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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Endosomaler Transport von Proteinen

Die eukaryotische Zelle hat unterschiedliche Mechanismen entwickelt, um extrazellulire
Molekiile zu internalisieren. Neben der Phagozytose, iber die groBe Makromolekiile
(< 0,5 um) in die Zelle gebracht werden, gibt es die Pinocytose (Silverstein et al., 1977), die
im Allgemeinen als Endozytose bezeichnet wird. Hierbei werden Molekile und
extrazellulire Flissigkeit tiber kleine Vesikel internalisiert. Bei diesem Prozess, der tber
spezifische Rezeptoren reguliert ist, werden die Vesikel als sogenannte Clathrin-Coated Pits
(CCP) internalisiert und tber endosomale Kompartimente in der Zelle weitergeleitet.
Molekiile, die Clathrin-unabhingig endozytiert werden, befinden sich haufig in Caveolae.
Dies sind spezialisierte Bereiche in der Membran, so genannte /ipd raffs, die u.a. auch am
Lipidstoffwechsel beteiligt sind. Das strukturgebene Protein der Caveolae ist Caveolinl

(Parton and Simons, 2007).

1.1.1 Die endosomalen Kompartimente der Zelle

Die Clathrin-abhingige Endozytose kommt in fast allen tierischen Zellen vor. Hierbei
werden die zu internalisierenden Rezeptoren und ihre Liganden tber bestimmte
Adaptorproteine wie dem Adaptor Protein-2 (AP-2), an Clathrin gebunden. Die durch
Abknospung von der Plasmamembran entstehenden Vesikel, werden dann tiiber Dynamin
von der Membran abgeschntrt (van der Bliek et al.,, 1993). Nach der Internalisierung des
Vesikels zerfillt das Clathringertst wieder in einzelne Clathrin-Triskelionen (Pearse and
Robinson, 1990) und der dabei entstehende Vesikel wird als frihes Endosom (early
endosome, EE) bezeichnet. Die frihen Endosomen spielen eine wichtige Rolle fiir den
weiteren Weg ihrer Fracht. Hier wird entschieden, ob der Inhalt zurick an die
Plasmamembran recycelt oder zum endgiltigen Abbau zu den Lysosmen transportiert
werden soll (Sheff et al., 1999). Neben diesen beiden Wegen kann das Cargo an dieser
Stelle auch tber den retrograden Transport von frithen Endosomen zuriick zum Golgi-

Apparat (Golgi) transportiert werden (Bonifacino and Rojas, 2000).
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Im Falle des Recycling-Weges, kann die Fracht entweder Gber den direkten Weg von den
frihen Endosomen zur Plasmamembran transportiert werden oder iber spezielle
Recycling-Endosomen (RE), die auch als regycling vesicles (RV) bezeichnet werden, ablaufen.
Molekiile, die fiir den Abbau iiber die Lysosomen bestimmt sind, durchlaufen die spiten
Endosomen (late endosomes, 1LE). Diese vesikuliren Strukturen werden auch als Pre-
Lysosomen bezeichnet, da ihr Lumen bereits einen sauren pH-Wert aufweist und einige
lysosomale Hydrolasen schon hier aktiv sind. Der Ubergang zu den Lysosomen ist
dynamisch und es scheint mehr ein Gleichgewicht zwischen spiten Endosomen und
Lysosomen zu herrschen als ein unidirektionaler Transport (Griffiths et al., 1988). Der
nicht abbaubare Inhalt der verschmelzenden Kompartimente, wie die lysosomalen Enzyme
oder einige Lipidkomponenten konzentrieren sich in den Lysosomen. Diese werden dann,
bis sie die nichste Verschmelzung mit spiten Endosomen eingehen, als ruhende (resting)

Lysosomen bezeichnet (Mellman, 1996).

1.1.2 Rezeptor-vermittelte Endozytose

Bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose werden die zu internalisierenden Liganden iiber
spezifische Rezeptoren, die in der Plasmamembran lokalisiert sind, in die Zelle geschleust.
Eines der bekanntesten Mitglieder dieser Gruppe ist der low-density lipoprotein- Rezeptor
(LDL-R). Damit der Rezeptor und sein Ligand, das /low density lipoprotein (1LDL), internalisiert
werden koénnen, muss das in der Leber hergestellte Adaptorprotein ARH (autosomale
rezessive Hypercholesterolemie) die Interaktion zwischen der cytoplasmatischen Domine
des Rezeptors und dem Adaptorprotein AP-2 vermitteln (He et al., 2002). AP-2 bindet an
Clathrin und der Komplex aus Rezeptor, Ligand und Adaptorproteinen wird als Clathrin-

coated vesicles (CCV) endozytiert.

Eine Ansiuerung durch die ATPase, also das Absenken des pH-Wertes in den
entstechenden frihen Endosomen, fithrt zur Dissoziation des Liganden vom Rezeptor
(Cain et al., 1989). So wird zum Beispiel der LDL-Rezeptor, nach der Internalisierung nicht
in den Lysosomen abgebaut, sondern tber recyeling vesicles zur Plasmamembran zurtck
transportiert. Diese RVs erscheinen erst als tubuldre Ausliufer der frithen Endosomen, in
denen vermehrt Rezeptoren angesammelt werden (Hopkins and Trowbridge, 1983), die

dann als Vesikel abgeschniirt werden.
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Einige Rezeptoren durchlaufen bis zu zehn Endozytoserunden. Es ist beschrieben, dass
das sogenannte Regyeling Kompartiment in perinukledren Bereichen der Zelle, als ein
intrazelluldrer Pool fir einige Plasmamembranrezeptoren, wie dem Tfn-Rezepter (van der
Sluijs et al., 1992) oder dem LDI -receptor-related protein1 (LRP1) dient. Laatsch et al. konnten
zeigen, dass nicht nur der Rezeptor, sondern auch das Apolipoprotein (Apo)E, als Ligand,
nach der Internalisierung mittels LRP1, in endosomalen Kompartimenten verbleibt. In der
Leber produziertes high-density Lipoprotein (HDL) wird zu diesen ApoE-enthaltenen

Endosomen transportiert und fihrt zur Sezernierung des ApoE (Heeren et al., 2000).

1.1.3 Der Retromer Komplex

Das Retromer ist ein heteropentamerer Komplex (Abb. 1-1), der urspringlich im
Ricktransport von Vakuolenproteinen in der Hefe entdeckt wurde (Seaman et al., 1998). In
Sdugerzellen besteht er aus den wvacuolar protein sorting (Vps) Proteinen Vps35 (Vps35p,
Aquivalent in der Hefe), Vps29 (Vps29p) und Vps26 (Vps26p) sowie zwei Mitgliedern aus
der Sortin Nexin (SNX)-Proteinfamilie (Cereghino et al, 1995). Der Komplex ist im
retrograden Transport von Proteinen, insbesondere Rezeptoren wie dem Vpsl1Op in der
Hefe oder dem cation-independent Mannose-6-Phosphat Rezeptor (CI-MPR) in Saugerzellen,
vom Endosom zurick zum #ans-Golgi-Netzwerk (TGN) titig. MPR sind am TGN
lokalisiert, um lysosomale Hydrolasen, die einen Mannose-6-Phoshat (MP)-Rest tragen, zu
binden und sie anschlieBend in CCV zu den Pre-Lysosomen zu transportieren (Braulke and
Bonifacino, 2009). Diese Rezeptoren werden nicht in den Lysosomen degradiert, sondern
fir die erneute Erkennung von MP-gekennzeichneten Proteinen wiederverwendet. Der
Ricktransport der MPR wird durch das Retromer gewihrleistet (Seaman et al., 1997;
Seaman et al., 1998). Neuere Studien zeigen, dass der Retromerkomplex auch in den
Transport von Transmembranproteinen von endosomalen Kompartimenten zur
Plasmamembran involviert ist. Dabei konnte gezeigt werden, dass das Retromer-assoziierte

Protein SNX27 eine Rolle dabei spielt (Temkin et al., 2011).

Die beiden SNX-Proteine tragen eine Phox homology (PX) Domine, womit sie an
Phosphatidylinositol-3-Phosphate (PI3P) und somit an endosomale Membranen binden
konnen (Cozier et al., 2002; Yu and Lemmon, 2001). Bei den im Retromer gefundenen
SNX Proteinen handelt es sich um SNX1, SNX2, SNX5 oder SNX6, wovon zwei dieser
(SNX1/2 mit SNX5/6) tiber ihre BAR-Domine dimetisieren und so an die endosomalen
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Tubuli bzw. Vesikel binden konnen. Die trimire Vps35-Vps29-Vps26-Untereinheit des
Retromer-Komplexes ist fir die Cargo-Selektion verantwortlich. Vps35 dient als Plattform
fir die anderen Vps-Proteine und bindet die zu transportierenden Proteine. Das kleinste
Protein, das Vps29, sorgt fir das se/f-assembly des Komplexes. Vps26 ist fir die Interaktion
zwischen der Vps-Untereinheit und dem SNX-Dimer zustindig (Nothwehr et al., 1999;
Nothwehr et al., 2000).

Vps10p or CI-MPR

Endosomal membrane

gPtdlns3P

BAR domains a

Structural role Cargo selection

Abb. 1-1 Das Retromer und seine Interaktionen.

Vps35p interagiert tiber den N-Terminus mit Vps26p und Giber den C-Terminus mit Vps29p. Vps35p bindet
auBerdem das zu transportierende Protein, wie das VpslOp oder den CI-MPR. Vps5p und Vpsl7p
dimerisieren iber ihre C-terminalen (BAR)-Dominen. Die entsprechenden Proteine in Sdugerzellen sind
SNX1 und SNX2, alle vier tragen Phox Homology (PX)-Dominen tber die sie an Phosphatidylinositol-3-
Phosphate in endosomalen Membranen binden. Vps5p bzw. SNX1 interagiert mit dem Vps35p-Vps26p-
Vps29p-Subkomplex, in dem die N-terminale Region des Vps5p/SNX1 mit dem N-Terminus des Vps35p
interagiert. Quelle: Seaman, M. N. J, 2005.

1.2 Funktion und Bedeutung von Adaptorproteinen

Als Adaptorproteine werden Proteine, meist ohne eigene katalytische Funktion, bezeichnet,
die fur die Interaktion anderer Proteine notwendig sind. Sie dienen als eine Art Plattform,
auf der die Interaktionspartner zusammenkommen. Viele physiologische Vorginge und
Signalwege konnten ohne Adaptoproteine nicht ablaufen (Flynn, 2001). So koppeln
Adaptorproteine z.B. Transmembranrezeptoren, die internalisiert werden, an die
Endozytosemaschinerie, regulieren den Transport von Vesikeln zwischen endosomalen
Kompartimenten tiber das Cytoskelett, und sind fir die Aufrechterhaltung der Zellpolaritit

von grof3ter Wichtigkeit.

Um Protein-Protein-Interaktionen zu vermitteln, verfligen Adaptorproteine tber

besondere Bindungsdominen, Gber die sie bestimmte Motive in der Aminosiuresequenz
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der Zielproteine binden kénnen. Dabei werden die Adaptorproteine anhand ihrer Spezifitit

in verschiedene Gruppen unterteilt (Uhlik et al., 2005).

Die heterotetrameren Clathrin-Adaptorkomplexe (AP-Proteine), zu denen unter anderen
AP-1 und AP-2, gezihlt werden (Hirst et al., 2013; Robinson, 2004), sind im endosomalen
Trafficking von Proteinen von grof3er Bedeutung. Bei der Clathrin-vermittelten Endozytose
des LDL-R stellt das AP-2 (Robinson, 1989) die Interaktion zwischen der Clathrinhille
und dem LDIL-R- Adaptorprotein ARH her. AP-2 besteht aus vier Untereinheiten, der -,
B2-, u2- und o©2-Adaptin-Untereinheit (Kirchhausen, 1999). Dabei interagiert die
B-Untereinheit des AP-2 iber ein spezielles Clathrin-Box-Motiv (L)D/E¢D/E, Leucin-

¢— Asparaginsiure/ Glutaminsdure-¢—Asparaginsiure/Glutaminsiure, wobei ein ¢ eine
gro3e hydrophobe Aminosdure (AS) darstellt) an Clathrin (Owen et al., 2000; ter Haar et
al., 2000). Das p2-Adaptin bindet tuber an Yxx¢ (x steht fur eine beliebige AS)- und Di-

Leucin-Motive im Transmembran-Cargos, die a-Untereinheit vermittelt die Interaktion des
Adaptorproteins mit Phosphatidylinositolphosphaten (PdtInsP) der Plasmamembran. Ein
weiteres Mitglied der AP-Proteinfamilie ist das AP-1. Dieses Adaptorprotein befindet sich
am TGN und in RE und ist unter anderem an der Sortierung von Transmembranproteinen
an die apikale oder basolaterale Oberfliche der Zelle beteiligt (Deborde et al., 2008).

Polarisierte Zellen weisen unterschiedliche Kompositionen ihrer apikalen und basolateralen
Membranen auf (Bryant and Mostov, 2008; Mellman and Nelson, 2008). Fir den LDL-
Rezeptor und auch fir LRP1 ist bekannt, dass diese Lipoprotein-Rezeptoren basolateral
sortiert werden (Matter et al., 1992). Fur die richtige Sortierung tragen die Proteine
bestimmte Signalmotive, an die wiederum Adaptorproteine binden kénnen. Bei Patienten,
die an der Turku-Variante der familidren Hypercholesterolimie leiden, kommt es durch
eine Mutation im Sortierungsmotiv zur Misslokalisation des LDL-Rezeptors. Hierbei wird
der Rezeptor an die apikale Oberfliche von Epithelzellen und in Hepatozyten an die
Gallen-kanalikuldre Seite transportiert (Koivisto et al, 2001). Durch den damit
einhergehenden Verlust des LDL-R an der basolateralen Oberfliche, kommt es zur
verminderten Aufnahme von Cholesterol aus dem Blut, was wiederum zur

Hypercholesterolimie fiihrt.
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1.2.1 PTB-Adaptorproteine

Pawson und Kollegen beschrieben die sre-homology 2 (SH2)-Domine im Carboxylterminus
der Src-Tyrosin-Kinase als eine spezielle Bindungsdomine. Nicht viel spiter konnten diese
und andere Gruppen weitere Bindungsmodule wie die SH3, die Pleckstrin homology (PH) und
auch die phosphotyrosine-binding (PTB) Domine in vielen Proteinen, die Protein-Protein-

Interaktion vermitteln, identifizieren (Pawson, 1995; Pelicci et al., 1992).

PTB-Adaptorproteine enthalten eine PTB-Domine, wobei diese die Interaktion mit dem
Liganden vermittelt. Die Namensgebung dieser Domaine ist irrefithrend, da sie
urspriinglich als Phosphotyrosin-spezifische Domine identifiziert wurde. Mittlerweile
wurden aber immer O6fter PTB-enthaltene Proteine beschrieben, die Phosphotyrosin-
unabhingig an ihren Liganden binden. Die strukturelle Aufl6sung der PTB-Domine zeigte,

dass sie eine PH-Domine beinhaltet. Die Anatomie der PH-Domine wird auch als superfold
bezeichnet und weist im Allgemeinen sieben antiparallele B-Stringe auf, die zwei

orthogonale P-Faltblitter ausbilden, an deren C-Terminus sich eine o-Helix befindet.

