von XL1-Blue
Zellen, wurden die Strangbriiche im Vektor durch bakterielle Reparaturenzyme repariert. Der Erfolg der
Mutagenese erfolgte im priparativen Verdau (Abschnitt 2.15.4) mit sich anschlieBender Uberpriifung
durch DNA-Sequenzierung (Abschnitt 2.15.8).

2.15.4 Restriktionsverdau

Mittels Restriktionsendonukleasen wurde die DNA an spezifischen palindromen Erkennungssequenzen
geschnitten. Je nach Restriktion erfolgte die Spaltung entweder in der Mitte der Erkennungsstelle (d. h.
glatte blund Enden) oder versetzt (d.h. klebrige sticky Enden). Diese Eigenschaft wurde zur Analyse
von DNA, zum Ausschneiden bestimmter DNA-Fragmente oder zur Linearisierung von Vektoren vor
Klonierungen genutzt. Fiir den préparativen sowie den analytischen Verdau wurde die DNA mit der
gewilinschten Endonuklease in dem fiir das Enzym empfohlenen Restriktionspuffer fiir 1-16 h bei 37 °C
inkubiert. Zur Kontrolle der vollstandigen Spaltung erfolgte anschliefend eine Auftrennung der Fragmente
mittels Gelelektrophorese (Abschnitt 2.15.6).

Ansatz fiir den praparativen Verdau:

¢ 100-200 ng Plasmid-DNA

e 1 pl 10 x Restriktionspuffer

o 1 pl Restriktionsendonukleasen (1:1; je 50 U/pul)

e auf 10 pl mit dH,O auffiillen
Nach 1,5-2 h Inkubationszeit erfolgte die Auftrennung des kompletten Ansatzes mittels Agarosegelelektro-
phorese (Abschnitt 2.15.6). Zur Vorbereitung auf eine Ligation von DNA-Fragmenten wurde sowohl das

Insert als auch der Vektor mittels der gleichen Restriktionsendonukleasen verdaut.

Ansatz fiir den analytischen Verdau:

¢ 0,5-5 ug DNA

e 5 pul 10 x Restriktionspuffer
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o 1 pl Restriktionsendonukleasen (1:1; je 50 U/pul)
e auf 50 pl mit dH,O auffiillen

Das Reaktionsgemisch wurde ii. N. bei 37 °C inkubiert und anschliefend mittels praparativer Agarosegel-
elektrophorese (Abschnitt 2.15.6) aufgereinigt.

2.15.5 Reinigung von DNA

Gereinigt wurde der PCR-Reaktionsansatz bzw. der Restriktionsverdau unter Zuhilfenahme des High
Pure PCR cleanup Micro Kits von Roche. Hierbei bindet in Anwesenheit des chaotropen Salzes Guani-
dinthiocyanat die DNA selektiv an einer Silikamatrix und wird anschlieBend durch eine Reihe von Wasch-
und Zentrifugationsschritten von noch vorhandenen Primern, Nukleotiden, Proteinen und Salzen gereinigt.
Die DNA wurde letztendlich durch Zugabe von 20 ul dH2O nach 15-miniitiger Einwirkzeit eluiert.

2.15.6 Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente aufzutrennen, wurden diese in einer Agarosematrix einem horizontalen elektrischen
Feld ausgesetzt. Je nach Grofle der DNA-Fragmente wurden Gele aus 0,8-2,2 % (w/v) Agarose in TBE-
Puffer verwendet und zum Nachweis der DNA-Banden 0,5 pl/ml Ethidiumbromid zugegeben. Vor dem
Auftragen der DNA-Proben in die Geltaschen miissen diese mit 1 Vol. DNA-Probenpuffer versetzt werden.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 70 V. Die auf diese Weise erhaltenen Bandenmuster sind
unter Zuhilfenahme eines UV-Transilluminators visualisiert und fotografisch festgehalten worden. Die

Grofle der Fragmente konnte anhand eines mitgefithrten Molekulargewichtsmarkers ermittelt werden.

2 x DNA-Probenpuffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA; 0,025 % Bromphenolblau; 0,025 %
Xylencyanol; 30 % (v/v) Glycerin.

DNA-Molekulargewichtsstandard one kb Ladder 1 x DNA-Probenpuffer; 1/20 Vol. 10 x Boehrin-
ger Puffer H; 0,4 Vol. 1 x TE; 50 ng/ul One kb Ladder (1 pg/pl, Invitrogen).

10 x TBE Puffer (Tris/boric acid/EDTA buffer) 0,89 M Tris; 0,89 M Borsdure und 20 mM EDTA
in dHQO

Glycerol Ladepuffer 10 mM EDTA; 30 % Glycerol (v/v); 0,025 % Bromphenolblau und 0,025 %
Xylencyanol in 10mM Tris-HC1, pH 7,5.

2.15.7 Isolierung von PCR-Produkten aus Agarosegelen

Erhielt man PCR Produkte verschiedener Léngen, so erfolgte die Isolation eines oder mehrerer Fragmente
durch Gelextraktion unter Zuhilfenahme des QIAEX® Gel Extraction Kit. Hierzu wurden die betreffenden
Banden nach Auftrennung des gesamten Reaktionsansatzes in einem 1-1,5 %igen Agarosegel iiber einem
UV-Leuchttisch bei einer Wellenldnge von 366 nm ausgeschnitten und in 1,5 ml Eppendorfgefafien
aufgenommen. Zur Isolierung dienten die Angaben des Herstellers. Die gebundene DNA konnte mit 30 pul
dH50 und Zentrifugation fiir 1 min bei 16000 x g eluiert werden. Die Lagerung des Eluats erfolgte bei -20
°C.

2.15.8 Sequenzierung

Bei der hierbei verwendete Methode des Cycle Sequencing handelt es sich um eine Modifikation des
traditionellen Kettenabbruch-Verfahrens nach Sanger et al., 1977. Im Ansatz sind Didesoxyanaloga der
vier verschiedenen dNTPs (ddNTPs) enthalten, welche je nach Base mit unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoffen markiert sind und in die neusynthetisierten DNA-Stréange eingebaut werden. Aufgrund des
Fehlens der 3’-Hydroxylgruppe bei der Didesoxyribose kommt es zu statistisch verteilten Kettenabbriichen,

wodurch ein Gemisch unterschiedlicher Kettenldngen erzeugt wird.
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Der Reaktionsansatz betrug 10 pl und beinhaltete:

Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:

o 200-400 ng Plasmid e Initialisierung 96 °C fiir 2 min

o 8 pmol Primer (SP6, T7, CMV) e Denaturierung 96 °C fiir 10 s

e 1,5 ul Seqgenzierungspuffer e Annealing 55 °C fiir 15 s, 25 Zyklen

e 1,5 pl Sequenzierungsmix (dNTPs, fluo- e Elongation 60 °C fir 4 min
reszenzmarkierte  ddNTPs, Taq-DNA-
Polymerase)

e auf 10 pl mit HoO auffiillen

Das Sequenzierprodukt wurde mit 0,5 ul EDTA (0,25 M), 1 pul Natrimacetat (3 M) und 50 ul 100 %
Ethanol gefillt und nach einer 15-miniitigen Zentrifugation bei 14000 U/min das Pellet mit 70 pl 70 %
Ethanol gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet und in 15 ul Formamid-Mix (Hi-Dye) aufgenommen.
Die Auftrennung der markierten Fragmente erfolgte automatisch unter Zuhilfenahme des ABI Prism™ -
Sequenziergerdtes im ZMG-Labor der Uniklinik Halle. Computergestiitzte Sequenzanalysen konnten

mittels der Programme Lasergene und des BLAST-Suchsystems fiir Datenbanken durchgefithrt werden.

2.16 RNA Methoden

Zur Inaktivierung von RNasen wurden die zum Arbeiten mit RNA bestimmten Gefédfie und Losungen
autoklaviert. Hitzelabile Substanzen wurden in DEPC-dH5O gel6st.

DEPC-dH-,0 0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat in dHyO; Inkubation fiir 4-12 h bei 37 °C und anschlie-
Bendes Autoklavieren fiir 30 min bei 121 °C.

2.16.1 RNA-Extraktion
2.16.1.1 Embryonalstadien, Oozyten und animale Gewebeexplantate

Zur Extraktion von Gesamt-RNA aus Xenopus laevis mussten ca. 20-30 Embryonen des gewiinschten Alters
(bzw. bei Oozyten oder animalen Kappen die Spitze eines 1,5 ml Eppendorfgefiafies) in fliissigem Stickstoff
schockgefroren werden. Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte iiber das RNeasy Mini Kit der Firma
QIAGEN. Dieses Saulchensystem beruht auf dem Prinzip, dass nach Zugabe von Ethanol die RNA selektiv
an die Silicagel-Matrix bindet und Kontaminanten wie DNA und Proteine effektiv ausgewaschen werden
kénnen. Das Gewebe wurde hierzu mittels Spritzen verschiedener Kaniilengrofie in 600 ul Lysispuffer
(RLT) homogenisiert und anschlieSend bei 14000 U/min fiir 3 min zentrifugiert. Das gereinigte Lysat
wurde mit 600 ul 70 % Ethanol versetzt, auf die Sdule gegeben und fiir 15 s bei 10000 U/min zentrifugiert.
Daran schlossen sich mehrere Waschschritte mit 700 ul RW1-Puffer und zweimaliges Waschen mit 500 ul
RPE-Puffer und jeweiliger Zentrifugation an. Auf die an der Sdulenmembran gebundene RNA wurde 30
ul RNase freies Wasser gegeben und die RNA durch Zentrifugation fiir 1 min bei 10000 U/min in ein
steriles Eppendorfgeféfl eluiert.

2.16.1.2 Adulte Gewebe und Organe

Nach der Préparation von Testis aus Xenopus laevis Mannchen und Ovar aus Weibchen wurden den
Tieren alle Gewebe und Organe entnommen und mit 1 x MBS blutfrei gewaschen. Die zur RNA-Extraktion
bestimmten Gewebe und Organe wurden in Fliissigstickstoff schockgefroren und mit einem in Fliissigstick-

stoff gekiihlten Mérser pulverisiert. Das Pulver wurde in vorgekiihlten 1,5 ml Eppendorfreaktionsgeféfien

33



2. MATERIAL UND METHODEN

in 50 pl Aliquots aufgeteilt und bis zur Extraktion bei -80 °C gelagert. Die anschlieBende RNA-Extraktion
erfolgte wie in Abschnitt 2.16.1.1 beschrieben.

2.16.2 Reverse Transkription

Mittels Enzyms Reverse Transkriptase konnte die isolierte Gesamt-RNA in komplementire cDNA umge-

wandelt und anschlielend in einer PCR, als Matrix eingesetzt werden. Der Reaktionsansatz beinhaltete:

e 250-300 ng RNA
o 1 pl Random Hexamer Primer (0,2 ug/pl)
o auf 12 ul RNase freies Wasser auffiillen

Die Inkubation erfolgte fiir 10 min bei 65 °C und anschlielender Lagerung direkt auf Eis. Folgende

Komponenten wurden hinzu pipettiert:

e 4 ul 5 x Reverse Transkriptase Reaktionspuffer
¢ 1 pul RNase Out Ribonuclease Inhibitor

2 pl ANTPs (10 mM)
e 1 pul Reverse Transkriptase
Es folgte eine Inkubation iiber 12 min bei 25 °C und anschlieflend iiber 60 min bei 42 °C. Die Inaktivierung

des Enzyms geschieht tiber 10 min bei 72 °C. Die synthetisierte cDNA konnte nun fiir die semiquantitative

PCR eingesetzt werden.

2.16.3 In vitro Synthese von Cap-mRNA fiir Mikroinjektionen

Die Herstellung der synthetischen mRNA fiir Mikroinjektionen gelang unter Zuhilfenahme des mMESSAGE
mMACHINE TM SP6 Reaktionssystems (Ambion). Dabei wird der RNA wihrend der in vitro Synthese
am 5-Ende eine 7-Methylguanosin-“Kappe* angeflgt.

e 10 pl 2 x NTP/Cap

e 2 ul 10 x Reaktionspuffer

e 1 ug lineare DNA-Matrize

2 pl Enzym Mix

Nach Inkubation {iber 1,5 h bei 37 °C wurde 1 pl RNase-freie DNasel (Ambion) hinzugefiigt und
der Ansatz fiir weitere 15 min bei 37 °C inkubiert, um die DNA-Matrize abzubauen. Beinhaltete das
verwendete Plasmid anstatt eines SP6- einen T7- oder T3-RNA-Polymerase Promoter, so kam fiir die
RNA-Synthese die entsprechende Polymerase zur Anwendung. Die Analyse der Transkription mittels 1
1l des Reaktionsansatzes fiir die Agarosegelelektrophorese, erlaubte die anschlielende Bestatigung des
Erfolges (Abschnitt 2.15.6).

2.16.4 In vitro Synthese markierter RNA-Sonden

Zur Synthese von markierten Antisense-RNA-Sonden fir in situ Hybridisierungen wurden in wvitro

Transkriptionen in Anwesenheit von Digoxigenin-markiertem rUTP durchgefiihrt.

o 5 ul 5 x Transkriptionspuffer (Stratagene)
« 14l DTT (0,75 M)
o 1 pl Rnase-Out (20 U/ul; Invitrogen)
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o 3 pl Digoxigenin-Mix

e 1,5 ul RNA Polymerase (50 U/pul)

e 1 pg lineare DNA-Matrize

o auf 25 ul RNase freies dH2O auffiillen

Der Ansatz wurde 2 h bei 37 °C inkubiert und anschlieSend die DNA-Matrize nach Zugabe von 1 ul
RNase-freier DNasel (Ambion) 15 min bei 37 °C verdaut. Zur Kontrolle einer erfolgreichen Transkription

wurde 1 ul des Reaktionsansatzes mittels Agarosegelelektrophorese (Abschnitt 2.15.6) analysiert.

Digoxigenin-Mix 10 pl rATP (10 mM); 10 pl rCTP (10 mM); 10 pl rGTP (10 mM); 6,5 pl rtUTP (10
mM); 3,5 pl Dig-rUTP (10 mM, Roche).

2.16.5 Aufreinigung synthetisch hergestellter RN A

Um synthetische RNA von Salzen, Enzymen und Nukleotiden abzutrennen, wurden die Reaktionsansitze
unter Zuhilfenahme des RNeasy Mini Kits (QTAGEN) aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte dabei nach
den Angaben des Herstellers. Die RNA wurde anschlieBend mit 20 pul RNase-freiem dHO und 1-miniitiger
Zentrifugation bei 8000 x g in ein Eppendorfgefifl eluiert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.16.6 Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA

Die Quantifizierung der RNA bzw. DNA erfolgte mittels NanoDrop-1000 Spektrophotometer bei einer
Absorption von 260 nm unter Auftragung von 1 pl unverdiinnter Probe auf die Messvorrichtung. Zur
Uberpriifung der Reinheit wurden sowohl das A260/A230-Verhiltnis (RNA /organische Verbindungen) als
auch das A260/A280-Verhéltnis (RNA /Proteine) gemessen.

2.17 Zellbiologische Methoden

2.17.1 Kultivierung der Zelllinie

Zum Studium der Zelllokalisation bzw. fiir die Interaktionsstudien der SREBP und INSIG-Varianten
wurden diese in HeLa-Zellen, einer Zelllinie aus einem Gebérmutterhalskarzinom (Gey et al., 1952) und
Neuroblastom-B35-Zellen, {iberexprimiert und unter in vivo Bedingungen untersucht. Folgende Vekto-
ren fanden Anwendung: pCS2+, pCMV-Sport6, eGFP und Cherry fiir die Zelllokalisationsstudien und
der Vektor pVenusl/2-C bzw. pVenusl/2-N fiir die Interaktionsstudien (Auflistung der Konstrukte in
Abschnitt A.2). Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zell-Kulturmedium in einem 37 °C Zellkulturin-
kubator mit 5 % COs-Gehalt. Bei Erreichen einer Konfluenz von 70-90 % wurden die Zellen passagiert

(Abschnitt 2.17.4) und in neue Zellkulturflaschen ausgesit bzw. fiir Versuchszwecke verwendet.

Zellkulturmedium, DMEM 10 % FCS; 1 % Penicillin/Streptomycin/Glutamin.

2.17.2 Transfektion von Plasmid-DNA in HeLa-Zellen

Die Transfektion beschreibt ein Verfahren bei dem DNA in eukaryontische Zellen eingeschleust wird. Als
Carriersystem diente Polyethylenimin (PEI), ein kationisches Polymer mit der Fihigkeit Nukleinsduren
zu komplexieren. Um eine ausreichende Transfektionseffizienz zu gewéhrleisten, findet diese Methode in
serumfreiem Zellkulturmedium statt. Die zu transfizierende DNA und das PEI wurden separat mit 1 x
PBS verdiinnt und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als weitere Arbeitsschritte folgten die
Zugabe der verdiinnten DNA (10 pg) zum ebenfalls verdiinnten PEI, die vorsichtige Mischung und erneute
Inkubation iiber 15 min bei Raumtemperatur. Anschlieend wurde der Transfektionansatz tropfchenweise

auf die Zellen gegeben und fiir 4 h im Brutschrank belassen, anschliefend das serumfreie Medium entfernt
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und den Zellen das reguldre Zellkulturmedium zugefithrt und bis zum Ernten noch weitere 16 h bei 37 °C
und 5 % COg kultiviert.

Tabelle 2.26: Zusammensetzung des jeweiligen Transfektionsansatzes

DNA PEI 1 x PBS
12 Well 1,6 ug 4.8 pl 24 ul
6 Well 4,0 pg 12,0 pl 60 pl
10 cm Petrischale 24,0 pug 72,0 ul 360 ul

PEI £ 3 pl PEI pro ug DNA.
1 x PBS £ 5-faches Volumen an PEL
Zellkulturmedium, DMEM 10 % FCS; 1 % Penicillin/Streptomycin/Glutamin.

2.17.3 Ko-Transfektion von Plasmid-DNA in HeLa-Zellen

Die Ko-Transfektion diente der Analyse der Ko-Lokalisierung sowie moglicher Interaktionen der zu unter-
suchenden Expressionskonstrukte. Entsprechend der einzusetzenden DNA-Mengen (bei der Transfektion
von 2 Konstrukten jeweils 5 ug DNA) wurden hierbei zwei unterschiedlich markierte DNA-Plasmide fur

den Transfektionsansatz eingesetzt und dieser, wie in Abschnitt 2.17.2 beschrieben, zu den Zellen gegeben.

2.17.4 Passagieren der Zellen

Zum Passagieren wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen mit 1 x PBS gewaschen. Zum
Ablosen der adhédrenten Zellen wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA-Losung versehen und 3-5 min im
Brutschrank inkubiert. Durch Zugabe von Kulturmedium wurde das Trypsin inaktiviert und die abgelésten
Zellen wurden 3 min mit 1000 U/min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml frischem Medium
resuspendiert und die Zellzahl mit einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Fiir die Immunfluoreszenz
waren 0,22 x 10° Zellen pro Well (3,8 cm?) einer 12 Well Platte notwendig, fiir die Western Blot-Analyse
0,9 x 10° Zellen pro Well (9,6 cm?) einer 6 Well Platte und zur Ko-Immunprizipitation jeweils 3 x 10°
Zellen pro Petrischale (10 cm?).

2.17.5 Zelllyse und Proteinisolation

In 6 Well Platten bzw. Petrischalen kultivierte Zellen mussten nach Entfernen des Mediums zweimal mit
10 ml eiskaltem 1 x PBS gewaschen werden. Das Medium wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen durch
Zugabe von 5 ml eiskaltem 1 x PBS mittels spezieller Zellschaber vorsichtig vom Boden entfernt und in ein
15 ml Reaktionsgefaf iiberfithrt. Es folgte die Spiilung der restlichen verbliebenen Zellen in der Petrischale
mit weiteren 5 ml eiskaltem 1 x PBS und die Pipettierung zu den anderen Zellen in das jeweilige Gefaf3. Die
Zellsuspension wurde 8 min bei 1000 U/min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet je nach
GroBe in 100-500 pl Lysispuffer resuspendiert. Anschlieend mussten die Zellen durch vorsichtiges auf-
und abpipettieren auf Eis lysiert werden. Nach einer Zentrifugation bei 13000 U/min fiir 10 min wurden
die Zelltriimmer pelletiert, der Uberstand anschlieBend in ein neues Eppendorfgefi$ iiberfiihrt und bei -20
°C gelagert. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach Bradford (Abschnitt 2.18.2). Danach
wurden so viel wie moglich, 10 ug—150 pg, des Zell-Lysates fiir eine SDS-PAGE (Abschnitt 2.18.3) mit
anschlieffender Western Blot-Analyse (Abschnitt 2.18.4) gegen die {iberexprimierten Proteine eingesetzt.

1 x PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na,HPO,; 2 mM KH,PO,; pH 7,4.

Lysispuffer 50 mM HEPES pH 7,5 (1:1000 Pepstatin A); 150 mM NaCl (1:200 PMSF); 1,5 mM MgCl,
(1:200 Proteaseinhibitor); 1,0 mM EDTA; 1 % Triton-X100; 0,1 % SDS; 10 % Glycerin.
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2.18 Biochemische Methoden

2.18.1 In vitro Transkription/Translation

Fiir die in vitro Translation von Proteinen wurde das TnT®-Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega)
verwendet. Dieses System ermdglicht eine Kopplung von Transkription und Translation und somit die
Proteinsynthese mit einem Expressionsvektor als Ausgangsmaterial. Die Anwendung erfolgte nach den

Angaben des Herstellers. Der Ansatz beinhaltete:

e 6,25 ul TnT® Rabbit Retikulozytenlysat

e 0,5 pul TnT® Reaktionspuffer

e 0,25 ul TnT® SP6 RNA Polymerase

e 0,25 pl Aminosdure Mixtur, ohne Methionin (1 mM)

e 0,5 pl [35S]Methionin (> 1000 Ci/mmol)

e 0,25 ul RNasin® Ribonuclease Inhibitor (40 U/pul)

e 0,5 ul DNA Matrize (0,5 pg/ul)

e 1 pl Morpholino- Antisense-Oligonukleotid (1 mM; optional)

e auf 12,5 pul mit dH,O auffiillen

Der Reaktionsansatz wurde bei 30 °C fur 90 min inkubiert und anschlieBend durch SDS-PAGE (Ab-
schnitt 2.18.3) aufgetrennt. Zur Darstellung der radioaktiv markierten Translationsprodukte wurde das
Gel anschlieflend fiir 5 min auf dem Schiittler in Fixierlosung inkubiert, danach in Folie eingeschweifit und
ii. N. auf einem Screen unter Lichtabschluss in einer Filmkassette inkubiert. Die Detektion erfolgte mit
dem Raytest Eraser (Fujifilm BAS-1800II) und wurde mittels der Software BAS Reader 3.14 und Aida

Image Analyzer v450 ausgewertet.

Fixierlosung Gemisch aus 30 % Methanol (100 %) + 10 % Essigsdure.

2.18.2 Proteinbestimmung mit Bradford

Die Bradford-Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffs Coomassie Brillant Blue-G250 an Proteine,
wodurch dieser vom kationischen in den anionischen Zustand iiberfithrt wird und somit das Absorpti-
onsmaximum von 465 nm (rot) nach 595 nm (blau) verschoben wird. Die Absorptionsédnderung ist iiber
einen weiten Bereich proportional zur Proteinkonzentration. Dieser Bereich ist durch eine mit BSA in 1 x
PBS erstellt Eichgerade definiert. Die Bestimmung des Gesamtproteins erfolgte aus dem Uberstand der
gewonnen Zelllysaten. Hierbei wurde 1 pl der Proteinprobe in eine 96 Well Mikrotiterplatte vorgelegt und
mit 9 pl dH5O in einem Verhéltnis von 1:10 verdiinnt, 200 ul einer frisch angesetzten Bradfordlésung
wurden hinzugefiigt und 5 min bei RT inkubiert. Die Absorptionsmessung erfolgte unter Zuhilfenahme

eines Plattenreaders bei 595 nm.

2.18.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen nach Gréfle fand die denaturierende Gelelektrophorese Anwendung. Die
eingesetzten Proben wurden mit 5 pl 2 x SDS-Probenpuffer versetzt, die Proteine 5 min bei 95 °C
im Thermoblock denaturiert, fiir 5 min bei 13000 U/min abzentrifugiert und letztendlich auf ein Gel,
bestehend aus Sammelgel und Trenngel, geladen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 10 mA
pro Gel. Zur Charakterisierung des gesuchten Proteins dient ein Groflenmarker, welcher aus Proteinen
bekannter Grofie besteht.

37



2. MATERIAL UND METHODEN

Sammelgel 5 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid; 125 mM Tris/HCl; 0,1 % (w/v) APS; 0,4 %o (v/v)
TEMED, pH 6.8.

Trenngel 8-12 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCL; 0,1 % (w/v) APS; 0,4 %o (v/v)
TEMED, pH 87.

2 x Probenpuffer 250 mM Tris-HCI; 140 mM SDS; 0,2 %o (v/v) S-Mercaptoethanol; 20 % Glycerin,
pH 6.8.

Laufpuffer 25 mM Tris; 3,5 mM SDS; 250 mM Glycin.

2.18.4 'Western Blot-Analyse

Werden in einer SDS-PAGE aufgetrennte Proteine auf eine Membran iibertragen und anschliefflend tiber
verschiedene Reaktionen nachgewiesen, spricht man von Western Blotting. Als Membranen werden PVDF
(Polyvinyldifluorid)-Membranen verwendet, die zur Aktivierung kurz in Methanol gelegt und anschliefilend
in Westernpuffer iiberfithrt werden. Das Gel, die Schwdmme und das Blotpapier wurden ebenfalls vor ihrer
Verwendung in Westernpuffer dquilibriert. Daraus wurde ein luftblasenfreier Blotstapel zusammengesetzt
der in der Mitte die Membran und das Gel enthielt und dessen duflere Lagen aus Blotpapier und Schwémmen
bestanden. Der Stapel wurde in eine mit Westernpuffer gefiillte Nassblot-Kammer gehangen, sodass die
im Gel enthaltenen Proteine in Richtung der Anode auf die Membran iibertragen werden konnten (333

mA fiir die gesamte Kammer, 34 h).
Westernpuffer 190 mM Glycin; 25 mM Tris-Base.

Um unspezifisches Anlagern der Antikérper an der Membran zu verhindern, wird die Membran nach dem
Blot fiir 1 h bei RT in 5 % Milchpulver/1 x TBS/T geblockt. Die Inkubation mit dem Primérantikérper
(Verdiinnung im Verhéltnis 1:500-1:5000 in TBS/T) erfolgte . N. bei 4 °C. Anschlieflend wurde die
Membran 3 mal fiir 5 min mit TBS/T gewaschen, mit dem sekundiren HRP-gekoppelten Antikérper
(Verdiinnung im Verhéltnis 1:10000 mit TBS/T) versetzt und fiir 2 h bei RT geschwenkt. Danach wurde
die Membran erneut 3 mal mit TBS/T fiir 5 min gewaschen. Die Detektion erfolgte mit einer selbst
hergestellten ECL-Losung in einer Geldokumentationsanlage und die Auswertung mittels der Software

QuantyOne.

