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Referat

Daslipoprotein receptor-related protein associated f@ia 1 (LRPAP1) ist ein intrazellulares
Protein, welches als Chaparon fir die Proteinfgitwumd den Rezeptortransport zur
Zelloberflache fur die Mitglieder der LDL-Rezeptanfilie verantwortlich ist. Zwei dieser
Mitglieder sind LRP5 und LRP6, welche als Schlisleshente des Wnt-Signalweges unter
anderem fur die Entwicklung und Differenzierung #erniere des<enopusvon Bedeutung
sind. Ein weiteres Mitglied ist Megalin, welches flie Bildung von Hirnstrukturen und die
richtige Funktion von Organsystemen (u.a. der Niexéhrend der Embryogenese eine
entscheidende Rolle spielt.

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von LRRARKahrend der Frihentwicklung des
Xenopus laevigu beschreiben. Zudem sollte die Frage beantwadeden, ob LRPAPL1 eine
essentielle Rolle in der Frihentwicklung der Voraispielt.

In RT-PCR-Studien konnte gezeigt werden, dass LRIPAP den Geweben aller drei
Keimblatter exprimiert wird, am starksten in derei, dem Gehirn und der Leber. Des
Weiteren konnten wir zeigen, dass LRPAP1-Trans&ripereits im unbefruchteten Ei
vorkommen. Diese maternalen Transkripte zeigtem Isis zum Beginn der Gastrulation. Erst
ab dem Embryonalstadium 15 wurden wieder vermeRRAP1-Transkripte synthetisiert.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrtan situ Hybridisierungen belegen eine scharf begrenzte
Expression von LRPAP1 innerhalb der Vorniere desameachsenderXenopus laevis
Embryos. Mit Hilfe von speziellen Nierensegmentneank welche von Reggiani et al. 2007
und Raciti et al. 2008 im Rahmen einer umfangreicli&enexpressionsanalyse von
Transportproteinen (sogenanmst@ute carrier slc) bestimmt wurden, konnte die Expression
von LRPAPL1 allen drei proximalen Vornierensegmerziggeordnet werden.

Im Rahmen eineftoss-of-functionUntersuchung wurde durch die Injektion vantisense
LRPAP1-Oligonukleotiden (sogenannte Morpholinose dProteinbiosynthese gehemmit.
Dabei zeigten sich im Vergleich zur Normalentwigtdguder Wildtypen weder Unterschiede
in der Morphologie der Vorniere noch im Uberlebean BEmbryonen. Daher ist anzunehmen,
dass LRPAP1 keinen Einfluss auf die FrihentwickldagVorniere vorXenopus laevibat.

Gaul, Florian: Expressionsanalyse von LRPAP1 inLdevalentwicklung deXenopus laevis
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 76 Sei@0il4
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1. Einleitung

1.1 Xenopus laevis als Modellorganismus der frihembryonalen Forschungind Analyse

der Nierenfunktion

Amphibien und mit ihnen der stdafrikanische Kraiteach Xenopus laevigelten seit
langem schon als Modellorganismen der Wirbeltieveskiung, von denen sich Rickschlisse
auf die Entwicklung der Sauger und damit des Mesischiehen lassen. Sie eignen sich aus
mehreren Grinden optimal als Modellorganismen ztudi®m entwicklungsphysiologischer
Prozesse der frihen Embryogenese und Organogerieaeu gehort, dass sich
Amphibienlarven in einer durchsichtigen Hille, wedc leicht entfernt werden kann,
entwickeln. Aufwandige Geratschaften und Brutsckeafur die Haltung und Kultivierung
der Tiere sind nicht erforderlich. Die Eier, welcsieh aul3erhalb des Organismus im Wasser
entwickeln, sind mit circa einem Millimeter Durchsser sehr grof3, was die Beobachtung
und mikrochirurgische Manipulation der Embryonematie einfach macht. Ein weiterer
Vorteil dieses Modellsystems ist, dass der Kratesdh durch Injektion gonadotroper
Hormone in den dorsalen Lymphsack zu jeder Jahtear® Ablaichen seiner Eier gebracht
werden kann (Hensey et al., 2002; Hensey und Gad®98; Wild et al., 2000). In neuesten
Untersuchungen konnte die Expression humaner ogkol Gene in  entsprechenden
Nierenabschnitten voXdenopus laeviaachgewiesen werden. Mindestens elf dieser Gee si
zudem mit unterschiedlichen Nierenerkrankungen Messchen assoziiert (Raciti et al.,
2008). Dies zeigt die starke Konservierung ren@ene dexXenopus laevisnd macht ihn in
Zukunft auch zu einem hilfreichen Modellorganismides Erforschung renaler Defekte und
Erkrankungen (Raciti et al., 2008).

1.2 LRPAP1 — Aufbau und Funktion

LRPAP1 steht furLipoprotein receptor-related protein associated tein 1 (Synonyme:
LRPAP1, Receptor-associated proteirRAP, Alpha-2-Magroglobolin receptor-associated
protein, A2RAP, MRAP).

1.2.1 Molekularer Aufbau von LRPAP1

Das humane LRPAP1 ist ein 39 kBehweres intrazellulares Protein, welches hauplisch

im ER und im Golgi-Apparat lokalisiert ist. In geger Anzahl konnte es auch auf der
Zelloberflache und in Endosomen nachgewiesen we(Benet al., 1994; Mokuno et al.,

1994; Orlando et al., 1992). Das humane Gen, wsldiRPAP1 codiert, ist auf dem

Chromosom 4p16.3 lokalisiert (Korenberg et al., )92 RPAP1 ist aus drei unabhangigen



Doménen (D1, D2, D3) aufgebaut, die jeweils aus luekkalen Biindeln bestehen und durch
zwei linker verbunden sind (Bu et al., 1995; Lazic et al., 20Dee et al., 2007). Man
vermutet, dass allelrei Domé&nen unterschiedliche Funktionen ausiliga. C-terminale
Doméne (D3) spielt bei der Proteinfaltung und deezdptortransport eine wichtige Rolle.
Die N-terminale Tandem-Domé&ne (D1D2) hingegen hkkrtkdurch Bindung an den
Rezeptor die Anlagerung der verschiedenen Ligari@&ermoeller et al., 1997). Die beiden
linker zwischen den drei Doménen sind flexibel und ungieet; was nétig zu sein scheint,
um eine Bindung vieler unterschiedlicher Ligandan ermdglichen (Lee et al., 2007).
AulRerdem wurden, wie in Abb. 1B dargestellt ist,ezvBindungsstellen fir Megalin
(zwischen den AS 85-148 und 178-248) und eine Bigdstelle flr Heparin (zwischen AS
261-323) nachgewiesen (Orlando und Farquhar, 1994).
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(A) Schematische Abbildung des Proteins Megalin mit diazelnen Doménen und der Bindungsstelle fir
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(zwischen AS 261-323). Grafik modifiziert nach Fisc CE und Howie SE, 2006 (b).
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1.2.2 Funktionelle Bedeutung von LRPAP1

LRPAP1 fungiert unter physiologischen Bedingungén @haperon/Eskort-Protein und ist
dabei fir die Reifung einer Reihe von Mitgliederar d.ow density Lipoprotein- (LDL-)
Rezeptorfamilie verantwortlich. Zu denen gehéreteuanderem der LDL-Rezeptor (LDLR),
das LDL-Rezeptor related protein (LRP/LRP1), LRPMggalin (LRP2/ gp330), LRP5,
LRP6, der VLDL-Rezeptor und der Apoprotein E -Rdpep (Krieger und Herz, 1994;
Strickland et al., 2002). Als Chaperon verhindeRRAP1 die friihzeitige Interaktion der
Rezeptoren mit deren Liganden wéahrend der ReifdagModifizierung und dem Transport
vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Appddaidurch wird der lysosomale Abbau
der Rezeptoren verhindert und der gerichtete Tahsur Zelloberflache ermdglicht. Diese
Funktion als Rezeptor-Antagonist scheint vor allenZellen wichtig zu sein, in denen die
Expression sowohl des Rezeptors, als auch der degarstattfindet, um den gerichteten
Transport des Rezeptors zur Zelloberflache zu elinfi@n (Bu et al.,, 1994; Hsieh et al.,,
2003; Willnow et al., 1995; Willnow et al., 1996 ach der Bindung reduziert LRPAP1
wahrend des weiteren Transports seine Bindungsképand I6st sich schliesslich durch den
im Golgi-Apparat niedrigeren pH-Wert vom Rezeptbr(Bu et al., 1995). Untersuchungen
haben gezeigt, dass dabei Histidinreste in derr@Halen Doméane (D3) als Schalter
fungieren (Lee et al., 2006). Des Weiteren spi@PIAP1, unaubhangig von der Fahigkeit die
Ligandenbidung der oben genannten Rezeptoren zkibten, bei der Proteinfaltung dieser

Rezeptoren eine wichtige Rolle (Bu, 2001).

1.3 Ein Uberblick tiber das Glykoprotein Megalin

Megalin (Synonyme: gp330 und LRP2) ist ein 600 kizhweres Glykoprotein, das zur
Familie der Low-density Lipoprotein Rezeptoren geéh®ie Mitglieder dieser Familie
agieren hauptsachlich als Typ | Membranproteinedan Zelloberflache, wo sie fur die
Aufnahme einer Vielzahl wichtiger Molekile, unterdgrem Apolipoprotein I, verantwortlich
sind (Hussain, 2001; Willnow et al., 1992). Einesgamnmenfassung aller bisher bekannter
Liganden wurde bereits veroffentlicht (Marzolo Urafan, 2011). Fir die Proteinfaltung von
Megalin im ER spielen LRPAP1 und das Protein MEM2goderm Development Cadidate
2) eine wichtige Rolle. LRPAP1 bindet dabei an spizicysteinreiche Regionen (sogenannte
LDL-A repeat$ der extrazellularen Domane von Megalin (Bu undadén, 2000), MESD an
die YWTD B-Propeller/EGF Doméne (Lighthouse et al., 2011)e Bindungsstellen fur
LRPAP1 befinden sich dabei zwischen den AS 11111210 (siehe Abb. 1ANeben einer

Vielzahl an unterschiedlichen Geweben wird Megalror allem wahrend der
3



Frihentwicklung im Neuralrohr exprimiert (McCartleg al., 2002) und spielt auch eine
wichtige Rolle in der Bildung von GehirnstrukturéBpoelgen et al., 2005; Wicher et al.,
2005; Willnow et al., 1996a). Durch UntersuchungenMausen konnte gezeigt werden, dass
viele Entwicklungsanomalien, welche auf Stérunges #edgehog- (Roelink et al., 1994)
Signalwegs beruhen, denen von Megalin-defizientétuddn &hneln. Dabei treten vor allem
ZNS-Fehlbildungen auf (McCarthy und Argraves, 2088linow et al., 1996a). Dies lasst die
Vermutung zu, dass Megalin einen regulatorischenillEs auf den Hh-Signalweg hat (Herz
und Bock, 2002). Zudem konnte nachgewiesen weldiss Megalin Sonic Hedgehog (Shh)
spezifisch bindet (McCarthy et al.,, 2002). Des Wheih wird Megalin in den proximalen
Tubulusanteilen der Niere exprimiert. Es wird vetetudass Megalin zwar nicht direkt fur
die Nephrogenese bendtigt wird, aber fur die Fanktler Niere von gro3er Bedeutung ist
(Fisher und Howie, 2006; Willnow et al., 1996a). bea spielt Megalin bei der
Ruckresorption filtrierter Molektle im proximalerubulus (Leheste et al., 1999; Leheste et
al., 2003) und wahrscheinlich auch als Selenopraeeptor eine entscheidende Rolle (Chiu-
Ugalde et al., 2010; Olson et al., 2008).

1.4 Weitere Mitglieder der LDL-Rezeptorfamilie: LRP5 und LRP6

LRP5 und LRP 6 sind, ebenso wie Megalin, Mitglieder LDL-Rezeptorfamilie und agieren
als Typ | Membranproteine an der Zelloberflache wpielen aufgrund ihrer Rezeptor-
vermittelten Endozytose von Lipoproteinen und Hmeteganden wichtige Rollen im
Metabolismus und entwicklungsphysiologischen PreeiegHerz und Bock, 2002; Joiner et
al., 2013). LRP5 und LRP6 wurden aufgrund Ihrer Wdinkeit zum LDL-Rezeptur isoliert
und zeigen auch untereinander eine Homologie vogefd@hr 71% (Joiner et al.,, 2013;
MacDonald et al., 2009). Auch ikenopus laevigihneln sich die beiden Proteine stark und
sind in lhren Motiven und Doméanen hoch konserviéudem haben Untersuchungen gezeigt,
dass beide Proteine, wenn LRP5 auch etwas schwéclaien Stadien der Friihentwicklung
desXenopus laeviexprimiert sind (Houston und Wylie, 2002). Beid®teine sind wahrend
der Embryogenese und auch in adulten Geweben wWengeko-exprimiert (Dong et al.,
1998; Fujino et al., 2003; Hey et al., 1998; Honstad Wylie, 2002; Kato et al., 2002; Kelly
et al., 2004; Kim et al., 1998; Pinson et al., 20@de sind Schlisselbestandteile des V@nt-/
Catenin-Signalweges (naheres dazu siehe Kap.Llla6).neuesten Untersuchungen soll LRP6
eine inhibierende Wirkung auf den Wnt-/PCP-Sign@weaben (Tahinci et al., 2007). Durch

Untersuchungen an Mausen konnte gezeigt werders d&P6 (-/-) Mause perinatal

4



versterben und Hirndefekte aufweisen, wohin gegah 4$RP5 (-/-) Mé&use normal
entwickeln und fruchtbar sind, allerdings im adalf&tadium Osteoporose entwickeln (Pinson
et al., 2000) und metabolische Auffalligkeiten zgigFujino et al., 2003). Daraus lasst sich

schlieBen, dass LRP6 einen séarkeren Einfluss wdhttenEntwicklung hat als LRP5.

1.5 Uberblick der Larvalentwicklung von Xenopus laevis und dessen Nephrogenese

Nach der Fertilisation fihren radiare, holoblastesé-urchungen der befruchtetXenopus
Eier Uber mehrere Stadien innerhalb weniger Sturzdeainer Blastula. Anschliel3end folgt
die Gastrulation und es kommt zur Bildung des bi@enigen Urdarms (Archenteron),
wobei die drei Keimblatter gebildet werden. Das dderm, aus dem der spatere
Gastrointestinaltrakt, sowie die Kiemen, die Haaslkel und die groRen inneren Organe Lunge,
Leber und Pankreas hervorgehen. Aus dem zweitemiait, dem Mesoderm, entwickeln
sich wichtige Strukturen wie Knochen, Muskeln ureldeshohlen. Zudem entstehen aus dem
Mesoderm die spatere Niere, das Herz und die Biigge. Das dritte Keimblatt ist das
Ektoderm, aus dessen Zellen sich die Sinnesorgh@djaut und das spatere Nervensystem
entwickeln. Die weitere Entwicklung desXenopus laevis verlauft Uber das
Schwanzknospenstadium hin zum Kaulquappenstadiumeadet nach circa einem Jahr in
einem ausgewachsenen und geschlechtsreifen Frivhatllér W.A. und Hassel M., 2005;
Nieuwkoop und Faber, 1994).

Die Nierenentwicklung von Wirbeltieren wird schnittise in drei verschiedene Nierenformen
unterteilt: Pronephros (Vorniere), Mesonephros {&e) und Metanephros (Nachniere)
(Saxen und Sariola, 1987). Wahrend bei Saugetieden Vor- und Urniere nur

Ubergangsweise wahrend der Larvalentwicklung vatBansind und wenig funktionelle

Bedeutung haben, stellt die Vorniere der Amphibigrd Fische fur diese das erste voll
funktionsfahige Hauptausscheidungsorgan dar. Diesesir den heranwachsenden Embryo
Uberlebenswichtig (Brandli, 1999; Howland, 1916z#&/iet al., 1997). Obwohl sich erste
immunologische Anzeichen der Entwicklung der VoraielesXenopuserst wahrend der

Organogenese (NF Stadium 21) zeigen (Abb. 2), beginsich schon wahrend der
Gastrulation (NF Stadium 12,5) die Zellen des mdiaren Mesoderms unterhalb der
Somiten 3 bis 5 zu formieren, um die Vornierenaalag bilden (Carroll et al., 1999; Carroll
und Vize, 1999; Hausen und Riebesell, 1991; Niewpkaond Faber, 1994; Vize et al., 1997).
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Abb. 2 Bildung der Vornierenanlage aus Zellen desitermediaren Mesoderms
Stadieneinteilung nach Nieuwkoop und Faber 1994&i#hungen: l.plateral plate Grafik modifiziert nach
Vize et al. 1997.