Weitere Merkmale der PTB-Domine sind eine Peptidbindungstasche, die durch den

B5-Strang und der C-terminalen o—Helix geformt wird, sowie eine extrem basische
»Krone®, die Phospholipide binden kann. Es konnte gezeigt werden, dass PTB-
Adaptorproteine wie ARH (Mishra et al., 2002b), Disabled (Dab)-1 (Howell et al., 1999;
Yun et al, 2003) und Dab-2 (Mishra et al, 2002a), Insulinrezeptorsubstrat (IRS)-1
(Takeuchi et al., 1998) und auch Shc (Ravichandran et al., 1997) tber ihre PH-Domine mit
Phospholipiden  interagieren. =~ PH-Dominen gelten als der Prototyp  der
Phosphoinosidbindedomine. Diese Beobachtungen begrinden, dass PTB-enthaltene
Proteine oft in juxtamembranen Bereichen oder direkt an Membranen lokalisiert sind. Die
Interaktion von PTB-Proteinen mit Phospholipiden und ihre gleichzeitige Bindung an
spezifische Liganden sind zwei unabhingig voneinander ablaufende Prozesse (Yun et al.,

2003).

Trotz der beschriebenen konservierten Grundstruktur der PTB-Domine, werden PTB-
Adaptorproteine in drei generelle Untergruppen, die IRS-, die She- und die Dab-dhnlichen
PTB-Proteine kategorisiert (Uhlik et al,, 2005), die im Folgenden niher beschrieben

werden.
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1.2.1.1 IRS-1-und Shc- dhnliche PTB-Adaptorproteine

Den IRS-1- und Shc-dhnlichen ist gemein, dass sie nur phosphoryliertes Tyrosin (Y) in den
entsprechenden Motiven ihrer Liganden binden. Diese Motive sind oft NPxY- oder leicht
davon abweichende Motive. Sie werden aber anhand ihrer Struktur und der Verwendung
unterschiedlicher Aminosiuren in ihrer Bindungstasche unterschieden. Proteine der IRS-1-
dhnlichen weisen eine kirzere PTB-Domine auf als die Shc-dhnlichen. Sie werden als
Adaptorproteine fiir die Tyrosin-phosphorylierte cytoplasmatische Domine des Insulin-
Rezeptors (IR), Insulin-related Rezeptor (IRR), Insulin-growth-factor Rezeptor (IGFR),
epithelial growth factor Rezeptor (EGFR) und vielen weiteren Rezeptortyrosinkinasen und

Tyrosinkinasen beschrieben (Solow et al., 1999).

Shc-dhnliche PTB-Dominen weisen zusitzlich eine SH2-Domine auf, die es ihnen erlaubt
eine Vielzahl von aktivierten Wachstumsfaktorrezeptoren zu binden. Nach der Bindung an
den Rezeptor wird Shc selbst Tyrosin-phosphoryliert und rekrutiert wiederum andere
Adaptorproteine, wodurch dann beispielsweise der Mitogen-aktivierte Proteinkinase
(MAPK) Signalweg stimuliert wird (Lopez-Ilasaca, 1998). Daneben ist bekannt, dass es
nach einer Phosphorlierung des NPxY-Motivs in der cytoplasmatischen Domine von
LRP1 durch eine v-Src-Kinase zur Rekrutierung von She an den Rezeptor kommt. Diese

Interaktion fithrt dann zur Aktivierung des Ras-Signalweges (Barnes et al., 2001).

1.2.1.2 Dab-dhnliche PTB-Adaptorproteine

Charakteristisch fir die Gruppe von Dab-dhnlichen PTB-Adaptorproteinen ist, dass sie
nicht an phosphoryliertes Thyrosin im NPxY-Motiv ihres Liganden binden kénnen. Dab1-

ahnliche PTB-Adaptorproteine weisen, genau wie Shc-dhnliche, zwei a-Helices mehr als
IRS-1-dhnliche in ihrer PTB-Domaine auf. Dab-1, Dab-2, ARH, Numb oder auch X-11
werden in diese Untergruppe der PTB-Proteine eingeordnet. Die Eigenschaft der PTB
Proteine, neben NPxY-Motiven auch PdtlnsP zu binden, ist bei dem Dab-dhnlichen ARH
bei der Rolle des Adaptorproteins in der Clathrin-vermittelten Endozytose von groBer
Bedeutung (Garcia et al., 2001; Mishra et al.,, 2002b). Es ist bekannt, dass viele Dab-
dhnliche PTB-Proteine an Mitglieder der LDL-Rezeptor-Familie binden. Dab-1 bindet zum
Beispiel an den LDL-Rezeptor (Hiesberger et al., 1999; Trommsdorff et al., 1999) und
wurde im Zusammenhang mit der Bindung von Reelin gefunden. Reelin ist ein von

corticalen Neuronen sekretiertes Protein, das an die extrazellulire Domine einiger LDL-
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Rezeptoren (LDLR, LRP, VLDLR, ApoER2) (Gotthardt et al., 2000; Oleinikov et al.,
2000) bindet. Weitere Adaptorproteine, wie GULP und Dab-2, binden an LRP1. Thnen
wird eine wichtige Rolle in der Endozytose des Rezeptors zugeordnet (Mishra et al., 2002a).
Dab-2 vermittelt dabei die Interaktion mit AP-2 und dem Clathrin-, Kifig* und unterstiitzt

den Komplex bei der Invagination der Vesikel.

1.2.1.3 Das Adaptorprotein Phosphotyrosine Interacting Domain containing 1

Das Adaptorprotein Phosphotyrosine Interacting Domain containing 1 (PID1) wurde urspriinglich
als ein intrazellulires Protein beschrieben, dass im Fettgewebe von tbergewichtigen
Personen starker exprimiert wird als bei Normalgewichtigen (Wang et al., 2006). Das
humane PID1-Gen befindet sich auf Chromosom 2 (2q 36.3; Genbank Accession Nr.
AY317148) und kommt in drei Isoformen, MWQP, MPRI, MESL, vor, die anhand der
jeweils ersten vier Aminosduren bezeichnet werden. Carata und Kollegen (Caratu et al.,
2007) konnten PID1 in einem Screeningprojekt als einen Interaktionspartner von LRP1
identifizieren. In dieser Untersuchung wurde PID1 in einem trimiren Komplex mit LRP1
und Cubulin gefunden. Aus dieser Entdeckung rithrt auch die Bezeichnung PCLI1 (PTB-
containing Cubilin and LRPT interacting protein 1) fur PID1. Oft wird es auch als NYGGF4
benannt. Das murine PID1 wird nur als MWQP-Isoform exprimiert. Mit 217 Aminosduren
(28 kDa) ist es ein kleines Protein, das hauptsichlich aus einer PTB-Domine besteht, die

an nicht phosphorylierte NPxY-Motive bindet (Doktorarbeit von Britta Hoffzimmer).

Die gefundene Interaktion von PID1 mit LRP1, die durch Yeast two Hybrid und Pulldown-
Experimente bestitigt wurde, (Caratu et al., 2007; Kajiwara et al,, 2010) ldsst darauf
schlieBen, dass PID1 im Lipidstoffwechsel involviert ist. Die Beobachtung, dass die
Sequenz von PID1 der des LDL-R assoziierten Adaptorproteins ARH stark dhnelt, weist
auf eine mogliche Beteiligung von PID1 an der Endozytose von LRP1 hin. Wang et al.
beobachteten eine Forderung der Proliferation von Pre-Adipozyten nach Uberexpression
von PID1. In dieser Studie konnten gezeigt werden, dass iiberexprimiertes PID1, welches
mit dem green-fluorescent-protein (GFP) gekoppelt war im Zytoplasma der Zellen lokalisiert.
Weiterhin konnten sie zeigen, dass diese Uberexpression von PID1 dazu fiihrte, dass sich
eine groflere Anzahl der Zellen in der S-Phase der Proliferation befand (Wang et al., 2000).
PID1 wird auch im Zusammenhang mit Insulinresistenz, die hdufig eine unmittelbare
Folge von Ubergewicht ist, diskutiert. Bei insulinresistenten Patienten ist die Aufnahme

von Glukose aus dem Blut gestort. In gesunden Adipozyten oder Myozyten bindet das
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Insulin, das nach der Nahrungsaufnahme von den B-Zellen des Pankreas ausgeschiittet
wird, an den IR. Diese Interaktion bewirkt die Aktivierung einer Signalkaskade tiber IRS-1,
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und die Proteinkinase B (Akt), die zur Translokation
des Glukosetransporters 4 (Glut4) fuhrt. Glut4 enthaltene intrazellulire Vesikel (GSV,
Glutd storage vesicle), die auch auch als zmsulin responsive vesicles (IRV) bezeichnet werden
(Bogan and Kandror, 2010), werden darauthin an die Plasmamembran transportiert, wo die
Glukose tber den Transporter in die Zelle gelangt. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass PID1-tberexprimierende 3T3-1.1 Adipozyten weniger Glukose auf
den Insulin-Stimulus hin aufnehmen (Zhang et al., 2008) als Zellen, bei denen die
Expression der PID1-mRNA herunterreguliert war (Zhang et al., 2010). Der Knockdown
von PID1 fihrt in kultivierten C2C12 Skelettmuskelzellen zu einer stirkeren Glut4-

Translokation und einer erhohten Glukoseaufnahme (Zeng et al., 2012).

Daneben wurde beschrieben, dass PID1 eine Rolle bei der Produktion von reactive oxigen
species (ROS) in den Mitochondrien spielt (Zhao et al., 2010) und es dadurch zu einer
Fehlfunktion der Mitochondrien kommt. Die durch Ubergewicht verursachte verminderte
Insulinsensitivitit wurde im Zusammenhang mit einer Reduktion der mitochondrialen

ATP-Produktion gefunden (Petersen et al., 2003).

Weitere Studien bringen PID1 und seine Interaktion mit LRP1 in Verbindung mit

Alzheimer. In den Gehirnen von Patienten wurde eine verminderte Expression von PID1

beobachtet (Kajiwara et al., 2010).

Unabhingig von LRP1 wurde PID1 kiirzlich in einer Studie tber Gehirntumore als ein
Wachstum-inhibierender Faktor beschrieben. Bei Patienten, die an Medulloblastomen und
Gliomen leiden, konnte festgestellt werden, dass die Tumore, in denen eine hohere

Expression von PID1 vorhanden war, langsamer wuchsen (Erdreich-Epstein et al., 2013).

PID1 scheint somit wie LRP1 an der Regulation pathophysiologisch bedeutsamer Prozesse
beteiligt zu sein. Die Funktion der LRP1-PID1-Interaktion wurde bislang jedoch nicht

beschrieben und ist Gegenstand dieser Arbeit.
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1.3 Lipoprotein-Stoffwechsel

1.3.1 Funktion und Bedeutung von Lipoproteinen

Lipoproteine sind fiir den Transport von Lipiden und einigen fettloslichen Vitaminen
durch den Organismus zustindig. Fir die Versorgung der Zellen mit Vitamin K sind
Lipoproteine von grof3ter Bedeutung, weil dieses Vitamin ausschlief3lich tiber Lipoproteine
im Blut transportiert wird. Lipoproteine werden in unterschiedliche Klassen unterteilt. So
gehoren Chylomikronen (CM) und die very-low-density lipoproteins (VLDL) zu den
triglyzeridreichen Lipoproteinen. LDIL sowie HDI werden als cholesterolreiche
Lipoproteine eingestuft. Neben der unterschiedlichen Zusammensetzung der zu
transportierenden Lipide, sind sie sehr einfach anhand ihrer GroB3e bzw. Dichte zu trennen.
CM variieren in ihrer Gro3e zwischen 75 und 1200 nm und sind die Lipoproteine mit der
geringsten Dichte (<0,95 kg/L). Sie transportieren hauptsichlich Triglyzeride (TG) und
kaum Cholesterol oder Cholesterylester (CE).

A

Phospholipid-

Apolipoprotein
Monolayer R

AT

—

et TY T P,

freies (nicht verestertes)
Cholesterol

Triacylglyzerole

Cholesterylester LDL (x 180.000) HDL (x 180.000)

Abb. 1-2 Aufbau von Lipoproteinen

Lipoproteine sind Mizellen aus einer Phospholipidschicht. Sie tragen Apolipoproteine und transportieren,
Triacylglyzerole, Cholesterylester und freies, nicht verestertes Cholesterol (A). Darstellung der
unterschiedlichen Lipoproteinklassen. Chylomikronen und VLDL sind triglyzeridreiche Lipoproteine, LDL
und HDL werden als cholesterolreiche Lipoproteine eingestuft (B). Quelle: adaptiert aus dem Internet

(http://withfriendship.com/user/sathvi/lipoprotein.php)

VLDL beinhalten mehr Cholesterol als CM, der Anteil der TG in diesen Lipoproteinen
Uberwiegt bei weitem dem des Cholesterols. Sie weisen eine Grofie zwischen 30 und 80 nm

auf und ihre Dichte schwankt zwischen 0,95 und 1,019 kg/L. Freies und verestertes


http://withfriendship.com/user/sathvi/lipoprotein.php

Einleitung 11

Cholesterol wird tberwiegend mittels LDL durch den Organismus transportiert. Diese
Klasse der Lipoproteine ist zwischen 18-25 nm grof3 und wird als 1,019-1,063 kg/L dichte

Partikel beschrieben, die nur wenig TG beinhalten.

Wie der Name schon sagt, weist das HDL die héchste Dichte (1,063-1,210 kg/L) aller
bekannten Lipoproteine auf. Es ist gleichzeitig mit seinen gerade einmal 5-12 nm auch das
kleinste und transportiert hauptsichlich Cholesterol und nur einen geringen Anteil an TG.

Im Vergleich zum LDL sind die Kapazititen der HDL aber geringer.

Neben den zu transportierenden Lipiden und ihrer Phospholipidmembran beinhalten
Lipoproteine spezielle Proteine, die so genannten Apolipoproteine (Apo). Hierbei handelt
es sich zum einen um strukturgebende Proteine wie dem ApoB-48 der CM, dem ApoB-100
in VLDL und LDL sowie dem ApoA-I im HDL. Zum anderen sind es funktionelle
Apoproteine wie ApoE, das beispielsweise die Bindung von CM an LRP1 vermittelt,

worauf spater in dieser Arbeit niher eingegangen wird.

1.3.2 Der Weg der Lipide durch den Organsimus

Die Organisation von Lipiden ist von zentraler Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung
zellulirer Membranen und die Energichomd&ostase des Organismus. Da die hydrophoben
Lipide nicht einfach im Blut transportiert werden kénnen, werden sie in Lipoproteinen
verpackt (Lehrbuch ,,The Metabolic and Molecular Bases of Inberited Disease). Der
Lipoproteinstoffwechsel bescheibt den Transport von Lipiden, wobei zwischen dem
exogenen sowie endogenen Transport und dem reversen Cholesterintransport
unterschieden wird. Der exogene Weg wird auch als Chylomikronenstoffwechsel
bezeichnet. Hierbei werden komplexe Lipide, die tber die Nahrung aufgenommen wurden
im Dunndarm durch Enzyme (Lipasen und Esterasen) gespalten. Die entstehenden
Monoglyzeride, Phosphatide und das Cholesterol, welches tber die Niemann-Pick C 1-
likel (NPC1L1) Proteine transportiert wird (Wang and Song, 2012), werden von den
Epithelzellen der Mucosa aufgenommen und zu TG, Phospholipiden und CE
resynthetisiert. Das nur in diesen Zellen synthetisierte ApoB-48 wird mit den
synthetisierten Lipiden beladen. Durch die Hilfe des microsomal TG-Transferprotein
(MTTP) entstehen Chylomikronen, die tber Vesikel in die Lymphe sezerniert werden. Von
dort aus gelangen die CMs, die viele Triglyzeride und wenig Cholesterin enthalten, tiber den

Duktus thoraciens in die Blutbahn. Hier werden den CM weitere Proteine, wie das ApoE,
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Apolipoproteine der Klasse C (ApoCs), ApoA-V und Cholesterylester vom HDL
tbertragen. In den Kapillaren peripherer Organe, wie den Fettgeweben und der Skelett-
sowie Herzmuskulatur, werden die in den Chylomikronen enthaltenen Triglyzeride durch
das Endothel-stindige Enzym Lipoproteinlipase (Lpl) hydrolysiert. Die Lpl wird iiber das
hycosylphosphatidy-inositol-anchored  high density lipoprotein-binding protein1 (GPIHBPI) an die
Oberfliche der Endothelzellen gebracht. Neuere Studien zeigen, dass die Lpl an GPIHBPI
(Beigneux et al,, 2009) (Gin et al, 2008) (Beigneux et al, 2007) und Proteoglykane
gebunden am Endothel der Adipozyten und Myozyten lokalisiert ist, wodurch sie an die
Chylomikronen binden kann. Die Aktivitit der Lpl wird durch viele Faktoren reguliert. Der
essentielle Co-Faktor ist dabei das ApoC-II. Ist dieses Apolipoprotein nicht vorhanden
findet die Lipolyse durch die Lpl nicht statt. Weitere Faktoren, die Einfluss auf die Lpl
haben, sind das ApoA-1V, der lpase maturation factor 1 (ILMF1) oder auch die angiopoietin-like
proteins (ANGPTL) 3 und 4 (Nilsson et al.,, 2012). Die freien Fettsduren werden tber
Transmembranrezeptoren wie CD-36 in die Adipozyten und Myozyten aufgenommen, wo
sie dann wieder verestert werden. AnschlieBend werden sie entweder im weillen
Fettgewebe gespeichert oder fiir die direkte Energierversorgung der Zelle iber die
Mitochondrien genutzt. Das braune Fettgewebe wandelt diese Nahrungs-vermittelte

Energie in Wirme um (CANNON and NEDERGAARD, 2004).