1 x TBS-T 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI; 0,5 %o (v/v) Tween20, pH 7,4.
ECL-Lésung A (pro Membran 2 ml bendtigt) 200 ml 0,1 M Tris/HC], pH 8,6; 50 mg Luminol.
ECL-Lésung B (200 pl) 11 mg para-Hydroxycoumarinsdure in 10 ml DMSO; 35 % Hy02 (0,6 ul).

Tabelle 2.27: Verdiinnungen der Antikorper, W = Western; I = Immunfluoreszenz

Antikorper Verdiinnung Antikorper Verdiinnung
mouse-a-GAPDH 1:1000 (W) a-SREBP2 1:300 (W) 1:600 (I)
rabbit-a-calnexin 1:200-500 (W) mouse-q-myc 1:1000 (1)
a-INSIG1 1:300 (W) 1:500 (1) rabbit-a-myc 1:1000 (I)
a-INSIG2 1:300 (W) 1:500 (1) rabbit-a-GNE 1:500 (1)
a-goat-HRP 1:1000 (W) a-mouse-HRP 1:1000 (W)
a-rabbit-HRP 1:1000 (W) a-myc-HRP 1:5000 (W)
a-GFP-HRP 1:500 (W)

2.18.5 Ko-Immunprazipitation

Die Ko-Immunpréazipitation wird zum Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen eingesetzt. Dafiir
wurden HeLa-Zellen mit den zwei Expressionsplasmiden, die fiir die zu untersuchenden Proteine codieren,

transfiziert und nach Zelllyse ein Protein durch Zugabe eines spezifischen Antikérpern und Protein

38



2. MATERIAL UND METHODEN

G-Sepharose prézipitiert. Nach Abtrennung von anderen Zellbestandteilen wurden die Proteinkomplexe
in ihre Fragmente zerlegt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion des Bindungspartners
erfolgte mit spezifischen Antikérpern im Western Blot. Als Probe diente hierbei das Lysat, welches
aus ko-transfizierten HeLa-Zellen gewonnen wurde. Die Proben wurden jeweils mit dem spezifischen
Primérantikorper versetzt und ii. N. bei 4 °C im Drehrad belassen. Daraufhin folgte Aquilibrieren der
Protein G-Sepharose-Beads durch mehrmaliges Waschen mit 1 x PBS und anschlieSende Zentrifugation
der Beads fiir 5 min bei 500 U/min (20 pl Protein G-Sepharose und 40 ul Sepharose pro Ansatz) und
Blockierung der Beads . N. mit 100 pg/pul BSA in 1 x PBS bei 4 °C. Nach Zentrifugation (500 U/min fiir
5 min) wurde der Uberstand abgenommen und die Beads mit dem gleichen Volumen an 1 x PBS verdiinnt,
60 wl dieser Beads-Losung dann zur Proteinprobe gegeben und fiir 2 h bei 4 °C inkubiert. Somit konnte
der Antikorper an die Protein G-Sepharose binden. Der so entstandene Komplex sedimentierte durch
Zentrifugation fiir 10 min bei 500 U/min und der Uberstand wurde verworfen. Nach einigen Waschschritten
mit 1 x PBS wurde der Ansatz mit 25 ul 2 x SDS-Ladepuffer versetzt, griindlich gemischt und fir 10 min
bei 95 °C aufgekocht. Als weitere Schritte folgten das Auftragen der Proben auf ein SDS-Polyacrylamidgel,
elektrophoretische Auftrennung der Proteine (Abschnitt 2.18.3) und eine abschliefende Analyse mittels
Western Blot (Abschnitt 2.18.4).

2.18.6 Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenz kénnen Proteine innerhalb von Zellen durch spezifische Antikorper detektiert
werden. Fluoreszenz-markierte sekundare Antikorper, die gegen den invariablen Anteil der spezifischen
priméren Antikorper gerichtet sind, werden im Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Das ermdglicht eine Aussage
dariiber, ob ein bestimmtes Protein in der Zelle vorhanden und wo es lokalisiert ist. Fluorochrome werden
durch Absorption von Energie in den angeregten Zustand versetzt. Dabei wird die Lichtenergie aus einem
bestimmten Wellenlédngenbereich fiir die Anregung verwendet. Die {iberschiissige Energie wird teilweise
in Warme abgegeben, der Rest als Fluoreszenzlicht emittiert. Die ausgesandte Strahlung weist somit
eine tiefere Frequenz (grofiere Wellenldnge) auf als die urspriinglich absorbierte (Beispiel: DAPI hat
sein Absorptionsmaximum bei 350 nm und sein Emissionsmaximum bei 470 nm). Die Kopplung der
Fluorochrome an sekundére Antikorper (die gegen Antikorper unterschiedlicher Species gerichtet sind,
ermoglicht unter bestimmten Bedingungen somit die Detektion mehrerer Proteine in derselben Zelle.
Die Zellen wurden in 12 Well Platten, die mit sterilen Deckgléschen versehen waren, ausplattiert und
transfiziert. Anderung zur iiblichen Transfektion (Abschnitt 2.17.2 bzw. Abschnitt 2.17.3) von HeLa-Zellen

waren:

1. Einlage steriler Deckgldschen (@ 20 mm) in die Zellkulturschalen vor der Einsaat der HeLa-Zellen.

2. Ausplattierung von 0,2 x 10 statt der iiblichen 0,4 x 10% Zellen, um ein zu dichtes Wachstum zu
vermeiden.

Am Tag nach der Transfektion wurde das Medium entfernt, die Zellen zweimal mit 1 x PBS gewaschen,
anschlieflend fir 30 min bei RT in 4 % PFA/PBS fixiert und darauf erneut zweimalig mit 1 x PBS
gewaschen. Die Permeabilisierung der Zellwand erfolgte durch Inkubation der Zellen fiir 5 min mit 0,2 %
TritonX-100 in 1 x PBS. Nach mehrmaligem Waschen mit 1 x PBS wurden unspezifische Bindungsstellen
mit 2 % BSA in 1 x PBS fiir 30 min geblockt. Danach schloss sich eine zweistiindige Inkubation bei
37 °C mit dem Primérantikérper an, welcher in 0,2 % BSA in 1 x PBS verdiinnt war. Uberschiissige
Antikorper wurden nach diesem Schritt durch dreimaliges Waschen mit 1 x PBS entfernt und erneut
fiir 30 min bei RT mit 2 % BSA/PBS blockiert. Die Inkubation des Sekundirantikorpers, welcher an
Alexa-Fluorophore gekoppelt war und in 0,2 % BSA in 1 x PBS verdiinnt wurde, erfolgte fiir 45 min
bei 37 °C, darauthin nochmaliges Waschen mit 1 x PBS. Vor dem Eindeckeln wurden die Deckgldschen
mehrmals in deionisiertes Wasser getaucht, um vorhandene Salze zu entfernen und zur Dehydrierung

anschlieffend kurz in absolutem Ethanol geschwenkt. AbschlieSend wurden die Deckglédschen mit einer
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Mowiol/DAPI-Lésung auf Objekttriager eingedeckelt, ii. N. bei RT getrocknet und bis zur Analyse bei
4 °C unter Lichtabschluss aufbewahrt. Die Fluoreszenzbilder entstanden mit einem Nikon-Eclipse E600

Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung eines Apo TIRF Olimmersionsobjektives.

Tabelle 2.28: Verdiinnungen der Fluoreszenz-markierten Antikorper

Antikoérper Verdiinnung Antikorper Verdiinnung
a-goat-Alexad88 1:800 a-mouse-Alexad88 1:800
a-rabbit-Alexab94 1:800 a-rabbit-FITC 1:200
a-mouse-Alexa647 1:600 a-goat-DL649 1:600
a-mouse-Cy3 1:1000 a-rabbit-DL649 1:600

2.18.7 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC)

Hierbei handelt es sich ebenfalls um eine Methode zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen (Hu
& Kerppola., 2003), allerdings an intakten Zellen. Dabei benutzt man das Chromophor yellow fluorescent
protein (YFP), eine Weiterentwicklung des green fluorescent protein (Dietschy et al., 1993). Venus ist ein aus
dem YFP abgeleitetes Chromophor, welches in ein N-terminales (Venusl, V1) und C-terminales (Venus2,
V2) Bruchstiick geteilt wird (Hu et al., 2002). Das Prinzip der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation
basiert auf der Re-Assoziierung von alleine nicht-fluoreszierenden Venus-Protein-Fragmenten. Durch
Zusammenlagerung der beiden Fragmente wird ein intakter, fluoreszierender Komplex erzeugt. Der N-
terminale Teil (V1, Aminosauren 1-154) und der C-terminale Teil (V2, Aminosduren 155-238) des Venus
Proteins wurde jeweils an einen der potenziellen Interaktionspartner fusioniert. Die so entstandenen
Konstrukte wurden in HeLa-Zellen transfiziert (Abschnitt 2.17.2) und die Expression der Proteine durch
Immunfluoreszenz mit ihren spezifischen Antikérpern nachgewiesen (Abschnitt 2.18.6). Kommen nun
beide Fragmente als Folge einer Interaktion der zu untersuchenden, gekoppelten Proteine in unmittelbare
Néhe, erfolgte eine Komplementation zu einem intakten Gesamtprotein, welches sich in einem intensiven
Fluoreszenzsignal zeigte. Kann hingegen durch Immunfluoreszenz gezeigt werden, dass beide Proteine
zwar in der Zelle iberexprimiert werden, jedoch kein Venus-Signal detektiert wird, interagieren die
Proteine nicht. Der Nachweis dieser Fluoreszenz erfolgte unter Zuhilfenahme des Nikon-Eclipse E600

Fluoreszenzmikroskops.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Vergleich der abgeleiteten SREBP2-Proteinsequenzen von
Xenopus, Huhn, Ratte, Maus und Mensch

SREBPs von unterschiedlichen Organismen wie Huhn (Gallus gallus), Ratte (Rattus norvegicus), Maus
(Mus musculus) und Mensch (Homo sapiens) zeigen eine grofie Ahnlichkeit in ihrer Aminoséuresequenz
(Hua et al., 1993; Kauppinen et al., 1993). So zeigte beispielsweise der Aminosduresequenzvergleich
zwischen Mensch und Xenopus eine 67 %ige Ubereinstimmung. Vor allem im Bereich des bHLHZ,
welcher fiir die Kernerkennung durch das Importin-3-Signal und die DNA-Bindung verantwortlich ist,
konnte eine Konservierung von 94 % zwischen Mensch und Xenopus festgestellt werden (Abbildung 3.1).
Aber auch der Vergleich zwischen Xenopus und Ratte, Maus und Huhn zeigt hochkonservierte Bereiche
(Abbildung 3.2, Tabelle 3.1). Auf dieser Erkenntnis der hochkonservierten Bereiche zwischen Xenopus und
humanem SREBP2 (Accession Nummer: Z99716) aufbauend, wurde ein vom humanen System abgeleiteter
Xenopus-SREBP2-Klon iiber die Firma IMAGENES bestellt.

Transkriptions- Importin-g und DNA- Membran- Regulationsdoméne
aktivierung Bindung verankerung
|
a b ¢
303 361 461 515
1 38 290| 341 441 494 1096
%]
g o8
g N2 COOH-terminale Domane ~C
Slé »n O
197%: 60% N 94%", T6%" 60%", 55%
S o % Pro
2 N3 g Ser COOH-terminale Domane C
(] & Gly
=
1 51 125 330 381 480| 533 1141
343 401 500 554
S2P S1P

Abbildung 3.1: Homologievergleich sowie Doménenstruktur von Xenopus und humanem SREBP2. SREBP2
von Xenopus und Mensch besitzen Regionen mit hoher Ahnlichkeit und zeichnen sich durch drei Doménen aus. Die erste
Doméne ist durch (a) N-terminal sdurehaltige Aminoséuren (aal—-38 bei Xenopus, aal-51 bei Human) gekennzeichnet,
sowie den Bereich des bHLHZ, der fiir das Importin-S-Signal und die DNA-Bindung notwendig ist. Die zweite Doméne (b)
enthélt zwei hydrophobe Membran-durchziehende Segmente (grau), die fiir die Membranverankerung notwendig sind. Die
dritte Doméne (c) die sog. COOH-Domaéne ist fiir die regulatorische Funktion von SREBP2 essenziell. Mit roten Linien ist
die Erkennungsstelle der S1 und S2-Protease markiert. Der Vergleich der Sequenzhomologie einzelner Doménen zwischen
Xenopus und Mensch ist in Prozent angegeben. Quelle auf Grundlage von UNIPROT.
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Abbildung 3.2: Vergleich der Aminosiuresequenzen von Xenopus-SREBP2 und SREBP2 anderer Vertebraten
(A) Am Ende der Zeile sind die Positionen der Aminosduren angegeben. Identische Aminoséuren sind durch Punkte, fehlende
Aminosduren durch Bindestriche markiert. SREBP2 durchzieht die ER-Membran mit 2 Transmembrandoménen. Uber
der Sequenz ist der jeweilige Doménenbereich farblich wie folgt markiert: gelb = helikale ER-Membran; lila = ER-Lumen;
grin = Cytoplasma, graue Hinterlegung; Erklarung unter dem jeweiligem Sequenzbereich; roter Rahmen = Erkennungsstellen
der S1 und S2 Protease. x1 = Xenopus laevis; xt = Xenopus tropicalis; gg = Gallus gallus; rn = Rattus norvegicus; mm = Mus
musculus; hs = Homo sapiens. (B) Membrantopologie von SREBP2. ER = Endoplasmatisches Retikulum, bHLH = basic
Helix-Loop-Helix Doméne, Reg. =regulatorische Doméne.
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Tabelle 3.1: Vergleich konservierter Doménen von Xenopus, Huhn, Ratte, Maus und Mensch (alle Angaben in Prozent und
jeweils bezogen auf Xenopus laevis)

Organismus transkriptionsaktives basisches | Helix-Loop- | Leucin-
sdurehaltiges Motiv Helix Zipper
Motiv Motiv Motiv

Xenopus tropicalis 97 100 97 100

Gallus gallus 47 100 92 85

Rattus norvegicus 95 100 95 90

Mus musculus 97 100 95 90

Homo sapiens 97 100 95 90

Diese Tatsache der hohen Konservierung zwischen den beiden Species Frosch und Mensch erlaubt die
Nutzung des Xenopus-Systems, um gewonnene Ergebnisse zur Embryonalentwicklung mit den Gesetzmé-

Bigkeiten des humanen Systems zu vergleichen.

3.2 Vergleich der abgeleiteten INSIG-Proteinsequenzen von
Xenopus, Huhn, Ratte, Maus und Mensch

Xenopus INSIG1 und INSIG2 besitzen ebenfalls eine hohe Sequenzhomologie zu INSIG1 und INSIG2
anderer Vertebraten (Abbildung 3.4 und Abbildung 3.5). Beim Vergleich der Aminosiuresequenzen von
Xenopus INSIG1 mit INSIG1 von Huhn, Ratte, Maus und Mensch zeigt sich ein hoher Konservierungsgrad
in den einzelnen Doménen. Beispielsweise weist das humane INSIG1 eine 74 %ige Ubereinstimmung in der
Aminosduresequenz zum Xenopus INSIG1 auf. Auch INSIG2 hat zwischen den einzelnen Tieren einen hohen
Ahnlichkeitsgrad. Beispielsweise zeigt das humane und Xenopus INSIG2 eine 83 %ige Ubereinstimmung

in der Aminosiuresequenz und spricht somit fiir eine starke Konservierung (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Doméinenstruktur von Xenopus und humanem INSIG1 (A) und INSIG2 (B). Vergleich der
Sequenzhomologie der einzelnen Doménen zwischen Xenopus und Mensch ist in Prozent angegeben. Die einzelnen Doménen
wurden farblich wie folgt unterlegt: griin = helikale Inter-ER-Membran, grau = ER-Lumen, hellgrau = Cytoplasma, rote
Linien = Ubiquitinylierung. Quelle auf Grundlage von UNIPROT.
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Abbildung 3.4: Vergleich der Aminosiduresequenzen von Xenopus-INSIG1 und INSIG1 anderer Vertebra-
ten. (A) Rechts sind die Positionen der Aminosduren am Ende der jeweiligen Zeile angegeben. Identische Aminosduren
sind durch Punkte, fehlende Aminosiduren durch Bindestriche markiert. gelb = helikale ER-Membran; blau = ER-Lumen;
griin = Cytoplasma; brauner Rahmen = Ubiquitinylierung (Human: Gong et al., 2006a); roter Rahmen = Verlust der Fa-
higkeit, die Teilung von SREBP2 zu unterdriicken und die Degradierung von HMGCR zu beschleunigen. x1= Xenopus
laevis, xt = Xenopus tropicalis, gg= Gallus gallus, rn = Rattus norvegicus, mm = Mus musculus, hs = Homo sapiens. (B)
Membrantopologie von INSIG1. ER = Endoplasmatisches Retikulum.
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Abbildung 3.5: Vergleich der Aminosiuresequenzen von Xenopus-INSIG2 und INSIG2 anderer Vertebraten.
Rechts sind die Positionen der Aminosduren am Ende der jeweiligen Zeile angegeben. Identische Aminosauren sind durch
Punkte, fehlende Aminosauren durch Bindestriche markiert. gelb = helikale ER-Membransequenz, roter Rahmen = Verlust
der Fahigkeit die Teilung von SREBP2 zu unterdriicken und die Degradierung von HMGCR zu beschleunigen (Human: Gong
et al., 2006b). x1 = Xenopus laevis, xt = Xenopus tropicalis, gg= Gallus gallus, rn = Rattus norvegicus, mm = Mus musculus,
hs = Homo sapiens. (B) Membrantopologie von INSIG2. ER = Endoplasmatisches Retikulum.

3.3 Raumliche und zeitliche Expression von SREBP2, INSIG1
und INSIG2 in Xenopus

Um ein rdumliches und zeitliches Expressionsmuster von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 zu erhalten,
wurden whole mount in situ Hybridisierungen (WMISH, Abschnitt 2.12) durchgefiihrt. Diese Methode
erlaubt den Nachweis der Transkripte eines Gens in ganzen Xenopus-Embryonen.

Am animalen Pol der Blastula (NF St. 5) konnte die fritheste zeitliche Expression von SREBP2, INSIG1
und INSIG2 beobachtet, in der Gastrula (NF St. 10) dagegen nur bei SREBP2 eine schwache Expression
am animalen Pol detektiert werden. Wahrend der Neurulation (NF St. 13-21) fielen die Mengen an
SREBP2, INSIG1 und INSIG2 Transkripten unter die Nachweisgrenze. Erst wahrend der Organogenese
(frithes Schwanzknospenstadium NF St. 23-30) zeigten sich wieder SREBP2 und INSIG2 Transkripte in der
Mittellinie (Abbildung 3.6, a). Diese beschrénkten sich im spéten Schwanzknospenstadium (NF St. 30-35)
bei SREBP2 (Abbildung 3.7, ¢) und INSIG2 (Abbildung 3.7, e) auf Bereiche des Neuralrohres. Zusétzlich
konnten Expressionsdoménen im Gehirn, in neuralen Strukturen und neuralen Derivaten beobachtet
werden (Abbildung 3.7, a/b). Die dorsale Ansicht des Gehirns zeigte SREBP2 Expressionsdoménen im

44



3. ERGEBNISSE

Vorder-, Mittel-, und Hinterhirn (Abbildung 3.7, a). Die Farbung von INSIG1 war schwach ausgepragt,
moglicherweise aufgrund der wenig vorhandenen INSIG1-Transkriptmenge (Abbildung 3.6). Die als
Kontrolle eingesetzten sense-Sonden, welche nicht mit den mRNA‘s hybridisieren kénnen, zeigten keine
Signale (Abbildung 3.6, B).
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Abbildung 3.6: Expression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 in Xenopus Embryonen. WMISH-Analysen von
Xenopus-Embryonen in den Entwicklungsstadien NF St. 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 mittels Dig-markierter RNA Sonden gegen
SREBP2, INSIG1 und INSIG2. Embryonen der Stadien NF 5 und 10 laterale Ansicht (animaler Pol oben, vegetativer Pol
unten). Embryonen der Stadien NF 15 und 20 frontale Ansicht (dorsal oben). Embryonen im Schwanzknospenstadium
laterale Ansicht (dorsal oben, anterior rechts). Gelbe Pfeilspitzen dokumentieren die RNA Expression des jeweiligen Gens.
(B) Als Kontrolle der WMISH dienten Dig-markierte sense-RNA-Proben von SREBP2, INSIG1 und INSIG2. Ausrichtung
der Embryonen wie bei (A).

In Frontalschnitten von NF St. 30-33 Embryonen konnte neben den SREBP2 Transkripten im Neuralrohr
(Abbildung 3.7, ¢2) auch Signale im Auge (Abbildung 3.7, c1) detektiert werden.

Aufgrund der nicht ausreichenden Sensitivitdt der Nachweisreaktion konnte eine mogliche schwache
Expression von INSIG1 und INSIG2 in Frontalschnitten nicht beobachtet werden (Abbildung 3.7, d
1-2/e 1-2). Als weitere Methode fanden semiquantitative RT-PCR, Analysen mit Oozyten, Embryonen
verschiedener Entwicklungsstadien und mit adultem Xenopus laevis Gewebe Anwendung. Diese Methode
ermoglichte, die Expression der drei untersuchten Gene im zeitlichen Verlauf der Embryogenese und im
Gewebe adulter Tiere zu analysieren.

Das Haushaltsgen Histon H4 (H4) wurde als Kontrolle in der RT-PCR mitgefiihrt. Unterscheidet sich
die Stéarke der H4-Bande nach der RT-PCR bei den zu vergleichenden Embryonalstadien bzw. bei den
Gewebeproben nicht signifikant, so konnen die getesteten Markergene (SREBP2, INSIG1 und INSIG2)
hinsichtlich ihrer Expressionsstérke verglichen werden. Die Eireifung (Oogenese) bei Xenopus wird in sechs
Entwicklungsstadien unterteilt (Oozyten I-VI). In der RT-PCR auf Praparationen von total RNA wurden
in allen sechs Oozytenstadien SREBP2, INSIG1 und INSIG2 Transkripte nachgewiesen (Abbildung 3.8).
Dieser maternale Expressionsspiegel von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 wird bis zum NF St. 8,5-9
(Abbildung 3.9) beibehalten, dem Beginn der zygotischen Genexpression (sog. Midblastula Transition).
Die RT-PCR Daten (Abbildung 3.8, Abbildung 3.9) bestétigten somit die Daten aus den WMISH-Analysen
an Embryonen (Abbildung 3.6).
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SREBP2

INSIG1

INSIG2

Abbildung 3.7: RNA Expression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 in Frontalschnitten. WMISH zum Nachweis
der RNA von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 und anschlieBende histologische Untersuchung durch Gelatin/Albumin
Frontalschnitte. Die gestrichelte Linie zeigt die Ebene des daneben abgebildeten Frontalschnittes. Schnittdicke 30 pm.
Beschriftungen ¢, d und e entsprechen NF St. 30 Embryonen; Beschriftungen a und b entsprechen NF St. 33 Embryonen;
gelbe Pfeile dokumentieren die RNA Expression des jeweiligen Gens; weifle Pfeile dokumentieren zusétzliche Strukturen;
Bar =400 pum; aa = Augenanlage, a = Auge, g = Gehirn, hh = Hinterhirn, hd = Haftdriise, nc = Notochord, mh = Mittelhirn,
nr = Neuralrohr, vh = Vorderhirn.

Oozyten H,0
SREBP2 334 bp
INSIG1 336 bp
INSIG2 o  — — — — — 187 bp

HE  — — — — — — 220 bp

Abbildung 3.8: RNA Expression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 in den Xenopus-Oozytenstadien I-VI.
Semiquantitative RT-PCR mit total-RNA; Als Standard fir die relative Quantifizierung der RNA diente der Nachweis der
ubiquitér exprimierten RNA von Histon H4 (H4). Als Kontrolle wurde H2O statt cDNA in der RT-PCR verwendet. Die
Produktgroflen sind neben der jeweiligen Zeile rechts dargestellt: SREBP2 334 bp, 26 Zyklen; INSIG1 336 bp, 28 Zyklen;
INSIG2 187 bp, 28 Zyklen; Histon H4 220 bp, 26 Zyklen.

Wahrend der Gastrulation (NF St. 10-13) und der frithen Neurogenese (ab NF St. 14-16) sank das
FExpressionsniveau von SREBP2, INSIG1 und INSIG2. Ab dem NF St. 19-20 konnte aber wieder ein
Anstieg der Expression beobachtet werden (Abbildung 3.9).

Um nach der zeitlichen und rdumlichen Expressionsanalyse wihrend der Embryonalentwicklung auch
einen ersten Eindruck der Expression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 im adulten Tier zu erhalten,
wurden semiquantitative RT-PCR, Studien mit total-RNA verschiedener adulter Gewebe aus Xenopus
laevis durchgefiithrt (Abbildung 3.10). Alle Gewebetypen und Organe haben ihren Ursprung in den drei
Keimblédttern Ekto-, Meso-, und Endoderm. Die Proben fiir die RT-PCR Reaktion wurden entsprechend

ihres Anlagenplanes wie folgt aufgetragen: Gehirn, Auge, Haut und Riickenmark (Ektoderm, blauer
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Rahmen); Herz, Niere, Muskulatur, Ovar und Hoden (Mesoderm, roter Rahmen) und Darm, Leber, Lunge,
Magen und Gallenblase (Endoderm, gelber Rahmen).
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SREBP2 P—— 334 bp
INSIG1 -—— === 336 bp
HE s mim o o s a— a— — . 220 bp

Abbildung 3.9: RNA Expression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 in den Xenopus-Embryonalstadien. Se-
miquantitative RT-PCR mit total-RNA; Als Standard fiir die relative Quantifizierung der RNA diente der Nachweis der
ubiquitdr exprimierten RNA von Histon H4 (H4), als Kontrolle wurde H2O statt cDNA in der RT-PCR verwendet. Die
Produktgroflen sind neben der jeweiligen Zeile rechts dargestellt: SREBP2 334 bp, 26 Zyklen; INSIG1 336 bp, 28 Zyklen;
INSIG2 187 bp, 28 Zyklen; Histon H4 220 bp, 26 Zyklen.
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Abbildung 3.10: RN A Expression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 in adultem Gewebe aus Xenopus laevis.
Semiquantitative RT-PCR mit total-RNA; Als Standard fiir die relative Quantifizierung der RNA, diente der Nachweis der
ubiquitdr exprimierten RNA von Histon H4 (H4), als Kontrolle wurde H2O statt cDNA in der RT-PCR verwendet. Die
Produktgroflen sind neben der jeweiligen Zeile rechts dargestellt: SREBP2 334 bp, 26 Zyklen; INSIG1 336 bp, 28 Zyklen;

INSIG2 187 bp, 28 Zyklen; Histon H4 220 bp, 26 Zyklen; blau = ektodermaler Ursprung, rot = mesodermaler Ursprung,
gelb = endodermaler Ursprung.

Es konnte in allen hier getesteten Geweben und Organen eine Expression von SREBP2, INSIG1 und
INSIG2 gezeigt werden (Abbildung 3.10).