Aus der Zellanhdufung entstehen durch epithelarég®rdnung von Mesenchymzellen
Hohlkugeln, die zu Epithelschlauchen nach lateral medial auswachsen. Erste Anzeichen
eines kleinen Lumens sind dabei ab NF Stadium 2&kennen. Ab NF Stadium 32 weist die
gesamte Struktur ein Lumen auf. Das mediale bliedde eines jeden Epithelschlauches
wachst bis zum Coelomepithel vor, wo dann durchufétrgang trichterformige Offnungen,
die Nephrostome (gr. Nierenmund), entstehen. Natgrdl fusionieren die Epithelschlauche
und bilden im Folgenden die einzelnen Vornierenlugabschnitte. Zeitgleich zu diesen
Prozessen der Tubulusentwicklung, beginnen siciNimStadium 21 auch Zellen unterhalb
der Somiten 5 bis 7 zu formieren, aus welchen sleh spatere Ductus pronephricus
(Vornierengang) entwickelt (Nieuwkoop und Fabei4;9Vize et al., 1997). Dieser fusioniert
im kranialen Anteil mit dem Vornierentubulus undahé&t ab NF Stadium 26 kaudalwarts,
ventral der sich weiter entwickelnden Somiten, inhRung Kloake aus (Heller und Brandli,
1997; Nieuwkoop und Faber, 1994). Diese Verlanggrues Ganges hat aktive
Zellbewegungen zur Ursache (Drawbridge und Stemld396; Lynch und Fraser, 1990). Die
weitere Entwicklung ist durch Kapillaraussprossaug der dorsalen Aorta gekennzeichnet.
Es bildet sich im NF Stadium 29/30 der Glomus awslcher einen Teil der spateren
Filtrationseinheit darstellt und als Aquivalenz z@tomerulus héherer Saugetiere anzusehen
ist (Nieuwkoop und Faber, 1994). Im NF Stadium 8638 fusioniert der Vornierengang mit
der Kloake (Brandli, 1999; Heller und Brandli, 19%ieuwkoop und Faber, 1994) und die
Blutversorgung beginnt. Damit ist, ca. 31 Stundemhnder Befruchtung, das erste und
Uberlebenswichtige  Ausscheidungsorgan der sich iekéimden Xenopus.arve
funktionsbereit (siehe Abb. 3).
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Abb. 3 Entwicklung der Vorniere desXenopus laevis

(A) und (B) Entwicklung und Lagebeziehungen der Vorniere desopus laevisanhand transversaler
Vibratomschnitte.(C) Schematisch&ntwicklung der Vorniere deXenopus laevivon der undifferenzierten
Vornierenanlage zu enddifferenzierten renalen Eptilen (saggitale Ansichten). Stadieneinteilurecm
Nieuwkoop und Faber 1994. Abkirzungen: D, dorsaly&htral; A, anterior; P, posterior. Grafik modiért
nach Vize et al. 1997.

Im Folgenden Ubernimmt ab dem NF Stadium 53 dieidden(Mesonephros) die Funktion
und die Vorniere degeneriert. Im NF Stadium 64sistnicht mehr nachweisbar (Nieuwkoop
und Faber, 1994; Vize et al., 1995; Zhou und V£)4).

Auf molekularer Ebene spielen eine Vielzahl an Sigegen, darunter unter anderem der
Whnt-/B-Catenin-, der BMP- jone morphogenetic protginder FGF- fibroblast growth
factor) sowie der GDNF- (Lechner und Dressler, 1997) &igeg in der Entwicklung und
Differenzierung der Vorniere eine Rolle. Dabei suwd allem die Faktoren Wnt4, Wnt11/11r,
Wnt6, Bicaudal-c, Fgf8, Notch, Lim1l und Irx3 von seatlicher Bedeutung (Kyuno et al.,
2008; McLaughlin et al., 2000; Pulkkinen et al.080Reggiani et al., 2007; Saulnier et al.,
2002; Tran et al., 2007; Urban et al., 2006).

1.6 Der Wnt-/p-Catenin-Signalweg und dessen entwicklungsphysiolsghe Bedeutung
Wie in Kap. 1.5 bereits beschrieben wurde, spielihrend der Entwicklung und
Differenzierung der Vorniere deXenopus laevisunter anderem der Wnit-Catenin-
Signalweg eine entscheidende Rolle. Der Signalwsgim gesamten Tierreich hoch

konserviert. Es gibt eine Vielzahl verschiedenert\Mganden, welche alle charakteristisch
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eine N-terminale Signalsequenz sowie eine hoch &wreste Verteilung von 23-24
Cysteinresten besitzen (Logan und Nusse, 2004Ablm 4 ist schematisch und vereinfacht
der Wnt-Signalweg abgebildet.

a b [ Frizzied

I// - P\ o e
| [TcF Zicwene | [ [TcF Zielgene )
\ NN \ NN\
N Nuklens / Nuklens /
b P
\\\_ “\._‘_‘H‘ i // % //’ \ P e /

Abb. 4 Vereinfachter schematischer Uberblick des Wia/p-Catenin-Signalwegs

(A) Im inaktiven Zustand liegg-Catenin B-Cat) in einem Komplex aus Axin, der Kinase GSK8/¢ggen
synthase kinsae 3 bétand dem Tumorsuppressor-Protein AR@gnomatous polyposis colior (sogenannter
Abbaukomplex). In diesem Komplex gebunden, widCat stdndig Uber Ubiquitin-vermittelte Proteolyse
abgebaut(B) Wenn ein Wnt-Ligand an den Transmembranrezeptazeld und dessen Co-Rezeptor LRP5/6
bindet kommt es zur Anlagerung von Axin an LRP5/MI wlas intrazelluldre Protetlishevelled(DSH) wird
aktiviert, was beides zur Inhibierung des Abbauktexgs fuhrt. Dadurch wir@-Cat nicht mehr abgebaut. Es
kumuliert und gelangt in den Zellkern, wo es Ubier Bindung an Transkriptionsfaktoren (uTacell-specific
transcription factor; TCF) die Wnt-Zielgene aktiviert. Weitere Abkirzemg CBP (CREB-Bindeprotein), CK1
(Davidson et al., 2005), GBP (GSK3-Bindeprotein{PRosphat). Grafik modifiziert nach (Moon et 2004).

Im inaktiven Zustand liegB-Catenin in einem Komplex aus Axin, der Kinase GSK3
(Glykogen Synthase Kinsae 3 beta) und dem Tumorssppr-Protein APCaflenomatous
polyposis coli vor. In diesem sogenannten Abbaukomplex gebunged, 3-Catenin durch
die Casein Kinase 1 (CK1) phosphoryliert und stgnider Ubiquitin-vermittelte Proteolyse
abgebaut. Bindet allerdings ein Wnt-Ligand an dean$membranrezeptor Frizzeld (Fz) so
kommt es zur Bildung eines Frizzled-LRP6-Co-Rezdfmmplexes (He et al., 2004; Pinson
et al., 2000; Tamai et al., 2000; Wehrli et al.0@0 Danach fiihren, nach dem sogenannten

Zwei-Signal-Modell, zwei Effekte zur Stabilisierumtgsf-Catenins. Zum Einen kommt es
8



zur GSK3- und CKlYy-induzierten Phosphorylierung spezifischer Regioneer
intrazellularen Domane von LRP6 (sogenannte PPR&feRen). Dadurch kommt es zur
Rekrutierung von Axin zur Plasmamembran und schdie(zur Bindung von Axin an LRP5
und LRP6 (Mao und Niehrs, 2003; Mao et al., 200dmai et al., 2004; Zeng et al., 2005),
was den Zerfall des Abbaukomplexes zur Folge hatim Zanderen fuhrt eine
Phosphorylierung des intrazellular gelegenen Ristalishevelled (DSH) zu dessen
Aktivierung (Katanaev et al., 2005). Dieses bindetden Abbaukomplex und inhibiert Gber
einen noch unbekannten Mechanismus ebenfalls ddmAlvon -Catenin. Beide Co-
Rezeptor-induzierten Mechanismen fuhren letztehdhar Akkumulation vorg-Catenin in
der Zelle, welches im weiteren Verlauf in den Zetlk gelangt und dort tGber die Bindung an
spezifische Transkriptionsfaktoren (Tcf/L€T; cell-specific transcription factor/ lymphoid
enhancer-binding factyrdie Wnt-Zielgene (u.a. Cyclin D1, MT1-MMRngmbrane-type 1-
matrix metalloproteinage MMP-7 oder Dkk-1 (Mao und Niehrs, 2003)) aktitiéKarow,
2008).

Neben diesenfi-Catenin vermittelten Signalweg gibt es noch zweitere Wnt-Signalwege,
welche in weiten Teilen noch unerforscht sind unot achwer von einander abgegrenzt
werden konnen und daher hier nur kurz erwdhnt wesddlen. Dies sind der Wnt-PCP-
(engl. planar cell polarity planare Zellpolaritat) und der Wnt-Calcium-Sigmed), bei
welchen es nicht zu einer Akkumulation de€atenins kommt, sondern zur Aktivierung
verschiedenster intrazellularer Mechanismen dieAktivierung der Zielgene fuhren.

Die Wnt-Proteine spielen eine zentrale Rolle iniegulierung entwicklungsphysiologischer
Prozesse, von der Strukturierung des Embryos und Bielung von Geweben und
unterschiedlichen Zell-Typen, bis hin zur Regulreyuwer Zellbewegung, der Polaritat und
Achsenformierung sowie der Leitung von Axonen urtfiiBiyg von Synapsen (Logan und
Nusse, 2004; Moon et al., 2004; Packard et al.32@rutt, 2003; Veeman et al., 2003).
Darluber hinaus konnte gezeigt werden, dass einigaeGdes Whnt-Signalwegs in der
Kranheits- und Tumorentstehung involviert sind giah damit mogliche neue therapeutische
Angriffspunkte ergeben (Moon et al., 2004).



1.7 Anatomie und Physiologie der Vorniere deXenopus

Die Funktionseinheit der Niere aller Wirbeltieré s Nephron. Im Gegensatz zur adulten
Niere, welche mehrere Millionen Nephrone besisttdie Vorniere deXenopusein paariges
Organ. Dieses besteht jeweils nur aus einem einzZigphron (Kyuno et al., 2008; Saxen
und Sariola, 1987), das grundsatzlich aus drei Kwmmpten aufgebaut ist: dem
Nierenkdrperchen, den Nierentubuli und dem Nieragg®ie Abb. 5 zeigt den Aufbau der

Vorniere des<enopus laevis

. Dorsale Aorta

Abb. 5 AnatomischerAufbau der Vorniere desXenopus laevis

Der Glomus zweigt aus der dorsalen Aorta aus uligtbdie Filtrationseinheit der Vorniere. Das Hittwird im
Nephrocoel aufgefangen und gelangt Uber die Nepdwas in das Tubulussystem. Dort erfolgt die selekti
Reabsortion von Néahrstoffen und Salzen, welche dhsrKapillarnetzwerk (den Vornierensinus) in deasdse
System gelangt. Das verbleibende Filtrat gelangt iitas weitere Tubulussystem und den Vornierengang
Kloake, wo die Ausscheidung erfolgt. Abklrzungeryv,aVena cardinalis anterior; ccv, Vena cardinalis
communis; pcv, Vena cardinalis posterior. Grafikdifiaiert nach Brandli 1999.

Das Vornierenkdrperchen besteht aus dem Glomushesefir die Blutversorgung zustéandig
ist und der Vornierenkapsel, welche aus einem rxadze und einem parietalen Blatt
aufgebaut ist. Diese beiden Blatter bilden in eiAer Schleife die Filtrationseinheit der
Vorniere, das sogenannte Nephrocoel. Uber diet&ifidvmigen Nephrostome gelangt das
Filtrat durch Ziliarbewegung Uber das Tubulussystenwelchem die selektive Reabsorption
von Nahrstoffen und Salzen erfolgt, in den sichchhessenden Vornierengang und wird so
Richtung Kloake abtransportiert (Brandli, 1999; &izt al., 1997; Vize, 2003). Das
Tubulussystem kann in die einzelnen funktionell sebredenen Segmente proximaler,
intermediarer, distaler und Verbindungstubulus Hél als Vornierengang bezeichnet)
unterteilt werden (Raciti et al., 2008; Zhou und&/i2004). Diese Einteilung (siehe Abb. 6B)
ist nicht nur funktionell bedingt, sondern beruhticla auf den unterschiedlichen
Zellmorphologien der einzelnen Segmente (Mobjergakt 2000) und der Expression

spezifischer Segmentgene.
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Abb. 6 SegmentalerAufbau der Vorniere desXenopus und der Nachniere der Saugetiere

Die spezifischen Farben zeigen die analogen Segmaunf Grundlage eines Vergleichs der Expression
spezifischer Markergene zwischen beiden Speziest{Raal. 2008).

(A) Darstellung zweier Nephrone einer adulten Naclememn Saugetieren. Abkirzungen: ATL, Aufsteigender
dinner Schenkel der Henle-Schleife (ascending linib); CD, Verbindungsgang (collecting duct); CNT,
Verbindungstubulus (connecting tubule); DCT, Distalgebogener) Tubulus (distal convoluted tubulE)L,
Absteigender dinner Schenkel der Henle-Schleifeso@leding thin limb); S1, S2, und S3, Segmente des
proximalen Tubulus; TAL, Aufsteigender dicker Sckeinder Henle-Schleife (thick ascending limb). @af
modifizeirt nach Raciti et al. 20088) Schematischer segmentaler Aufbau der Vornierex@empus laevigm
Embryonalstadium 36 (nach Nieuwkoop und Faber, 199dr Proximale Tubulus kann in drei Segmente (PT1
PT2, PT3; gelb), der intermedidre Tubulus in zwegi@ente (IT1, IT2; grin) und der distale Tubulusrdalls

in zwei Segmente (DT1, DT2; orange) unterteilt vegrd Weitere Abkirzungen: C Coelemhdohle (auch
Nephrocoel genannt), CT (Verbindungstubulasnnecting tublegrau), G Glomus, NS Nephrostom. Grafik
modifiziert nach Raciti et al. (2008).

Der proximale Tubulus kann noch einmal in drei Waitgheiten (PT1, PT2, PT3) unterteilt
werden und ist verantwortlich fir die Reabsorptimm lonen, Aminosauren, Glukose und
Wasser (Christensen et al., 2008; Eid et al., 26G&;ti et al., 2008; Zhou und Vize, 2004,
Zhou und Vize, 2005a). Der intermedidre Tubulusursterteilbar in zwei Abschnitte (IT1,
IT2) und ausschlieBlich fur die Reabsorption vonlz&a und lonen zustandig.
Interessanterweise exprimiert der intermedidre Tusoiarkergene, welche auch in Teilen
der Henle-Schleife von Saugetieren gefunden wurdemphibien besitzen allerdings keine
Henle-Schleife, da sie ihren Urin nicht konzengremiissen (Raciti et al., 2008; Reggiani et
al., 2007). Der distale Tubulus, ebenfalls in zWatersegmente (DT1, DT2) unterteilbar, ist
schlie3lich wichtig fur die Anséduerung des Uring Beabsorption von Magnesium und den
Transport von Ammoniak. Er weist im Expressionsmustbenfalls Ahnlichkeiten zu
Anteilen der Henle-Schleife von Saugetieren aufc{fRat al., 2008; Vize, 2003; Zhou und

Vize, 2004; Zhou und Vize, 2005b). Der strukture@atomische Aufbau aller drei
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Nierenformen deXenopusist sehr ahnlich und der Grundbauplan des Nepheotspricht
dem der adulten humanen Niere (siehe Abb. 6A). Rudmssen die &hnlichen
Genexpressionsmuster aller drei Nierenformen ein@arkes Konservierung der
Entwicklungsprozesse vermuten. Das macht, zusammeden oben genannten Vorteilen,
den Xenopus laevizum nutzlichen Modell des Studiums der frihen &hentwicklung
(Jones, 2005; Vize et al., 1997). Zudem gilt dievikcklung der Niere durch die schematisch
und gerichtet ablaufenden Induktions- und Umwangkpnozesse schon seit langem als
wichtiges Modell fur die Grundlagenforschung entlimgsbiologischer Prozesse der
Organogenese (Davies und Bard, 1998; Lechner umdddr, 1997; Muller und Brandli,
1999; Saxen und Sariola, 1987). Dies sollte inatidgbeit zur Analyse der Genexpression

von LRPAPL1 im Verlauf der Larvalentwicklung d€snopus laevigenutzt werden.

1.8 Nierensegmentmarker

In einer umfangreichen Analyse der Genexpressiom spezifischen Transportproteinen
(sogenanntesolute carrier slc), konnten Reggiani et al. (2007) und Raditale (2008) mit
Hilfe von in situ Hybridisierungen an ganzen Embryonen segmentfge® Markergene
identifizieren. Dabei gleichen sich die Expressiooster der untersuchten Gene in den
entsprechenden Nierensegmenten der Vornier&Xeespusund der Nachniere der Séugetiere
(sieche Abb. 6). Insgesamt konnte so ein Modell natht unterschiedlichen
Vornierensegmenten erstellt werden, was in diesdreif zur genaueren Analyse der
Expression von LRPAP1 genutzt wurde. Um dabei naltgz gesamte Vorniere abbilden zu
kénnen, wurden die Segmentmarlge5a2 (Expression im proximalen Tubulus PT1 und
PT2), slc7al3 (Expression im proximalen Tubulus PT3¥lcl12al (Expression im
intermediaren Tubulus IT1 und IT2 und im distalarbiilus DT1) undpax2 (Expression in
allen Segmenten der Vorniere) verwen@ethe Abb. 7).
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Abb. 7 Nierensegmentmarker (nachReggiani et al. 2007 und Raciti et al. 2008)

(A) Raumliche Expression ausgewahlter Nierenmarkergenelilfe von whole-mounin situ Hybridisierungen

im Stadium 36 fixierterXenopus laevisEmbryonen. Es sind die lateralen Ansichten mit paveiligen
VergroRerung der Vornierenregion geze{@) Uberblick tiber die Expression der Nierenmarkergenerhalb
der Vorniere desXenopus laevisDie Lokalisierung der Expression ist unterhalb dertsprechenden
Vornierensegmente angeordnéf) Schematischer segmentaler Aufbau der Vorniere Xd@®pus laevism
Embryonalstadium 35/36 (nach Nieuwkoop und Fab&4)19Der Proximale Tubulus kann in drei Segmente
(PT1, PT2, PT3; gelb), der intermediare Tubulugwei Segmente (IT1, IT2; griin) und der distale Tubu
ebenfalls in zwei Segmente (DT1, DT2; orange) ueter werden. Weitere Abkirzungen: CT,
Verbindungstubulus (connecting tuble; grau); NSpiNestom. Grafik modifiziert nach Reggiani et aDQ7.
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1.9 Ziel dieser Arbeit

Seit Beginn der 90er Jahre sind UntersuchungenSawktur und Funktion von LRPAP1
Gegenstand intensiver Forschung. Viele Erkenntniggaegden dabei mit Hilfe von
Untersuchungen an Modellorganismen gewonnen. NelsnVielzahl an Liganden der
Mitglieder der LDL-Rezeptorfamilie ist LRPAP1, walkes hauptsachlich im ER und im
Golgi-Apparat lokalisiert ist, fur deren Proteirtitalg und gerichteten Rezeptortransport zur
Zelloberflache wichtig. LRPAP1 agiert dabei verrraltlals Chaparon (Birn et al., 2000).