Die nun instabilen CM geben einige ihrer Oberflichenmolekiile (Phospholipide, ApoCs) an
kleine HDL-Partikel ab und der Rest der CMs wird als Chylomikronen-Remmnant (CR)
bezeichnet. Diese Remnants binden dann iiber das noch enthaltene ApoE an Mitglieder der
LDL-Rezeptorfamilie. Insbesondere LRP1 ist an der Erkennung und der Endozytose der
CR in die Hepatozyten beteiligt. Jiingere Studien konnten zeigen, das auch das braune
Fettgewebe in der Lage ist postprandiale Lipoproteine als Partikel aufzunehmen (Bartelt et
al.,, 2011).

Der endogene Transport von Lipiden beschreibt den Weg der VLDL und LDL durch den
Organismus. VLDL wird in der Leber synthetisiert und das Strukturprotein dieser und
auch der LDL ist das ApoB-100. VLDL besteht aus TG, CE und Cholesterol und trigt
ApoE und ApoCs auf der Oberfliche. Nach der Sezernierung der VLDL ins Blut stellt
VLDL die Versorgung der peripheren Organe mit Fettsiuren im niichternen Zustand
sicher. Die TG der VLDL werden, wie die der CM, von der Lpl hydrolysiert. Die

entstehenden Remnants werden als intermediate density lipoproteins (IDL) bezeichnet. In den
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Lebersinusoiden werden die restlichen TG durch die hepatische Triacylglycerinlipase (HL)
hydrolysiert. Nach weiterer Prozessierung durch entsprechende Lipid-Transferproteine wie
dem Cholesterylestertransferprotein (CETP) und dem Phospholipidtransferprotein (PLTP)
entstehen cholesterolreiche LDIL-Partikel. Das ApoB-100 vermittelt dann die Bindung der
LDL an den LDL-Rezeptor, der in fast allen Zellen des Organismus exprimiert wird. Nach
der LDL-Rezeptor-vermittelten Endozytose iiber CCP gelangt die LDL tber Endosomen
in die Lysosomen, in denen Proteasen und Lipasen die Partikel verstoffwechseln. Das
durch die Hydrolyse von Cholesterylestern freigesetzte Cholesterol wird tber Nieman-
Pick-TypC Proteine (NPC) 1 und 2 aus den Lysosomen heraustransportiert und gelangt
zum endoplasmatischen Retikulum, wo es regulatorische Funktionen tibernimmt. So wird
zum Beispiel die Expression des LDI-Rezeptors tiber intrazellulires Cholesterol reguliert.
Der internalisierte LDI-Rezeptor wird meist mittels Recycling Endosomen an die

Plasmamembran zuriick transportiert.

Der dritte Weg tber den Lipide durch den Organismus transportiert werden, wird als
reverser Cholesteroltransport (RCT) bezeichnet. Hierbei handelt es sich um den
Ricktransport von Cholesterol aus der Peripherie zur Leber. Makrophagen besitzen
sogenannte Scavenger-Rezeptoren (SR-A, SR-B1). Die Expression dieser Rezeptoren ist
nicht vom Cholesterolgehalt der Zelle abhingig. Die Makrophagen kénnen ungehindert
oxidativ oder chemisch verinderte LDL aufnehmen und dadurch mit Cholesterol
iberladen werden. Diese Uberbeladung fithrt wiederum zur FEinlagerung von
Cholesterylestern in zytoplasmatischen Trépfchen wodurch die Makrophagen sich zu
sogenannten Schaumzellen entwickeln. Die pathogene Einwanderung der Monocyten in
die Intima der Arterienwand und die Entstehung von Schaumzellen sind der erste Schritt
zur Atherosklerose, die oft zu Schlaganfillen oder Herzinfarkten fithrt. Beim RCT wird das
Uberschussige Cholesterol aus den Makrophagen und anderen peripheren Cholesterol-
enthaltenen Zellen tber spezielle ATP-bindende-casette-Transportproteine (ABCA1 und
ABCGT1) auf HDL iibertragen. HDL transportiert die Lipide dann zur Leber, wo SR-B1 an
der selektiven Cholesterylesteraufnahme in die Leber beteiligt ist. Daneben sorgt das CETP
beim Menschen dafiir, dass TG von LDL gegen Cholesterylester der HDL getauscht
werden. Die Cholesteryester gelangen somit tber den LDL-Rezeptor zuriick in die Leber

(von Eckardstein et al., 2001).
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1.3.3 Der Low Density Lipoprotein (LDL)-Rezeptor

Der LDL-Rezeptor ist das erste entdeckte Mitglied der LDL-R-Familie und damit der
Namensgeber. Goldstein und Brown erhielten 1985 den Nobelpreis fir die Entdeckung
des LDL-Rezeptors und die damit einhergehende Rezeptor-vermittelte Endozytose (Brown

and Goldstein, 1980).

Mittlerweile werden sieben Transmembranrezeptoren als Kernproteine dieser Familie
betrachtet. Der LDL-R, der VLDL-Rezeptor (VLDL-R), der ApoE2/LRPS, MEGF
(multiple epidermal growth factor-like domain)7/1LRP4, LRP1, LRP1B und Megalin/LRP2 teilen
alle den gleichen strukturellen Aufbau (Dieckmann et al., 2010). Sie weisen alle eine oder
mehr Liganden-Bindungs-Dominen und mehr oder weniger wiederholte epidermal growth
Sactor (EGE)-receptor-like cysteine-rich repeats mit YWTD (Thyrosin-Tryptophan-Threonin-
Asparaginsiure)-B-Propeller-Dominen in ihren extrazelluliren Ketten auf. Weiterhin
besitzen sie alle eine Transmembrandomine und beinhalten wenigstens ein NPxY-Motiv in

ithrer cytoplasmatischen Kette (Abb. 1-3).

Der LDL-R ist ausschlief3lich fiir die Internalisierung von ApoB-enthaltenen Lipoproteinen
wie dem LDL zustindig. Mutationen im Gen des LDL-R, die die Funktion des Rezeptors
beeintrichtigen, fithren zur familidren Hypercholesterolimie (IFH). Patienten, die unter FH
leiden weisen stark erhohte LDL-Konzentrationen im Plasma auf, die wiederum das Risiko
fir Atherosklerose und koronare Herzerkrankungen erhéhen. In Fillen, in denen die LDL-
R-Funktion komplett fehlt, werden LDL-Konzentrationen von 1000 mg/dl im Blut

detektiert; diese Patienten sterben meist schon im Kindesalter an einem Herzinfarkt.

Die Expression des LDL-R wird durch intrazellulires Cholesterol, das wiederum auf
Membran-gebundene Transkriptionsfaktoren, sogenannte stero/ regulation element binding
proteins SREBPs) wirkt, reguliert. SREBPs gehéren zu einer Familie von Proteinen, die eine
basische helix-loop-helixc lencine zipper (OHLH-Zip) Struktur aufweisen (Brown and Goldstein,
1997) und an der Regulation vieler Gene des Lipidstoffwechsels beteiligt sind (Horton et
al., 2002). SREBPs werden als Vorliuferproteine synthetisiert und sind an der ER-
Membran gebunden. Das znsulin-induced gene (INSIG), welches auch in der ER-Membran
verankert ist, sorgt durch seine Bindung an das SREBP-ckavage-activating Protein (SCAP),
dafir, dass dieses Protein im ER zuriickgehalten wird (Radhakrishnan et al., 2008). SCAP
ist ein Escort-Protein und fungiert gleichzeitig als Sterol-Sensor-Protein (Yang et al., 2002).

INSIG bindet dabei an die Sterol-Sensor-Domine des SCAPs. Der Komplex aus SCAP
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und INSIG ist somit unter Cholesterol-reichen Bedingungen im ER lokalisiert. Niedrige
intrazellulire Cholesterolkonzentrationen fihren hingegen zur Dissoziation des INSIG
vom SCAP, welches dann wiederum mit dem COP-II-Transport-Komplex interagiert und
SREBP vom ER zu Golgi transportieren kann. Im Golgi prozessieren dann zwei
Membran-gebundene Proteasen, site-1-protease (S1P) und site-2-protease (S2P), SREBP,
wodurch ein N-terminales Fragment des SREBP von der Golgimembran freigesetzt wird
und zum Zellkern transloziert. Dort aktiviert es dann als Transkriptionsfaktor Gene, die ein
sterol response element (SRE) beinhalten. Dadurch wird die Expression des LDL-R und die
anderer fiir die Cholesterolhomdéostase wichtiger Gene reguliert (Goldstein and Brown,

2009).

Megalin/

© Ligand binding type repeat | A

=~ EGF precursor
=3  homology domain

E VPS10 homology
0 domain

» Fibronectin repeat
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0 O-linked sugar domain MEGF7/
0
*

Transmembrane domain LRP4
NPxY motif NH,

LDLR VLDLR Apoer2/ §
LRP8

Abb. 1-3 LDL-Rezeptor Gen-Familie

Die sieben Kern-Mitglieder der LDLR-Familie wie sie in Sdugern vorkommen. Sie sind alle durch eine oder
mehr Ligandenbindungsdominen charakterisiert. Sie weisen alle EGF-Homologie-Dominen auf. Diese
EGF-Wiederholungen und YWTD-Propeller (B-Propeller) — Dominen sind in die pH-abhingige Ablésung
des Liganden vom Rezeptor in Endosomen involviert. Alle Mitglieder bestechen aus einer
Transmembrandomine und einer cytoplasmatischen Domine, die mindestens ein NPxY-Motiv beinhaltet.
Diese Motive sind wichtig fiir die Endozytose und die Interaktion mit bestimmten Adaptorproteinen, die die
Rezeptoren an Signalwege koppeln. Der LDLR, der VLDLR und Apoer2 tragen eine O-verlinkte
Zuckerdomine. Quelle: Dieckmann et al., 2010

Neben diesem Feedback-Mechanismus, der fir die regulierte Aufnahme von Cholesterol

tber den LDIL-Rezeptor sorgt, gibt es viele weitere Proteine, die fiir die Funktion des
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LDL-R unabdinglich sind. So zum Beispiel PCSK9. Dieses Protein ist eine Konvertase, die
als molekulare Schere fur die gewebespezifische Degradation des LDL-R zustindig ist.
PCSK9 bindet an die EGF-dhnliche 7¢pear Domine der extrazelluliren Kette des LDL-R
(Rashid et al., 2005) und arbeitet wie ein Chaperon, indem es den lysosomalen Abbau des
Rezeptors bewirkt. Studien zeigen, dass die Depletion von PCSK9 in Miusen zu einer
Erhéhung der LDL-R Konzentration fithrt. (Rashid et al., 2005) (Chan et al., 2009). Die
damit einhergehende Senkung der LDIL-Cholesterol Konzentration im Blut um fast 50 %
verhindert die Entstehung von atherosklerotischen Lisionen. Verschiedene PCSKO9-
Inhibitoren werden zur Zeit in klinischen Studien getestet und werden vermutlich

demnichst zur Therapie von Hypercholesterolimien eingesetzt (Lee and Hegele, 2013).

1.3.3.1 Regulation des LDL-Rezeptors durch das Adaptorprotein ARH

Ein weiteres, fir die Funktion des LDIL-R wichtiges Protein, ist das Adaptorprotein ARH.
Dieses Protein wird der Klasse von PTB-Proteinen zugeordnet. ARH wird ubiquitir
exprimiert und vermittelt die fir die Endozytose wichtige Interaktion zwischen dem
Rezeptor und der Clathrin-Maschinerie (Mishra et al., 2002b). Dabei bindet die PTB-
Domine des ARHs Phosphotyrosin-unabhingig an das NPxY Motiv der intrazelluliren
Kette des LDIL-Rezeptors. Gleichzeitig interagiert ARH iiber eine spezielle Clathrin Box-
Konsensus-Sequenz (LLDLE), welche sich in der carboxyterminalen Region des Proteins

befindet, mit der schweren Kette des Clathrin-Triskelions. ARH assoziiert auch mit der a-

und B-Untereinheit des Clathrin-Adaptoprotein AP-2 (He et al., 2002; Mishra et al., 2002b).
Nach erfolgter Endozytose dissoziiert ARH mit den Clathrin-Coar-Proteinen vom
Endosom und steht erneut fir die Interaktion mit AP-2 an der Plasmamembran zur

Verfiigung.

Bei Patienten, die an der autosomal rezessiven Form der Hypercholesterolimie leiden, ist
die Funktion des ARHs gestért. Fine oder mehrere Mutationen im Gen des
Adaptorproteins fuhren dazu, dass ARH nicht mehr an die intrazellulire Domine des
LDL-R binden kann. Dadurch kann die Interaktion mit AP-2 nicht vermittelt werden und
die Endozytose des LDL-R und seines Liganden, der LDL, findet nicht statt. Betroffene
Patienten weisen statk erhohte LDIL-Konzentrationen im Blut auf, die bei Patienten mit

frihzeitiger Atherosklerose und koronarer Herzerkrankung assoziiert sind.
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1.3.4 Low density liporotein receptor -Related Protein1 (LRP1)

LRP1 (Beisiegel et al., 1989) ist eines der grolten Mitglieder der LDIL-R-Familie und
bewiltigt neben seiner Funktion als endozytierender Rezeptor im Lipoproteinstoffwechsel,
viele weitere Aufgaben. LRP1 wird ubiquitir exprimiert. Strukturell weist LRP1 die funf in
1.3.3 beschriebenen, typischen Dominen der LDL-R-Familie auf. LRP1 besitzt im
Gegensatz zum LDL-R vier Ligandenbindungsdominen, die als Cluster I-IV bezeichnet
werden. Bis heute sind tber 40 unterschiedliche LRP1-Liganden bekannt (Lillis et al.,
2005), wobei die meisten an Cluster II oder IV binden (Springer, 1998) (Willnow et al.,
1994b). LRP1 erkennt und bindet Lipoproteine, Proteinasen, Proteinase-Inhibitor-
Komplexe, Proteine der extrazelluliren Matrix, bakterielle Toxine, Viren und viele weitere
Liganden iber diese Cluster (Lillis et al., 2008). Die intrazellulire Domine von LRP1
enthilt zwei NPxY Motive, die fiir die Interaktion des Rezeptors mit Adaptorproteinen der
Endozytosemaschinerie wichtig sind und den Rezeptor an viele Signaltransduktionswege
kntpfen. Daneben weist LRP1 weitere Phosphorylierungs-, zwei Di-Leucin (LL)- Motive
und ein sich mit dem distalen NPxY-Motiv tbetlappendes Yxx¢-(Tyrosin-x-x-¢,

x=beliebige AS, $=hydrophobe AS) Motiv auf (Li et al., 2000) .