3.4 Einfluss der Inhibition von Xenopus-SREBP2, INSIG1 und
INSIG2 auf die Entwicklung

3.4.1 Inhibierung der Translation endogener RNA mit Hilfe von SREBP2
und INSIG-spezifischen Morpholinos

Zur Durchfithrung von Funktionsverluststudien hat sich fir Xenopus die Anwendung von Morpholino-
antisense-Oligonukleotiden (Morpholinos, M) als besonders effizient herausgestellt (Abschnitt 2.11.1).
Dafiir wurden drei Morpholinos mit einer Lange von je 25 Nukleotiden generiert: SREBP2-M@, INSIG1-
M@ und INSIG2-M@. Der SREBP2-M@ und der INSIG2-M@ binden an die ersten 25 Nukleotide des
offenen Leserahmens ihrer dazugehorigen endogenen mRNA (Abbildung 3.11, A), wihrend der INSIG1-MQ
an die letzten 23 Nukleotide der 5° UTR und die ersten zwei Nukleotide des offenen Leserahmens bindet
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(Abbildung 3.11, A). Um diese Morpholinos auf ihre Wirksamkeit und Spezifitdt hin zu tberprifen,
wurden 4n vitro Transkriptions- und Translationsassays (TnT®-Coupled Reticulocyte Lysate system,
Abschnitt 2.18.1) durchgefithrt (Abbildung 3.11, B). Der Nachweis erfolgte autoradiographisch fiir SREBP2
und INSIG1 (Abbildung 3.11, B1 und B2) sowie durch Western Blot fiir INSIG2 (Abbildung 3.11, B3).
Bei SREBP2aa430 konnte ohne Zusatz des SREBP2-M@ Proteinexpression autoradiographisch nach-
gewiesen werden, wahrend mit Zugabe des Morpholinos keine SREBP2-Proteinexpression stattfand.
Dem Konstrukt SREBP2aa9-430 fehlen die ersten 8 Aminosiduren des offenen Leserahmens, sodass der
SREBP2-M® nicht binden kann, und SREBP2 nachgewiesen wurde (Abbildung 3.11, B1).

Bei 5° UTR-INSIG1-myc wurde INSIG1 ebenfalls autoradiographisch nachgewiesen. Als Kontrolle diente
ein Standard-M@ (Stand.-M@), dessen Sequenz so gewéhlt wurde, dass dieser mit keiner bekannten
Xenopus RNA eine Hybridisierung eingehen kann (die Bindungssequenz ist spezifisch fiir das Transkript
des humanen $-Globin Gens). Somit konnte der Standard-M@ nicht die INSIG1 Proteinsynthese blockieren
(Abbildung 3.11, B2). Die Zugabe von INSIG2 konnte ebenfalls nicht die Proteinsynthese von INSIG1
blockieren, und diente ebenfalls als Kontrolle.

Aufgrund der geringen Anzahl von Methioninen in INSIG2 (6 Methionine), die einen autoradiographischen
Nachweis tiber die markierten Methionine unmoglich machte, erfolgte der Nachweis im Western Blot mit
Antikorpern gegen den eGFP-tag. Wie erwartet, blockiert der INSIG2-M@ die INSIG2-Proteinsynthese,
wéahrend die Zugabe von INSIG1 die Proteinsynthese von INSIG2 nicht blockieren kann und somit als

Kontrolle diente.

Zusammenfassend waren alle getesteten Morpholinos in der Lage die jeweilige Proteinsynthese zu blockieren.

A 5'UTR SREBP2-ORF 5'UTR INSIG1-ORF 5'UTR INSIG2-ORF
1 25 -23 2 1 25
SREBP2-M@ INSIG1-MQ INSIG2-M@
B
1 SREBP2 2 5'UTR-INSIG1-myc + || 3 INSIG2-eGFP +

aa1-430 aa9-430

Stand.-M@ + - -

INSIGT-M@ - + - INSIG1-M@ + -

+ SREBP2-MQ -+ -+ INSIG2-M@ - - + INSIG2-MQ - +
43kDa - 43kDa~-
55kDa = ‘ J—— :

34kDa - 34kDa-

Abbildung 3.11: Spezifitidtstest des SREBP2, INSIG1 und INSIG2-Morpholinos. (A) Schematische Darstellung
der Bindungsstelle des SREBP2-M@, INSIG1-M@ und INSIG2-M@ an ihre jeweilige endogene RNA; (B) Uberpriifung
des spezifischen Bindungsverhaltens der Morpholinos; (B1) in wvitro Transkription und Translation des N-Terminus von
SREBP2: SREBP2aal-430 sowie SREBP2aa9-430; Das Translationsprodukt wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
autoradiographisch iiber radioaktiv markiertes Methionin nachgewiesen. (B2) in vitro Translation von in vitro transkribiertem
INSIG1; Der Nachweis einer Translation erfolgte autoradiographisch im SDS-Gel. (B3) in vitro Translation von in vitro
transkribiertem INSIG2-eGFP; Der Nachweis erfolgte durch Western Blot-Analyse gegen den GFP-tag. Der Standard-M@
diente als Kontrolle. SREBP2aal-430 (~47 kDa), SREBP2aa9-430 (~46 kDa), INSIG1-myc (~37 kDa), INSIG2-eGFP (~41
kDa).

Die SREBP2, INSIG1 und INSIG2 spezifischen Oligonukleotide wurden anschliefend fiir Funktionsverlust-
studien in Xenopus laevis Embryonen injiziert, der resultierende Phénotyp wurde dokumentiert und durch

WMISH-Analysen mit ausgesuchten Markergenen des Meso-, Endo- und Ektoderms néher klassifiziert.

3.4.2 Phinotypen nach Suppression der Funktion von SREBP2, INSIG1 und
INSIG2

Die optimale Menge des einzusetzenden Morpholinos (M@) wurde in vivo durch Injektionen unter-
schiedlicher Mengen (1,6 pg; 2,5 pg) des M@ bestimmt. Durch die Injektion in eine Blastomere des

Zwei-Zell-Stadiums wurde nur eine Koérperhélfte beeinflusst, sodass die andere Korperhilfte als inter-
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ne Kontrolle diente. Synthetische RNA fiir S-Galaktosidase (8-Gal) wurde co-injiziert und diente der
Unterscheidung zwischen injizierter zu nicht-injizierter Seite. Die Embryonen wurden bis zum NF St.
36-39 kultiviert und die durch den Funktionsverlust entstandene Auspragung des Phénotyps zunéchst
quantitativ analysiert (Abbildung 3.12, A). Da die mit 2,5 pmol SREBP2-M@-injizierten Embryonen
massive Gastrulationsdefekte aufwiesen und eine hohe Mortalititsrate zeigten, wurde die M@-Dosis auf
1,6 pmol herabgesetzt (Abbildung 3.12, C). Bei INSIG1 und INSIG2 wurde die M@-Dosis bei 2,5 pmol
beibehalten (Abbildung 3.12, C).
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Abbildung 3.12: Durch Funktionsverlust entstandene Phinotypen. (A) Schematische Darstellung des experimentellen
Ablaufes. Injektion des entsprechenden Morpholinos in eine Zelle des Zwei-Zell-Stadiums und Kultivierung bis NF St. 36 bzw.
39. Anschlieend wurde makroskopisch der Phénotyp analysiert. (B) Der Standard-Morpholino (Stand.-MQ), zeigte wie zu
erwarten, keinen abnormen Phénotyp. Die mit SREBP2-M@, INSIG1-M® und INSIG2-M@-injizierten Embryonen brachten
zwei Hauptphanotypen hervor. Phinotyp A zeigte eine Kriimmung der Kérperachse zur injizierten Seite (verdeutlicht durch
die orangefarbene gestrichelte Linie), die eine Kriimmung der Finne mit sich zieht. AuBlerdem entwickelten die Embryonen
verkleinerte Kopfstrukturen. Phianotyp B durch Odembildung im ventralen-anterioren Bereich (griin gestrichelte Linie).
ni = nicht injizierte Seite, is = injizierte Seite (8-Gal Farbung), Bar =500 ym. (C) Statistische Auswertung der Uberlebensrate
der Embryonen nach Injektion von 1,6 bzw. 2,5 pmol des jeweiligen Morpholinos in eine Blastomere des Zwei-Zell-Stadium
und anschlieSender Kultivierung bis NF St. 36. Auf der Balkenspitze sind jeweils die Anzahl der iberlebenden Embryonen
im Vergleich zu den gesamten beobachteten Embryonen dargestellt. Die Ordinate zeigt das Uberleben der Embryonen
in % und die Abszisse die Injektion des jeweiligen Morpholinos. Statistische Auswertung mittels T-Test * p < 0,05. Als
Vergleichskontrolle diente der Stand.-M@. Anzahl unabhéngiger Experimente > 3.

Die zwei Hauptphénotypen welche als Ergebnis der M@-Injektion beobachtet werden konnten, zeichneten
sich durch folgende Eigenschaften aus: Phanotyp A zeigte sich in einer unterschiedlich starken Kriimmung
der Korperachse zur injizierten Seite, welche eine Biegung der Finne mit sich brachte. Die Embryonen
wiesen auch im Vergleich zu den Kontrollembryonen verkleinerte Kopfstrukturen auf. Bei Phénotyp B
wurden perikardiale Odeme an der ventralen Seite der Embryonen beobachtet (Abbildung 3.12, B).
Phénotyp A war am hiufigsten bei SREBP2-M@ injizierten Embryonen mit 33,9 % (n=_81,/239) vertreten,
wahrend Phéanotyp B mit nur 2,9 % (n="7/239) vernachlissigt werden kann. Die INSIG1-M@ injizierten
Embryonen zeigten bei 26,6 % (n=17/64) der injizierten Embryonen ein Verlust abdominaler Strukturen
und 23,4 % (n=15/64) perikardiale Odeme (Phiinotyp B). Nur 6,3 % (n=4/64) der untersuchten
Embryonen zeigten Phénotyp A. Bei den mit INSIG2-M( injizierten Embryonen zeigten 15,1 % (n=14/93)
Phénotyp A und 14 % (n=13/93) Phénotyp B.
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3.4.3 Einfluss des SREBP2 Funktionsverlustes auf die Zellproliferation und
Zellapoptose

Die mit SREBP2-M@ injizierten Embryonen zeichneten sich insbesondere durch gekriimmte Korperachsen
zur injizierten Seite hin aus (Abbildung 3.12). Die Ursache fir die Kriimmung kénnte an mangelnder
Zellproliferation oder an einer erhdhten Apoptoserate liegen. Um diese Frage zu kliaren, dienten TUNEL-
und Zellproliferationsanalysen (pH3) an ganzen Embryonen (Abschnitt 2.13). Dazu wurden Embryonen
im Zwei-Zell-Stadium mit SREBP2-M® und -Gal-mRNA als Zelllinienmarker co-injiziert und bis zum
NF St. 30-32 kultiviert.

Die Injektion des SREBP2-M fiihrte zu einer gesteigerten Rate apoptotischer Zellen im Bereich des Kopfes
und der Finne (30 Zellen/Quadrant; * p < 0,05; Abbildung 3.13, Ae) im Vergleich zu der nicht-injizierten
Kontrollseite (13 Zellen/Quadrant; Abbildung 3.13, Ad).

Die TUNEL-Analyse ist eine gute Moglichkeit um apoptotische Zellen in ganzen Embryonen zu detektieren
(Hensey & Gaultier, 1998). Die Injektion von Standard-Morpholino diente zur Kontrolle (7 Zellen/Quadrant
auf der injizierten zu 4 Zellen/Quadrant auf der nicht injizierten Seite, Abbildung 3.13, Aa—c).

Der Nachweis proliferierender Zellen wurde mittels Immunochemie durch Nachweis des Mitosemarkers
phosphoryliertes Histon H3 (pH3) erbracht (Saka & Smith, 2001; Stevely & Stocken, 1968). Die Anzahl
an pH3 positiven Zellen verhielt sich bei SREBP2-M@ injizierten Embryonen (45 Zellen/Quadrant auf
der injizierten Seite zu 42 Zellen/Quadrant auf der nicht injizierten Seite, Abbildung 3.13, Bj-1) dhnlich
zu den mit Standard-M@ injizierten Embryonen (31 Zellen/Quadrant auf der injizierten Seite zu 29
Zellen/Quadrant auf der nicht injizierten Seite, Abbildung 3.13, Bg—i).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Herabregulierung von SREBP2 zu einer deutlich gesteigerten

Apoptose auf der injizierten Embryoseite fithrte, wahrend die Proliferation davon unberiihrt blieb.

3.4.4 Untersuchungen zur Funktion von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 in

der primaren Neurogenese

In allen untersuchten, adulten Gewebearten konnte eine Expression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2
nachgewiesen werden (Abbildung 3.10). Da sich die gewonnenen Daten nicht auf den Embryo iibertragen
lassen, sollte tiberpriift werden, welches der Keimblétter wahrend der Embryogenese durch einen Verlust
von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 betroffen ist. Dafiir wurde die Expression verschiedener meso-, ekto-
und endodermaler Markergene in SREBP2-M@, INSIG1-M® und INSIG2-M@ injizierten Embryonen
untersucht.

Nach Injektion des jeweiligen M@ in eine Blastomere des Zwei-Zell-Stadium, wurden die Embryonen
bis zum frithen Neurula-(NF St. 15) bzw. bis zum Schwanzknospenstadium (NF St. 30) kultiviert und
zur Visualisierung der Expressionsdoménen der untersuchten Gene WMISH-Untersuchungen unterzogen.
Als panmesodermaler Marker, welcher in prasumtiven mesodermalen Zellen rund um die Blastopore
und dann im Notochord exprimiert wird, wurde brachyury (Xbra) ausgewéihlt. Endodermin wurde als
Markergen fiir das Endoderm verwendet, da dieser Marker im frithen Endoderm und im Bereich des
Spemann-Organisators exprimiert wird (Ahmed et al., 2004). Die Analyse der WMISH von SREBP2-M@,
INSIG1-M® und INSIG2-M@ injizierten Embryonen zeigten keine Verdnderung des Expressionsverhaltens
von Xbra und Endodermin (Daten nicht gezeigt).

Somit kann davon ausgegangen werden, dass Meso- und Endoderm durch den Funktionsverlust weitestge-

hend unbeeinflusst bleiben.
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Abbildung 3.13: Analyse der Apoptose- und Proliferationsrate in SREBP2-Morpholino injizierten Embryo-
nen. SREBP2-M® wurde zusammen mit $-Gal-mRNA als Zelllinienmarker in eine Zelle des Zwei-Zell-Stadiums injiziert
und die Embryonen wurden bis NF St. 30-32 kultiviert und anschlieBend TUNEL (A) bzw. Proliferationsanalysen (B)
unterzogen. Gezeigt ist die laterale Ansicht und bei c, f, i, 1 die dorsale Ansicht des Kopfes. Die rot gestrichelte Linie
dokumentiert die Kriimmung des Embryos. ni = nicht injizierte Kontrollseite, is = injizierte Seite, gelbe Pfeilspitzen = positive
Zellen. Die Zahlung von apoptotischen bzw. proliferierenden Zellen erfolgte bei allen Embryonen im Bereich des roten
Rahmens. Bar =500 pm. (C) Statistische Auswertung der apoptotischen bzw. proliferierenden Zellen pro ausgezihltem
Quadrant (roter Rahmen) mittels T-Test. Die schraffierten Balken dokumentieren die nicht injizierte Kontrollseite, diejenigen
ohne Schraffur dokumentieren die injizierte Seite. * p < 0,05 im Vergleich zur nicht injizierten Kontrollseite. In der Tabelle
sind die durchschnittlichen positiven Zellen pro Quadrant (markiert durch roten Rahmen) und die Anzahl an untersuchten
Embryonen angegeben.

Bereits Signale in den WMISH-Analysen mit den Sonden fiir SREBP2, INSIG1 und INSIG2 zeigten
Expressionsmuster im Bereich des prasumtiven Kopfes und des Neuralrohres (Abbildung 3.6, Abbil-
dung 3.7). Auch die Funktionsverluststudien unterstiitzen die Annahme, dass die Gehirnentwicklung
und die Neurogenese durch die Unterdriickung der SREBP2-Aktivitat beeintrichtigt ist (Phénotyp A,
Abbildung 3.12, B).

Die Embryogenese des Nervensystems in Vertebraten ist an eine rdumliche und zeitliche Koordination

zahlreicher Prozesse wie Neuralinduktion, Proliferation und Differenzierung gebunden. Um nun aufzukldren
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welche Rolle SREBP2, INSIG1 und INSIG2 im Verlauf der Neurogenese spielen, wurden die entsprechenden
Morpholinos in Xenopus laevis-Embryonen injiziert und die Effekte auf die Expression neuraler Markergene
hin untersucht. Hierfiir wurden drei gut charakterisierte Markergene Xsox3, Olig3 sowie N-Tubulin genutzt,
die zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Neurogenese exprimiert werden. Xsox3 ist ein Transkriptionsfaktor,
der als ein frither Marker von panneuraler Zellen der frithen Neuralplatte beschrieben wurde. Er wird in
proliferierenden, neuralen Vorlduferzellen exprimiert und grenzt die zukiinftige Neuralplatte vom nicht
neuralen Ektoderm ab (Bylund et al., 2003; Graham et al., 2003; Miyagi et al., 2004).

Weder Embryonen im frithen Neurulastadium noch im Schwanzknospenstadium zeigten nach Unter-
driickung von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 (Abbildung 3.14, B) eine Verdnderung der Sox3 Expressions-

doméne.
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Abbildung 3.14: WMISH-Analyse der Expression von Sox3 in SREBP2-M@®@, INSIG1-M® und INSIG2-M®
injizierten Embryonen. (A) Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufes; Der jeweilige Morpholino wurde
zusammen mit S-Gal-mRNA (Blaufirbung, injizierte Seite) in eine Zelle des Zwei-Zell-Stadiums injiziert und die Embryonen
wurden bis NF St. 15 bzw. 30 kultiviert und einer WMISH-Untersuchung auf die RNA Expression des Markers XSox3
unterzogen. (B) Als Kontrolle diente die Injektion von 2,5 pmol Standard-Morpholino. Die gestrichelten Linien zeigen die
Ebene des daneben abgebildeten Frontalschnittes. Die gestrichelte waagerechte Linie im Schnitt dokumentiert die Mittellinie
der Embryonen. Schnittdicke 30 pm. Bar =400 pum. ni = nicht injizierte Kontrollseite, is = injizierte Seite.

Auch Transversalschnitte (Abbildung 3.14, B) durch SREBP2-M@), INSIG1-M® und INSIG2-M@ inji-
zierte Embryonen im NF St. 30 zeigten keine Anderung der Expression im Neuralrohr, den plakodialen
Expressionsdoménen und in der Zone der zukiinftigen Augenanlage (keine Verdnderung bei 83,3 % bei
SREBP2-M® (n=5/6); 75 % bei INSIGI-MO (n=3/4) und 83,3 % bei INSIG2-M@ (n=>5/6) injizierten

Embryonen).

Der Transkriptionsfaktor Olig3 dient der Spezifizierung von Oligodendrozyten, die zur Myelinisierung
der Axone im Zentralnervensystem benotigt werden (Bronchain et al., 2007). In Xenopus tropicalis

werden Olig3 Transkripte wihrend der Gastrulation in Clustern von longitudinalen Zellen parallel zur
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Mittellinie (Bronchain et al., 2007) des zukiinftigen Hinterhirns sichtbar. Die Injektionen von Morpholino-
Oligonukleotiden gegen SREBP2, INSIG1 und INSIG2 zeigte jeweils eine reduzierte Olig3-Expression
der Neuralplatte in NF St. 15 Embryonen der untersuchten SREBP2-M@ injizierten Embryonen (68,1
%, n=79/116), INSIG1-M@ injizierten Embryonen (28,6 %, n=16/56) und der INSIG2-M@ injizierten
Embryonen (44,3 %, n=27/61), siche Abbildung 3.15.

Es kann festgehalten werden, dass der Funktionsverlust von SREBP2 sowie von INSIG1 und INSIG2

Einfluss auf die Spezifizierung von Oligodendrozyten zu haben scheint.
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Abbildung 3.15: WMISH-Analyse der Expression von Olig3 in SREBP2-M@, INSIG1-M® und INSIG2-MQ
injizierten Embryonen. (A) Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufes. Injektion des jeweiligen Morpholinos
in eine Blastomere des Zwei-Zell-Stadiums und Kultivierung der Embryonen bis NF St. 15 mit anschlieBender WMISH-
Analyse des Markergens Olig3. (B) Als Kontrolle diente die Injektion von 2,5 pmol Standard-Morpholino. Weile Pfeile zeigen
Anderungen der Expression an. (C) Prozentuale Verteilung des Effekts des SREBP2, INSIG1 und INSIG2 Funktionsverlustes
auf die Olig3 Expression bei Xenopus laevis Embryonen. ni = nicht injizierte Kontrollseite, is = injizierte Seite (erkennbar an
blauer 8-Gal Farbung); n = Gesamtanzahl an Embryonen; N = Anzahl unabhingiger Experimente; Bar =250 pm.

N-Tubulin ist ein Neuronen spezifisches Tubulin, welches zum Nachweis differenzierter Neurone genutzt
wird. In Xenopus-Embryonen wird N-Tubulin in drei bilateralen Streifen in priméren Neuronen der offenen
Neuralplatte exprimiert. Diese sind beidseits der Mittellinie des Embryos im NF St. 15 als mediale,
intermediédre und longitudinale Doménen sichtbar. Aus ihnen entwickeln sich sensorische Neuronen,

Interneuronen und Motoneuronen (Moody et al., 1996).
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Abbildung 3.16: WMISH-Analyse der Expression von N-Tubulin nach Funktionsverlust von SREBP2, INSIG1
und INSIG2 in Xenopus-Embryonen. (A) Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufes. Der jeweilige
Morpholino wurde zusammen mit 5-Gal-mRNA in eine Blastomere des Zwei-Zell-Stadiums injiziert und die Embryonen bis
NF St. 15 bzw. 30 kultiviert und WMISH-Analysen unterzogen. (B) Als Kontrolle diente die Injektion von 2,5 pmol Standard-
Morpholino in eine Blastomere des Zwei-Zell-Stadiums. Die gestrichelte Linie zeigt die Ebene des daneben abgebildeten
Frontalschnittes. Schnittdicke von 30 pm. ni = nicht injizierte Kontrollseite, is = injizierte Seite (erkennbar an blauer 3-Gal
Farbung); Bar = 250 pm. Rote Pfeilspitze = Trigeminalplakoden, gelbe Pfeilspitze = laterale Streifen aus dessen Vorlduferzellen
die sensorischen Nerven entstehen, blaue Pfeilspitze = mediale Streifen aus denen sich die Motoneuronen entwickeln, griine
Pfeilspitze = intermediére Streifen aus denen sich die Interneurone entwickeln. Weifle Pfeile zeigen Anderungen der Expression
an. (C) Prozentuale Verteilung des Effekts des SREBP2, INSIG1 und INSIG2 Funktionsverlustes auf die N-Tubulin Expression
in Xenopus laevis Embryonen des NF St. 15. n = gesamte Anzahl an Embryonen; N = Anzahl unabhéngiger Experimente.

Die Unterdriickung von SREBP2 (60,3 %; n=47/78) und INSIG2 (46,7 %; n=42/90) fiihrte zu einer
Hemmung der Transkription des neuralen Differenzierungsmarkers im offenen Neuralplattenstadium. Der
INSIG1-Morpholino hatte dagegen keinen Einfluss auf die N-Tubulin Expression (73,6 %; n=>53/72). Im

Schwanzknospenstadium (NF St. 30) konnte makroskopisch keine Reduktion der placodialen Expressions-
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doménen bei den mit SREBP2-M@), INSIG1-M® sowie INSIG2-M() injizierten Embryonen beobachtet
werden. Allerdings zeigten Transversalschnitte durch NF St. 30 der SREBP2-M@® Embryonen (80 %;
n=4/5) eine Suppression der N-Tubulin Expression. Die mit INSIG1-M@ injizierten Embryonen (80 %;
n=4/5) und INSIG2-M@ injizierten Embryonen (80 %; n=4/5) zeigten in Transversalschnitten keine
Anderung der N-Tubulin Expression.

3.4.5 Analyse von Gehirn-Markern sowie Markergenen des Notch-Signalweges
bei Funktionsverlust von SREBP2, INSIG1 sowie INSIG2

Zur Selektion neuraler und nicht-neuraler Zellen aus der Neuralplatte, wurden die ausgewéhlten Markergene
Xngnrl, Notch, Deltal und Delta2 des Notch-Signalweges nach Funktionsverlust von SREBP2, INSIG1
und INSIG2 auf ihre Expression hin untersucht.

Die Unterdriickung von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 zeigte bei allen vier untersuchten Markergenen
keine Anderungen im Expressionsmuster (Abbildung 3.17, B und C). Somit konnte innerhalb dieser Studie
keine Korrelation zwischen dem Notch-Signalweg und dem Funktionsverlust von SREBP2 sowie INSIG1
und INSIG2 festgestellt werden.

Zur Klarung ob und welche Teile des Gehirns durch Funktionsverlust von SREBP2, INSIG1 und INSIG2
betroffen sind, wurden WMISH-Analysen mit den Markergenen Krox20 und En2 durchgefiihrt.

Krox20 gehort zu den Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren und wird in zwei quer laufenden Streifen
exprimiert, welche mit den Rhombomeren 3 und 5 des Hinterhirns iibereinstimmen. Engrailed (En2) ist ein
Homeodoméne-Transkriptionsfaktor, der als Streifen in der anterioren Neuralplatte in einer Region, welche
dass Mittelhirn mit dem Hinterhirn verbindet, exprimiert wird. Im Neurulastadium (NF St. 15) wurde bei
den SREBP2-M( injizierten Embryonen eine Suppression der En2 (73 %, n =37, Abbildung 3.18, C) und
Krox20-Doméne beobachtet (65 %, n= 37, Abbildung 3.18, C), wihrend die INSIG1-M® und INSIG2-M®
injizierten Embryonen keine Verdanderung in der En2 und Krox20 Expression zeigten (Abbildung 3.18,
B und C). Im NF St. 33/34 konnte bei den SREBP2-M@, INSIG1-M@ und INSIG2-M@ injizierten
Embryonen keine Anderung der En2 und Krox20 Expression beobachtet werden (Abbildung 3.18, B und
C).
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Abbildung 3.17: WMISH-Analyse der Expression von Markergenen des Notch-Signalweges in SREBP2, IN-
SIG1 und INSIG2-Morpholino injizierten Embryonen. (A) Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufes.
Der jeweilige Morpholino wurde zusammen mit 8-Gal-mRNA (Blaufirbung, injizierte Seite) in eine Zelle des Zwei-Zell-
Stadiums injiziert und die Embryonen wurden bis NF St. 15 kultiviert und anschlieBend WMISH-Untersuchungen unterzogen.
(B) Als Kontrolle diente die Injektion von 2,5 pmol Standard-Morpholino. ni = nicht injizierte Kontrollseite, is = injizierte
Seite. Bar =250 ym. (C) Bei allen injizierten Embryonen konnte keine Anderung des Expressionsprofiles des jeweiligen
Markergens beobachtet werden (verdeutlicht an den prozentualen Werten in Klammern). n = Anzahl an injizierten NF St.
14/15 Embryonen die mit der jeweiligen Probe Standard-M@, SREBP2-M@, INSIG1-M@ und INSIG2-MQ) injiziert und
anschlieBend mit Sonden fiir das jeweilige Markergen (Xngnr-1, Notch, Deltal bzw. Delta2) in WMISH-Untersuchungen

inkubiert wurden.
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Abbildung 3.18: WMISH-Analyse der Expression von En2 und Krox20 nach Funktionsverlust von SREBP2,
INSIG1 und INSIG2 in Xenopus-Embryonen. (A) Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufes. Der
jeweilige Morpholino (1,6 pmol SREBP2-M@ sowie 2,5 pmol INSIG1-M® und INSIG2-M®) wurde zusammen mit -Gal-
mRNA in eine Blastomere des Zwei-Zell-Stadiums injiziert und die Embryonen wurden bis NF St. 14/15 bzw. 30 kultiviert
und WMISH-Untersuchungen unterzogen. (B) Als Kontrolle diente die Injektion von 2,6 pmol Standard-Morpholino in
eine Blastomere des Zwei-Zell-Stadiums. Die gestrichelte Linie zeigt die Mittellinie des Embryos. Rote Pfeilspitzen = En2
Expression, gelbe Pfeilspitzen = Rhombomer 3 Expression, weifle Pfeilspitzen = Rhombomer 5 Expression, ni = nicht injizierte
Kontrollseite, is = injizierte Seite (erkennbar an blauer 3-Gal Farbung), weiBe Pfeile = Anderung der Expression. Bar = 250
pm. (C) Prozentuale Verteilung des Effekts des SREBP2, INSIG1 und INSIG2 Funktionsverlustes auf die En2 und Krox20
Expression in Xenopus laevis Embryonen des NF St. 14/15 und NF St. 33/34. n = gesamte Anzahl an Embryonen.