Im Xenopusvurden eine Vielzahl an Genen und deren Funktiam@&mrend der Entwicklung
und Differenzierung der Vorniere nachgewiesen. &ien diesen Genen spielen auch in der
Nephrogense von Saugetieren und in der Pathogdnesaner Nierenerkrankungen eine
Rolle. Im Xenopusist im Rahmen der Nephrogenese unter anderem aéSWynalweg mit
den Wnt-Liganden Wnt4, Wnt6 und Wnt11/11R von groBedeutung (Wessely und Tran,
2011). Untersuchungen haben gezeigt, dass dabeb LRB LRP6, beides Mitglieder der
Low density Lipoprotein- (LDL-) Rezeptorfamilie undliagnden von LRPAP1, eine
entscheidende Rolle bei der SignaltransduktionMet-Liganden spielen.

Daher lag das Ziel dieser Arbeit in der Beschregouler Expression von LRPAP1 im
ModellorganismusXenopus laevisEs wurde sowohl das raumliche als auch das Zwstlic
Expressionsmuster mit Hilfe von vergleichendensitu Hybridisierungen und RT-PCR
Studien analysiert. Zudem sollte eine mdgliche #Bgteng von LRPAP1 an der
Frihentwicklung der Vorniere desenopus laevisnit Hilfe einerloss-of-functionAnalyse

untersucht werden.
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2. Materialen

2.1 Organismen
Adulte Xenopus laevisvurden von der Firma NASCO (USA) erworben und dgénar

aktuellen Tierschutzvorschriften gehalten.

Escherichia coti Der StammEscherichia coliXL1-blue (Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-
1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB laclgZDM15TnI@tf)]) wurde fir Transformationen
und die Synthese von Plasmid-DNA verwendet. FlrAgieucht vonE. coli XL1-blue wurde
Luria-Bertani-Medium (Fuentealba et al., 2009), pA verwendet. Das LB-Medium bestand
aus 1 % Bakto-Pepton, 0,5 % Hefeextrakt und 0,5&GINDie Herstellung von Festmedien
erfolgte durch Zugabe von 17 g Bakto-Agar pro Likerdium.

2.2 Chemikalien

2- Mercaptoethanol Sigma- Aldrich
2- Propanol Roth
Acetanhydrid Sigma- Aldrich
Acetsaure Roth

Aceton Merck

Agarose Roth
Aminosaurenmix Promega
Ammoniumpersulfat Serva

BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat) Femtes
Boehringer Block Sigma- Aldrich
Borséaure Roth
Bromphenolblau Merck

BSA Sigma- Aldrich
Calciumchloriddihydrat AppliChem
Ca(NG): Merck
CHAPS(3-[3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio]-1-propaffsnat) Roth

Chloroform Merck

dATP (Desoxyadenosintriphosphat) Applied Bgaisyns
dCTP (Desoxycytidinriphosphat) Applied Biotyss
Dextransulfat Merck

dGTP (Desoxyguanosintriphosphat) Applied Bstegns
DEPC (Diethylpyrocarbonate) Sigma- Aldrich
Digoxigenin-11-UTP (10 mM) Roche

DMF (Dimethyl formamid) Roth

DMSO (Dimethylsulfoxifoxid) Roth

dNTPs Fermentas

DTT (Dithiothreitol) Sigma- Aldrich
dTTP (Desoxythymidintriphosphat) Applied Bissgms
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma- Aldiric
EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N'-tedigetat) Sigma- Aldrich
Entellan Merck
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Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

FastRed Tablets

FCS (Fotales Kalberserum)
Formamid

Formaldehyd saurefrei 37%
Ficoll 400
Fluorescein-12-UTP
Gelatin

Gel Loading Buffer
Glutaraldehyd

Glycerol

Glycin

H20,

HCG (Humanes Choriongonadotropin)
HCI

Heparin

HEPES (N2-Hydroxyethyl-piperazin-N-2-ethansulforrggu

Hepes Na Salz

Isopropanol

KCI

KH2PO,

LB Agar (Lennox L Agar)
L-Cysteinhydrochlorid

LiCl

MgCl

MgSO,

Maleinsaure

Methanol

MOPS

Mowiol

NacCl

NaHPO,

NaH,PO,

NaHCG;

NaN;

NaOH

NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid)
Nilblau Chlorid
Paraformaldehyd

Phenol

Poly-L-Lysin Solution
Reverse Transkriptase Puffer
Red-Gal

Rose-Gal

S35- Methionin
Sodiumdodecylsulfat 20 % (SDS)
Sucrose

TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)
Tris

Merck
Roth
Q-Biogene
Roche
PAA
Roth
Roth
Serva
Roche
Roth
Ambion
Roth
Roth
Roth
Roth
Sigma- Aladlri
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Invitrogen
Roth
Roth
Roth
Sigma- Aldrich
Roth
Roth
Q-Biogene
Calbiochem
Roth
Roth
Merck
Merck
Sigma- Aldrich
Merck
Fermentas
Fluka
Roth
Merck
Sigma- Aldrich
Applied Biogyste
Sigma- Aldrich
AppliChem
Amersham Bio
Roth
Roth
Flak
Roth
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Tritone X- 100 (Alkylphenylpolyethylenglycol) Ferak

Triethanolamin Roth
Tween20 Roth
X-Gal (5-Brom-4-Chlor-indigo, 20 mg/ml) Q-Biege

Alle verwendeten Chemikalien hatten, soweit nicidexs angegeben, Analysenqualitat.

2.3 Medien, Puffer und Lésungen
2.3.1 Nahrmedien und Standardlésungen

Luria-Bertani (Fuentealba et al., 2009)-Medium

Bacto-Trypton 1% (w/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
NacCl 1% (w/v)
pH 7.5
LB-Agar

Agar in LB-Flissigmedium 1,5% (w/v)
Tris Puffer (autoklaviert)

Tris-HCI 1M

pH 9,5

TE-Puffer

Tris/HCI, pH 7,4 10 mM
EDTA, pH 8,0 1 mM
HEPES Puffer (autoklaviert) 1M

pH 7,5

2x RNA Extraktionspuffer (Stockldsung)

SDS 20 % (w / V) 1%
EDTA 0,5 M, pH 8,0 10 mM
Tris-HCI 1 M, pH 7,5 100 mM
NaCl5 M 100 mM
Proteinase K* (2Qug / ul) 1 pg/ul
*Erst kurz vor dem Gebrauch hinzugegeben.

Phenol-Chloroform Mix 1:1(v/v)
pH 8 -8,3

Penicillin / Streptomycin

Penicillin 100 U / ml
Streptomycin 10 mg / ml

Benutzte Konzentration: 1 / 1000 Verdinnung
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2.3.2 Loésungen fur Embryonen und Whole mounin situ Hybridisierung

L-Cystein Hydrochlorid 2%
pH7.8-8.0

Ficoll 10 %
Human chorionic gonadotropin (HCG) 10.000 U 2000 U/ml
MBS (Modified Barth Solution) 5x

NaCl, I5M 440 mM
NaHCG; 1 M 12 mM
KCI, 1M 5 mM
HEPES, 1 M, pH 7.0 50 mM
MgSQ;, 1M 4.1 mM
CaCh, 1M 2.05 mM
Ca(NQy),, 1 M 1.65 mM
pH 7,4

Injektionspuffer

5x MBS 1x
Ficoll 10 % 1%
Nilblau Farbeldésung

Phosphatpuffer 11
NaHP O, 50 mM
NaH,POy 50 mM
Nach Erwarmung auf 60°C Zugabe von:

Nilblau Chlorid 0,01% (w/v)

Nach Losung Uber Nacht unter Rihren und anschlddsdriltration war die Farbeldsung zur
Nutzung bereit.

Alkalische Phosphatase Puffer (APB)

Tris-HCI 1 M, pH 9.5 100 mM
MgCl, 1 M 50 mM
NaCls M 100 mM
Tween-20, 20 % 0,1 %
5x MAB Lo6sung (autoklaviert)

Maleinsaure 500 mM
NaCl 750 mM
pH 7,5

Boehringer Block (BMB) 10 % (autoklaviert)

5x MAB 1x
BMB 10%

Circa 1 h bei 60 °C bis vollstéandig gel6st, dantoklaviert und bei -20 °C gelagert.

Denhart’s 100x Losung

BSA 2%
PVP 2%
Ficoll 400 2%

18



Hybridisierungsmix
Deionisiertes Formamid
20x SSC

Torula RNA 50 mg/ ml
Heparin 10 mg / ml
Denhart’s 100 x
Tween-20, 20 %

CHAPS 10 %
EDTAO0,5M

Mit DEPC dHO auffillen.

Heparin

1xPTw
10x PBS
Tween-20, 20 %

PTw / Proteinase K Losung
PTw
Proteinase K 20 mg / ml

20 x SSC (autoklaviert)
NacCl

Natriumcitrat

pH 7,0

2 X SSC / RNase A und RNase T1 Lésung
20 x SSC

RNase A 10 mg / ml

RNase T1 20,000 U / ml

Bleichlésung

H,0,

Formamid

Mit 5x SSC aufflllen.

NBT / BCIP Farbelésung

APB

NBT 100 mg/ ml in 70 % Dimethylformamid
BCIP 50 mg/ ml in 100 % Dimethylformamid
Torula RNA

Tween-20

50 %

SX

1 mg/mi
100pg/ mi
1x

0,1 %
0,1%

10 mM

10 mg /ml

1x
0,1 %

20 ml
20 pl

0,3M
0,3M

2 X
20 ug/ ml
10 U/ ml

1%
50 %

1ml
1,75ul
3,5l

10 mg/ml

20 %
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2.3.3 Losungen fur histologische Untersuchungen

Gelatin-Albumin Lésung

10 x PBS 1x
Gelatine 2,24
dH,O auf 450 ml

Unter Umrihren auf 60 °C erwdrmen, dann auf Raumpésatur abkihlen lassen und
hinzugeben:

Albumin 135¢
Sucrose 90g

Durch 45um Filter filtrieren und bei -20 °C lagern. Zum Eetten der Embryonen wurden
105ul von 25 % Glutaraldehyd zu 1,5 ml Gelatin-Albunhiisung gegeben.

10x MEM (autoklaviert)

MOPS 1M
EGTAO05M 20 mM
MgSO, 1 M 10 mM
1x MEMFA

10x MEM 1x
Formaldehyde 37 % 3, 7%
Mowiol Lésung

Mowiol 9,6 ¢
Glycerin 19,3 ml
dH,O 24 ml
Tris 0,2 M, pH 8,5 48 ml

Unter Umrihren auf 50 °C erwarmen, dann bei 5000 fir 15 Minuten zentrifugieren und
bei -20 °C lagern.

PBT Losung

10x PBS 1x

BSA 2 mg/ ml
Triton-X-100, 20 % 0,1%
X-Gal Farbelésung

10 X PBS 5ml
X-Gal 40 mg/ml in DMSO 1 mg/ mi
KsFe; 500 mM 5mM
K4Fe; 500 mM 5 mM
MgCl, 1M 2mM

2.3.4 Loésungen fur die Agarose- und die SDS-Polyadamid Gelelektrophorese

Ficoll Ladepuffer

Tris-HCI 1 M, pH 7,5 10 mM
EDTA 0,5 M 1mM
Bromphenolblau 0,025 %
Xylencyanol 0,025 %
Ficoll 400 10%
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10x TBE Puffer
Tris

Borsaure
EDTAO0,5M, pH 8

Ethidiumbromid Losung

SDS-Probenpuffer

SDS

Tris 2M 6,8 pH

Glycerol

Spatelspitze Bromphenolblau
Mercaptoethanol

10x Elektrophoresepuffer
Glycin

Tris/HCI, pH 8,8

SDS

Sammelgelpuffer
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,3
APS (10 %)

TEMED

Trenngelpuffer
Tris-HCI 2 M, pH 8,8
APS (10 %)

TEMED

Ammoniumpersulfat (Packard et al., 2003) Losung (irdH20)

2.3.5 Losungen fur die RNA Extraktion und Aufreinigung

Diethylpyrocarbonat (DEPC) — dH,O (autoklaviert)
Diethylpyrocarbonat

dH,O

Inkubation fur 2 h bei 37 °C, dann autoklaviert.

2 x Extraktionspuffer (Stockldsung)
SDS 20 % (w / v)

EDTA 0,5 M, pH 8,0

Tris-HCI 1 M, pH 7,5

NaCl5M

Extraktionspuffer (pro 10 Embryonen)

2 x Extraktionspuffer

DEPC-dHO

Proteinase K* (2Qug / pl)

*Erst kurz vor dem Gebrauch hinzugegeben.

0,89 M
0,89 M
20 mM

0,5 mg/ ml

12,5%
0,3M
50 %

25 %

1,92 M
0,25 M
1%

5mi
30 ul
2 ul

10 ml
40 pl
4 ul

10%

0,5 ml (0,1 %)
500 ml

5mi
2ml
10 mi
2ml

400 pl
360 pl
40 pl
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Phenol-Chloroform Mix
Verhaltnis
pH

Natriumacetat (C2H3NaO2) 3 M
C2H3NaOZ
dHO

10 x DNase Puffer
Tris-HCI

NacCl

MgCl,

CaCb

2.4 Antikérper und Antibiotika

Anti-digoxigenin-alkaline phosphatase conjugated
Anti-fluorescein-alkaline phosphatase conjugated

Ampicillin (50 mg/ml)

2.5 Enzyme

1:1(v/v)
8-8,3

57,89 (3 M)
auf 100 ml

400 mM, pH 7,9
100 mM

60 mM

1mM

Roche Biochemicals
Roche Biochemicals
Sigma- Aldrich

Alle verwendeten Enzyme sind nach den Herstellschotften mit den mitgelieferten

Reaktionspuffern eingesetzt worden:

DNase | (RNase-frei), 2 Uil
Proteinase K

Restriktionsenzyme

RNase A (10 mg/ml)

RNase T1

RNase Out Ribonuclease Inhibitor
Reverse Transkriptase

SP6 RNA-Polymerase (50 W)

T3 RNA-Polymerase (50 W)

T7 RNA-Polymerase (50 W)
TagDNA-Polymerase (+ KCI, — MgG] 5U/ul)

Applied Biosystems Ambion

Merck

Fermentas
Fermentas

Sigma- Aldrich

Invitrogen

Applied Biosystems

Stratagene
Stratagene
Stratagene
Fermentas
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2.6 Olignukleotide

* Oligonukleotide fur PCR
Die Oligonukleotide wurden tber Sigma-Aldrich begongund in dH20 gel6dst, um ein 100
uM Stockldsung zu erhalten. In den folgenden Seqereisteht . fur den forward* und ,r*
far den reversé Primer, ,seq” zeigt die Primer, die fur die Segaerungen verwendet

wurden.

Lrpapl-f 5'-GCAAAGAATCTGGCCTTCTG-3!
Lrpapl-r 5'-TGTCCCAAAACAGCAAAAACA-3'

HA4-f 5-CGGGATAACATTCAGGGTATCACT-3
H4-r 5-ATCCATGGCGGTAACTGTCTTCCT-3
ODC-f* 5-GCCATTGTGAAGACTCTCTCCATTC-3
ODC-r* 5-TTCGGGTGATTCCTTGCCAC-5
SP6-seq 5-TTTAGGTGACACTATAGAATAC-3

5-TAATACGACTCACTATAGGGCGA-3’
S-TCTACGTAATACGACTCACTATAG-3
5-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3

T7-seq PGEM-T)**
T7-seq PCS2+)***
T3-seq

*: (Heasman et al., 2000)
*x *xk - T7 Primer jeweils fur pPGEM-T und pCS2+ Vektoren

* Antisense Morpholino Oligonikleotide (MO)
Die Morpholino Oligonukleotide wurden von Gene T®@USA) bezogen und in RNase-

freiem H20 gel6st, um eine Stock-LOsung in der Kariration von 1 mM zu erhalten.