LRP1 wird als ein 600 kDa groBes Vorlduferprotein synthetisiert und vom ER-stindigen
Rezeptor-assoziiertem Protein (RAP) gebunden. RAP begleitet LRP1 als Chaperon vom
ER zum Golgi. Der niedrige pH-Wert im Golgi fihren zur Dissoziation des RAP von
LRP1 (Willnow et al., 1996) (Bu et al., 1995). Der Rezeptor wird im TGN von Furin
proteolytisch gespalten wodurch eine 515 kDa groBle o- und eine 85 kDa grofle B-Kette

entstehen, die nicht-kovalent assoziiert sind. Dabei beinhaltet die o-Kette ausschliel3lich

einen groBlen Teil der extrazelluliren Ligandenbindungsdomine. Die B-Kette besteht
hingegen aus einem kleinen extrazelluliren Bereich, der Transmembrandomine und dem
cytoplasmatischen Teil von LRP1 (Herz et al., 1990) (Reekmans et al., 2010). Das ,,reife*
LRP1 wird in perinukleiren Kompartimenten lokalisiert und aufgrund von bestimmten
extrazelluliren Stimuli unter Mithilfe von Adaptorproteinen wie z.B. dem sortin nexin 17
(SNX17) oder anderen an die Membran transportiert (van Kerkhof et al, 2005). In
polarisierten Zellen Ubt LRP1 seine Funktionen in der Endozytose von vielen
unterschiedlichen Liganden und als Signaltransduktionsrezeptor an der basolateralen
Plasmamembran aus (Donoso et al., 2009) (Marzolo et al., 2003). Neben seiner Rolle im

Lipoproteinstoffwechsel bei der Aufnahme von CR, ist LRP1 von groBer Bedeutung fiir
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den Metabolismus vieler Plasmaproteine. o2-Macroglobulin (a2ZM) ist ein Proteinase-
Inhibitor, der sich von der Zielproteinase an einer bestimmten ,,bait* (,,Beute®)-Region
schneiden lisst. Es kommt zu einer Konformationsinderung des so aktivierten a2M’
wodurch die Proteinase in einer Art Kifig gefangen gehalten wird. Gleichzeitig prisentiert
a2M eine Rezeptorbindungsdomine, die spezifisch von LRP1 erkannt wird (Sottrup-
Jensen, 1989) (Ashcom et al., 1990) (Moestrup and Gliemann, 1989). Weiterhin ist LRP1
an der Regulation der Plasmalevel des Faktor VIII beteiligt (Bovenschen et al., 2003)
(Lenting et al., 2007). Faktor VIII zirkuliert zusammen mit dem von Willebrand Cofaktor.
Patienten, die an der Bluterkrankheit Himophilie A leiden, weisen einen Defizienz des
Faktor VIII auf (Fay and Jenkins, 2005). Daneben ist LRP1 an der Aktivierung der
Matrixmetalloproteinasen (MMP) 2 und 9 beteiligt, die wiederum bei der Migration von
Krebszellen eine Rolle spielen (Song et al., 2009). Es ist bekannt, dass LRP1 mit Dab 1,
welches fir die Aktivierung der Src-Kinasen wichtig ist, interagieren kann. Fe65
(Trommsdorff et al, 1998), das im Zusammenhang mit der APP-Prozessierung bei
Alzheimer gefunden wurde, bindet an LRP1. Weiterhin wurden JNK-znteracting Protein 1/2
(JIP1/2), die an der Regulation von witogen-activated protein (MAP) Kinasen, stress-activated
phospho (SAP)-Kinasen beziehungsweise c-Jun-N-terminale Kinasen (JNK) beteiligt sind, als
Adaptorproteine von LRP1 beschrieben. Die Wichtigkeit dieses Rezeptors wird zusitzlich
zu seinen vielen unterschiedlichen Funktionen auch dadurch deutlich, dass LRP1-&nockout-

Miuse schon in der frithen embryonalen Entwicklung sterben (Herz et al., 1992).

1.3.4.1 LRP1 Rezeptor-vermittelte Endozytose von Lipoproteinen

LRP1 ist, wie auch der LDL-R an der Endozytose von Lipoproteinen beteiligt. LRP1 wird
sehr stark in der Leber exprimiert (Herz, 1988) und ist dort fiir die Aufnahme von
triglyzeridreichen Lipoproteinen (TRL) zustindig. Bei der Lpl-vermittelten hydrolytischen
Umwandlung von CM zu CR werden die Lipoproteine mit ApoE angereichert (Mahley et
al., 1989). CR erreichen nach dem Verlassen der Lebersinusoide den Space of Dissé durch das
fenestrierte  Endothel. ~ Dort  angekommen — werden  sie  zuerst  durch
Zelloberflichenstrukturen wie den Heparansulfatproteogykanen (HSPGs) an die
Hepatozyten gebunden (Havel and Hamilton, 2004). LRP1 ist in den Hepatozyten in
perinukledren Kompartimenten lokalisiert. Erst der postprandiale Stimulus durch das

anabol-wirkende Hormon Insulin vermittelt die Translokation an die Plasmamembran und
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ermoglicht die effiziente Aufnahme der Lipoprotein-Partikel (Descamps et al., 1993)
(Laatsch et al., 2009). Ist LRP1 an der Plasmamembran lokalisiert, ibernimmt der Rezeptor
die TRL von den HSPG und bindet diese Giber das ApoE, das an der Oberfliche der TRL
lokalisiert ist. Gleichzeitig vermittelt auch Lpl, die nach der Hydrolyse an den TRL
gebunden bleibt, die Bindung an LRP1. Das Clathrinadaptorprotein AP-2 kann direkt iiber
das YxxI.-Motiv an die cytoplasmatische Kette des Rezeptors binden. Dadurch wird die
direkte Interaktion mit der Clathrinmaschinerie hergestellt und der Rezeptor wird mitsamt
Liganden internalisiert. Die TRL-Komponenten werden dann in peripheren Endosomen
unterschiedlich sortiert (Heeren et al.,, 1999), wobei die meisten in den TRL enthaltenen
Lipide zu den Lysosomen dirigiert werden. ApoE und auch Cholesterol werden in
spezialisierte Recyling-Endosomen sortiert (Heeren et al., 2003) (Swift et al., 2001). Es
konnte gezeigt werden, dass das ApoE zuriick an die Plasmamembran transportiert wird
und in Assoziation mit HDL gefunden wird (Heeren et al., 2003). LRP1 foérdert das HDL-
stimulierte Recycling von ApoE durch die Sortierung von ApoE in spezialisierte
Endosomen (Heeren et al.,, 2003) (Laatsch et al., 2012). Auch LRP1 wird tber spezielle
Recycling Endosomen in perinukleiren Kompartimenten lokalisiert und fir die erneute
Endozytose von ApoE enthaltenen TRL bereitgehalten. Die Endozytoseaktivitit von
LRP1 wird teilweise tiber den Energiegehalt reguliert, wobei LRP1 im gefasteten Zustand
an Serin- und Threoninresten phosphoryliert vorliegt. In Abhingigkeit des Hunger-Signals
cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) wird LRP1 durch die aktivierte Proteinkinase
A (PKA) phosphoryliert. Diese Phosphorylierung fihrt zu einer Verdnderung der
Bindungsaffinitit bestimmter Adaptorproteine des distalen NPxY-Motivs wie dem AP-2
(Ranganathan et al., 2004), was wiederum die Endozytoserate erheblich reduziert (Li et al.,

2000).

1.3.4.2 LRP1 als Signaltransduktionsrezeptor

Neben seiner Funktion in der Rezeptor-vermittelten Endozytose spielt LRP1 eine grof3e
Rolle bei Signaltransduktionsprozessen. Der Rezeptor ist nicht nur dafir zustindig aktive
Proteasen aus dem Extrazellulirraum zu entfernen und somit ihren Metabolismus zu
regulieren, auch LRP1 selbst wird durch Metalloproteasen an der Zelloerfliche geschnitten.
Dutch diese Spaltung entsteht ein Rezeptor, der einen extrazelluliren Anteil der B-Kette,
die Transmembrandomine und den intrazelluliren Teil umfasst. Durch den Einsatz einer

v-Secretase in der Plasmamembran kommt es zur Ablésung der intrazelluliren Domine.
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Diese Domaine kann wiederum in den Zellkern gelangen, um dort die transkriptionelle

Aktivitit bestimmter Gene zu modulieren (May et al., 2002). Dieses Shedding der a-Kette
von LRP1 hat Einfluf} auf die Signalkaskaden von PDGF (platelet derived growth factor) oder

auch TGFEP (#ransforming growth factor ) und spielt somit bei der Regulation der
Zellproliferation eine wichtige Rolle (Loukinova et al., 2002) (Huang and Huang, 2005).

Im Falle des PDGF-Rezeptors B (PDGFRP) ist die Aktivitit des Rezeptors in Abwesenheit

von LRP1 hoher. Die Stimulation des PDGFRP durch PDGF fihrt zur
Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors, wodurch PDGF-abhingige Signalwege aktiviert
werden. Dadurch kommt es zur einer Erhéhung der Proliferation und Migration von
vaskuldren glatten Muskelzellen (Boucher et al., 2003) (Takayama and Takezawa, 2000). Ist
LRP1 an der Plasmamembran vorhanden, bindet PDGF an LRP1 und PDGFRp. Es

kommt zur Komplexbildung zwischen LRP1 und PDGFR (Boucher et al., 2002) und die
cytoplasmatische Domine von LRP1 wird am Tyrosin des NPxY-Motivs phosphoryliert.
Dadurch wird das Adaptorprotein Shc rekrutiert und aktiviert die Migrations- und
Proliferationsignalwege der Zelle. Die Tyrosinphosphorylierung des LRP1 kann durch die
gleichzeitige Bindung von ApoE-enthaltenen Lipoproteinen an den Rezeptor verhindert
werden. In der nicht phosphorylierten Situation bindet z.B. das Adaptorprotein Dab-2 an
das NPxY-Motiv, welches wiederum in Endozytoseprozesse involviert ist. Die Bindung
von ApoE an LRP1 kann so zum Schutz vor PDGF-induzierter Migration der glatten
Muskelzellen bei der Atherosklerose beitragen (Linton and Fazio, 1999) (Boucher et al.,
2007).

Weiterhin wird LRP1 auch in Verbindung mit Morbus Alzheimer gebracht. Dabei ist der

Rezeptor an der Bindung des APP und der Prozessierung des APP zu Amyloid B (AB)

beteiligt (Knauer et al., 1996). Fehlt LRP1 sind die APB-Produktion, die APP-Sektretion und
die APP-Internalisierung beeintrichtigt (Pietrzik et al., 2002).

1.4 Metabolische Ertkrankungen

In der westlichen Welt stellt das Uberangebot an Nahrung ein groles Problem dar. Die
erhohte Energiezufuhr, die nicht mehr fiur harte kérperliche Arbeit benétigt wird, fihrt
dazu, dass die Bevolkerung immer fettleibiger wird. Die Betroffenen leiden an

Ubergewicht, das durch einen Body Mass Indexc (BMI), der groBer als 25 ist, deutlich wird.
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Sie entwickeln oft eine Adipositas (BMI > 30) und nicht wenige Patienten weisen eine
schwere Adipositas mit einem BMI tber 40 auf. Viele metabolische Erkrankungen gehen
mit dem erhohten Gehalt an Koérperfett, dabei im Speziellen dem abdominalem Fett,
einher. Insulinresistenz und Typ2 Diabetes Mellitus sind u.a. als Folgen des Ubergewichts
zu sehen (Boden and Shulman, 2002) (Despres, 1993). In der postprandialen Phase, also
nach einer Mahlzeit, sekretieren die B-Zellen des Pankreas Insulin. Dieses Hormon
zirkuliert schnell durch den Organsimus und stimuliert die Aufnahme der Glukose tiber
den Glukosetransporter4 (Glut4) in z.B. Adipozyten und Muskelzellen. Glut4 ist in
intrazelluliren Glut4 storage vesicles (GSV) lokalisiert. Durch die Bindung des Insulins an den
Insulinrezeptor kommt es zur Aktivierung einer Signalkaskade, die zur Verschmelzung der
GSV und somit zur Translokation von Glut4 an die Plasmamembran der Adipozyten fiihrt.
Neben Glut4d enthalten diese Vesikel viele weitere Proteine, u.a. auch LRP1.
Glukoseaufnahme fihrt indirekt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors ChREBP
(carbobydrate response element binding protein). Dieser Glukose-responsive Transkriptionsfaktor
reguliert die Fettsduresynthese und die Glykolyse (lizuka et al., 2004). ChREBP wird als
sensibler Schliisselfaktor fir die systemische Insulinsensitivitit und Glukosehomd&ostase
beschrieben (Herman et al., 2012) (Eissing et al., 2013). Die Aufnahme von Glukose tiber
Glut4 induziert die de novo Lipogenese (DNL) im Fettgewebe, die wiederum mit einer
verbesserten Insulinsensitivitdt verbunden ist (Roberts et al., 2009) (Ranganathan et al.,

2006).

Insulinresistente Individuen weisen eine erniedrigte Expression des Glut4 (Shepherd and

Kahn, 1999) und eine Herunterregulation einer ChREBP-Isoform, der ChREBPP (Herman
et al, 2012) (Eissing et al., 2013) im Fettgewebe auf. Daneben ist die Ubergewichts-
induzierte Insulinresistenz mit einer gestorten Adipokinsekretion, einer erhohten
Fettsauresekretion und dem Auftreten von proinflammatorischen Zytokinen verbunden
(Attie and Scherer, 2009) (Boden, 2008). Insulinresistenz ist einer der Hauptfaktoren, die
zu Typ2 Diabetes fithren.

Damit einhergehend wird auch die Einlagerung von Lipiden in die Leber beobachtet. Es ist
bekannt, dass die hepatische Lipogenese, die stark mit der Synthese von Triglyzeriden
assoziiert ist, in ibergewichtigen und insulinresistenten Patienten erhoht ist (Eissing et al.,
2013) (Donnelly et al., 2005). Dies kann dann, neben weiteren Mechanismen zur

Nichtalkoholischen Fatty Liver Disease INAFLD). Die NAFLD ist eng mit einer veranderten



Einleitung 22

Leberfunktion, Hyperlipidimie und der Entstehung von Leberzirrhose verbunden

(Mukuddem-Petersen et al., 2005) (Roden, 20006).

1.4.1 Bedeutung des endosomalen Transports fiir metabolische Erkrankungen

Atherosklerose und als Folge dessen Herzinfarkt oder Schlaganfille gelten als die weltweit
hiaufigste Todesursache (Kurth et al.,, 2005) (Nordestgaard et al., 2007). Die Leber sorgt
normalerweise nach jeder Mahlzeit fiir eine schnelle und effektive Aufnahme von TRL
remmants aus dem Plasma. Ist diese Funktion durch Ubergewicht, Insulinresistenz oder Typ
2 Diabetes gestort, kommt es zur stindigen Zirkulation dieser Lipoproteine im Blut
(Williams, 2008). Diese dauerhaften Remmants tragen nicht zu vernachlissigende Mengen an
Cholesterol und trotz der Lpl-vermittelten Hydrolyse substantieller Mengen von
Triglyzeriden. Die zirkulierenden Remnants konnen chemisch (Acetylierung) oder durch
Oxidation modifiziert und von Makrophagen aufgenommen werden. Remmnants konnen
somit, genau wie LDL, in der Arterienwand einwandern und eingelagert werden (Proctor et
al., 2002). So fuhrt die unzureichende Aufnahme von postprandialen Lipoproteinen zur

Entwicklung von atherosklerotischen Plaques.