3.4.6 Funktion von SREBP2 in der Augenentwicklung

In Frontalschnitten von NF St. 30-35 Embryonen aus den WMISH-Analysen (Abbildung 3.7) wurden
SREBP2 Transkripte sowohl im Gehirn als auch im Auge nachgewiesen (Abbildung 3.7, C1 und C2).
In den SREBP2-Funktionsverluststudien sollte geklart werden, ob SREBP2 in die Augenentwicklung
involviert ist. Dazu wurden die Effekte der Unterdriickung von SREBP2 auf die Expression von Rx1, Pax6
und Six3 hin untersucht. Diese Markergene sind sog. Augenfeld-Transkriptionsfaktoren (EFTF ’s), die
maBgeblich an der Augenentwicklung beteiligt sind. Sie werden im frithen Neurulastadium (NF St. 14/15)
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im anterioren Teil der Neuralplatte exprimiert und sind an der Spezifizierung der Augenanlagen beteiligt.
Embryonen wurden in eine Zelle des Zwei-Zell-Stadiums mit SREPB2-M® Morpholino injiziert, bis NF
St. 14/15 kultiviert und anschlieBend mittels WMISH auf die Expression von Rx1, Pax6 und Six3 hin
untersucht (Abbildung 3.19, A).

Dabei zeigte sich, dass die Induktion der Augenentwicklung, repréasentiert durch die drei Augenmarker,
unbeeinflusst blieb (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19: WMISH-Analyse der Expression von Pax6, Rx1 sowie Six3 in NF St. 14/15 Embryonen.
Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufes; Der jeweilige Morpholino wurde zusammen mit S-Gal-mRNA
(Blaufiarbung, injizierte Seite) in eine Zelle des Zwei-Zell-Stadiums injiziert und die Embryonen wurden bis NF St. 14/15
kultiviert und WMISH-Untersuchungen auf die RNA Expression der Markergene Pax6, Rx1 sowie Six3 hin untersucht. (B)
Als Kontrolle diente die Injektion von 1,6 pmol Standard-Morpholino. Der Kasten zeigt die Expressionsdoméne von Rx1.
ni = nicht injizierte Kontrollseite, is = injizierte Seite. Bar =250 um. (C) Prozentuale Verteilung des Effekts des SREBP2
Funktionsverlustes auf die Pax6, Rx1 und Six3 Expression bei Xenopus laevis. Verglichen wurde die AugengroBe (kleiner,
normal, grofer). n = gesamte Anzahl an untersuchten Embryonen.

58



3. ERGEBNISSE

A
Frontal-
- ™ schnitte
NF St. 30-36
B
1,6 pmol SREBP2-MJ
[{e}
x
@©
o
o
N
x
e
X
o
c
w
%
14
[sg]
X
n
c . NF Stladlum 30 . . n
Stand.-M@; Pax6 100 44
I I I I
SREBP2-MdJ; Pax6 79 13
I I I I
Stand.-M@; Rx1 100 160
I I I I
SREBP2-M@; Rx1 100 20
[ I [ [
Stand.-M@; Six3 100 29
I I I I
SREBP2-M@; Six3 100 19
1 1 1 1
@ kleiner 0% 20% 40% 60% 80% 100%
O normal
| gréler

Abbildung 3.20: WMISH-Analyse der Expression von Pax6, Rx1 sowie Six3 in NF St. 30/36 Embryonen.
Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufes; Der jeweilige Morpholino wurde zusammen mit S-Gal-mRNA
(Blaufdrbung, injizierte Seite) in eine Zelle des Zwei-Zell-Stadiums injiziert und die Embryonen bis NF St. 30 kultiviert
und mit WMISH-Untersuchungen die RNA Expression der Markergene Pax6, Rx1 sowie Six3 untersucht. (B) Der Kasten
zeigt die Expressionsdoméne von Rx1. ni=nicht injizierte Kontrollseite, is = injizierte Seite. Bar =250 pum. (C) Prozentuale
Verteilung des Effekts des SREBP2 Funktionsverlustes auf die Pax6, Rx1 und Six3 Expression bei Xenopus laevis Embryonen.
Verglichen wurde die Grofie der Augenanlage (Augenbecher: kleiner, normal, grofier). n = gesamte Anzahl an untersuchten
Embryonen.

3.5 Uberexpression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 in

Xenopus

3.5.1 Phinotypen durch Uberexpression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2

Wie die Funktionsverluststudien zeigten, iibernehmen SREBP2, INSIG1 und INSIG2 eine wichtige Rolle

wahrend der Neurogenese. Aulerdem ist SREBP2 in die Gehirnentwicklung involviert. Funktionsgewinn-
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studien (Abschnitt 2.16.3) ermoglichen durch Mikroinjektion von synthetischer RNA in eine Blastomere
des Zwei-Zell-Stadiums die Uberexpression unterschiedlicher Proteine gezielt in einer Embryohélfte. Um
diese Untersuchungen durchfithren zu kénnen, wurde zunéchst der offene Leserahmen von SREBP2,
INSIG1 und INSIG2 in unterschiedliche Expressionsvektoren kloniert (Auflistung sieche Abschnitt A.2).
Dabei handelt es sich bei dem SREBP2aal096 Konstrukt um den gesamten offenen Leserahmen von
SREBP2 im pCMV-Sport6 Vektor, sowie bei SREBP2aa430 um den N-terminalen Anteil von SREBP2
im pCS2+ Vektor. Bei INSIG1 und INSIG2 wurde jeweils der gesamte offene Leserahmen in den pCS2+
Vektor kloniert. Im daran anschlielenden gekoppelten Transkriptions- und Translationsassay, wurden die
generierten Konstrukte zum Nachweis einer erfolgreichen Translation getestet. Dabei zeigten die Proteine
ihr erwartetes Molekulargewicht (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Spezifititstest der fiir die Uberexpressionsstudien verwendeten Konstrukte im gekoppelten
Transkriptions- und Translationsassay. in vitro Transkription und Translation (TnT®-Coupled Reticulocyte Lysate
system) von SREBP2aa1096 (1, ~120 kDa), SREBP2aa430 (2, ~47 kDa), SREBP2-EngR-GR (3, ~113 kDa), SREBP2-
GR (4, ~77 kDa), SREBP2-VP16-GR (5, ~86 kDa), Myc-INSIG1 (6, ~36 kDa) und Myc-INSIG2 (7, ~33 kDa). Die
Translationsanséatze wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Produkte autoradiographisch durch radioaktiv markiertes
Methionin nachgewiesen. Aufgrund der geringen Grofle und somit auch geringen Anzahl an nachweisbaren Methioninen
wurde N-terminal an INSIG1 (4 Methionine) und INSIG2 (6 Methionine) ein Myc-tag fusioniert, der zusétzlich 6 Methionine
mitbringt und somit die Nachweisgrenze erhoht.

Zur Beurteilung der entwicklungsbiologischen Relevanz dieser Proteine wahrend der Xenopus Entwicklung,
wurden die Expressionsplasmide linearisiert, um als Template fiir die Synthese von cap-mRNA zu
fungieren. Die RNA fir SREBP2 bzw. INSIG1 und INSIG2 wurden jeweils zusammen mit 3-Gal-mRNA
als Zelllinienmarker in eine Blastomere des Zwei-Zell-Stadiums in Xenopus laevis Embryonen injiziert. Die
injizierten Embryonen kultivierten bis NF St. 36 und der entstandene Phéanotyp wurde dokumentiert und
statistisch ausgewertet.

Die Uberexpression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 hat fatale Folgen fiir die Xenopus Embryonen, was
sich durch eine hohe Mortalitétsrate zeigte (Abbildung 3.22, A). Besonders auffallend war die Wirkung
der Uberexpression bei mit SREBP2-RNA injizierten Embryonen sichtbar (Abbildung 3.22, A). Die
Injektion von 10 pg SREBP2-RNA konnte die Uberlebensrate auf rund 80 % steigern (Abbildung 3.22,
A), aber die Embryonen zeigten dann keinen auffallenden Phénotyp mehr (Abbildung 3.22, B) bzw. den

gleichen Phéanotyp, der gekriimmten Korperachse, der auch in den Funktionsverluststudien entstanden
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ist (Abschnitt 3.4.2). Da die Embryonen grofitenteils vor dem NF St. 15 starben, waren weiterfithrende
Experimente unmoglich. Um vergleichbare Bedingungen (wie in den Funktionsverluststudien) zu schaffen,
sollten Embryonen des NF St. 15 bzw. 30-36 gesammelt werden. Zur Umgehung der Problematik der
hohen Mortalitdtsrate wurden induzierbare SREBP2-Konstrukte generiert, die eine gezielte zeitliche

Proteinexpression erlauben (Abschnitt 3.5.2).
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Abbildung 3.22: Statistische Auswertung der Uberlebensrate sowie Auswirkungen auf den Phinotyp. (A)
Uberleben der Embryonen in % nach Injektion von 10, 50, 100, 150 und 200 pg cap-mRNA von SREBP2, INSIG1 und
INSIG2 in eine Blastomere des Zwei-Zellstadiums. Die Uberlebensrate der Embryonen wurde nach Injektion bis NF St.
36 verfolgt und dokumentiert. Auf der Balkenspitze sind jeweils die Anzahl der iiberlebenden Embryonen im Vergleich
zu den gesamten beobachteten Embryonen dargestellt. Die Ordinate zeigt das Uberleben der Embryonen in % und die
Abszisse die unterschiedlichen mRNA-Mengen in pg. Anzahl unabhéngiger Experimente > 3. (B) Statistische Auswertung
der durch den Funktionsgewinn entstandenen Phénotypen; Phinotyp A zeigt eine Krimmung der Korperachse zur injizierten
Seite, die Biegung der Finne sowie einen Verlust anterioren Gewebes im Kopfbereich. Phénotyp B und zeichnet sich durch
perikardiale Odeme an der ventralen Seite der Embryonen aus. Auf der Balkenspitze sind jeweils die Anzahl der Embryonen
mit dem entsprechenden Phénotyp im Vergleich zu den gesamten beobachteten Embryonen dargestellt. Die Ordinate zeigt
ausgeprigten Phianotyp in % und die Abszisse die unterschiedlichen Injektionen von synthetischer mRNA. Injektionsmenge:
SREBP2 =50 pg, INSIG1 und INSIG2 =100 pg. Anzahl unabhingiger Experimente = 2.

3.5.2 TUberexpression von induzierbaren SREBP2-Varianten in Xenopus

Embryonen

Zur Senkung der Gastrulationsdefekte und der Mortalitdtsrate der SREBP2 iiberexprimierenden Em-
bryonen wurden induzierbare SREBP2-Konstrukte (Abschnitt 2.11.2) generiert, welche die Regulation
der Transkriptionsaktivitdt von SREBP2 erméglichen. Dazu wurde in Leserichtung carboxyterminal an
SREBP2aa430 die Liganden-bindende Doméne des humanen Glucocorticoidrezeptors (GR) fusioniert
(Abbildung 3.23, A). Die Proteine kénnen ohne Zugabe von Dexamethason in das Kulturmedium nicht in
den Zellkern translozieren, was eine Induktion zu jedem beliebigen Zeitpunkt der Entwicklung erlaubt
(Prinzip nach Kolm & Sive, 1995, Abbildung 3.23, B). Das somit erhaltene GR-Fusionsprotein ist ohne
Hormon inaktiv, da es durch Bindung des Glucocorticoidrezeptor-Anteils an Cytoskelett-assozierte Hit-
zeschockproteine (Hsp90) im Cytoplasma zuriickgehalten wird. Die Zugabe des Glucocorticoidanalogs
Dexamethason fiihrt zu einer Konformationsénderung in der Liganden-bindenden Doméne, was zu einer
Freisetzung des GR-Fusionsproteins fithrt. Somit kann das Protein in den Zellkern translozieren und dort
dessen Bestimmung folgend, die Translation seiner Zielgene anschalten (Mattioni et al., 1994).

Die generierten Konstrukte SREBP2-GR, SREBP2-VP16-GR und SREBP2-EngR-GR wurden zum

Nachweis einer erfolgreichen Translation im gekoppelten Transkriptions- und Translationsassay getestet
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und zeigten dort ihr erwartetes Molekulargewicht (Abbildung 3.21), sodass sie in vivo injiziert werden

konnten.

A SREBP2aa430 GR
SREBP2-GR

SREBP2 GR Hsp90

@ -
k ex
)

¢dg34sS d9

Abbildung 3.23: Aufbau und Wirkungsmechanismus des induzierbaren Systems SREBP2-GR. (A) SREBP2-
GR entsteht durch in frame Fusion der Glucocorticoidlipidbindungsdoméne (GR-LBD, kurz GR) an SREBP2aa430. (B)
Bei Abwesenheit von Dexamethason ist SREBP2-GR an Hsp90 im Cytoplasma gebunden. (C) Durch Applikation von
Dexamethason 16st sich Hsp90 und das SREBP2-GR Protein ist in der Lage, in den Zellkern transportiert zu werden, und
kann dort nun seine Funktion als Transkriptionsfaktor ausiiben.

Zielgene

Durch Injektion synthetischer SREBP2-GR RNA in eine Blastomere des Zwei-Zell-Stadiums konnte
SREBP2 in vivo synthetisiert werden und lag somit bereits in der frithen Entwicklung in inaktiver
Form vor. Um eine Uberséttigung des Systems zu vermeiden, wurden nicht mehr als 150 pg synthetisch
hergestellter SREBP2-GR RNA injiziert. Als Zelllinienmarker wurde 8-Gal-mRNA co-injiziert. Durch
Zugabe von Dexamethason in das Medium am Ende der Gastrulation, zum NF St. 11,5 wurde das System
induziert. Die Embryonen kultivierten bis zum NF St. 15 bzw. 30 kultiviert und wurden anschlieend
WMISH-Untersuchungen (Abschnitt 2.12) unterzogen.

3.5.3 Einfluss von SREBP2 auf die Zellproliferation und Zellapoptose

Auch die mit SREBP2 iiberexprimierten Embryonen zeigten, ebenso wie die SREBP2-Morpholino injizierten
Embryonen, eine gekriimmte Korperachse. Mit dem Proliferations- und Apoptoseassay, sollte geklart
werden, ob die gekrimmte Korperachse durch verstiarkte Apoptosevorgidnge oder durch eine verminderte
Menge proliferierender Zellen einhergeht. Dafiir wurden die Embryonen im Zwei-Zell-Stadium mit SREBP2-
GR-mRNA injiziert, zum Zeitpunkt NF Stadium 11,5 induziert bis zum NF Stadium 30-32 kultiviert
und anschlieflend iiber den Zellproliferations- und Zellapoptoseassay ausgewertet. Die Auswertung ergab
bei den SREBP2-GR-mRNA injizierten Embryonen eine hohe Anzahl positiver apoptotischer Zellen im
Bereich des Kopfes und des Neuralrohres auf der injizierten Seite (135 Zellen/Quadrant, Abbildung 3.24,
Af-e, * p < 0,05) im Vergleich zur nicht-injizierten Kontrollseite (39 Zellen/Quadrant, Abbildung 3.24, Ad)
und den nicht-induzierten Embryonen (37 Zellen/Quadrant auf der injizierten Seite zu 33 Zellen/Quadrant
auf der nicht injizierten Seite, Abbildung 3.24, Aa—b).

Hingegen wurden bei der Proliferationsanalyse weniger positiv proliferierende Zellen bei den Embryonen
mit induziertem SREBP2-GR auf der injizierten Seite (31 Zellen/Quadrant, Abbildung 3.24, Bj-k, * p <
0,05) im Vergleich zur nicht-injizierten Seite (51 Zellen/Quadrant, Abbildung 3.24, Bj) und den injizierten,
aber nicht induzierten Embryonen (31 Zellen/Quadrant auf der injizierten Seite und 35 Zellen/Quadrant
auf der nicht injizierten Seite) festgestellt (Abbildung 3.24, Bg—i).

Die Untersuchungen zeigten, dass die Uberexpression von SREBP2 eine gesteigerte Rate apoptotischer

Zellen bewirkt, die moglicherweise fiir die gekriimmte Kérperachse verantwortlich ist.
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Abbildung 3.24: Analyse der Apoptose- und Proliferationsrate in SREBP2 iiberexprimierten Embryonen. 50
pg SREBP2-GR wurde in eine Zelle des Zwei-Zell-Stadiums injiziert, ein Teil der Embryonen im NF St. 11,5 induziert
und bis zum NF St. 30-32 kultiviert. AnschlieBend erfolgten mit den Embryonen TUNEL-(A) bzw. Proliferationsanalysen
(B). Als Kontrolle diente die Injektion von 50 pg synthetischer SREBP2-GR RNA ohne die Induktion mit Dexamethason
(ohne Dex). Gezeigt ist die laterale Ansicht des Kopfes und bei ¢, f, i, 1 die dorsale Ansicht des Kopfes. Die rote gestrichelte
Linie dokumentiert die Krimmung des Embryos. ni =nicht injizierte Kontrollseite, is = injizierte Seite. Die Zdéhlung von
proliferierenden bzw. apoptotischen Zellen erfolgte ausschlieflich im Bereich des roten Rahmens. Bar =500 pm. (C) Statistische
Auswertung der apoptotischen bzw. proliferierenden Zellen pro ausgezidhltem Quadrant (roter Rahmen) mittels T-Test.
Die schraffierten Balken dokumentieren die nicht injizierte Kontrollseite, ohne Schraffur die injizierte Seite. * p < 0,05 im
Vergleich zur nicht injizierten Kontrollseite. In der Tabelle sind die durchschnittlichen positiven Zellen pro Quadrant (roter
Rahmen) und die Anzahl an untersuchten Embryonen angegeben.

3.6 Untersuchungen zur Wirkung von Xenopus SREBP2 als

Transkriptionsaktivator oder Transkriptionsrepressor

Es ist nicht bekannt, ob SREBP2 in Xenopus als Transkriptionsfaktor wirkt. In Maus und Mensch ist

beschrieben, dass SREBP2 prozessiert wird und der daraufhin entstehende N-terminale Teil im Zellkern
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als Transkriptionsaktivator die Genexpression seiner Zielgene anschaltet. Dies sollte auch fiir das Xenopus-
System untersucht werden.

Zur Klarung dieser Frage wurden drei Hormon induzierbare Fusionsproteine generiert (Abschnitt 2.11.2,
grafische Darstellung: Abbildung 3.25). Zeigen SREBP2-GR injizierte Embryonen einen dhnlichen Phanotyp
zu SREBP2-VP16-GR injizierten Embryonen, wirkt SREBP2 wahrscheinlich als Transkriptionsaktivator.
Verhalten sich hingegen SREBP2-GR injizierte Embryonen dhnlich zu SREBP2-EngR-GR injizierten
Embryonen, dann wirkt SREBP2 als Transkriptionsrepressor.

A SREBP2aa 430 GR
srResp2GR (I
VP16
sreep2vPicGR (I GO
EngR
SREBP2-EngR-GR
B
+ Dex
—» —» —» Phanotyp
NF St. 2 NF St. 11,5 NF St. 36
C
R-Gal
+Dex St.11,5
50 pg
SREBP2-GR
+ Dex St.11,5
50 pg
SREBP2-
VP16-GR
+ Dex St.11,5
50 pg
SREBP2-
EngR-GR
+ Dex St.11,5

Abbildung 3.25: SREBP2 wirkt als Transkriptionsaktivator. (A) Schematische Darstellung der induzierbaren SREBP2-
Varianten. (B) Experimenteller Ablauf zum Versuch. Injektion des jeweiligen induzierbaren Konstrukts in eine Blastomere
des Zwei-Zell-Stadiums zusammen mit -Gal-mRNA als Zelllinienmarker. Im NF St. 11,5 + Zugabe von Dexamethason
in das Medium und Kultivierung der Embryonen bis NF St. 36. Anschlielend mikroskopische Auswertung des Phanotyps.
(C) B-Gal-mRNA injizierte Embryonen dienten als Kontrolle. Die gestrichelte Linie zeigt die Krimmung der Finne, gelbe
Pfeilspitzen zeigen reduzierte Augenstrukturen. Jeweils 50 pg des jeweiligen Konstrukts wurden zusammen mit 8-Gal-mRNA
wie unter (A) beschrieben injiziert. Anzahl unabhéngiger Experimente = 2. is = injizierte Seite (3-Gal, Blaufirbung), ni = nicht
injizierte Kontrollseite.

Fiir diese Untersuchungen wurde die injizierte synthetische RNA im NF St. 11,5 durch Zugabe von
Dexamethason in das Medium induziert und die Embryonen bis NF St. 36 kultiviert. Anschliefend
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wurde der Phianotyp von SREBP2aa430-GR mit SREBP2aa430-EngR-GR bzw. SREBP22aa430-VP16-GR
verglichen (Abbildung 3.25, Abbildung 3.26 ).

Bei der Gegeniiberstellung von SREBP2-VP16-GR injizierten Embryonen mit den SREBP2-GR Kontrol-
lembryonen zeigt sich ein vergleichbarer Phanotyp. Die SREBP2-VP16-GR und SREBP2-GR injizierten
Embryonen weisen eine gekriimmte Korperachse zur injizierten Seite und einen teilweisen Verlust von
Augenstrukturen auf (Abbildung 3.25, Abbildung 3.26). Hingegen zeigten SREBP2-EngR-GR, injizierte

Embryonen diesen Phénotypen nicht.

Die Untersuchungen deuten auf SREBP2 als Transkriptionsaktivator hin.
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Abbildung 3.26: SREBP2 wirkt als Transkriptionsaktivator, statistische Auswertung des Phénotyps. Statisti-
sche Auswertung des durch die Injektion von induzierbaren SREBP2-Varianten entstandenen Phénotyps; Dokumentation
im NF St. 36. Es wurden 50 pg des jeweiligen Konstrukts zusammen mit 8-Gal-mRNA, wie unter Abbildung 3.25 Teil A
beschrieben, injiziert.

3.7 Suche nach putativen SREBP2-Zielgenen

Gegenstand der Untersuchung, welche Proteine durch SREBP2 induziert werden, waren ektodermale
Explantate des animalen Poles von Xenopus Blastulae — sogenannte animale Kappen (Abschnitt 2.11.3).
Animale Kappen sind pluripotente Zellen. Diese Vorlduferzellen unterliegen wihrend und nach der Gastru-
lation endogenen Induktionsprozessen. Die Kappen wiirden sich ohne Einwirkung von Induktionsfaktoren
nur zu einem Cilien-besetzten Epithel entwickeln. Unter bestimmten Kulturbedingungen sind sie allerdings
in der Lage, in verschiedene Gewebetypen zu differenzieren.

SREBP2-GR RNA wurde in unterschiedlichen Mengen (10 pg, 50 pg, 150 pg) zusammen mit S-Gal-mRNA
(aufgefillt zu einer Gesamtmenge von 150 pg) in beide Blastomere des Zwei-Zell-Stadiums injiziert. Die
Induktionsvorginge konnten anschliefend durch die Analyse der Expression von potenziellen Zielgenen
mittels RT-PCR (Abschnitt 2.16.2) sichtbar gemacht werden (Abbildung 3.27, A).

Das Haushaltsgen ODC1 wurde als Kontrolle in der RT-PCR (eingestellt als gleichbleibende Menge)
mitgefithrt, d. h. unterscheidet sich die Stiarke der ODC-Bande nach der RT-PCR nicht signifikant, so
konnen die getesteten Markergene (Sox3, Xbra, HMGCR, LDLR, INSIG1, INSIG2) hinsichtlich ihrer
Expressionsstiirke verglichen werden. Die Ergebnisse zeigten keine Anderung im mRNA-Profil bei dem
ektodermalen Marker Sox3. Xbra als mesodermaler Marker zeigt, wie zu erwarten, nur in ganzen Embryonen
Expression. Von den ausgewédhlten Genen der Cholesterinbiosynthese konnte bei HMGCR, LDLR und
INSIG1, bei steigender SREBP2-GR-Menge, eine leichte Hochregulierung im mRNA-Profil der induzierten
Kappen (mit Dex) beobachtet werden (Abbildung 3.27, B). INSIG2 zeigt hingegen keine Anderung seines
mRNA-Expressionsprofils.
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Abbildung 3.27: Effekte von induzierbaren SREBP2-GR in animalen Kappen. (A) Schematische Darstellung des
experimentellen Ablaufes; Gesamtinjektion je 150 pg RNA (SREBP2-GR RNA 0 pg, 10 pg, 50 pg jeweils aufgefiillt mit
B-Gal-mRNA zu 150 pg) in eine Blastomere des Zwei-Zell-Stadiums injiziert und anschlieSend kultiviert. Im NF St. 8-9
erfolgte die Entnahme der animalen Kappe und 30 Minuten spéater wurde die Hélfte der Kappen mit Dexamethason induziert
und nach einer Inkubationszeit von 4 Stunden in flussigem Stickstoff eingefroren. Nach anschlieBender RNA-Isolierung
erfolgte eine RT-PCR zur Analyse bekannter Gene. (B) Als interner Standard fiir vergleichbare mRNA-Mengen diente der
Nachweis der exprimierten mRNA von Ornithindecarboxylasel (ODC1), als Kontaminationskontrolle wurde H2O statt
cDNA in der PCR verwendet. Die Produktgrofien sind neben der jeweiligen Zeile rechts dargestellt: Sox3 304 bp, 26 Zyklen;
Xbra 280 bp, 30 Zyklen; HMGCR 363 bp, 28 Zyklen; LDLR 345 bp, 28 Zyklen; INSIG1 336 bp, 28 Zyklen; INSIG2 187 bp,
28 Zyklen; ODC1 220 bp, 26 Zyklen.