Standard Kontroll MO 5'-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3
xI_lrpapl MO 5-CCCGTAACACTTCCCTGACATCGTA -3

2.7 Plasmid-Konstrukte

Folgende Plasmide wurden in dieser Arbeit zur RNAMAtBese verwendet. Die
Restriktionsenzyme, welche zur Linearisierung dadADnotig waren, und die RNA

Polymerasen, welche dir vitro Transkription dienten, sind ebenso aufgelistet:

Tabelle 1 Plamid-Konstrukte fir die Whole mountin situ Hybridisierung

Plasmid Restriktionsenzym RNA Polymerase
XL-LRPAP1 (pCMV-Sport6) Sall T7

Pax2-A (pCMV-Sport6) EcoRV T7

MGC83377 (pCMV-Sport6) — slc5a2 Sall T7

MGC68673 (pCMV-Sport6) — slc7al3 Sall T7

XL027f19 (pBlueScript SK-) — slcl2al Notl T7

Tabelle 2 Plasmidkonstrukte fir die Mikroinjektion der Embryonen

Plasmid

Restriktionsenzym

RNA Polymerase

B-Galactosidase (1D1, pCS2+)

Notl

SP6 (Ambion Ki

23

N—r



2.8 GenBank Zugangsnummern der Aminosauresequenzen
Die GenBankZugangsnummerra¢cession numbeysler in Abb. 8 und Abb. 9 aufgefihrten

Aminosauresequenzen von LRPAP1 unterschiedlichezi8s sind in der folgenden Tabelle

aufgefuhrt:

Tabelle 3 GenBankaccession numbers der Aminosduresequenzen von LRPAP1 unterschiedlign Spezies

Abklrzung GenBank Organismus (Spezies) Dt. Ubersetzung
accession number

ag LRPAP1 XP_313261.4 Anopheles gambiae Stechmiicke

bt LRPAP1 NP_001073694.1 | Bos taurus Hausrind

ce LRPAP1 NP_506187.2 Caenorhabditis elegans Fadenwurm

dm LRPAP1 NP_649950.1 Drosophila melanogaster Schwarzbéauchige
Taufliege

dr LRPAP1 NP_958463.1 Danio rerio Zebrafisch

gg LRPAP1 NP_990393.1 Gallus gallus Haushuhn

hs LRPAP1 NP_002328.1 Homo sapiens Mensch

mm LRPAP1 NP_038615.2 Mus musculus Hausmaus

mm2 LRPAP1 XP_001085674.1 | Macaca mulatta Rhesusaffe

pa LRPAP1 NP_001125136.1 | Pongo abelii Sumatra-Orang-Utan

pt LRPAP1 XP_517082.2 Pan troglodytes Gemeiner
Schimpanse

rm LRPAP1 NP_001162584.1 | Rattus norvegicus Wanderratte

sc LRPAP1 NP_001106907.1 | Sus scrofa Wildschwein

xI LRPAP1 AAH54293.1 Xenopus laevis Afrikanischer
Krallenfrosch

xt LRPAP1 NP_001090847.1 | Xenopus tropicalis Tropischer

(Silurana tropicalis) Krallenfrosch
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2.9 Verbrauchsmaterialien, Gerate und Zubehor

Einwegpipetten und Reaktionsgefal3e wurden von ieraFEppendorf erworben.

Einmalspritzen Injekt2/5/10/20 ml und Kantlen Braun, Deutschland

Filter Minisart» 0,45 gm; 0,80 gm Sartorius, Deutschland
Nitrocellulose-Transfermembran Loewe Biochemigautschland
Skalpell-Klingen steril, Heinz Herenz, Deutiscid
Einbettungsmulden 0,6 x 1,2 cm Polysciences\ US

Pipetman P10, 20, 200, 1000 Gilson S.A.Snkreach

PCR Thermocycler
Tpersonal Thermocycler, TGRADIENT Thermocycler  Bitna, Deutschland

Geldokumentation

Imager (Gel-Dokumentationsanlage GelDoc XR) BISCRUSA
Spectrophotometer

NanoDrop® Spectrophotometer ND-100 peQlab Biatetdgy, Deutschland
Bio Photometer Eppendorf, Deutschland

Elektroporator
Electro Square Porator TM ECM830 BTX, Deutsctlan

Histologische Geratschaften

Vibratom Leica VT1000 S Leica Microsystem, Bsshland
Microtom Leica RM2066 Leica Microsystem, Dailtieind

Microinjektion

Microinjector: PV820 Pneumatic Picopump HelmutiS®eutschland
Nadelziehgerat: PN-30 Narishige, Japan

Mikroskope, Kamera

Zeiss Stemi 2000 Carl Zeiss, Deutschland
Olympus SZX12 Olympus Microscopy, Japan
Leica DMR Leica Microsystem, Deutschland
INTAS MS 500 INTAS, Deutschland

Kits

Alle verwendeten Kits sind nach den Herstelleraegakerwendet worden:

PCR- Purification Kit Qiagen

QIAfilter Plasmid Midi Kit Qiagen

TnT® Quick Coupled Transcription/Translation System orRega

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

GeneAmpRNA PCR Core Kit Roche

SP6 mMessage mMachine Kit Applied Biosystemdosom

25



Software

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Nationdhstitute for Health, USA
ChemiDoc XRS Geldokumentation

DNASTAR Lasergene® 9 Core Suite (Testversion)

Genetyx Application Software Development, Japan

Microsoft Office 2004/2007 Microsoft, USA

Microsoft Windows XP/7 Microsoft, USA

Photoshop 7.0/PS Adobe Systems, USA

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) Whitehead Instédor Biomedical Research, USA
QCapture Pro 5.1 Qlmaging, USA

Imaged 1.41, USA

GraphPad Prism 5 Software, USA

Onlinedatenbanken

PUBMED (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), USA
XENBASE® (www.xenbase.com)

GeneCards® (www.genecards.org)

Metazome 3.0 (www.metazome.net)

Pfam Sequence Search des Sanger Institutes (fpa/sanger.ac.uk/search/sequence)

ScanProsite (http://prosite.expasy.org/scanprosite/

ScanSite des Massachusetts Institute of Techndlutyy.//scansite.mit.edu/)
SMART Sequence Analysis der Uni Heidelberg
(http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode@N@GRMAL=1)
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3. Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Phylogenetische Analyse

Homologe Aminosauresequenzen von LRPAP1 unterdathed Spezies wurden Uber die
GenBank Datenbank ermittelt.Mittels MegAlign (DNASR, USA) wurde ein Sequenz-
Alignment durchgefihrt. Dabei wurde die ClustalW thede verwendet. Anschliel3end
wurde ein phylogenetischer Stammbaum mit Hilfe Meghbor-JoiningAlgorithmus erstellt.
Die GenBanlaccession numbeder genutzten Sequenzen sind im Anhang aufgefihrt.

3.1.2 Restriktionsverdau

Zur Linearisierung von Plasmid-Vektoren (pCS2+ unmplCMV-Sport6) wurden
Restriktionsenzyme (Sall, Notl, EcoORV) nach Hdlet@ngaben (Fermentas) benutzt. Das
Gesamtvolumen des praparativen Restriktionsansht&tesg 50ul. Nach Inkubation fir 3 h
bei 37°C und anschlielRender DNA-Aufreinigung (PQRHitation-Kit; QIAGEN) erfolgte
eine Kontrolle der vollstandigen Spaltung mittelsl€kektrophorese und die Bestimmung der

Konzentration bei 280 nm mittels Photometer.

3.1.3 Transkription

» fp-Galactosidase sense mRNA
Zur Synthese vofi-Galactosidase sense-capped RNA wurde die RNA-Ralyse SP6 nach
Herstellerangaben (Ambion Kit) verwendet. Nach lkiion flr 8 Stunden bei 37°C erfolgte
ein DNase-Verdau und anschlieRend die RNA-Aufreingg (RNeasy mini Kit; QIAGEN)
ebenfalls nach Herstellerangaben. Anschlieend evartd Kontrolle der Reinheit und des
Erfolgs der Transkription eine Gelelektrophoreseclgefiihrt und die optische Dichte mittels
Photometer bestimmt. Bis zur Verwendung wurde dobo® bei -20°C gelagert.

» Digoxigenin-/Fluoreszein-markierte LRPAP1 antisense mRNA
Die Synthese Digoxigenin- bzw. Fluoreszein-markieantisensemRNA, welche inin situ

Hybridisierungen eingesetzt wurden, erfolgte nadfendem Protokoll:

1ug linearisierte DNA
2 ul 10 x Transkriptionspuffer (Roche)
2l Digoxigenin-11-UTP (Roche) bzw.
Fluorescein-12-UTP (Roche)
1 pl RNase OUT (Promega)
2 ul T7 RNA Polymerase (Roche)
add to 20 pl RNase freies@
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Der Reaktionsansatz (Gesamtvolumen @D wurde fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte ein DNase Verdau, bei welcleam Ansatz DNase | (Ambion)
zugegeben und dieser Ansatz fur weitere 15 Minuten 37°C inkubiert wurde. Die
Aufreinigung erfolgte durch Saulenaufreinigung ohm RNeasy Mini Kit (QIAGEN) nach
Herstellerprotokoll. AnschlieBend wurde zur Kongober Reinheit und des Erfolgs der
Transkription eine Gelektrophorese durchgefihrt diedoptische Dichte mittels Photometer

bestimmt. Bis zur Verwendung wurde die Probe b@ic2gelagert.
3.1.4 RNA-Extraktion und RNA-Aufreinigung

* RNA-Extraktion
Zur Isolation von Gesamt-RNA wurden pro Stadium gésv 10 XenopusEmbryonen mit
Hilfe unterschiedlicher Kanulengrossen (Gr.1, 174)) 2n 800 ul Extraktionspuffer
homogenisiert und fur eine Stunde bei Raumtempenakubiert. Dem Lysat wurden 8Q0
Phenol hinzugegeben, kréaftig geschuttelt und desafn fur funf Minuten bei voller
Geschwindigkeit zentrifugiert. AnschlieRend wurde svassrige Uberstand mit jeweils 800
ul Phenol-Chloroform bzw. Chloroform versetzt unaatuweitere Zentrifugationsschritte die
RNA mittels Zugabe von Lithiumchlorid gefallt. NadResuspensierung des entstandenen
Pellets in TE-Puffer (pH 7,5), Zugabe von Natriuetat und mehreren Waschschritten
mittels Ethanol (70%) wurde schliel3lich die optisddichte der extrahierten RNA gemessen
und mittels Gelelektrophorese kontrolliert.
Anschliessend erfolgte eine RNA-Aufreinigung undhlgfilich die Herstellung der cDNA

mittels RT-PCR (siehe unten), um weitere Untersagea durchfiihren zu kénnen.

* RNA-Aufreinigung fir die cDNA-Synthese
Die ausXenopus laevissolierte Gesamt-RNA sollte mittels DNase-Verdaun \eventuellen
Verunreinigungen durch genomische DNA befreit ward2er Reaktionsansatz war wie folgt

zZusammengesetzt:
1ug Proben-RNA
1l 10 x DNase | Puffer (Ambion)
1l DNase | (Ambion)
add to 9 ul RNase freies,@

Nach einer Inkubation der Proben bei 37°C fur 30 erfolgte die Zugabe von;i
0,25 mM EDTA zum Abstoppen der Reaktion. Anschlref3erfolgte die Inkubation bei 65°C

fur 10 min, um die DNase zu inaktivieren.
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3.1.5 cDNA-Synthese

Zur reversen Transkription wurde die mit DNase Ipelete Gesamt-RNA als Matrize
verwendet und in sogenannte komplementare DNA (cpiNAgeschrieben. Dazu wurde das
GeneAmpRNA PCR Core Kit (Applied Biosystems) nach Hergtielhgaben verwendet. Zu
dem Reaktionsansatz aus dem DNase Verdau (siehe Xa@) wurden 1ul Random
Hexamer Primer hinzugegeben und 10 min bei 70°Qhrdct. Danach erfolgte die sofortige
Abklhlung auf Eis, die Zugabe vonuf des unten aufgefihrten Mastermix und die erneute
Inkubation bei 37°C fur 5 min. Zu diesem Ansatz @audann lul Reverse Transkriptase
hinzugegeben und der Ansatz anschlieRend erst BMeni42°C, dann nochmals 10 min bei
70°C inkubiert. Der erwahnte RT-Mastermix bestansl falgenenden Komponenten:

4l 5 x Reverse Transkriptase Puffer
0,5ul RNase Out
2 ul dNTP- Mix (10 mM)
0,5ul RNase freies kD
3.1.6 RT-PCR

Die  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird zur Amkéfion  spezifischer
Nukleinsédureabschnitte eingesetzt. Die PCR wurdeReagenzien der Firmen QBiogene,
Promega und Fermentas durchgefihrt. Die aufgefitibfPrameter fir die einzelnen PCR-
Reaktionen wurden vorher mittels Gradienten-PCRirbest.

PCR- Mix zum Nachweis von LRPAP1 inxl Embryonalstadien

1ug Template DNA
10 pmol Primer (LRPAP1 bzw. ODC
1,2 mM MgCb
0,1uM dNTPs

05U Tag Polymerase

Der Reaktionsansatz betrug 20
PCR- Mix zun Nachweis von LRPAP1 in adultemx| Gewebe

1ug Template
10 pmol Primer (LRPAP1 bzw. Histon 4)
1,2 mM MgCb
0,1uM dNTPs

05U Tag Polymerase (Fermentas

Der Reaktionsansatz betrug 20

PCR- Programm:

Initialisierung 94°C 2,5 min
Denaturierung 94°C 20s
Annealing 60°C 30s
Elongation 72°C 30s
Zyklenzahl 28
Extension 72°C 7 min
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3.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die analytische Auftrennung von DNA- und RNAa§menten wurden Agarose-
flachbettgele (7 cm x 10 cm) mit einer Agarosekonzgion von 0,9-1,5 % (w/v) eingesetzt.
Das Gel enthielt 0,5 ml Ethidiumbromid zur DNA-Dieien und als Gel- und Laufpuffer
diente 1x TBE-Puffer. Die elektrophoretische Aufinang von DNA und RNA erfolgte bei
70-90 V. Vor dem Auftragen wurden die DNA-Probert 64 DNA-Ladepuffer (Fermentas)
und die RNA-Proben mit 10x RNA-Ladepuffer (Ambion)versetzt. Als
MolekulargréRenmarker dienten 50 bp, 100 bp und DKA-Leitern der Firma Fermantas
(O’'Gene Ruler DNA Ladder). AnschlieRend wurden @®&IA-Banden mit einem UV-
Transilluminator sichtbar gemacht und fotografidofkumentiert (GelDoc XR; BIO RAD).

3.1.8 Konzentrationsbestimmung von DNA/ RNA

Die Konzentration von DNA bzw. RNA wurde photomsth unter Verwendung eine
Spektrophotometers (NanoDr@d000, Thermo Scientific) bestimmt. Dabei wurde jdsvé

ul unverdinnte Probenlésung auf die Messvorrichtumgfgetragen und die DNA-
Konzentration bei 260 und 280 nm photometrisch gsere Um den Reinheitsgrad der DNA
zu ermitteln, wurde das Verhaltnis von 260 nm zQ 8& bestimmtDieser Wert sollte fur
reine DNA bzw. RNA-L6sungen zwischen 1,8 und 26@éin.

3.1.9 Herstellung der Nierenmarkersonden (Reggiaret al., 2007)

e Chemische Transformation
100u! der kompetentea. coliZellen wurden, nachdem sie 5 min auf Eis aufgetauten,
mit der zu transformierenden Plasmid-DNA versetait gemischt und 30 min auf Eis
inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 443C90 s. AnschlieRend wurden die Zellen
sofort fur 2 min auf Eis inkubiert, in 900 LB-Medium aufgenommen und fur 1h bei 37°C
geschittelt. Es wurden jeweils 100 und 900 ul des Ansatzes auf Selektionsplatten

ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C kultiviert.

* Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien (Midiprep)
Zur Plasmidpraparation wurden einzelne KoloniehBaMedium mit 100pug/ml Ampicillin
Uberfihrt und Uber Nacht bei 37°C geschittelt. FEie Isolierung wurden 50 ml
Ubernachtkulturen angezogen und der QIlAfilter PidsMidi Kit nach den Angaben des
Herstellers verwendet. Zudem wurden 500 pl Kultur 500 pl einer 87%igen Glycerol-
Stocklésung gemischt und bei -80°C gelagert.
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e Sequenzierung
Die Sequenzierreaktion beruht aofvitro DNA-Synthese durch die T7-DNA-Polymerase,
bei der es zu einer statistisch verteilten Unteftimeg der Komplementarstrang-Synthese
durch den Einbau von entsprechenden Didesoxynu#ésokommt.

Der Reaktionsansatz betrug lQund beinhaltete:

400 ng Plasmid-DNA

1,5l Sequenzierungsmix

1,5ul Sequenzierungspuffer

8 pmol SP6/T7- bzw. T3/T7- Primer
add to 1Qul dH,O

Der Reaktionsansatz betrug {110

Folgende Reaktionsschritte wurden fur 25 Zyklerctgefuhrt:
96°C fur 10 s

55°C fur 15 s

60°C fur 4 min

Zur Aufreinigung der Sequenzierung wurde der Ansaitzl ul 125 mM EDTA, 1ul 3M Na-
Acetat und 5Qu 100 % Ethanol versetzt, 5 min bei RT inkubiertlamschlieRend fur 15 min
bei 14000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde mix ¢d 70 % Ethanol gewaschen und
anschlieBend getrocknet. Die Auftrennung der meaxkie Syntheseprodukte erfolgte im
ZMG-Labor (Sequenzierservice) automatisiert unteeniéndung des ABI Prism

Sequenziergerates.

3.21n vivo Methoden

3.2.1 Gewinnung und Behandlung der Embryonen, MEMFAFixierung

Zur Oozytenreifung und Stimulation der Ovulationrden 400-800 Einheiten (IU) humanes
Choriongonadotropinn den dorsalen Lymphsack weiblicher Krallenfroseteiert, worauf
nach 10 bis 14 Stunden die spontane Eiablage &folgurch geschicktes Greifen der
Frosche konnte der so genannte Klammergriff desngldens (Amplexus) imitiert und mit
Hilfe manueller Stimulation von Bauch und Flankear dhatirliche Eiablagereflex des
Weibchens ausgeltst werden. Auf diese Art und Wegen sich innerhalb weniger Minuten
mehrere hundert Eievia naturalis gewinnen. Zur Spermiengewinnung wurden die zuvor
chirurgisch entfernteXenopus laevisioden in 1 x MBS zerkleinert und anschliel3end2nit
Cystein (Yepes et al., 2003) versetzt. Dann wurienEier mit der Spermiensuspension in

0,1 x MBS-Puffer fertilisiert. Danach wurde die gtdende Gallertkapseje{ly coa), mittels
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2 %igem Cystein (pH 7,8 — 8,0) entfernt und die Bmben bis zum Erreichen des
gewinschten Entwicklungsstadiums in 0,1 x MBS kidtt. Albinoembryonen wurden
anschlieBend mit einem Lebendfarbstoff (Nilblaufadet. Je nach Ziel des Experiments
wurden die Embryonen in den entsprechenden Stditient, welche unter dem Mikroskop
mit Hilfe der Klassifikation der Entwicklungsstadienach Nieuwkoop und Faber (1994)

bestimmt wurden. Es wurden pro Versuch immer nar Besselben Geleges verwendet.

