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1 Zusammenfassung

Fur die Synthese von Glykokonjugaten, wie sie aeflaberflachen als Glykoproteine,
Glykolipide und Proteoglykane vorkommen, ist deafigport von Nukleotidzuckern aus dem
Zytoplasma, dem Ort ihrer Synthese, ins Lumen deoplasmatischen Retikulums bzw. des
Golgi-Apparates notig, wo sie GlykosyltransferaaenSubstrate dienen.

In unserer Arbeitsgruppe wurde kirzlich ein Tramgpotein fir UDP-Xylose identifiziert
(SLC35B4) (Ashikov, 2005). Die Identifikation dies@roteins war insofern ungewdhnlich,
als UDP-Xylose nach heutigem Kenntnisstand im Lurdes Golgi-Apparates aus UDP-
Glukuronsaure synthetisiert wird und der Transpaus dem Zytoplasma somit nicht
erforderlich ware. Anhand eines Maus-Deletionsmisdabllite nun die physiologische
Funktion dieses Transporters analysiert werdenuDarde zunachst ein homologes Gen der
Maus, slc35b4 identifiziert. Der genomische Lokus befindet siabf Chromosom 6 und
umfasst 28 kbp. Die cDNA codiert fUr ein stark hgplnobes Protein, fir das mit Hilfe eines
computergestitzten Membrantopologiemodells zehmsim@mbrandoméanen vorhergesagt
wurden. Durch Vergleich der Sequenzen von genoraisbiNA und cDNA ergab sich eine
Struktur bestehend aus zehn Exons, die von newonBunterbrochen werden. Auf dieser
Grundlage wurden Strategien zur konstitutionellewis konditionellen Inaktivierung des
Transporters in der Maus erstellt.

AuRBerdem wurde anhand eines auf RNA-Interferenz ietlmsden Ansatzes auf
Zellkulturebene untersucht, ob der Transporter &lie korrekte Glykosylierung der
Proteoglykane und von Notch, einem Membranprotein wielfaltigen Funktionen in der
Embryogenese und Musterbildung, das in bestimmi8f Eepidermal growth factor like
Doméanen mit dem Glykan der Struktur X3A(-3)Xyl(al-3)Glcp1-O)Ser modifiziert ist,
erforderlich ist. Anhand einer so gewonnenen Zeélimir reduzierter Expression des UDP-
Xylose-Transporters wurde gezeigt, dass die Inatimg des Slc35b4 zum Verlust der
Xylosylierung der EGF-Domanen von Notch fihrt. Jddast die Synthese der Xylose-
gebundenen Glykosaminoglykane nicht betroffen, was der Annahme fuhrt, dass
unterschiedliche Kompartimente fur den Aufbau deidén xylosehaltigen Zuckerstrukturen
genutzt werden, die verschiedene Quellen fir UDRs€&/verwenden.

Schlagworte: SLC35B4, Nukleotidzucker-TransportddP-Xylose



2 Abstract

The synthesis of glycoconjugates like glycoprotemglgcolipids and proteoglycans requires
an active transport of nucleotide sugars from Wtesol, where they are synthesised, to the
lumen of the endoplasmic reticulum and Golgi-apperaespectively, where they are utilised
by glycosyltransferases.

Recently, in our group a Golgi-resident transpootgin specific for UDP-xylose (SLC35B4)
has been identified in human (Ashikov, 2005). AsRJ&ylose is known to be synthesised
inside the Golgi-lumen by decarboxylation of UDRalronic acid, this finding raised
questions about the function of this UDP-xylosesgorter.

By means of a mouse deletion model the physiolbdioeaction of this transporter should be
elucidated. Initially the homologous mouse geske3bb4 has been identified: the cDNA
encodes a highly hydrophobic protein for which teensmembrane domains were predicted
using bioinformatic methods.

The genomic locus on murine chromosome 6 comp@s8ekbp. Comparison of the cDNA
and genomic sequence resulted in ten exons intedupy nine introns. Based on that,
strategies for the constitutive as well as condéldnactivation oklc35b4in a mouse model
were developed. Furthermore a cell-based systertyinppRNA-interference was used to
investigate the role of SIc35b4 in the glycosylatiof proteoglycans and Notch, a
membraneprotein with multiple functions during egydgenesis and pattern formation, which
can be modified with XyH1-3)Xyl(al-3)Glc(p1-O)Ser in certain EGF (epidermal growth
factor like)-domains.

Using a cell line stably expressing shRNA agaisisB5b4 mRNA and thus showing a
reduced level of slc35b4 expression, we could shtimav Slc35b4 is a prerequisite for the
formation of the Xyla1-3)Xyl(al-3)Glcp1-O)-glycan. In contrast to that the synthesis of
xylose-linked glycosaminoglycans is not impaire@ddieg to the assumption that those
xylosylation steps take place in different companis and use different sources of UDP-Xyl.

Keywords: SLC35B4, nucleotide-sugar transport@pPtkylose



3 Einleitung

3.1 Funktion und Struktur von Glykanen

Lange Zeit bestand das Dogma, dass die genomisgeigberte Information ausschlie3lich
Uber Proteine nutzbar gemacht wird. Jedoch wurdgB Igezeigt, dass die Glykane von
Serumglykoproteinen deren Lebensspanne kontrallierBin in der Membran von
Hepatozyten verankertes Lektin erkennt die desgatg Form der Glykoproteine und steuert
deren Aufnahme in die Zelle (Morell, 1968). Zuclikenen der Zelle somit nicht nur als
Energielieferanten und Speicherstoffe, sondern sotiber hinaus wesentlich an
Erkennungs- und Interaktionsprozessen beteilige. &il3ere Hulle tierischer Zellen besteht
aus mit Proteinen und Lipiden verknipften Zuckesket Diese die Zellen umgebende
Glykokalix (Abb. 1A) stellt nicht nur einen mechadnen Schutz fur die Zelloberflache dar,
sondern verbindet die Zellen untereinander und deit extrazellularen Matrix. Dartber
hinaus nehmen die Komponenten der Glykokalix an @&ekennung und Bindung
regulatorischer Faktoren teil. Die extrazellularatNk (EZM) besteht aus Proteoglykanen,
Kollagenen und verschiedenen anderen Glykoproteiddsb. 1B). Sie liegt jenseits der
unmittelbaren Umgebung der Plasmamembran und hatsier Linie eine strukturgebende
Funktion (Karp, 2005; Neuberger 1997).

Abb. 1 (A) Glykokalix: Eine Zelle prasentiert siobach auf3en tiber eine komplexe Kohlenhydratschicht
(elektronenmikroskopische Aufnahme des Dinndaitimels, Quelle: http://www.fortunecity.de/
lindenpark /hundertwasser/517/Glykokalyx.html).

(B) Schematische Darstellung der extrazelluldertrix (Karp, 2005)



Einen Uberblick Uber die vielfaltigen Funktionerr daterschiedlichen Glykokonjugate bietet
der Ubersichtsartikel von Varki (1993).
Die vielfaltigen VerknUpfungsmdglichkeiten zwisch&monosaccharideinheiten beinhalten
ein sehr viel hoheres Potential Informationen zagen als Oligonukleotide oder
Oligopeptide: Zwei Aminosauren kénnen in der Pristduktur des Proteins auf nur eine Art
miteinander verknipft sein, in den Polyalkoholenck®r kann dagegen jede der
Hydroxylgruppen an der Ausbildung einer glykositise Bindung beteiligt sein. Zudem sind
Verzweigungen der Zuckerketten und Modifikationeie Whosphorylierung, Sulfatierung, N-
und O-Acetylierung mdglich. Daraus ergeben sichr se mehr Permutationsmadglichkeiten
als bei linearen DNA- oder Proteinsequenzen (Re@®99). Anhand der Zusammensetzung
der Glykanstrukturen kénnen Zellen Informationeeritruktur und Funktion von Proteinen
und deren Lokalisierung innerhalb der Zelle kodietebenso kdnnen Informationen Uber die
Identitéat der Zelle oder ihr Stadium verschlisegtden. Um diese Informationen verarbeiten
zu konnen, werden Erkennungssysteme benétigt. neektiwurden definiert als
kohlenhydratbindende Proteine nicht-immunologischigprungs, die Zellen agglutinieren
oder Glykokonjugate prazipitieren (Goldstein, 198&rondes, 1988). Pflanzenlektine sind
eine heterogene Gruppe von (Glyko)proteinen mitioger mehr Zuckerbindungsstellen, die
in der Grol3e von 8,5 kDa (Brennnessel-Lektin) @6 EDa Phaseolus vulgari, Isolektin)
rangieren. Sie erkennen in der Regel Zuckersequewae zwei bis finf Monosacchariden
und sind dabei auch spezifisch fur die Konformatiowl Art der Bindung (Goldstein, 1997).
Mikroorganismen besitzen ebenfalls Oberflachentektdie zu den mikrobiellen Adhéasinen
zahlen und eine entscheidende Rolle in der Indmatler Infektion und nicht-opsonisierenden
Phagozytose spielen, wie beispielsweise das Hamaggl des Influenza-A-Virus, das an
Sialinsaure bindet (Ofek, 1994).
Auf derartigen Wechselwirkungen beruhen u.a. audh idtrazellulare Sortierung von
Glykoproteinen (z.B. anhand von Mannose-6-phospleateptoren, Gabel, 1986), Parasit-
Wirt-Interaktionen (Suzuki, 2000), Leukozytenmigpatin entziindete Gewebe (Bevilacqua,
1993) und Metastasierung von Tumorzellen (Moisa@032 Riss, 2003). Haufig ist in
Tumorzellen das Glykosylierungsmuster aufgrund vBitoffwechselumstellungen und
unvollstandiger Synthese der Glykokonjugate gegenuhicht-transformierten Zellen
verandert, was in vielen Fallen mit erhohtem Insast und Metastasierungspotential in
Verbindung gebracht wird (Riss, 2003).
Aus den zahlreichen Funktionen der Glykanstruktuvem denen hier nur einige dargestellt
sind, ist zweifellos erkennbar, dass Stérungemiem Syntheseweg schwerwiegende Folgen
fur die Zelle bzw. den Organismus haben kénnen.
Am Aufbau der Glykokalix sind Glykoproteine, Progykane sowie Glykolipide beteiligt.
Als Glykoproteine bezeichnet man Proteine, die kava an Aminosaureseitenketten
gebundene Kohlenhydratreste tragen. Nach der AW dinipfung werden sie unterteilt in:
- N-Glykane: das reduzierende Ende des Zuckeenigieg-Aminogruppe
eines Asparaginrestes gebunden
- O-Glykane: die Bindung liegt zwischen reduziemmdEnde des Zuckers und der
Hydroxygruppe von Serin-, Threonin-, Itygdylysin-
oder Hydroxyprolinreste



Fast alle Plasmaproteine (Immunglobuline, zahleittypophysenhormone; eine wichtige
Ausnahme ist Albumin) sind Glykoproteine. Sie basit einen Kohlenhydratanteil von 15 bis
20% und tragen meist wenige, komplexe Oligosacdeadus 10 bis 15 Kohlenhydrat-
einheiten. Mucine sind Bestandteil der Schleime. I8stehen aus langen Polypeptidketten
mit zahlreichen kurzen Oligosaccharidketten, dies¥éa binden. Es ist diese Eigenschaft, die
den zahen schleimigen Charakter der Sekrete efKlartson, 1994).

Der Begriff Proteoglykan beschreibt Proteine mitvemzweigten Polysaccharidketten, den
Glykosaminoglykanen, die O-glykosidisch Uber eimMWdrtetrasaccharid bestehend aus
GlcA(b1-3)Galpl-3)Galpl-4)Xyl(b1-O)Ser an spezifische Serinreste gebunden sind.
Glykosaminoglykane sind aus sich wiederholenden adisarideinheiten aufgebaut:
Heparansulfat besteht aus Glukuronsaure und N-Agekpsamin, Chondroitinsulfat aus
Glukuronsaure und N-Acetylgalaktosamin, Keratarsdulfaus Galaktose und N-
Acetylglukosamin jeweils in unterschiedlichen Stifeungsgraden. Man findet
Proteoglykane in der extrazellularen Matrix — abs®ndteil von Knorpel, Bindegewebe und
Basalmembranen — und auf den Zelloberflachen vath&n (Selleck, 2000).

Glykolipide bestehen aus einem membranverankertgirophoben Aglykon und daran
kovalent gebundenen Kohlenhydratresten. Nach Amt deidkomponente werden sie
unterteilt in Glykoglycerolipide und die in Plasmambranen tierischer Organismen am
haufigsten anzutreffenden Glykosphingolipide, did son Ceramid ableiten.

3.2 Synthese von Glykokonjugaten

3.2.1 Synthese von N-Glykanen

Die Synthese von N-Glykanen beginnt an der zytesbBn Seite des rauen
Endoplasmatischen Retikulums mit der Addition varclZern an Dolichol-Phosphat bis zum
MansGIcNAc,Dol-P. Dieser Vorlaufer wird ins Lumen des ER ttamiert, und weitere vier
Mannosereste und drei Glukosereste werden addidst. aktivierte Vorstufen dienen
Dolicholphosphat-gebundene Zucker. Das praformigbigosaccharid wird durch die
Oligosaccharyltransferase auf das Erkennungsmadiv-Raa-Ser naszierender Proteinketten
Ubertragen. Dabei ist die-Aminogruppe des Asparaginrestes die Akzeptorstilledas
Glykan. Wahrend des Transportes vom ER zum Golgia#at erfahrt das Glykan erste
Prozessierungsschritte. Noch im ER werden die @ekosereste und ein Mannoserest
abgespalten. Im frihen Golgi-Apparat werden weitéviannosereste entfernt und
anschlie3end die Protein-spezifischen Glykane daifge Hier dienen Zucker, die mit dem
Phosphatrest eines Nukleosidmono- oder -diphosplatstert sind (Nukleotidzucker), als
Substrate der Glykosyltransferasen.

Da die Glykosyltransferasen nach einer strengemn@rg Uber ER und Golgi-Zisternen
verteilt sind, hangt die Gestalt der Glykane wdgdntvon den im Protein enthaltenen
Transportsignalen ab. Die weitere Prozessierung nisht einheitlich: Verschiedene



Zuckerreste werden angefigt, wobei eine unterskbtied Anzahl von Verzweigungen
entstehen kann (Wittmann, 2001; Helenius, 2001).
Im ER ist die N-Glykosylierung zusatzlich Teil em&ualitatskontrollmechanismus. Die
monoglukosylierte Kernstruktur wird von den Chameno Calnexin und Calretikulin erkannt.
Uber einen Glukosylierungs-Deglukosylierungs-Zykwad das Protein so lange im ER
gehalten, bis die native Faltung hergestellt isi{A2).

c 2 ._

N-Acetylglukosamin
Mannose

Glukose

Fukose

Galaktose
Sialinsiure

* # ¢ - O @

Abb. 2 N-Glykosylierung: Die Synthese der N-Glykameginnt im ER mit dem Transfer eines Vorlaufer-
Oligosaccharids, das noch im ER weiter prozessigrtd. Im Golgi-Apparat folgen weitere
Modifikationen (modifiziert nach Helenius, 2001).

3.2.2 Synthese von O-Glykanen

Im Gegensatz zur N-Glykosylierung findet die O-Glgklierung komplett posttranslational
und nach vollendeter Faltung an exponierten Stelldes Proteins statt. Eine
Konsensussequenz wie bei N-Glykanen ist nicht batkaDie Monosaccharide werden
schrittweise von den entsprechenden Glykosyltraasé:n addiert, weshalb es keine
einheitliche Kernstruktur gibt. Als aktivierte Vousen dienen ausschliel3lich Zuckernukleo-
tide. Wiederum abhangig von der Ausstattung deleZmiit Glykosyltransferasen entstehen
verschiedene Strukturen. Eine Reihe verschiedersgkiVipfungen zwischen Protein und
Kohlenhydratseitenkette sind bekannt: Am haufigsterzutreffen sind O-Glykane vom
Mucintyp, charakterisiert durch GalNAxI-O)Ser/Thr-gebundene Glykane. EGdpiflermal

growth factor-likg-Domanen verschiedener Blutgerinnungsfaktoren esowan Notch sind

mit zwei seltenen Zuckerstrukturen modifiziert, @I-O)Ser/Thr bzw. Gld(1-O)Ser.



Kollagene kénnen aul3erdem Glt(2)Gal( -O)-Hydroxylysin enthalten. Eine ausfihrliche
Liste von Strukturbeispielen und Referenzen firgile unter Wittmann, 2001.

Die Synthese der Glykosaminoglykan-Seitenketten of@hoitinsulfat, Heparansulfat,
Dermatansulfat) der Proteoglykane beginnt mit dedifion eines Xyloserestes an spezifische
Serinreste des Proteins. In Vertebraten existiéiendiese Reaktion zwei Golgi-standige
Enzyme, Xylosyltransferase | (XT-I) und 1l (XT-ll),die ein unterschiedliches
gewebespezifisches Expressionsmuster aufweisertiff@G0o2007; Ponighaus, 2006; Schon,
2006). Es folgt die Addition zweier Galaktoserastel eines Glukuronsaurerestes.

Einen Sonderfall stellt Keratansulfat dar: Es ishttber den Tetrasaccharid-Linker an das
Protein gebunden, sondern tber N- oder O-GlykodMigmann, 2001).

Die Glykosaminoglykane kdonnen durch Deacetylierung Sulfatierung weiter modifiziert
werden (Selleck, 2000; Rosenberg, 1997).

3.2.3 Synthese von Glykolipiden

Nukleotidzucker dienen ebenfalls als Substratadi@rGlykosylierung von Lipiden. Nach Art
des an das Ceramid gebundenen Monosaccharids wevdeinArten Glykosphingolipide
unterschieden: Galaktosylceramid, das nur mir $uwifder einem weiteren Galaktoserest
modifiziert vorkommt und Glukosylceramid, das egme Bandbreite an Modifikationen
aufweisen kann.

3.3 Nukleotidzucker-Transporter

Da die Glykosylierung von Proteinen wie beschrieloenLumen des ER und des Golgi-
Apparates stattfindet, die Substrate der Glykoaghkferasen jedoch mit wenigen Ausnahmen
im Zytosol synthetisiert werden, ist ein aktiveramsport der Nukleotidzucker ins Innere
dieser Kompartimente notwendig. Diese Aufgabe wiocth sogenannten Nukleotidzucker-
Transportern (NST) realisiert, die in der ER- o@@ilgimembran liegen (Hirschberg, 1998).
Durch Komplementationsstudien in Zelllinien mit Bkfen im Transportsystem des
jeweiligen Nukleotidzuckers wurden die cDNAs eimig&lukleotidzucker-Transporter
identifiziert, darunter der UDP-Galaktose-TranspodusHomo sapiengMiura, 1996) und
Schizosaccharomyces pom@ebuchi, 1997), der CMP-Sialinsaure-Transportes ldamo
sapiens (Ishida, 1998) und Mus musculus (Eckhardt, 1996) und der UDP-N-
Acetylglukosamin-Transporter adduyveromyces lactifAbeijon, 1996).

Die Nukleotidzucker-Transporter werden der SLC3Bidla (solute arrier family 35
zugeordnet. Die bisher identifizierten Vertreteigea ahnliche Strukturmerkmale: Es handelt
sich um stark hydrophobe Proteine mit meist zefan§membrandomanen (Gerardy-Schahn,
2001). Aufgrund der Ahnlichkeit untereinander kamtveitere potentielle Vertreter dieser
Familie vorhergesagt werden, die danninnvitro Transportassays (Perez, 1985) auf ihre
Substratspezifitat untersucht wurden (Tabelle h).der Regel scheinen NSTs nur ein



bestimmtes Zuckernukleotid zu transportieren, Bd aber inzwischen einige Transporter mit
mehrfacher Substratspezifitdt beschrieben (Taliel®.

In Abb. 3 sind die phylogenetischen Verwandtscheftséltnisse innerhalb der SLC35-
Familie wiedergegeben; daraus ergibt sich die Rimg in sechs Unterfamilien.

Bezeichnung Transportspezifitat Referenz

SLC35A1 CMP-Sia Eckhardt, 1996
SLC35A2 UDP-Gal, UDP-GalNAc Miura, 1996; Segawa)20
SLC35A3 UDP-GIcNAc Guillen, 1998

SLC35A4 n.b.

SLC35A5 n.b.

SLC35B1 n.b.

SLC35B2 PAPS Kamiyama, 2003; Luders, 2003
SLC35B3 n.b.

SLC35B4 UDP-Xyl, UDP-GIcNACc Ashikov, 2005

SLC35C1 GDP-Fuc Lihn, 2001; Lubke, 2001
SLC35C2 n.b.

SLC35D1 UDP-GIcA, UDP-GalNAc Muraoka, 2001
SLC35D2 UDP-GIcNAc, UDP-Glc, GDP-Man| Ishida, 20@&ida, 2004
SLC35D3 n.b.

SLC35E1 n.b.

SLC35E2 n.b.

SLC35E3 n.b.

SLC35E4 n.b.

SLC35F1 n.b.

SLC35F2 n.b.

SLC35F3 n.b.

SLC35F4 n.b.

SLC35F5 n.b.

SLC35F6 n.b.

Tabelle 1 Die SLC35-Familie: Neben den bereits aki@risierten Nukleotidzucker-Transportern enthigt
SLC35-Familie auch den PAPS-Transporter und zatieeiGene bisher unbekannter Funktion
(n.b.= nicht bekannt)



NST (Organismus) Transportspezifitat Referenz
SQV-7 C. elegany UDP-GIcA, UDP-GIcNAc, UDP-Gal | Berninsone, 2001
FRC O. melanogastgr | UDP-GIcA, UDP-GIcNAc Selva, 2001
UDP-Gal-Transporte{. |UDP-Gal, UDP-GalNAc Segawa, 2002
sapiens, D. melanogasjer

SLC35B4 H. sapieny UDP-Xyl, UDP-GIcNACc Ashikov, 2005
LPG2 (. donovani) GDP-Man, GDP-Fuc, GDP-Ara Hong, 2000

Tabelle 2 NSTs mit multipler Substratspezifitat

—

A2
A3

Al
A5

A4
c1

c2
E1

E2
E3

E4

:

1

—
—

D1

D2
D3

B4
F1

F2

Fa
F5

j F3

F6

Abb. 3 Phylogenetischer Stammbaum der SCL35-Fanfiie Vertreter werden in sechs Unterfamilien
eingeteilt (modifiziert nach Ashikov, 2005)

Die Transporter arbeiten als Antiporter (Abb. 4)s Areibende Kraft fur den Import der
Zuckernukleotide dient der Export der entsprechendekleosidmonophosphate. Bei der
Ubertragung des Zuckers auf ein Protein durch sprezifische Glykosyltransferase wird das
Nukleosiddiphosphat (NDP) freigesetzt, das von reindukleosiddiphophatase in

Nukleosidmonophosphat (NMP) und Phosphat gespattah (Hirschberg, 1998; Kawakita,
1998).
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Abb. 4 Mechanismus der Nukleotidzucker-Transporéan Beispiel des UDP-N-Acetylglukosamin-

Transporters (Kawakita, 1998).

Die Verteilung der NSTs innerhalb der Zelle wuragaagsin vitro durch die Messung der
Transportaktivitat in differentiell zentrifugierterMikrosomenfraktionen (ER-Fraktion:
10000 g bzw. Golgi-Fraktion: 100000 g) bestimmt. Maimmt an, dass die NSTs
entsprechend der Verteilung der entsprechendeno&itkansferasen in der Zelle angeordnet
sind. So sollte beispielsweise ein CMP-Sialinsatnasporter imtrans-Golgi lokalisiert
sein, da Sialinsédure als einer der letzten ZuckefGlykokonjugate eingebaut wird. Die
Identifizierung und Klonierung der NST-Gene erméigle dartber hinaus die Expression
Epitop-markierter Proteine, so dass die Verteiludgr NSTs auch durch indirekte
Fluoreszenzmikroskopie bestimmt werden konnte.

3.3.1 SLC35B4

Das humane SLC35B4-Protein ist ein Golgi-standigéunktioneller Nukleotidzucker-
Transporter, dein vitro Transportaktivitat fir UDP-N-Acetylglukosamin (UBBIcNAc) und
UDP-Xylose (UDP-Xyl) zeigt (Ashikov, 2005). Aufgrdn dieser Spezifitat war der
Transporter von besonderem Interesse: Zum einenbgreits mindestens zwei weitere UDP-
GIcNAc-Transporter bekannt, die ebenfalls Golgi-alidation aufweisen (Tabelle 1). Zum
zweiten handelt es sich um den bisher einzigentifdaerten Transporter fur UDP-Xyl. Auf
die Besonderheiten dieses Zuckernukleotids wirlliachnitt 3.5 eingegangen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird das homologe murinen Gkier ebenfalls alsslc35b4
bezeichnet) untersucht. Dsic35b4Lokus befindet sich auf Chromosom 6 des Mausgenoms
und umfasst 28 kbp, bestehend aus zehn Exons B)bb.

Die mRNA von 3,6 kb Lange enthalt ein Leserasten @96 Basen, der fur ein stark
hydrophobes, zehnfach die Membran durchspannerdésirPmit 331 Aminoséuren kodiert.
Dabei entsprechen die Exons ungefahr den einzdlrersmembrandomaéanen.
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Exon : 2 3 4 6 7 8 9 1c

Abb. 5 Genomische Organisation d#s35b4Lokus: Der Genlokus befindet sich auf ChromosorDié.
kodierende Sequenz wird von neun Introns untertaoch

3.4 Defekte im Glykosylierungsweg -€eongenital disorders of
glycosylation(CDGSs)

Beim Menschen werden Krankheitsbilder, die aufddifte Glykosylierung zurtickzufihren

sind, unterCongenital Disorders of Glycosylatioqf€tDG) zusammengefasst. Die derzeitige
Nomenklatur erfasst in erster Linie Defekte im NA&isylierungsweg. Danach werden die
CDGs in zwei Gruppen unterteilt (Freeze, 2001):

- CDG | umfasst Defekte in der Synthese und Ubguing des Dolicholpyrophosphat-
gebundenen Oligosaccharids im ER
- CDG Il betrifft die Prozessierungsschritte in BRIl Golgi-Apparat.