3.8 Lokalisation von Xenopus SREBP2, INSIG1 und INSIG2
in HeLa-Zellen

Zelltransfektionsexperimente (Abschnitt 2.17) sind eine gute Moglichkeit, um Prozesse auf zellulirer Ebene
zu studieren. So sollte unter anderem geklart werden, in welchen Kompartimenten Xenopus-SREBP2,
INSIG1 und INSIG2 in der Zelle lokalisiert sind und ob diese interagieren.

Zur unterschiedlichen Darstellung der subzellulédren Lokalisation von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 wurden
die Konstrukte in HeLa-Zellen (Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) und B35-Zellen (Neuroblastomzellen)
transfiziert und die Lokalisation der Proteine durch Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die Ergebnisse der
B35-Zellen entsprechen den Ergebnissen aus der HeLa-Zellkultur, weshalb in den folgenden Kapiteln nur
die Ergebnisse aus den HeLa-Zell Experimenten exemplarisch dargestellt sind. Zur Unterscheidung der
verschiedenen Proteine in Co-Transfektionen wurden spezifische Antikorper, Antikérper gegen Tags sowie
die Eigenfluoreszenz von Fusionsproteinen genutzt. Der Zellkern wurde durch DAPI-Farbung sichtbar

gemacht.
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3.8.1 Zelluliare Lokalisation von Xenopus SREBP2
3.8.1.1 Xenopus SREBP2 kann in HeLa-Zellen prozessiert werden

Vom Mensch ist bekannt, dass nach der Prozessierung von SREBP, der N-terminale Teil in den Zellkern
transloziert, um dort als Transkriptionsfaktor die Aktivierung von Genen fiir die Cholesterinbiosynthese
zu bewirken. Der C-Terminus wird hingegen nicht in den Kern transportiert. Aufgrund der starken
Konservierung zwischen humanem und Xenopus SREBP2 war zwar anzunehmen, dass sich Xenopus-
SREBP?2 in seiner Lokalisation genauso wie das humane SREBP2 verhilt, trotzdem sollte getestet werden,
ob die Xenopus-SREBP2 Konstrukte in HeLa-Zellen prozessiert werden und wo sie lokalisiert sind.

Zur Kldrung dieser Frage wurde (a) der gesamte offene Leserahmen von Xenopus SREBP2aal096 (SREBP2)
in den Cherry-Vektor und (b) der N-terminale Teil SREBP2aa430 in den Expressionsvektor pCS2+ kloniert.
In der Immunfluoreszenz konnte fiir beide Konstrukte die Expression nachgewiesen werden (Abbil-
dung 3.28).
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461 515

1 38 290 361 441| 494 1096
L

ﬁ

Myc-SREBP2aa430

7
saure
bHLHZ

T

(@]

1 38 290 361 430

N

T
Myc
Saure
Reste

bHLHZ
T
(@]

= 997 |

SREBP2aa1096
-Cherry

Myc-SREBP2
aa430

Abbildung 3.28: Lokalisation von Xenopus-SREBP2 in transfizierten HeLa-Zellen. (A) Dargestellt ist (1) SREBP2
im Cherry-Vektor sowie (2) der N-terminale Teil von SREBP2 im Expressionsvektor pCS2+. (B, Zeile 1) Nachweis von
SREBP22aal096 in HeLa-Zellen. S2N-FITC = der spezifische SREBP2-AK gekoppelt mit FITC zum Nachweis des N-Terminus
(S2N = SREBP2aa430): S2C-Cherry = Cherry-Eigenfluoreszenz zum Nachweis des SREBP2 C-Terminus. (B, Zeile 2) Nachweis
von SREBP2aa430: Myc-S2N-A488 = Myc-AK gekoppelt mit Alexa488 zum Nachweis des SREBP2 N-Terminus. DAPI
wurde zur Farbung der Zellkerne verwendet. Die Expositionszeiten sind in jedem Bild jeweils rechts unten aufgefiihrt.

SREBP2 (SREBP22aal096) war in der gesamten Zelle lokalisiert (Abbildung 3.28, B1). Der Nachweis des
N-terminalen Teils von SREBP2 erfolgte mit einem spezifischen anti-SREBP2-Antikérper mittels des
Fluorophors FITC und konnte tiberwiegend im Zellkern gefunden werden. Hingegen war der C-terminale
Teil von SREBP2, welcher iiber Cherry nachgewiesen wurde, vom Kern ausgeschlossen.

Die kurze N-terminale Variante von SREBP2 (SREBP2aa430) entspricht dem bereits prozessierten,
transkriptionell aktiven Anteil von SREBP2 und ist ausschliefilich im Kern unter Ausschluss der Nukleoli
nachweisbar (Abbildung 3.28, B2). Der Nachweis erfolgte tiber den Myc-tag mittels Alexa 488.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass beide betrachteten Xenopus-SREBPs (SREBP2aal096
sowie SREBP2aa430) in ihrer Lokalisation sich wie beim Mensch verhielten.

3.8.1.2 Der N-terminale Teil von SREBP2 wird in den Zellkern transportiert

SREBP2 besitzt kein Kernlokalisationssignal (NLS), sondern der Kerntransport des N-terminalen tran-
skriptionsaktiven Teils von SREBP2 wird durch ein Importin-g Signal vermittelt. Der Bereich fiir die
Erkennung von Importin-g liegt in der bHLHZ-Region von SREBP2 (Abbildung 3.28, A). Weiterhin ist
bekannt, dass der Import eine Dimerisierung des N-Terminus von SREBP2 voraussetzt (Lee et al., 2003).
Die bimolekulare Fluoreszenzkomplementation ist ein gutes Hilfsmittel um Protein-Protein-Interaktionen
und deren Lokalisation in Zellen zu untersuchen (Abschnitt 2.18.7). In den erfolgten Untersuchungen
wurde sie eingesetzt, um zu kldren, ob SREBP2 Proteine miteinander interagieren.

Es zeigte sich, dass bei der Co-Transfektion zweier SREBP2aa430-Varianten beide Proteine im Kern
nachweisbar sind und dort ein Venussignal zeigten (Abbildung 3.29, Zeile 1). Nach Deletion der Importin-/
Doméne (SREBP2aa430A331-356) wird SREBP2 nicht mehr in den Zellkern transportiert und war
im Cytoplasma lokalisiert (Abbildung 3.29; Zeile 2, Spalte 4). Durch Co-Transfektion eines Wildtyp-
SREBP2aa430 konnte das deletierte Kerntransport-defiziente SREBP2 nun auch im Zellkern nachgewiesen
werden (Abbildung 3.29; Zeile 2, Spalte 2). Auch ein SREBP2, dem die gesamte Importin-8 Doméne
fehlte (SREBP2aa311) und das somit nicht in der Lage war selbststéndig in den Zellkern zu translozieren
(Abbildung 3.29; Zeile 3, Spalte 4), wurde mit Hilfe eines intakten SREBP2 in den Zellkern transportiert
(Abbildung 3.29; Zeile 3, Spalte 2). Hingegen konnten zwei deletierte SREBP2 (SREBP2aa430A331-356)
nicht in den Zellkern gelangen. Sie zeigten anhand der Venus-Fluoreszenz, dass sie aber auflerhalb des
Zellkerns zusammengelagert waren (Abbildung 3.29; Zeile 4, Spalte 2). Die Einzeltransfektion von Venusl-
SREBP2aa430 zeigte eine lokale Begrenzung auf den Zellkern (Abbildung 3.29; Zeile 5, Spalte 4). Sie
diente als Kontrolle, da Venusl(-SREBP2aa430) alleine transfiziert keine Venus-Fluoreszenz zeigen kann
(Abbildung 3.29; Zeile 5, Spalte 2). Venusl-SREBP2aa430A331-356, einzeln transfiziert, war ausschlieflich
im Cytoplasma lokalisiert (Abbildung 3.29; Zeile 4, Spalte 6). Es zeigte ebenfalls keine Venus-Fluoreszenz
(Abbildung 3.29; Zeile 6, Spalte 2).

Zur Kontrolle, dass nicht eine zu starke Bindung der Venusteilpeptide untereinander eine Rekonstitution
des Venussignals ausgelost hat, sondern die Interaktion der SREBP2-Anteile (Venusl-SREBP2aa430 mit
dem deletierten SREBP2 Venus2-SREBP2aa430A331-356), wurde ein ergénzender experimenteller Aufbau
gewédhlt. In diesem Ansatz wurde im Gegensatz zu den BiFC-Experimenten (Abbildung 3.29) in den
Co-Transfektionen nur ein SREBP2 mit einem Venus-Teilpeptid versehen (Venusl-SREBP2aa430 bzw.
Venus1-SREBP2aa430A331-356, Abbildung 3.30, Zeile 1-3; transfiziert mit einem nicht Venus-Teilpeptid
enthaltenem SREBP2-Konstrukt: Myc-SREBP2aa430, Myc-SREBP2aa430 SSNT, Abbildung 3.30, Zeile
1-3), welches selbst nicht fluoreszieren kann. Eine gemeinsame Lokalisation der unterschiedlichen SREBP2
Proteine in den Co-Transfektionen wére somit nicht auf eine zu starke Bindung der Venusteilpeptide
zuriickzufithren, sondern auf Interaktion der SREBPs.

Bei dem Konstrukt Myc-SREBP2aa430 SSNT wurden die Aminosduren Y344, Y347, 1348 und V351,
welche nach Lee et al., 2003 fiir die Importin-8 Bindung essenziell sind, gegen die Aminosduren SSNT
im Bereich der bHLHZ-Doméne ausgetauscht. Aus diesem Grund sollte dieses Protein nicht mehr in den
Kern transportiert werden. In der Tat war bei dem Protein Myc-SREBP2aa430 SSN'T keine Importin-
6 Bindung mehr moglich und keine Kernlokalisation nachweisbar. Myc-SREBP2aa430 SSNT war vor
allem im Cytoplasma lokalisiert (Abbildung 3.30, Zeile 4). Als Kontrollen wurde Myc-SREBP2aa430
(Abbildung 3.30, Zeile 5) bzw. Myc-SREBP2aa430 SSNT (Abbildung 3.30, Zeile 6) in dem Versuchsansatz
mitgefiihrt.

Analog zu den BiFC-Analysen kann auch in diesem Versuch ein intaktes Myc-SREBP2aa430 ein deletiertes
Venusl-SREBP2aa430A331-356 mit in den Zellkern transportieren und das deletierte war dort nachweisbar
(Abbildung 3.30, Zeile 2, Spalte 3).
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Abbildung 3.29: Interaktionsverhalten unterschiedlich mutierter SREBP2-Proteine im BiFC-Assay. Dargestellt
ist der (A1) transkriptionsaktive N-terminale Anteil von SREBP2aa430 mit einer Deletion in der Importin-3-Doméne an Pos.
331-356 im Venusl/2-Vektor sowie der (A2) transkriptionsaktive N-terminale Anteil von SREBP2aa311 im Venusl-Vektor.
(B) HeLa-Zellen wurden mit unterschiedlichen Venusl-SREBP2 und Venus2-SREBP2 Konstrukten (Zeile 1-4) co-transfiziert
bzw. als Kontrolle einzeln transfiziert (Zeile 5 und 6). V152/V252-A594 = spezif. SREBP2-AK gekoppelt mit Alexa594 zum
Nachweis von SREBP2aa430, V152-A647 = GFP-AK gekoppelt mit Alexa647 zum Nachweis von Venusl-SREBP2aa430 (Zeile
1). V2S2-A594 = spezif. SREBP2-AK gekoppelt mit Alexa594 zum Nachweis von Venus2-SREBP2aa430, V152-A647 = GFP-
AK gekoppelt mit Alexa647 zum Nachweis von Venusl-SREBP2aa430A331-356 (Zeile 2). V252-A594 = spezif. SREBP2-AK
gekoppelt mit Alexa594 zum Nachweis von Venus2-SREBP2aa430, V152-A647 = GFP-AK gekoppelt mit Alexa647 zum
Nachweis von Venusl-SREBP2aa311 (Zeile 3). V1S2-A647 = GFP-AK gekoppelt mit Alexa647 zum Nachweis von Venusl-
SREBP22a430A331-356 (Zeile 4). V1S2-A647 = GFP-AK gekoppelt mit Alexa647 zum Nachweis von Venusl-SREBP2aa430
(Zeile 5). V152-A647 = GFP-AK gekoppelt mit Alexa647 zum Nachweis von Venusl-SREBP2aa430A331-356 (Zeile 6). Der
Zellkern wurde mit DAPI gefarbt und eine Interaktion durch die Fluoreszenz von rekonstituiertem Venus nachgewiesen. Die
Expositionszeiten sind in jedem Bild jeweils rechts unten aufgefiihrt.
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Abbildung 3.30: Analyse zum Lokalisationsverhalten unterschiedlich mutierter SREBP2-Proteine in der Im-
munfluoreszenz. (A) Dargestellt ist der transkriptionsaktive N-terminale Anteil von SREBP2aa430 bei dem es im Bereich des
Zipper, wie in der Abbildung gezeigt, vier Aminosiduren ausgetauscht wurden (SSNT). (B) HeLa-Zellen wurden co-transfiziert
mit unterschiedlichen Venusl-SREBP2 Konstrukten und unterschiedlichen Myc-SREBP2 Konstrukten. Myc-A488 = Myc-AK
gekoppelt mit Alexa488 zum Nachweis von Myc-SREBP2aa430, V152-Cy3 = GFP-AK gekoppelt mit Cy3 zum Nachweis
von Venusl-SREBP2aa430 (Zeile 1). Myc-A488 = Myc-AK gekoppelt mit Alexa488 zum Nachweis von Myc-SREBP2aa430,
V1S2-Cy3 = GFP-AK gekoppelt mit Cy3 zum Nachweis von Venusl-SREBP2aa430A331-356 (Zeile 2). Myc-A488 = Myc-AK
gekoppelt mit Alexa488 zum Nachweis von Myc-SREBP2aa430 SSNT, V1S2-Cy3 = GFP-AK gekoppelt mit Cy3 zum
Nachweis von Venus1-SREBP2aa430A331-356 (Zeile 3). Myc-A488 = Myc-AK gekoppelt mit Alexa488 zum Nachweis von
Myc-SREBP2aa430 (Zeile 4). Myc-A488 = Myc-AK gekoppelt mit Alexa488 zum Nachweis von Myc-SREBP2aa430 SSNT
(Zeile 5). Die Zellkerne wurden mit DAPI gefirbt. Die Expositionszeiten sind in jedem Bild jeweils rechts unten aufgefiihrt.

Diese Ergebnisse (Abbildung 3.30) zeigten, dass das Venus-Signal alleine nicht fir die Interaktion und

Kernlokalisation verantwortlich ist (Abbildung 3.29), sondern tatsichlich beides Funktionen von SREBP2

sind.
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3.8.2 Zelluliare Lokalisation von Xenopus-INSIG
3.8.2.1 Xenopus INSIG-Proteine sind im Cytoplasma/ER lokalisiert

Von den humanen INSIG-Proteinen ist bekannt, dass sie als kleine membrandurchziehende Proteine im
ER verankert sind (Feramisco et al., 2004). Ob sich die Xenopus-INSIG-Proteine in ihrer Lokalisation
ebenso verhalten, sollte mittels Immunfluoreszenz untersucht werden.

Der gesamte offene Leserahmen von INSIG1 bzw. INSIG2 wurde in den Expressionsvektor Myc-pCS2+
kloniert. Zur Analyse der ER-Sténdigkeit in der Immunfluoreszenz erfolgte die Co-Transfizierung des
fluoreszierenden Calnexin, einem Lektin des Endoplasmatischen Retikulums. Der Nachweis der INSIG-
Proteine erfolgte mit dem Myc-Antikorper gekoppelt an Alexa 488 sowie der Nachweis von Calnexin mit
der Eigenfluoreszenz des Cherry-tags.

Calnexin und beide INSIG-Proteine wurden exprimiert und zeigten retikuldre Expression, was fiir eine
Lokalisation am ER spricht (Abbildung 3.31, 1-2).
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Abbildung 3.31: Lokalisation von INSIG1 und INSIG2 in transfizierten HeLa-Zellen. Dargestellt ist (A1) Myc-
INSIG1 im pCS2+-Vektor und (A2) Myc-INSIG2 im pCS2+-Vektor. (B) Die HeLa-Zellen wurden mit Myc-INSIG1 (=
Myc-11) und Calnexin-Cherry co-transfiziert: Myc-11-A488 = Myc-AK gekoppelt mit Alexa488 zum Nachweis von INSIG1
(Zeile 1) sowie Myc-INSIG2 (= Myc-12) und Calnexin-Cherry co-transfiziert: Myc-12-A488 = Myc-AK gekoppelt mit Alexa488
zum Nachweis von INSIG2 (Zeile 2). DAPI wurde zum Férben der Zellkerne und mit Cal-Cherry die Eigenfluoreszenz von
Cherry zum Nachweis vom ER-stdndigen Calnexin eingesetzt. Die Expositionszeiten sind in jedem Bild jeweils rechts unten
aufgefithrt.

3.8.2.2 Versuche zum Nachweis des Dimerisierungsverhalten der INSIG-Proteine mit-
tels Bimolekularer Fluoreszenzkomplementation (BiFC) und Immunpréizipitation
(IPP)

Mit BiFC-Analysen (Abschnitt 2.18.7) sollte untersucht werden, ob die INSIG-Proteine in der Lage sind,
miteinander zu interagieren. Dazu wurden die selbst nicht fluoreszierenden Venus-Teilpeptide (V1 und
V2) N-terminal an INSIG1 (Venus1l-INSIG1, Venus2-INSIG1) sowie INSIG2 (Venusl-INSIG2, Venus2-
INSIG2) fusioniert. HeLa-Zellen wurden anschliefiend entweder mit zwei INSIG1 bzw. zwei INSIG2 oder
Kombinationen von INSIG1 mit INSIG2 co-transfiziert, der Zellkern mit DAPI geférbt und die Zellen auf

Venus-Fluoreszenz hin untersucht.
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Als Kontrolle diente UDP-N-Acetylglucosamin-2-Epimerase (GNE), ein Protein welches im Cytoplasma
lokalisiert ist und nicht mit den INSIGs interagiert. Weiterhin erfolgte zur Kontrolle die Transfektion

ohne Plasmid (mock). Hier zeigte sich wie erwartet keine Expression der INSIG-Proteine und keine

Venus-Fluoreszenz (Abbildung 3.32, Zeile 1).
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Abbildung 3.32: Interaktion der INSIG-Proteine im BiFC-Assay. Die Zellen wurden, links in der Abbildung darge-
stellt, wie folgt transfiziert: Vektorkontrolle (Zeile 1), Venusl-INSIG1 mit Venus2-INSIG1: Venusl-Cy3 = GFP-AK gekoppelt
mit Cy3 zum Nachweis von INSIG1; I11-DL649 = spezif. INSIG1-AK gekoppelt mit DL649 zum Nachweis von INSIG1 (Zeile 2),
Venus1-INSIG2 mit Venus2-INSIG2: Venusl-Cy3 = GFP-AK gekoppelt mit Cy3 zum Nachweis von INSIG2; 12-DL649 = spezif.
INSIG2-AK zum Nachweis von INSIG2 (Zeile 3), Venus1-INSIG1 mit Venus2-INSIG2: Venusl-Cy3 = GFP-AK gekoppelt mit
Cy3 zum Nachweis von INSIG1; 12-DL649 = spezif. INSIG2-AK gekoppelt mit DL649 zum Nachweis von INSIG2 (Zeile 4),
Venus1-INSIG1 mit Venus2-GNE: I11-DL649 = spezif. INSIG1-AK gekoppelt mit DL649 zum Nachweis von INSIG1 (Zeile 5),
Venusl-GNE mit Venus2-INSIG2: 12-DL649 = spezif. INSIG2-AK gekoppelt mit DL649 zum Nachweis von INSIG2, (Zeile
6) Venusl-GNE mit Venus2-GNE (Zeile 7). Der Zellkern wurde mit DAPI angeférbt. Venus = Eigenfluoreszenz zeigt die
Rekonstitution zweier Venus-Teilpeptide an; GNE-A594 = spezif. GNE-AK gekoppelt mit A594 zum Nachweis von GNE. Die
Expositionszeiten sind in jedem Bild jeweils rechts unten aufgefiihrt.

INSIGI und INSIG2 wurden in Einzeltransfektionen ausschlieBlich im ER lokalisiert nachgewiesen (Abbil-
dung 3.31).

Wurden zwei komplementére Venus-INSIG1 Konstrukte (V1-INSIG1 und V2-INSIG1) in einer Zelle co-
exprimiert konnte ein Venus Signal detektiert werden (Abbildung 3.32, Zeile 2). Die gleiche Beobachtung
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konnte bei Co-Expression von zwei INSIG2 Konstrukten (V1-INSIG2 und V2-INSIG2) gemacht werden
(Abbildung 3.32, Zeile 3).

INSIG1 Proteine und INSIG2 Proteine interagieren jeweils untereinander, was zur Rekonstitution und
Fluoreszenz von Venus fiihrte.

Auch die Co-Expression von Venusl-INSIG1 mit Venus2-INSIG2 zeigte neben der Fluoreszenz fiir eine
erfolgreiche Proteinexpression ein Venus Signal. Als Negativkontrolle wurden Zellen mit Venusl-INSIG1
und Venus2-GNE (Abbildung 3.32, Zeile 5) bzw. Venusl-GNE und Venus2-INSIG2 (Abbildung 3.32, Zeile
6) co-transfiziert, die zwar exprimiert werden konnten, aber kein Venus-Signal zeigten. Die Transfektion
zweier GNE-Konstrukte (Venusl-GNE und Venus2-GNE) diente fiir die BiFC-Analysen als Positivkontrolle
und zeigte sowohl Proteinexpression als auch Venussignal (Abbildung 3.32, Zeile 7).

Zur Bestétigung der gewonnenen Daten aus der BiFC-Studie dienten Immunprézipitationsversuche (IPP)
mit HeLa-Zellen. Dazu wurden HeLa-Zellen mit Myc-INSIG2, Myc-INSIG1, Myc-INSIG2 und V1-INSIG2,
Myc-INSIG1 und V1-INSIG1, Myc-INSIG1 und V1-INSIG2 sowie V1-INSIG2 als Kontrolle transfiziert.
Totallysate wurden durch SDS-PAGE (Abschnitt 2.18.3) und Western Blot-Analysen (Abschnitt 2.18.4)
mit Antikérpern gegen die mit Myc fusionierten INSIG-Varianten (a-myc) und gegen GFP bei den
mit Venus 1 fusionierten INSIG-Varianten (a-GFP) analysiert. Als Ladekontrolle diente a-Calnexin
(Abbildung 3.33). Die mit einem Antikorper (c-myc) gegen die Myc-INSIG Varianten durchgefiihrte
Immunprézipitation aus HelLa-Totallysaten wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot-Analyse auf
co-immunoprézipitiertes INSIG1 bzw. INSIG2 (a-GFP) hin untersucht (Abbildung 3.33). Hier zeigte sich in
der Co-Immunoprézipitation, dass V1-INSIG2 (Abbildung 3.33, Spalte 4) mit Myc-INSIG2 und V1-INSIG1
mit Myc-INSIG1 (Abbildung 3.33, Spalte 5) sowie V1-INSIG2 mit Myc-INSIG1 (Abbildung 3.33, Spalte
6) prézipitiert werden kann. Dies bestétigt auch die BiFC-Analyse (Abbildung 3.32).

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass sowohl INSIG1 als auch INSIG2-Proteine sowohl Homomere
als auch Heteromere bilden.
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Abbildung 3.33: Interaktion der INSIG-Proteine in Co-Immunopréizipitationsstudien. HeLa-Zellen wurden wie
folgt transfiziert: Einzeltransfektion von Myc-INSIG2 (Spalte 2); Myc-INSIG1 (Spalte 3) und V1-INSIG2 (Spalte 7); Co-
Transfektion von Myc-INSIG2 und V1-INSIG2 (Spalte 4) bzw. V1-INSIG1 (Spalte 5); Myc-INSIG1 und V1-INSIG2 (Spalte
6). HeLa-Zell-Lysat wurde in Western Blot-Analysen mit Antikérpern gegen Myc (a-myc), gegen Venus 1 (a-GFP) und die
Ladekontrolle Calnexin (a-Calnexin) untersucht.
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3.8.2.3 INSIG ist in der Lage SREBP2 am ER zuriickzuhalten

Um zu untersuchen ob Xenopus-SREBP2 mit den INSIGs interagiert, wurden BiFC-Interaktionsstudien
durchgefiihrt (Abbildung 3.34). Dazu wurden HeLa-Zellen einzeln mit SREBP2aad30 (Zeile 2) oder
SREBP2 mit INSIG2 (Zeile 1), SREBP2aa430 mit INSIG1 (Zeile 3) als auch mit INSIG2 (Zeile 4)
co-transfiziert und auf Immunfluoreszenz hin untersucht.

Dem N-terminalen Teil von Xenopus-SREBP2: SREBP2aa430 fehlt die C-terminale Doméne. Aus dem
Mensch ist bekannt, dass die Interaktion der Proteine und damit verbunden die Regulation der Choleste-
rinbiosynthese iiber diese C-terminale Doméne von SREBP mit dem C-Terminus von SCAP vermittelt
wird (Sakai et al., 1997). Das heifit, wenn es in der Zelle zu einen Uberschuss an Cholesterin kommt halten
die INSIG-Proteine, vermittelt iiber SCAP, SREBP am ER zuriick, sodass die Prozessierung von SREBP
verhindert wird. Dies zeigten auch die HeLa-Co-Transfektion vom Wildtyp-SREBP2 mit Myc-INSIG2,
bei der SREBP2 zusammen mit INSIG2 im Cytoplasma lokalisiert wurde (Abbildung 3.34, Zeile 2).
Die Co-Transfektionen mit dem N-terminalen Anteil von SREBP, dem die C-terminale Doméne fehlte
zeigte allerdings erstaunlicherweise noch ein anderes Bild. Bis dato nicht neu, zeigte sich die Lokalisation
von SREBP2aa430 ausschlieBlich auf den Zellkern (Abbildung 3.34, Zeile 2). Neu ist allerdings, dass
sich bei Co-Transfektion von SREBP2aa430 mit INSIG1 (Abbildung 3.34, Zeile 3) bzw. INSIG2 (Abbil-
dung 3.34, Zeile 4) der SREBP2 N-Terminus auerhalb des Zellkerns befand. Dabei zeigt SREBP2 genau
wie die INSIG-Proteine die typische Netzstruktur des ER. Beide INSIG-Proteine sind also in der Lage
SREBP2aa430 daran zu hindern, den Zellkern zu erreichen.

Zusammenfassend zeigte sich, dass zu der bekannten C-terminal vermittelten Interaktion moglicherweise

auch eine N-terminal vermittelte Interaktion von SREBP2 mit den INSIG-Proteinen stattfinden kann.
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T - 2
DAPI Myc-A488 2secf S2-A594
Myc-INSIG1 + 3
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Abbildung 3.34: SREBP2aa430 wird von den INSIGs am ER zuriickgehalten. HeLa-Zellen wurden wie folgt
transfiziert: (Zeile 1) Co-Transfektion von SREBP2 mit INSIG2, (Zeile 2) SREBP2aa430, (Zeile 3) Co-Transfektion von
SREBP2aa430 mit Myc-INSIG1 bzw. Myc-INSIG2 (Zeile 4). Erklarung der Abkiirzungen: S2-A594 = SREBP2-AK gekoppelt
mit Alexab94 zum Nachweis von SREBP2, Myc-A488 = Myc-AK gekoppelt mit Alexa488 zum Nachweis von INSIG1 bzw.
INSIG2. Sichtbarmachung der Zellkerne mit DAPI. Die Expositionszeiten sind in jedem Bild jeweils rechts unten aufgefiihrt.