Die fehlerhafte Endozytose von LDL iber den LDL-R fihrt durch Akkumulation von
Cholesterol im Plasma zur Hypercholesterolimie. Im Zusammenhang mit der Aufnahme
von TRL Remnants iber LRP1 in die Hepatozyten wird beschrieben, dass die postprandiale
Absenkung des hepatozelluliren cAMP-Spiegels die Endozytosaktivitit von LRP1 steigert.
Dies fithrt zu einer Steigerung der Aufnahme von TRL in die Leber (Laatsch et al., 2009).

Die hormonell kontrollierte endozytotische Aktivitit der hepatischen Lipoprotein-
Rezeptoren, LDL-R und LRP1, regulieren somit die Konzentration atherogener
Lipoproteine im Plasma. Die Regulation der Endozytose wird malgeblich durch
Adaptorproteine kontrolliert, wobei die Rolle von Adaptoren fiir die Funktion von LRP1

weitestgehend unklar ist.
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2. Fragestellung

Ubergewicht und die damit assoziierten Stoffwechselverinderungen sind ursichlich an der
Entstehung von Typ 2 Diabetes mellitus und der Entwicklung kardiovaskulirer
Komplikationen wie Atherosklerose beteiligt. Neben einen Mangel an korperlicher
Bewegung spielt die heutige energieiiberladene Ernahrung eine wesentliche Rolle fir die
tibermalige Speicherung von Energie und verursacht damit die pathophysiologisch
bedeutsame Vergroflerung des Fettgewebes. Nach der Nahrungsaufnahme werden die
energiereichen Triglyzeride in den Dinndarmzellen zu postprandialen Lipoproteinen, den
Chylomikronen, assembliert und gelangen anschlieBend tber die Lymphe in die
Blutzirkulation. In der postprandialen Phase werden die Trigyzeride der Chylomikronen
mittels Endothel-stindiger Lipoproteinlipase hydrolysiert und in periphere Energie-
speichernde bzw. verbrauchende Gewebe wie Fett- und Muskelgewebe aufgenommen.
Nach der Lipolyse verbleiben so genannte Lipoprotein-Remnants im Blutkreislauf, die durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Leber aufgenommen werden. Dabei spielen
Lipoprotein-Rezeptoren, wie der LDL-Rezeptor und das LDL-Rezeptor-related Protein 1
(LRP1) eine wichtige Rolle. LRP1 ist paradoxerweise im Ruhezustand nicht an der
Plasmamembran, sondern in perinukledren Kompartimenten lokalisiert. Insulin, welches in
der postprandialen Phase von der Bauchspeicheldriise sezerniert wird, ist in der Lage die
Translokation von LRP1 aus intrazelluliren Kompartimenten an die Plasmamembran zu
vermitteln. Bei der Untersuchung der zelluliren und molekularen Mechanismen zur
Funktion von LRP1, riickte das Adaptorprotein Phosphotyrosin interacting domain containing 1
(PID1), in den Vordergrund. Zu Beginn des Promotionsvorhabens war bekannt, dass
PID1 spezifisch an das distale NPxY-Motiv der intrazelluliren Domiéne von LRP1 bindet

und dass der Verlust von PID1 7z vitro zu einer veranderten LRP1-Lokalisation fiihrt.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Relevanz der PID1-LRP1-Interaktion auf molekularer
Ebene analysiert und die subzellulire Lokalisation von LRP1 in Hepatoma-Zellen und
primiren Hepatozyten definiert werden. Weiterhin sollte die Rolle von PID1 in Bezug auf
die Insulin-vermittelte LRP1-Translokation und die Rezeptor-vermittelte Endozytose von
Lipoproteinen untersucht werden. Da eine gestérte Funktion von LRP1 zu erhdhten

Plasmalipiden und folglich zu Atherosklerose fithren kann, sollte aullerdem die
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pathophysiologische Bedeutung von PID1 fur die LRPI1-vermittelte Aufnahme von
Lipoprotein-Remnants in vivo studiert werden. Zu diesem Zweck sollte zunichst eine
transgene Maus etabliert werden, bei der durch genetische Manipulation die funktionelle
PID1-Expression inaktiviert ist. In diesen genetisch-modifizierten Miusen sollte mit
Hochfettdidt-Fitterungsstudien ermittelt werden, ob die PID1-Defizeinz einen Einfluss
auf die Entstehung von Ubergewichts-induzierten Stoffwechselverinderungen hat. Dabei
sollten im Besonderen metabolische Parameter des Lipid- und Glukosestoffwechsels
untersucht werden, die mit den vielfiltigen Funktionen von LRP1 im Zusammenhang

stehen konnten.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

12510 d

“C-Triolein
*H-Deoxyglukose

Agarose

Borsdure

BSA (bovine serum albumin)
Calziumchlorid

Chloroform

DiD

Dimethylsulfoxid (DMSO)
EDTA, Ethylendiamintetraessigsiure
Ethanol 96%

Ethonol 70 %

Glukose

Glycin

Kalimchlorid
Kaliumbromid
Kaliumdihydrogenphosphat
Ketamin

Kollagen

Kollagenase I
Kupfersulfatpentahydrat
Laktat
Magnesiumchlorid+6H20
Methanol

Milchpulver
Natriumcarbonat
Natriumchlorid (Nacl)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumiodid
Natriumkaliumtartrat

Perkin-Elmer, USA
Perkin-Elmer, USA
Perkin-Elmer, USA
Invitrogen, USA

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Molecular Probes, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Katlsruhe

Merck, Darmstadt

selbst verdunnt aus 96 %
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Katlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Albrecht, Aulendorf
Serva, Heidelberg

Worthingen Biochemical Corporation, USA

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Katlsruhe

Roth, Katlsruhe

Merck, Darmstadt
J.T.Baker, Niederlande
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
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Natriumpyruvat Sigma-Aldrich, Miinchen
Proteinase K Invitrogen, USA
Puromycin Sigma-Aldrich, Minchen
Rompun Bayer, Lverkusen
Saccharose Roth, Karlsruhe
Salzsaure (37 %) Roth, Karlsruhe

Saponin Sigma-Aldrich, Minchen
SDS, Natriumdodecylsulfat Sigma-Aldrich, Minchen
Trichloressigsiure Roth, Karlsruhe

Tris Sigma-Aldrich, Minchen
Triton X-100 Roth, Katlsruhe
Tween20 Sigma-Aldrich, Minchen
Wasserstoffperoxid Sigma-Aldrich, Minchen

3.1.2 Gebrauchsmaterial

6-/12- /24-Well-Zellkultur-Platten
Coverslips, Glas

Filterpapiere

Hyperfilm ECL Detektion

Kantlen

Kollagen-beschichtete 12-/24-Well Platten
Kryoréhrchen

Maxisorp-Immuno Moduls Mikrotiterstreifen
Mikrotiterplatten (96-Well-Format)
Nitrocellulose Transfer-Membran

NuPage Probenpuffer (4xSB)

NuPage Proteingele (4 -12 % Bis-Tris-Gel)
NuPage Reducing buffer

Objekttriger, superfrost

Parafilm

PCR-Tubes

PD10-Sdule

Pipetten

Pipettenspitzen

Polyallomer-Réhrchen

Protein Marker, RPNSOOE
Reaktionsgefal3 15 ml

Spritzen

Stabpipetten

Ultrazentrifugationsrérchen
VerschlieBbare Reaktionsgefille
Zellkulturflaschen 75 cm?

Nunc™, VWR, Darmstadt
MENZEL Gliser, Braunschweig
Whatman GmbH, Dassel

GE Healthcare, Minchen
Braun, Melsungen

Nunc™, VWR, Darmstadt
Sarstedt, Numbrecht

Nunc™, VWR, Darmstadt
Nunc™, VWR, Darmstadt
Whatman GmbH, Dassel
Invitrogen, by /ife technologies, USA
Novex by /fe technologies, USA
Invitrogen by /fe technologies, USA
MENZEL Gliaser, Braunschweig
Brand GmbH, Wertheim
Sarstedt, Numbrecht

GE Healthcare, Minchen
Greiner, Frickenhausen

Sarstedt, Numbrecht

Beckmann, Counter, Krefeld
GE Healthcare, Miinchen

BD Falcon, Heidelberg

Braun, Melsungen

Sarstedt, Numbrecht

Beckmann Counter, Krefeld
Eppendorf, Hamburg

Nunc™, VWR, Darmstadt
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Zellschaber

Zellsieb 70 um
Zentrifugationsrorchen
B-Counter-Szintillations-Réhrchen

3.1.3 Arbeitsgerite

ABI Prism, 7900 HT Sequence Detection System
Absaugpumpe

AccuCheck Aviva Messgerit+Teststreifen
Atka FPLC-Apparatur
-Szintillationscounter

CASY Cell Counte, Model TT
CO2-Inkubator fir Zellkultur
Douncer

Elektrophoresekammer
Filmentwickler

Freezing Container

y-Counter

Horizontalschiittler

Lichtmikroskop

Magnetriihrer

Mikrotitelplatten Reader und Software
Mikrowelle

Nanodrop

Nikon A1 Laser Scanning Mikroskop
Operationsbesteck

Peristaltikpumpe

pH-Meter

Pipettierhilfe

Spannungsquelle SDS-PAGE

sterile Werkbank
Stickstoff-Einfriertank
Superose-6-Siule (FPLC)
Thermocycler

Thermomixer

Tischzentrifuge

Tissue Lyser

Transferkasette Westernblot
Ultrazentrifuge
Videodokumetationsgerit fiir Agarosegel
Vortexer

Waage

Tissue Culture Laboratory
BD Falcon, Heidelberg
Beckmann Counter, Krefeld
Perkin Elmer, Waltham, USA

Applied Biosystems Inc., USA
SMT

Roche, Mannheim

GE Healthcare, Minchen

Perkin Elmer, Waltham, USA
Schirfe System, Reutlingen
Binder, Tuttlingen

B. Braun, Melsungen

Bio-Rad, Minchen

Konica Minolta, Deutschland
NALGENE™Cryo, USA
Perkin-Elmer, USA

Heidolph, Schwabach

Zeiss, Aalen

IKA, Labortechnik, Staufingen 1. Br.
GE Healthcare, Minchen

Sharp, Japan

Peglab, Erlangen

Nikon, Japan

Aesculap, Braun, Melsungen
Gilson, Frankreich

Mettler, Toledo, Schwerzenbach, Schweiz
Accu]et, Brand, Wertheim
Bio-RAD, Minchen

Hera Safe, Thermo Scientific, USA
Cryotherm, Euteneuen
Pharmacia LKB, Cambridge, UK
Biometra Gottingen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
QIAGEN, Hilden

Bio-RAD, Munchen

Beckmann Counter, Krefeld
Intas, Gottingen

Heidolph, Schwabach

Sartorius, Gottingen
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Wasserbad

Westernblotapparatur

Zentrifuge oben

Zeiss LSM710, Laser Scanning Mikroskop

3.1.4 Kits und Reagenzien

Anti/Anti

Blocking Buffer I

BSA-Losung (Proteinstandard)
Cholesterol-Bestimmungs Kit
DAPI-Losung

DMEM

DNA Ladder

ECL-Losungen A und B

ELISA Adiponektin

ELISA Ultra Sensive Rat Insulin
FCS (fotales Kilberserum)
Folin's Reagenz

FuGENE

Heparin

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Insulin Zellkultur

Insuman Rapid Human Rapid
Kollagenlosung 1
Lipofectamin2000

Mastermix TaqgMan
Natriumchlorid 0,9 %
NucleoSpin RNA II

Opti-MEM TM
Paraformaldehyde-Losung (20 %)
PBS

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)
Percoll

Ponceau S

ProLong® GoldAntifade Reagent
Proteaseinhibitorcocktail Tabletten
Proteinmarker (RPNSOOE)
siRNA (esiRNA) PID1/ EGFP
siRNA Vps29

Solvable™

Szintillationsflissigkeit
Triglyzerid-Bestimmungs Kit

Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
Bio-Rad, Minchen

Hettich, Mithlheim a.d. Ruhr
Zeiss, Aalen

GIBCO/BRL, Eggenstein
AppiChem, Darmstadt

PAA Laboratories, Pasching
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen
GIBCO/BRL, Eggenstein
Thermo Scientific, USA

GE Healthcare, Minchen
R&D Systems. Abingdon, UK
CRYSTAL CHEM INC
GIBCO/BRL, Eggenstein
Merck,Darmstadt

Promega, USA

Braun, Melsungen

Applied Biosystems
Sigma-Aldrich, Minchen
Sanofi-Aventis, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen by /fe technologies, USA
Eurogentec, Deutschland
Braun, Melsungen

Macherey und Nagel, Diren
GIBCO/BRL, Eggenstein
Electrom Microscopy Science, USA
GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Minchen
SERVA, Heidelberg
Molecular Probes, USA
Roche, Mannheim

GE Healthcare, Minchen
Signma-Aldrich, Minchen
Prof. David Owen

Perkin Elmer, Waltham, USA
Perkin Elmer, Waltham, USA
Roche, Mannheim
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TRIzol
Trypsin/ EDTA
Universal PCR MasterMix

3.1.5 Konstrukte

PID1-RFP
LRP1-eGFP

3.1.6 TaqMan Sonden

Gen

mApoe
mCHREBPf
mGO6pc
mlnsl

mlnsr

mLdlr

mLpl

mLrpl
mPckl
mPid1
mSlc2a4 = mGlut4

3.1.7 Medien, Puffer und Lésungen

Kulturmedium

DMEM+GlutaMax™, 4.5 ¢/1 Glukose
10 % FCS

1% P/S (HuH7-Zellen)

bzw. 2 % Anti-Anti (primare Hepatozyten)

Narkose-Lésung

2,3 ml Rompun (2%)

1 ml Ketanest (10 mg/ml)
6,7 ml NaCl (0,9 %)

10 x PBS

400 g NaCl

10 g KCl1

10 ¢ KH,PO, x 2H,0
ad 51H,Odest., pH 6,9

Invitrogen by /ife technologies, USA
GIBCO/BRL, Eggenstein
Applied Biosystems Inc., USA

in der AG Heeren etabliert
in der AG Heeren etabliert

Assay
MmO00437573_m1
AIVI4CH
MmO00839363_m1
MmO01259683_g1
MmO00439693_m1
Mm00440169_m1
MmO00434764_m1
Mm00464608_m1
Mm01247058_m1
MmO01545237 _m1
Mm01245502_m1

Hungermedium

DMEM+GlutaMax™, 1 g/1 Glukose

0,1 % BSA

1 %P/S

bzw 2 % Anti-Anti (primire Hepatozyten)

10 x TBS
121g Tris
400 g NaCl
ad 51, pH 7,6

Einfriermedium
80 % FCS
20 % DMSO
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10 x Perfusionspuffer
81,1 g/1 NaCl

3,73 g/1KCl

1,63 g/1 MgCL*6H,O
2,85 g/1 Na,HPO,
0,543 g¢/1 KH,PO,
sterilfiltrieren, pH 7,4

PGS (Immunfluoreszenz)
0,5 g Glycin

0,05 g Saponin

ad 100 ml PBS

Lysispuffer
50 mM Tris-HCI pH 7,5

50 mM NaC(l
1% Triton X-100

1 x Mini Complete Proteaseinhibitor (PIC)

in PBS

Homogenisierungspuffer
20 mM Tris-HCl, pH 7,4

2 mM MgCl,

0,25 M Saccharose

ad 500 ml H,O dest

Lowry-Lésung A

2% Na,CO,

0,02% Natriumkaliumtartrat
in 0,1 M NaOH

Transferpuffer
56,2 g Glycin
12,1 g Tris

11 Methanol

ad 41 H,O dest.