Seit 1980 wurden 18 CDGs beschrieben: zwolf betrefien N-Glykan-Aufbau, sechs die
Prozessierung der proteingebundenen Oligosacchaidéneute ist nur eine geringe Anzahl
von CDG-Patienten bekannt. Die identifizierten Kdagitsbilder konnten sich ausbilden, da
in allen Fallen noch eine Restaktivitdt des gesighéd Enzyms zu detektieren ist. Eine
vollsténdige Inaktivierung von Faktoren, die in diykosylierung involviert sind, ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit bereits embryonal letad wemtzieht sich damit der klinischen
Beobachtung.

Diagnostisch fallen CDG-Patienten haufig durch gerandertes Bandenmuster fir das
Transferrin in der isoelektrischen Fokussierung=JI&uf. Transferrin ist ein Serumprotein,
das am Eisentransport beteiligt ist. Transferrisitae zwei biantennare N-Glykane, die im
Normalfall in allen Antennen Sialinsdurereste tragea die Vollstandigkeit der terminalen
Sialylierung von der Integritat der Kernstruktureabhangt, ist die Erkennung von
Glykosylierungsdefekten anhand des Fehlens diesgungstrager moéglich. Mit dem Verlust
der Ladung verandert sich der isoelektrische Pumeis durch verandertes Laufverhalten in
der IEF nachweisbar ist (Freeze, 2001).
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Die Symptomatik der CDGs ist komplex. In fast alleglen sind jedoch psychomotorische
Defekte zu beobachten (Jaeken, 2001). Etwa 20%Pdienten mit abnormen Transferrin-
IEF-Mustern kénnen nicht in dieses System eingesirdrerden (Freeze, 2001): Ein Mangel
an Galaktosyltransferase | (wird auch als progvesstorm des Ehlers-Danlos-Syndroms
bezeichnet) fuhrt zu fehlerhafter Synthese des driekrasaccharids in Proteoglykanen;
Defekte der Heparansulfat-Kopolymerase verursachanltiple Exostosen, benigne
Knochentumoren (Jaeken, 2001).

34.1 Auf Defekten in NSTs beruhende Krankheitshier

Nukleotidzucker-Transporter versorgen Glykosyltfarasen mit Substraten. Daher kénnen
Mutationen in diesen Transportern eine Reihe voyk@3yltransferasen in ihrer Funktion
beeinflussen. Die erste Fehlfunktion dieser Artdeufiir squashed vulvgsqy-Mutanten in
C. elegandeschrieben. Actdqw+Mutanten sind bekannt; sie alle sind aufgrund Refekten
in der Proteoglykansynthese wahrend der Larvenekluwng letal. Eins der Genesdv-7)
wurde als Multisubstrat-NST identifiziert, der UOReA, UDP-GIcNAc und UDP-Gal
transportiert (Berninsone, 2001; Tabelle 2).

Mutationen imfringe connectior(frc)-Gen vonDrosophila melanogasteebenfalls ein NST
mit Spezifitat fur UDP-GIcA und UDP-GIcNAc, habeme fehlerhafte Glykosylierung von
Notch zur Folge und damit negative Auswirkungen adie Notch-vermittelte
Signaltransduktion (Goto, 2001).

Ein bei Rindern verbreiteter Defekt, CVMomplex vertebral malformatipnder haufig zu
pra- oder perinatalem Tod fuhrt, konnte auf einetdlan des UDP-GIcNAc-Transporters
SLC35A3 zuriickgefuhrt werden (Thomsen, 2006).

Das in die CDGs einzuordnende LAD-Iekocyte adhesion deficiency typg Syndrom
bzw. CDG llc beim Menschen beruht auf einem DefekiGDP-Fukose-Transporter. Durch
reduzierten Transport von GDP-Fukose konnen fulkersgl Glykokonjugate nur in
eingeschranktem Mald synthetisiert werden. Patiefadan durch psychomotorische und
mentale Retardierung sowie Wachstumsstorungen omduhdefizienz auf (Lubke, 2001,
Lihn, 2001).

Diese durch Mutationen in NSTs verursachten Schiégign machen deutlich, wie wichtig
NSTs fir die Entwicklung héherer Organismen sind.
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3.5 Xylosehaltige Strukturen in Mammaliern

3.5.1 Synthese von UDP-Xylose

In Mammaliern ist UDP-Xylose eins der wenigen Zuckeleotide, die nicht im Zytoplasma
synthetisiert werden. Ausgangssubstanz fir die Hegat ist UDP-Glukose (UDP-GIc), die
zunéchst zu UDP-Glukuronsaure (UDP-GIcA) oxidiemtdwwelche dann ins Lumen des ER
bzw. Golgi transportiert wird (Nuwayhid, 1986). Davird UDP-GIcA von der UDP-Xylose-
Synthase (UXS) zu UDP-Xyl decarboxyliert (Abb. 6).

OH B o) i
o NAD* NADH| O a NAD*
1 T O co, NADH {
Z Q
HQJ HO HO
© Ny H H HGio )
0-UDP ©o-uDP o-upP 0-UDP
UDP-GlcA - - UDP-Xyl
Abb. 6 Synthese von UDP-Xyl: UDP-GIcA wird von rddJDP-Xylose-Synthase zu UDP-Xyl

decarboxyliert

In Pflanzen existiert neben der membrangebunden¥8 duch eine zytosolische Form
(Harper, 2002). Fur tierische Zellen ist eine seltisliche UXS jedoch bisher nicht bekannt.
Dennoch wurde der Transport von UDP-Xyl in Golgikktisomenfraktionen beobachtet
(Milla, 1992; Ashikov, 2005).

3.5.2 Vorkommen von Xylose

Wahrend in Pflanzen xylosehaltige Zuckerstruktueds Bestandteile der Zellwand weit
verbreitet sind (Xylane, Xyloglukan), sind in Mamlieen lediglich zwei Strukturen bekannt:
Xylose ist der erste Zuckerrest des Tetrasacclkihs der Proteoglykane (Abb. 7A) und
wird von den Golgi-stadndigen Xylosyltransferasen-X{Schon, 2006) und XT-Il (Gétting,
2007) transferiert. Die zweite bekannte Xylose altémde Struktur ist ein Trisaccharid aus
O-gebundener Glukose und zwei Xyloseresten (AbD, di®¢ auf bestimmten EGF-Doménen
von Notch (Moloney, 1999) und auf mehreren Blutgenngsfaktoren (Hase, 1988)
nachgewiesen wurden. Die korrespondierenden Xytasydferasen sind bisher nicht kloniert.
Jedoch konnte diea-1,3-Xylosyltransferase, die die Addition des eanst&yloserestes
katalysiert, aus Rinderleber aufgereinigt und deBubstratspezifitdit bestimmt werden
(Ishimizu, 2007).
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Abb. 7 Xylosehaltige Strukturen in Mammaliern: (Ber Tetrasaccharidlinker der Proteoglykane besteht
aus GIcAb1-3)Galp1-3)Galpl-4)Xyl(b1-O)Ser.
(B) Das Trisaccharid Xy#(1-3)Xyl(al-3)Glcp1l-O)Ser wurde als Modifikation auf EGF-
Domanen von Notch sowie verschiedener Blutkoagwiafaktoren nachgewiesen.

3.6 Notch

Die auf Notch basierende Signaltransduktionskaskestieein evolutiondr konservierter
Mechanismus der Zell-Zellinteraktion, der eine ehé&dende Rolle in der Entwicklung
mehrzelliger Organismen spielt. Zwischen benackbarZellen Uber Notchrezeptoren
ausgetauschte Signale regulieren Prozesse wie rdédhpation, Differenzierung und
Apoptose (Artavanis-Tsakonas, 1999). Mammaliertbesivier Varianten des Rezeptors, die
als Notchl bis Notch4 benannt sind. Die Notch-Gasdieren ca. 300 kDa grol3e, einfach die
Plasmamembran durchspannende Transmembranrezeptdremer grof3en extrazellularen
Region bestehend aus drei cysteinreichen NotcHPHRepeats und 36 EGF-Doménen. Die
EGF-Doméanen bestehen aus etwa 40 AminosaurenSiinu&tur wird wesentlich von sechs
konservierten Cysteinresten bestimmt, die drei &onerte Disulfidbriicken ausbilden.

Einige der EGF-Domanen kénnen an spezifischenedtetiit O-Glykanen modifiziert werden
(Abb. 8). Fur die O-Glukosylierung wurde die Konsessequenz ‘&X-S-X-P-C
beschrieben, wobei 'Cder erste und Tder zweite konservierte Cysteinrest ist, X eine
beliebige Aminosaure und S der glukosylierte Sestr Fur die O-Fukose-Modifikation
scheint es keine strenge Konsensussequenz zu geHlseschrieben wurde 2&X-X-X-
(A/G/S)-(SIT)-C als mégliche Konsensussequenz (Haines, 2003).uReSé und O-Fukose
wurden zuerst auf EGF-Domanen von Faktoren dergBiutnungskaskade und Fibrinolyse
identifiziert, spater auch auf EGF-Domé&nen von [RNbtc(Moloney, 2000b). Diese
Monosaccharide konnen weiter verlangert werden zyl(aX-3)Xyl(al-3)Glc bzw.
Sia@2-3)Galp1-4)GIcNAcp1-3)Fuc.

O-Fukose ist eine essentielle Modifikation der NMotzeptoren: Mause mit inaktiver O-
Fukosyltransferase 1 (O-FucT-1) sterben in eindgihen embryonalen Stadium mit Defekten



15

in der Somitogenese, Kardiogenese, Vaskulogenese Ngurogenese (Shi, 2003). Die
Elongation des O-Fukoserestes beeinflusst eberdaldNotch-Signaltransduktionskaskade:
In Mammaliern wird beispielsweise durch die Elomgatdes Zuckers der Delta-Signalweg
positiv (Brtickner, 2000), der Jagged-Signalweg &gemn negativ reguliert (Moloney, 2002a).
Der Einfluss der O-Glukosylierung ist bisher nicintersucht. Bekannt hingegen ist, dass das
Fehlen von O-Glukosylierungsstellen in Blutgeringsiaktoren nach einem bisher
unbekannten Mechanismus zu einer geringeren Koéggpusgdahigkeit fuhrt (Bjoern, 1991).

1 5 10 15 20 25 30 35

(N ETTITITE N N EY [(THNE TN N[00

EGF-Doméne

EGF-Doméne mit O-Fucosyslierungsstelle

N

EGF-Domine mit O-Glucosylierungsstelle

%

EGF-Doméine mit O-Fucosyslierungs- und O-Glucosylierungsstelle

< Lin-Repeat
I Transmembrandomine
Abb. 8 Die extrazellulare Region des murinen NbtBtezeptors (modifiziert nach Moloney, 2000b, Xu,
2005) setzt sich zusammen aus drei Notch/Lin-12-8len sowie 36 EGF-Doménen, die
Konsensussequenzen fir O-Fukosylierung, O-Glukexsylig oder beide Modifikationen enthalten
kénnen.
3.7 Proteoglykane und extrazellulare Matrix

Proteoglykane sind Bestandteile der EZM sowie desrpels, der Basalmembranen und des
Bindegewebes. Es handelt sich dabei um Proteine emér oder mehreren langen
unverzweigten Glykosaminoglykan-Seitenketten, die Ausnahme von Keratansulfat tber
einen Tetrasaccharidlinker mit spezifischen Sesit@re des Proteins O-glykosidisch verknupft
sind (Abb. 7). Die GroRe des Kernproteins kann eiges 10 und 400 kDa liegen, die des
gesamten Proteoglykans zwischen 80 und 3500 kDab@tger, 1997).

Nahezu alle tierischen Zellen exprimieren Protekahe, die entweder an die EZM
abgegeben oder in die Plasmamembran eingebaut nvddike Hauptkomponenten der EZM
sind Proteine, die Stabilitat und Elastizitat vérdam (verschiedene Kollagen-Typen, Elastin),
adhasive Glykoproteine (Fibronektin, Laminin) unteoglykane, die eine Hydragelmatix
bilden und damit wiederstandsfahig gegen Kompressimd (Varki, 1999). Die EZM
bestimmt die physikalischen Eigenschaften von Gewelond viele der biologischen
Eigenschaften der darin eingebetteten Zellen. Sm kdie EZM kalzifiziert werden, um
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Strukturen wie Knochen oder Zahnschmelz zu bildarch transparente Strukturen wie die
Kornea werden von der EZM ausgebildet, ebenso afifeste wie beispielsweise Sehnen
(Alberts, 2002).

Im Wesentlichen bestimmen die Glykosaminoglykaree Eigenschaften und Funktionen der
Proteoglykane. So sind sie an der Musterbildungiligit und regulieren als Korezeptoren die
Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren wie dies fileroblast growth factor(FGF)
(Olwin, 1992). Defekte im Syntheseweg der Glykoswyglykane haben aufgrund der
vielfaltigen Funktionen weitreichende Folgen. BeMasind Mutationen in den Genen EXT1
und EXT2, die die Heparansulfat-Kopolymerase kaieund die progressive Form des
Ehlers-Danlos-Syndroms, bei dem die Synthese deaskecharidlinkers gestort ist (Jaeken,
2001).

3.8 RNA-Interferenz

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein evolutionér konsestier Weg der zellularen Abwehr gegen
Viren und Transposons, sowie eine Form der posirastionalen Genregulation (PTGS =
post-transcriptional gene silencip§Caplen, 2001; Tuschl, 1999).

Die Injektion doppelstrangiger RNA (dsRNA) in Zell&ihrt zu spezifischer Degradation der
komplementaren Ziel-mRNA. Dieser Mechanismus wurderst firCaenorhabditis elegans
beschrieben (Fire, 1999): Dicer, eine Endonuklasse RNAse IlI-Typs, schneidet langere
dsRNA in 19-mere RNA-Duplexe, dismall interfering RNASs(SiRNAs). Nach dem
Entwinden der Duplex wird ein Strang in d&NA induced silencing compleRISC)
eingebaut, wahrend der andere abgebaut wird. Welstnang in den RISC gelangt, ist von
der Stabilitat der Uberhangenden Enden siRNA-Dupbkéngig (Tomari, 2004). Dieser
Komplex ist in der Lage, an komplementare mRNA zodén und diese spezifisch zu
degradieren (Abb. 9).

Im Gegensatz dazu fihrt das Einbringen langer dsRNA0 Nukleotide) in somatische
Zellen héherer Organismen zu einer Interferonartword damit zu einer allgemeinen
Inhibition der Proteinbiosynthese und letztlich zwealltod (Tuschl, 1999). Jedoch wurde
festgestellt, dass kurze synthetische dsRNAs, da datirlich auftretenden siRNAs
nachempfunden sind, sequenzspezifische Degradatein mRNA katalysieren konnen
(Caplen, 2001).
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Abb. 9 Mechanismus der RNA-Interferenz: Doppetsfige RNA wird von Dicer in kurze RNA-
Stréange gespalten, die dann in den RNA-induziesitancing-Komplex RISC eingebaut

werden. Mit Hilfe dieses Komplexes wird die Ziel-RNrkannt und degradiert. (modifiziert
nach Novina, 2004)

Neben der Mdglichkeit, die siRNA-Moleklle direkt oie Zellen einzubringen, was aber
durch Verdinnung bei der Zellteilung zu einem rascAbflauen des Effektes fuhrt, existiert
die Variante der DNA-induzierten RNA-Interferenz.azd wird ein Vektor, der flr
sogenannteshort inhibitory RNA (shRNA) unter einem U6- oder H1-Promotor caolie
transient oder stabil transfiziert. Diese Promatdtentrollieren die RNA-Polymerase I, die
kurze RNAs ohne Cap-Strukturen und PolyA-Schwanathgtisiert (z.B. tRNA). Die
endogen transkribierte shRNA faltet sich dann aufdr ihrer Loop-Struktur zu einem
dsRNA-Duplex, der von Dicer zu siRNA prozessientdwi

In beiden Fallen wird jedoch kein vollstandiger IKKkout erzielt, sondern lediglich eine
Reduktion der Expression — zum Teil allerdings um bu 95%. Die Effizienz des
Knockdownkann abhéangig von der Zielsequenz, der Insertiedesin Genom, aber auch
vom untersuchten Gewebe stark variieren (Seib@5p

Der Vorteil gegentber dem klassischen Knockstilie Dominanz des Effektes, ohne dass
homozygotdoss-of-functiorMutanten erzeugt werden mussen.

3.8.1 Funktionstest der shRNAs

Da nicht alle sSiRNAs bzw. shRNAs gleichermal3en RIN#&sferenz induzieren, ist es notig,
die Reduktion der Expression des Zielgens zu Ubkitgpr Dazu kann man den Effekt auf
MRNA-Ebene oder Proteinebene direkt messen. Da aistresondere bei transienter
Transfektion die Transfektionseffizienz meist dietlunter 100% liegt, wirde die mRNA
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bzw. das Protein der nichttransfizierten Zellen déachweis erheblich stéren. Um dieses
Problem zu umgehen, ware eine Anreicherung dersfim@rten Zellen mdoglich, wenn
beispielsweise GFP kotransfiziert wirde. Noch unplirerter ist jedoch der Einsatz eines
kotransfizierten Reportergens. Da Reporter und siRkw. ShRNA durch Kotransfektion in
die gleichen Zellen aufgenommen werden, storen tineisfizierte Zellen den reporter-
basierten Assay nicht.

3.9 Zielsetzung

Zunachst sollten die subzellulare Lokalisation wiel Transportspezifitat, die bisher nur fur
den humanen UDP-Xyl-/UDP-GIcNAc-Transporter bekanmaren, fir das homologe
Transportprotein der Maus, Slc35b4, bestimmt werden

Ziel dieser Arbeit war die Generation eines Mausebensmodells fur den bifunktionellen
Nukleotidzucker-Transporter Slc35b4, anhand desden physiologische Funktion des
Transporters aufgeklart werden sollte. Dazu wuidekeockout-Konstrukt erstellt, bei dem
das erste Exon durch ein-Galaktosidase-Gen ersetzt wurde. Dieses Konstdidht
gleichzeitig als Reporter, mit dessen Hilfe das regpionsmuster deslc35b4 bestimmt
werden sollte.

Moglicherweise wére der komplette Knockout jedochas in einem friihen embryonalen
Stadium letal, wenn der Transporter fur die Glylkiesyng und damit fur die Funktion von
Notch und Bestandteilen der EZM essentiell ist. €@akar ein weiterer Punkt dieser Arbeit
die Generation eines konditionellen Allels, mit sl Hilfe die moglicherweise auftretende
embryonale Letalitdtt umgangen wird und Untersuckangam erwachsenen Tier
vorgenommen werden konnen.

Weiterhin wurde parallel dazu in einem auf RNA-tf@éeenz basierenden Ansatz auf
Zellkulturebene geprift, inwiefern SIc35b4 an deprrgkten Glykosylierung der
Proteoglykane und der EGF-Doménen von Notch ungchédenen Blutgerinnungsfaktoren
beteiligt ist. Dazu sollten zunachst moglichst ldifee shRNA-Sequenzen identifiziert
werden, die anschlielend mittels vektorbasiertetARNerferenz stabil in eine Zelllinie
transfiziert werden sollten. Die erhaltenen Klowdten sowohl auf mMRNA-Ebene als auch
anhand der Transportaktivitat und auf Produktelodaeakterisiert werden.
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4 Material

4.1 Bakterienstamme, Zelllinien und Labortiere

Bakterienstamm

Escherichia coliXL1-Blue, CaCj-kompetent (Bullock, 1987)
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hscR17,supE44,relAl, lac [F proAB laclgZM15 Tn10 (Tetr)]

Zelllinien

E 14-1 embryonale Stammzelllinie aus dem Mausstd 29/0la (&', <" p;
H-2° IgH?) (Hooper, 1987; Handyside, 1989)

NIH/3T3 Mausfibroblastenzelllinie ATCC CRL-1658

P19 Mauskarzinomzelllinie (C3H/He) ATCC CRB25

F9 Mausteratomzelllinie (129) ATCC CRL-1720

NIH/3T3-LC2 im Rahmen dieser Arbeit isolierter Klostabil mit psiSTRIKE-2-
neoGFP transfiziert

NIH/3T3-QE10 im Rahmen dieser Arbeit isolierteroK] stabil mit psiSTRIKE-2-

neoGFP transfiziert

S. cerevisiaBY4741 Mat a; his3D1 leu2DQ metl5D0O ura3DQ YELOO4w::kanMX4
(EUROSCARF)
Labortiere

C57BI/6J ca. 12 Wochen alte weibliche Tiere (wRiver)
C57BI/6J-Tg(neo) ca. 12 Wochen alte mannliche T{gtach Ruther)

4.2 Plasmide und Oligonukleotide

421 Plasmide

DTGemBH1 pPGEM mit Diphtherietoxin A-Kassette miGR-Promotor und Sv40
PolyA, BanHI-Schnittstelle entfernt

pPAcGFP1-Golgi Golgi-Marker zur Expression in eukdischen Zellen, kodiert ein
Fusionsprotein ausequorea coerulescerGFP (AcGFP1) und dem
N-Terminus (81 AS) der humanem-1,4-Galaktosyltransferase
(Clontech)
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pBluescript SK(-) Klonierungsvektor (Stratagene)

pcDNA3.1/myc-His A eukaryotischer Expressionsvekioit N-terminalem Hexabhistidin-
und Myctag (Invitrogen)

pCMV-LacZ pBluescript mit -Galaktosidase-Gen unter CMV-Promotor
pCRA-TOPT’ Klonierungsvektor mit TOPO-Cloning Site (Invitrem)

pLacZ b-Galaktosidase-Gen ohne Promotor in pBluescriph{#adGossler)
pProdA pCR4 mit Fragment A fur konstitutionell&mockout, kloniert mit

BW F33 und BW B34

pProdB pBluescript mit Fragment B fur konstitugtien Knockout, kloniert
mit BW F35 und BW B36

pProdC pBluescript mit Fragment C fir konstitogen Knockout, kloniert
mit BW F40 und JF B11

pProdD pCR4 mit Fragment D fur konstitutionell&nockout, kloniert mit
BW F 37 und BW B39

pSecTagNotchEGF1-5 eukaryotischer Expressionsvektdr Hexahistidin- und Myctag,
enthalt Notch-EGF-Domanen 1 bis 5 (Robert Haltiveaing

pSI-Check-2 RNAi-Kontrollvektor mitRenilla reniformis und Photinus pyralis
Luciferase (Promega)

psiSTRIKE-hnmGFP  shRNA-Expressionsvektor (Promegathalt CMV-GFP
psiSTRIKE-neo shRNA-Expressionsvektor (Promegathat neo-Kassette
pSP72 Klonierungsvektor (Promega)

PYEScupFLAXK PYES/NT-C (Invitrogen) mit CU-induzierbarem Promotor aus
pYEX-BESN; Expression N-terminal Flag-markierteoteine

pYes-SLC35B4 Cii-indizierbarer Hefe-Expressionsvektor mit35b4cDNA und N-
terminalem Flag-Tag; der vollstindige ORF a#s35b4ist in die
BanHI und Xba-Schnittstellen eingefugt
CATGGATCQACGCCCGGCCTTGGCGGTGGGCCBaNHI)
CTATTCTAGACAGGCCTCAGTTCTTCTTGCTG Xba)
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Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Plasmide:

pBSneo PGK-neo-Kassette mit flankierendiexP-Stellen in pBluescript,
Xba/HindllI-Fragment aus BW1194 in pBluescript

pcSlc35b4MycHis  open reading framevon slc35b4 Gber BamHI und Xba in
pcDNA3.1/myc-His A eingefugt

pcDcnMycHis open reading frameles murinen Decorin-Gens ukganmH| und Spé
in pcDNA3.1/myc-His ABanHI und Xba eingefiigt

prodApBS 3,8 kbiNotl/Pst-Fragment aus pProdA in pBluescript

prodA-DT Fragment A mit DT-Kassette in pSP72 Ulde Hincll und Nsil-
Schnittstellen

prodA-DT-LZ Stu/Sadl Fragment aus prodLZ1 in prodA-DT

prodB-Nco Fragment B milNcd-Schnittstelle hinter dem Startkodon, durch
Mutagenese mit JF F8 und JF B9 eingefuhrt

prodCD 1,2 kbpNhd Fragment aus pProdC in pProdD

prodLZ1 Fragment B mit -Galaktosidase-Gen anstelle des Exon 1, eingefiigt
in Ncd/Kpnl-Schnittstellen

prodLZ2 3,2 kbBseRI/Sadl-Fragment aus prodCD in prodLZ1

prod26 enthdlt Fragment B mitGalaktosidase-Gen, neo-Kassette und die
Fragmente C und D (in pSP72)

prod27 Targetingy/ektor fur konstitutionellen Knockout
pSI-Check-SLC35B4 RNAI-Kontrollvektor milc35b4cDNA, eingefiigt inXhd und Notl

psiISTRIKE-sh1-GFP shRNA-Expressionsvektor mit JEShA und JFsh118 B als shRNA-
Templates

psiISTRIKE-sh2-GFP shRNA-Expressionsvektor mit JEShA und JFsh120 B als shRNA-
Templates

psiSTRIKE-sh3-GFP shRNA-Expressionsvektor mit J24hA und JFsh122 B als shRNA-
Templates
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psiSTRIKE-sh4-GFP shRNA-Expressionsvektor mit J28hA und JFsh124 B als shRNA-
Templates

psiISTRIKE-sh5-GFP shRNA-Expressionsvektor mit J28hA und JFsh126 B als shRNA-
Templates

psiSTRIKE-sh6-GFP shRNA-Expressionsvektor mit J23hA und JFsh128 B als shRNA-
Templates

psiSTRIKE-scr-GFP  shRNA-Expressionsvektor mit JAsamd JFscrB alsscrambled
shRNA-Templates

psiSTRIKE-sh2-neo  shRNA-Expressionsvektor mit JEShA und JFsh120 B als shRNA-
Templates und PGK-neo-Kassette

psiSTRIKE-sh2-neoGFP shRNA-Expressionsvektor mghl®E9 A und JFsh120 B als
shRNA-Templates, neo-Kassette und CMV-GFP; neo-#ttsdiber
Apad/Acd eingeflgt inApa-Schnittstelle

pSP72-Sma pSP72-Vektor ohBend-Schnittstelle; gedffnet miKmd, Kleenow-
fill-in und Religation

4.2.2 Oligonukleotide

Die Primer wurden von MWG Biotech bezogen und ratiem ddHO auf eine Endkonzen-

tration von 100 uM gebracht. Aus dieser Stammlésungden die fur die Reaktionen

verwendeten Verdunnungen von 10 pM angesetzt.