3.8.3 Die Interaktion von SREBP2 mit INSIG-Proteinen ist Cholesterin-
abhingig

Zur Klarung der Frage, ob die SREBP2-INSIG-Interaktion cholesterinabhéngig ist, wurden mit INSIG1-
eGFP und Myc-SREBP2aa311 co-transfizierte B35-Zellen bei hoher und niedriger Cholesterinsupplemen-
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tation im Medium kultiviert. Die Expression von INSIG1 und SREBP2aa311 erfolgte in der Immunpra-
zipitation und anschlieBender Western Blot-Analyse. Die B35-Zelllysate wurden dafiir in der IPP und
anschliefender Western Blot-Analyse mit Antikérpern gegen den eGFP-tag (a-GFP) von INSIG1 (a-GFP)
und gegen den Myc-tag von Myc-SREBP2aa311 (a-myc) sowie Tubulin (a-Tubulin) als Ladekontrolle
untersucht. Im Totallysat konnten anndhernd gleichbleibende Mengen an INSIG1 (Abbildung 3.35, Zeile
1) und SREBP2aa311 (Abbildung 3.35, Zeile 2) detektiert werden. In der Immunprézipitation konnten
bei unterschiedlicher Cholesterinzugabe, gleichbleibende Mengen an INSIG1-eGFP spezifisch durch den
GFP-Antikérper immunoprézipitiert werden (Abbildung 3.35, Zeile 4). Befindet sich viel Cholesterin im
Medium (FCS + 20 pg/ml Cholesterin), dann konnte viel SREBP2aa311 co-immunoprézipitiert werden
(Abbildung 3.35; Zeile 5, Spalte 1). Bei reduzierten Cholesterinkonzentrationen im Medium (DMEM ohne
FCS), ist auch deutlich weniger SREBP2aa311 an INSIG1 gebunden (Abbildung 3.35; Zeile 5, Spalte 2).

Diese Ergebnisse sprechen fiir eine cholesterinabhéngige Interaktion der INSIG-Proteine mit SREBP2.
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Abbildung 3.35: Cholesterinabhingige Interaktion von INSIG1 mit dem N-terminalen Part von SREBP2.
B35-Zellen wurden wie folgt co-transfiziert: INSIG1-eGFP und Myc-SREBP2aa311 und unter hohen Cholesterinbedingungen
(mit FCS, Spalte 1) und niedrigen Cholesterinbedingungen (ohne FCS, Spalte 2) fiir 24 h kultiviert. Die Proteine des
Totallysates (Zeile 1-3) bzw. das GFP-Immunoprézipitates (Zeile 4 und 5) wurden durch Antikérper gegen die fusionierten
Protein-tags: anti-GFP (Zeile 1 und 4), anti-myc (Zeile 2 und 5) und anti-Tubulin (Zeile 3), welches als Ladekontrolle diente,
sichtbar gemacht.
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Kapitel 4

Diskussion

Fir die Funktion von Zellmembranen spielt Cholesterin eine zentrale Schliisselrolle. Es ist fiir die Membran-
permeabilitdt, Fluiditdat, Organellenidentitdt und fiir zahlreiche Proteinfunktionen zusténdig. Zusétzlich
fungiert es als Vorlaufermolekiil fiir die Synthese von Gallenséuren, Steroidhormonen und Oxysterolen, die
unter anderem einen Effekt im Lipid- als auch im Glucosemetabolismus haben (Woollett, 2008). Weitaus
weniger bekannt ist die Rolle von Cholesterin in der Embryonalentwicklung. In der vorliegenden Arbeit
wurden die drei ausgewéhlten Proteine SREBP2, INSIG1 und INSIG2 des Cholesterinregulationsprozesses

betrachtet und ihre Funktion in der Embryonalentwicklung des Krallenfroschs Xenopus laevis beschrieben.

4.1 Sequenzhomologie und Expressionsverhalten von SREBP2,
INSIG1 und INSIG2

Durch Abgleich der humanen SREBP2-Aminoséduresequenz mit der Xenopus-Datenbank gelang die Iden-
tifizierung eines Xenopus-SREBP2-Homologes (Accession-Nummer BC072922). Damit konnte iiber die
EST-Datenbank ein passender Xenopus-SREBP2 Klon bestellt werden, welcher die UTR “s sowie den
gesamten offenen Leserahmen von SREBP2 enthielt. Der Aminoséaureabgleich iiber UNIPROT ergab fiir
SREBP?2 eine 67 %ige Ahnlichkeit zum Menschen. Der Bereich des bHLHZ, welcher fiir die Bindung an
die DNA und von Importin-3 entscheidend ist, zeigt eine 94 %ige Ahnlichkeit (Abbildung 1.4). Dieser
hohe Identitdtsgrad iiber weite Aminosiurebereiche spricht nicht nur fiir eine strukturelle, sondern auch
fiir eine funktionelle Konservierung von SREBP2 in diesen beiden Species. Allgemein kann bei langen
Aminoséureresten, welche eine Ahnlichkeit von mehr als 30 % aufweisen von einer wahrscheinlichen
strukturellen sowie funktionellen Konservierung ausgegangen werden (Sander & Schneider, 1991; Yona
et al, 1998). Auch der Sequenzvergleich von Xenopus SREBP2 mit anderen Vertebraten zeigt in dieser
Region starke Ahnlichkeit und spricht fiir eine hohe Konservierung (Abbildung 3.2).

Der Sequenzvergleich zwischen dem humanen INSIG1 und INSIG2 zeigt ebenfalls eine starke Sequenz-
identitéat von 85 % (Lee & DeBose-Boyd, 2010) und deutet somit auf eine hohe Konservierung zwischen
diesen beiden Proteinen hin. Auch der Sequenzvergleich zwischen Mensch und Xenopus zeigte fiir INSIG1
eine 74 %ige sowie fiir INSIG2 eine 83 %ige Sequenzihnlichkeit. Beide Ergebnisse, sowohl fiir INSIG1 als
auch fiir INSIG2, sprechen fiir eine starke Konservierung zwischen beiden Species. Vor diesem Hintergrund
konnten beide Species miteinander verglichen und gewonnene, embryonale Xenopus-Daten auf das humane
System tibertragen werden.

Mit dieser Arbeit erfolgte erstmalig die Dokumentation des Expressionsprofiles von SREBP2, INSIG1
und INSIG2 wéihrend der Eireifung und der Embryonalentwicklung in Xenopus laevis. Zum Nachweis der
Expression wurden RT-PCR-Analysen verwendet. Diese zeigen SREBP2 und INSIG-Transkripte in allen
Oozytenstadien (I-VI) bis hin zur sog. Midblastulatransition (MBT), dem Ende der maternalen und dem
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Beginn der zygotischen Genexpression im NF St. 8,5 (Abbildung 3.8, Abbildung 3.9). Rizzo und Kollegen
(Rizzo, 1994) postulierten, dass der Xenopus-Embryo in seiner frithen Entwicklung ein geschlossenes System
darstellt, der anfinglich von den Reserven der Mutter lebt. Diese Aussage wiirde sich mit den erhaltenen
Daten in dieser Arbeit decken, da bereits vor der MBT Komponenten des Cholesterinregulationsprozesses
(SREBP2 sowie INSIG1 und INSIG2) exprimiert werden, um dem Embryo zur Verfiigung zu stehen.
Vom Maussystem ist bekannt, dass die Embryo-eigene Cholesterinbiosynthese ab E4-5 startet (Pratt et al.,
1980). Anhand von Studien mit Megalin und ApoB Knockout-Méausen wurde gezeigt, dass die maternale
Cholesterinbiosynthese essenziell fiir die Maus-Embryonalentwicklung ist (Farese et al., 1995; Willnow et
al., 1996).

Kurz nach der Befruchtung teilt sich die Zygote durch schnelle und synchrone Zellteilungen, bis der
Froschembryo im Blastulastadium eine Zellzahl von etwa 4000 aufweist. Dabei nimmt der Embryo nicht
in seinem Volumen zu, aber er unterliegt einer strikten Vergroflerung seiner Zelloberfliche. Somit besteht
ein stetiger Bedarf an Phospholipiden, Cholesterin und anderen Membrankomponenten (Rizzo, 1994).
Zudem fordert Cholesterin selbst die zelluldre Proliferation (Cuthbert & Lipsky, 1987; Ferndndez et al.,
2005). Wie der Transport von Cholesterin nach seiner Synthese zwischen Mutter und Embryo geschieht,
konnte bislang noch nicht geklart werden. Im Mensch scheinen aber Lipoproteine, die fiir den Transport
des Cholesterins im Korper verantwortlich sind, eine gewisse Rolle zu spielen (Witsch-Baumgartner et al.,
2004). Der menschliche Embryo kann im Gegenzug zum Froschembryo seinen frithen Bedarf an Cholesterin
iiber den transplazentalen Rezeptor-vermittelten Lipoproteintransfer abdecken (Witsch-Baumgartner et
al., 2004). Dem Froschembryo fehlt dieser Lipoproteintransfer, sodass er auf die maternalen Transkripte
angewiesen ist, um seine eigene Sterolsynthese abdecken zu kénnen. Die in dieser Arbeit erhobenen
RT-PCR-Daten (Abbildung 3.8, Abbildung 3.9) lassen vermuten, dass auch Xenopus-Embryonen genau
wie Mausembryonen auf maternale Komponenten (SREBP2 sowie INSIG1 und INSIG2) fir eine geregelte
Embryonalentwicklung zuriickgreifen.

Waéhrend der Gastrulation bis hin zur spdten Neurulation wurden schwache bzw. keine SREBP2 sowie
INSIG-Transkripte detektiert (Abbildung 3.9). Der Embryo scheint in diesen Entwicklungsstadien seinen
maternalen Speicher an SREBP2 sowie INSIG-Transkripten zu nutzen, sodass er seine eigene Cholesterin-
biosynthese erst zu einem spéteren Entwicklungszeitpunkt hochfdhrt. Ab der spaten Neurogenese bis hin
zum untersuchten NF St. 36 wurden erneut SREBP2 sowie INSIG-Transkripte detektiert (Abbildung 3.9).

Zusétzlich zu den RT-PCR, Analysen wurden WMISH-Analysen durchgefiihrt, die eine synchrone Darstel-
lung der zeitlichen und rdumlichen Expression von Genen erméglichen. Die in dieser Arbeit durchgefithrten
SREBP2 sowie INSIG-Expressionsanalysen an Xenopus laevis Embryonen zeigten in sehr frithen Embryo-
nalstadien eine ubiquitdre Expressionsverteilung. Mit fortschreitender Entwicklung begrenzten sich die
SREBP2 sowie INSIG Transkripte allerdings lokal (Abbildung 3.10).

Die ersten detektierbaren SREBP2 und INSIG-Transkripte wurden flichig im NF St. 5 am animalen Pol
der Blastula beobachtet. Wahrend der Gastrulation und der frithen Neurulation wurden keine SREBP2,
INSIG1 und INSIG2 Transkripte detektiert, was sich mit den gewonnenen Daten aus den RT-PCR
Untersuchungen deckt. Mit fortschreitender Embryonalentwicklung begrenzten sich dann die SREBP2
und INSIG-Transkripte lokal (Abbildung 3.7) und zeigten ein dynamisches Expressionsmuster, welches
sich anfangs auf das Neuralrohr beschriankte und ab dem NF St. 30-33 auf das sich entwickelnde Gehirn
ausdehnte (Abbildung 3.7).

Die raumliche Expression von Cholesterinbiosyntheseenzymen in der Embryonalentwicklung wird kontro-
vers diskutiert. So postulieren einige Autoren, dass die fetale Cholesterinbiosynthese ubiquitar ablauft,
verstiarkt aber in der Leber, den Nieren und im Gehirn (Woollett, 2001; Herz & Farese, 1999). Andere
Autoren beschreiben die zeitlich und rdumlich begrenzte Expression von Schliisselenzymen der Choleste-
rinbiosynthese auf spezifische Regionen wihrend der Embryonalentwicklung von Maus (Laubner et al.,
2003) und Xenopus (Tadjuidje & Hollemann, 2006). Laubner und Kollegen zeigten im Mausembryo, dass
HMGCR, Idil, Nsdhl, Ebp und DHCRY vor allem im Neuralrohr, den Schwanzknospen- und Gliedern,
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Neuralleistenzellen und im Gehirn exprimiert werden. Alle diese Gene stehen unter Expressionskontrolle
von SREBP und gehéren einer sogenannten Synexpressionsgruppe an, was die rdumliche gleiche Expression
erklaren wiirde (Laubner et al., 2003).

Die Expression von SREBP2 im Gehirn ldsst sich damit erkldren, dass gerade das Gehirn beachtliche
Mengen an Cholesterin fiir die Myelinisierung und Synaptogenese benotigt. Beim Menschen ist belegt,
obwohl das Zentralnervensystem nur 2,1 % des gesamten Korpergewichtes ausmacht, 23 % des gesamten
Cholesterinreservoirs im Zentralnervensystem liegen (Dietschy & Turley, 2004). Somit muss gerade in
diesen Strukturen eine korrekte Regulation der Cholesterinbiosynthese gewahrleistet sein. Um diesen
Bedarf an Cholesterin im Gehirn decken zu konnen, ist es aufgrund der Barriere Blut-Hirn-Schranke
lebenslang auf die zelleigene de novo-Synthese angewiesen.

SREBP2 Transkripte konnten ebenfalls in Gelatin-Albumin-Schnitten der im anterioren Bereich des Kopfes
gelegenen Augen beobachtet werden (Abbildung 3.7). Dieses Ergebnis deutet auf eine mogliche Funktion
von SREBP2 in der Augenentwicklung hin. Die Spezifizierung der Augenanlagen wird durch eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren realisiert, die unter dem Begriff eye field transcription factors (EFTF'‘s) zusammen-
gefasst werden. Zu ihnen zdhlen unter anderem Rx1, Pax6 und Six3, die essenziell fiir die Augenformation
sind. Sie wurden als Augenmarkergene fiir die SREBP2 sowie INSIG Funktionsverluststudien ausgewahlt.
Die ausgewihlten Markergene zeigten allerdings keine Anderung in ihrer Expression (Abbildung 3.19). In
einer neueren Studie am Mausmodell wurde gezeigt, dass eine spontane Mutation im SREBP2-Gen zum
grauen Star und dauerhaften Hautwunden in der Linse fithrt (Merath et al., 2011). Diese Ergebnisse legen
nahe, dass SREBP2 auch essenziell fir die normale Linsenfunktion zu sein scheint. Jedoch wurde die
Augenentwicklung in dieser Arbeit nicht fokussiert. Es wéiren weiterfithrende Untersuchungen notwendig,

um die bisher gewonnenen Ergebnisse zu untermauern oder gegebenenfalls zu widerlegen.

Innerhalb dieser Studie erfolgten erstmalig SREBP2 sowie INSIG Expressionsanalysen im adulten Frosch
(Abbildung 3.10). Vom humanen System ist bekannt, dass Cholesterin prinzipiell von jeder Zelle syn-
thetisiert werden kann. Allerdings sind die Leber und die Darmschleimhaut Hauptorte der endogenen
Cholesterinsynthese (Thews & Vaupel, 2005). Im adulten Frosch konnte wie im humanen System eine
Expression von SREBP2 in allen untersuchten Geweben beobachtet werden. Allerdings wird im Gegensatz
zum Mensch keine erhohte Expression in der Leber und im Darm verzeichnet. Auffallend ist eine erhéhte
Transkriptmenge im Ovar und den Testis. Bekannt ist, dass Hormone, welche durch den Fetus und/oder
die Plazenta synthetisiert werden, die Sterolsyntheserate beeinflussen kénnen (Carr & Simpson, 1984).
Gerade Ostrogen, Glucocorticoide und Progesteron fithren zu einer Steigerung der Sterolsynthese. Beim
Mensch versorgt die Mutter den Embryo tiber die Nabelschnur, der Froschembryo wéchst aulerhalb des
Mutterleibes auf. Moglicherweise geben beim Frosch beide Elternteile durch ihre erhohte Transkriptmenge
von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 in den Gonaden, nach der Befruchtung dem Embryo somit schon einen
Teil der benétigten Menge mit auf den Weg.

4.2 Der Einfluss eines SREBP2 sowie INSIG Funktionsverlustes

auf Xenopus-Embryonen

Mit dem Ziel die Funktion von SREBP2 sowie INSIG1 und INSIG2 in der Embryonalentwicklung zu
untersuchen, wurden Funktionsverluststudien mit Morpholino- Antisense-Oligonukleotiden (M@) durchge-
fiihrt. Diese erlauben die spezifische Hemmung der Translation des zu untersuchenden Proteins.

Bei der Einstellung der optimalen Morpholino-Dosis zeigte sich bei Injektion von 2,5 pmol SREBP2-
Morpholino pro Blastomere und anschliefender Kultivierung der Embryonen entweder ein massives
Absterben der Embryonen oder aber Gastrulationsdefekte. Diese Gastrulationsdefekte traten dann auf,
wenn das prospektive Mesoderm nicht durch die Blastopore invaginieren konnte. Daraus resultiert ein Ex-

emplar, mit zwei Ausstiilpungen die iiber einen diinnen Steg miteinander verbunden sind: der ektodermale
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Sack und eine Ausstiilpung bei dem das Notochord und die Somiten durch das Endoderm bedeckt werden
(Sharpe & Mason., 2008). Diese ,,pilzartig® aussehenden Gebilde werden als Exogastrulae bezeichnet. Diese
sind nicht tiberlebensfihig und 80 % der mit 2,5 pmol SREBP2-M( injizierten Embryonen starben zu
einem Zeitpunkt dquivalent zu NF St. 13-14 (Abbildung 3.12). Bei Herabsenkung der Morpholinomengen
auf 1,6 pmol pro Blastomere konnte hingegen die Uberlebensrate auf iiber 70 % gesteigert werden (Abbil-
dung 3.12).

Die Spezifitdt der eingesetzten SREBP2 sowie INSIG Morpholinos konnte zum einen durch die In-
jektion eines Kontrollmorpholinos, welcher nicht zu einer Anderung des Phéanotyps fiihrte, bestéitigt
werden. Zum anderen konnte durch den Einsatz eines SREBP2aa9-430 Konstrukts im gekoppelten
Transkriptions- und Translationsassay, welches keine Bindestelle fiir den SREBP2 Morpholino besitzt,
die Spezifitdt des SREBP2-M@ in vitro nachgewiesen werden (Abbildung 3.11). Dieses Konstrukt konnte
in zukiinftigen Rescue-Experimenten eingesetzt werden. Damit wéire es moglich die Auspriagung des
Funktionsverlust-Phéanotypen zu verhindern, welcher durch die Injektion des SREBP2-M@ die endogene
SREBP2-Proteinsynthese inhibierte.

Makroskopisch resultiert die Hemmung der Translation von SREBP2 und INSIG1 durch Morpholino-
Antisense-Oligonukleotide in Embryonen mit reduzierten Kopfstrukturen sowie gekriimmten Korperachsen
(sog. bent-azis-Formationen). Die INSIG2 Morpholino injizierten Embryonen wiesen perikardiale Odeme
auf. Zunéchst sollte geklart werden, was die Ursache fiir die gekriimmten Korperachsen zur SREBP2-M®
injizierten Seite ist. Die Ursache konnte einerseits sein, dass der Organismus iiberfliissige Zellen durch
programmierten Zelltod eliminiert, es also zu einer gesteigerten Apoptoserate kommt. Anderseits konnte
der Organismus nicht mehr in der Lage sein, seine benotigte Zellzahl zu erreichen, resultierend aus einer
verminderten Proliferationsrate. Die dazu durchgefiithrten Proliferations- sowie Apoptoseanalysen im
NF Stadium 30-32 zeigen eine signifikant gesteigerte Apoptose im Bereich des Kopfes und der Finne,
im Vergleich zur nicht-injizierten Kontrollseite und zu den nicht-injizierten Kontrollembryonen (Abbil-
dung 3.13). Dies korreliert auch mit einer verminderten Proliferationsrate in dieser Region im Vergleich
zur nicht-injizierten Kontrollseite und den nicht-injizierten Kontrollembryonen. Bei Funktionsverlust von
SREBP?2 steht der Zelle nicht mehr ausreichend neu-synthetisiertes Cholesterin zur Verfiigung. Letzteres
benétigt sie aber wahrend der Entwicklung, unter anderem fiir den Aufbau von Zellmembranen. Proli-
ferationsuntersuchungen zeigten weniger sich teilende Zellen und im Apoptoseassay einen verstarkten
Zellabbau. Dies kénnte das Auftreten von gekrimmten Korperachsen sowie reduzierten Kopfstrukturen
auf der injizierten Seite erkléren.

Knockout/ Knockdown-Versuche in unterschiedlichen Modellorganismen zeigen, dass eine Fehlregulation
bzw. ein Funktionsverlust von SREBP fatal fir den Organismus ist. Drosophila kann Cholesterin nicht
de novo synthetisieren, sodass die Prozessierung von dSREBP cholesterinunabhéngig ist. Allerdings hat
ein Verlust von dSREBP Einfluss auf die Fettsduresynthese. Kunte und Kollegen (Kunte et al., 2006)
zeigten, dass eine Nullmutation im dSREBP Gen von Drosophila zum transkriptionellen Verlust von
Genen der Fettsduresynthese, einem reduzierten Fettsduregehalt und schlimmstenfalls zu einer hohen
Letalitat in der frithen Embryogenese fithrte. Die Letalitdt der Larven konnte durch Zufiitterung von
Fettsduren aufgehoben werden. Das zeigt, dass ASREBP in Fliegen essenziell fiir die Aufrechterhaltung
der Fettsdurehomoostase ist (Kunte et al., 2006).

Knockout-Méause ohne transkriptionsaktives SREBP sterben in der frithen Embryogenese. Beispielsweise
fithrt eine Keimbahndeletion der S1-Protease dazu, dass den Méausen die Fahigkeit fehlt SREBP zu
prozessieren. Sie sterben vor dem vierten Entwicklungstag (Yang et al., 2001; Mitchell et al., 2001).
Somit scheint die intrazelluldre Konzentration an SREBP2 in der Zelle nicht nur essenziell fiir eine strikte
Regulation der Cholesterin- und Fettsdurebiosynthese zu sein, sondern auch entscheidend fiir die Entwick-
lung des Organismus. Dennoch kann die Herabregulierung von SREBP auch genutzt werden, wie neueste
Studien zeigen (Tang et al., 2011). Forscher identifizierten Betulin als Inhibitor der SREBP-Reifung,
indem sie die Interaktion von SCAP mit INSIGs férderten. Die Inhibition von SREBP durch Betulin

fiihrt zur Senkung der Cholesterin- und Fettsduresynthese. In vivo konnte gezeigt werden, dass Betulin
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die Senkung der Lipid-Konzentration im Serum und Gewebe fordert, Fettleibigkeit reduziert und die
Insulin-Sensitivitdt erhoht. Somit konnte in Zukunft die Inhibierung des SREBP-Weges durch Betulin fiir
therapeutische Zwecke genutzt werden um metabolische Krankheiten, Typ II Diabetes und Arteriosklerose

zu behandeln.

4.3 Der SREBP2, INSIG1 und INSIG2 Funktionsverlust fiihrt
zur Einschriankung der Neurogenese und hat im Falle von
SREBP2 Einfluss auf Gehirnstrukturen

Erst seit den 1990er Jahren beschéftigt sich die Wissenschaft auch mit der Rolle von Cholesterin in der
embryonalen und fetalen Entwicklung. Forscher stellten fest, dass Cholesterin in hohen Konzentrationen
im neuralen Gewebe vorkommt (Dietschy & Turley, 2001) und wichtig firr die neuronale Funktion und fiir
das Neuritenwachstum ist (Funfschilling et al., 2012; Suzuki et al., 2007; Suzuki et al., 2010; Herrera &
Amusquivar, 2000; Fukata & Fukata, 2010).

Im Xenopus-System wurde die Rolle von DHCRY, eines Schliisselenzyms der Cholesterinbiosynthese,
und seinen Einfluss in der Embryogenese beschrieben. Arbeiten von Tadjuidje & Hollemann sowie von
Koide und Kollegen (Tadjuidje & Hollemann, 2006; Koide et al., 2006) zeigen, dass die Expression von
DHCRY in der frithen Embryonalentwicklung auf Signalzentren (Spemann-Organisator und Notochord)
beschréankt ist. Dies ldsst vermuten, dass ein Bedarf an de novo synthetisierten Cholesterin fiir frithe
Musterereignisse in Xenopus unerldsslich ist, da viele Musterbildungssignale wahrend der Vertebraten
Entwicklung von diesen Strukturen segregiert werden (Cleaver et al., 2000; De Robertis et al, 2000;
Fleming et al., 2004). Sie zeigten weiterhin mit neuralen Markern, dass der Funktionsverlust- bzw. Gewinn
von DHCRY zu verkleinerten Augen sowie placodaler Strukturen fithrte und zogen die Schlussfolgerung,
dass dieser Phanotyp wahrscheinlich durch eine teilweise Unterdriickung der Neurogenese zustande kommt.
Zusammenfassend zeigten diese Studien, dass fiir eine geregelte neuronale Entwicklung eine strikte Kon-
trolle der de novo Cholesterinbiosynthese unerlésslich ist. Sie lassen ebenfalls die Vermutung zu, dass auch
Komponenten der Cholesterinregulation, wie SREBP2 und die INSIGs, Einfluss auf die Neurogenese bzw.
die Gehirnentwicklung haben koénnten.

Dies bestétigten auch die histologischen Analysen von markierter endogener SREBP2-mRNA | mittels der
SREBP-Transkripte im Neuralrohr sowie im Vorder-, Mittel-, und Hinterhirn detektiert wurden (Abbil-
dung 3.7). Bei den durchgefiihrten SREBP2-Funktionsverluststudien wurden makroskopisch verkleinerte
Kopfstrukturen beobachtet (Abbildung 3.12). Diese Ergebnisse gaben einen ersten Hinweis darauf, dass
die Neurogenese und die Gehirnentwicklung durch SREBP2 beeinflusst werden. Zur Verifizierung der
Ergebnisse wurden die Auswirkungen des SREBP2 sowie des INSIG-Funktionsverlustes auf die Entwicklung
des Gehirns und speziell auf die Neurogenese mit Hilfe von Markergenen untersucht und charakterisiert.
Die Mikroinjektion des SREBP2- sowie der INSIG-Morpholinos fiihrten zu keiner Anderung der frithen
Expressionsdoméne (Neurulastadium) des panneuralen Markers Sox3 (Abbildung 3.14). Auch in spéteren
Stadien (Schwanzknospenstadium) konnte keine Anderung der Sox3-Expression detektiert werden (Abbil-
dung 3.14). Hingegen wurde bei Betrachtung der N-Tubulin Expressionsdoméne eine Suppression sowohl
im Neurula- als auch im Schwanzknospenstadium detektiert (Abbildung 3.16). Die primére Neurogenese ist
von molekularen Ereignissen gekennzeichnet, die einer zeitlichen Kaskade folgen. Sox3 steht exemplarisch
als Marker fiir die frithe neurale Induktion, wéahrend N-Tubulin in der Kaskade unten stehend, die terminale
Differenzierung reprisentiert.