«  MEMFA-Fixierung der Xenopus Embryonen
Die Embryonen wurden in 5 ml Gewindepraparat-Gléagesrfahrt, fur 1 h in 1 x MEMFA
auf einer Rotierplattform fixiert, anschlie3end destens zwei Mal fur finf Minuten in 100%
Ethanol gewaschen und dann fir weitere Untersuatubgi — 20 °C gelagert. Fur die X-Gal
Farbung wurden die Embryonen in 1 x MEMFA fiir 30nMtien fixiert, mehrmals in 1 x PBS
gewaschen und schlie3lich in 1 x PBS bei 4 °C getag

3.2.2 Mikroinjektionstechniken

Zur funktionellen Genanalyse wurdesmtisenseMorpholino-Oligonukleotide (LRPAP1-
Morpholinos) eingesetzt, welche komplementar an mFRStrange binden, diese blockieren
und somit zu einem Abbruch der Translation fihi@i Injektionen von 1,6 pmol und 2,5
pmol dieser Morpholinos erfolgten in eine Blastomeim Zweizellstadium mittels
Injektionsnadeln (Borosilikatkapillaren) und eirdgroinjektorsmit kalibrierbarer, zeit- und
druckgesteuerter Injektion im Nanoliter-Bereich. sAKontrolle wurden 30-50 pd3-
Galaktosidase RNA ko-injiziert (Gesamt-Injektiongwaen pro Embryo: 5 nl). Nach der

Injektion mehrerer Gruppen von Embryonen erfolgeeklltivierung.

3.2.3 Whole mountin situ Hybridisierung (WMISH)

Die Technik derin situ Hybridisierung (ISH) erlaubt den spezifischen Naels von
Nukleinsduren (DNA, RNA) an Gewebeschnitten odebBmnen und hat somit den Vortell,
dass der Nachweis in Bezug zur Morphologie gesetrtlen kann. Die Whole mouint situ
Hybridisierung von Albino-Embryos wurde hier gruétidich, wie von Harland et al.
(Harland, 1991) beschrieben und von Hollemann et (Blollemann et al., 1998)
weiterentwickelt, unter Verwendung von Digoxigedib-UTP (Harland, 1991)- oder
Fluorescein-12-UTP (FLU)-markiertemtisenseRNA Proben, durchgefihrt.
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» Einfachfarbung

Erster Tag

Die in 100 % Ethanol gelagertetenopus laeviEmbryonen wurden tUber eine Ethanolreihe
in PTw-Puffer rehydriert und anschlielend stadibédalgig unterschiedlich lang mit

Proteinase K behandelt (siehe Tabelle), um einbesserte Penetration der Sonde in das

Gewebe zu ermdglichen.

Stadium Zeitin Min
25/56 14
28 15
30 16
32/33 16
36 18
38 19
41 20
42 20

Danach wurden die Embryonen in 0,1M Triethanolammmgepuffert und dann durch
zweimalige Zugabe von Acetanhydrid acetyliert. Angf3end erfolgte eine Refixierung mit

Formaldehyd. Als nachstes wurden die Embryonemitidestens sechs Stunden bei 65°C im

Hybridisierungsmix préahybridisiert, um eine Equildrung des Gewebes zu ermdglichen.

Danach erfolgte die Hybridisierung mit den mRNA-8en (Digoxigenin- oder Fluoreszein-

markiert) tber Nacht (UN) bei 60 °C.

Zweiter Tag
Nach mehreren Waschschritten erfolgte ein RNaseater

Reagenz Temperatur Zeit
500 ul Hybridisierungsmix 60°C 10 min
2 x SSC 60°C 60 min, 3X
2 x SSC + 2Qug RNase Aund 10 U RNase T 37°C 60 min
2 x SSC RT 10 min
0,2 x SSC 60°C 30 min, 2x
0,2 x SSC 60°C 30 min, 2x
Danach erfolgte die Antikdrperinkubation:

Reagenz Temperatur Zeit
1 x MAB RT 15 min, 2x
5 x MAB + 2% BMB + Zellkulturwasser RT 60 min
5 x MAB + 2% BMB + Zellkulturwasser + 20% Serum RT 60 min
5 x MAB + 2% BMB + Zellkulturwasser + 20% Serum + | RT 240 min
Antidigoxigenin-/ Antifluoreszin-AK (1:5000)
1 x MAB RT 30 min, 2x
1 x MAB 4°C UN
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Dritter Tag
Es erfolgte die Farbung der Embryonen mit APB uTNBCIP auf Eis und im Dunkeln, bis

eine ausreichende Farbentwicklung festzustellen Wann wurde die Farbung Uber eine
absteigende Methanolreihe (100%, 75%, 50%, 25%{pgps die Embryonen in MEMFA

fixiert und schlief3lich fotografisch dokumentiert.

« Doppelfarbung
Fur eine Doppelfarbung wurden die Embryonen im ktibierungsschritt zusatzlich mit
einer zweiten Sonde inkubiert. Danach erfolgte daach oben beschriebenem Protokoll die
erste Antikdrperinkubation mit Anti-DIG-AntikorperrNach mehrmaligem Waschen der
Embryonen mit DEPC-H20 und zweimaliger Inkubatioh @1 M Tris-HCI (Christensen et
al., 2008) fur 15 min bei Raumtemperatur erfolge etste Farbung mit FastRed-Tabletten.
Nach mehrmaligem Auswaschen des Farbstoffes mitMD,Tris-HCI (Christensen et al.,
2008) und Behandlung mit EDTA, erfolgte die erneltmpufferung in MAB-Puffer.
AnschlieRend wurden die Embryonen nach dem obigestokoll (siehe Kap. 3.2.3.
~Einfachfarbung®) mit dem zweiten Antikérper (Arfiluoreszin-AK) inkubiert und mit APB
und NBT/BCIP gefarbt. Dann wurde die Farbung widissr eine absteigende Methanolreihe
(100%, 75%, 50%, 25%) gestoppt, die Embryonen inMWE fixiert und schlief3lich

fotografisch dokumentiert.

3.2.4 Gelatine/Albumin Einbettung, Vibratomschnitteund Dokumentation

* Gelatine/Albumin Einbettung

Es wurden flexible Formen mit Einbettungsmulden gan0,6 x 1,2 cm Grol3e verwandt. Pro
einzubettendem Embryo wurden 1,5 ml des Gelatirasfin-Mediums in einer Mulde
vorgelegt und mit 109l 25%igem Glutaraldehyd vermischt. Nach Erharteesel ersten
Schicht wurden die zuvor fur 15 Minuten im Gelatibumin-Medium equilibrierten
Embryonen darauf entsprechend platziert. Danaclilevudie Embryonen mit einer zweiten
Schicht der oben genannten Mischung bedeckt. Nadh@tung wurden die Blécke aus der
Form gedrickt und bis zum Schneiden in Kunststbéfffeucht) oder PBS einige Tage bei
4°C aufbewabhrt.

* Vibratomschnitte
Die histologische Untersuchung defenopus laevisEmbryonen erfolgte anhand von

Vibratomschnitten. Die zu schneidenden Embryonendem in Gelatine/Albumin-Blécken
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eingebettet (siehe oben), mit einem Vibratom (VDAE; Leica) in einer Schnittdicke von
30 um geschnitten und auf Objekttragern zur fotografsc Dokumentation ausgelegt
(Hollemann et al., 1996).

» Fotografische Dokumentation
Fur die fotographische Darstellung wurde eine digitkamera eingesetzt. Die Bearbeitung
der Bilder erfolgte mit Adobe Photoshop 6.0/ CS4.

3.3 Proteinanalytik

3.3.1In vitro Transkriptions- und Translations- (TnT ®-) Test

Zur Kontrolle der verwendetemntisenseMorpholino-Oligonukleotidewurde dasTnT®
Coupled Reticulocyte Lysat Syst€Promega) verwendet. Dieses System ermoglicht die
gekoppelte Transkription/Translationsreaktion vdasmidkonstrukten. Mit entsprechenden
RNA-Polymerasen wird zunachst ein Transkript der ADNerstellt, welche durch
Retikulocytenlysat in Gegenwart vorS]-Methionin in ein Protein translatiert wird. Der
Reaktionsansatz bestand aus folgenden Komponenten:

6,25ul TnT® Retikulocytenlysat

0,5l TnT® Reaktionspuffer

0,25l TnT® RNA- Polymerase SP6
0,25ul Aminosauremix ohne Methionin
0,25yl RNasin

0,5ul [*S]-Methionin

0,5ug Template DNA

Der Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 12J% wurde fir 2 h bei 37°C inkubiert.
Anschlie3end wurden die methioninmarkierten Traimsiaprodukte elektrophoretisch mittels

eines SDS-Polyacrylamidgels aufgetrennt und peovadiographie detekiert.

3.3.2 SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese $SPAGE) werden Proteine
entsprechend ihrer molekularen Masse aufgetrenabheDwurde das Tris-Glycin-System
nach Laemmli (1970) verwendet. Zur Denaturierungden die Proben mit 1 Vol. 5x SDS-
Probenpuffer versetzt und bei 95°C fir 5 min inkwbi Die Elektrophorese erfolgte im
Sammelgel (4%) bei 10 mA und im Trenngel (12,5%)25emA.
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4. Ergebnisse

4.1 Aminosauresequenzvergleich und phylogenetiscAamalyse von LRPAP1 inXenopus
laevisund anderen Spezies

Um die evolutiondre Beziehung und den Grad der Eomsrung der Aminoséauresequenzen
von LRPAP1 verschiedener Spezies zu untersuchergeweine phylogenetische Analyse
durchgefuhrt. Alle Aminoséuresequenzen wurden daflier die GenBank Datenbank
ermittelt @ccession numbergehe Kap. 2.8). Anschliel3end wurde mit Hilfe @&sgramms
MegAlign (DNASTAR, USA) ein Alignment durchgefihrhei dem diese Sequenzen mit
dem offenen Leserahmempen reading frameder Xenopus laevisSequenz verglichen
wurden. Das Ergebnis dieses Alignments ist in ABbund der daraus resultierende
phylogenetische Stammbaum in Abb. 9 dargestellt.

Die LRPAP1-Sequenzen vofenopus laevisind Xenopus tropicalisind mit mehr als 91 %
sehr ahnlich. Alle anderen untersuchten Sequeneg&gerz, mit Ausnahme voAnopheles
gambiae(31,9%), Drosophila melanogaste30,6%) undCaenorhabditis elegan&4,2%),
eine Ubereinstimmung mit Werten um 60 % (Werteasidbb. 8). Dies driickt sich auch im
phylogenetischen Stammbaum aus, in dem diese ¢ezi&s evolutionar weit von den
Restlichen entfernt sind. Zudem erkennt man selitlide, dass die Sauger eine eigene
phylogenetische Gruppe bilden. Innerhalb diesepgaren sich die einzelnen Ordnungen der
Primaten Homo sapiensPongo abelij Pan troglodytesind Macaca mulatty der Paarhufer
(Sus scrofaund Bos tauruy, der NagetiereRattus norvegicysMus musculusoder eben der
FroschlurcheXenopus laevisnd Xenopus tropicalisuntereinander.

Zudem erfolgte mit Hilfe verschiedener Online-Ddianken (siehe Kap. 2.9) eine Analyse
der Domanenstruktur von LRPAP1 (siehe dazu auch 8pabei konnte neben den N- und
C-terminalen Proteindoméanen ein Coiled Coil MO#\S(258-292), sowie ein HNEL-Motiv

am Ende der C-terminalen Domaéane identifiziert warde
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Abb. 8 Vergleich der Aminosauresequenzen von LRPAPL1 inXenopus laevis mit denen anderer Spezies
Fur die Xenopus laeviSequenz wurde der ORF genutzt. Punkte stehen fékelnl welche eingefligt wurden, um eine
optimale Sequenziibereinstimmung zu erreichen. kg Aminosauren sind durch Bindestriche représenthm Ende
jeder einzelnen Sequenz ist die Ubereinstimmungidenosauresequenz in Bezug auf die von LRPAP D@empus laevis
in Prozent aufgelistet. Farben: Rot, N-terminale Bom (Alpha-2-MRAP_N Superfamily); Gelb, C-termindd®mane
(Alpha-2-MRAP_C Superfamily); Braun, Coiled Coil Motiv258-292); Griin, HNEL-Motiv (ER Zielsequenz).
Abklrzungenag, Anopheles gambiae; bt, Bos taurus; ce, Caermtitia elegans; dm Drosophila melanogaster; drnioa
rerio; gg, Gallus gallus; hs, Homo sapiens; mm, Musisculus; mm2 Macaca mulatta; pa, Pongo abelii; Pan
troglodytes; rn, Rattus norvegicus; sc, Sus screfaXenopus laevis; xt, Xenopus tropicalis.
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Abb. 9 Phylogenetische Stammbaumanalyse von LRPARErschiedener Spezies

Die Skala zeigt den AS-Austausch pro 100 AS undhuesbt damit den Unterschied beziiglich der Ahiesh
der Aminosauren in Prozent. Die vertikalen Abstamdéschen den einzelnen Asten dienen nur der besser
Ubersicht. Die GenBankccession numberder einzelnen Aminosauresequenzen sind in Kapa@@elistet.
Fur dieXenopus laeviSequenz wurde der ORF genutzt; Abkirzungen:Anopheles gambiae; bt, Bos taurus;
ce, Caenorhabditis elegans; dm Drosophila melastgra dr, Danio rerio; gg, Gallus gallus; hs, Homo
sapiens; mm, Mus musculus; mm2 Macaca mulatta; Rango abelii; pt, Pan troglodytes; rn, Rattus
norvegicus; sc, Sus scrofa; xl, Xenopus laevisXg&hopus tropicalis.

4.2 Konservierung benachbarter Gene (Syntenieanalg}

Um die unter Kap. 4.1 gezeigte Verwandtschaft v&®PRP1 innerhalb unterschiedlicher
Spezies weiter zu verifizieren, wurde die Syntdr@stimmt. Darunter versteht man die in der
Evolution konservierte Nachbarschaft verschiede@ene auf einem Chromosom. Dazu
wurde mit Hilfe der Onlinesoftware Metazome 3.0 Bimoteinblast der LRPAP1-Sequenz von
Xenopus laevisdurchgeftihrt und anschlieBend die Syntenie intierlter Gruppe der
Landwirbeltiere Tetrapodeh bestimmt. Das Ergebnis ist in Abb. 10 gezeigt.

Dabei erkennt man, dass sich die benachbarten Gelmaitie von LRPAP1 im Vergleich der
untersuchten Spezies grundsatzlich sehr ahneltwdise sind Genabschnitte ausgetauscht,
in einer anderen Reihenfolge angeordnet oder feldanz, eine Grundstruktur ist
vergleichend aber eindeutig erkennbar.
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Abb. 10 Syntenieanalyse von LRPAP1 in Homo sapienglus musculus, Rattus norvegicus, Canis familaris,
Gallus gallusund Xenopustropicalis.

Schematischer Uberblick uber die benachbarten Geame LRPAP1 vergleichend in den oben genannten
Spezies. Konservierte Gene sind farbig, nicht konedge Gene sind weil3 dargestellt. Die Richtung de
einzelnen Gene ist anhand der Pfeile dargesteift.LRBnge und Abstande zwischen den einzelnen Giten
nicht maf3stabsgetreu. Farbgmau, LRPAP1; dunkelblay DOK7 (downstream of tyrosinkinase; tellblay,
HGF-Aktivator hepatocyte growth factor activalprosa RGS12 (egulator of G-protein signaling J32rot,
2310079F23RIikRIKEN cDNA 2310079F28en@; griin, Cpz €arboxypeptidase)Zviolett, Adra2c adronergic
receptor alpha 2% gelb, Hdh untington disease gene homadlog

4.3 Expressionsanalyse von LRPAPL1 irenopus laevis

4.3.1 Lokale Expression von LRPAPL1 in adultenXenopus laevis Gewebe

Aus adultemXenopus laevisGewebe extrahierte Gesamt RNA diente als Matnizedfe
Reverse Transkriptase, welche mit Hilfe von Randéexamer Primern die RNA in cDNA
umschrieb. Mittels spezifischer LRPAP1-Primer kenminschlielend die Expression von
LRPAP1 in unterschiedlichen Geweben des adulksmopus laevisin einer semi-
guantitativen PCR untersucht werden.

Dabei zeigte sich, dass LRPAP1 ubiquitdr exprimieitd (Abb. 11). Es liel3en sich
Transkripte in nahezu allen untersuchten Gewebratbed damit allen drei Keimblattern,
nachweisen. Die starkste Expression fand sich m@eweben von Niere, Gehirn und Leber.
Geringere Expressionslevel lie3en sich im Herzgewatd den Lungen sowie in Muskel-,
Hoden- und intestinalem Gewebe nachweisen. Im Mgskebe konnte keine Expression
von LRPAP1 festgestellt werden. Als Kontrolle démgesetzten Menge an RNA-Matritze
wurde die Expression von Histon H4 bestimmt (Heasetaal., 2000; Sindelka et al., 2006).
Die Negativkontrolle bestand aus einer Wasserprdleedie RNA ersetzte. Sie zeigte, dass

die Reagenzien nicht kontaminiert waren, indenksia DNA- Produkt lieferte.
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Abb. 11 Expression von LRPAPL1 in unterschiedlicheeweben des adulteiXenopus laevis.

Zur Kontrolle der eingesetzten Menge an RNA-Matriagrde im Zuge der RT-PCR zusétzlich Histon H4 als
Kontrolle amplifiziert. (1,%-iges Agarosegel; LRPAP260 bp). Die Negativkontrolle bestand aus einer
Wasserprobe. Zusatzlich dargestellt ist die dem®&tasche Auswertung der LRPAP1-Expression nornaeaft
die Histon H4 Kontrolle mit den Mittelwerten + Stardfehler (n=2).