Die shRNA Templates wurden in einer Konzentration & pg/ul angesetzt. Oligonukleotide
mit einer Ladnge Uber 60 Basen wurden nach der Hijlathode aufgereinigt, alle anderen
nach der HPSF-Methode. Die Sequenzen sind in ddatirig 5® 3’ aufgefihrt.

RT-PCR-Primer

BWF28 CGTTTG CGC AGT TCTTATTTATTG slc35b4

BWB29 TGCCCATTCTTGCCGACATC slc35b4

BWF30 CAC AGG ACT AGA ACACCTGC HPRT

BWB31 GCT GGT GAAAAG GACCTCT HPRT

BW B32 [TTTTTTTTTTT TTT Oligo-dT-Primer

JF F188 GCAGTCCCAGCGTCG TG HPRT

JF B189 GGCCTCCCATCTCCTTCAT HPRT

JF F223 TGT CGT GAC TCA ATATGT GTG CAT slc35b4(real-time PCR)

JF B224 AGT GTG ACG GTG AGG GAG GTA slc35b4(real-time PCR)



JF F225
JF B226
JF F227
JF B228
JF F229
JF B230

TCC AGT CAT CGG TGT GAC GAT

GCA CAC ATATTG AGT CAC GAC ATT

TCC ATT CCT ATG ACT GTAGAT TTT ATC AG
AAC TTT TAT GTC CCC CGT TGACT

CGT CGT GAT TAG CGA TGA TGA

TCC AAATCC TCG GCATAATGA

Klonierungsprimer

JF F8

JF B9

JF F113

JF B114

JF B222

JF F223

JF F233

JF B235

CCG GCCATG GGC AeGCC T
AGG CCGC GGC CRTGG CCG G
GAT TGG GGC GGT CTG AGG AG
GGG CCC CAA AGT AGG AG

CTATIC TAG &T CCT TCT TGT CATCCT TTT
GC
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slc35b4(real-time PCR)
slc35b4(real-time PCR)
hprt (real-time PCR)
hprt (real-time PCR)
hprt (real-time PCR)
hprt (real-time PCR)

Ncd Mutagenese,
slc35b4
Ncd Mutagenese,
slc35b4

Southern Bloh&®
slc35b4

Southern Blot Sonde,
slc35b4
slc35b40RF,BanHI-
Schnittstelle

CAT_GGA TCATG CGC CCG GCC TTC GCG GTGsIc35h40RF, Xba-

GG
GCT CGG ATCAT GAAGGC AACTCTC

CCCACT AGETT GTAGTT TCC AAG

Screeningprimer

JF B81

JF F80

JF F209
JF B210
JF F211
JF B212

ATC GTT CGG CGT ATC G

TAA GGA AGG AGG GAG GGG TAA

GGC CTATTT CCCATGATT CCT TC
TTATGC TTC CGG CTC GTATGT TGT
CCCCCTGCCCTTCGCTTATG
CTTGGC TTT GTA GGT GGT CTT GAA

Sequenzierprimer

BWseqF47
BWseqF48
BWseqF49
BWseqB50
BWseqB51
BWseqB52
JF F28
JF B29
JF F61

GGA AGA TGA AAA TGA AAA AGA AGT
ACT GTC GAG CCG TGA AAG
AAAGTT GCT GGG TTG TT

ATA CCA GAA AGG CAATTA GAA CCA
TGC CCT CGA GAA AAA GAA AAC AAG
GGT GCC CCA GAA GAA AT

ACC TCC CCC TGA ACC TGA AAC ATA
CTG GAT GCT AAC GAATGG AGG AG
TTG AAA GAA GGG ATG GTT GAG C

Schnittstelle
decorinrORF,BanHI-
Schittstelle
decorinORF, Spé-
Schnittstelle

LacZ Screening, konst.
Knockout
LacZ Screenikgnst.
Knockout
U6/sh2
U6/sh2
GFP
GFP
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JF F62
JF F63
JF B64
JF B65
JF B66
JF F67
JF F68
JF F69
JF B70
JFB71

TAG ACT AGA GTT ATC AGAGGA C
TTGATG CATATTTTC TTACTG A
CTA AAG ATG TCC CAG GTG AGC A
GTA AGA GGC AAG GAA GAC AAC A
AAA ATG GAG ACAGTATGAGTG C
AGT TGT GAT GGA GAT AAG TGT A
CCCCTGCTGGCT AAACTGTCTC
TGTTTATTITTTACTCTTG ATT G
ACG CTG ACA GTG AAG AAC

TGG CCAGAGTCTTTIGTCATTITC

GATC-Standardprimer

BGH-Reverse TAGAAGGCACAGTCGAGG

T3
T7

ATTAACCCTCACTAAAGGGA
TAATACGACTCACTATAGGG

shRNA-Templates

Die shRNA-Zielsequenzen sind unterstrichen.

JFsh117 A
JFsh118 B
JFsh119 A
JFsh120 B
JFsh121 A
JFsh122 B
JFsh123 A
JFsh124 B
JFsh125 A
JFsh126 B
JFsh127 A
JFsh128 B

JFsh_scrA
(scrambled)

JFsh_scrB
(scrambled)

ACC GTA AGG TAC TAT GCC ATC ATTAA GTC CTC TAAATG
ATG GCATAGTACCTTAITTTTC

TGC AGA AAA ATA AGG TAG TAT GCC ATC AT TAG AGG ACT
TAA ATG ATG GCATAG TACCTTA

ACCGCATGATTC TAG GAATTATCTAA GTC CTC TAAGAT
ATT TCC TAG AATCATGITTTITC

TGC AGA AAAACATGATTC TAG GAATTATCT TAG AGG ACT
TAA GAT AAT TCC TAG AAT CAT G

ACC GGATAC AGT ATGTTC AAG TATAAGTC CTC TAATAC
TTG AACATACTGTATCITTTTC

TGC AGA AAA AGA TAC AGT ATG TTC AAG TA TAG AGG ACT
TAATACTTG AACATACTG TAT C

ACC GTA AGT CTG AAC TCT ATC ARTAAGTC CTC TAATTG
ATAGAGTTC AGACTTATTTTTC

TGC AGA AAA ATA AGT CTG AAC TCT ATC AA TAG AGG ACT
TAATTG ATAGAGTTIC AGACTT A

ACC GGC CAC CAG CTATCC CAA TIATAA GTC CTC TAATAT
TGG GAT AGC TGG TGG T TTTC

TGC AGA AAA AGC CAC CAG CTATCC CAA TATAG AGG ACT
TAATAT TGG GAT AGC TGG TGG C

ACC GGG TAC TAT GCC ATC ATG GTTAA GTC CTC TAAACC
ATGATG GCATAGTACCITTTITC

TGC AGA AAA AGG TAC TAT GCC ATC ATG T TAG AGG ACT
TAA ACC ATG ATG GCATAG TACC
ACC GTC TAA TCG TTA ACG TGA TAl TAA GTT CTC TAA TAT

CAC GTT AAC GATTAGATTTTT C
TGC AGA AAA ATC TAA TCG TTA ACG TGA TAT TAG AGA ACT
TAA TAT CAC GTT AAC GAT TAG A




4.3 Antikorper

4.3.1 Primére Antikorper

Maus anti-Flag M5

Maus anti-Myc 9E10

Maus anti-Hexa-His
P869
Maus anti-VSV

Ratte anti-Decorin

4.3.2 Sekundéare Antikorper
Anti-Digoxigenin-Fab-Alkalische
Phosphatase-Konjugat
Anti-Maus-1gG-Cy3 Konjugat
Anti-Maus-1gG-Alkalische-Phosphatase-
Konjugat
Anti-Ratte-lgG-Alkalische-Phosphatase-
Konjugat
Anti-Maus-1gG-Alexa674-Konjugat
IRDye800 Esel-anti-Maus

IRDye800 Ziege-anti-Ratte

4.4 Enzyme

alkalische Phosphatase (CIP)
Desoxyribonuklease |, RNAse-frei
Expand High Fidelit}-"* PCR System
MMuLV Reverse Transkriptase
Pfu-DNA-Polymerase

Platinum Taq Polymerase
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monoklonaler Antikoérper (Malgg51) gegen
das Flag-Epitop (MDYKDDDDK) gerichtet
(Sigma)

monoklonaler Antikérper (MalgGl) gegen
das Myc-Epitop gerichtet (EQKLISEELDL)
(Roche)

monoklonaler Antikdrper (MalgG) gegen
das Hexahistidin-Epitop gerichtet (Qiagen)
monoklonaler Antikérper mit VSV-Tag gag
Heparansulfat gerichtet (van Kuppevelt)
monoklonaler Antikérper (MausGlt) gegen
das VSV-Epitop gerichtet (Sigma)
monoklonaler Antikorper (RatgG2) gegen
rekombinantes murines Decorin gerichtet
(R&D Systems)

Roche
Sigma

Dianova

Dianova
Invitrogen
Li-Cor
Li-Cor

New England Biolabs
Promega
Roche
New England Biolabs
Stratagene
Invitrogen
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Proteinase K Sigma
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Fermentas
Ribonuklease A Roche

RNAse Inhibitor Fermentas
SP6-RNA-Polymerase Roche

Superscript Il Reverse Transcriptase Invitrogen
T3-RNA-Polymerase Roche

T4-Ligase New England Biolabs
T7-RNA-Polymerase Roche

Taq DNA-Polymerase New Eamgl Biolabs, Promega
Zymolyase ICN Biomedicals, Inc.

4.5 Chemikalien

Standardchemikalien wurden von Sigma, Fluka oderckidezogen und sind nicht extra
aufgefihrt.

Acrylamid 40% Applichem
Agarose Serva
Ammoniumpersulfat (APS) Biorad
BM Purple AP Substrat Roche
BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-indolylphosphat)  Applichem
Blockierungsreagenz Roche
Bromphenolblau Applichem
BSA (bovine serum albumine Applichem
Chloroform J.T.Baker
CSPD, ready to use (0,25mM) Roche
DIG-Ribonukleotide Roche
dNTPs (je 100 mM ATP, CTP, GTP, TTP) Pharmaaci
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Roth
Formamid Applichem
Hepes Applichem
IPTG Applichem
Ketanest (Ketaminhydrochlorid, 10%ig) WDT
Leucin Sigma
Lysin Sigma
Magermilchpulver Applichem
Methionin Sigma
3-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS) Appdm
Mowiol Calbiochem

Ni?*-NTA-Superflow Qiagen



Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT) Applichem
Nonidet P-40 Roche
Orange G Fluka
¥pa-dCTP Amersham
Paraformaldehyd (PFA) J.T.Baker
PEG-3350 Fluka
Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-frei Roche
Ponceau S Sigma
Rompun (Xylazinhydrochlorid, 2%ig) Bayer
ROX Invitrogen
Sorbitol Sigma
SyBrGreen Invitrogen
Szintillator Filtersafe Zinsser Analytic
N, N, N’, N’-Tetraethylendiamin (TEMED) Serva
X-Gal Roth

4.6 Nahrmedien, Puffer und Zuséatze
4.6.1 Nahrmedien

Ampicillin, Natriumsalz Serva

Bacto-Agar

Bactotrypton

Bacto-Yeast Stickstoffe Base
Carbenicillin, Dinatriumsalz
DMEM (High glucose)
ESGRO (LIF)

FCS

Glutamin (200 mM)
Hefeextrakt

Kanamycin

Penicillin (5000 U/ml)/
Streptomycin (5000 pg/ml)
Trypsin (0,05%)/EDTA (0,53 mM)

1x LiAc

1x LiAc/0,5x TE

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson

Fluka

Biochrom
Chemicon
Biochrom
Seromed

Becton Dickinson
Sigma

Biochrom
GibcoBRL

100 mM Lithiumacetat, pH 7,5
100 mM Lithiumacetat, pH 7,5

5 mM Tris/HCI, pH 7,5
0,5 mM EDTA
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1x LiAc/40% PEG-3350/1XTE

20x Aminosaure-Mix (500ml)

Beschichtung der Zellkulturgefale

Einfriermedium fur ES und MEF

Einfriermedium fur NIH/3T3, F9, P19

ES-Medium

Farbeldsung (X-Gal-Féarbung)

LB-(Luria-Bertani)-Agar

LB-Medium

PBS fir Zellkultur

100 mM Lithiumacetat [,5
10 mM Tris/HCI, pH 7,5
1 mM EDTA
40% PEG-3350

0,5 g Histidin
1 g Leucin
1gLysin
0,5 g Methionin

0,2% GelatmPBS, pH 7,2

45% ES-Medium
45% FCS
10% DMSO

Zellkulturmeni mit 5% DMSO

DMEM mit

2 mM Glutamin

0,1 mM -Mercaptoethanol

100 U/ml Penicillin/Streptomycin
15% FCS

1 mg/ml X-Gal
5 mM Kaliumcyanoferrat(l1)/(11l)
4 mM MgC}
in PBS

LB-Medium
1,5% (w/v) Bacto-Agar

1% (w/v) Bactotrypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl, pH 7,5

10 mM Natriumphosphat, pH4 7
150 mM NaCl
5 mM KCI
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SC-Platten fir Hefekultur 0,67% Bacto-Yeast|&ioffe Base
1x Aminosauremix
2% Glukose
2% Agar

SD-Flussigmedium (Hefe) 0,67% Bacto-Yeast Stufks Base
1 x Aminosaure-Mix
2% Glukose

X-Gal-Stocklésung 40 mg/ml in N,N-Dimethylforméal
Zellkulturmedium fur NIH/3T3, F9, P19 DMEM mit

2 mM Glutamin
100 U/ml Penicillin/Streptomycin

10% FCS
4.6.2 Puffer
DNA-Aufreinigung
Lysispuffer 200 mM NaOH
1% SDS

Lysispuffer (genomische DNA, ES-Zellen) 50 mM TH€JI, pH 8,0
100 mM EDTA
100 mM NacCl
1% SDS

Neutralisationspuffer 3 MKAc, pH 5,5
Resuspensionspuffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,0

10 mM EDTA
100 pg/ml RNAse A

PCR
10x PCR-Puffer 15 mM MgGl 100 mM Tris/HCI, pH 8,3
500 mM KClI, pH 8,3
15 mM MgCl
0,01% Gelatine
dNTP-Mix 10 mM dRT10 mM dCTP, 10mM dGTP, 10

mM dTTP
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Agarose-Gelelektrophorese

1x FA-Puffer

Ix TAE

1x TBE

Agarose-Auftragspuffer

RNA-Auftragspuffer

Northern und Southern Blot

10x Blockierungslosung

20x SSC

Church-Puffer (Southern Blot)

Denaturierungsléosung

Detektionspuffer

20 mM MOPS
5 mM NaAc

1 mM EDTA
pH 7,0

40 mM Tris-Acetat
2 mM EDTA
pH 8,5

100 mM Tris/HCI
100 mM Borsaure
2,5mM EDTA, pH 8,0

50% 10x TBE
50% Glycerol
Farbstoff Orange G

20% Glycerol

50% Formamid

10 mM EDTA, pH 8,0
2,2 M Formaldehyd
0,2% Bromphenolblau

10% Blockierungsreagenz
Maleinsaurepuffer

3 M NacCl
0,3 M NaAc
pH 7,0

300 mM NaPi, pH 6,7
7% SDS
5 mM EDTA, pH 8,0

1,5 M NacCl
0,5 M NaOH

100 mM Tris/HCI, pH 9,5
100 mM NacCl



High SDS-Puffer

Maleinsaurepuffer

NaPi-Stocklésung, pH 6,7

STE-Puffer

Waschpuffer A

Waschpuffer B

Waschpuffer C

Waschpuffer (Southern Blot)

SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

2x Probenpuffer fur NST

5x Laemmli
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7% SDS

50% Formamid

5x SSC

50 mM NakP G, pH 7,0
0,1% N-Lauroylsarcosin
2% Blockierungslésung

0,1 M Maleinsaure
0,15 M NacCl
pH 7,5

0,5 M MO, 2 H,O, mit HsPO, auf pH 6,7
eingestellt

100 mM NacCl
20 mM Tris/HCI, pH 7,5
10 mM EDTA

2x SSC
0,1% SDS

0,1x SSC
0,1% SDS

Maleinsaurepuffer
0,3 % Tween 20

40 mM NaPi, pH 6,7
1% SDS

250 mM Tris/HCI, pH 6,8
7 M Harnstoff
1% SDS
10% Glycerol
0,1% Bromphenolblau

600 mM Tris/HCI, pH 6,8
10% SDS

40% Glycerol

0,4% Bromphenolblau
5%b-Mercaptoethanol
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SDS-Page-Elektrophoresepuffer

Silberfarbung

Entwickler (100ml)

Fixierer

Natriumthiosulfatlésung

Silbernitratlésung (100ml)

Stopldésung

Western Blot

Alkalische-Phosphatase-Puffer

BCIP

Blotpuffer

Magermilch
NBT

PBS

PBST

Poncgeau S-L6sung

50 mM Tris
380 mM Glycin
0,1% SDS

6 g NaCO
50 ul 37% Formaldehyd
2 ml Natriumthiosulfatldsung

100 ml Stoplésung
50 ul 37% Formaldehyd

0,2 mg/ml N&3s

2 ml 10% Silbernitrat
75 ul 37% Formaldehyd

30% Ethanol
10% Essigsaure

100 mM Tris/HCI, @B
100 mM NacCl
5 mM MgC}
25 mg/ml BCIP in 100% DMF

48 mM Tris
39 mM Glycin

2% (w/v) in PBS
50 mg/ml NBT in 70% (v/v) DMF

10 mM Natriumphosphat, pH 7,4
150 mM NacCl

0,1% Tween20 in PBS

0,2% Pongeau S in 3% TCA
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Spharoblastenpraparation und Transportassay

Assay-Puffer 10 mM Tris/HCI
0,8 M Sorbitol
2 mM MgC}
1 uM nichtradioaktiver Nukleotidzucker

Lysis-Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 7,4
0,8 M Sorbitol
1 mM EDTA
1 mM pAPMSF Proteaseinhibitoren Mini
complete (Roche 1 Tablette/10 ml

Zymolyase-Puffer 50 mM KPQOpH 7,5
1,4 M Sorbitol
10 mM NaN
0,3% (40 mM) -Mercaptoethanol

Aufreinigung von Proteinen iiber NF*-NTA-Agarose

Waschpuffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NacCl
1% Nonidet P-40
0,5% Natriumdesoxycholat

0,1% SDS

4.7 Gerate
Blotkammer Fast-Blot B44 Biometra
Elektrophoresekammern fur Agarosegele

HE 99X fur Gelvolumen 200ml Amersham

40-0911 fur Gelvolumen 50 ml Peglab
Elektrophoresekammern fir SDS-Page Amersham
FACSAria Becton Dickinson
Filmentwicklung

Hyper Processor Amersham
Fluoreszenzmikroskop Axiovert Zeiss
Geldokumentation

Alphalmager Biozym
Genepulser Biorad

Glasgerate Schott
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Heizblock
Hybridisierungsofen
Imagingplatten
Kahlzentrifugen

Beckmann Coulter Avanti J 30l

Centrifuge 5804

Multifuge 3 S-R
Kihlschrank
Luminometer
Reinstwasseranlage
Mikropipetten
Multipette plus
Odyssey Infrarot Imaging System
Phasenkontrastmikroskop Labovert FS
pH-Meter 766 Calimatic
Phosphoimager
Photometer Ultraspec
Real-Time PCR-System 7500
Rotoren

JA 25.50

JLA 10.500

SW 32Ti
Software

WindowsXP home edition

MS Word 2000

MS Excel

Photoshop CS

ChemDraw Ultra 5.0

EditSeq

MapDraw

Clone

PrimerSelect
Spannungsquelle Power Pack P25
Speedvac RVC 2-18
Sterilwerkbank HeraSafe
Szintillationsz&hler LS6500
Thermocycler

T1

T Gradient

T3000
Thermomixer compact

Eppendorf
Amersham
Fuiji

Beckmann
Eppendorf
Heraeus
Liebherr
Berthold
Barnstead
Eppendorf
Eppendorf
Li-Cor
Leitz
Knick
Fuiji
Pharmacia

Applied Biosystems

Beckmann
Beckmann
Beckmann

Microsoft
Microsoft
Microsoft
Adobe
Campedsoft
DNA Star
DNA Star
Sci Ed Software
DNA Star
Biometra
Christ
Heraeus
Beckman Coulter

Biometra
Biometra

Biometra
Eppendorf



Tischzentrifugen

Eppendorf Centrifuge 5415C Eppendorf

Biofuge fresco Heraeus
Ultra-Mikro-Quarzkivette 105.202-QS Hellma
Ultra Turrax lka-Werk
Ultrazentrifuge Optima L-90 K Beckman Coulter
UV-Stratalinker Stratagene
Vakuumpumpe lImvac
Vortex Genie 2 Scientific Industries
Waage CP 3202 und CP 224S Sartorius
Zentrifugenbecher Beckmann
4.8 Verbrauchsmaterialien
Deckglaschen (12 mm) Jirgens
Einmal-Injektionskanilen Braun
Elektroporationskiivetten 0,4 cm

Elektrodenspalt Biorad
Filterpapier 3SMM Whatman
Hybond XL Amersham
Kryoréhrchen Corning
LumiFilm Chemilumineszenz Detection Film Roche
Nitrocellulosefilter (MF-Membran) Millipore
NucTrap Probe Aufreinigungssaulen Stratagene
PCR-Tubes Sarstedt
PCR-Platten (MicroAmp 96-Loch-Platten) Applied Bieems
Pipettenspitzen Sarstedt
Polypropylen-Réhrchen 14 ml, 15 ml, 50 ml  Gegin
Protran Nylonmembran Schleicher & Schuell
PVDF-Membran, Immobilon-FL Millipore
Quarzglaskuvette Hellma
Reaktionsgefale 1,5 ml, 0,5 ml Sarstedt
Sterilfilter Corning
Szintillationsréhrchen Sarstedt

Zellkulturflaschen, 50 ml Greiner

35
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Kits zur Nukleinsaure-Aufreinigung

NucleoSpin RNA I Macherey & Nagel
NucleTrap mRNA Mini Kit Macherey & Nagel
NucleoSpin Extract Il Macherey & Nagel
Plasmid Mini und Midi Kit Macherey & Nagel
Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen

Sonstige Kits

BCA Kit Pierce

DIG RNA Labeling Kit Roche
Prime It Il random labelling Kit Stratagene
Rapid Ligation Kit Roche
TOPO-TA Cloning Kit nuitrogen

Molekulargewichtsmarker:

1 kb DNA ladder Invitrogen
Precision Plus Protein Marker Biorad
SDS-PAGE Molecular weight standards,

low range Biorad

Odyssey prestained Marker Li-Cor
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5 Methoden

5.1 Zellbiologische Methoden

511 Beschichten von Zellkulturflaschen

Zellkulturflaschen und -schalen fir die Kultur voembryonalen Stammzellen und
embryonalen Fibroblasten wurden mit Gelatine bestbt, um besseres Anwachsen der
Zellen zu ermdglichen. Dazu wurden die Flaschenl#shiiber Nacht mit 0,2% Gelatine in
PBS bei 37°C und 7,5% GOQnkubiert. Vor der Verwendung der beschichteteas€hen
wurde die Gelatinelésung abgesaugt und die FlasthEBS gewaschen.

5.1.2 Gewinnung embryonaler Maus-Fibroblasten (ME

Fur die Gewinnung embryonaler Fibroblasten wurdembBonen vom Tag 12,5 p@dst
coitum) benétigt. Dazu wurden C57BI/6J-Weibchen mit C38BITg(neo)-Mannchen
verpaart. Die tragenden Weibchen wurden am Tag I8i6 Rompun (0,02 mg/kg
Kdrpergewicht) und Ketanest (0,9 mg/kg Korpergewiemasthesiert und durch Genickbruch
getotet.

Die Embryonen wurden enthnommen, in PBS gewaschéranschlieRend homogenisiert. Das
Zellhomogenisat wurde mit 50 ml PBS gewaschen uhanin bei 300 g zentrifugiert. Die
Zellen wurden dann in 50 ml MEF-Medium resusperndigrd erneut 10 min bei 300 g
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen inhDMEF-Medium aufgenommen, in eine
mit Gelatine beschichtete Petrischale tberfihrta/ndei 37°C und 7,5% CQultiviert.

Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellendub 250 ml-Zellkulturflaschen aufgeteilt
(=Passage 1, P1). Diese wurden wiederum bis zurflikene kultiviert und erneut 1:5
gesplittet (=Passage 2, P2). AnschlielRend wurdezelien als P3 eingefroren.

5.1.3 Kultivierung von Zellen

Embryonale Maus-Fibroblasten (MEF) wurden in MEFelen bei 37°C in Gegenwart von
7,5% CQ bis maximal zur Passage 5 kultiviert. AnschlieBendlgte die Behandlung mit
Mitomycin: die Zellen wurden 2 % Stunden mit 10 mb/Mitomycin in ES-Medium
inkubiert, um die weitere Zellteilung zu inhibierebie so erhaltenen Feederzellen wurden
dreimal mit PBS gewaschen und in einer Zelldichtn \1,4x18 pro 250 ml-Flasche,
7x10° pro 50 ml-Flasche, fOpro 10 cm-Petrischale bzw. 2X1(@ro Vertiefung einer
96-Loch-Platte ausgesat und in ES-Medium weitetikalt.

Die embryonalen Stammzellen (ES) E 14-1 wurden iit felatine beschichteten
50 ml-Zellkulturflaschen mit 5 ml ES-Medium mit 3.0/ml LIF bei 37°C in Gegenwart von
7,5% CQ bei taglichem Mediumwechsel auf Feederzellen Welti. Nach Erreichen der
Konfluenz (alle zwei bis drei Tage) wurden die 2ellauf Feederzellen passagiert. Dazu
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wurden die adharent wachsenden Zellen durch zwéingm Inkubation mit Trypsin/EDTA
abgelost.