Die vorliegenden Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die primére neurale Induktion unbeein-
flusst bleibt (reprédsentiert durch die Expression von Sox3). Sie zeigen weiterhin, dass der SREBP2-
Funktionsverlust die neurale Spezifizierung der priméren Neuronen stort (représentiert durch die Expressi-

on von N-Tubulin). Das bedeutet, dass ein Funktionsverlust von SREBP2 die primédre Neurogenese auf
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der Ebene der neuralen Differenzierung beeinflusst.

Im Mausmodell ist in einer aktuellen Studie ebenfalls {iber eine andere Komponente der Cholesterin-
biosynthese (Acetoacetyl-CoA synthetase), der Einfluss von SREBP2 auf die neuronale Differenzierung
beschrieben worden (Hasegawa et al., 2012).

Angeborene Stérungen der Cholesterinbiosynthese werden durch eine Reihe unterschiedlicher Entwick-
lungsdefekte charakterisiert. So kann eine Fehlregulation der Cholesterinbiosynthese beispielsweise fatale
Folgen in der Gehirnentwicklung haben. Ein bekanntes Beispiel fiir eine Fehlregulation von einem Enzym
der Cholesterinbiosynthese stellt die verminderte Aktivitiat der 7-Dehydrocholesterin-Reduktase (DHCRT)
dar. Bei dem entstehenden Krankheitsbild des Smith-Lemli-Opitz Syndroms (SLOS) fehlt den Patienten
die Fahigkeit, 7-Dehydrocholesterin (7-DHC) in Cholesterin zu konvertierten. Dadurch kommt es zum
Absinken der Cholesterinbiosyntheserate und die daraus resultierenden Defekte reichen von sehr milden
(z. B. Lernschwierigkeiten) bis hin zu schwerwiegenden Fehlfunktionen wie beispielsweise mentale Retar-
dierung, angeborene Abnormalitdten oder Deformationen des Gehirns (Kelley & Hennekam, 2000; Porter,
2000; Nowaczyk et al., 2012). Im schlimmsten Fall zeigen die Patienten Holoprosenzephalie, bei der es
zur unvollstdndigen Teilung bzw. Differenzierung des Vorderhirnes kommt. Die zunehmende Datenlage
zeigt, dass der SLOS-Phénotyp moglicherweise auf einen gestorten Hedgehog-Signalweg zuriickzufiihren
ist. Die Hedgehog-Proteinfamilie wirkt als Morphogen an Musterbildungsprozessen, bei der Gehirn- und
Knochenentwicklung und in der Organogenese mit. Tadjuidje & Hollemann zeigten in Xenopus, dass
die zeitliche und die rdumliche Expression von DHCRY7 stark mit der Expression von Sonic Hedgehog
(Shh) korreliert (Tadjuidje & Hollemann, 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Shh
nach Mikroinjektion des SREBP2-M@ untersucht (Daten nicht gezeigt). Es konnte keine Anderung der
Shh-Expressionsdoméne detektiert werden, was vermuten lédsst, dass SREBP2 den Hedgehog-Signalweg
nicht beeinflusst.

Der Phénotyp der reduzierten Kopfstrukturen nach Injektion von SREBP2-M@ sowie INSIG-M® sollte auf
molekularer Ebene durch Markergene die die Gehirnentwicklung représentieren néher verifiziert werden.
Das Froschgehirn besteht aus Vorder-, Mittel-, und Hinterhirn. Exemplarisch wurden die Gehirnmarker En2
(Mittelhirn/Hinterhirn Grenze) sowie Krox20 (Hinterhirn) ausgesucht und ihre Expression nach SREBP2
sowie INSIG-Funktionsverlust untersucht. In Neurulastadien konnte eine Suppression der Markergene En2
und Krox20 nach Injektion des SREBP-M@® nachgewiesen werden (Abbildung 3.18). Hingegen ist die
Expression dieser Marker im Schwanzknospenstadien unbeeinflusst (Abbildung 3.18). Diese Daten lassen
vermuten, dass SREBP2 Einfluss auf die Neurulation hat, nicht aber auf die spédte Gehirnentwicklung.
Am starksten wirkt sich die Hemmung von SREBP2 sowie der INSIGs auf die Expression des Markers
Olig3 aus. Injektion des SREBP2-M@ sowie der INSIG-M@ resultierte in der Suppression der Olig3-
Expressionsdoméne (Abbildung 3.15). Oligodendrozyten zéhlen zu den Stiitzzellen (Glia) des Zentralner-
vensystems. Thre zelluldren Fortsétze bilden Markscheiden aus Myelin, die die Zellfortsitze (Axone) der
Nervenzellen umhiillen und so elektrisch isolieren. Der Cholesterinanteil der Oligodendrozyten ist sehr
hoch, da Myelin einen Lipidgehalt von 75 % besitzt von dem wiederum 25 % Cholesterin entsprechen.
Neuere Studien zeigen, dass eine fehlerhafte Cholesterinbiosynthese im Gehirn zu einer mangelhaften
Myelinisierung fithrt (Saher et al., 2005; Verheijen et al., 2009). So gehen metabolische Krankheiten (z. B.
SLOS) oft mit einer fehlerhaften Myelinisierung einher (Saher et al., 2005). Die Suppression von Olig3
nach Mikroinjektion des SREBP2-Morpholinos ist ein deutliches Zeichen dafiir, dass die Oligodendrozyten-
spezifizierung gestort ist und zeigt, dass auch die Xenopus-Oligodendrozyten auf Cholesterin angewiesen
sind.

Ein angestrebtes Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der Hemmung der Translation von SREBP2 sowie
der INSIGs auf ausgewihlte Markergene des Notch-Signalweges zu untersuchen. Es konnten jedoch bei allen
Markergenen Xngnrl, Notch, Deltal und Delta2 keine Anderung in ihrer Expression bei Funktionsverlust
von SREBP2 und den INSIGs nachgewiesen werden (Abbildung 3.17). Aufgrund dieser Datenlage ist ein
Einfluss von SREBP2 sowie von INSIG1 und INSIG2 im Notch-Signalweg unwahrscheinlich.
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4.4 Uberexpression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt eines SREBP2 und INSIG Funktionsgewinnes in Xenopus
laevis Embryonen zu untersuchen. Dazu wurde in Voruntersuchungen die Funktionalitit der generierten
SREBP2 sowie INSIG Konstrukte getestet. Es konnte bei allen generierten Konstrukten Proteinexpression
nachgewiesen werden (Abbildung 3.21).

Bei der Optimierung der einzusetzenden RNA-Menge zeigt sich ein dhnliches Bild wie bei den Funktions-
verluststudien. Die Injektion von 200 pg SREBP2 oder INSIG RNA fiihrt zu einem massiven Absterben
der Embryonen. Selbst bei der Injektion von 50 pg SREBP2 RNA sterben 43 % der Embryonen (Abbil-
dung 3.22, A). Der Phanotyp dufert sich, ebenso wie in den Funktionsverluststudien, in einer gekriimmten
Korperachse sowie dem teilweisen Verlust anteriorer Kopfstrukturen (Abbildung 3.22, B). Bei einer weiteren
Absenkung der Konzentration auf 10 pg SREBP2 RNA kann zwar das Uberleben der Embryonen auf 79 %
gesteigert werden, allerdings zeigen die Embryonen keinen auffilligen Phénotypen mehr (Abbildung 3.22,
A).

Die erhaltenen Daten lassen vermuten, dass der sich entwickelnde Xenopus-Organismus noch sensitiver auf
ein Uberangebot an SREBP2 als auf ein Mangel reagiert. So zeigen die durchgefithrten Apoptoseanalysen
ein iiberméBiges Absterben von Zellen auf der SREBP2 injizierten Seite (Abbildung 3.13). In zukiinftigen
Rescue-Experimenten konnte versucht werden durch Koinjektion der SREBP2-mRNA mit INSIG-mRNA
den SREBP2-Uberexpressionsphinotypen zu verhindern. Dadurch kénnte das iibermifige Sterben der
Embryonen aufgehoben bzw. zumindest reduziert werden. Die im Gegenzug zu den Apoptoseuntersu-
chungen durchgefiihrten Zellproliferationsanalysen ergaben eine verminderte Proliferationsrate auf der
SREBP2 injizierten Seite (Abbildung 3.13).

Tierische Zellen miissen ihre Biosynthesewege regulieren, um genau die Menge ihrer Endprodukte zu
produzieren, welche sie benétigen, ohne dabei eine Uberexpression zu riskieren. Gerade in der Cholesterin-
homoostase ist eine strikte Kontrolle wichtig, da Cholesterin fiir eine Vielzahl von zellularen Funktionen
essenziell ist. So kann eine Uberproduktion von Cholesterin die Bildung l6slicher Kristalle férdern, die
todlich fiir Zellen sind (Brown & Goldstein, 1997). Auch ein Uberangebot von Cholesterin in der Blutbahn
ist letal, da es sich in Arterien einlagert und dadurch Artherosklerose verursacht (Small & Shipley, 1974).
Zwar wurde der Cholesteringehalt in den Embryonen nicht untersucht, dennoch zeigte sich, dass die
Embryonen stark auf ein Uberangebot (Funktionsgewinnstudien) und auch auf Mangel (Funktionsverlust-
studien) von SREBP2 reagierten. Diese Sensitivitdt der Embryonen ldsst verschiedene Interpretationen zu.
Ein moglicher Grund kénnte sein, dass durch die Injektion des SREBP2 Morpholinos zwar die Cholesterin-
neuproduktion heruntergefahren wird, aber eventuell dem Embryo noch genug gespeichertes maternales
Cholesterin zur Verfiigung steht. Eine Speichermoglichkeit stellen dabei Caveolae‘s dar, sackférmige
Einbuchtungen der Plasmamembran. Caveolae‘s werden durch Caveolin 1 gebildet, hoch-affine Cholesterin
bindende Proteine (Frank et al., 2006). Die Expression der Caveoline und somit die Bildung der Caveolae‘s
ist dabei stark von der Verfiigharkeit von Cholesterin abhéngig (Fielding et al., 1997; Gargalovic & Dory,
2003).

Wihrend der frithen Xenopus-Neurogenese konnten keine SREBP2-Transkripte detektiert werden (Abbil-
dung 3.9). Dies liegt wahrscheinlich daran, dass zuerst die Reserven von der Mutter aufgebraucht werden
bevor die eigene Synthese zu einem spéteren Zeitpunkt (ab NF St. 19) hochgefahren wird. Denkt man
in dieser Richtung weiter, konnte bei einer Uberexpression von SREBP2 im Embryo nun dieser Effekt
potenziert werden. D.h. die SREBP2-Uberexpression fiihrt méglicherweise zu einer unphysiologischen
Cholesterin-Eigenproduktion und zusétzlich zu den Reserven von der Mutter wird dem Embryo damit
zu viel Cholesterin zur Verfligung gestellt. In transgenen Méusen welche eine dominant-positive Form
von SREBP2 in Leber und adipésen Gewebe exprimieren, konnte gezeigt werden, dass die mRNA “s fiir
Cholesterinbiosyntheseenzyme stark erhoht waren (Horton et al., 1998). Die Leber der transgenen Méuse
zeigten einen 28-fachen Anstieg in der Cholesterinsyntheserate. Moglicherweise tibersteigt die erhohte

Cholesterinkonzentration in den Xenopus-Embryonen toxische Werte fiir die Zelle, wie die vermehrt
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auftretenden apoptotischen Zellen in den Apoptoseanalysen zeigen. Zuséatzlich kann man davon ausgehen,
dass durch das Hochfahren der Synthese unnétig viel ATP verbraucht, was aber fiir das Zellwachstum
benotigt wird. Dieser gestorte Energiestoffwechsel kann auch die schlecht wachsenden Zellen/Embryonen
erkldaren. Ein gegensétzlicher Gedankenansatz wére, dass aufgrund der raschen Zellteilungen gerade in
frithen Embryostadien (ca. aller 30-40 Minuten bei 14 °C) ein vermehrter Bedarf an Cholesterin als
Membranbaustein besteht. An der ER-Membran wird infolge der SREBP2-Uberexpression dieses vermehrt
synthetisiert. Dadurch wird dem Organismus signalisiert, wie unter cholesterinreduzierten Bedingungen,
dass die Zelle Cholesterin bendtigt. D.h. das synthetisierte SREBP2 wiirde seiner Bestimmung folgend in
den Kern transportiert werden um dort als Transkriptionsfaktor die Cholesterinneusynthese hochzufahren.
SREBP2 ist aber moglicherweise aufgrund der raschen Zellteilungen nicht in der Lage, schnell genug in den
Zellkern zu gelangen. Der Korper wiirde trotz Uberangebot an SREBP, , cholesterinuntervorsorgt® bleiben.
Das hétte wiederum eine Verzogerung der eigenen Cholesterinbiosynthese des Embryos zur Folge. Weiterhin
konnte man spekulieren, dass die Zelle Cholesterin-unterversorgt bliebe, weil die Translationsmaschinerie
aufgrund der Uberexpression iiberlastet ist. Damit wiirde zwar geniigend SREBP2 mRNA zur Verfiigung
stehen, aber nicht geniigend Ribosomen.

Noch vor einigen Jahren bestand das Hauptproblem bei der Analyse der Genfunktion wéihrend der
Xenopus Entwicklung darin, dass die Genexpression nicht zeitlich kontrolliert werden konnte. 1995 gelang
es Kolm und Sive (Kolm & Sive, 1995) ein hormon-induzierbares Fusionsprotein zu generieren, welches
in zeitlich kontrollierter Weise die Induktion der Genexpression erlaubt. Um dem massiven Absterben
der Embryonen bei Uberexpression von SREBP2 im Gastrulastadium entgegen zu wirken und somit die
SREBP2-Aktivitéit besser kontrollieren zu kénnen, wurden Hormon-induzierbare Fusionsproteine generiert.
Bei diesen Hormon-induzierbaren Konstrukten (SREBP2-VP16-GR, SREBP2-EngR-GR und SREBP2-GR)
konnte die Proteinexpression im TnT-Test nachgewiesen werden (Abbildung 3.21), sodass die entsprechende
mRNA anschlielend in vivo injiziert wurde. Zum Induzieren des Systems wurde Dexamethason eingesetzt,
von dem bekannt ist, dass es keinen erkennbaren Effekt auf die Xenopus Entwicklung hat (Gammill &
Sive, 1997). Die Zugabe von Dexamethason im NF Stadium 11,5 erméglichte das Hochfahren der SREBP2
abhédngigen Proteinexpression ungefahr drei Stadien nach der Zugabe in das Embryomedium. Dadurch
konnte das tiberméfliige Absterben der Embryonen wihrend der Gastrulation reduziert werden.
Weiterhin ermoglicht das hormoninduzierbare System, potenzielle Zielgene von Xenopus SREBP2 zu
identifizieren. Bisher sind in der Maus tiber 30 Zielgene fir SREBP bekannt (Horton et al., 2003), die
unter anderem eine Rolle wihrend der Cholesterinsynthese- und Aufnahme, im Sterolmetabolismus sowie
bei der Fettsédure-, Triglycerid- und der Phospholipidsynthese haben. In dieser Arbeit wurden drei dieser
Zielgene — INSIG1, HMGCOAR und LDL — sowie die Gene Sox3 und Xbra daraufthin iiberpriift, ob sie
Zielgene von SREBP2 im Xenopus System sind. Als Versuchssystem boten sich animale Gewebeexplantate
an. Dabei handelt es sich um embryonale Xenopus-Blastulazellen die als undifferenzierte Zellen die
Charakteristika von embryonalen Stammzellen besitzen und sich durch ihre Pluripotenz auszeichnen. In den
animalen Kappenexperimenten wurde nach Uberexpression von SREBP2 die Induktion von potenziellen
Zielgenen durch RT-PCR sichtbar gemacht. Dabei bestétigte sich, dass Sox3 zwar als ektodermaler
Marker Expression zeigt, allerdings nicht durch SREBP2 reguliert wird. Im Gegenzug dazu, zeigt Xbra
als mesodermaler Marker, wie zu erwarten, keine Expression in den ektodermalen Gewebeexplantaten.
Von den ausgewéhlten Genen der Cholesterinbiosynthese sind folgende potenzielle Xenopus SREBP2
Zielgene, die hochreguliert werden: HMGCoA-Reduktase, LDL und INSIG1 (Abbildung 3.27). Diese
Ergebnisse erweitern die publizierten potenziellen Zielgene auch fiir das Xenopus-System. Ob die drei
Gene, HMGCoAR, LDL und INSIG1 direkte oder indirekte Zielgene von Xenopus SREBP2 sind, bleibt
bislang allerdings ungeklart. Zur Beantwortung dieser Fragestellung kénnte in zukinftigen animalen
Kappenexperimenten Cycloheximid als Hemmer der Proteintranslation eingesetzt werden. Von diesem ist
bekannt, dass es ab dem Zeitpunkt der Zugabe in das Embryomedium nachweislich die Proteinbiosynthese
hemmt. Alle nachweisbaren Transkripte in der RT-PCR wiéren dann auf eine direkte Regulation durch
SREBP2 zuriickzufithren.
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4.5 Expression von SREBP2, INSIG1 und INSIG2 in HeLa-
Zellen

4.5.1 Lokalisierung und Dimerisierung von SREBP

Zur naheren Analyse des SREB-Proteins und seinen Doménen, wurden der gesamte offene Leserahmen,
verkiirzte Varianten des N-terminalen Teiles von SREBP (SREBP2aa311/430) sowie Deletionskonstrukte
von SREBP2 kloniert (Abschnitt A.2). Diese zeigen im 4n vitro Transkription und Translationsassay eine
erfolgreiche Proteinexpression (Abbildung 3.21). Auch die INSIG-Proteine konnten mit diesem System
erfolgreich nachgewiesen werden (Abbildung 3.21). Somit kénnen die Konstrukte in weiterfithrenden
Experimenten in der Immunfluoreszenz eingesetzt werden.

Eine wichtige Fragestellung war, ob es moglich ist Xenopus-SREBP2 sowie die Xenopus-INSIGs im
humanen System (HeLa-Zellen) sowie in der Ratte (B35-Zellen) zu exprimieren. Es zeigte sich, dass alle
generierten Xenopus Konstrukte in HeLa-Zellen (Mensch) sowie in B35-Zellen (Ratte) exprimiert werden
konnten und noch erstaunlicher, dass SREBP2 prozessiert wird. Das heifit, Xenopus-SREBP2 ist in der
Lage, alle fiir die Prozessierung notwendigen Komponenten (z. B. S1 und S2-Protease, Sec-Proteine usw.)
vom menschlichen System sowie der Ratte zu nutzen. Als Transkriptionsfaktor wirkend, muss SREBP2 in
den Zellkern translozieren um dort die Genexpression seiner Zielgene anzuschalten. Dieser Kerntransport
ist ein wichtiger Schritt in der Kontrolle der Proteinbiosynthese in eukaryontischen Zellen und bedarf einer
Serie von fein choreographierten Protein-Protein Wechselwirkungen (Weis, 2003). Gerade als Antwort
auf extrazelluldre Signale oder intrazellulire Verdnderungen, miissen viele Transkriptionsfaktoren, wie
SREBPs, oder ihre Co-Faktoren in den Zellkern gelangen um die Expression ihrer Zielgene zu kontrollieren.
Da SREB-Proteinen ein Standard-Erkennungssignal fiir den Kerntransport fehlt, wird der nukleére
Transport durch das Transportprotein Importin-3 vermittelt. Importin-5 Proteine binden ihre Ladung im
Cytoplasma und kénnen mit dem nuklearen Kernkomplex interagieren und durch diesen in den Zellkern
gelangen (Alberts et al., 2002). Fiir die Bindung von Importin-5 mit SREBP2 ist eine direkte Interaktion
der SREBP2 bHLHZ-Doméne, welche sich im cytosolischen N-terminalen Teil befindet (Abbildung 1.4),
mit Importin-f von Néten (Lee et al., 2003). In Korrelation mit den Literaturdaten (Lee et al., 2003) zeigte
sich in den Lokalisationsstudien dieser Arbeit, dass der N-terminale SREBP2aa430 Teil in den Zellkern
translozieren kann (Abbildung 3.28, Zeile 2; Abbildung 3.29, Zeile 5; Abbildung 3.30, Zeile 5). Diesem
N-terminalen Teil von SREBP2 fehlt die C-terminale Doméne, die fiir die regulatorische Funktion und die
ER-Membranverankerung zusténdig ist. Sie besitzt aber die bHLHZ-Doméne, die fiir den Kerntransport
essenziell ist (Lee et al., 2003). Wie in vivo Studien in Xenopus zeigen wirkt auch die verkiirzte Variante
SREBP2aa430 als Transkriptionsfaktor (Abbildung 3.26), sodass davon ausgegangen werden kann, dass
diese Proteinfunktion (Prozessierung und Regulierung) durch die Verkiirzung relativ unbeeinflusst bleibt.
Die Co-Transfektion von zwei Xenopus-SREBP2aa430 Konstrukten zeigte, dass beide Proteine im Zellkern
lokalisiert werden konnten. Zusétzlich konnte Venusfluoreszenz nachgewiesen werden, was bedeutet, dass
beide Proteine miteinander interagieren (Abbildung 3.29, Zeile 1). Diese Beobachtung deckt sich mit
Daten von Nagoshi & Yoneda, 2001, welche beschreiben, dass der Kerntransport eine Dimerisierung von
SREBP2 voraussetzt. Die Autoren beschreiben weiterhin, dass Importin-3 direkt mit der dimerisierten
SREBP2 bHLHZ Region interagiert (Nagoshi & Yoneda, 2001; Nagoshi et al., 1999). Interessant in
diesem Zusammenhang ist, dass der Kerntransport scheinbar auch nur mit einem intakten SREBP2aa430
erfolgen kann. Das zeigen die durchgefiihrten Co-Transfektionen in dieser Arbeit, bei denen SREBP2aa430
mit unterschiedlichen Konstrukten denen der Bereich der Importin-5 Bindung fehlte bzw. mutiert war,
co-transfiziert wurde. Diese mutierten Konstrukte unterscheiden sich dahingehend, dass bei der verkiirzten
Variante SREBP2aa311 der bHLHZ-Bereich fehlt (Abbildung 3.29, A2) und bei der SREBP2aa430A331-
356-Variante die Aminoséduren 331-356 im Bereich des HLH deletiert wurden (Abbildung 3.29, A1). Bei
beiden Co-Transfektionen, konnte die Lokalisation sowie Interaktion im Zellkern nachgewiesen werden
(Abbildung 3.29, Zeile 2 und 3; Abbildung 3.30, Zeile 2). Auch bei der Co-Transfektion von SREBP2aa430
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mit SREBP2aa430 SSNT (Abbildung 3.30, A) konnte die Interaktion nachgewiesen werden (Abbildung 3.30,
Zeile 4). Bei dem SREBP2aa430 SSNT-Konstrukt wurde bei dem Aminosédureaustausch darauf Bezug
genommen, dass die Bindung von Importin-3 mit SREBP2 hauptséchlich durch hydrophobe Interaktionen
vermittelt wird (Nagoshi et al., 1999), die den entstehenden Bindungskomplex stabilisieren (Lee et al., 2003).
Dabei wurde von den vier ausgewéhlten Aminoséduren YYLV (Abbildung 3.30, A) die feste Bindung durch
die aromatischen Ringe des Tyrosins verursacht (Lee et al., 2003). Die Co-Transfektion von zwei deletierten
SREBP2aa430A331-356-Varianten, die nicht im Zellkern nachgewiesen werden konnten (Abbildung 3.29,
Zeile 4), bestitigten das SREBP2 nicht in der Lage ist in den Zellkern zu gelangen, sobald der Bereich
der Importin-5 Bindung gestort ist. Abbildung 4.1 zeigt in einem Modell das Interaktionsverhalten
unterschiedlicher SREBP2-Varianten.
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Abbildung 4.1: Modellhafte Darstellung des Interaktionsverhaltens unterschiedlicher SREBP2- Varianten
und ihre Lokalisation in der Zelle. Bei der Co-Transfektion von 1) zwei SREBPaa430-Wildtypen kommt es zur
Dimerisierung und Interaktion (reprisentiert durch Venusfluoreszenz, griin) im Zellkern; 2) SREBP2aa430 mit SREBP2aa311,
welches keine Importin-3 Region besitzt, kann durch den Wildtyp in den Kern transportiert werden; 3) SREBP2aa430
mit SREBP2aa430A331-356, dem die Aminosduren 331-356 im Bereich des HLH deletiert wurden interagieren und zeigen
Kernprisenz; 4) SREBP2aa430A331-356 mit SREBP2aa430 SSNT, bei dem vier Aminosduren im Bereich des Zipper
ausgetauscht wurden, kénnen nicht in den Zellkern translozieren und verbleiben im Cytoplasma; 5) zwei SREBP2aa430A331—
356 konnen nicht in den Zellkern translozieren zeigen aber Interaktion im Cytoplasma.

Es konnte innerhalb dieser Studie gezeigt werden, dass beim Xenopus-SREBP2, die fiir den Kerntransport

notige Erkennung im Bereich des bHLHZ liegen muss. Zusétzlich konnte die Information gewonnen werden,
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dass ein Wildtyp-Dimermolekiil ausreicht um seinen in der bHLHZ-Region mutierten Dimerpartner mit in
den Kern zu transportieren. Moglicherweise wird das in der bHLHZ-Region mutierte SREBP2-Protein
durch einen zusétzlichen Interaktionsbereich mit dem ersten intakten Wildtyp-Protein, mit in den Kern

transportiert.

4.5.2 Lokalisierung und Dimerisierung von INSIG

Innerhalb dieser Studie sollte die Lokalisierung von Xenopus-INSIG Proteine in HeLa-Zellen gezeigt
und beschrieben werden. In den ausgefiihrten Lokalisationsstudien konnte gezeigt werden, dass Xenopus
INSIG1 und INSIG2 netzartig um den Zellkern lokalisiert sind. Diese retikulére Expression findet man
bei ER-assoziierten Proteinen (Abbildung 3.31), was auf eine ER-Assoziation- bzw. Integration der
Xenopus-INSIG Proteine hindeutet. Dieses netzartige Expressionsmuster ist durch die Morphologie des
ER erklarbar, welches mit seinem weit verzweigten Netzwerk aus Rohren und Zisternen das Cytoplasma
durchspannt. Das bestétigen Arbeiten, die auch zeigten, dass die beiden INSIG Proteine die ER-Membran
mit 6 Transmembranhelices durchspannen und somit tief im ER verankert vorliegen (Feramisco et al.,
2004; Goldstein et al., 2006). In weiterfithrenden Experimenten dieser Arbeit, wurden die beiden INSIG-
Proteine jeweils in Kombination miteinander oder INSIG1 bzw. INSIG2 doppelt transfiziert. Dabei zeigt
sich erstaunlicherweise, dass sowohl INSIG1 mit INSIG1 (Abbildung 3.32, Zeile 2) als auch INSIG2
mit INSIG2 (Abbildung 3.32, Zeile 3) miteinander am ER interagieren, indem sie Homomere bilden.
Auch die Co-Transfektion von INSIG1 mit INSIG2 zeigt Interaktion am ER (Abbildung 3.32, Zeile
4). Diese gewonnenen Daten konnten zusétzlich durch Immunprézipitationsversuche bestéarkt werden
(Abbildung 3.33). Radhakrishnan postulierte 2007 erstmalig tiber eine Dimerisierung von INSIG2 in FOS-
Cholinel3 Micellen (Radhakrishnan et al., 2007). Bislang ist iiber den Grund der Zusammenlagerung der
INSIG-Proteine wenig bekannt, es wird aber spekuliert, dass durch diese Bindung ein mutiertes inaktives
INSIG mit seinem endogenen Aquivalent ein aktiven Komplex bilden kann, welcher die Sterin-induzierte
Bindung an SCAP ermoglicht (Lee & DeBose-Boyd, 2010).