Blockierpufferl (WB)
1x1xTBS
0,1 % Tween20

1 x Perfusionspuffer

100 ml 10 x Perfusionspuffer

2,1 g/1 NaHCO,

0,745 g/l EDTA

2,970 g/1 Glukose

0,846 g/1 Laktat

0,022 g/1 Pyruvat

sterilfiltrieren, anwdrmen auf 37°C

Blockierpuffer (Immunfluoreszenz)
PGS
2 % BSA

PFA-Losung
4 % PFA (Stocklésung 20 %)

in PBS

Resuspensionspuffer
50mM Tris-HCI, pH 8,8
2 mM CaCl,

80 mM NaCl

1% Triton X-100

ad 10 ml

Lowry-Lésung B

0,5% CuSO, Pentahydrat
5% SDS

in H,O dest

TBST
1 xTBS
0,1 % Tween-20

Blockierpuffer 2 (WB)
1 xXTBS
0,1 %Tween20
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10 % Milchpulver

Dichtelosung p = 1,033 o/ml (A)

KBr in 0,9 %w/w NaCl
10 mM Tris/HCl
pH 8,6

10 x FPL.C-Puffer

100 mM Tris/HCI pH 8
1,5 M NaCl

100 mM EDTA

in H,Odest.

Waschpuffer Adiponektin
0,05 % Tween20
in PBS

5% BSA

Dichtelésung p = 1,006 g/ml (B)
KBrin 0,9 % w/w NaCl

10mM Tris/HCI

pHS,6

1 x FPLC-Puffer
100 ml 10 x FPLC-Puffer

ad 11 H,Odest.

sterilfiltrieren

Blockierlosung Adiponektin
1 %BSA
in PBS

STE-Puffer
100 mM NaCl

20 mM Tris/HCL, pH 7,5

10mM EDTA
1 % SDS

5 x TBE-Puffer
54 g Tris

27,5 g Borsidure
3,7¢ EDTA

ad 11 H2O dest

3.1.8 Antikorper

Primire Antikérper
a-Tubulin
B-Aktin
EEA1
GM130
LAMP1
LDIL-R
LRP1
MPR
PID1
SNX1
SNX27

1 x TBE-Puffer

100 ml 5 x TBE-Puffer

900 ml FL,O

Verdiinnunug
IF 1:500

WB 1:20000

IF 1:250

1F 1:300

1F 1:300

WB 1:1000

WB 1:20000, IF 1:400
1f 1:300

WB 1:200, IF 1:100
IF 1:250

IF 1:200

Herkunft

BD, Pharmingen

BD, Pharmingen
Abcam, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK
BD, Pharmingen
Epitomics, Osterreich
Epitomics, Osterreich
Santa Cruz, USA
Sigma-Aldrich, Minchen
Santa Cruz, USA

Santa Cruz, USA
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Vps35 IF 1:500 Santa Cruz, USA
Sekundire AntikSérper Verdiinnunug Herkunft

Esel 2 Mouse Alexa Fluor 555 IF 1:1000 Jackson Immuno Research, UK
Esel a Mouse Alexa Fluor 647 IF 1:1000 Jackson Immuno Research, UK
Esel a Mouse Cy3 IF 1:500 Jackson Immuno Research, UK
Ziege a Kanninchen HRP WB 1:5000 Jackson Immuno Research, UK
Ziege a Mouse Alexa Fluor 488  IF 1:1000 Jackson Immuno Research ;UK
Ziege a Mouse HRP WB 1:5000 Jackson Immuno Research, UK

3.1.9 Software

Microsoft Office Standard Edition 2010 Microsoft, Redmond, USA
Nikon NIS-Elements Confocal A1 Software Nikon, Japan
Zeiss Confocal Software Zeiss, Aalen

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kaultivierung von Zelllinien

In allen Experimenten in dieser Arbeit in denen Zelllinien untersucht wurden, wurde die
humane Hepatoma-Zelllinie HuH7 verwendet. Dabei wurden zum einen Wildtyp-HuH7-
Zellen und zum anderen PID1&nockdown (kd)-HuH7-Zellen verwendet. Die PID144-HuH7
wurden vor Beginn meiner Arbeit in der AG Heeren etabliert. Damals wurde der stabile
Knockdown von PID1 durch eine lentivirale shRNA-Transfektion hergestellt (siche
Doktorarbeit Britta Hoffzimmer). Dem Kulturmedium der PID1&4-HuH7-Zellen wurde
Puromycin zur Selektion der Zellen hinzugefigt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in
75 cm® Zellkulturflaschen bei 37°C und 5 % CO,. Bei einer Konfluenz von etwa 90 %
wurden die Zellen passagiert. Dafiir wurden zunichst das Kulturmedium entfernt, die
Zellen einmal mit 5 ml PBS gewaschen und anschlieBend fir 5 min bei 37°C mit 3 ml
0,05% (w/v) Trypsin/EDTA inkubiert, wodurch die Zellen sich langsam von der
Kulturflasche ablésten. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 3 ml des vorgewirmten
Kulturmediums gestoppt. Die Zellen wurden vom Kulturflaschenboden abgespiilt, in ein
15 ml Reaktionsgefd3 (Falcon) tberfithrt und fiir 3 Minuten bei 900 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt, die Zellen in Nihrmedium aufgenommen,
durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren vereinzelt und in der gewiinschten Dichte

ausgesit.
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3.2.2 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Fiir die Kryokonservierung wurden die Zellen auf 75 cm® Zellkulturflaschen ausgesit und
bis zu einer Konfluenz von etwa 90% kultiviert. Die Zellen wurden wie in 3.2.1
beschrieben von den Flaschen gel6st und sedimentiert. Im Anschluss wurden die Zellen
einer Kulturflasche in je 1 ml Einfriermedium aufgenommen, in Kryorohrchen tberfiihrt
und in einem Freezing Container bei -80°C eingefroren. Nach 24 Stunden wurden die

Kryorohrchen in flissigen Stickstoff tiberfiihrt.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen aus dem Stickstoff-Container entnommen, es wurde
1 ml des vorgewirmten Kulturmediums zu den eingefrorenen Zellen gegeben und diese
somit ziigig aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen bei 900 rpm fiir 3 Minuten
sedimentiert, der Uberstand wurde entfernt und die Zellen in 10ml frischem,
vorgewdarmten Nihrmedium aufgenommen. Durch Auf- und Abpipettieren wurde eine
gleichmiBlige Zellsuspension hergestellt, die dann auf 75 cm’ Kulturflaschen ausgesat

wurde.

3.2.3 Isolierung von primiren Hepatozyten aus Mauslebern

Die Generierung von primiren Hepatozyten aus Mauslebern erfolgte nach einem Protokoll
von Meredith (Meredith, 1988). Zur Isolation wurden Miuse verwendet, die zwischen acht
und 13 Wochen alt waren. Zunichst wurden die Miuse mittels intraperitonealer Injektion
einer Narkose-Losung betdubt. Im Anschluss wurde der mit 70% Ethanol desinfizierte
Bauchbereich der Maus geoffnet und das Gedarm zur Seite geschoben, so dass die Leber
und die Pfortader gut zu erreichen waren. Die Leber wurde iiber die Pfortader mit einer
Sauerstoff-gesittigten, EDTA-haltigen Perfusionslésung fiir etwa eine Stunde perfundiert.
Dabei ist es wichtig, dass die Losung mit einer Geschwindigkeit von 7-8 ml pro Minute
durch die Leber flieit. Im Anschluss an die Perfusion wurde die Leber enthommen und in
eine 10 cm Zellkulturschale Uberfiihrt. Von diesem Zeitpunkt an wurden alle Arbeiten
unter der sterilen Werkbank durchgefihrt. Die Leber wurde in insgesamt 25 ml
Kulturmedium aufgenommen. Mit Hilfe einer Pinzette wurden die Zellen aus der Leber
,»herausgeschiittelt und die Zellsuspension wurde durch ein Zellsieb (Porengrofle 70 um)
hindurch in ein 50 ml-Reaktionsgefifle iberfihrt. Die Zellen wurden anschlieBend fiir
4 Minuten bei 28 g (langsame Beschleunigung und Bremsung) mittels Zentrifugation

sedimentiert. Der Uberstand wurde entfernt und die pelletierten Zellen in 8 ml vorg



Material und Methoden 34

ewarmtes Nihrmedium aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde dann mit 13,9 ml
Percoll-Dichtegradienten-Lésung und 2,1 ml 10 x Perfusionspuffer versetzt. Fur die
Durchmischung wurde das Reaktionsgefil3 vorsichtig 2-3 Mal invertiert. AnschlieBend
erfolgte ein zweiter Zentrifugationsschritt fir 6 min bei 855 g in derselben Zentrifuge wie
im ersten Schritt. Im Anschluss an diesen Schritt befand sich oben auf dem Gradienten ein
schwimmender Zellkuchen, der nicht-parenchymale und tote Zellen enthilt und zusammen
mit der Gradientenlésung verworfen wurde. Die parenchymalen Zellen lagen im Pellet vor.
Dieses wurde in 10 ml Nihrmedium aufgenommen und vorsichtig durch Auf- und
Abpipettieren resuspendiert. Die Zellen wurden dann in der fir das jeweilige Experiment
gewtinschten Dichte auf entsprechenden Kollagen-beschichteten Zellkulturplatten oder
Coverslips (fur die Immunfluoreszenz-Analysen) ausgesit. Eine Stunde nach dem
Aussetzen wurde das Medium gewechselt. Die Hepatozyten konnten vier Stunden nach

dem Aussien fir Experimente verwendet werden.

3.2.4 Kollagen-Beschichtung von Coverslips

Fir die Kultivierung von primiren Hepatozyten ist es wichtig, dass ihnen Kollagen-
beschichtete Kulturplatten angeboten werden. Fir Experimente, in denen die Hepatozyten
auf G-, 12- oder 24-Well-Platten kultiviert wurden, wurden kommerzielle erwerbliche
Kollagen-beschichtete Platten verwendet. Sollten die Zellen auf Glas-Coverslips fir die
spatere Betrachtung mittels konfokaler Mikroskopie ausgesit werden, wurden sterile
13 mm Coverslips in 24-Well-Platten gelegt und mit einer Kollagen-Losung beschichtet.
Diese Arbeiten wurden unter der sterilen Werkbank durchgefiihrt. AnschlieSend wurden
die Platten mit den Coverslips bei 37°C fiir mindestens 30 min inkubiert. Der Uberschuss
an Kollagen-Losung wurde mittels Vakuumpumpe abgesaugt und die Coverslips unter der

Sterilbank fiir etwa 1 h im UV-Licht sterilisiert und gleichzeitig getrocknet.

3.2.5 Transiente Transfektion von primiren Hepatozyten

Um die Expression des Adaptorproteins PID1 in primiren Hepatozyten herunter zu
regulieren, wurde eine Transfektion mit siRNA durchgefithrt. Dafir wurden primire
Hepatozyten auf 4 x10° Zellen je 6-Well ausgesit, 1 Stunde nach der Aussaat wurde das
Nihrmedium gewechselt, so dass die Zellen anschlieBend in 1 ml vorlagen. Fur die

Transfektion, die 4 h nach dem Aussetzen der Zellen durchgefithrt wurde, wurde zunichst
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ein Komplex aus Lipofectamin2000 und esiRNA hergestellt. Dafiir wurden pro 6 Well
(1 ml DMEM) 2 ul der entsprechenden esiRNA (PID1 oder EGFP als Kontrolle) in 100 ul
Opti-MEM™ und 4 ul Lipofectamin2000 in 100 pul Opti-MEM™ verdiinnt und fir 5 min
bei Raumtemperatur (RT) stehen gelassen. AnschlieBend wurden beide Verdiinnungen in
einem Reaktionsgefdl3 vereint, vorsichtig gemixt und fur 20 min bei RT inkubiert. Danach
wurden 200 ul des esiRNA-Lipofectamin2000-Komplexes zu den Zellen pipettiert. Die
Kulturplatte wurde vorsichtig hin-und hergeschwenkt und die Zellen wurden bei 37° und

5 %CO, fur 24 bzw. 36 Stunden kultiviert.

3.2.6 Transiente Transfektion von HuH7-Zellen

Um Fluoreszenz-markierte Proteine in die humanen Hepatomazellen HuH7 zu bringen,
wurden diese transient transfiziert. Dafiir wurden die Zellen zunichst in einer Dichte von
2 x10* pro Coverslip ausgesit und 6 h spiter mit PID1-RFP und LRP1-eGFP transfiziert.
Die Transfektion wurde mittels Fugene6 durchgefithrt. Dabei wurde zunichst ein
Komplex aus Fugene6 und der gewtnschten DNA bzw. Vps29-siRNA hergestellt. Dafiir
wurden pro 24 Well (500 ul DMEM) 0,5 ug der entsprechenden DNA (PID1-RFP oder
LRP1-eGFP) bzw. Vps29-siRNA in 20 ul Opti-MEM™ und 0,9 ul Fugene6 in 20 pl Opti-
MEM™ verdiinnt und fir 5 min bei RT stehen gelassen. AnschlieBend wurden beide
Verdunnungen in einem Reaktionsgefdl3 vereint, vorsichtig gemixt und fiir 20 min bei RT
inkubiert. Danach wurden 40 ul des DNA-Fugene6-Komplexes zu den Zellen pipettiert.
Die Kulturplatte mit den Coverslips wurde vorsichtig hin-und hergeschwenkt und die

Zellen wurden bei 37° und 5 %CO, fir 36 Stunden kultiviert.

3.2.7 Indirekte Immunfluoreszenz

Diese Methode wurde dazu genutzt, die Lokalisation bestimmter Proteine in Zellen zu
visualisieren. Dabei wurden die Zellen zunichst auf Glas-Coverslips in einer Dichte von
7x10" -1,5x10° Zellen pro Coverslip ausgesetzt. Die Dichte richtete sich danach, welche
Zellen verwendet wurden. Primire Hepatozyten sind groBer als HuH7-Zellen, somit

wurden sie in einer geringeren Zellzahl ausgesit als die HuH7-Zellen.

Die Zellen auf den Coversplips wurden zunichst zwei Mal kurz mit PBS gewaschen und
anschlieBend fixiert. Fur die Fixierung wurde entweder eine Paraformaldehyd (PFA)-

Losung oder Methanol genutzt. Bei der PFA-Fixierung wurden die Zellen fiir mindestens
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25 min mit PFA bei RT inkubiert und anschlieend 5 x fiir 5 min mit PBS gewaschen. Bei
der Methanol-Fixierung wurde eiskaltes Methanol auf die Zellen gegeben, diese fir 5 min
bei -20°C inkubiert und 2 x fir 5 min mit PBS gewaschen. Nach der Fixierung wurden die
Zellen 5 min lang mit PGS permeabilisiert und anschlieBend fir 20 min mit einem
Blockierpuffer (entweder mit dem selbst hergestellten oder dem kommerziellen Blocking
Buffer 1 inkubiert. Die darauf folgende Inkubation mit dem ersten Antikérper erfolgte im
jeweils verwendeten Blockierpuffer fir 1 h bei 37°C. Die Zellen wurden danach zwei Mal
kurz mit PBS, dann 2 x fir 10 min mit PGS gewaschen und anschlieSend fir 45 min bei
37°C mit dem seckundiren Antikorper inkubiert. Dieser wurde ebenfalls im jeweiligen
Blockierpuffer verdiinnt. Die Firbung der Zellkerne mittels DAPI geschah im gleichen
Inkubationsschritt. Die DAPI-Lésung wurde in einer 1:1000 Verdinnung in die Losung
des sekundiren Antikérpers gegeben. Im Anschluss wurden die Zellen mindestens 5 x fiir
5 min mit PBS gewaschen und mittels ProLong GoldAntifade auf Objektrigern luftdicht
eingedeckelt. Das Trocknen erfolgte iiber Nacht bei RT. Alle verwendeten Antikérper sind

in Abschnitt 3.1.8 aufgelistet.