NIH/3T3, P19 und F9-Zellen wurden mit 10 ml Zellkuimedium in 250 ml-
Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% GQuiltiviert. Die Zellen wurden nach Erreichen der
Konfluenz mit Trypsin/EDTA abgel6st und in einestrhe Zellkulturflasche verdinnt.

514 Auftauen von Zellen

Nach Entnahme der Kryorohrchen aus dem Stickstiftaurden die Zellen im Wasserbad
aufgetaut und in das zehnfache Volumen Zellkultution® Uberfiihrt. Nach Zentrifugation
(300 g, 10 min, RT) und Resuspension in Zellkultedimm wurden die Zellen in

Zellkulturflaschen tberfuhrt und kultiviert.

515 Einfrieren von Zellen

Zur Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff wurdéellen mit Trypsin/EDTA vom Boden
der Zellkulturflasche abgeldst, sedimentiert (30018 min, RT), anschlielend in 1 ml
Einfriermedium (EF-Medium) resuspendiert, in Kryloréhen Uberfuhrt und bei -80°C
vorgefroren. Nach mindestens 48 h wurden sie dawciemn Stickstofftank Gberfuhrt.

5.1.6 Elektroporation embryonaler Stammzellen

Fur die Elektroporation wurden 5x1ellen fir den Targetinyektor (25 pg steril
aufgereinigtes Konstrukt ohne Vektor), 53&ellen fiir die Kontrollelektroporation mit dem
neo-Konstrukt (5 pg steril gefélltes linearisier®lasmid pBSneo) und 5x1@ellen fiir die
Kontrollelektroporation ohne DNA verwendet. Dazurden die Zellen und die DNA in
800 ul PBS aufgenommen und bei 500 uF und 220 Kkfrelgoriert. Nach 10 min Inkubation
bei RT wurden die Kontrollen in je eine 10-cm-Psthiale mit am Vortag ausgesaten
Feederzellen Uberfihrt und die mit dem Targetingt¥ie elektroporierten Zellen auf zehn
10 cm-Petrischalen verteilt. Nach 48 h wurde deraMe8ium 0,35 mg/ml G418 zugesetzt
und die Zellen unter diesen Selektionsbedingungeritevkultiviert, bis in der
Negativkontrolle keine ES-Klone mehr vorhanden wa@&um Picken der Klone wurden am
Vortag Feederzellen in einer Dichte von 2%Z@llen pro Loch in 96-Loch Platten eingesét.
Die ES-Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen Kdiime anschliel3end in PBS gepickt,
in 40 pl Trypsin/EDTA resuspendiert und in 160 |8-Eledium (+ 0,35 mg/ml G418) auf die
vorbereiteten Feederzellen tberfihrt.

Nach Erreichen der Konfluenz (nach etwa drei Tagemyden die Zellen mit 40 pl
Trypsin/EDTA abgel6st und in 60 pl ES-Medium resergtiert. Davon wurden je 50 pl in
neue 96-Loch Feeder-Platten (=Duplikate) Uberfuhtder Rest verblieb auf den
ursprunglichen Platten (=Masterplatten). Die Masdtdten wurden anschlieRend mit 50 pl
2x EF-Medium versetzt und bei -80°C eingefroren.
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Die Duplikate wurden zur Analyse der Klone in ESeen mit G418 auf 24-Loch-Platten
expandiert und bis zur Konfluenz weiterkultivierAnschlieBend wurden die Klone
trypsiniert, in PBS resuspendiert und die Zelledirsentiert. Die Zellpellets wurden bis zur
DNA-Aufarbeitung bei -20°C gelagert.

5.1.7 Transfektion von NIH/3T3-Zellen mit Superfet

Transiente Transfektion

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen segasat, dass sie am folgenden Tag
70 bis 80% konfluent waren. Die zur Transfektiomdiegten Mengen sind Tabelle 3 zu
entnehmen. DNA und DMEM ohne FCS wurden gemisampefect wurde hinzugefigt und
dieser Ansatz zur Komplexbildung 10 min bei RT ibiart. Inzwischen wurden die Zellen
mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde der Tranefeddnsatz mit komplettem
Zellkulturmedium auf das angegebene Endvolumen ediifg und auf die zuvor
trockengesaugten Zellen pipettiert. Nach Inkubatiber Nacht bei 37°C, 5% GQvurden
die Komplexe abgesaugt, die Zellen dreimal mit PgSvaschen und anschlie3end mit
Zellkulturmedium weiterkultiviert.

Zellen/Loch | [ug] DNA| ad il [ul] Superfect| [ul]] DMEM +
DMEM FCS
10 cm Schald  4xt0 4 160 16 3000
6-Loch 1x10 1,0 40 4 600
12-Loch 5x10 0,5 20 2 300
Tabelle 3 Transfektion: Zellzahlen und DNA-Mengéndie Transfektion

Stabile Transfektion

Um Zellen zu erhalten, die das Plasmid psiSTRIKBEeBGFP stabil exprimieren, wurden die
transfizierten NIH/3T3-Zellen 48 h nach der Traksfen durchflusszytometrisch auf GFP-
positive Zellen selektiert und in 96-Loch-Plattearainzelt. Anschlieliend wurden sie in
DMEM mit 1 mg/ml G418 weiterkultiviert und expandie

5.1.8 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Sortierung (FAC8uerescence activated cell spson Zellen
wurde im Labor von Dr. Matthias Ballmaier durchdeti

Mithilfe dieser Technik ist es moglich, Zellen andabestimmter Fluoreszenzsignale zu
identifizieren und zu sortieren. Die Zellen konrdabei fluoreszierende Proteine exprimieren
oder Oberflachenmerkmale tragen, die von mit Flsmeazfarbstoffen gekoppelten
Antikorpern erkannt werden.
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Die in Losung befindlichen Zellen werden durch eiapillare gesaugt und passieren einzeln
einen Laserstrahl. Die Zellen emittieren dabei8icht und, wenn Antikérper gebunden sind
oder fluoreszierende Proteine exprimiert werdemofeszenzimpulse. Das Streulicht wird
durch die ZellgroRe, die Struktur der Zellmembraowige intrazellulare Bestandteile
beeinflusst. Anhand dessen konnen die Zellen ireraohiedliche Fraktionen sortiert und
gezahlt werden.

Fur die Vereinzelung von Zellen zur Klonierung eirshRNA-exprimierenden Zelllinie
wurden die Zellen 48 h nach der Transfektion miypSm/EDTA abgelost, mit PBS
gewaschen und in 1 ml PBS mit 100 mM EDTA aufgenemnGFP-positive Zellen wurden
in 96-Loch Platten, in denen Zellkulturmedium mdpgelter Antibiotikakonzentration und
1 mg/ml G418 vorgelegt war, vereinzelt.

Fur die Analyse der Oberflachenproteoglykane in /T8 sowie shRNA gegen SLC35B4
exprimierenden Klonen wurden die Zellen zunédchstPBS/2 mM EDTA abgel6st. Pro
Ansatz wurden 5xT0Zellen in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt unchin bei 1500 g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zum Blockieranspezifischer Bindungsstellen in 1 ml
1% BSA in PBS resuspendiert und erneut pelletiamschlieend wurden die Zellen 15 min
bei 4°C mit dem ersten Antikorper inkubiert (50 1tRO P869 in 1% BSA/PBS). Nach
Zugabe von 350 pl BSA/PBS und 1 min bei 1500 g wutdr Uberstand abgenommen und
das Zellpellet in 50 pl einer 1:500 Verdinnung desiten Antikdrpers (Maus-antiVSV)
15 min bei 4°C inkubiert. Dann wurden 350 pl BSAS?Bugegeben und die Zellen erneut
pelletiert. AnschlieRend erfolgte die Inkubation tmdem dritten Antikdrper (anti-
MausAlexa647) 15 min bei 4°C. Nach zwei weiterensé¥achritten wurden die Zellen in
1 ml BSA/PBS aufgenommen und durchflusszytometréaswysiert.

5.1.9 Bestimmung der Transfektionseffizienz

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wurde p&MacZ (ko)transfiziert und eine
-Galaktosidase-Farbung durchgefiihrt. Dazu wurden 4Bllen 24 bzw. 48 h nach der
Transfektion zunachst mit PBS gewaschen, mit 0,6280tardialdehyd 10 min bei RT fixiert
und anschlieBend nach zweimaligem Waschen mit PB®en Farbelésung 30 min bis 4 h
bei 37°C unter Lichtausschluss inkubiert. Die blgefarbten Zellen haben das Plasmid
aufgenommen; deren prozentualer Anteil repraseémtierTransfektionseffizienz.

5.1.10 Dualer Luciferase-Reporterassay

Zur Untersuchung der Effizienz der shRNA-Zielseqaean wurde ein genetischer
Reporterassay basierend auf simultaner Expressimiez unabhangiger Reporterenzyme
durchgefuhrt. Der experimentelle Reporter korrelieit dem Effekt der experimentellen
Bedingungen; der kotransfizierte Reporter dientimlsrne Kontrolle. Die Luciferasen von
Photinus pyralis (Gluhwirmchen) undRenilla reniformis (Gemeine Seefeder) haben
aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkunft verschiegl Strukturen und nutzen
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unterschiedliche  Substrate. Daher ist es moglichelekdv  zwischen den
Biolumineszenzreaktionen zu unterscheiden.

Der experimentelle Reporter besteht aus einer ResitRNA aus Renilla-Luciferase und der
3’ davon lokalisierten mRNA des zu untersuchendemss Kommt der RNAI-Effekt zum
Tragen, wird die Fusions-mRNA degradiert. Damitrivegyert sich die Aktivitat der Renilla-
Luciferase im Vergleich zur internen Kontrolle, d&iihwirmchen-Luciferase.

Die mit den entsprechenden siStrike-Vektoren un@hesck-SLC35B4 kotransfizierten und
48 h weiter kultivierten Zellen wurden mit PBS geelaen und 15 min bei RT in Bassive
Lysis Bufferauf dem Schittler inkubiert. Das Lysat wurde irkMreaktionsgefal3e tUberfihrt
und bis zur Verwendung auf Eis gestellt.

Die Messung des Assay erfolgte in Doppelbestimmurige Luminometer: zu 20 ul Lysat
wurden Uber der Injektor des Luminometers 100 pRLUA(Luciferase Assay Reagen) Il
pipettiert. Nach einer Verzégerung von 10 s wurdieS s gemessen; anschlieRend erfolgte
die Injektion von 100 pl Stop&Glo-Reagenz. Die Lneszenz wurde ebenfalls fir 5 s nach
einer 10 s Verzogerung gemessen. Die gemessenete Warden auf die Kontrollwerte
(Gluhwirmchen-Luciferase) normalisiert.

5.1.11  Immunzytochemie

Zur subzellularen Lokalisation von Proteinen situ wurde die Immundetektion an
Einzelzellen verwendet. Dazu wurden NIH/3T3-Zellanof Deckglaschen kultiviert und
transfiziert. 24 bis 48 h nach der Transfektion deudas Zellkulturmedium abgesaugt, die
Zellen in PBS gewaschen und fur 20 min in 0,625%t&tialdehyd in PBS bei RT fixiert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zatain0,2% TritonX-100 fur 10 min
bei RT permeabilisiert und erneut mit PBS gewaschaschlielend wurden die Zellen mit
dem Priméarantikorper (anti-myc mAB 9E10, 1:1000 RBS/0,1%Tween20/0,1%BSA)
90 min bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Wascheamden die Zellen 1 h bei RT mit dem
sekundaren Antikorper (anti-Maus-Cy3, 1:300) inlkubiAls Referenz fur den Golgi-Apparat
diente der kotransfizierte pAcGFP1-Golgi-Vektor, r dein Fusionsprotein aus 81
Aminosauren des N-Terminus der humaneh-4-Galaktosyltransferase und degneen
fluorescent proteinaus Aequorea coerulescenfAcGFP1) kodiert. Nach drei weiteren
Waschschritten mit PBS wurden die Zellkerne mit ¢t 33258 (500 ng/ml in PBS) fir
4 min bei RT gefarbt. Die Deckglaschen wurden mdwibl auf Objekttragern fixiert und
unter dem Zeiss Axiovert Fluoreszenzmikroskop asaiy.

5.1.12  Transformation und Kultivierung von S. cerevisiae

Fir den Transportassay in Hefe wurde eif*@uduzierbarer Expressionsvektor verwendet.

Aus dem DMSO-Stock wurden Zellen auf eine SD-Agatpl ausgestrichen und bei 30°C
inkubiert, bis Einzelkolonien sichtbar waren. 10 8D-Flussigmedium wurden mit einer
dieser Kolonien angeimpft und o/n bei 30°C gesdhiiitDie Kultur wurde dann auf eine
ODeoo von 0,4 in 50 ml eingestellt und weitere 2 h inleub Die Zellen wurden bei 1500 g
pelletiert und in 40 ml 1x TE resuspendiert. Ang®énd wurden die Zellen noch einmal bei
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1500 g pelletiert und in 2 ml 1x LiAc/0,5x TE repesdiert. Nach 10mindtiger Inkubation
bei RT wurden zu 100 pl der Hefezellsuspension 1Plegmid-DNA und 100 pg Trager-
DNA (denaturierte gescherte Heringssperma-DNA) gege die Mischung mit 700 pl
1x LiAc/40% PEG-3350/1x TE versetzt und 30 min 8@iC inkubiert. Anschlie3end wurden
88 ul DMSO zugegeben und 7 min bei 42°C inkubiBie Zellen wurden anschliel3end
pelletiert, in 1 ml 1x TE aufgenommen, nochmaldgbiert, in 100 pl 1x TE resuspendiert
und auf eine Selektionsplatte ohne Uracil ausgdwn. Das im Vektor enthaltenea3-Gen
komplementiert dabei die Uracil-Auxotrophie der éfadllen. Die Platten wurden bei 30°C
inkubiert, bis Einzelklone sichtbar wurden.

Fur die Vorkultur wurde eine Kolonie in 10 ml SDaBsigmedium Uberfihrt und o/n bei
30°C im Schiittler inkubiert. Von dieser Vorkultuumde dann eine 1 |-Kultur auf eine Qo
von 0,03 eingestellt, so dass nach etwa 12 h elgs@on 0,8 erreicht wurde, bei der dann
mit 1 ml 0,5 M CuS@ induziert werden konnte. Nach 3 h wurden aus didsefezellen
Golgi-Vesikel gewonnen (siehe 5.3.3).

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Isolierung von DNA
DNA-Gewinnung aus embryonalen Stammzellen

Von ausreichend dicht bewachsenen Kulturen in 2¢hL®latten wurde das Medium
abgesaugt und der Zellrasen mit 0,5 ml PBS gewaschan Ablésen der Zellen von der
Kulturflasche wurde Trypsin/EDTA zugesetzt. Nacimih wurden die Zellen in 0,5 ml PBS
resuspendiert und anschlie3end 10 min bei 600 gnabizigiert.

Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet S @7 ysispuffer (genomische DNA, ES-
Zellen) resuspendiert, mit 10 pl Proteinase K wetsand o/n bei 56°C inkubiert. Nach
Zugabe von 125 pl 5 M NaCl und 10 min Inkubation B& wurde 10 min bei 18000 g
zentrifugiert, um Proteine und andere Verunreingggmabzutrennen. Der Uberstand wurde in
ein frisches Reaktionsgefald tberfuhrt und die DNAIsopropanol geféllt. Das Pellet wurde
dann mit 80% Ethanol gewaschen, in 40 bis 60 ul.@diesuspendiert und bei 4°C gelagert.

Praparation von Plasmid-DNA

Analytische Minipraparation

Zur Amplifikation der inE. coli XL1-Blue transformierten Plasmid-DNA im Mini-Mal&&t
wurden einzelne Kolonien in je 2 ml LB-Medium (+1@8/ml Ampicillin) abgeimpft und o/n

bei 37°C im Schittler inkubiert. 1,5 ml davon wurdeur Gewinnung der Plasmid-DNA
eingesetzt. Die DNA-Praparation folgte dem Prirdeyp alkalischen Lyse (Lottspeich, 1998).
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Die pelletierten Bakterien (1 min 15000 g) wurdem 100 pl Resuspensionspuffer
aufgenommen. Dann wurden 100 ul Lysispuffer zugéselie Losung durch vorsichtiges
Schwenken gemischt und 5 min bei Raumtemperatunbiekt. Die Zugabe von 100 ul
Neutralisationspuffer fihrte zur Bildung schweriéiser Komplexe von Kaliumdodecylsulfat
mit denaturierten Proteinen, RNA, chromosomaler Ddi#d Zelltrimmern, welche durch
Zentrifugation (10 min, 15000 g) abgetrennt wurdelasmide dagegen renaturierten unter
diesen Bedingungen. Der Uberstand wurde in eictds ReaktionsgefaR tberfiihrt und die
Plasmid-DNA durch Zugabe von Isopropanol gefélie Dagerung erfolgte bei -20°C.

Préaparative Minipraparation

Die Praparation von DNA in kleinem Mal3stab fur Smmierungen und andere empfindliche
Methoden erfolgte mit dem Nucleospin Plasmid Il ¥iin Macherey & Nagel nach Angaben
des Herstellers.

Midipraparation

DNA Préparationen im MidimaRstab wurden mit denA@ep® Midi Kit der Firma Qiagen
nach deren Protokoll durchgefihrt.

5.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

Gesamt-RNA aus Zellen wurde mit Hilfe des Nucle@dSRNA II-Kits (Macherey & Nagel)
bzw. Trizol (Invitrogen) nach Angaben der Herstejewonnen.

5.2.3 Isolierung von mRNA aus Gesamt-RNA

Zur Gewinnung von mRNA aus Gesamt-RNA wurde daslétiap Kit der Firma Macherey
& Nagel verwendet.

5.2.4 Nukleinsaureprazipitation

Um Nukleinsédurepraparationen zu entsalzen und/adeikonzentrieren, wird DNA mit
100%igem Isopropanol in Anwesenheit von monovale#tationen (N3, NH,") gefallt.

Die DNA-LOsung wurde mit einem zehntel Volumen ®BENH4Ac-Lésung (pH 5,2) und
dem 0,7fachen Volumen Isopropanol versetzt. DetuRgbansatz wurde 10 min bei RT
inkubiert. Nach der Zentrifugation (10 min, 15000RJ) wurde das Nukleinsdureprazipitat
zum Entfernen des mitgeféllten Salzes mit 80%igethalol gewaschen und erneut
zentrifugiert. Nach dem Trocknen des Pellets wulidses in einem angemessenen Volumen
ddH,O resuspendiert.
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5.25 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden auf horizontalen Agarosegela@mand ihrer Gro3e aufgetrennt. Fir
Fragmentlangen zwischen 500 und 12000 bp wurdeid,&,0%ige (w/v in 1x TBE) Gele
benutzt. Sollten DNA-Fragmente anschliel3end aus @Gemextrahiert werden, wurde TAE
als Gel- und Laufpuffer verwendet. Zur Detektiom B&A wurde dem Gel Ethidiumbromid
(50 pg/100 ml) zugesetzt. Dieser Fluoreszenzfafbatterkaliert in die Doppelhelix und
fluoresziert bei Bestrahlung mit UV-Licht der Wellénge zwischen 260 und 360 nm. Es
wurde eine konstante Spannung von 8 bis 10 V/cnelagg Die Detektion erfolgte im UV-
Transilluminator bei einer Wellenlange von 302 ridre Gele wurden mit Hilfe des Gerates
und der integrierten Software fotografiert.

Die Elektrophorese von RNA wurde unter denaturideenBedingungen durchgefiihrt. Dazu
wurden 1%ige Agarosegele (w/v in 1x FA-Puffer) &2 M Formaldehyd verwendet.

5.2.6 Gelextraktion

Die Isolierung von DNA-Fragmenten erfolgte nach dBmotokoll des Macherey & Nagel

Gelextraction Kits. Die entsprechenden Banden wurdger UV-Licht mit dem Skalpell mit

einem moglichst kleinen Stiick Agarose ausgescimitied mit dem doppeltem Volumen
Puffer NT bei 50°C inkubiert, bis die Agarose vtilsdig geldst war. Diese Lésung wurde
auf eine Silica-Saule geladen, an welche die DNAugeden wurde. Die DNA wurde

gewaschen und schlie3lich in 30 pl gdHeluiert.

5.2.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration und Reinheit einer DNA-Prapanatiwwurde UV-photometrisch bei den
Wellenlangen 260, 280 und 320 nm bestimmt.

5.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR nutzt die Fahigkeit von DNA-Polymerasen,O&U duplizieren, wozu ein kurzer
doppelstrangiger Abschnitt mit freiem 3’-OH notgg,ian dem die Polymerisation stattfindet.
Dieser wird durch synthetische Oligonukleotide ifian) bereitgestellt. Die Primer kénnen
auch verwendet werden, um Mutationaitg directed mutagene}ieder Restriktionsstellen
in die DNA einzufuhren.

Bei den meisten Anwendungen kam die Tag-Polymerase Einsatz. Sie ist stabil bei 95°C
und besitzt bei 72°C eine hohe Prozessivitat. KiR¥Klonierungen, bei denen eine hohe
Genauigkeit erforderlich ist, wurde eine Polymenase3'® 5’-Exonuklease-Aktivitat groof
reading-Aktivitat) eingesetzt, die falsch eingebaute Nukild® erkennen und entfernen kann.
Ein typischer PCR-Zyklus bestand aus Denaturiemergdoppelstrdngigen DNA bei 95 °C,
Primerannealing bei einer Temperatur unterhalb $i&mmelztemperatur der verwendeten
Primer und Primerextension bei 72°C (bzw. der voensktller angegebenen Temperatur).
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Nach einer initialen Denaturierungsphase von 5 fioligten etwa 30 Zyklen wie beschrieben
und eine abschlieRende Elongationsphase von 7 min.

Die zur spateren Klonierung bestimmten DNA-Fragreewurden mit der Expand High
Fidelity "““Polymerase nach Empfehlung des Herstellers amiplifi Nach Beendigung der
Reaktion wurden die PCR-Produkte gelelektropharetgetrennt und aufgereinigt.

Fir eine Mutagenese mittels PCR mit Pfu-Polymeraseirden entsprechende
Oligonukleotide, die die gewlnschte Mutation ertdral in einer Konzentration von 440 nM
eingesetzt. Auf 30 s Anfangsdenaturierung bei 9ffiGten 12 Zyklen mit jeweils 30 s bei
95°C, 30 s bei 60°C und 2 min pro 1 kbp bei 68°@narh folgte eine abschlieRende
Elongationsphase von 12 min bei 68°C. Um die ursgiithe DNA zu degradieren, wurde
der PCR-Ansatz miDpnl (5 U) 1 h bei 37°C inkubiertDpnl erkennt und schneidet
methylierte DNA. Ein Zehntel Volumen des Ansatzesrden dann inE. coli XL1-Blue
transformiert und die erhaltenen Kolonien auf Voidhensein der Mutation analysiert.

5.2.9 Reverse Transkription

Reverse Transkription mit anschlieBender PCR wuldechgefihrt, um auch geringe
Expressionsstarken von Transkripten des untersud@ens in Gesamt-RNA-Préparationen
unterschiedlicher Gewebe nachzuweisen.

Der erste Schritt bestand darin, mit Hilfe der MMiReverse Transkriptase, einer RNA-
abhéangigen DNA-Polymerase, den zur mRNA komplementd DNA-Strang zu
synthetisieren. Das Enzym benotigt ein freies 3';Qlds durch einen oligo(dT)-Primer
bereitgestellt wurde, der an den poly(A)-SchwanzndBNA bindet.

Als Ausgangsmaterial wurde pro Reaktionsansatz IGpgamt-RNA verwendet. Die RNA
wurde mit 1 pl oligo(dT)-Primer (10 uM) und 1 pl d€M dNTPs versetzt und mit dd@ auf
17 pl aufgefllt. Nach 15 min bei 65°C und Abkuhburif Eis wurde eine Mischung aus 2 pl
10x Reaktionspuffer, und 1 pl (200 U) MMuLV ReverSeanskriptase zugegeben. Die
Ansatze wurden 50 min bei 42°C inkubiert. Die Reaktwurde beendet durch die
Inaktivierung der Reversen Transkriptase fur 15 b@an72°C.

In einem zweiten Schritt wurde mit 10% des Ansatge® PCR mit sequenzspezifischen
Primern durchgefuhrt. Diese waren so gewahlt, gass Amplifikation von genomischer
DNA ausgeschlossen oder zumindest anhand der GuritBeschieden werden konnte, indem
sie in zwei verschiedenen Exons lokalisiert waidin, durch ein ausreichend grof3es Intron
voneinander getrennt waren.

Nach einer Anfangsdenaturierung von 5 min bei 9f5lGten 20 bis 35 Zyklen mit 30 s bei
95°C, 30 s bei der fur das jeweilige Primerpaamogien Annealingtemperatur und 1 min pro
kbp Fragmentlange bei 72°C. Darauf folgte eine lalib8ende Elongationsphase von 7 min
bei 72°C.
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5.2.10 cDNA-Synthese fir dieeal-time-PCR

Um sicherzustellen, dass im Reaktionsansatz kewmmatination durch genomische DNA
enthalten ist, wurde zuné&chst ein Verdau mit DNAdetchgefuhrt. Dazu wurde 1 ug
Gesamt-RNA mit HO auf 7,5 ul aufgefillt und mit 1 pl 10x DNAse-Rerfund 1l DNAsel
(1 U) versetzt. Nach 30minttiger Inkubation bei GAvurde 1 pl Stoplésung und 1 pl
oligo(dT)-Primer (10 pM) zugegeben und der Ansatm Denaturieren fur 10 min auf 70°C
erhitzt.

AnschlieRend wurden 4 pl 5x RT-Puffer, 2 ul DTTUL10 mM dNTPs und 0,5 ul (20 U)
RNAsin zugesetzt und fur 10 min bei 25°C inkubieNach Zugabe der reversen
Transkriptase (1 pl, 200 U) wurde der Reaktionsan&® min bei 42°C inkubiert. Die
Inaktivierung des Enzyms erfolgte bei 70°C fur 1#.nDie Analyse der Expression erfolgte
in einer anschlieRendeaal-timePCR.