4.3.2 Zeitliche Expression von LRPAP1 in unterschifichen Embryonalstadien des
Xenopus laevis

Aus einer aufsteigenden Reihe von RNA-Praperati@usiXenopus laeviEmbryonalstadien
(Nieuwkoop und Faber, 199#urde die extrahierte RNA mittels Reverser Trarskse und
unter Verwendung von Random Hexamer Primern in cRiNAgeschrieben, um anschlie3end
mittels PCR und spezifischer LRPAP1-Primer dielzbi¢ Expression von LRPAPL in der
Frihentwicklung vorXenopus laevigu untersuchen.

Dabei konnten LRPAP1-Transkripte bereits im unbeitaten Ei nachgewiesen werden
(Stadium 0, Abb. 12). Diese maternalen Transkdghben bis zum Beginn der Gastrulation
(Stadium 12) erhalten. Die zygotische Expressiomde/umit Beginn der Neurulation im
Stadium 15 angeschaltet und stieg dann kontinaketlis zum Stadium 40 (schwimmende
Kaulquappe), dem letzten untersuchten StadiumeaseatdiArbeit, an. Als Ladekontrolle wurde
die Expression der Ornithindecarboxylase (ODC)ibest (Heasman et al., 2000; Sindelka

et al., 2006). Die Kontaminationskontrolle wurde iMasser durchgefuhrt.
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Abb. 12 Zeitliche Expression von LRPAP1 in Embryonéstadien desXenopus laevis

Analyse der zeitlichen Expression von LRPAP1 nsttRT-PCR der RNA-Praparartionen der angegebenen
Embryonalstadien. Zur Kontrolle und Quantifizierudgr LRPAP1-Expression wurde die Expression der
Ornithindecarboxylase (ODC) bestimmt. (1%iges Agegel, LRPAP1 260 bp). Die Negativkontrolle bestand
aus einer Wasserprobe anstelle von RNA. Zusataiaigestellt ist die densitometrische Auswertung der
LRPAP1-Expression normiert auf die ODC Kontrolletnden Mittelwerten + Standardfehler (n=3).
Stadieneinteilung nach Nieuwkoop und Faber 1994.

4.3.3 Whole mount h situ Expressionsanalyse von LRPAP1 in Embryonalstadiedes
Xenopus laevis

Mit Hilfe von whole mountin situ Hybridisierungen wurden in unterschiedlichen Stadie
fixierte Xenopus laevisEmbryonen mit einer DIG-markierten LRPARhtisenseRNA-
Sonde hybridisiert. Nach Inkubation der Embryoneit Anti-DIG-AK und folgender
Farbung mit APB und NBT/BCIP konnte die Expressiam LRPAPLin situ analysiert
werden.

Transkripte von LRPAP1 lie3en sich dabei erstnmal$Stadium 24 nachweisen (Abb. 13). Ab
Stadium 26 war eine deutlichere, raumlich schagirdeze Farbung ventrolateral der Somiten
am Ende des Nachhirns zu erkennen. Diese Lokalisddisst vermuten, dass LRPAP1 im
Bereich der sich entwickelnden Vorniere exprimiaitd, in welchem die Zellen eine
mesenchymale-epitheliale Transition durchlaufen,dienspateren Vornierentubuli zu bilden

(Nieuwkoop und Faber, 1994). Die histologische Asal der spateren Embryonalstadien
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unterstitzte diese Beobachtung. Dabei stellte dashExpressionsmuster bis zum Stadium 29
(Abb. 13) in einem gleichmaldig, nahezu ovalen Zeifen dar, welcher beidseits im Bereich
der Nierenanlage lokalisiert zu sein schien. Latgranzte dieser Zellhaufen direkt an die
Epidermis. Spater, ab Stadium 31 (Abb. 14), erkamman die Expression von LRPAP1
scharf begrenzt im Randbereich der sich zu einérHahlorgan weiter differenzierenden
Vorniere. Im Stadium 40 (Abb. 15), dem letzten wuehten Stadium in dieser Arbeit, liel3
sich weiterhin die Expression im Bereich der zusdia Zeitpunkt voll funktionstichtigen
Vorniere nachweisen.

Weitere Transkripte, welche in allen untersuchtatwitklungsstadien (Abb. 13 bis Abb. 15)
zu finden waren, lie3en sich anhand der FarbungeBereich der Augen- und Hirnanlagen
und in den Somiten erkennen. Ebenso zeigte sicBameich der Ohranlage eine schwache
Expression, welche bis Stadium 40 erkennbar wae Bérbungen im Bereich der
Kiemenbdgen nahmen von Stadium 24 bis 36 ab uf@niesich ab Stadium 39 nicht mehr
eindeutig abgrenzen. Ahnlich verhielt es sich nait @ignalen im Bereich der Augenanlage.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass LRPsdéhharf begrenzt in den
Vornierentubuli exprimiert wird und zusatzlich nachden Hirn- und Augenanlagen sowie in

den Somiten und Kiemenbégen nachzuweisen ist.
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Abb. 13 Expression von LRPAP1, Embryonalstadien 10is 29

A bis D Embryonen in situ; 1 dorsale Ansicht, 2etate Ansicht mit AusschnittsvergroRerung 2E uBdhorizontale
histologische Vibratomschnitte mit jeweiliger Auksdtsvergroferung E* und G'; F und H transvershistologische
Vibratomschnitte mit jeweiliger Ausschnittsvergrofdeg F* und H‘; Abkurzungen: AB, Augenblaschen; MRitteldarm;
NC, Notochord; NR, Neuralrohr; OB, Ohrenbldschen, Somiten; VA, Vornierenanlage; ZD, Zementdrise.
Stadieneinteilung nach Nieuwkoop und Faber 1994.
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Abb. 14 Expression von LRPAP1, Embryonalstadien 3tind 34

A und B Embryonen in situl dorsale Ansichf? laterale Ansicht mit AusschnittsvergréRerung@‘und E horizontale
histologische Vibratomschnitte mit jeweiliger Aubsdtsvergroerung C' und E'; D und F transversale
histologische Vibratomschnitte mit jeweiliger Aubsdtsvergroferung D* und F.Abklrzungen: AB,

Augenbecher; S, Somiten; VD, Vorderdarm; VN, VorejeZD, Zementdrise Stadieneinteilung nach
Nieuwkoop und Faber 1994.
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Abb. 15 Expression von LRPAP1, Embryonalstadien 3@nd 40
A und B Embryonen in situl dorsale Ansicht? laterale Ansicht mit AusschnittsvergroRerung &d dnistologischen
Schnittrichtungen 2%, C, D und E horizontale hisigische Vibratomschnitte mit jeweiliger
AusschnittsvergrofBerung CY, D und E'; F transvéasa histologischer Vibratomschnitt mit
AusschnittsvergroRerung F‘.Abkiirzungen: MD, Mitealdh; V, Ventrikel; VN, Vorniere; VNG, Vornierengang
ZD, ZementdriseStadieneinteilung nach Nieuwkoop und Faber 1994.
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4.3.4 Lokalisation von LRPAP1 innerhalb der Vorniere desXenopuslaevis mittels
Doppel-WMISH

Zur genaueren Beschreibung der Lokalisation von ARP innerhalb der Vorniere des
Xenopus laevisvurden im Stadium 36 fixierte Embryonen zuerst ioékannten DIG-
markierten RNA-Sonden (Reggiani et al., 2007) hdibrert und im Anschluss mit FastRed-
Farbstoff (Roche) rétlich angefarbt (Hollemann let 2098). Um die einzelnen Segmente der
Vorniere zu detektieren, wurden dabei die folgendelute carrier (slc)Gene als Marker
genutzt:slcba2 (Proximaler Tubulus 1+2)lc12al(Intermediartubulus 1+2, sowie Distaler
Tubulusl) undPax2 (alle Abschnitte der Vorniere vom proximalen Tulsulli bis zum
Verbindungstubulus). Nach mehreren Waschschrittihgée dann die zweite Hybridisierung
der Embryonen mit Fluorescein-markierten LRPAP1-R8i#nden, welche anschlieRend mit
NBT/BCIP blaulich-violett angefarbt wurden.

Wie in Abb. 16 dargestellt ist, liel3 sich ein datés (blaulich-violettes) Signal in allen drei
Abschnitten des proximalen Tubulussystems der eaomaign Vorniere erkennen. Das
rétliche Signal, welches die Expression \&dcba2darstellt, liel3 sich nur in den proximalen
Tubulusabschnitten PT1 und PT2 nachweisen. Audolbgisch zeigte sich eindeutig, dass
sich die beiden Signale (LRPAP1 usid5a2 in den proximalen Tubulusabschnitten 1 und 2
Uberlagern und damit LRPAP1 in diesen Abschnittgurieniert wird. Um zu tberprifen, ob
LRPAP1 zusétzlich auch im proximalen Tubulusabdtthiexprimiert wird, erfolgte eine
weitere  Hybridisierung mit dem Nierensegmentmarkesicl2al welcher im
Intermediartubulus (IT1 und IT2) und im ersten Abstt des distalen Tubulus (DT1)
exprimiert wird (Abb. 17). Dabei liel3 sich eindeugrkennen, dass sich die beiden Signale
(LRPAP1 undslc12a) am Ubergang vom proximalen zum Intermediartububisht
Uberlagern. Das Signal von LRPAPL1 erschien im Bardies proximalen Tubulusabschnitts,
das Signal voslic12alin dem sich direkt anschliel3enden intermediardmulusabschnitt.

Auch histologisch war die scharfe Begrenzung depréssion in diesen Abschnitten zu
belegen. Um dieses Ergebnis abschlie3end zu lgestaerfolgte eine weitere Hybridisierung
mit Pax2 einem Nierenmarker, welcher in allen Abschnitlen Vorniere deXenopus laevis
exprimiert wird (Abb. 18). Dabei konnte unser Engisbbestétigt werden, dass sich beide
Signale (LRPAP1 undax? ausschliel3lich im Bereich des proximalen Tubuilbsrlagern.

In den intermediaren und distalen Tubulusabschmigewie im Verbindungstubulus lief3 sich
nur das rotliche Signal der Expression WRax2erkennen.

Damit kann zusammenfassend gesagt werden, dassRRP#Xenopus laevii allen drei

Abschnitten der proximalenVornierentubuli exprinieird.
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Abb. 16 WMISH mit Doppelfarbung von LRPAP1 mit dem Marker slc5a2
Die blaulich-violette Farbung entspricht LRPAP e dbte Farbung dem Marksic5a2 welcher im proximalen
Tubulus PT1 und PT2 exprimiert wird. Eine Uberlagey beider Signale lasst sich ausschlieRlich in den
proximalen Tubulusabschnitten PT1 und PT2 nachweiddRPAP1 ist zusétzlich auch im proximalen
Tubulusabschnitt PT3 exprimiert. A, laterale Ansichit AusschnittsvergréRerung A‘ und histologischen
Schnittrichtungen AY; B, C, D und E horizontale stologische Vibratomschnitte mit jeweiliger
AusschnittsvergrofRerung B, C, D' und E'; F, G, #&hd | transversale histologische Vibratomschnitte;
Schemazeichnung (Grafik modifiziert nach Racitiakt(2008)); Weitere Abkiirzungen: NS, Nephrostoi; |
Intermediartubulus; DT, distaler Tubulus; Stadiudniach Nieuwkoop und Faber, 1994.
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Die blaulich-violette Féarbung entspricht LRPAP1.e diote Farbung dem Markeslcl2al welcher im
intermediaren Tubulus 1 und 2 (IT1, IT2), sowie distalen Tubulusabschnitt 1 (Boucher et al., 2003)
exprimiert wird. Es besteht keine Uberlagerung 8eiden Signale am Ubergang vom proximalen zum
Intermediartubulus. Auch histologisch lasst sich sicharfe Begrenzung der Expression in diesen Alitseh
feststellen.A, laterale Ansicht mit AusschnittsvergréoRerunguiid histologischen Schnittrichtungen A“; B, C
und D horizontale histologische VibratomschnittenA AusschnittsvergréRerung B'; E, F, G und H trarsale
histologische Vibratomschnitte; Stadium 36 nachuMikoop und Faber, 1994. Weitere Abkilrzungen: DT,

distaler Tubulus ; PT, proximaler Tubulus.
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Abb. 18 WMISH mit Doppelfarbung von LRPAPl mlt dem Marker Pax2

Die blauliche Farbung entspricht LRPAP1, die rotebting dem MarkePax2 welcher in der kompletten
Vorniere exprimiert wird. Es lasst sich ausschig@Rim proximalen Tubulus (PT) eine Uberlagerungdbe
Signale erkennen. A, laterale Ansicht mit AussdabwérgréfRerung A* und histologischen Schnittricigem A*;

B horizontaler histologischer Vibratomschnitt mitugschnittsvergréfRerung B, C und D transversale
histologische Vibratomschnitte; Stadium 36 nachuMikoop und Faber, 1994. Weitere Abkirzungen: CT,
Verbindungstubuluscpnnecting tublg DT, distaler Tubulus; IT, Intermediartubulus; N§phrostom.

4.4 Loss-of-function Analyse vonXenopus laevis LRPAP1

Im Rahmen einer loss-of-functiorAnalyse wurden spezifische LRPAP&AnNtisense
Morpholino-Oligonukleotide (LRPAP1-Morpholino) imweizellstadium heranwachsender
Xenopus laeviEmbryonen injiziert, um die Translation des entspemden Transkripts zu
blockieren. Zur spateren Kontrolle der erfolgreithejektion wurde dabes-Galaktosidase-
MRNA (B-Gal) ko-injiziert. Dann wurden die Embryonen il & MBS bis zum Stadium 36
kultiviert. Anschliel3end erfolgte die Fixierung MEMFA und eine Farbung mit X-Gal,
wodurch sich die injizierte Seite des Embryos ven wicht injizierten Seite unterscheiden
lie3. Die Ergebnisse der injizierten Seite konrdemit direkt mit der nicht injizierten Seite
verglichen werden. AnschlieRend wurden die fixiedEambryonen mittels WMISH mit DIG-
markierten (Nierenmarker-) RNA-Sonden (Reggianalet2007) hybridisiert. Um auch hier
die einzelnen Segmente der Vorniere zu detektievengen dabei wieder die Marksic5a2
(Proximaler Tubulus PT1 und PT2)slc7al3 (Proximaler Tubulus PT3),slcl2al
(Intermediartubulus IT1 und IT2 sowie Distaler TwWsuDT1) undPax2 (alle Abschnitte der
Vorniere vom proximalen Tubulus PT1 bis zum Verbingstubulus) verwendet.
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Der LRPAP1-Morpholino bindet spezifisch im Bereidar letzten vier Nukleotide der 5°'-
UTR und der ersten 21 Nukleotide des ORF der LRP8&juenz (siehe Abb. 19).

5*-UTR LRPAP1-ORF

—

* LrPAPIMO

Abb. 19 Schematische Darstellung des Bindungsberbig des LRPAP1 Morpholinos.
Garfik modifiziert nach (Wu, 2008).

Die Morpholino-Aktivitdt wurde in einenm vitro Translations- und Transkriptionstest (TnT-
Test) berpriift. Dafiir verwendeten wir das $r@uick Coupled Transkription/Translation
System (Promega) nach Herstellerangaben. Es wurdetler LRPAP1-Plasmid-DNA die

beiden Morpholinokonzentrationen (1,6 pmol und PyBol) eingesetzt, welche bei den
Injektionen Verwendung fanden. Als Positivkontrotleente Luciferase-Plasmid-DNA, als
Negativkontrolle ausschlie3lich Wasser, um Verungeingen auszuschliel3en. Wie in Abb.
20 zu sehen ist hemmt der LRPAP1 Morpholino in éei&onzentrationen die Translation
von LRPAP1 vollstandig. Es lie3 sich kein LRPAPDdRIkt nachweisen. Die Translation

von Luciferase blieb hingegen ungestort und liefeih circa 60 kDa gro3es Protein.

kDa MO 1,6 MO 25 Luciferase LRPAP1  H20

170 S
13C e

95
72—

43 =

Abb. 20 In vitro Translations-und-Transkriptions-Te st zur Kontrolle der Morpholino-Funktion

Sowohl der LRPAP1 Morpholino in der Konzentartigh pmol (MO 1,6), als auch der in der Konzentratigh
pmol (MO 2,5) inhibieren die Translation von LRPAPDie GréRen von LRPAP1 (39 kDa), welches als
GroRRenkontrolle auf das Gel aufgetragen wurde, dedh Enzym Luciferase (60 kDa), welches als
Positivkontrolle diente, entsprechen denen derraite- bzw. Herstellerangaben. Zur Negativkontrollerde
ausschlieBlich H20 eingesetzt, um Verunreiniguraggszuschlie3en.
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Der LRPAP1-Morpholino wurde in zwei unterschiedeohKonzentrationen (2,5 pmol/Zelle
und 1,6 pmol/Zelle) injiziert. Es konnten dabeireeiUnterschiede im Phanotyp der im
Stadium 36 fixiertenXenopus laevisEmbryonen festgestellt werden. Es zeigten sich
aulBerdem zwischen beiden Konzentrationen nur geridgterschiede hinsichtlich der
Mortalitat, was in Abb. 21 und Tabelle 4 dargestsl. Im Stadium 36 waren nach Injektion
von 2,5 pmol/Zelle noch 58,1% und nach Injektiomvb6 pmol/Zelle noch 60,7% der
Embryonen am Leben. Zur Kontrolle wurden 2,5 pnioég Standard-Morpholinos pro Zelle

injiziert und dabei eine Uberlebensrate von 65, 9ftiteelt.