4.6 INSIG1 und INSIG2 Proteine sind in der Lage cholesterin-
abhangig auch die N-terminale Variante von SREBP2 am

ER zurickzuhalten

Eine wichtige Fragestellung beschéftigte sich damit, ob sich Xenopus-SREBP2 bei Co-Transfektion mit
den INSIGs in seiner Lokalisation wie das humane SREBP2 verhélt. Zur Beantwortung wurden Co-
Transfektionen mit HeLa-Zellen durchgefiihrt und die Lokalisation von SREBP2 in der Zelle beschrieben.
Es zeigte sich, dass sich Xenopus-SREBP2 in seiner Lokalisation analog der humanen SREBP2-Form
verhélt. Diese Lokalisation ist mit der beschriebenen regulatorischen Funktion von SREBP im humanen
System erklarbar (Brown & Goldstein, 1997). Vom Mensch ist bekannt, dass die Interaktion zwischen
SREBP und INSIG das Bindeglied SCAP erfordert. Weiter ist in der Literatur beschrieben, dass dieser
am ER liegende SREBP-SCAP Komplex sich durch die Interaktion des SREBP C-Terminus mit dem
C-Terminus von SCAP bildet (Sakai et al., 1997). Die Co-Immunfluoreszenz von Xenopus-SREBP2 mit
INSIG2 bestétigte, dass auch bei den Xenopus-Varianten eine cholesterinabhéngige Interaktion stattfinden
muss, da SREBP2 auflerhalb des Zellkerns lokalisiert werden konnte (Abbildung 3.34, Zeile 1). Befindet
sich die Zelle hingegen unter cholesterinverarmten Bedingungen, kann der transkriptionsaktive Teil von
SREBP in den Zellkern translozieren und ist demzufolge dort nachweisbar.

Neu zeigte sich die Co-Transfektion von den INSIGs mit der verkiirzten N-terminalen Xenopus-Variante
SREBP22aa430. In diesen Co-Transfektionen von SREBP2aa430 mit INSIG1 (Abbildung 3.34, Zeile 3) bzw.
mit INSIG2 (Abbildung 3.34, Zeile 4) wurde SREBP2aa430 auflerhalb des Zellkerns im Cytoplasma/ER
lokalisiert. Vergleicht man die Lokalisation von den INSIGs mit SREBP2aa430 in diesen Zelltransfektions-
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experimenten, dann zeigt SREBP2aa430 das gleiche netzartige Expressionsmuster wie die INSIG-Proteine,
was fiir eine Lokalisation von SREBPaa430 am ER spricht (Abbildung 3.34). Das ist interessant, denn
dieser kurzen SREBP2-Form fehlt der C-Terminus, welcher mafigeblich fiir die Interaktion mit SCAP
zustandig ist (Sakai et al., 1997). Mit der verkiirzten Variante SREBP2aa311 bzw. SREBP2aa430, wére
somit die C-terminale Interaktion mit SCAP nicht mehr moglich.

Die aufgrund der beobachteten Effekte in den Zelllokalisationsexperimenten durchgefiihrten Immunprézipi-
tationsversuche, bestéatigten diese Beobachtungen. Auch hier wurde eine Komplexbildung der N-terminalen
SREBP2-Variante mit den INSIGs festgestellt (Abbildung 3.35). Weiterhin zeigt sich, dass diese Interaktion
cholesterinabhéngig ist (Abbildung 3.35). Neu im Zusammenhang der cholesterinabhéingigen Regulation
ist die N-terminal vermittelte Interaktion von SREBP2 mit den INSIGs (Abbildung 3.35). Die Immun-
préazipitationsexperimente unter niedrigen Cholesterinbedingungen wiesen eine schwéchere Interaktion
von INSIG1 mit SREBP2aa311 auf (Abbildung 3.35, Spalte 2), als unter hohen Cholesterinbedingungen
(Abbildung 3.35, Spalte 1). Cholesterinreduzierte Bedingungen wurden durch die Kultivierung der Zellen
in serumfreiem Medium erreicht. Diese reduzierten Bedingungen bewirken, dass die Zellen nicht mit ausrei-
chend Cholesterin versorgt werden. Somit miissen sich die schnell wachsenden und teilenden HeLa-Zellen
auf eine gesteigerte de novo Synthese umstellen. Daraus resultiert, dass SREBP um diesen Neubedarf an
Cholesterin decken zu kénnen, in den Zellkern transportiert wird, um dort als Transkriptionsfaktor Gene
der Cholesterinbiosynthese anzuschalten. Das wiirde die verminderte Bindung von SREBP an INSIG
erklaren, welche als Retentionsfaktoren unter Sterin-induzierten Bedingungen fiir die Riickhaltung von
SREBP am ER zustdndig sind. Im Gegenzug konnte unter hohen Cholesterinbedingungen im Medium
(mit FCS) eine verstdrkte Bindung von SREBP an INSIG1 beobachtet werden.

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die in den Immunprézipitationsversuchen nachgewiesene
Interaktion vermutlich nicht nur zwischen INSIG1 mit SREBP2aa311 ablauft (Abbildung 3.35), sondern
auch eine Interaktion zwischen INSIG2 mit SREBP2aa311 stattfindet.

Die Interaktion konnte nicht nur fiir die Variante SREBP2aa430, sondern auch fiir SREBP2aa311 mit den
INSIGs in Immunprézipitationsversuchen nachgewiesen werden (Abbildung 3.35). Damit kann der Amino-
sdurebereich 311-430 von SREBP2, welcher auch die bHLHZ-Region beinhaltet, als Interaktionsdoméne
ausgeschlossen werden.

Die in der Immunfluoreszenz und den Immunprézipitationsversuchen beobachtete Interaktion von SREBP
mit den INSIG Proteinen lasst bisher noch keine Aussage zu, ob es sich dabei um eine direkte oder indirekte
Interaktion handelt. Allerdings ist die Wahrscheinlichkeit, dass SCAP als Bindeglied zwischen SREBP und
INSIG dient recht gro$, da die beobachtete N-terminal vermittelte Interaktion von SREBP2aa311/430 dem
gleichen cholesterinabhéngigen System folgt, wie fiir den Wildtyp von SREBP2 (gesamter Leserahmen)
publiziert wurde (Brown & Goldstein, 1997).

Vor dieser Beobachtung wére in zukiinftigen Untersuchungen eine weitere Eingrenzung der N-terminalen
Interaktionsdoméne interessant. Auflerdem koénnte versucht werden, weitere Interaktionspartner von
SREBP zu identifizieren, beispielsweise mit Pulldown mit Immunpréazipitation, Massenspektrometrie,

Gelfiltationschromatografie zur Analyse der Komplexgroen.
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Kapitel 5
Zusammenfassung

Die Regulation der Cholesterinbiosynthese erfolgt in der Zelle iiber einen streng regulierten Feedbackme-
chanismus, der {iber das Zusammenspiel verschiedener Faktoren erméglicht wird. Zwei wichtige Gruppen
stellen dabei (a) die sterol requlatory element binding proteins (SREBPs) dar, die als Transkriptionsfakto-
ren die Sterolbiosynthese auf transkriptioneller Ebene steuern und (b) insulin-induced genes (INSIGs), die
fiir die Riickhaltung von SREBPs am ER, unter Sterol-induzierten Bedingungen zustédndig sind. Bisherige
Arbeiten haben in Zellkulturversuchen und an Modellorganismen wie Fadenwurm, Fruchtfliege sowie im
Saugersystem die Regulation der Cholesterinbiosynthese erforscht, allerdings ist bisher wenig {iber die

Rolle von den Komponenten des Regulationsprozesses wihrend der Embryonalentwicklung bekannt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der siidafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis als Modellor-
ganismus ausgewéhlt, um die in dem Cholesterinregulationsprozess involvierten Faktoren SREBP2 sowie
INSIG1 und INSIG2 aus entwicklungsbiologischer Sicht zu untersuchen und zu charakterisieren. Zeitliche
Expressionsanalysen zeigten, dass alle drei Gene maternal exprimiert werden. Weiterhin wurden Transkrip-
te wahrend der Gastrulation, der spaten Neurulation und der gesamten Organogenese nachgewiesen. Die
rdumliche Expression zeigte in der frithen Embryonalentwicklung eine ubiquitdre Verteilung in Blastulasta-
dien. Mit fortschreitender Embryonalentwicklung wurden Expressionsterritorien im Neuralrohr sowie dem
Bereich des prasumtiven Kopfes lokalisiert. Im adulten Frosch, wurde im Gegensatz zum Froschembryo, in

allen untersuchten Organen und Geweben ein ubiquitédres Verteilungsmuster nachgewiesen.

Fir Funktionsverluststudien, wurde die Protein-Expression durch die Injektion eines SREBP2 sowie fiir die
INSIGs spezifischen antisense Oligonukleotid-Morpholinos inhibiert. Dabei zeigte sich, dass SREBP2 sowie
INSIG1 und INSIG2 wihrend der Induktion der Neurogenese (am Beispiel von XSox3) weder notwendig
noch hinreichend sind. Mit fortschreitender Neurogenese hat der Funktionsverlust der drei untersuchten
Gene schwerwiegende Folgen, wie die supprimierte Expression des Oligodendrozytenmarkers Olig3 und

des neuralen Differenzierungsmarkers N-Tubulin zeigte.

Bei Uberexpression von SREBP2 reagierten die Embryonen sensitiv, was durch ein massives Absterben
bemerkbar wurde. Die iiberlebenden Embryonen zeigten reduzierte Kopfstrukturen sowie gekriimmte
Finnen zur injizierten Seite. Zur Klarung der Frage, durch welche zelluldren Prozesse dieser Phénotyp ver-
ursacht wird, wurden Apoptose- und Proliferationsanalysen durchgefiihrt. Die Analysen ergaben vermehrte
Apoptosevorginge auf der SREBP2-injizierten Seite. Weitere SREBP2-Funktionsverluststudien mit den
Markern En2 (Grenze Mittelhirn/Hinterhirn) und Krox20 (Hinterhirn) zeigten, dass die Gehirnentwicklung
gestort ist.

Wie in der Literatur fiir andere Modellorganismen beschrieben, konnte auch im Xenopus-System festgestellt
werden, dass SREBP2 als Transkriptionsaktivator fungiert. Auf dieser Erkenntnis aufbauend wurden
durch animale Kappenexperimente mit anschlieBenden RT-PCR, Analysen die putativen SREBP2 Zielgene
INSIG1, LDLR und HMGCoAR gefunden. In weiterfithrenden Experimenten kann verifiziert werden, ob
es sich dabei um direkte oder indirekte Zielgene von SREBP2 handelt.



5. ZUSAMMENFASSUNG

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit die subzelluldre Lokalisation als auch das Interaktionsverhalten
der drei untersuchten Proteine in Hela-Zelltransfektionsexperimenten untersucht. Alle Xenopus-Konstrukte
konnten im menschlichen System exprimiert und prozessiert werden. In Einzeltransfektionen der Xeno-
pus-INSIG Konstrukte konnte eine retikuldre Expression dieser Proteine am ER nachgewiesen werden.
Weiterhin zeigen die BiFC-Immunfluoreszenz- sowie die Immunprézipitationsversuche, dass Xenopus-
INSIG-Proteine sowohl Homo-als auch Heteromere miteinander bilden kénnen.

Die Einzeltransfektion von Xenopus-SREBP2 zeigte in den HeLa-Zellen eine Lokalisation sowohl im
Cytoplasma als auch im Zellkern und verhielt sich somit wie fiir die humane Form beschrieben. Bei
den verkiirzten Varianten SREBP2aa311 und SREBP2aa430 konnte die Lokalisation ausschliellich im
Zellkern nachgewiesen werden. Durch BiFC-Analysen konnte weiterhin gezeigt werden, dass SREBP2
Proteine miteinander interagieren. Dabei zeigte sich interessanterweise, dass fiir die in der Literatur
beschriebene bendétigte Dimerisierung fiir den Zellkerntransport nur ein SREBP2 (SREBP2aa430) eine
funktionsfdhige SREBP-SREBP-Interaktionsdoméne aufweisen muss. Dieses SREBP2aa430 kann seinen
deletierten Partner mit in den Zellkern transportieren. Dies zeigten Daten mit drei verschiedenen in der
HLHZ-Region mutierten SREBP2-Varianten.

Absolut neu stellen sich die Ergebnisse innerhalb der Immunfluoreszenzstudien bei Co-Transfektion von
SREBP22aa430 und SREBP2aa311 mit INSIG1 oder INSIG2 dar. Hier zeigt sich erstaunlicherweise, obwohl
dem eingesetzten SREBP2aa311 sowie dem SREBP2aa430 Konstrukt die in der Literatur beschriebene
C-terminale Interaktionsdoméne fiir SCAP und somit auch fiir die INSIGs fehlt, eine Interaktion der
Proteine. Diese Beobachtungen konnten in den darauf durchgefithrten Immunprézipitationsversuchen
bestétigt werden. Aulerdem zeigte sich, dass diese Interaktion abhéngig vom zellulidren Cholesteringehalt
ist. Aufgrund der nachgewiesenen Interaktion zwischen SREBP2aa311 als auch SREBP2aa430 mit beiden

INSIG-Proteinen, konnte dieser Bereich als Interaktionsdoméne ausgeschlossen werden.
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Anhang A

Anhang

A.1 Nukleotid- und Aminosiauresequenzen

Al1l
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atg
M

Caa
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gaa
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cag
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G
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Abbildung A.1: Nukleotid- und Aminosduresequenz des offenen Leserahmens von Xenopus SREBP2 Die aus
der Nukleotidsequenz (N) abgeleitete Aminosiduresequenz ist jeweils unterhalb der einzelnen Nukleotidsequenz-Zeile dargestellt.
Die Zahlen am Ende jeder Zeile geben die Position (Pos.) des jeweils letzten Nukleotids des betreffenden Tripletts an. In
grin ist das Startcodon angegeben. Das Stopcodon ist rot dargestellt.
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Abbildung A.2: Nukleotid- und Aminosduresequenz des offenen Leserahmens von Xenopus INSIG1. Die aus der
Nukleotidsequenz (N) abgeleitete Aminosduresequenz ist jeweils unterhalb der einzelnen Nukleotidsequenz-Zeile dargestellt.
Die Zahlen geben die Position (Pos.) des jeweils letzten Nukleotids des betreffenden Tripletts an. In griin ist das Startcodon
angegeben. Das Stopcodon ist rot dargestellt.
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A.1.3 Darstellung der Nukleotid- und Aminosauresequenz von Xenopus IN-
SIG2

N.: atg ggc gac aga gag aat gta tca tac gga tct cgg ccg atc cta gcc cag aag atg aac ctt cta ctc cga ggg ttt ctc ctc ttc ctec 9(
AS.: M G D R E N v S Y G S R P I L A Q K M N L L L R G

att ggg gtc ttc ctg gct ttg gtg ttg aac ttg ctg cag gtg cag agg aat gtc acc cta ttt ccc cca gat gtg ctt tcec agt ctc ttc 18(
G L v L L L Q v Q R N v T L F P P D v L S S L F

tct tcg gect tgg tgg gtg cca ctg tgt tgt ggc acg gct gcg gecg Get att gga ctc ctg tac ccc tge atc gac agg cac ctt ggc gag 27¢C
W w C G A G L L Y P C I D R G E

cca cac aag ttt aag agg gag tgg tca agt gtc atg cgt tgt gtg gca gtg ttt gta ggc ata aat cat gcc agc gca aaa gtg gac ttt 36
R E w S \Y M R C v A v F v G I N H A S A K v D F

gcc aac aac atg cag ctc tcg ctc acc ctg gct gct ctt tcg att ggc ctg tgg tgg aca ttt gac cgg tct cgg agt ggc cta ggg ctt 45(
A N N M Q L S L T L A A L S I G W W T F D R R S G G

gga att gga att tcc ttt ttt gct acg ctc gte tct cag ctt ctg gtg tat aat gga gtg tat gaa tac act gct cca gat ttc ctt tat 54¢(
G I G I S F F A T L v S Q L L v Y N G v Y E Y T A P D F L Y

gtg cgt tct tgg ctt cca tgc ata ttc ttt gct ggg gga att act atg gga aat att ggt cga cag ctg gaa atg tac gag cga aag gcc 63(
v R S W L P C I F F A G G I T M G N I G R Q L E M Y E R K A

ctt gta gag aaa tca cac cgg gat tga 657
L v E K S H R D *

Abbildung A.3: Nukleotid- und Aminosduresequenz des offenen Leserahmens von Xenopus INSIG2. Die aus der
Nukleotidsequenz (N) abgeleitete Aminoséuresequenz ist jeweils unterhalb der einzelnen Nukleotidsequenz-Zeile dargestellt.
Die Zahlen geben die Position (Pos.) des jeweils letzten Nukleotids des betreffenden Tripletts an. In griin ist das Startcodon
angegeben. Das Stopcodon ist rot dargestellt.

A.2 Verwendete Konstrukte

Tabelle A.1: Liste der Konstrukte fiir whole mount sn situ Hybridisierung; 'Klisch et al., 2006; 2Wu et al., 2009.

Konstrukte Restriktions- RNA-
enzym Polymerase
Deltal ! Xhol T7
Delta2 ! Sphl Spb6
Notch-ICD * Clal Sp6
N-Tubulin BamHI T3
Olig3 EcoRI T7
Pax6 Notl T7
Six3 Notl T7
Sox3 BamHI T7
Xngnrl BamHI T3
Xbra Bglll T7
Rx1 2 Xhol Sp6
En2 2 Xbal T3
Krox20 2 EcoR1 T7

Tabelle A.2: Liste der pCS2+ Plasmide, V = Vektor; I = Insert; * = Stilllegung interne EcoRlI-site Pos. 1171; *Wu et al.,
2009.

Konstrukte PCR- Ausgangs- Ligation iiber
Primer plasmid Schnittstellen
5¢ und 3¢
SREBP2-GR 1 und 2 Rx3-L-GR~4 (V) und 9D5 (I) Xbal/Xhol
SREBP2-VP16-GR 9E5 (V) und 9D5 (I) EcoRI/Xhol
SREBP2-EngR-GR 3 und 4 16C4 (V) und B12C7 (I) Xhol
SREBP2aal-430 5 und 6 16C7 (V) und 6H7 (I) EcoRI/Xhol,*
SREBP2aa9-430 7 und 6 16C7 (V) und 6H7 (I) EcoRI/Xhol,*
Myc-SREBP2aa430 5 und 6 16C8 (V) und 6H7 (I) EcoRI/Xhol,*
Myc-SREBP2aa311 29 und 30 | 12E7 EcoRI/Xhol *
5'UTR-INSIG1-myc 8 und 9 16C8 (V) und 2G7 (I) BamHI/BamHI
Myc-INSIG1 10 und 11 | 16C8 (V) und 2G7 (I) EcoRI/Xhol
Myc-INSIG2 12 und 13 | 16C8 (V) und EcoRI/Xhol
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Myc-SREBP2aa430 SSNT
NLS-SREBP2aa430 SSNT
NLS-SREBP2aa430
pCS2+

Myc-pCS2+

NLS-pCS2+
Rx3-L-EngR9 !
Rx3m-Vp16-GRm !

INSIG2-pCMVSport6 (I)
16C7 (V) und 15F4 (I)
14 und 15 | 9D6

5 und 6 16B2 (V) und 6HT7 (I)
16C7

16C8

16B2

EcoRI/Xhol,*
*

EcoRI/Xhol,*

Rx3-L-GR-4 !
Tabelle A.3: Liste der pCMV-Sport6 Plasmide, V = Vektor; I = Insert.
Konstrukte Ausgangs- Ligation iiber
plasmid Schnittstellen
5¢ und 3¢
SREBP2aal096 6H7
INSIG2-eGFP 2G7 (V) und 15C2 (I) EcoRI/Notl
INSIG1 2G7
Tabelle A.4: Liste der eGFP Plasmide, V = Vektor; I = Insert.
Konstrukte PCR- Ausgangs- Ligation iiber
Primer plasmid Schnittstellen
5¢ und 3¢
INSIG2-eGFP 12 und 16 | 16D4 (V) und EcoRI/BamHI

INSIG2-pCMVSport6 (I)

peGFP-N 16D4
Tabelle A.5: Liste der Cherry Plasmide, V = Vektor; I =Insert.

Konstrukte PCR- Ausgangs- Ligation iiber

Primer plasmid Schnittstellen

5¢ und 3¢

Calnexin 17 und 18 | 16D2 (V) und XL-cDNA St. 35 EcoRI/BamHI
SREBP2aal096 19 und 20 | 16D2 (V) und 6HT7 (I) BamHI/Xhol
pCherry-N 16D2

Tabelle A.6: Liste der pVenus-Transfektionsplasmide, V = Vektor; I =1Insert; 1 Weidemann et al., 2011.

Konstrukte

PCR- Ausgangs-
Primer plasmid

Ligation iiber
Schnittstellen
5¢ und 3¢

Venusl-GNE !
Venus2-GNE !

Venusl-
SREBP2aa430A331-356
Venus2-
SREBP2aa430A331-356
Venusl-SREBP2aa311

Venus1-INSIG1

Venus2-INSIG2

1.PCR: 19 und 21 | 16D6 (V)
2.PCR: 22 und 23 | und 6H7 (I)
1.PCR: 19 und 21 16D8
2.PCR: 22 und 23 | und 6H7

19 und 24 6D7 (V)

und 6H7 (I)
25 und 26 16D6 (V)

und 2G7 (I)
27 und 28 16D8 (V) und
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INSIG2-pCMV-Sport6 (I)

pVenusl-C ! 16D6
pVenus2-C ! 16D8
A.3 Primer

Tabelle A.7: Liste der generellen Oligonukleotide

Nr. | Sequenz der Primer in 5° — 3‘ Richtung
1 GGCCGCTCGAGAATCCTGGTAACAAAAC
2 GCTCTAGATCACTTTTGATGAAACAGAAGT
3 CCGCTCGAGGCCCTGGAGGATCGC
4 CCGCTCGAGCAGGGATCCCAGAGCAGA
5 CCGAATTCAATGGAAACATCGGGACTAGAG
6 CCCTCGAGCTTTTCATCATCTAACAAAGG
7 CCGAATTCAATGGAGACGCTGACGGAACTC
8 CGGGATCCATGCAAACGCTAGAGGAGCAC
9 CGGGATCCGTCGCCGTGTGTCTTTTCTG
10 CCGGAATTCAATGCAAACGCTAGAGGAGCACTGCTGGAGTTGC
11 CCGCTCGAGTTAGTCGCCGTGTGTCTTTTCTGAAGAACCCATTGC
12 CCGGAATTCAATGGGCGACAGAGAGAATGTATCATACGGATCTCGGCCG
13 CCGCTCGAGTCAATCCCGGTGTGATTTCTCTACAAGGGCCTTTCGC
14 GAAGGCCATTGATTCTATAAAATCCTTGCAACAAGTCAACC
15 GGTTGACTTGTTGCAAGGATTTTATAGAATCAATGGCCTTC
16 CGGGATCCCGATCCCGGTGTGATTTCTCTACAAGGGCC
17 CGGAATTCATGGATCTGAAATGCTTTCTGTTAGTGACTCTTCTGGTGC
18 CGGGATCCATCTCTTCGAAGTTTTCGATTTCTTGGAGATCTGTTTATAATTTCATCCTCC
19 CCGCTCGAGGATGGAAACATCGGGACTAGAG
20 CGGGATCCGGAGGCTGCCATAGCAGTG
21 CTGATTGGCTAGTTTTAAAGCCATGTTTTCCTGGGCGTCCGTGCCCATAACCAAGTCCTTGAGC
22 GCTCAAGGACTTGGTTATGGGCACGGACGCCCAGGAAAACATGGCTTTAAAACTAGCCAATCAG
23 CGGGATCCCTTTTCATCATCTAACAAAGGGCTCCC
24 CGGGATCCACGGTACCTTTTCTCTATTATGTTGTGTG
25 CGGAATTCCAAACGCTAGAGGAGCACTGCTGGAG
26 CGGGATCCGTCGCCGTGTGTCTTTTCTGAAGAACCC
27 CGGAATTCGGCGACAGAGAGAATGTATCATACGGATCTC
28 CGGGATCCATCCCGGTGTGATTTCTCTACAAGGGCC
29 GAGAAAAGGTACCGTTAATCTATCAACGAC
30 GTCGTTGATAGATTAACGGTACCTTTTCTC
Tabelle A.8: Liste der RT-PCR Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz der Primer in 5¢° — 3‘ Richtung
X-HMGR-1594-F TGCCAAACACATCCCAGCC
X-HMGR-1594-R AACCGGTCCACGAGTCATCC
H4-F CGGGATAACATTCAGGGTATCACT
H4-R ATCCATGGCGGTAACTGTCTTCCT
X-INSIG1-R ATCGAAGGTCCACCACAGTC
X-INSIG1-F GTGGGTGTTTTCCTTGCACT
X-INSIG2-F TTTGCTACGCTCGTCTCTCA
X-INSIG2-R CGCTTCTCCAGCTCTCTGTT
X-LDLR-F CTGGGGACAGACATGAGGAAC
X-LDLR-R GGATCGGGCACTTTCAACTAC
ODCI1-F GCCATTGTGAAGACTCTCTCCATTC
ODCI1-R TTCGGGTGATTCCTT
X-Sox3-F GCGCACATGAACGGCTGGACTA
X-Sox3-R GTGTGGGAGGTGATGGCTGGAG
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X-SREBP2-F TGCTGGCAACAAGATCTCAC
X-SREBP2-R TGCCATGGTGTACATTGCTT
Xbra-F GGATCGTTATCACCTCTG
Xbra-R GTGTAGTCTGTAGCAGCA

Antisense Morpholinos wurden iiber die Firma Gene-Tools geordert und zu einer Stammlésung von 1 mM

in HyO verdiinnt.

Tabelle A.9: Liste der Oligonukleotide fiir Morpholinos

Morpholino Sequenz der Oligonukleotide in 5 — 3‘ Richtung
Standard-M@ (Stand.-M@) CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA
SREBP2-M@ TGTTCTCTAGTCCCGATGTTTCCAT
INSIG1-M® ATTTGTTTACGACTGTATGGAACCA
INSIG2-M® ATGATACATTCTCTCTGTCGCCCAT
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