5.2.11 Quantitativereal-time-PCR (SyBrGreen-Assay)

Soll Gber die reverse Transkription mit anschliefsePCR die Menge der mRNA und damit
die Expressionsstarke bestimmt werden, muss sieb@llf sein, dass die Menge der
amplifizierten DNA proportional zur Menge der urgpglich in der Probe enthaltenen RNA
ist. Solange sich die PCR noch nicht in der Plgibase befindet, ist dies der Fall (Abb. 10).

Delta Rn vs Cycle

1.0e+000

Plateauphase

1.0e-001

1.0e-002

lineare Phase

Schwellenwert (Threshald)

1.0e-003

1.0e-004 \
’\

1.0e-005

Delta Rn

1.0e-006
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Abb. 10 Phasen einer PCR: In der linearen Phasketfim Idealfall pro Zyklus eine Verdopplung des
Templates statt.

In einerreal-time PCR erfolgt die Messung der Konzentration in Eelttwdhrend des Laufs.
Hier wurde ein unspezifisches Detektionssystem génwas auf der Markierung des
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Amplifikationsproduktes durch einen interkalierendé&luoreszenzfarbstoff (SyBrGreen)
berunt. Der Anstieg des Fluoreszenzsignals ist idgdveportional zum Anstieg der
Konzentration des Amplifikationsproduktes. Zur Natisierung PCR-unabhangiger
Fluoreszenzvariationen wurde dem Reaktionsansatzldereszenzfarbstoff ROX als passive
Referenz zugefiigt. Die Messung der beiden Farlestgfinn unabhangig voneinander
stattfinden, da SyBrGreen bei einer Wellenlange 48A nm angeregt wird und bei 520 nm
emittiert, wohingegen die Anregung von ROX bei 584 und dessen Emission bei 612 nm
erfolgt.

Der Schwellenwert oder Threshold ist definiert @és Zyklus, in dem das Fluoreszenzsignal
zum ersten Mal deutlich aus dem Hintergrund heritbrDieser Wert wird als €Wert (cycle
threshold bezeichnet. Er steht in direkter Beziehung zusgaingsmenge der eingesetzten
DNA. Ist der G-Wert niedrig, ist die eingesetzte Menge DNA grisBder G-Wert hoch, so
ist die Ausgangsmenge an DNA Klein. Der-Wert ist daher Grundlage fur die
Quantifizierung einer Reaktion.

45
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Abb. 11 Standardkurve einereal-time PCR: Nur bei &ahnlicher Steigung der Standardkurwem

endogener Kontrolle und Zielgen und damit ahnliflzienten PCRs ist C; konstant. Nur dann
ist eine relative Quantifizierung anhand dé€-Werte moglich.

Folgender Ansatz wurde fir dieal-timePCR verwendet:
5 pul Template (1:5 Verdinnung)

12,5 pl ddHO

2,5 ul 10x PCR Puffer

0,5 ul dNTPs

1,5 pl MgCh

0,6 pl Primermix

0,25 ul ROX

2,0 pl SyBrGreen (1:f0verdiinnung)

0,125 ul Taqg (5 U/ul)
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Das folgende Programm wurde verwendet:
50°C 10 s
95°C 5 min

95°C 15's }

60°C 1 min 40 x

Als Referenzgen wurde hiéprt (Hypoxanthin:Guanin-Phosphoribosyltansferase) eenet.
Zunachst wurde die Effizienz verschiedener Primampdir das Referenzgen ustt35b4
getestet. Nur wenn die so bestimmten Standardkueusn &hnliche Steigung und damit die
Primer eine &ahnliche Effizienz aufweisen, ist euezlassliche Aussage anhand deC:-
Werte moglich (Abb. 11), da nur dann fur einen gro®onzentrationsbereichCr konstant
ist. Daflur wurden funf Werte einer Zehnfachverdimgsreihe eingesetzt. Pro Wert wurden

Dreifachbestimmungen gemessen. Die Effizienz (E)Rtemer wurde anhand der Steigung
der Standardkurve bestimmt.

E - 10(-1/Steigung)_ 1

Eine Steigung der Standardkurve von -3,32 ist dglechbedeutend mit einer PCR-Effizienz
von 1, was heildt, dass pro Zyklus eine Verdoppldeg PCR-Produktes stattfindet. Steiler
verlaufende Kurven bedeuten eine weniger effizi€& @R, flacher verlaufende deuten auf zu
wenig Ausgangsmaterial bei geringen Konzentratioraeter Inhibierung bei hoéheren

Konzentrationen.

N=Np(l+E)
N = Produktmenge
No= Startkopienzahl
E = Effizienz,0 E 1
n = Anzahl der PCR-Zyklen
Die Cr-Werte wurden auf die endogene Kontrolle normatisien Ct zu erhalten:
Crslc35b4 — @ hprt = Cy
Die Ci-Werte wurden dann auf den Kalibrator — der apft normalisierte Wert der
NIH/3T3-Wildtyp-Zellen — normalisiert:

Cr Probe — Cr NIH/3T3 (Wildtyp) = Cr

Anhand dieser Werte waren Berechnungen der mRNAg#erelativ zum Kalibrator
maglich.
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5.2.12 Restriktionsanalyse

Zu analytischen und praparativen Zwecken wurdentriRBensverdaus durchgeftihrt. Die
Plasmide wurden mit Restriktionsendonukleasen adiése Enzyme spezifischen Sequenzen
geschnitten.

Fur analytische Verdaus wurde der folgende Ansatwendet:

1 pg Plasmid-DNA

2 U Restriktionsenzym

1 pl des entsprechenden 10xPuffers

ad 10 pl ddHO

Der fur einen praparativen Verdau verwendete Ansatzdieser:

5 nug Plasmid-DNA

10 U Restriktionsenzym

10 pl 10x Restriktionspuffer

ad 50 pl ddHO

Nach zweistlindiger Inkubation bei 37°C wurde des#n gelelektrophoretisch getrennt und
im Fall eines praparativen Verdaus aufgereinigte Qir63e der Fragmente wurde durch
Vergleich mit dem 1 kbp-Marker abgeschatzt.

5.2.13 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um eine Religation des Vektors zu erschweren, wudbissen Enden mit CIBg(f intestinal
phosphatase dephosphoryliert. Zum Restriktionsansatz wurdeftJ Sder CIP zugegeben,
30 min bei 37°C inkubiert und der Ansatz zur Inaiktiung der CIP 20 min auf 65°C erhitzt.

5.2.14 Ligation

Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 ist in der éaglurch Ausbildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen einer 5’-Phosphat-ainer 3’-Hydroxylgruppe desselben
Molekils oder zweier verschiedener Molekile sowdbérhéangende als auch glatte DNA-
Enden miteinander zu verknupfen.

Die zu ligierenden Fragmente wurden zunachst gesamingefallt, um das Volumen des
Ligationsansatzes bei gro3tmdglichen DNA-Konzerdretn gering zu halten. Es wurden
50 bis 100 ng Vektor mit dem 3 bis 5fachen molaveerschuss des Inserts gefallt.

Die gefallte und mit 80%igem EtOH gewaschene DNAdeuin 4 pl ddHO aufgenommen
und nach folgendem Ansatz ligiert:

+ 0,5 ul 10x Ligasepuffer

+ 0,5 ul T4-Ligase (5 U)

Nach 1 h Inkubation bei RT wurden chemisch kompetEn coli XL1-Blue mit dem halben
Ligationsansatz transformiert.
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5.2.15 TOPO-TA Klonierung

Um PCR-Fragmente in einen Vektor einzufligen, waiae TOPO-TA Cloning-Kit der Firma
Invitrogen verwendet. Die Reaktion geschah nach Aegaben des Herstellers. 3 ul des
Ansatzes wurden anschliel3endEincoli XL1-Blue transformiert.

5.2.16  Klonierung des Targeting-Vektors fir den kastitutionellen
Knockout

Die genomischen Fragmente des SLC35B4, di€alaktosidase (LacZ)-, DT- und neo-
Kassette wurden wie folgt zusammengefigt: Zunaehste das Startkodon de$c35b4
Gens zu eineNcd-Restriktionsschnittstelle (CCATGG) mutiert. InedNcd- und Xmd-
Schnittstelle wurde dann dadcd/Xmd-Fragment des LacZ-Konstruktes eingeflgt
(prodLZ1). Die Fragmente C und D wurden uberNred-Schnittstelle zusammengefugt und
anschlieBend da®8serl/Sadl-Fragment in prodLZ1 kloniert zu prodLZ2. Da beden
nachfolgenden Klonierungsschritten in allen zur flgung stehenden Bakterienstimmen
Rekombination zwischen dem eukaryotischen-Galaktosidase-Gen und dem

-Galaktosidase-Gen des pBluescript-Vektors auftvatde prodLZ2 zunéchst in pSP72, der
kein -Galaktosidase-Gen enthalt, subkloniert. AnschhelReurde die neo-Kassettdunt
end in die Sma-Restriktionsstelle eingeflgt (prod26). FragmentuAd die DT-Kassette
wurden UberHincll und Nsil ligiert zu prodA-DT. Das 2,5 kbftu/Sad-Fragment aus
prodLZ1 wurde in prodA-DT eingesetzt (prodA-DT-LZ), um abbeRRend da¥pnl/Aatl-
Fragment daraus iprod26 einzufiigen und mit prod27 den Targeting-Vektoerualten. Fur
die Elektroporation in ES-Zellen wurde der Targgfifektor mit Eaml105 geschnitten und
das 11 kbp-Fragment steril aufgereinigt (Abb. 12).
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Abb. 12 Klonierung des Targeting-Vektors fur dienkbtutionelle Inaktivierung deslc35b4Gens: Die
einzelnen Schritte sind im Text erlautert.

5.2.17 Klonierung des Targeting-Vektors fur den koditionellen
Knockout

Der Targeting-Vektor wurde wie folgt kloniert: D&asmid D208, das die Exons 2, 3 und 4
enthielt, wurde mitNhd geschnitten und zu 6114-1 religiert (1), was &l und Bsu36l
geschnitten und nach einem Kleenow-fill-in zu 6P2l4eligiert wurde (2). In dieMsd-
Schnittstelle (3) von 6114-2 wurde daad/Kpnl-Fragment aus pbs18diunt-endeingefigt
(4). Das 3,3 kbpNhd/Sal-Fragment aus D208 wurde in D221 subkloniert (Bxn erhielt
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6114-5. In dieEcdRV-Schnittstelle von 6114-5 wurde eloxP-Oligo eingeftigt (6), um
6114-6 zu erhalten. DaSal/Nhd-Fragment aus 6114-6 (7) wurde mit dem 10,5 kbp
Notl/Sal-Fragment aus D208 (8) und dehhd/Not-Fragment aus 6114-4 (9) zum
Targeting-Vektor 6114-TV ligiert (Abb. 13).

Abb. 13 Klonierungsstrategie des konditionell ithnakrbaren Allels: Erlauterung der einzelnen Sithrim
Text.
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5.2.18 Vektorbasierte RNA-Interferenz

Die Auswahl der Zielsequenzen und der Hairpinstriéd erfolgte mit dem Ambion siRNA
Target Finder (http://www.ambion.com/techlib/miseMA _finder.html).

Die von MWG bezogenen Oligonukleotide wurden aufeeKonzentration von 100 pg/ul
eingestellt und nach Angaben des Herstellers insd&RRIKE-Vektor eingefugt.

Die Effizienz der jeweiligen Sequenz wurde mit Hiines dualen Luciferase-Reporterassays
in NIH/3T3-Zellen bestimmt.

5.2.19 Herstellung CaCJ-kompetenter E. coli XL1-Blue

Alle verwendeten Gefal3e und Lésungen wurden aufvlargekihlt. 100 ml LB-Medium
wurden mitE. coli XL1-Blue angeimpft und bei 37°C unter Schuttela bl einer Olgyo von

0,4 inkubiert. Die Bakterienkultur wurde 5 min &t gekuhlt, 10 min bei 4°C und 6000 g
zentrifugiert und die Bakterien in 40 ml eiskalt®0 mM MgC}-Lésung resuspendiert. Nach
einem Waschschritt mit 50 mM CaQlind erneuter Zentrifugation bei 6000 g wurden die
Bakterien in 40 ml 50 mM CagLdsung aufgenommen und pelletiert. Das Pellet ewlahn

in 4 ml 50 mM CaCkL6sung resuspendiert, nach 20 min auf Eis mit 4l0Glycerol versetzt
und in 100 ul Aliquots in flussigem Stickstoff sckgefroren und anschlie3end bei -80°C
gelagert.

5.2.20 Transformation CaC}-kompetenter E. coli XL1-Blue

Die Plasmid-DNA wurde zur Amplifikation in chemokpetente E. coli XL1-Blue
eingeschleust. 100 pl der Bakteriensuspension wundi¢é der Halfte des Ligationsansatzes
versetzt und 15 min auf Eis gestellt. Danach wulde Ansatz 45 s bei 42°C inkubiert
(Hitzeschock), anschlieRend mit 400 pl LB-Mediumsetzt und 30 min bei 37°C inkubiert.
Von dieser Bakteriensuspension wurden dann 50 dl450 pl auf je eine LB-Agar-Platte,
die 100 pg/ml Ampicillin enthielt, ausgestrichendutiber Nacht bei 37°C im Brutschrank
inkubiert.

5.2.21 Herstellung von DMSO-Stocks voE. coli

Zur langfristigen Lagerung wurden DMSO-Stocks hsteit: 930 pl Bakteriensuspension
wurden mit 70 ul DMSO (Endkonzentration 7%) versate bei -80°C gelagert.

5.2.22  Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde in Auftragsarbeit von GABIGtech durchgefihrt.
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5.2.23 Herstellung Digoxigenin (DIG)-markierter RNA- und DNA-
Sonden

RNA-Sonden

Um in Gesamt-RNA-Praparationen verschiedener Ordanaskripte eines Gens qualitativ
und quantitativ nachzuweisen, wurden Northern Blo&lysen durchgefuhrt. Die dazu
bendtigtenantisenseRNA-Sonden wurden durch Transkription mit einer RRolymerase
aus der cDNA des untersuchten Gens hergestellt.

10 pg der Plasmid-DNA wurden am 5-Ende durch egeignetes Restriktionsenzym
linearisiert und tber ein 0,8%iges Agarosegel agiget.

2 g davon wurden fur die Transkription verwendet:

2 ug linearisierte DNA

2 ul 10x Transkriptionspuffer

2 1l 10x NTP-Labelling Mix (mit DIG-UTP)

2 ul T3, T7 oder SP6 RNA-Polymerase (abhangig voom®tor)

ad 20 pl ddHO

Dieser Ansatz wurde 2 h bei 37°C inkubiert, angf3@nd mit 2 ul DNAse | (RNAse-frei,
10 U/ul) versetzt und weitere 15 min bei 37°C inlkeab Zur Inaktivierung der DNAse wurde
dann 1 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0) zugesetzt. Die RNArd&i mit 2,5 pl 3 M NaCl und 80 pl
EtOH geféllt. Das Pellet wurde in 50 ul DMPG@®iresuspendiert.

Zur Uberprifung der Qualitat der RNA-Sonde wurdepnl Slavon auf ein RNA-Gel geladen.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Dot tBIDazu wurde je 1 ul der DIG-
markierten Sonde in den Verdinnungen 1:10, 1:1aM0D, 1:10000 und 1:100000 und einer
DIG-markierten RNA Kontrolle in den Konzentrationgmg/ul, 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul,
100 fg/ul, 10 fg/ul auf ein Stick Nylonmembran aifggen, getrocknet und im UV-
Crosslinker kovalent an die Membran gebunden. Rér\véérdiinnungsreihen wurde RNA-
Verdunnungspuffer verwendet (50% DMPGE&H 30% 20x SSC, 20% Formaldehyd). Die
Entwicklung des Dot Blots erfolgte wie unter 4.2i#chrieben.

DNA-Sonden

Mit Digoxigenin markierte DNA-Sonden wurden in e@neCR hergestellt, der statt dTTP
Dig-dUTP zugesetzt wurde. Die Uberpriifung des Histerfolgte ebenfalls per Dot Blot.

5.2.24  Northern Blot
Blotten des RNA-Gels
Die Proben (je 20 pg Gesamt-RNA pro Spur) wurddreaul,0%iges RNA-Gel aufgetragen

und bei maximal 100 V aufgetrennt. Das Gel wurdez kait Wasser gespiilt, anschliel3end
unter Schwenken zweimal 20 min in 20x SSC aquéitbriDas Blotten auf eine Nylon-
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Membran erfolgte in 20x SSC bei RT. Dazu wurde ewie Glasplatte ein in 20x SSC
getranktes 3MM Whatman-Papier (als Reservoir) deldgrauf zwei Blatt Filterpapier,

ebenfalls in 20x SSC getrankt, darauf das GelMbenbran, zwei weitere Lagen in 20x SSC
getranktes Filterpapier, zwei trockene Lagen Fpleier und ca. 4 cm hoch trockenes
saugfahiges Papier. Das Ganze wurde mit einer (@kaspbedeckt, mit einem Gewicht
beschwert und o/n geblottet (Abb. 11).

Abb. 14 Aufbau des Northern Blot

Die Membran wurde danach getrocknet und die RNAIMIWYV-Bestrahlung im Stratalinker
kovalent an die Membran gebunden. Nach dem Blatterde die Membran zur Entfernung
der hohen Salzkonzentration kurz in 5x SSC gespililt.

Hybridisierung

Vor der Hybridisierung mit der RNA-Sonde wurde difembran eine Stunde bei 68°C in
10 ml High-SDS-Puffer inkubiert (Préahybridisierung)

1 pg der DIG-markierten Sonde wurde 10 min zur D@merung erhitzt, sofort auf Eis
gestellt und dann zu 10 ml High-SDS-Puffer gegelerdem dann die Hybridisierung bei
68°C o/n stattfand. Die Membran wurde dann 2x 5 nmin Waschpuffer A bei
Raumtemperatur und anschlieend 2x 20 min in WastdnB bei 65°C gewaschen.

Detektion

Zur Detektion wurde die Membran zunachst in WastfiepC aquilibriert, dann 30 min bei

Raumtemperatur in 1x Blockierungslésung geblocktd uanschlieBend 30 min in

1x Blockierungslosung mit einem Anti-DIG Antikorpeder an alkalische Phosphatase
gekoppelt war (Anti-DIG-AP), in einer Verdinnung nvdl:10000 bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal je 1B m Waschpuffer C gewaschen, 2 min
in Detektionspuffer aquilibriert, in Folie eingesatilt, mit 1 ml der CSPD-Gebrauchslésung
versetzt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiertr Xerstarkung des Signals wurde
anschlieend noch 15 min bei 37°C inkubiert. Dieergbhiissige CSPD-Lésung wurde
abgenommen und die Membran 5 min bis 1 h auf Chenmileszenz-Detektions-Filmen

exponiert. Die Filme wurden maschinell entwickelt.



56

5.2.25  Herstellung®P-markierter DNA-Sonden

Fur die Analyse von ES-DNA auf homolog rekombireekione wurden Southern Blots mit
radioaktiv markierten Sonden verwendet. Das Terafiat die Markierung wurde aus einer
PCR oder einem Restriktionsverdau gewonnen unghestisend aufgearbeitet.

Fur die Markierungen wurde folgender Ansatz vervetnd

100 ng Template DNA

10 pl 5x random-Primer-Mix

ad 25 pl ddH20

10 min bei 95°C denaturieren

10 pl 5x dCTP-Puffer (enthalt dATP, dGTP, dTTP)

5 ul*2P- -dCTP (50 pCi)

1 pl Kleenow-Polymerase (5 U)

Der Ansatz wurde 3 h bei 37°C inkubiert und ansfiénd tGber NucTrap-Probe-Saulen
aufgereinigt: Dazu wurden die Saulen mit 80 pl FEfer aquilibriert, die mit STE auf
80 ul aufgefillte Probe geladen und anschlieRen@onul STE-Puffer gewaschen. Das Eluat
und der Puffer des Waschschrittes wurden vereiribginn wurde 1 pl der LOsung im
Szintillationszéhler gemessen (1 min, Programni¥ey.

5.2.26  Southern Blot

Blotten des DNA-Gels

Nach Auftrennung der DNA Uber ein 0,8%iges TAE Aga-Gel wurde das Gel kurz in
Wasser gespllt, zur Depurinierung 10 min in 0,126/® inkubiert und anschlieend 30 min
in Denaturierungslosung geschwenkt. Der Blotaufleatolgte wie fur Northern Blot

beschrieben, jedoch wurde o/n in Denaturierungsigsgeblottet. Danach wurde die
Membran getrocknet und die DNA durch UV-Bestrahlumg Stratalinker kovalent an die
Membran gebunden.

Hybridisierung

Vor der Hybridisierung mit der radioaktiv markiart&onde wurde die Membran zunachst
mindestens 1 h bei 65°C in Church-Puffer prahysiedt. Dann wurden 1-3x£@pm/10 ml
der markierten Sonde zugesetzt und Uber Nacht diglait. Anschlielend wurde die
hybridisierte Membran einmal kurz in Waschpuffersgi@it und dann 45 min bei 65°C
gewaschen.
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Detektion

Die Membranen wurden auf Imagingplatten o/n exponiad diese dann im Phosphoimager
ausgelesen.

53 Proteinbiochemische Methoden

5.3.1 Aufreinigung von Proteinen mit Nf-NTA-Agarose

48 h nach Transfektion mit pSecTagNotchEGF1-5 hzebcnMycHis in NIH/3T3-Zellen
wurden die Proteine aus dem Zellkulturtiberstangexeinigt. Dazu wurde das Medium 1 h
bei 4°C mit 60 pl Ni*-NTA-Agarose-Beads inkubiert und anschlieBend ané @olyPrep-
Saule geladen. Die Agarosebeads wurden fiunfmal Waschpuffer (50 mM Tris/HCI,
pH 8,0, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,5% Natrie@sakycholat, 0,1% SDS) gewaschen
und in 100 pl 100 mM EDTA eluiert. Die Expressicer dProteine wurde im Silbergel und im
Westernblot tberprift.

5.3.2 Massenspektrometrie (LC-MS/MS)

Ein Massenspektrometer besteht aus einer loneeguelhem Analysator und einem
Detektor. In der lonenquelle wird der Analyt ioeidi In diesen Fall erfolgte die lonisation
durch ESI (Elektrospray lonisation), eine besondirs grol3e Moleklle (z.B. Proteine)
geeignete Variante. Im Analysator werden die lonash ihrem Masse-Ladungsverhaltnis
(m/z) aufgetrennt. Der Detektor ist meist ein Sekarelektronenvervielfacher.

Die massenspektrometrische Analyse der enthaltehekerstrukturen wurde von Nadia
Rana im Labor von Dr. Robert Haltiwanger durchgefuiDie Uber die Nickelsaule
angereicherten Notch-EGF-Fragmente wurden zunadbst ein préaparatives SDS-Gel
gereinigt und mit Trypsin verdaut, um definierteptfde zu erhalten, die dann weiter
analysiert werden konnten. Das tryptische Peptid r de EGF4
(137SCQQADEASNPCANGGQCLPFESSYICR165) wurde zur Analyse in einer mit
Tandem-MS gekoppelten Fliussigchromatographie vesteterin der Flissigchromatographie
wurde das Peptid ankonzentriert, um anhand der nRetszeit der LC und der
Fragmentierungsmuster der MS/MS analysiert zu werde

5.3.3 Golgipraparation

2 h nach der Induktion mit 0,5 mM Cu$®@urden die Zellen durch Zentrifugation bei 1500 g
bei 4°C geerntet. Das Pellet wurde in dem doppeWetlumen kaltem 10 mM NaiN
resuspendiert und in vorher gewogene 50 ml-Rohrétemfiihrt. Die Zellsuspension wurde
5 min bei 1500 g zentrifugiert, der Uberstand vefem, die Pellets gewogen und ein zweites
Mal mit NaN; gewaschen. Zum Abbau der Zellwand wurde das Pa#leh im dreifachen
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Volumen Zymolyasepuffer resuspendiert, mit 2 mg dlyase pro Gramm Zellen versetzt
und 20 min bei 37°C unter leichtem Schitteln inkubi Die Spharoblasten wurden
anschlieBend 5 min bei 1000 g pelletiert. Diesedemnrim flinffachen Volumen Lysispuffer
resuspendiert und durch zehn Hube im Dounce honmsigdn Zelltrimmer wurden durch
Zentrifugation bei 1500 g abgetrennt. Der Uberstandde 10 min bei 10000 g zentrifugiert,
um die ER-Fraktion abzutrennen. Das ER-Pellet wand& ml Lysispuffer resuspendiert,
aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgeéw. Der 10000 g-Uberstand wurde in ein
Ultrazentrifugengefald tberfuhrt und 1 h bei 100Q02entrifugiert. Das Golgi-Pellet wurde
dann in 1 ml Lysispuffer aufgenommen, in 105 pltPoen aliquotiert und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Bis zur Verwendung wurdée Golgivesikel bei -80°C gelagert.
Ein abgewandeltes Protokoll wurde fur die Prapamatvon Golgivesikeln aus NIH/3T3-
Zellen verwendet: Zellen aus drei 500 ml-Zellkultaschen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und durch Abschaben in PBS abgeldsZélien wurden dann sedimentiert und
das Pellet auf Eis in Lysispuffer nach obenstehenBeotokoll weiterverarbeitet.

534 Transportassay

Fur den Transportassay wurden 50 pl der GolgiveSlkepension zunachst fur 30 s bei 30°C
im Schuttler vorinkubiert. Dann wurden 50 pl Assalyer (mit 1 pM radioaktivem
Nukleotidzucker in der Endkonzentration) zugesetad der Ansatz weitere 30 s bei 30°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 emkaltem Assaypuffer (ohne
radioaktiven Nukleotidzucker, aber mit 2 pM des spréchenden nicht-radioaktiven
Nukleotidzuckers) gestoppt. Das Reaktionsgemischdeviauf eine zuvor mit Assaypuffer
aquilibrierte Nitrocellulosemembran pipettiert udceimal mit 2 ml eiskaltem Assaypuffer
gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die Membramisantillationsrohrchen Uberfuhrt,
mit 1,5 ml Szintillator versetzt und im Falle d&f-markierten Zucker nach 1 h im
Szintillationszéhler gemessen (5 mifjc-markierte Zucker wurden nach 10 min gemessen
(1 min).