3.2.8 Stimulation der Zellen mit Insulin

Fiir diese Untersuchung wurden zunichst primire Hepatozyten aus Wildtyp, und PID17-
Miusen generiert (Abschnitt 3.2.3), und in einer Dichte von 1x 10° Zellen/ml auf
Coverslips ausgesit. 12 Stunden spater wurden die Zellen 1 x mit PBS gewaschen und fiir
10 min mit 100 nM Insulin in Kulturmedium inkubiert. Direkt danach wurde das Medium
zugig entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und fir die darauf folgende indirekte

Immunfluoreszenz (Abschnitt 3.2.7) mit PFA fixiert.

3.2.9 Endozytose und Degradation von “I-markierten TRL

Um die Aufnahme und die Degradation von Lipoproteinen in Zellen zu untersuchen,
wurden zunichst primire Hepatozyten aus Wildtyp- und PID1”-Miusen, wie in Abschnitt
3.2.3 beschrieben, isoliert und in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/ml auf 12-Well-Platten
ausgesetzt. '~ I-markierte triglyzeridreiche Lipoproteine wurden vorher wie in Abschnitt
3.3.12 hergestellt und in Hungermedium entsprechend verdinnt. 12 Stunden nach der
Aussaat wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und fiir eine Stunde mit Hunger-

Medium inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit den I_markierten TRL bei
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37°C in einem CO2-Inkubator fir 1 (nur Aufnahme) bzw. 4 Stunden (Aufnahme und
Degradation). Nach der Inkubation wurden die Zellen zunichst 2 x fiir 5 min mit eiskaltem
PBS-Heparin (10 U/ml), dann 1x fir 5 min mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden
250 ml Collagenase (10 mg/ml in PBS) und 250 pl Trypsin/EDTA in jedes Well gegeben
und die Zellen far 5 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen durch Auf-
und Abpipettieren von der Platte gelost und in ein Reaktionsgefal3 iiberfithrt und fir 5 min
bei 3000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet mit 1 ml kaltem PBS gewaschen und die Zentrifugation (5 min, 3.000 rpm)
wiederholt. Daraufhin wurde der Uberstand erneut verworfen und das Pellet in 500 ul

0,1 M NaOH lysiert. Je 400 ul der Lysate wurden anschlieBend in ein spezielles Counter-

Rohrchen tiberfithrt und die Radioaktivitit mittels y-Szintillationscounter gemessen.

Um die Degradation der '*I-markierten TRL in den Hepatozyten zu untersuchen, wurde
das Kulturmedium (etwa 500 pl) der fiir 4 Stunden mit '"I-TRL inkubierten Zellen
abgenommen und in ein Reaktionsgefil3 Giberfihrt und mit 125 pl eiskalter TCA versetzt,
gevortext und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Dieser Schritt diente dazu, nicht degradierte
"I-TRL zu prizipitieren. Daraufhin wurden die Proben fiir 5 min bei 8.000 rpm und RT
zentrifugiert und der Uberstand, der noch freies '*TIodid und '*’I-Tyrosin enthielt, wurde in
ein neues Reaktionsgefil3 tUberfihrt, das bereits 5 ul Natriumiodid enthielt. Nach dem
Mischen wurden 30 ul H,O, hinzugegeben, um die '*’Todid-Ionen zu *lod zu oxidieren.
Die Proben wurden anschlieSend fir 10 min bei RT inkubiert, dann mit 1 ml Chloroform
versetzt, gevortext und fiir 5 min bei 8.000 rpm zentrifugiert. Chloroform extrahiert dabei
freies “’Tod in die Chloroform-Schicht. Im Anschluss wurden 250 ul der oberen, wissrigen

Phase, die hauptsichlich 125I—Morloiodo—”l*yrosin, das Abbauprodukt der PI-TRL, enthilt,

in ein Counter-Réhrchen iberfithrt und die Radioaktivitit mittels y-Counter bestimmt.

3.2.10 Endozytose von DiD-markierten TRL in primire Hepatozyten

Fir dieses Experiment wurden DiD-markierte TRL, wie in Abschnitt 3.3.8 beschrieben,
hergestellt. Primire Hepatozyten wurden aus Mdusen generiert (Abschnitt 3.2.3) und in
einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ml auf Coverslips ausgesat. 12 Stunden nach der Aussaat
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, zunichst fir eine Stunde mit Hungermedium (siehe
3.2.9) und anschlieBend mit DiD-markierten TRL in Hungermedium fiir eine Stunde bei

37°C in einem CO,-Inkubator inkubiert. Im Anschluss daran wurde das Medium entfernt,



Material und Methoden 38

die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und fiir die darauf folgende indirekte Immunfluoreszenz
(Abschnitt 3.2.7) mit PFA fixiert. Wichtig hierbei ist, die Zellen lichtgeschiitzt weiter zu

verarbeiten. Analysiert wurde die Aufnahme mittels konfokaler Mikroskopie.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Proteinhomogenaten aus Zellen

Die konfluenten Zellen wurden auf Eis gestellt und 2 x mit eiskaltem PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden sie in 500 ul PBS mit einem Zellschaber von der Platte abgeschabt
und in ein 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefi3 (Eppi) uberfihrt und fir 10 min bei
2500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen fiir 30 min
in Zelllysispuffer inkubiert. Dabei ergab sich das Volumen des Lysispuffers (100-250 ul)
aus der GroBie des Pellets. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 15 min bei 13.000 rpm und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand, der die gelosten Proteine enthielt, wurde fir die

anschlieBende Proteinbestimmung nach Lowry verwendet.

3.3.2 Membranprotein Priparation aus Gewebe

Daftr werden mindestens 200 mg des zu untersuchenden Gewebes benétigt und es ist
wichtig immer auf Eis zu arbeiten. Das Gewebe wurde zunichst im Ultra Turrax in 6
Volumeneinheiten des Homogenisierungspuffers (fir 200 mg Gewebe 1,2 ml)
homogenisiert. Der Protease-Inhibitor-Cocktail (PIC) wurde frisch in einer Verdinnung
von 1:1000 zum Homogenat hinzugegeben. AnschlieBend wurden die Proben fir 15 min
bei 800g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die
Zentrifugation wiederholt. Im Pellet befindet sich jeweils nicht geléstes Protein, welches
verworfen wurde. Im Anschluss wurde der Uberstand in spezielle Ultrazentrifugations-
Gefille (dickwandige Rohrchen) tiberfiihrt und fir 1 h bei 100.000 g und 4°C zentrifugiert
(Beckmann TL100, 100.2 Rotor). Nach der Zentrifugation befinden sich I6sliche
cytosolische Proteine im Uberstand und Membranproteine im Pellet. Die cytosolische

Fraktion wurde bei -20°C eingefroren.

Das Pellet wurde vollstindig mit einer 2°°G Kanile in 0,2 ml Resuspensionspuffer
aufgenommen. Auch hier wurde PIC wieder frisch in einer Verdiinnung von 1:1000

hinzugegeben. Die resuspendierten Membranproteine wurden dann fir 30 min bei
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100.000 g und 4°C zentrifugiert (Beckmann TL100, 100.2 Rotor). Nach diesem zweiten
Zentrifugationsschritt befinden sich Proteine der Plasmamembran, Golgi- und ER-
Membranen und endosomaler Membranen im Uberstand. Das Pellet enthilt die
Kernmembranen und die Mitochondrien. Die Proben wurden anschlieBend entweder bei -

20°C eingefroren oder direkt fiir die Proteinbestimmung nach Lowry weiter verwendet.

PIC: cine Tablette des MiniComplete Protease Inhibitor Cocktails wurde in 10 ml PBS
gelost und den Puffern jeweils direkt vor dem Gebrauch (frisch) in einer Verdiinnung von

1:1000 zugefigt.

3.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Fir die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde die Methode nach Lowry durchgefiihrt.
Hierfir wurden zunichst die Losung A und die Losung B in einem Verhaltnis 50:1
gemischt. Dabei werden fir jede zu bestimmende Probe 500 ul dieser Mischlosung
benotigt. Jeweils 10 pl der Proben und des Protein-Standards (BSA-Losung) wurden in eine
Mikrotiterplatte pipettiert und mit jeweils 40 ul NaOH (0,1 M) versetzt. Dazu wurden je
500 pl der Mischlésung aus Losung A und B gegeben, leicht gemixt und fir 10 min im
Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden jeweils 50 ul Folin-Reagenz hinzugegeben, gut
gemixt und fir 20-30 min im Dunkeln inkubiert. Die Extinkion wurde in einem
Mikrotiterplatten-Reader bei 760 nm gemessen. Die Proteinkonzentrationen wurden dann

mittels Standardreihe berechnet.

3.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurde mittels diskontinuierlicher SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. Dabei werden die Proteine
anhand ihrer Grof3e voneinander getrennt (Laemmli, 1979). Fir diese Methode wurden die
Proben zunichst mit 4 x Probenpuffer (NuPAGE, Invitrogen) und gegebenenfalls mit
einem Reduzierungspuffer (NuPAGE, Invitrogen) versetzt, mit 1 x Probenpuffer auf das
gleiche Volumen aufgefillt und fir 10 min bei 80°C im Thermomixer inkubiert.
AnschlieBend wurde ein Gradienten-Gel (NuPage 4-12% Bis-Tris Gel) in eine Gelkammer
gespannt und diese wurde mit 500 ml 1 x Laufpuffer (NuPage MES SDS Running Buffer)
befillt. Der kommerziell erworbene Puffer ist 20-fach konzentriert und wurde vor dem

Gebrauch mit H,O dest. zu einem einfachen Puffer verdiinnt. Danach wurden jeweils
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gleiche Proteinmengen der Probe in die Taschen des Gels pipettiert, wobei in die erste
Tasche 5l eines Proteinmarkers (RPN8OOE, GE Healthcare) gegeben wurde. Die
Auftrennung der Proben erfolgte bei 170 V fiir 100 min.

3.3.5 Western-Blot-Analyse

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden durch die Western-Blot-Methode in
einem elektrischen Feld auf eine Nitrocellulosemembran tbertragen, um die Proteine
anschlieBend mittels Antikdrper-Detektionsnachweisen zu untersuchen. Daftir wurden
zunichst eine Nitrocellulosemembran, zwei Schwiamme und vier Whatman-Filterpapiere in
Transferpuffer eingelegt. AnschlieBend wurden das Gel aus der SDS-PAGE und die
Nitrocellulosemembran luftblasenfrei zwischen zwei Filterpapiere auf der einen und zwei
auf der anderen Seite und jeweils einem Schwamm auf jeder Seite in einer Transferkassette
zu einem sogenannten Sandwich zusammengebaut. Die Transferkassette wurde so in die
Transferkammer Uberfihrt, dass die Nitrocellulosemembran zwischen dem Gel und der
Anode der Kammer liegt. So konnten die negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld
vom Gel auf die Membran wandern. Zur gleichmiBigen Kuhlung wurde eine Kihlschleife
mit in die Transferkassette gehingt. Die Kammer wurde vollstindig mit Transferpuffer
beftllt und der Transfer der Proteine erfolgte bei entweder 400 mA fiir zwei Stunden oder
bei 200 mM iiber Nacht. Zur Uberpriifung des Proteintransfers wurden die Proteine auf
der Membran mit dem sauren Azofarbstoff Ponceau S angefirbt. Dieser bindet reversibel
an Proteine. Dafiir wurde die Nitrocellulosemembran fir 2-5 min mit Ponceau S Losung
inkubiert und anschlieBend mit H,Odest. gespilt, bis die proteinfreien Bereiche der
Membran vollstindig entfirbt und die Proteinbanden sichtbar waren. Der Farbstoff wurde

durch erneutes Waschen mit TBST auf dem Taumler von den Proteinbanden entfernt.

3.3.6 Immunochemischer Proteinnachweis auf der Nitrocellulosemembran

Der Nachweis der Proteine auf der Nitrocellulosemembran erfolgte mittels
Antikérperinkubation und anschlieBender Detektion chemilumineszierender Signale der
Proteinbanden mittels Amersham Hyperfilm. Alle Inkubations- und Waschschritte dieser
Methode erfolgten unter stindiger Bewegung auf einem Schiittler. Dafiir wurde die
Membran nach der Ponceau S- Firbung fir 5 min mit TBST gewaschen und daraufhin fir

30 min mit Blockierpuffer inkubiert. Die genaue Zusammensetzung dieses Puffers wurde
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durch die zu detektierenden Proteine bestimmt, weshalb zwei unterschiedliche Puffer
verwendet wurden, um unspezifische Antigenbindungstellen zu sittigen. Die anschlieBende
Inkubation der Membran mit dem primiren Antikérper erfolgte im Blockierpuffer bei 4°C
Uber Nacht oder fiir 1 h bei RT. Im Anschluss an die Antikérperinkubation wurde die
Membran 3 x fiir 15 min bei RT mit TBST gewaschen und fir 45 min bei RT mit dem
sekundaren HRP-gekoppelten Antikérper in Blockierpuffer inkubiert. Darauf folgten
wieder drei Waschschritte a 15 min mit TBST. Die verwendeten Antikoérper sind in Kapitel

3.1.8 aufgelistet.

Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mittels ECL (enhanced chemiluminescence). Dafiir
wurden die ECL-Losung A mit der ECL-Lésung B im Verhaltnis 1:1 gemischt und fur
3 min auf die Nitrocellulosemembran gegeben. Nach der Inkubation wurde die Membran
1 x kurz mit PBS gewaschen und in eine Detektionskammer tberfithrt. Bei dieser Methode
setzt die HRP, die an den sekundiren Antikérper gekoppelt ist, Luminol aus der ECL-
Loésung um, wodurch Chemilumineszenz entsteht. In der Dunkelkammer wurde ein Film
auf die Membran gelegt, der nach der Belichtung mittels Entwicklermaschine entwickelt

und fixiert wird.

3.3.7 Isolierung von Lipoproteinen aus dem Blut

Die Isolierung von triglyzeridreichen Lipoproteinen (TRL) erfolgte aus dem Blut von
murinen und humanen Spendern. Bei der Aufreinigung von murinen TRL wurde das
Plasma von sechs LDL-R”"/hepatischen LRP1”-Doppel-Knockont-Miusen durch Punktion
des Herzens und anschlieBender Zentrifugation des Blutes, gewonnen. Lipoproteine lassen
sich entsprechend ihrer Dichte tber Dichtegradienten und Ultrazentrifugation auftrennen.
Dafur wurde das gewonnene Plasma zunichst mit KBr auf eine Dichte von 1,21 g/ml in
einem Volumen von 3,5ml eingestellt. Fur die Schichtung des Gradienten wurden
Polyallomer-R6hrchen (Beckman) mit einem Volumen von ca. 11,5 ml verwendet, die
passend fur den SW41 Rotor, Beckman Ultrazentrifuge waren. Bei der
Gradientenherstellung wurde zunichst 1 ml der p=1,006 ¢/ml Lésung in das Rohrchen
gegeben. Anschlieend wurden erst 3,5 ml der p = 1,019 g/ml Lésung, dann 3,5 ml der
p=1,063g/ml Losung und zuletzt mit 3,5ml des p =1,021 g¢/ml Plasmas unter

Zuhilfenahme einer langen Kanile unterschichtet. Unter Verwendung der zwei
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Dichtelosungen A und B im entsprechenden Mischungsverhiltnis wurden die anderen

Dichtel6sungen hergestellt.