100+

80

—— Irpap1 MO 2,5
704

—— [rpap1 MO 1,6

60 —a=— Standard MO
50-

Uberleben [%]

304
204
104

0 10 20 30 40
Embryonalstadium

Abb. 21 Uberleben derXenopus laevis Embryonen nach Morpholino-Injektion

Dargestellt ist die Uberlebensrate der in den 8ta6i 10,5; 25 und 36 gezahlten Embryonen nachtiojeder

LRPAP1-Morpholinos in den beiden Konzentrationeh @nol/Zelle und 1,6 pmol/Zelle. Zur Kontrolle dten
die Anzahl der Uberlebten Embryonen nach Injektion 2,5 pmol eines Standard-Morpholinos pro ZdHir.

die genauen Werte siehe Tabelle 4, Einteilung teli®n nach Nieuwkoop und Faber, 1994.

Tabelle 4 Uberleben der Xenopus laevis Embryonen gh Morpholino-Injektion

Stadium O Stadium 10,5 Stadium 25 Stadium 36

Ipapl MO 2,5 | 100% (n=148)  75,7% (n=112) 65,5% (n=97)  58,1% (n=86)

Ipapl MO 1,6 | 100% (n=135) 70,4% (n=95)  63,7% (n=86)  60,7% (n=82)

Standard MO | 100% (n=41)  78% (n=32) 68,3% (N=28)  65,9% (n=27)
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Wie in Abb. 22 dargestellt ist, lie3 sich sowohf @er injizierten als auch auf der nicht
injizierten Seite deXenopus laeviEmbryos ein deutliches Signal velt5a2im Bereich des
proximalen Tubulus der sich entwickelnden Vornierkennen. Dabei lieRen sich auf beiden
Seiten sowohl der proximale Tubulus PT1 als aucB &ine morphologische Unterschiede
nachweisen.

Ebenso verhielt es sich mit dem Signal veln7al3 (Abb. 23). Auf beiden Seiten des
Embryos liel3 sich ein schwaches, aber histologisicideutiges Signal im Bereich des
proximalen Tubulusabschnitts PT3 erkennen. StrekautJnterschiede waren auch hier nicht
sichtbar. Um zu Uberprifen, ob der Qereckdownvon LRPAP1 Effekte auf andere
Tubulusabschnitte der Vorniere d&®nopus laevidat, wurden auch noch die weiteren
Nierenabschnitte auf Anomalien untersucht (sieh®.AB und Abb. 25). Doch auch hier
lieBen sich keine Unterschiede zwischen injizietted nicht injizierter Seite nachweisen.
Sowohl die Expression vosicl12alin den Segmenten IT1, IT2 und DT1, als auch die vo
Pax2in der gesamten Vorniere, wiesen keine morphotbgis Unterschiede auf.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es nach LB®APlknockdown in
heranwachsendexenopus laeviEmbryonen zu keinen morphologischen Veranderuigen
embryonalen Vorniere kommt. Es zeigten sich keieégaxen Anomalien der Embryonen und
es konnte auch keine wesentlich hohere Mortaldtgsder injizierten Embryonen festgestellt

werden.
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Ubersicht Injiziert Nicht-Injiziert

Abb. 22 LRPAP1-Knock-down durch MO-Injektion mit anschlieBender WMISH, Marke r slc5a2

2,5 pmol von LRPAP1-Morpholino wurden im Zweizedldtum heranwachsend&enopudaevis Embryonen
zusammen miB-Gal injiziert. Nach Kultivierung in 0,1 x MBS wueth die Embryonen in MEMFA fixiert und
mit x-Gal zur Injektionskontrolle gefarbt. Durchedeinseitige Blaufarbung ist die injizierte SeitsdEmbryos
zu erkennen. Anschlieend erfolgte eine WMISH miiGBnarkiertersic5a2RNA-Sonde. Es lassen sich auf
beiden Seiten die proximalen Tubulusabschnitte ®IdLPT2 ohne strukturelle Unterschiede erkennen.

A, In situ Embryo dorsale Ansicht mit lateralen Ansichtenntl 2 und jeweiliger Ausschnittsvergréf3erung 1
und 2 B, horizontaler histologischer Vibratomsithmit Ausschnittsvergrof3erung B' und B*; Stadiug6
nach Nieuwkoop und Faber, 1994.
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Ubersicht Injiziert Nicht-Injiziert

Abb. 23 LRPAP1-Knock-down durch MO-Injektion mit anschlieRender WMISH, Marke r slc7al3

2,5 pmol von LRPAP1-Morpholino wurden im Zweizedldtum heranwachsend&enopus laeviEmbryonen
zusammen miB-Gal injiziert. Nach Kultivierung in 0,1 x MBS wueth die Embryonen in MEMFA fixiert und
mit x-Gal zur Injektionskontrolle gefarbt. Durchedeinseitige Blaufarbung ist die injizierte SeitsdEmbryos
zu erkennen. AnschlieBend erfolgte eine WMISH miiGBnarkiertersic7al3RNA-Sonde. Es lasst sich auf
beiden Seiten der proximale Tubulus PT3 ohne sirake Unterschiede erkennen.

A, In situ Embryo dorsale Ansicht mit lateralen Ansichtenntl 2 und jeweiliger Ausschnittsvergréf3erung 1
und 2 B, horizontaler histologischer Vibratomsithmit Ausschnittsvergrof3erung B' und B*; Stadiug6
nach Nieuwkoop und Faber, 1994.
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Ubersicht Injiziert Nicht-Injiziert

Abb. 24 LRPAP1-Knock-down durch MO-Injektion mit anschlieRender WMISH, Marke r slc12al

2,5 pmol von LRPAP1-Morpholino wurden im Zweizedidium heranwachsend&enopus laeviE€Embryonen
zusammen miB-Gal injiziert. Nach Kultivierung in 0,1 x MBS wueth die Embryonen in MEMFA fixiert und
mit x-Gal zur Injektionskontrolle gefarbt. Durchedeinseitige Blaufarbung ist die injizierte Seitsdmbryos
zu erkennen. AnschlielRend erfolgte eine WMISH niiGBnarkiertersic12atRNA-Sonde. Es lassen sich auf
beiden Seiten die intermediaren Tubulusabschnitieuihd IT2, sowie der distale Tubulusabschnitt DThe
strukturelle Unterschiede erkennen.

A, In situ Embryo dorsale Ansicht mit lateralen Ansichtenntl 2 und jeweiliger Ausschnittsvergréf3erung 1
und 2 B, horizontaler histologischer Vibratomsithmit Ausschnittsvergrof3erung B' und B*; Stadiug6
nach Nieuwkoop und Faber, 1994.
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Ubersicht Injiziert Nicht-Injiziert

Abb. 25 LRPAP1-Knock-down durch MO-Injektion mit anschlieBender WMISH, Marke r Pax2

2,5 pmol von LRPAP1-Morpholino wurden im Zweizedldtum heranwachsend&enopus laevi€Embryonen
zusammen miB-Gal injiziert. Nach Kultivierung in 0,1 x MBS wueth die Embryonen in MEMFA fixiert und
mit x-Gal zur Injektionskontrolle gefarbt. Durchedeinseitige Blaufarbung ist die injizierte SeitsdEmbryos
zu erkennen. AnschlieRend erfolgte eine WMISH miGDnarkierterPax2RNA-Sonde. Es lassen sich auf
beiden Seiten alle Abschnitte der Vorniere desopus laeviehne strukturelle Unterschiede nachweisen. Die
Signalunterbrechung zwischen dem Verbindungstubulobd dem Bereich der Kloake ist durch die noch
stattgefundene Fusion beider Abschnitte bedingt.

A, In situ Embryo dorsale Ansicht mit lateralen Ansichtenntl 2 und jeweiligen AusschnittsvergréR3erungen 1°
und 1" sowie 2‘ und 2“; B, Schemazeichnung (Gkafnodifiziert nach Raciti et al. (2008)); Abkurzwerg NS,
Nephrostom; PT, proximaler Tubulus; IT, Intermetiibulus; DT, distaler Tubulus; CT, Verbindungtuksilu
(connecting tubule Stadium 36 nach Nieuwkoop und Faber, 1994.
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die embryonale Expression LRPAP1 wahrend der
Frihentwicklung des<enopus laevizu beschreiben. Zudem sollte die Frage beantwortet
werden, ob LRPAPL1 eine essentielle Rolle in dehéniwicklung der Vorniere spielt. In
MRNA-Expressions-Studien konnte gezeigt werdens 48PAP1 imXenopus laevisn den
Geweben aller drei Keimblatter exprimiert wird, \alem in der Niere, dem Gehirn und der
Leber. Des Weiteren konnte nachgewiesen werders HR®AP1-Transkripte bereits im
unbefruchteten Ei nachzuweisen sind. Diese matmndranskripte lieRen sich bis zum
Beginn der Gastrulation nachweisen. Erst ab dem rizmnlalstadium 15 wurden wieder
vermehrt LRPAP1-Transkripte gebildet. Die in dies&rbeit durchgeflhrtenin situ
Hybridisierungen belegen eine scharf begrenzte ésgion von LRPAPL innerhalb der
Vorniere des heranwachsendefenopus laevisEmbryos. Mit Hilfe von speziellen
Nierensegmentmarkern (siehe Kap. 1.8), welche veggRni et al. 2007 und Raciti et al.
2008 im Rahmen einer umfangreichen Genexpressialys@n von Transportproteinen
(sogenanntesolute carrier slc) bestimmt wurden, konnte die Expression v&®PRP1 in
allen drei proximalen Vornierensegmenten spezifizigerden. In einerdoss-of-function
Untersuchung wurde durch die Injektion von spegiedintisensd RPAP1-Oligonukleotiden
(sogenannte Morpholinos) die Proteinbiosynthesesigehit. Dabei zeigten sich im Vergleich
zu den Wildtypen weder Unterschiede in der Morpg@aler Vorniere noch im Uberleben
der Embryonen. Daraus ist zu schlieRen, dass LRPABen Einfluss auf die

morphologische Frihentwicklung der Vorniere Xmanopus laevibat.

5.1 Aminosauresequenzvergleich und phylogenetischitersuchung

Der im Rahmen der phylogenetischen Untersuchungchdefiihrte Aminoséaure-
Sequenzvergleich von LRPAP1 verschiedener Speaiel. (8) zeigt die mit Uber 90%iger
Sequenzidentitat sehr hohe Konservierung der bet@@opusProteine Xenopus laevisind
Xenopus tropicalis Aber auch die Ubrigen Sequenzen sind, mit Ausater Evertebraten
Anopheles gambiag1,9%),Drosophila melanogastg30,6%) undCaenorhabditis elegans
(24,2%), hoch konserviert. Interessanterweise wseder mit Ausnahme der drei oben
genannten Spezies, auch das am Ende der C-termidateane gefundene HNEL-Motiv bei
allen Spezies konserviert. Dieses Motiv ist ein ldagan zum KDEL-Motiv, das bei vielen
Proteinen zu finden ist, die sich dauerhaft im Eifhalten. Durch dieses ER-Retentionssignal
werden die Proteine vor deren Sekretion geschiituh(o und Pelham, 1987; Pelham, 1990).

Wie bereits beschrieben wurde, ist LRPAP1 ebeniallsER lokalisiert (Bu et al., 1994;
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Mokuno et al., 1994; Orlando et al., 1992). Auch di- und C-terminale Domanenstruktur
scheint mit geringfiigigen Unterschieden bei allatetsuchten Spezies hoch konserviert zu
sein. Der phylogenetische Stammbaum (Abb. 9) zaigem, dass sich die Sequenzen der
Wirbeltiere klar von denen der Nicht-Wirbeltieregaénzen lassen. Man erkennt dabei, dass
LRPAP1 innerhalb der PrimateRldmo sapiensPongo abelij Pan troglodytesuind Macaca
mulattg), der PaarhuferSus scrofaund Bos tauru$, der NagetiereRattus norvegicysvius
musculuy oder eben der Froschlurch&epopus laevisund Xenopus tropicalis eigene
phylogenetische Gruppen bildet. Die Aminosauresepere von Anopheles gambiae
Drosophila melanogastennd Caenorhabditis elegansind allerdings evolutionar sehr weit
von den Ubrigen Spezies entfernt und zeigen damit untereinander ein engeres
Verwandschaftsverhaltnis. Dartber hinaus zeigt alienSyntenieanalyse (Abb. 10) das die
Genloci von LRPAP1 und deren Nachbargene zwis¢ét@no sapiengvius musculus, Rattus
norvegicus, Canis familaris, Gallus gallusd Xenopus tropicalisioch konserviert sind. Es
lasst sich somit vermuten, dass man auf Grund nigereverwandtschaftlichen Beziehungen
von LRPAP1 funktionelle Aspekte des Proteins inaithder Gruppe der Wirbeltiere

Ubertragen kann und alle konservierten Proteingléiehe Funktion haben.

5.2 Expressionsanalyse von LRPAP1

In mRNA-Expressionsanalysen (Abb. 12) konnte fes&g)lt werden, dass bereits im
unbefruchtetenXenopus laeviEi maternale LRPAP1-Transkripte vorhanden sind.idEs
daher anzunehmen, dass LRPAP1 von Beginn der Bdumig an bendtigt wird. Dies vor
allem vor dem Hintergrund, dass das Protein als pfetprotein einer Vielzahl von
Mitgliedern der LDL-Rezeptorfamilie fungiert (Krieg und Herz, 1994; Strickland et al.,
2002) und damit auch an einer Vielzahl an Stoffwgethegen und physiologischen
Prozessen beteiligt ist. So ist zum Beispiel di@sBnthese von Membranen eine der
Grundlagen fur die Entwicklung von Organismen. Dafmielt Cholesterol als wichtiger
Bestandteil aller Zellmembranen eine entscheiddtalée. Der LDL-Rezeptor wiederum ist
ein Schlisselbestandteil der Regulierung der Chal@sHomoostase und agiert dabei als
Schnittstelle zwischen intra- und extrazellularemolésterol-Pools, um die Zellen vor einer
Uberanreicherung zu schiitzen (Goldstein et al., 5198 RPAP1 konnte hier als
Adapterprotein schon frih in der Entwicklung démnopusbeteiligt sein. Das ebenfalls aus
der Familie der LDL-Rezeptoren stammende LRP6 wighrend der Gastrulation fur das
gerichtete Langenwachstum d¥snopusEmbryos benétigt (Tahinci et al., 2007). Dieses

Wachstum hat konvergente Bewegungen des MesodanmthdNeauroektoderms zur Ursache
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und wird im Xenopus im Zebrafisch und in der Maus durch den Wnt/P@Rnar cell
polarity; planare Zellpolaritat) Signalweg kontrolliert (s und Chen, 2007). IXenopus
Embryo beeinflusst der Wnt/PCP Signalweg die Zetpphologie und Zellbewegung vor
allem durch Veranderungen des Zytoskeletts. LRRéltsgabei als Aktivator des Wit/
Catenin Signalweges (Davidson et al., 2005; Zenglet2005) sowie als Inhibitor des
Wnt/PCP Signalweges (Tahinci et al., 2007) einesckr@idende Rolle. Auch hier kdnnte
LRPAP1 als Adapterprotein von LRP6 agieren.

Die maternalen LRPAP1 Transkripte lassen sich iseten Untersuchungen bis zum NF
Stadium 12 (Einteilung nach Nieuwkoop und Faber][NNB94) nachweisen. Ab NF Stadium
15 ist eine Aktivierung und stetige Zunahme derrgégpion zu beobachten, was zeitlich der
Neurulation desXenopusentspricht. Dies lasst vermuten, dass LRPAP1 ancHiesem
Stadium der Entwicklung eine Rolle in den zellufaiRrozessen spielt. Als Adapterprotein
von Megalin konnte LRPAP1 an der Bildung von Hirakturen beteiligt sein. Studien an
Mausen mit Megalinverlust zeigten ein stark verkdeies Telencephalon,
Holoprosencephalie und einen Verlust der ExpressmnSonic Hedgehog (Spoelgen et al.,
2005; Willnow et al., 1996a). Ein Grund dafur kémndie verminderte Aufnahme von
Nahrstoffen, vor allem von cholesterolreichen Ligapinen, sein (Fisher und Howie, 2006),
da Megalin fur deren Endozytose von Bedeutunglmseressanterweise zeigen angeborene
Fehler der Cholesterolbiosynthese und Mutationén,dén Hedgehog-Signalweg betreffen,
den gleichen Holoprosenzephalie-Phanotyp wie MaugeMegalinverlust. Zudem ist die
Modifizierung des Hedghog-Proteins durch Cholestesowohl fir das Senden und
Empfangen des Signals als auch fur die gerichtgpeairansduktion wichtig (Cooper et al.,
2003; Jira et al., 2003; Kelley und Herman, 200&wis et al., 2001; Mann und Beachy,
2000).

Bis zum NF Stadium 30 konnte ein stetiger Anstiegr d&Expression von LRPAP1
nachgewiesen werden. Danach (NF Stadium 36 unéatiint es zu keiner Reduzierung der
Expression. Dies deutet darauf hin, dass LRPAPD d@iber die Larvalentwicklung hinaus
eine funktionelle Rolle fur dessen Vielzahl an lidan spielt. Zur Kontrolle und
Quantifizierung der LRPAP1-Expression wurde in weseVersuchen die Expression der
Ornithindecarboxylase bestimmt, da deren Expressiorau in den frihen
Embryonalstadien desenopus laeviam Vergleich zu Histon H4 weniger variiert (Heasma
et al., 2000; Sindelka et al., 2006).

In zusatzlich durchgefuhrten mRNA-Expressionsamalysm adulten Frosch konnten

Transkripte von LRPAP1, mit Ausnahme der MuskulaituiiGeweben aller drei Keimblatter
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nachgewiesen werden (Abb. 11). Die starkste Exjgmesigte sich dabei in der Niere, dem
Gehirn und der Leber.