5.3.5 Proteinbestimmung mittels BCA-Assay

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte t milem BCA-Assay. Die
Gebrauchslosung wurde aus 50 Teilen Reagenz A umedneTeil Reagenz B gemischt. Fir
die Standardreihe wurde BSA in den Konzentratiok@@, 150, 100, 50 und 25 mg/ml in
0,9% NaCl eingesetzt. Von den Proben wurden Doggélinmungen, von der Standardreihe
Vierfachbestimmungen durchgeftihrt. Je 10 pl derndteds bzw. Proben wurden in
Elisaplatten mit 200 pl Gebrauchslésung versetat 80 min bei 50°C inkubiert. Die
Messung erfolgte am KC4-Elisa-Reader.
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5.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PA)

Unter reduzierenden Bedingungen wurden Uber die-BRSE Proteingemische nach der
GroRRe der enthalten Proteine in SDS-Polyacrylanisigaufgetrennt (Laemmli, 1970). Es
wurde ein diskontinuierliches Gelsystem mit 3%ig&ammelgel und 12%igem Trenngel
verwendet. Dabei wurden 8,5 cm breite Gele mitcéiSTrennstrecke eingesetzt.

12%iges Trenngel 30% (v/v) Acrylamidlosung
375 mM Tris/HCI, pH 8,8
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) APS
0,1% (v/v) TEMED

3%iges Sammelgel 7,5% (v/v) Acrylamidlésung
125 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) APS
0,1% (v/v) TEMED

Die Proben wurden in Laemmli-Puffer 10 min bei 95%2w. in Probenpuffer fir
Nukleotidzucker-Transporter 20 min bei RT denattriBie Auftrennung erfolgte bei 15 mA
im Sammelgel und 25 mA im Trenngel.

5.3.7 Silberfarbung

Zum Nachweis von Proteinen im Gel wurde die MethdeeSilberfarbung verwendet. Diese
erreicht Nachweisgrenzen von Subnanogramm-Mengan Riotein. Einige Silberionen
werden von den Proteinen gebunden und durch detsktibnelle Gruppen und
Peptidbindungen in Silberkeime umgewandelt. In mingder Fotografie dhnlichen Prozess
werden alle Silberionen im Gel reduziert; die geésich in der Nahe der Silberkeime
wesentlich schneller als im Gbrigen Gel, daher dérlsich die Proteinbanden schneller
dunkelbraun bis schwarz. Um eine komplette Reduktio gesamten Gel zu verhindern, wird
die Reaktion nach Erreichen der gewiinschten Irttgndurch starke Anderung des pH-
Wertes mit verdiinnter Essigsaure gestoppt.

Das Gel wurde 1 h in Fixierer geschwenkt, ansckhel3dreimal 20 min in 50% EtOH und
1 min in Natriumthiosulfatlésung. Nach dreimaligéifaschen (je 20 s) mit Wasser wurde
das Gel 20 min in Silbernitratldsung inkubiert werdeut mit Wasser gewaschen (zweimal 20
s). Dann wurde das Gel so lange in Entwickler ingxib bis Banden sichtbar wurden.
AnschlieRend wurde es zweimal 2 min mit Wasser @gsp0 min in Stoplésung, 30 min in
30% EtOH und 30 min in 3% Glycerol inkubiert. Dahagurde das Gel auf Filterpapier bei
80°C auf dem Vakuumtrockner getrocknet.



60

5.3.8 Western Blot

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen mit Eptoys wurden die zuvor mittels SDS-
PAGE aufgetrennten Proteine mit Hilfe eines sertMreeur Gelflache orientierten
elektrischen Feldes bei einer Stromstarke von 2cmAGel fiir 1 h im Western Blot irsemi-
dry Verfahren in einer Fast-Blot B44 Blotkammer auf esiNitrocellulosemembran
transferiert. Filterpapier, NitrocellulosemembraBel und eine weitere Lage Filterpapier
wurden in Blotpuffer getrankt und luftblasenfreistgpelt. Zur Uberpriifung des Transfers
und Kennzeichnung der Banden des Molekulargewiciutisens wurde die Membran fur
2 min in Pongeau S-L6sung reversibel angefarbtamsthlielRend durch Schwenken in PBS
wieder vollstandig entfarbt.

Danach folgte die Detektion déag-markierten Proteine durch eine Immunfarbung. Dazu
wurde die Membran zuné&chst fir 30 min in 2% Magkmiin PBS abgesattigt, um
unspezifische Bindungen zu verhindern. AnschlieRendde die Membran mit einetag-
spezifischen Antikorper (Maus-anti-FLAG 1:1000, Maanti-Myc 1:1000 bzw. Ratte-anti-
Decorin 1:500 in 2% Magermilch) 1,5 h inkubiert. ddadreimaligem Waschen mit PBS
folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrganti-Maus-AP 1:5000 bzw. Anti-
Ratte-AP 1:5000 in 2% Magermilch) fur 1 h. Die Mawat wurde dann zweimal mit PBS
gewaschen, in AP-Puffer aquilibriert und mit BCIB/N (je 66 pl in 10 ml AP-Puffer)
gefarbt, bis Banden sichtbar wurden. Die Reaktionde durch Spulen in Wasser gestoppt.
Alternativ erfolgte die Detektion mit dem Odyssafrarot Imaging System. Dazu wurden die
mittels SDS-Page aufgetrennten Proteine auf einr@fPMembran geblottet (1 h, 3 mA/ém
Gel). Die Membran wurde fir 1 h in Odyssey BlockiAgffer/PBST 1:2 abgesattigt und
anschlieBend 1,5 h mit dem priméaren Antikorper {@anti-Decorin 1:500, Maus-anti-Myc
1:1000 in Odyssey Blocking Puffer/PBST 1:2) inkwbidNach dreimaligem Waschen mit
PBST erfolgte die Inkubation mit dem sekundarenik&mper (IRDye800 Ziege-anti-Ratte
bzw. IRDye800 Esel-anti-Maus 1:20000 in Odysse\cBiog Puffer/PBST 1:2) fir 1 h unter
Lichtausschluss. Danach wurde die Membran viermal PBST und einmal mit PBS
gewaschen. Die Fluoreszenzsignale wurden im 80Kanal des Odyssey Infrarot Imaging
Systems detektiert.
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6 Ergebnisse

6.1 Subzellulare Lokalisierung des Slc35b4

Da Glykosylierungsreaktionen in erster Linie im Lemndes ER und des Golgi-Apprates
stattfinden und die Aktivierung der Zucker Uberveed im Zytoplasma erfolgt, sind

Transportsysteme nétig, die die Substrate der Gljkansferasen vom Zytoplasma ins
Innere der Organellen transportieren. Nukleotidea¢kransporter befinden sich in der
Membran des ER oder Golgi-Apparates. Dabei komteireder Regel die Lokalisierung der
Transporter mit der der entsprechenden Glykosfeaasen.

Bisher waren nur die Daten des humanen UDP-Xylaoa@sporters Slc35b4 verfligbar, nicht
aber die des orthologen Transporters in der Maws. Untersuchung der subzellularen
Lokalisation des murinen Proteins wurde Slc35b4 Muauszellen (NIH/3T3) als

rekombinantes Protein mit einem N-terminalen Mys/fag unter der Kontrolle des CMV
(Cytomegalovirus)-Promotors exprimiert (pcSlc35b4Mis). Zusatzlich wurden die

NIH/3T3-Zellen transient mit einem Golgi-Marker (p&FP1-Golgi) kotransfiziert. Die

Zellen tolerierten jedoch die Uberexpression de$34-Proteins nur in geringem AusmafR:
Ein erheblicher Teil der Zellen starb bzw. war ielen Zellen der Golgi-Apparat mit den
angewandeten Methoden nicht darstellbar.

Abb. 14 Subzellulare Lokalisierung des Slc35b4: IFB-Zellen wurden transient mit pcSlc35b4MycHis
und pAcGFP1-Golgi kotransfiziert. 48 h nach der nEfaktion erfolgte die Detektion durch
indirekte Fluoreszenzmikroskopie mit dem anti-My€19-Antikorper als primarem und anti-
Maus-Cy3 als sekundarem Antikérper. Der Myc-matkidrransporter (rot) kolokalisiert mit dem
Golgi-Marker (pAcGFP1-Golgi, grun).

Der murine Transporter Slc35b4 zeigt die gleich&dlisation wie der Golgi-Marker und ist
demnach ein Golgi-standiges Protein (Abb. 14).
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6.2 Untersuchung der Transportspezifitat des Slc3i!

Die Transportspezifitdt des murinen Slc35b4 wurdecll heterologe Expression des Gens in
Saccharomyces cerevisibestimmt. Die Studien wurden in Hefe durchgefldat,in diesem
Organismus im Vergleich zu Mammalierzellen nur fignige Nukleotidzucker endogener
Transport zu beobachten ist. Da gleichzeitig awmhTdansport von UDP-GICNAc untersucht
werden sollte, wurde ein mutierter Hefestamm vene¢iiBY4741-YELOO4w::kanMX4), der
einen ausgeschalteten UDP-GIcNAc-Transporter (YE@dthalt und daher eine reduzierte
Transportaktivitat fir UDP-N-Acetylglukosamin aufise

Der Transport radioaktiv markierter Zuckernukleetigvurde in vitro mit Golgi-reichen
Mikrosomenfraktionen aus mit pYesSIc35b4 transfemen Hefezellen gemessen. Nach
Induktion mit CuSQ wurden daraus Golgivesikel gewonnen und fur distiBenung der
Transportaktivitat fir verschiedene radioaktiv niere Nukleotidzucker FH]-UDP-Glc,
[*H]-UDP-GIcNAc, PH]-UDP-Gal, PH]-UDP-GalNAc, P“C]-UDP-Xyl und [C]-UDP-
GIcA) eingesetzt. Als Negativkontrolle diente eimsatz, der nicht mit CuSQOnduziert
wurde. UDP-Glukose (UDP-GlIc) diente als Qualitatgkolle der Golgivesikelpraparation.

Fur UDP-Galaktose (UDP-Gal), UDP-N-Acetylglukosam{tuDP-GIcNAc) und UDP-
Glukuronsaure (UDP-GIcA) wurden Kkeine signifikantetunterschiede zwischen
Negativkontrolle und Zellen mit Slc35b4-Expressimobachtet.

Die Golgifraktion der Slc35b4 exprimierenden Zelleaigte eine etwa doppelt so hohe
Transportaktivitat (9,2 pmehin® mg') fir UDP-GIcNAc wie die Negativkontrolle
(4,1 pmolmin™® mg?). Die UDP-Xyl-Transportaktivitat betrug 1,8 pnmin® mg* fir die
Negativkontrolleund 6,4 pmomin™ mg* fiir die Zellen, die Slc35b4 exprimierten (Abb. 15).
Der murine Transporter weist damit die gleiche $ualbspezifitdit auf wie das humane
Homolog (Ashikov, 2005).
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Abb. 15 Transportspezifitat des Slc35b4: grauek&al geben die Aktivitdit des Transporters in
transfizierten Hefezellen ohne Induktion an (Negdatntrolle), schwarze Balken zeigen die
Transportaktivitdit nach Induktion. Die dargestellteMittelwerte resultieren aus zwei
unabhangigen Experimenten, bei denen jeweils Doyggimmungen durchgefihrt wurden.

6.3 Gewebsspezifische Expression des Slc35b4

Mittels RT-PCR wurde bereits gezeigt, dags35b4in der Maus ubiquitar exprimiert wird
(Fuhlrott, Diplomarbeit). Dies sollte im NorthernoB Gberpruft und quantifiziert werden.
Weiterhin sollte im Northern Blot das Auftreten erschiedlicher Transkripte, wie sie
beispielsweise durch alternatives Spleif3en aufirkd@nen, untersucht werden.

Eine Hybridisierung mit der DIG-markiertesic35b4Sonde ergab auch nach 16sttundiger
Exposition nicht das erwartete Signal von 3,6 klmeENormalisierung mit der DIG-
markiertengapdhSonde zeigte bereits nach 45minitiger Expositienedwartete Bande von
1,4 kb (Abb. 16) mit annéhernd gleicher Expresstitke in allen Spuren. Die geladene
RNA war demnach intakt und in ausreichender Quangeladen. Um die Sensitivitat des
Testsystems zu erhdhen, wurde ein weiterer Nortl&ot mit aufgereinigter mRNA
(2 ng/Spur) aus NIH/3T3-Zellen und Leber rfiP-dCTP-markiertegapdh bzw. slc35b4
Sonde hybridisiert (Abb. 17) und tber Nacht expdnigedoch konnte auch mit mRNA und
radioaktiv markierter Sonde kein Signal fir die nSkripte desslc35b4 nachgewiesen
werden, was auf eine sehr geringe Expressionsstiédkd ransporters schlief3en lasst.
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Abb. 16 Northern Blot mit Gesamt-RNA aus P19, FIHMST3-Zellen, muriner Leber und Niere.
Hybridisierung mitgapdh (Spur 1-5 links) bzwslc35b4Sonde (Spur 1-5 rechts). DgapdhBlot
wurde 45 min exponiert und lieferte ein Signal vo#a kb; derslc35b4Blot wurde 16 h exponiert,
zeigte jedoch kein spezifisches Signal.

Abb. 17 Northern Blot mit mMRNA aus muriner Leberduaus NIH/3T3-Zellen. Hybridisierung nitP-
markiertergapdh bzw. slc35b4Sonde und Exposition Uiber Nacht.
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6.4 Knockout-Modelle

Fur die funktionelle Charakterisierung von Genemw.bfenprodukten stehen zahlreiche
zellbiologische und molekularbiologische Methodem ¥Yerfigung. Jedoch abstrahiergn
vitro-Systeme haufig die Situation und sind daher niéat alle Untersuchungen
gleichermal3en geeignet. Insbesondere wenn Interaktizwischen Zellen oder Geweben in
einem multizellularen Organismus untersucht werdalen, werdenin vivo-Systeme
bendtigt. Daher wird haufig auf die Knockelgchnologie zuriickgegriffen, die eine
wertvolle Methode der Untersuchung unbekannter @eiionen im Kontext des
Gesamtorganismus darstellt.

6.4.1 Konstitutioneller Knockout

Das murineslc35b4Gen befindet sich auf Chromosom 6 und erstreakt 8ber ca. 28 kbp.
Die kodierende Sequenz wird von neun Introns unbetien. Das Slc35b4-Protein enthéalt
zehn Transmembrandomanen (TMD). Bis zur funften Teidsprechen die Exongrenzen
denen der TMDs, das heil3t, das erste Exon entieddrste TMD, das zweite Exon die zweite
TMD usw. Ab der sechsten TMD sind diese Grenzeagbdjegeneinander verschoben.

Es wurde eine vollstdndige Inaktivierung des Gengestrebt, die die Expression von
verkiurzten Transkripten und damit die Entstehung \Rroteinfragmenten des Slc35b4
verhindern sollte. Dies erschien notwendig, da N&$<ligomere in der Membran vorliegen
(Puglielli, 1999; Hong, 2000; Gao, 2001), und elnee Bruchstiicke des Slc35b4
maoglicherweise die Spezifitdt anderer Transportedutieren kbnnten.

Daher war die Deletion des ersten Exons Ziel deodKout-Strategie (Abb. 18). Um
gleichzeitig die endogene Expression @&s35b4untersuchen zu koénnen, sollte das erste
Exon nicht nur deletiert, sondern durch einen Regpdr -Galaktosidase) ersetzt werden, der
unter Kontrolle desslc35b4Promotors steht und damit eine Analyse der endagen
Expression des Transporters erlaubt. Auf d&3alaktosidase-Gen folgte ein Stop-Kodon und
ein eigener polyA-Schwanz, um das Splei3en und diaslation der darauf folgenden Exons
des slc35b4 zu verhindern. Eine mitoxP-Stellen flankierte Neomycinphosphotransferase-
Kassette (neo-Kassette) diente der Selektion irZ&®n. Durch Cre-vermittelte Deletion
kann diese neo-Kassette spater problemlos wiederdam Genom entfernt werden. Zur
Erh6hung der Frequenz homologer Rekombination wardés’-Ende des Targeting-Vektors
eine Diphtherietoxin A (DT)-Kassette eingefiigt: Beifalliger Integration ins Genom bleibt
die DT-Kassette in der Regel erhalten; das Prot@id exprimiert und zerstort die Zelle. Bei
homologer Rekombination hingegen wird die DT-Kagseicht in den Lokus eingebaut.
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Abb. 18 Strategie zur konstitutionellen Inaktiviegu des slc35b4 Exon 1 wurde durch dab-
Galaktosidase-Gen (LacZ) ersetzt, das so als Rapfiit die Expression desic35b4 dient.
Gleichzeitig wird durch Entfernen des ersten ExdiesExpression des Zielgens verhindert. Eine
von loxP-Stellen flankierte neo-Kassette diente als Sedektnarker in ES-Zellen, die DT-
Kassette wurde zur Negativselektion eingesetzt.

Der Targeting-Vektor setzte sich zusammen aus deKassette, einer 2,7 kbp umfassenden
5’-Flanke mit Teilen des Promotors und der 5’ umstatierten Region des ersten Exons, dem
direkt auf das endogene ATG folgendeiGalaktosidase-Gen (LacZ), einexP-flankierten
neo-Kassette und einer 3'-Flanke von 3,3 kbp nmémi Teil des ersten Introns (Abb. 19).

Abb. 19 Targeting-Vektor fir den konstitutionellg&nockout des Slc35blestehend aus Diphtherietoxin-
Kassette (DT), 5-homologem Sequenzbereich (5alaktosidase-Gen (LacZz), gefloxter neo-
KassettelpxP, neo,loxP) und 3’-homologem Sequenzbereich (3’).
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Insgesamt wurden 1,5x1@ES-Zellen elektroporiert. davon tberlebten 768n¢lalie neo-
Selektion. Zunachst wurden die erhaltenen KlondetsiPCR auf homologe Rekombination
untersucht. Daftir wurden die in Abb. 20 dargestelPrimer (JF F80 und JF B81) verwendet.

Abb. 20 Ubersicht der Screening PCR: Mit den Prim&F F80 und JF B81 kann nur der Lokus nach
homologer Rekombination detektiert werden, nicheralder Wildtyp-Lokus oder zuféllige
Insertion des Targeting-Vektors. Die erwartete Rragtlange betrug 3,1 kbp.

Da JF F80 auf3erhalb des im Targeting-Vektors etetfih homologen Sequenzbereiches
bindet und JF B81 im -Galaktosidase-Gen (LacZ), sollten mit dieser PQRsehlief3lich
Klone mit korrekt rekombiniertem Targeting-Vektodentifiziert werden. Die erwartete
Fragmentlange betrug 3,1 kbp. Weder der Wildtyptlsokoch zuféllig eingebaute Targeting-
Konstrukte sollten ein Signal ergeben. In etwa Bl@nen zeigte in der PCR jedoch kein
Klon die erwartete Bande von 3,1 kbp. Da keine tRésintrolle vorhanden war, war nicht
sicher, ob die PCR ausreichend sensitiv war odemdér den analysierten Klonen keiner mit
homologer Rekombination enthalten war. Daher wulidse Analysemethode verworfen und
die Klone mittels Southern Blot auf homologe Rekarabon Uberpruft. Zur Detektion wurde
eine mit *P markierte 5-outside Sonde verwendet, die niclitt dem Targeting-Vektor
hybridisieren konnte. Die erwarteten Fragmentlangaren 8 kbp fur den Wildtyplokus und
4 kbp fur den mutierten Lokus (Abb. 21).
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Abb. 21 Southern Blot: Die erwarteten Fragmem@#imnach Restriktionsverdau nianHI| betrugen fur
den Wildtyplokus 8 kbp und fiur den Lokus nach hasger Rekombination 4 kbp. Zur Detektion
wurde die eingezeichnete 5’-outside Sonde verwen@edau dargestellt ist der im Targeting-
Vektor enthaltene Bereich.

Abb. 22 Southern Blot: NacBanHI-Verdau und Hybridisierung mit der in Abb. 20 gé&gten 5’-outside
Sonde war in allen untersuchten Klonen ein Sigoal & kbp zu detektieren.

Abb. 22 zeigt beispielhaft einen Southern Blot:diesem wie auch in allen anderen Blots
wurde ausschlie3lich ein Signal von 8 kbp detektiwas der erwarteten Fragmentlange des
Wildtyplokus entsprach. Damit konnte in 768 Klondein Klon mit homologer
Rekombination nachgewiesen werden.
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6.4.2 Konditioneller Knockout

Bisherige Befunde liel3en vermuten, dass Slc35bwestdr direkt durch Bereitstellung der
Substrate oder indirekt durch regulatorische Esd#iin die korrekte Glykosylierung und
Funktion von Notch und die Synthese der Glykosaglyk@nketten von Proteoglykanen
involviert ist. Ein konventioneller Knockoutles Transporters konnte diese essentiellen
Funktionen bereits in der Embryogenese stéren udglioherweise einen embryonal letalen
Phanotyp hervorrufen. Beispielsweise ist ein Knatkder O-Fukosyl-Transferase, die
essentiell fur die Aktivierung von Notch ist, anglé5 der Embryogenese letal (Shi, 2003).
Um eine mdgliche frihe Letalitat des konventionel&c35b4-Knockout zu umgehen, sollte
zusatzlich ein konditionelles Allel generiert wemdéit diesem System kann der Knockout
zeit- und gewebsspezifisch induziert werden. Diadkionelle Ausschaltung des Zielgens
erfolgt erst nach Verpaarung mit einer Cre-expriemeen Maus und Induktion der Cre-
Rekombinase. In Abwesenheit von Cre bleibt hingedgs mitloxP-Stellen versehene Gen
funktionell intakt. Mit Hilfe dieser Technik kannedfriihe Letalitdt vermieden werden und
ontogenetisch spater auftretende Funktionen ddgefie konnen untersucht werden (Pluck,
1996).

Dazu sollte durch die Deletion eines oder mehrEsems durch Einfligung eines vorzeitigen
Stopkodons eine Verschiebung des Leserasters e¢naeudgen. Dies sollte zum Abbruch der
Translation und zur Verhinderung der Expression ollstandiger aber maglicherweise
funktioneller Proteinfragmente fuhren.

Abb. 23 Aus Deletion der Exons 2 und 3 resultiee=n8lc35b4-Fragment: Die Markierung kennzeichnet
die deletierten Exons 2 und 3.

Die Deletion der Exons 2 und 3 sollte zu einem &8s Aminosduren bestehenden
Proteinfragment der Sequenz MRPAFAVGLVFAGCCSNVIFILRARAL fihren (Abb. 23).
Dieses umfasst die erste Transmembrandomane desXyIPRansporters und sollte somit
keine Transportaktivitat aufweisen.

Fur den konditionellen Knockout wurde die dogP-Technologie verwendet (Sauer, 1989).
Dazu wurden die Exons 2 und 3 nlixP-Stellen flankiert, die mit Hilfe von Cre
rekombinieren kdnnen und damit den zwischen ihreggehden Bereich ausschneiden. Damit
die zur Selektion in ES-Zellen benétigte neo-Kassetdie die Expression des zu
untersuchenden Gens beeinflussen kann und dahbrdeacSelektion noch in den Zellen
deletiert werden sollte, unabhéngig von den Exartfemt werden kann, wurde diese von
zwei FRTStellen umschlossen, die von der Flp-Rekombinase erkandt rekombiniert
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werden (Abb. 24). Die Flp- und die Cre-Rekombinag®eiten streng sequenzspezifisch und
beeinflussen sich gegenseitig nicht.

Abb. 24 Konditioneller Knockout: Die Exons 2 undn@rden vonloxP-Stellen flankiert. Eine volrRT-
Stellen umschlossene neo-Kassette dient als Smbsktiarker, der unabhéangig von den beiden
Exons in ES-Zellen deletiert werden kann.

Die Klonierung des Targeting-Vektors wurde in Aagsarbeit von Polygene (Rimlang,
Schweiz) durchgefuhrt, ebenso die Elektroporatgeiektion und Analyse der ES-Zellen. Die
fur die Klonierung bendétigten genomischen Fragmemieden aus dem BAC Klon BMQ-
116J20 gewonnen. Der Targeting-Vektor enthélt dielexP-Stellen flankierten Exons 2 und
3, eine kurze homologe Region von 2,3 kbp 5’ der-iKassette und einen langen homologen
Arm von etwa 15 kbp (Abb. 25).
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Abb. 25 Targeting-Vektor fir den konditionellen Kikaout.

In diesem Targeting-Vektor ist eine neo-Kassett€&SKMeo) enthalten, die fur die
Neomycin-Phosphotransferase I (NPTIl) kodiert. IWergleich zur Neomycin-
Phosphotransferase | ist das Kodon 182 von GAG @&&h mutiert, was eine Substitution
von Glutamat durch Aspartat bewirkt. NPTII ist empficher auf G418 als die WT-
Neomycin-Phosphotransferase. Mit Hilfe der NPTl & mdglich, durch Erhéhung der
G418-Konzentration einen Selektionsdruck auf dieZeflen auszuiiben, so dass homozygote
Zellen erhalten werden konnen, die neben der Knaektaus ebenfalls ein wertvolles
Werkzeug zur Analyse des Slc35b4 darstellen alifilzetr Ebene werden (Yenofsky, 1990).

6.5 Zellulares Knockdown-Modell

6.5.1 RNA-Interferenz - Auswahl der Zielsequenz

Da der Zeitrahmen dieser Arbeit eine Funktionsa®alyes Transporters in der Maus nicht
mehr ermdéglichte, wurde ein auf RNA-Interferenzibesnder Ansatz auf Zellkulturebene
gewahlt. Dabei wurde die Bedeutung des Slc35b4leeiSynthese der Glykosaminoglykane
und der Glykanstrukturen der EGF-Doménen von Natiiessiert.

In Gegensatz zum KnockeModell wird mit RNA-Interferenz meist keine vollsidige
Inaktivierung des Zielgens erreicht; die Restakiivbewegt sich je nach Gewebe und Ziel-
MRNA zwischen 5 und 40% (Seibler, 2005).

Vorab wurde in den im Labor verfugbaren Maus-Zeiin P19, F9 und NIH/3T3 die
Expression deslc35b4Gens untersucht. Da eine Detektion des Transkiptden Zellen
mittels Northern Blot Analyse nicht méglich war (Abl6, Seite 64), wurde die Expression
durch eine sensitivere Methode, die RT-PCR nachegam. Dabei zeigten sowohl P19- als
auch F9- und NIH/3T3-Zellen ein PCR-Produkt von £4kenpaaren, was der erwarteten
Fragmentléange in der RT-PCR entsprach (Abb. 26).
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Da sich NIH/3T3-Zellen am effektivsten transfiziedeeRen, wurden diese fir die Generation
einer shRNAghort hairpin RNA-exprimierenden Zelllinie ausgewahlt.

Abb. 26 RT PCR zur Bestimmung der endogene Exiorestessic35B4in verschiedenen Maus-Zelllinien
(N =NIH/3T3, P = P19, F = F9, R- = RT-Kontroller@hRNA, NTC =no template contrgl

Um eine moglichst hohe Effizienz der Repressionsiie25b4 T ranskripts zu erlangen, war es
notig, mehrere shRNA-Sequenzen zu testen. Die Adisder Sequenzen erfolgte mit Hilfe
eines ProgrammsA(mbion siRNA Target Findgrdas sich auf empirische Beobachtungen
beziglich des Zusammenhangs zwischen Sequenz fimgbieA stlitzt. Anschliel3end wurden
die vomsiRNA Target Findeermittelten Sequenzen mittels BLAST Uberpriift nod solche
zur Analyse ausgewahlt, die keine Homologie zu esmdésenen als dem Zielgesic35b4
aufwiesen. Die untersuchten Zielsequenzen sindhbh. 27 dargestellt. Die Loop-Struktur
wurde nach Empfehlung vom Hersteller des verwemdstdRNA-Vektors ausgewahlt. Die
angegebenen Sequenzen wurden in pSISTRIKE-hm-GRgefégt und deren Effizienz,
RNA-Interferenz zu induzieren, in einem Reporteagdsestimmt.

ATG Stop

| o . | |

1 2 3 4 5 6

Zielsequenz Loop Reverse Zielsequenz

shl TAAGGTACTATGCCATCATTT | AAGTTCTCT | AAATGATGGCATASTACCTTA
sh2 CATGATTCTAGGAATTATCTT AAGTTCTCT | AAGATATTTCCTAGAATCATG
sh3 GATACAGTATGTTCAAGTATT | AAGTTCTCT | AATACTTGAACATACTGTATC
sh4 TAAGTCTGAACTCTATCAATT | AAGTTCTCT | AATTGATAGAGTTCAGACTTA
shb5 GCCACCAGCTATCCCAATATT | AAGTTCTCT | AATATTGGGATAGTGGTGGC
sh6 GGTACTATGCCATCATGGTTT | AAGTTCTCT | AAACCATGATGGCATAGTACC
scrambled| TCTAATCGTTAACGTGATATT AAGTTCTCT | AATATCACGTTAACGATTAGA

Abb. 27 shRNA-Zielsequenzen und deren Positiohéseraster desic35b4mRNA.

Die Effizienz einer bestimmten shRNA, die Expressiter Zielsequenz zu inhibieren, kann
mittels RT-PCR getestet werden. In Zellen, dietramsient mit ShRNA transfiziert sind, liegt
jedoch die Transfektionseffizienz oft deutlich unt&00%, das heifl3t, dass in nicht
transfizierten Zellen keine Inhibierung der Zielsegz stattfindet und so ein quantitativer
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Nachweis erschwert wird. Um dieses Problem zu umgelwurde ein dualer Luciferase-
Reporterassay zur Bestimmung der shRNA-Effizienznugd, der eine indirekte
Quantifizierung Uber die Aktivitat eines Reportaghuktes ermdglichte. Als Reportergene
fungierten die Luciferasen auwBhotinuns pyralis(Glihwirmchen) undRenilla reniformis
(Seefeder). Aufgrund der unterschiedlichen Sulsgiegtifitat und damit verbundenen
Unterschieden in den Lumineszenzeigenschaften kodi Lumineszenz beider Reporter
sequentiell in einem Ansatz gemessen werden.

Beide Luciferasegene befanden sich auf demselbddaoVépSiCheck-2). DiePhotinus
Luciferase diente als endogene Kontrolle. Im 3'ddgln desRenilla-Luciferasegens und
dessen Translationsstop wurde die cDNA sle85b4eingefluigt, so dass eine Fusions-mRNA
transkribiert wurde. Zusammen mit diesem Vektori@Qb®ck-slc35b4) wurde ein Vektor
transfiziert, der die zu untersuchende shRNA kod®indet eine spezifische shRNA an die
Zie-mRNA und wird dadurch RNA-Interferenz induzierwird die Fusions-mRNA
degradiert, was eine Verringerung deenillaLuciferase-Signals im Verhaltnis zu dem der
PhotinusLuciferase zur Folge hat.

Dazu wurden die entsprechenden pSiSTRIKE-Vektorah pSiCheck-slc35b4 in NIH/3T3-
Zellen kotransfiziert. 48 h nach der Transfektionrden GFP-positive Zellen per FACS
(fluorescence activated cell sprangereichert und in daraus gewonnenen Zelllysaten d
Luciferase-Aktivitat in Doppelbestimmungen gemes#da Bezugspunkt dienten Zellen, die
nur mit pSiCheck-slc35b4 transfiziert wurden, alseine Reduktion in der Expression
aufweisen. Eine shRNA-Kontrolles¢rambledshRNA) mit gleicher Nukleotidzusammen-
setzung wie Zielsequenz sh2, aber einer Sequeezmdimal 12 Basen Homologie zu
Genen des Mausgenoms aufweist, wurde als Negatidileneingesetzt. Hier sollte ahnlich
wie in der Kontrolle ohne shRNA kein Effekt zu bachten sein. So sollten unspezifische
Reaktionen ausgeschlossen werden.

In Abb. 28 ist die relative Lumineszenz der Prolbemmalisiert auf den internen Standard
(Photinus pyralisLuciferase) dargestellt. Der Wert der KontrollenehshRNA wurde auf
100% gesetzt. Die Werte bewegen sich zwischen ¥ (882) und 33,4% (shl) Restaktivitat.
Die Lumineszenz der mit dscrambledshRNA transfizierten Zellen unterscheidet sicthhic
von der Kontrolle ohne shRNA. Die beobachtete Ré&dokder Chemilumineszenz ist
demnach spezifisch fur die jeweilige shRNA und hieluf globale Effekte der RNA-
Interferenz zurtickzufihren.
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Abb. 28 Dualer Luciferase-Assay: Alle Werte sindf aldie Lumineszenz derPhotinusLuciferase
normalisiert. Der Wert des Bezugspunktes (ohne #hfelktor) wurde auf 100% festgelegt. Alle
anderen Werte sind relativ dazu angegeben. Die rDavarden aus zwei unabhangigen
Experimenten jeweils in Doppelbestimmungen gewonnen

Fur die Generation einer Zelllinie, die eine gegbe slc35b4mRNA gerichtete shRNA
exprimiert, wurde aufgrund der geringsten Rest#ktivm Luciferase-Assay und damit der
hdchsten Effizienz psiStrike-sh2-GFP ausgewahltiésen Vektor wurde zunéchst eine neo-
Kassette eingefligt (psiStrike-sh2-neoGFP), um Blaglichkeit zur Selektion zu haben. Mit
psiStrike-sh2-neoGFP transfizierte NIH/3T3-Zellerurden vereinzelt. Etwa 40 Klone
Uberlebten die Selektion mit G418.

6.5.2 Bestimmung der mRNA-Level in shRNA-exprimieenden Klonen

Fur die Untersuchung der Funktion des SLC35B4 alltiarer Ebene anhand eines RNA-
Interferenz-basierten Ansatzes wurde eine Zelllmi¢ mdglichst geringer Expression des
UDP-Xylose-Transporters bendtigt. Um unter denibktadnsfizierten Klonen diejenigen mit
der starksten Repression ¢dr35b4mRNA zu identifizieren, wurde, nachdem eine PCR da
Vorhandensein der shRNA-Kassette bestatigt hatte,quantitative RT-PCR durchgefuhrt.
Dazu wurden zunachst wurden verschiedene Primerpadrihre Effizienz untersucht. Die
Primerpaare JF F225/JF B226 féic35b4 und JF F227/JF B228 flmprt ergaben eine
Steigung der Standardkurve von 3,5 bzw. 3,35, waser eEffizienz von 0,88 bzw. 0,98
entsprach. Diese Primerpaare wurden fir die reatQuantifizierung desslc35b4
Transkriptes anhand der Ci-Methode verwendet. Als Kalibrator diente der drt
normalisierte Wert der NIH/3T3-Wildtyp-Zellen.
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Normalisierung auf die endogene Kontrolle:
Cr slc35b4 — g hprt = Cr

Normalisierung auf den Kalibrator:
Cr Probe — CrNIH/3T3= Cr

Anhand der Cr-Werte konnte die relative Expression d@s35b4in den Klonen LC2,

QB9, QE5, QE10, QF5, QG11, RA7, RC7 und RG7 im Yéch zum Wildtyp (NIH/3T3)
bestimmt werden.

Abb. 29 Relative Expression dskk35b4 Die Expression deslic35b4in NIH/3T3 wurde auf 1 gesetzt, die

Werte der Klone LC2, QB9, QE5, QE10, QF5, QG11, RRZ7 und RG7 wurden relativ dazu
berechnet. Die Daten wurden aus Dreifachbestimmugge/onnen.

Auf diese Weise konnten zwei Klone identifiziertrdien, die eine deutliche Reduktion der
slc35b4mRNA aufwiesen: Im Klon NIH/3T3-LC2 wurden 19%, imweiten Klon NIH/3T3-
QE10 34% der mRNA-Menge im Vergleich zum Wildtyprgessen. (Abb. 29). Alle anderen
untersuchten Klone zeigten keine Reduktiongde35b4mRNA.
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6.5.3 Transportassay

Aus den Klonen NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-QE10 wurd&wolgivesikel gewonnen. In den
Vesikeln wurde die Transportaktivitat fil*C]-UDP-Xylose, fH]-UDP-N-Acetylglukosamin
und UDP-Galaktose bestimmt. Als Vergleich diente elntsprechende Transportaktivitat von
Golgivesikeln aus Wildtyp-NIH/3T3-Zellen und ausarsient mit dem Transporter
transfizierten NIH/3T3-Zellen. Die Transportaktiitfir [H]-UDP-Galaktose diente in allen
Ansatzen als Kontrolle fur die Qualitat der Vesgképaration. Alle Messungen wurden mit
zwei unabhangigen Vesikelpraparationen jeweils Rtgppelbestimmungen durchgefihrt
(Abb. 30).

Abb. 30 Transportaktivitat von WT-NIH/3T3-Zellenlc35b4-tberexprimierenden Zellen (NIH+SLC), und
den Klonen NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-QE10.

Anhand dieser Rohdaten konnte zunachst die QualgétVesikel beurteilt werden: Die
Golgivesikel aus  Slc35b4-uberexprimierende  ZellenNIHGSLC)  wiesen  mit
3,79 pmolmin™ mg* einen deutlich niedrigeren Wert fiir den UDP-GalsiBport auf als die
anderen  Vesikelpraparationen  (NIH/3T3: 9,43 pmat'mg®;  NIH/3T3-LC2:
5,9 pmolmin® mg®; NIH/3T3-QE10: 8,8 pmomin®mg'). Da dies in mehreren
Praparationen aus NIH+SLC der Fall war, lag dieadne wahrscheinlich wie auch bei der
Immunzytochemie beobachtet in der generellen Pnadtti&k bei der Uberexpression solcher
Membranproteine. Dadurch war die Qualitat der Vegpikdpationen schlechter und so auch
der gemessene UDP-Gal-Transport.

Der besseren Vergleichbarkeit wegen wurden die ian3portassay erhaltenen Daten auf die
Werte des UDP-Gal-Transportes normalisiert, d.le. \Wlerte fur UDP-Gal wurden auf 1
gesetzt und UDP-GIcNAc und UDP-Xyl relativ dazudmdmet (Abb. 31).
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Abb. 31 Transportaktivitat relativ zu UDP-Gal: Die Abb. 30 dargestellten Werte wurden auf den UDP-
Gal-Transport normalisiert.

Die Slc35b4 uberexprimierenden Zellen (NIH+SLC)gten keinen signifikanten Unterschied
in den Transportaktivitdten fur UDP-GICNAc (1,7)duyDP-Xyl (0,9) im Vergleich zum
Wildtyp (1,4 fir UDP-GIcNAc bzw. 0,8 fur UDP-XylI).

Sowohl in NIH/3T3-LC2 als auch in NIH/3T3-QE10 wame deutliche Reduktion des
UDP-Xyl-Transportes zu beobachten; die sich beimnKNIH/3T3-LC2 auf 33% (0,26) und
beim Klon NIH/3T3-QE10 auf 57,6% (0,45) der Tranggktivitat des Wildtyps (0,78) belief.
Der UDP-GIcNAc-Transport war in NIH/3T3-LC2 auf 2% (0,83), in NIH/3T3-QE10 auf
34% (0,48) des Wildtyps (1,4) reduziert.

6.5.4 Glykosylierung von Notch

Anhand der beiden Klone NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-@Ekldie eine reduzierte
Transportaktivitat fur UDP-Xylose aufwiesen, solltke Relevanz des Slc35b4 fur die
Xylosylierung von Notch untersucht werden. Dazu deurein Fragment des Notch-
Gesamtproteins, bestehend aus den ersten finf EBkden verwendet, das zur
Aufreinigung und Detektion mit einem N-terminaleryd/His-Tag versehen wurde (Abb. 32).
Davon enthalten die zweite und vierte EGF-Domaneeils eine O-Glukosylierungsstelle,
die das Xyl-Xyl-Glc-Glykan tragt (Information vondRert Haltiwanger). Dieses Konstrukt
wurde sowohl in NIH/3T3-Zellen als auch in  NIH/3L&2 und NIH/3T3-QE10

tiberexprimiert und aus dem Zellkulturiiberstand (W&f-NTA-Beads angereichert (Abb.
33).
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1 5

|:| EGF-Domane
|:| EGF-Doméne mit O-Fukosyslierungsstelle

. EGF-Doméne mit O-Glukosylierungsstelle

Abb. 32 Schematische Darstellung des Notch-Peptigs,in NIH/3T3, NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-QE10
exprimiert und massenspektrometrisch analysiertiewr

Abb. 33 Silbergel (A) und Western Blot (B) des &aU$i/3T3 (WT), NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-QE10
isolierten Notch-EGF1-5-Fragmentes. Die DetektionWestern Blot erfolgte mit anti-Myc 9E10
und IRDye800-anti-Maus.

Das Notch-EGF1-5-Fragment wurde anschliel3end inoiLabn Dr. Robert Haltiwanger von
Nadia Rana analysiert. Mit Hilfe der Massenspeketia sollte untersucht werden, ob das
Xyl-Xyl-Glc-Glykan in Zellen mit reduziertem UDP-Xgse-Transport synthetisiert wird.

Dazu wurden die aus NIH/3T3, NIH/3T3-LC2 und NIHBDE10 gewonnenen Notch-
EGF1-5-Fragmente Uber ein praparatives SDS-Geletrefgnt, mit Trypsin verdaut und die
aufgereinigten Peptide der LC-MS/MS zugefuhrt.

Das tryptische Peptid der zweiten EGF-Doméne (EG§257CQDSNELSTPCK69 (die
errechnete Masse des einfach geladenen lons bdts&§.6 m/z), das der vierten EGF-
Doméne (EGF4) 137SCQQAMASNPCANGGQCLPFESSYICR165 (3336,6 m/z). In
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Wildtypzellen sind beide O-Glukosylierungsstelleit dem Trisaccharid modifiziert. Fr die
Analyse wurde jedoch das aus EGF4 resultierenddidPeprwendet, da dieses leichter
ionisiert wird (Information von Robert Haltiwangeif)ieses Peptid liegt als dreifach positiv
geladenes lon vor. Tabelle 4 zeigt die molaren Eiasmd die Masse-Ladungsverhaltnisse
der erwarteten lonen.

Molekdl molare Masse [Da] m/z fur +3 Zustand
Glukose 162 54

Xylose 132,3 44,1

EGF4-Peptid 3336,6 1112,8
EGF4-Peptid + Glc 3498,6 1166,6
EGF4-Peptid + Glc, Xyl 3630,9 1210,7
EGF4-Peptid + Glc, Xyl, Xyl 3763,2 1255,2

Tabelle 4 Ubersicht tiber die erwarteten Signald @2MS/MS.

Das Flussigchromatogramm des in NIH/3T3 exprimrefttch-Fragments zeigte ein Signal
bei 53,7 min (Abb. 34). Dieses Peptid wies im Maspektrum Signale von 1112,6 m/z,
1166,6 m/z, 1210,5 m/z und 1255,2 m/z auf. Dasegjnal bei 1112,6 m/z entspricht der
erwarteten Masse des dreifach geladenen unglykosii Peptids der EGF4 (1112,8 m/z
((3336,6 + 2)/3)). Der Massenunterschied des zwdfeaks (1166,6 m/z) zum ersten Signal
von 54 m/z entspricht dreifach geladener Glukogx35162). Also steht dieses Signal fir
das EGF4-Peptid mit einem Glukoserest. Das folgeSdamal (1210,5 m/z) und das
Ausgangsion (1255,2 m/z) wiesen einen Massenutiexscvon jeweils 44,1 m/z zum
vorangegangenen lon auf, was jeweils dreifach geledXylose (132,2 Da) entspricht. Somit
war das Ausgangsion das mit Xyl-Xyl-Glc modifizeEGF4-Peptid.
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Abb. 34 Flissigchromatogramm (oben) und Massemsggiamm (unten) des aus NIH/3T3-Zellen
gewonnenen EGF4-Peptids. Das bei 53,7 min eluitdaptid wurde massenspektrometrisch
analysiert.

In NIH/3T3-LC2-Zellen hingegen waren im FlUssigamatogramm drei Signale erkennbar
(Abb. 35A, B, C). Jeder dieser Peaks wurde mass&trgpnetrisch analysiert: Das bei 53,3
min eluierte Peptid wurde aufgrund seines Fragreamigsmusters von 1112,9 m/z, 1167,0
m/z, 1210,8 m/z und 1255,2 m/z als EGF4-Peptid vuitstandigem Xyl-Xyl-Glc-Glykan
identifiziert (Abb. 35A). Der zweite Peak, der b&3,7 min erschien, wies im
Massenspektrum lonen von 1112,7 m/z, 1166,6 m/z 1#idl,2 m/z auf (Abb. 35B) und
reprasentierte damit das mit Xyl-Glc modifiziert&E4-Peptid. Das letzte Signal (53,9 min)
zeigte im Fragmentierungsmuster Signale von 11&¥Aund 1167,1 m/z (Abb. 35C), was
gleichbedeutend mit der Monosaccharidform des EB&@tids ist, die nur einen Glukoserest
tragt (Vgl. Tabelle 4, Seite 79).
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Abb. 35A  Flussigchromatogramm (oben) und Massertispglamm (unten) des aus NIH/3T3-LC2-Zellen
gewonnenen EGF4-Peptids: Analyse des bei 53,3 imierten Peptids

Abb. 35B Massenspektrometrische Analyse des zwBibaks mit einer Elutionszeit von 53,7min
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Abb. 35C Das dritte Signal des aus NIH/3T3-LC2-@elyjewonnenen EGF4-Peptids, eluiert bei 53,9 min.

Die Daten fur das aus NIH/3T3-QE10 gewonnene N&GH1-5-Fragment lagen zum
Zeitpunkt der Abgabe dieser Arbeit noch nicht vor.

6.5.5 Durchflusszytometrische Analyse der Oberfldenproteoglykane

Da Xylose nicht nur in dem Trisaccharid, das auh d&GF-Domanen von Notch und
verschiedener Blutgerinnungsfaktoren zu finden abrkommt, sondern auch in der
Linkerregion der Proteoglykane enthalten ist, sobenfalls der Einfluss der reduzierten
Expression des Slc35b4 auf die Synthese der Glykioeglykane untersucht werden. Dazu
wurden NIH/3T3-Zellen sowie die Klone NIH/3T3-LCad NIH/3T3-QE10 mit Hilfe des
P869-Antikorpers, der spezifisch Heparansulfat mnke durchflusszytometrisch analysiert.
Zur Detektion wurden ein gegen das in P869 enthali¢SV-Epitop gerichteter Maus-anti-
VSV-Antikorper und ein anti-Maus-IgG-Alexa647-Kogat verwendet. Als Negativkontrolle
diente ein identischer Ansatz ohne P869 als primArgikorper (Abb. 36). Gemessen wurde
die Fluoreszenz des Alexa647-konjugierten tertid&ptikbrpers. Die Anzahl der detektierten
Zellen wurde nach ihrer Fluoreszenzintensitat atégen. Pro Ansatz wurden ca.’ Jellen
verwendet.
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Abb. 36 Durchflusszytometrische Analyse der Obehénproteoglykane von NIH/3T3-Zellen und der
Klone NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-QE10. Negativkontrelbhne priméaren Antikdrper.

Abb. 37 Durchflusszytometrische Analyse der Oldetfenproteoglykane von NIH/3T3-Zellen und der
Klone NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-QE10 mit P869 alsmpérem Antikdrper.

Die Verteilung der Fluoreszenzintensitat der Knamkd-Klone NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-
QE10 unterschied sich nicht wesentlich von der tégdtyps, d.h. die Menge der
Heparansulfatproteoglykane auf der Zelloberflachbe WIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-QE10
entsprach der des Wildtyps (Abb. 37).

Da die Daten fur die Xylosylierung des Notch-Fragtes aus einem System stammten, an
das durch die Uberexpression der AkzeptorstruktmehAnforderungen gestellt waren, die
durchflusszytometrische Analyse der Oberflachemumgiykane jedoch im nativen System
stattfand, waren die Ergebnisse die Proteoglykaetretblend zunachst nur bedingt
aussagekraftig. Daher wurde ebenfalls eine Akzeptddur fir die Synthese der
Glykosaminoglykane tGberexprimiert, um besser vafteare Bedingungen zu schaffen.
Decorin wurde als Akzeptorstruktur gewdahlt, da e$esProteoglykan nur eine
Glykosaminoglykankette enthalt und deren Vorhaneiendeicht detektierbar ist. Das
Kernprotein von Decorin ohne Glykosaminoglykankétéd ein Molekulargewicht von etwa
40 kDa, die mit einer Glykosaminoglykankette mardédite Form ist im Western Blot in einer
diffusen Bande um 100 kDa sichtbar (Kresse, 1997).
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NIH/3T3-, NIH/3T3-LC2- und NIH/3T3-QE10-Zellen wued mit pcDcnMycHis transfiziert.
Dieser Vektor ermdglichte die Expression von N-teahMyc/His-markiertem Decorin unter
der Kontrolle des CMV-Promotors. Mit Hilfe von RiNTA-Beads wurde das rekombinante
Decorin angereichert und im Western Blot analygisitb. 38).

Abb. 38 Western Blot. Detektion des rekombinanBecorin aus NIH/3T3 (WT), NIH/3T3-LC2 und
NIH/3T3-QE10 mit anti-Myc 9E10 untkRDye800-anti-Maus. Sowohl im Wildtyp als auch iend
beiden Knockdown-Klonen NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-QEWar eine Bande bei 40 kDa und
ein diffuses Signal um 100 kDa sichtbar.

In allen drei Praparationen war eine Bande be#0akDa sichtbar, die Glykosaminoglykan-
freies Decorin reprasentierte. Das diffuse Signal 100 kDa war ebenfalls in allen
Praparationen sichtbar. Somit bestand auch in eideroh Uberexpression des Akzeptors
geforderten System kein auf diese Weise detektierbdnterschied in der Synthese der
Glykosaminoglykane zwischen Wildtyp und Zellen neiluziertem UDP-Xyl-Transport.
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7 Diskussion

Etwa 40% aller Proteine in Eukaryoten tragen kavialggebundene Zucker. Bei
Membranproteinen und sezernierten Proteinen liegied Anteil sogar bei 80%. Die Synthese
von Glykoproteinen beginnt im Zytoplasma mit der tidderung von Zuckern zu
Nukleotidzuckern, die die Substrate fur vielfalfigeber in der Regel hinsichtlich des
Substrates spezifische Glykosyltransferasen distablykosyltransferasen sind dagegen im
Lumen des ER und des Golgi-Apprates lokalisiertaba ergibt sich die Notwendigkeit eines
Transportsystems, welches die Nukleotidzucker vomgtoasma ins Lumen der
Kompartimente beftérdert. Dieser Transport wird tumtie Nukleotidzucker-Transporter
geleistet.

Fehlfunktionen in einem solchen Transportsystemnkénzu schwerwiegenden Stérungen
fuhren: Ein Defekt im GDP-Fukose-Transporter is¢ dnolekulare Ursache von LADII
(leukocyte adhesion deficiency typd, Itlie auch als CDG llccpbngenital disorder of
glycosylationTyp lic) bekannt ist. Die Symptomatik von CDG Beinhaltet unter anderem
psychomotorische und mentale Retardierung (LUbR@12Luhn, 2001). Eine Mutation im
bovinenslc35a3Gen, das einen UDP-GIcNAc-Transporter kodiertdwnit CVM (complex
vertebral malformatiohbei Rindern in Verbindung gebracht (Thomsen,6200

Unsere Arbeitsgruppe hat anhand von Sequenzhoneoldgsher bekannter Nukleotidzucker-
Transporter potentielle Gene fur weitere Nukleaimker-Transporter im humanen Genom
identifiziert, kloniert und die entsprechenden Brog¢ auf ihre Transportspezifitat untersucht.
Dabei wurde ein Golgi-standiger UDP-Xylose-Transpordentifiziert (Ashikov, 2005). In
der Ratte wurde der Transport von UDP-Xylose ingiva@sikel beschrieben (Milla, 1992).
Dieser Befund wurde durch die Klonierung und Chemagierung des humanesic35b4
durch Ashikov et al. bestatigt. UDP-Xylose wird eatlings nicht, wie die meisten
Nukleotidzucker, im Zytosol, sondern im Lumen delgbApparates synthetisiert
(Moriarity, 2002) und befindet sich somit bereits selben Kompartiment, in dem auch die
Xylosyltransferasen lokalisiert sind. Hiermit drémgich die Frage nach der Notwendigkeit
eines UDP-Xylose-Transporters auf.