Die Analyse der Expression mittels Whole moimsitu Hybridisierung hat, auch wenn sie
weniger sensitiv als eine RT-PCR ist, den Vorteigss das zeitliche und réumliche
Genexpressionsmuster gleichzeitig beurteilt werkeem. Hierbei zeigt sich im NF Stadium
24 eine erste schwache, ab NF Stadium 26 (Abbdé&allich zu erkennende Expression von
LRPAP1 im Bereich der Vornierentubuli. Interessantgse beginnt die Expression damit
fast zeitgleich zur Expression der Na,K-ATPase chvelim NF Stadium 26 beginnt und eine
der Schlisselkomponenten fur die Transportvorgdngerhalb der Niere sowie fur die
Homoostase des Wasserhaushaltes ist (Eid und Braaall). Wahrend der Entwicklung der
Vorniere desXenopuszeigen sich erste histologische Anzeichen im N&diim 21, obwohl
schon im NF Stadium 12,5 Zellen des intermediaresdderms unterhalb der Somiten 3 bis
5 sich formieren, um spéater die Vornierenanlagdiien (Carroll et al., 1999; Carroll und
Vize, 1999; Hausen und Riebesell, 1991; Vize etl@97). Damit lasst sich LRPAPL1 bereits
wahrend der friihen Nienentwicklung nachweisen. ®eitOrte der Transkription von
LRPAP1 konnten im Bereich der Augen- und Hirnanfaged in den Somiten nachgewiesen
werden. Ebenso zeigt sich bis NF Stadium 40 im iBereer Ohranlage eine schwache
Expression. Im Gegensatz zum adulten Frosch kdkeitee intestinale Expression bis zum
NF Stadium 40 nachgewiesen werden. Dies deckt mitiden Ergebnissen histologischer
Untersuchungen, nach welchen die wesentliche Riffteaerung der intestinalen Epithelien
im Xenopusiicht vor dem NF Stadium 45/46 stattfindet (Chaknend Slack, 1998).

Um die Expression von LRPAP1 innerhalb der Vormaubuli genauer zu beschreiben und
dabei der Frage nachzugehen, ob LRPAP1 auf spezielbulusabschnitte beschrénkt ist,
wurden weitere Whole mounh situ Hybridisierungen mit Doppelfarbungen durchgefihrt.
Als Grundlage dazu dienten die Untersuchungen veggRni et al. 2007 und Raciti et al.
2008, welche in einer umfangreichen Genexpressmagse von Transportproteinen
(sogenanntsolute carrier slc) segment-spezifische Vornierenmarker bestitmaben.

Es konnte in unseren Untersuchungen gezeigt wedadess, LRPAP1 in allen drei Abschnitten
des proximalen Tubulussystems der Vorniere Xesopus laeviexprimiert ist. Dies deckt
sich mit Untersuchungen in der Maus (Kounnas et ¥394). Zusatzlich konnte dabei
nachgewiesen werden, dass LRPAP1 sowohl mit Megdéimuch mit LRP1 wéhrend der
Entwicklung ko-exprimiert ist (Kounnas et al., 199D€ies weist darauf hin, dass eine

anatomisch-funktionelle Beziehung von LRPAP1 zneeiBindungspartnern existiert.

60



5.3 LRPAPL ist nicht essentiell fir die embryonaléNieren-) Entwicklung

In den entwicklungsphysiologischen ProzessenXdg®opus laevispielen, wie oben bereits
beschrieben, u.a. Mitglieder der LDL-Rezeptorfaendine entscheidende Rolle. Ein Beispiel
daflr ist Megalin, ein Ligand von LRPAP1, welchareewichtige Rolle bei der Bildung von
Gehirnstrukturen spielt (Spoelgen et al., 2005; Wicet al., 2005; Willnow et al., 1996a).
Durch  Untersuchungen an Mausen konnte gezeigt werdedass viele
Entwicklungsanomalien, welche auf Stérungen desSkHmalwegs beruhen, denen von
Megalin-defizienten Mausen &hneln. Dabei treten \adlem ZNS-Fehlbildungen auf
(McCarthy und Argraves, 2003; Willnow et al., 19R6@ies lasst die Vermutung zu, dass
Megalin einen regulatorischen Einfluss auf den kin&weg hat (Herz und Bock, 2002). Ein
weiteres Beispiel sind LRP5 und LRP6, ebenso Ligandvon LRPAP1, welche
Schlusselbestandteile des Wnt-Signalweges sind. Vibng-Proteine spielen eine zentrale
Rolle in der Regulierung entwicklungsphysiologiscReozesse, von der Strukturierung des
Embryos und der Bildung von Geweben und unterstbiesh Zell-Typen bis hin zur
Regulierung der Zellbewegung, der Polaritdt und shatmierung sowie der Leitung von
Axonen und Bildung von Synapsen (Logan und Nus8842Moon et al., 2004; Packard et
al., 2003; Strutt, 2003; Veeman et al., 2003). Darthinaus konnte gezeigt werden, dass
einige Gene des Wnt-Signalwegs in der Krankheitg- Tumorentstehung involviert sind und
sich damit moégliche neue therapeutische Angriffépeiergeben (Moon et al., 2004).

Um die Frage zu beantworten, ob ein Funktionsvettoa LRPAP1 einen Einfluss auf die
(Nieren-) Entwicklung vonXenopus laevidiat, wurde mit Hilfe von LRPAP1 spezifischen
antisense Oligonukleotiden (sogenannten Morpholinos), weldhe das Zweizellstadium
heranwachsendetXenopus laevisEmbryonen injiziert wurden, eine Inhibierung der
Translation herbeigefihrt. Die Embryogenese desdhes bietet den Vorteil, dass spater die
injizierte Seite des Embryos mit der nicht injizgar Seite, welche auch als Kontrolle einer
erfolgreichen Injektion dient, verglichen werdemika

Wie in den Abb. 22 bis 26 zu sehen ist, konntenhnadolgreicher Inhibierung der
Proteinsynthese keinerlei phanotypische Untersehied Wildtyp-Embryonen festgestellt
werden. Es kam weder zu einer hoheren Mortalitétsnach zu auffalligen anatomischen
oder morphologischen Verdnderungen der injizierlembryonen. Dies deckt sich mit
Ergebnissen von Studien an LRPAP1-defizienten M@usiee ebenfalls nicht von ihren
Wildtypen zu unterscheiden waren. Interessanteev&isnnte bei diesen LRPAP1 (-/-)
Mausen zusatzlich beobachtet werden, dass sowelidxgression von LRP1 als auch die von
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Megalin signifikant vermindert ist. Hierbei war di&pression von LRP1 um 75%, die von
Megalin um 77% vermindert (Birn et al., 2000; Wdlm et al., 1995). Ebenso fiihrte das
Fehlen von LRPAP1 zu einer Reduktion der Megalinesgion in der Schilddriise, was
Stérungen der Thyreoglobulinsekretion und eine Rung des TSH zur Folge hatte (Lisi et
al., 2006).

Dies lasst die Vermutung zu, dass LRPAP1 zwar nithtdie embryonale Entwicklung
bendtigt wird, aber wie bereits beschrieben, alapierprotein einer Vielzahl von Mitgliedern
der LDL-Rezeptorfamilie fur die Funktion von vergatenen Organsystemen und
Stoffwechselwegen von Bedeutung ist. Dabei spiettallem die Niere eine Rolle, denn in
den proximalen Tubulussegmenten ist Megalin fur B@ckresorption verschiedenster
Molektle von zentraler Bedeutung (Leheste et &99]1 Leheste et al., 2003) und soll auch
als Selenoproteinrezeptor fungieren (Chiu-Ugaldal.e2010; Olson et al., 2008). Zudem ist
Megalin in den proximalen Tubuli der Niere u.a. fiie Ruckresorption bereits filtrierter
Vitamin D Metabolite essentiell. Es konnte gezeigirden, dass ein Fehlen von LRPAP1
neben der deutlich verminderten Megalinexpressiorder Vorniere auch eine veranderte
Urin-Proteinzusammensetzung der Mausembryonen =zlgeFhat. Dabei konnte eine
vermehrte Ausscheidung vormi-Amylase sowie des Vitamin-D-bindenden Proteins
nachgewiesen werden, was eine veranderte Protbsogsion in der Vorniere vermuten lasst
(Birn et al., 2000; Lisi et al., 2008).

Eine mdgliche Erklarung dafir, dass es nach eikeockdownvon LRPAP1 zu keinen
morohologischen Veranderungen in Maus ufehopuskommt, aber die Embryonen im
Gegensatz dazu bei eindmockdwonder Adapterproteine LRP6 oder Megalin schon frih
sterben und schwerwiegende Schaden an den Niemrdemn Gehin nachzuweisen sind
(Fujino et al., 2003; Herz et al., 1992; Herz et 8993; Pinson et al., 2000; Willnow et al.,
1996a), kbnnte sein, dass es neben LRPAP1 nocheaRdateine gibt, die die Mitglieder der
LDL-Rezeptorfamile binden und &hnliche Funktioneabén wie LRPAP1 (sogenannte
Genredundanz). Am Beispiel von Megalin gibt es dadinen Hinweis, denn LRPAP1
blockiert die Bindung aller bekannten Liganden Jdegalin (Gliemann, 1998) mit der
Ausnahme von Insulin (Orlando et al., 1998). Diésst vermuten, dass ein ahnlicher
Mechanismus oder aber andere regulatorische Peotistieren, welche die frihzeitige
Interaktion der Rezeptoren mit deren Liganden watdhider Reifung, der Modifizierung und
dem Transport vom endoplasmatischen Retikulum zoigi@\pparat verhindern (Birn et al.,
2000). Eines dieser Proteine konnte mdoglicherwe$ESD (Mesoderm Development

Cadidate 2 sein. Es ist genau wie LRPAP1 ein ER-standigesp@ton, welches die
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Proteinfaltung sowohl von LRP5/LRP6 als auch vongklm sowie deren Kkorrekte
Expression auf der Zelloberflache unterstitzt (Kodad Blacklow, 2007; Lighthouse et al.,
2011). Lighthouse et al. 2011 konnten allerdinggger® dass MESD (-/-) M&use im
Gegensatz zu LRPAPL1 (-/-) Mausen nicht fruchtbal micht Gberlebensfahig sind. Daher ist
anzunehmen, dass MESD bei der Proteinfaltung urmeerreifung eine entscheidendere
Rolle spielt als LRPAP1. Es wird sogar angenomnaass die LRPAP1-Funktion von der
MESD-vermittelten Proteinfaltung d@rPropeller/EGF Domane von Megalin abhangig sein
konnte und sich LRPAP1 erst durch diese FaltungdemLDL-A Doméne ablost (Jensen et

al., 2009; Lighthouse et al., 2011). Dazu scheimeitere Untersuchungen notig zu sein.

5.4 Klinischer Bezug und aktuelle Forschung

Ein Beispiel fur die mogliche klinische RelevanznvaRPAP1 lasst sich anhand seiner
Funktion als Adapterprotein von LRP1 zeigen. Wieelis bekannt spielt LRP1 in der
Zellbiologie, im Lipoproteinmetabolismus und beinbl#au wichtiger Proteasen im Rahmen
der Blutgerinnung und Fibrinolyse eine bedeutenda#leR(Herz und Strickland, 2001).
Zudem bindet und vermittelt es die Endozytose eMietzahl wichtiger Liganden, unter
anderem den Alpha-2-Makroglobulin-Protease-Komplexden  gewebsspezifischen
Plasminogen-Aktivator, den Urokinase Plasminogemtixvakor, sowie verschiedenste Toxine,
wie zum Beispiel daBseudomonaknterotoxin A (Sarti et al., 2000; Strickland &t 2002).
Weitere Untersuchungen konnten zudem zeigen, dR$xl leine bedeutende Rolle fur die
Intaktheit der Gefallwande (Boucher et al., 2008)isaler Blut-Hirnschranke (Yepes et al.,
2003) und bei der Phagozytose apoptotischer Zspesit (Gardai et al., 2005).

Des Weiteren ist LRP1 bei der Entstehung der AlneeiDemenz beteiligt. LRP1 ermdglicht
den Transport des Amyloid Percursor Proteins (A&R) reguliert dessen Umwandlung in
das Amyloidf (AB) Peptid (Cam und Bu, 2006; Pietrzik et al., 200%ry et al., 2000).
Zudem vermittelt es denpAStoffwechsel in Neuronen (Qiu et al., 1999), Gdiéen (Schenk
et al., 1999; Wyss-Coray et al., 2003) und Hirngefé(Kanekiyo und Bu, 2009; Urmoneit et
al., 1997). In diesem Zusammenhang hat in jung&drauch das Interesse der Forschung an
LRPAP1 im Rahmen der Entstehung der Alzheimer Demgader zugenommen. Es konnte
gezeigt werden, dass LRPAP1 das Amylpid(Ap) Peptid, welches durch seine
Akkumulation und Aggregation einen entscheidendenliss auf die Krankheitsentstehung
hat, spezifisch bindet (Bu et al., 2006; Jaeger RBiedrzik, 2008; Marzolo und Bu, 2009).
Man vermutet, dass LRPAPL1 bei der zellularen Aufmaldes Peptids beteiligt ist und damit

auch potentiell Einfluss auf die Entstehung derh&lmer Demenz hat (Kanekiyo und Bu,
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2009). Zudem konnte festgestellt werden, dass LRPIAPCortex von Alzheimer Patienten
signifikant vermindert ist. Dies scheint eine mogé Gegenregulation des Korpers zu sein,
die Umwandlung von APP in dag3Aeptid zu verringern (Provias und Jeynes, 2018niS
scheint LRPAP1 ein interessantes Zielprotein beikEkéorschung der Ursachen dieser bis
heute noch unheilbaren Erkrankung zu sein.

Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass LRPAP1 aucliRahmen der Entstehung der weit
verbreiteten Kurzsichtigkeit Gber die durch LRPZEib#usste TGH3-Aktivitat beteiligt ist
(Aldahmesh et al., 2013).

5.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit bildet einen Baustein in d&nundlagenforschung der embryonalen
Nierenentwicklung. Es konnte gezeigt werden, dass hibierung von LRPAP1 zu keinen
morphologischen Veranderungen des heranwachsexeleopus laeviEmbryos fuhrt. Dies
schliel3t jedoch nicht aus, dass LRPAP1 Uber de$asrktion als Adapterprotein der
Mitglieder der LDL-Rezepzorfamilie einen essenésll funktionellen Einfluss auf die
Vorniere oder gar folgende Nierenstadien hat. Zudsawmilt sich bei der Suche nach
Redundanzen die Frage, ob andere Adapterprotem&tegalin und LRP5/6 oder gar MESD
bei einem LRPAP1knockdown kompensatorisch hochreguliert werden. Dies waren
interessante Fragestellungen fir weitere LRPAP#i&tuam ModellorganismuXenopus

laevis
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6. Zusammenfassung

Daslipoprotein receptor-related protein associated f@ia 1 (LRPAP1) ist ein intrazellulares
Protein, welches als Chaparon fur die Proteinfgitwumd den Rezeptortransport zur
Zelloberflache fir die Mitglieder der LDL-Rezeptanfilie verantwortlich ist. Zwei dieser
Mitglieder sind LRP5 und LRP6, welche als Schlisleshente des Wnt-Signalweges unter
anderem fur die Entwicklung und Differenzierung ¥erniere des<enopusvon Bedeutung
sind. Ein weiteres Mitglied ist Megalin, welches flie Bildung von Hirnstrukturen und die
richtige Funktion von verschiedenen Organsystemara. (der Niere) wahrend der
Embryogenese eine entscheidende Rolle spielt.

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von LRRAKahrend der Frihentwicklung des
Xenopus laevigu beschreiben. Zudem sollte die Frage beantwadeden, ob LRPAP1 eine
essentielle Rolle in der Frihentwicklung der Voraispielt.

In RT-PCR-Studien konnte gezeigt werden, dass LRIPAP den Geweben aller drei
Keimblatter exprimiert wird, vor allem aber in ddrere, dem Gehirn und der Leber. Des
Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass LRPA&sKripte bereits im unbefruchteten
Ei vorkommen. Diese maternalen Transkripte lieldeh bis zum Beginn der Gastrulation
nachweisen. Erst ab dem Embryonalstadium 15 wurdesder vermehrt LRPAP1-
Transkripte gebildet.

Die in dieser Arbeit durchgefuihrtén situ Hybridisierungen belegen eine scharf begrenzte
Expression von LRPAP1 innerhalb der Vorniere desameachsenderXenopus laevis
Embryos. Mit Hilfe von speziellen Nierensegmentneank welche von Reggiani et al. 2007
und Raciti et al. 2008 im Rahmen einer umfangreici®enexpressionsanalyse von
Transportperoteinen (sogenanstdute carrier slc) bestimmt wurden, konnte die Expression
von LRPAPL in allen drei proximalen Vornierensegteamachgewiesen werden.

Im Rahmen einetoss-of-functionUntersuchung wurde durch die Injektion vantisense
LRPAP1-Oligonukleotiden (sogenannte Morpholinose dProteinbiosynthese gehemmit.
Dabei zeigten sich im Vergleich zur Normalentwistduder Wildtypen weder Unterschiede
in der Morphologie der Vorniere noch im Uberlebear Embryonen. Daher lasst sich
vermuten, dass LRPAP1 keinen Einfluss auf die Frtiieklung der Vorniere voiXenopus

laevishat.
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Thesen der Dissertation

1. LRPAPL1 ist ubiquitar in Geweben aller drei Keléatter vonXenopus laeviexprimiert.

2. LRPAP1 wird imXenopus laevimaternal exprimiert.

3. Die zygotische Expression von LRPAP1X®nopus laevibeginnt ab dem
Embryonalstadium 15.

4. LRPAP1 wird imXenopus laevis allen drei Vornierentubulus-Abschnitten exprenbi

5. LRPAPL1 ist nicht essentiell fir die Frihentwigkd der Vorniere inXenopus laevis
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