Diese Studie beschéftigte sich mit der UntersuchdeigFunktion des murinen Orthologen
des humanen UDP-Xylose-Transporters. Im Vordergrstashd dabei die Frage nach der
Relevanz dieses Transporters fur die Synthese glas&-gebundenen Glykosaminoglykane
und des Xyl-Xyl-Glc-Glykans, das z.B. in EGF-Domén@n Notch zu finden ist.

7.1 Transportspezifitdt und subzellulare Lokalisaion des
murinen Slc35b4

Zunachst wurde die Transportspezifitdat und die slibZre Lokalisierung des murinen
Slc35b4 analysiert. Er besitzt groBe Ahnlichkeit dém humanen Ortholog (76% ldentitét
der Aminosauren; Fuhlrott, Diplomarbeit) und zeigie gleiche Lokalisation und

Transportspezifitat wie das humane Protein. Wieibefir den humanen SLC35B4 gezeigt
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wurde (Ashikov, 2005), ist auch der murine Slc3®i# Golgi-standiger und bifunktioneller
Nukleotidzucker-Transporter, der sowohl UDP-Xylass auch UDP-N-Acetylglukosamin
transportieren kann. Sowohl in der Maus als auciMenschen gibt es daneben zwei weitere
Golgi-residente UDP-N-Acetylglukosamin-spezifischeransporter, SLC35A3 (Guillen,
1998) und SLC35D2 (Ishida, 2005; Suda, 2004). Es istahgslnicht bekannt, ob diese
Transporter sich Giberschneidende temporale odalddkxpressionsmuster besitzen.

7.2 Untersuchung der endogenen Expression des 3b3

Die Expression der murinesic35b4mRNA in verschiedenen adulten Geweben und
embryonalen Stadien liel3 sich nur mittels RT-PCRhneisen; fur die Northern Blot
Analyse lag die Expression de#c35b4 unterhalb der Nachweisgrenze. Gleiche Befunde
ergaben sich auch fur die Expression des humahe3bb4 (Ashikov, unverotffentlichte
Daten). Ebenso wurden sehr geringe Expressionsstarkir slc35d1 und slc35d2
nachgewiesen (Suda, 2004). Die geringe Expressiokes eines Nukleotidzucker-
Transporters ist offenbar ausreichend, da verntutiier wenige Molekiile eines Transporters
pro Zelle bendtigt werden.

7.3 Charakterisierung der Zellklone NIH/3T3-LC2 und
NIH/3T3-QE10

Uber einen auf RNA-Interferenz basierenden Ansatmken zwei Zellklone isoliert werden,
die eine gegeniber dem Wildtyp (NIH/3T3) deutlidduzierte Expression deslc35b4
MRNA aufweisen. NIH/3T3-LC2 zeigte eine Reduktioar glc35b4mRNA um 81%. In
NIH/3T3-QE10 war die Menge desic35b4mRNA im Vergleich zum Wildtyp um 76%
reduziert. Diese Reduktion dsic35b4Expression zeigte sich proportional dazu auchen d
Transportaktivitat: Im Vergleich zum Wildtyp war rd&@ransport von UDP-Xylose in
Golgivesikel um 64% (NIH/3T3-LC2) bzw. um 42,4% MBT3-QE10) reduziert.

Mit diesen beiden Klonen stand ein zellbasiertesidllozur Untersuchung der Funktion des
murinen Slc35b4 zur Verfigung.

Da im verwendeten Zellsystem Redundanz fur denspan von UDP-GIcNAc besteht (in
der Maus gibt es mindestens zwei weitere UDP-GlcNAamsporter, siehe Tabelle 1, S. 8),
wurde mit einem deutlich geringeren Effekt ddc35b4Repression auf den Transport von
UDP-GIcNAc gerechnet als fur UDP-Xyl beobachtetNHH/3T3-LC2 zeigte sich lediglich
eine Reduktion des UDP-GIcNAc-Transportes um 4090NIH/3T3-QE10 war hingegen ein
um 66% reduzierter UDP-GIcNAc-Transport zu mess&termutlich beruht letztere
Beobachtung auf Messungenauigkeiten. Daher salliemMessungen noch einmal mit mehr
als zwei unabhangigen Vesikelpréaparationen wiedeverden.
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7.4 Auswirkungen der reduzierten Expression des &35b4
auf die Glykosylierung von Notch und die Synthese at
Glykosaminoglykane

In tierischen Organismen ist Xylose in nur zwei Kalgstrukturen enthalten: dem Xyl-Xyl-
Glc-Glykan und dem Tetrasaccharidlinker der Prdig@me, die aber als Modifikation von
Notch und einiger Blutkoagulationsfaktoren bzw.rgtankt der Glykosaminoglykansynthese
aul3erst wichtige Positionen einnehmen.

Ein Fragment von Notch, das die EGF-Domanen EGKL H&6F5 umfasst, wurde aus
Wildtyp-NIH/3T3 und NIH/3T3-LC2 aufgereinigt (diedden aus NIH/3T3-QE10 lagen zum
Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit nochhtigor). Das tryptische Peptid der EGF4,
das eine O-Glukosylierungsstelle enthalt (siehe.Als. 15; Abb. 31, S. 77), wurde mittels
LC-MS/MS analysiert. In Wildtyp-NIH/3T3-Zellen liégausschliellich das aus Xyl-Xyl-Glc
bestehende vollstandige Glykan vor.

Da in den NIH/3T3-LC2-Zellen noch eine Restaktivitles UDP-Xylose-Transporters von
33% gemessen wurde, war nicht mit dem komplettdrelRevon Xylose in jenem Glykan zu
rechnen. In NIH/3T3-LC2 waren alle drei Glykoformeles EGF4-Peptids von Notch
anzutreffen: das Trisaccharid Xyl-Xyl-Glc, das isharid Xyl-Glc und das Monosaccharid
Glc. Jedoch war eine Quantifizierung der einzel@dykoformen anhand dieser Daten nicht
maoglich, da die unterschiedliche Hydrophilie demrsehieden glykosylierten Peptide zu
Unterschieden in deren lonisierungseffizienz fulinérmation von Robert Haltiwanger).
Eine Restaktivitdt des UDP-Xylose-Transporters 88#6 ist demnach nicht ausreichend, um
eine vollstandige Xylosylierung von O-Glukose zuwgérleisten. Auf zellularer Ebene
konnte damit gezeigt werden, dass der TransportWoR-Xylose Uber die Golgimembran
mittels Slc35b4 essentiell ist fur den Aufbau deH{&1-3)Xyl(al-3)Glcp1l-O)Ser-Glykans.
Um den Einfluss der reduzierten Expression dES85b4 auf die Synthese der Xylose-
gebundenen Glykosaminoglykane zu untersuchen, wwurei@erseits die Oberflachen-
proteoglykane von NIH/3T3, NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3E10 mit Hilfe eines
Heparansulfat-spezifischen Antikorpers durchflussnetrisch analysiert. Andererseits
wurde mit Decorin ein Akzeptor fur Xylose in dies2allen Gberexprimiert: Decorin ist ein
Proteoglykan, das mit einer Xylose-gebundenen Hesalfat-Kette modifiziert werden kann
(Kresse, 1997). Sowohl im nativen System als anckinem System mit Uberexprimiertem
Akzeptor (Decorin) war kein Unterschied zwischerHRIT3-LC2 und NIH/3T3-QE10 auf
der einen Seite und dem Wildtyp NIH/3T3 auf derexed Seite festzustellen.

Damit war im Gegensatz zur Xylosylierung der EGR¥iamen von Notch die Synthese der
Xylose-gebundenen Glykosaminoglykane nicht vom zexiten UDP-Xyl-Transport
beeinflusst.

Die unterschiedliche Auswirkung der reduziers#o35b4Expression auf die Xylosylierung
von O-Glukose in EGF-Doméanen einerseits und aufSyiethese der Glykosaminoglykane
andererseits kann verschiedene Ursachen haben.

Eine Mdglichkeit besteht darin, dass die beidenk@mgtrukturen in raumlich getrennten
Kompartimenten synthetisiert werden. Da Xylose iml-Xyl-Glc-Glykan nicht direkt mit
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dem Protein verknipft, sondern ein terminaler Zuege erfolgt dieser Additionsschritt mit
hoher Wahrscheinlichkeit in den Golgi-Zisternene ieteiligten Enzyme sind bisher nicht
naher charakterisiert. Offenbar sind sie daraukagsen, dass Slc35b4 ihnen UDP-Xylose
zur Verfligung stellt. Das ist daraus zu schliefass in NIH/3T3-LC2 die Restaktivitat des
UDP-Xyl-Transportes von 33% nicht ausreicht, umeeinllstandige Xylosylierung von O-
Glukose zu gewabhrleisten.

Die UDP-GIcA-Decarboxylase (gleichbedeutend mit URW-Synthase, UXS) befindet sich
auf der luminalen Seite des spaten ER (Kearns, )12@er frihen Golgi-Apparates
(Moriarity, 2002) — Uber den genauen Ort bestelmekendgultige Klarheit. Eindeutig ist
jedoch die luminale Orientierung der UXS (MoriayiB002). Losliche zytosolische Formen
des Enzyms sind anders als bei Pflanzen in tiegrs&ellen bisher nicht bekannt (Harper,
2002). XT-1 und XT-II, die die Glykosaminoglykangipese initiieren, befinden sich einem
frihen Golgi-Abschnitt (Gétting, 2007; Schoén, 2008ort kdnnten sie direkt auf UDP-
Xylose, die dort von der UXS synthetisiert wirdgeeifen. Der Transport von UDP-Xyl Uber
die kompartimentelle Membran wirde dann von didsgzymen nicht bendétigt.

Das heil3t, beide Glykane werden im Golgi-Apparatttsstisiert. Dennoch schliel3t das eine
raumliche Trennung der jeweiligen Xylosyltransfemasicht aus, da der Golgi-Apparat ein
hochkomplexes Netzwerk aus Zisternen mit untersidisleer Proteinzusammensetzung ist.
Ebenso ware denkbar, dass die unterschiedlicheekteffnicht auf raumlicher Trennung
sondern auf unterschiedlicher Kinetik der betegligiEnzyme beruhen. Hinge die Synthese
beider Glykane vom UDP-Xyl-Transport ab und besal®d@al und XT-Il eine deutlich
hohere Affinitdt zu UDP-Xylose als die fur die Syase des Xyl-Xyl-Glc-Glykans benétigten
Xylosyltransferasen, sdhe das Resultat vermutlietliéh aus. Kinetische Daten sind jedoch
bisher nur fir verschiedene Peptid- und Proteinepkaren, nicht aber flr Xylose verfugbar
(Ishimizu, 2007; Ponighaus, 2007).

Daher sollen die Untersuchungen zur Xylosylierung @-Glukose und der Proteoglykane an
einem Modell, das keinen UDP-Xyl-Transport aufweistederholt werden. Dazu kénnten
beispielsweise ES-Zellen, die homozygot fur den ¢kooit sind, dienen. Solche Zellen
konnten aufgrund der im Targeting-Vektor fir demditionellen Knockout enthaltenen
Neomycin-Phosphotransferase 1l durch Erhdhung ddrin8aKonzentration und damit
Erhéhung des Selektionsdruckes aus den heterozyde®eZellen erhalten werden (siehe
Abschnitt 6.4.2, S. 71).

Bleibt auch dann die Synthese der Glykosaminoglgkambeeinflusst und wird der
O-Glc-Akzeptor nicht mehr xylosyliert, kann man aas schlie3en, dass die beteiligten
Enzyme in unterschiedlichen Kompartimenten agiev@a unterschiedliche Quellen fir
UDP-Xylose nutzen.
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7.5 Konstitutioneller Knockout — Problematik bei der
Generation von ES-Zellen mit homologer Rekombinatio

Um die Frage nach der biologischen Funktion de85kid4 aufzuklaren, sollte sowohl ein
konstitutionell als auch ein konditionell deletest Allel generiert werden. Der
konstitutionelle Ansatz wurde gewaéhlt, um anhand Hgpression ded-Galaktosidase-
Reporter-Gens Aufschlisse lber die temporale urdldo Expression des Slc35b4
Transporters zu gewinnen.

Da die homologe Rekombination generell ein seltdBesgnis ist und je nach Genlokus
zwischen einmal und 20mal pro“Rellen auftreten kann (Torres, 1997), wurde netien
Positivselektion durch G418 auch eine Negativselakbnhand der im Targeting-Vektor
enthaltenen DT-Kassette durchgefihrt (siehe Absclti.1, S. 65f). Diese kann die
Insertionsfrequenz ca. um den Faktor 17 erh6hdar(iration von Birgit Weinhold).

Jedoch konnten fur den konstitutionellen Knockoaink homolog rekombinierten Klone
identifiziert werden. Dies kann verschiedene Ursadmaben.

7.5.1 Probleme beim Screening

Die zunachst zur Analyse der Klone verwendete Piéferte keine positiven Signale. Da
nicht sicher war, ob die PCR nicht sensitiv genugy wder keine Klone mit homologer
Rekombination vorhanden waren, wurden die Kloneclaief3end im Southern Blot
Uberpruft. Aber auch mit dieser Methode wurden &dftone mit homologer Rekombination
des Targeting/ektors identifiziert. Das Wildtyp-Signal war im @&hern Blot hingegen

detektierbar, so dass die Probleme wahrscheinlicht nin der Detektion zu suchen sind,
sondern bei der homologen Rekombination.

7.5.2 Organisation des Genlokus

Abhangig von der Beschaffenheit des genomischenusokChromatinstruktur, DNA-
Methylierung, Transkriptionsrate, Lage des Zielgemd dem Chromosom) variiert die
Insertionsfrequenz (Sauer, 1993; Torres, 1997).

Da in ES-Zellen mittels RT-PCR ein Transkript deen& nachgewiesen wurde, war
sichergestellt, dass der genomische Lokus in di€s@aium transkriptionell aktiv ist. Jedoch
befindet sich der Lokus relativ nah am Zentromeas winter Umstanden problematisch sein
kann (s. Abb. 5, S. 11; Sauer, 1993). Haufig lasseh Probleme bei der homologen
Rekombination durch die Wahl anderer Homologielobeeibeheben (Sauer, 1993). Mit dem
Targeting-Vektor fur den konditionellen Knockout rda diese Option bereits erfillt, da hier
die Exons zwei und drei Ziel der Mutagenese siradt sles ersten Exons, das Ziel des
konstitutionellen Knockout war.
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7.5.3 Lange der homologen Bereiche im Targeting-Weor

Nach Empfehlung von Torres (1997) sollte ein TangeVektor zum genomischen Lokus
homologe Sequenzbereiche von zusammen etwa 4 lsplénthalten. Soll die erste Analyse
mittels PCR erfolgen, ist es sinnvoll, wenn sich kigrzere der beiden homologen Arme in
der Lange zwischen 1 und 2 kbp bewegt. Wenn dase8itrg jedoch nicht per PCR erfolgen
soll, ist es sinnvoller, annahernd gleichlange hiog® Regionen zu verwenden, da kurze
Arme eher zu zufélliger Integration fihren als léreg (Thomas, 1992). Generell genligen
auch Langen um 3 kbp; Schneider et al. (2004) lenrieispielsweise mit homologen
Sequenzbereichen von 3,5 kbp und 1,4 kbp erfolgtetenologe Rekombination erreichen.
Eventuell waren die homologen Arme mit 2,7 kbpdén 5’-Bereich und 3,3 kbp fir den 3’-
Bereich fur den Lokus desic35b4nicht ausreichend lang.

Eine Mdglichkeit der Verbesserung des Konstruktad eventuell der Insertionsfrequenz
wére die Verlangerung der homologen Regionen, ei®gh aus zeitlichen Grinden nicht
mehr moglich war. Eine weitere Alternative wareneei promotorlose neo-Kassette
einzusetzen, von der die Neomycin-Phosphotransfenas abgelesen werden kann, wenn
homologe Rekombination erfolgt ist oder aber eidemar Promotor getroffen wurde. Bei der
geringen Expressionsstarke d#s35b4bestiinde jedoch die Gefahr, dass die vermittelte n
Resistenz fur eine Selektion nicht mehr ausreidtiamte. Daher kam diese Variante nicht
zum Einsatz.

754 Gendosiseffekt

Es besteht die Moglichkeit, dass in den ES-Zellereits die Inaktivierung eines Allels zu
einem Selektionsnachteil fuhrte, der durch die 8etektion nicht kompensiert werden
konnte. Jedoch wurden zwei Zellklone (NIH/3T3-LC2duNIH/3T3-QE10) mit einer um
81% bzw. 66% gegenuber dem Wildtyps reduziertenré&sgion derslc35b4mRNA
generiert. In einer ES-Zelle mit einem inaktivierillel sollte sich die Reduktion der mRNA
auf nur 50% belaufen. Diese Daten sprechen zungelgein einen Gendosiseffekt. Jedoch ist
es moglich, dass ES-Zellen auf die Reduktion de®U®l-Transporters anders reagieren als
NIH/3T3-Zellen. Letztere sind ausdifferenzierte feilasten, in denen im Gegensatz zu ES-
Zellen nicht mehr die Notwendigkeit besteht, Enkhiaogsprozesse ablaufen zu lassen.
Notch und einige seiner Liganden werden in ES-Zelexprimiert. Da die Notch-
Signaltransduktion Uber proteolytische Freisetzdeg intrazellularen Domane von Notch
(NotchIC) erfolgt, entspricht der Effekt einer Ubgpression dieser intrazellularen Domane
dem einer starken Aktivierung von Notch. Lowellagtzeigten, dass die Uberexpression von
NotchlIC letal ist fir murine ES-Zellen (Lowell, 28)0

Eine fehlerhafte Glykosylierung von Notch kénntedhaus &hnliche Effekte zeigen. Sobald
ES-Zellklone fur den konditionellen Knockout vahc35b4 zur Verfigung stehen, kann
experimentell Uberpruft werden, ob ein Selektioohial fir Zellen mit nur einem intakten
slc35b4Allel besteht und worauf dieser beruht. Durch sitante Cre-Expression in den
Zellen kann die Rekombination déxP-Stellen ausgeldst werden, so dass man fur den
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Knockout heterozygote ES-Zellen erhélt. Deren Wachsverhalten kann dann mit dem von
Zellen ohne Cre-Expression verglichen werden.

7.6 Ausblick

In weiteren zellbasierten Experimenten soll diekam des Xyl-Xyl-Glc-Glykans auf Notch
untersucht werden. Bisher gibt es nur Daten Uberzeieites ungewohnliches Glykan, das
ebenfalls in EGF-Doméanen von Notch anzutreffen@sEuc und dessen elongierte Form Sia-
Gal-GIcNAc-Fuc sind essentiell fur die Funktion vidiotch. Der Knockout der O-Fukosyl-
Transferase, die die EGF-Doménen fukosyliert, éselis embryonal letal (Shi, 2003).

Aber auch die Fringe-Proteinellfatic)-Fringe, Mfnanig-Fringe und Rfadical)-Fringe, N-
Acetylglukosaminyl-Transferasen, die spezifisch @xdse als Akzeptor nutzen, sind
essentiell fur die Funktion von Notch: Die Additiomon GIcNAc beeinflusst die
Ligandenbindung und damit die Signaltransduktioi® Bindung von Jagged in Mammaliern
bzw. Serrate irDrosophila an Notch wird durch die Anwesenheit von GIcNAc imért
(Haines, 2003; Moloney, 2000a), wohingegen die Bimgdvon Delta durch die Elongation
der O-Fukose verstarkt wird (Briickner, 2000). Aigsg Weise ist eine Feinregulierung von
Notch mdglich. Stérungen der Notch-Glykosylierungdudamit der Modulation der von
Notch abhangigen Signaltransduktion fuhren zu schwegenden Defekten in der
Embryonalentwicklung (Haines, 2003).

Im Unterschied dazu ist die Funktion des Xyl-XyleGils Modifikation von Notch bisher
nicht bekannt. Es ist denkbar, dass das Xyl-Xyl-Glgkan auf Notch eine &hnliche
regulatorische Rolle einnimmt wie O-Fukose und dessdongierte Form (Haines, 2003). Fur
Faktor VII der Blutgerinnungskaskade wurde gezedgiss das Fehlen des Xyl-Xyl-Glc-
Glykans zu verminderter Gerinnungsfahigkeit fuhter Mechanismus hierfir konnte
allerdings nicht geklart werden (Bjoern, 1991).

Fur die Bindung der Liganden Delta und Jagged atchiNsind die EGF-Domanen 11 und 12
essentiell (Rebay, 1991). EGF-12 enthélt eine pietiéen O-Glukosylierungsstelle (Moloney,
1999; Xu, 2005). Mit einem Bindungsassay soll weht werden, ob das Fehlen von Xylose
einen Einfluss auf die Ligandenbindung und die voNotch abhangige
Signaltransduktionskaskade hat. Mit dem derzeit \Zarfigung stehenden Modell — den
Knockdown-Klonen NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-QE10 — kardiese Frage aufgrund der
Restaktivitat des UDP-Xyl-Transporters in diesenllefe vermutlich nicht beantwortet
werden. In NIH/3T3-LC2 ist noch Xylose als Modiftken der O-Glukose zu finden; die
Daten fur NIH/3T3-QE10 liegen noch nicht vor. Fimes Bindungsassay wirde ein System
ganzlich ohne UDP-Xyl-Transportaktivitdt und damihne Xylose-Modifikation der
O-Glukose bendtigt. Dies kdonnte mit ES-Zellen, d@mozygot fir den Knockout sind,
realisiert werden (siehe Abschnitt 6.4.2, S. 71).

Neben diesen weiteren Untersuchungen auf zelluEvene soll die Rolle des SLC35B4 auch
in einem Mausmodell untersucht werden. In dem bigheéstierenden zellularen System der
Knockdown-Zellklone NIH/3T3-LC2 und NIH/3T3-QE10 wden Strukturen identifiziert, die
im Organismus vom Knockout des Slc35b4 betroffen &énnten. Es stellte sich heraus,
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dass die Xylosylierung von in EGF-Domanen von Naiold einiger Blutgerinnungsfaktoren

anzutreffender O-Glukose vom UDP-Xyl-Transport eigtSlc35b4 abhangt, nicht aber die
Glykosaminoglykansynthese. Daher wird bei der Ptygnsierung des Mausmodells das
Hauptaugenmerk zunéchst auf der Untersuchung vedsaier von Notch abhangiger

Entwicklungsprozesse liegen.

Mit dem noch fertigzustellenden konditionellen Kkouat-Modell soll zunachst die totale

Inaktivierung durch Einkreuzen einer Maus (ZP3-cra) Expression der Cre-Rekombinase
in den ersten Tagen der Embryonalentwicklung enteierden (Lewandoski, 1997). Anhand
dessen wird sich zeigen, ob Slc35b4 bereits in Elmbryonalentwicklung essentiell ist.

Einzelzellen kénnen in Kultur mit einer Expressies Slc35b4 von 19% im Vergleich zum
Wildtyp Uberleben. Ob eine vollstandige Inaktiviegudes Slc35b4 von Zellen oder gar dem
Gesamtorganismus toleriert wird, bleibt zu untehngunc
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9 Anhang

9.1 Abkurzungen

Allgemein gebrauchliche Abklrzungen, wie z.B. DNRNA, die Abkurzungen fir die
Ribonukleosidtriphosphate und Desoxyribonukleogtsphate, der Einbuchstabencode der
proteinogenen Aminosauren und bekannte SI-Einhsitehnicht aufgefuhrt.

Ac Acetat

Amp mikrobielles -Laktamase-Gen (vermittelt Ampicillinresistenz)

BCA bicinchoninic acid

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Basenpaare

CDG congenital disorder of glycosylation

cDNA complementary DNA

CMV Cytomegalovirus

CHO chinese hamster ovary

CIP calf intestinal phosphatase

CSPD Dinatrium-3-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetan-3,2'-(Shioro)tricyclo[3.3.1.2]
dekan}-4-yl) phenylphosphat

Cr cycle threshold

ddH,O bidestilliertes Wasser

DIG Digoxigenin

DMEM Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium

DMPC Dimethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTPs Desoxyribonucleosidtriphosphate

Dol-P Dolichylphosphat

Dol-PP Dolichylpyrophosphat

DT-A Diphtherietoxin A

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ER endoplasmatisches Reticulum

ES embryonale Stammzellen

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FACS fluorescence activated cell scanner/sorter

FCS fotales Kalberserurfefal calf serum

Gal Galaktose

GalNAc N-Acetylgalaktosamin

GFP green fluorescent protein

Glc Glukose
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GIcA
GIcNACc
HPRT
IEF

lacZ
LB-Medium
LC
LC-MS/MS
M

Man
MEF
MMuLV
MOPS
MRNA
neo

o/n

ORF
PAPS
PBS
PCR
PFA
PGK
RNAI
RT
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
Sia
shRNA
SiRNA
TAE
TBE
Tris

U

viv

w/v
X-Gal
Xyl

Glukuronsaure
N-Acetylglukosamin
Hypoxanthin:Guanin-Phosphoribosyltansferase
isoelektrische Fokussierung
-Galaktosidase-Gen
Luria-Bertani-Medium
Fllissigchromatographidquid chromatography
Flissigchromatographie mit anschlieender Tandemssbtespektrometrie
mol/|
Mannose
murine embryonic fibroblast
Moloney Murine Leukemia Virus
3-Morpholinopropansulfonsaure
messengeRNA
Aminoglykosid-Phosphotransferase-Gen (verrmittebmycinresistenz)
Uber Nacht
offenes Leserasteopen reading franje
3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat
Phosphat-gepufferte Saliph@sphate buffered salipe
Polymerasekettenreaktion
Paraformaldehyd
Phosphoglyceratkinase
RNA Interferenz
Raumtemperatur
reverse Transkription mit anschlieRender PCR
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Sialinsaure
short hairpin RNA
short inhibitoryRNA
Tris-Acetat-EDTA
Tris-Borat-EDTA
Tris(hydroxymethyl)aminoethan
Unit (Enzymeinheit)
volume per volume
weight per volume
5-Bromo-4-chloro-3-indoyl--D-galaktopyranosid
Xylose
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