Die Proben wurden anschlieBend fiir 20 Stunden bei 38.000 rpm und 4°C im SW41 Rotor
in einer Beckman Ultrazentrifuge zentrifugiert. Nach der Zentrifugation konnten die TRL,
die aufgrund ihrer geringen Dichte oben auf dem Gradienten schwammen vorsichtig mit
einer umgebogenen Kaniile abgenommen werden. Die TLR- enthaltene Losung wurde im

Anschluss mittels PD10-Saule nach Angaben des Herstellers in PBS umgepuffert.

Fir die Isolierung von TRL aus humanem Plasma wurden dem Spender, nachdem er ein
fetthaltiges Frithstick zu sich genommen hatte, etwa 120 ml Blut entnommen und das
Plasma durch anschlieBende Zentrifugation gewonnen. Die TRL  (Dichte
p = 1.006 mg/ml) wurden durch 45 min Zentrifugation bei 28.000 rpm und 4°C in einem
swing-ont Rotor (SW41 Beckman) isoliert. Fir die weitere Aufreinigung wurden die TRL
vom Plasma herunter pipettiert und im Verhaltnis 6:1 mit 60 % Succrose versetzt. Diese

TRL-Succrose-Mischung wurde unter PBS geschichtet und erneut wie zuvor zentrifugiert.

3.3.8 Markierung der TRL mit DiD

Fir fluoreszenzmikroskopische Aufnahme-Experimente wurden die murinen TRL (Kapitel
3.3.7) zur spiteren Visualisierung mit DiD markiert. Dazu wurde den isolierten TRL eine
DiD-Losung (10 mg/ml DMSO) im Verhiltnis 10:1 zugegeben. Die TRL wurden fiir
mindestens 3 Stunden oder auch iber Nacht bei 30°C und 300 rpm im Thermomixer mit
DiD inkubiert. Danach wurde die Losung tber eine PD10-Siule gegeben, um
tberschissigen Farbstoff zu entfernen. Die eluierten DiD-markierten TRL konnten dann

fir Aufnahme-Experimente in Zellen verwendet werden.

3.3.9 Cholesterol und Triglyzerid-Bestimmung im Plasma

Fir die Bestimmung wurde den Miusen nach einer vierstindigen Fastenzeit Blut
abgenommen und das Plasma mittels Zentrifugation gewonnen. Die Cholesterol- und
Triglyzerid-Konzentrationen im Plasma der Miuse wurden mit kommerziellen Kits
(Roche) bestimmt. Dafiir wurden die Proben in verschiedenen Verdinnungen und
ansteigende Konzentrationen eines Lipid-Standards (Precipath) auf eine Mikrotiterplatte
pipettiert. Je verdiinnter Probe wurden 5 ul eingesetzt, die mit 95 ul PBS aufgefillt und mit

200 ul des Cholesterol- bzw. Triglyzerid-Reagenz versetzt wurden. Von den Standard-
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Verdinnungen wurden jeweils 100 ul mit den 200 ul des entsprechenden Reagenz
inkubiert. Die Reagenzien fihren zu einer Hydrolyse der in den Plasmaproben
vorhandenen Cholesterylester und Triglyzeride, wobei nach Oxidationsreaktionen ein
rétlicher Farbstoff entsteht. Nach 15-minttiger Inkubation bei 37°C wurde die Extinktion
im Photometer bei einer Wellenlinge von 540 nm gemessen und die jeweilige

Konzentration unter Verwendung der Standardreihe berechnet.

3.3.10 Fast Performance liquid chromatography (FPLC)

Um die Cholesterol- und Triglyzeridkonzentrationen in den unterschiedlichen
Lipoproteinen zu bestimmen wurde ein Lipoproteinprofil mittels FPLC erstellt. Dafiir
wurden zundchst 150 pl der jeweiligen Plasmaprobe mit 150ul 1 x FPLC-Puffer versetzt.
Von dieser Losung wurden 200 ul in den Probenloop der FPLC injiziert und das
Programm fur die Fraktionierung in 96-Well-Platten gestartet. Fur die Auftrennung der
unterschiedlich groflen Lipoproteine wurde eine S6-FPLC-Saule verwendet. Im Anschluss
an die Fraktionierung wurden die Triglyzerid- sowie die Cholesterol-Konzentration der

aufgetrennten Fraktionen, wie in Abschnitt 3.3.9 beschrieben, bestimmt.

3.3.11 ELISA zur Bestimmung von Hormonen im Plasma

Der BELISA (Engyme-linked immunosobent assay) wird genutzt, um die Konzentration von
Proteinen mittels spezifischer Antikérper zu quantifizieren. In dieser Arbeit wurden ein
ELISA spezifisch fiir Insulin und einer spezifisch fiir Adiponektin durchgefiihrt. Fiir den
Insulin-ELISA wurde das Ultra Sensitive Rat Insulin EIISA Kit (Crystal Chem) verwendet.
Bei diesem kommerziell erwerblichen Kit war der Caprure-Antikérper schon auf der
Mikrotiterplatte immobilisiert und war somit gebrauchsfertig. Fir die Detektion von
Adiponektin wurde das DuoSet®ELLS A mouse Adiponectin Acrp30 (R&D) verwendet. Dabei
wurde der Capture-Antikérper 1:180 in PBS verdiinnt und tGber Nacht auf der Oberfliche
der Mikrotiterplatte immobilisiert. Am nachsten Tag wurde die Platte 3 x mit Waschpuffer
(siche Kit) gewaschen, um nicht gebundene Antikérper zu entfernen. Danach wurden
unspezifische Bindestellen mit 1 % Blockietlosung fiir eine 1,5 h bei RT blockiert. Nach
dem Blockieren wurde die Lésung abgenommen und die Platte wurde erneut 3 x mit
Waschpuffer gewaschen. Fir den Insulin-ELISA wurden auch alle Lésungen und Puffer

als ready-to-use aus dem Kit verwendet. Anschliefend wurden die Proben und der jeweilige
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Standard in geeigneter Verdiinnung in die Platte gegeben und fir 2 h bei RT (Adiponektin)
bzw. 4°C (Insulin) inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Platten je 3 x mit dem
entsprechendem Waschpuffer gewaschen und mit einem weiteren spezifischen Biotin-
gebundenen Detektionsantikorper bei RT fir 2 h (Adiponektin) bzw. 30 min (Insulin)
inkubiert. Nach einem nichsten Waschschritt wurden die Platten mit Merrettich-
Peroxidase (HRP)-gekoppeltem Streptavidin (entsprechende Losung aus dem Kit fiir
Insulin) fir 20 min (Adiponektin) bzw. 30 min (Insulin) lichtgeschiitzt inkubiert.
Streptavidin bindet wihrend der Inkubation an Biotin. Es folgte ein weiterer Waschschritt,
woraufhin die Proben dann mit einer Substratlosung fiir etwa 20 min inkubiert wurden.
Hierbei kommt es zu einer Reaktion zwischen der HRP und dem Substrat, welche als
Farbumschlag gemessen werden konnte. Nach dem Abstoppen der Reaktion mit einer 2 M
H,SO, wurde der Farbumschlag photometrisch bei 450 nm im Mikrotiterplatten-Reader

bestimmt. Die Konzentration der Hormone wurde mittels Standardreihe berechnet.

3.3.12 "I-Iodierung von isolierten TRL

Zur Quantifizierung der aufgenommenen Lipoproteine in Zellen wurden die
Apolipoproteine der isolierten TRL radioaktiv mit '*-Iod markiert. Dabei wurden die
Proteine der TRL wie von McFarlane beschrieben, markiert (McFarlane, 1958). In dem
Zusammenhang beschreiben Heeren et al., dass bei der Markierung von Lipoproteinen mit
"”lod hauptsichlich das ApoE sowie ApoC‘s und nur wenig ApoB der TRL durch die
verwendete Methode iodiert werden (Heeren et al., 2002). Iodiert werden bei der Methode

die Tyrosinreste der Proteine.

3.3.13 Radioaktive Markierung von Glukose und Lipiden

Fir die Aufnahmeexperimente von Glukose und Lipiden in die Organe der Miuse wurde
den Miusen eine Mischlésung aus *H-Deoxyglukose und '*C-Triolein verabreicht. Fiir die
Herstellung wurden zunichst triglyzeridreiche Lipoproteine aus dem Plasma eines
ApoC-Il-defizienten Spenders wie in Kapitel 3.3.7 beschrieben, isoliert. AnschlieBend
wurde der Triglyzeridgehalt in der Probe, wie in Kapitel 3.3.9 beschrieben, bestimmt und
die Probe wurde auf eine Triglyzerid-Konzentration von 5 mg/ml eingestellt. Daftir wurde
eine Mischlésung aus Chloroform und Methanol im Verhiltnis 8/5 (w/w) verwendet. Die

verdiinnte Probe wurde kriftig mittels Vortexer gemischt und darauthin fir 10 min bei
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13.000 rpm zentrifuguiert. Im Pellet befanden sich dann die Proteine des Plasmas, die so
vom Uberstand, der Lésung in denen die TRL enthalten sind, getrennt wurden. In einem
letzten Schritt dieser so genannten Delipidierung wurde die Losung iber Nacht
»abgepustet”. Das bedeutet, die Losung wurde so lange mit Stickstoff begast, bis sie
trocken und somit das Chloroform/Methanol-Gemisch entfernt war. Am nichsten Tag
wurde 3 x 2 ml der TRL-Lésung (5 mg/ml) mit je 1 ml Chloroform und 150 ul "*C-Triolein
(0,0037 MBq; Perkin Elmer) versetzt und erneut ,,abgepustet™ bis das Chloroform entfernt
war. Daraufhin wurde je 2ml 60°C warmes PBS hinzugegeben und jede Probe mit
Ultraschall sonifiziert. Dabei wurde jede Probe 3 x fiir 3 min 20 sec sonifiziert, zwischen
denen jeweils eine Pause von 1 min lag. Im Anschluss daran wurde die Losung aus TRL
und "C-Triolein warm filtriert (0,45 um). Die Losung wies eine Konzentration von 10 mg
Lipid/ml auf. Das von dieser Loésung einzusetzende Volumen wurde so auf das
Korpergewicht der Maus berechnet, dass jedem Tier 50 ng TRL/g Korpergewicht

gavagiert wurden.

Fiir die "H-Deoxyglukose wurden zunichst 10 g Glukose in 11 ml NaCl gelést. 2 ml dieser
nun 0,90909 g/ml konzentrierten Glukoselésung wurden anschlieBend mit 300 ul *H-
Deoxyglukose (0,037 MBq; Perkin Elmer) gemischt. Letztendlich wurde eine °H-
Deoxyglukose-Losung mit einer Konzentration von 0,79 g¢/ml Glukose erhalten. Diese

wutrde so eingesetzt, dass jeder Maus 2 mg Glukose/g Korpergewicht gavagiert wurden.

Bei der Gavage wurden die entsprechenden Volumina der “C-Triolein und °H-

Deoxyglukose als Mischlésung in einem Gesamtvolumen von 300 ul (ad NaCL) gavagiert.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.41 Generierung einer PID1-Knockout-Maus

Fir die Generierung der PID1-Knockout-Maus wurde das Knockout-first-Modell der Firma
KOMP Respiratory genutzt. Dafiir wurden embryonale Stamm(ES)-zellen bei der KOMP
Respiratory gekauft, die dann am Zentrum fir Molekulare Neurobiologie Hamburg
(ZMNH) von Frau Irm Hermans-Borgmeyer in Miuse, die als Leihmutter dienten,
transferiert wurden, woraus chimire Nachkommen entstanden. Die Nachkommen wurden
dann mit C57BL/6-Wildtyp-Miusen gekreuzt und es wurden heterozygote Miuse erhalten.

Durch Verpaarung dieser Heterozygoten wurden so homozygote PID1-Knockont-Miuse
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gerneriert. Bei diesem Knockout-first-Modell wurden die ES-Zellen so kloniert, dass sie im

Gen des PID1 eines ,,Kassette® tragen (Abb. 3-1).

tmla FRT FRT loxpP loxP

Abb. 3-1 Knockout-first-Selektionskassette zur Generierung einer PID1-Knockout-Maus

Selektionskassette zur Generierung einer PID1-Knockout-Maus tiber die von KOMP Respiratory generierten
ES-Zellen. Die Kassette wurde zwischen das zweite und dritte Exon des PID1-Gen kloniert und beinhaltet
FRT- und loxP-Sites fiir Flipper-Deleter- und Cre-Rekombinase. Aullerdem trit die Kassette eine lacZ und
eine Neomycin-Resistenz zur Selektion. Verdndert nach http://www.mousephenotype.org

Dieses Konstrukt wurde zwischen das zweite und dritte Exon des PID1-Gens kloniert und
trigt das lacZ-Gen, welches fiir die B-Galaktosidase kodiert. Weiterhin beinhaltet die
Kasette eine Neomycin (neo)-Resistenz, die zur Selektion dient. Daneben sind FRT- und
loxP-Sequenzen in der Kassette vorhanden. Die Rekombinasen Flippase (Flp) und Cre
binden an diese spezifischen Sequenzen und schneiden den dazwischen liegenden Bereich
des Gens entsprechend heraus. Das Besondere des Knockout-first-Modells ist, dass das
Produkt des Gens der Miuse, die diese Kassette tragen nicht funktional ist, bevor die
Miuse mit entsprechenden Rekombinase-exprimierenden Mausen verpaart werden. Beim
alternativen Splicen verhindert der Splicing-Akzeptor der Kassette die Entstehung einer
funktionalen mRNA. Somit tragen diese Mause bereits den Knockout. Die Verpaarung mit
Miusen, die eine Cre- bzw. Flp-Rekombinase exprimieren, sorgt dann im Weiteren dafiir,
dass diese Enzyme das Gen des PID1 vollstindig herausschneiden. Der Vorteil dabei ist,
dass das von loxP-Sequenzen flankierte Protein mittels gewebespezifischer Cre-
Rekombinasen, nur in einem Organ ausgeschaltet werden kann. Da der totale Knockont
vieler Proteine letal ist, ist es von Vorteil, den Einfluss des Proteins somit gewebespezifisch

zu untersuchen.

3.4.2 Isolierung von RNA aus Zellen und Geweben

Die Isolierung der RNA erfolgte entweder aus kultivierten primiren Hepatozyten, die auf
6-Well-Kulturplatten vorlagen oder aus Mausgewebe. Die Zellen wurden fiir die Isolation
1 x mit PBS gewaschen, fur 5 min mit 1 ml TRIzol-Reagenz bei RT inkubiert, anschlieBend

von der Platte heruntergesptlt und in ein 2 ml Reaktionsgefal3 iberfithrt. Fir die Isolation


http://www.mousephenotype.org/
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der RNA aus Gewebe wurde diesem 1 ml TRIzol hinzugefiigt und es wurde mittels
TissueLyser (3 x fir 30 sec und 20 Hz) homogenisiert. Die in TRIzol vorliegenden Zellen
bzw. das Gewebe wurde anschlieBend mit 200 pl Chloroform (1/5 vol) versetzt, fur 15 sec
mitels Vortexer gut gemischt und 15 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. Das Gemisch
trennte sich in drei Phasen, eine untere milchige TRIzol-haltige, in der die DNA vorlag,
eine sehr diinne, weille Protein-haltige Zwischenphase und eine obere klare Phase, in der
sich die RNA befand. Diese klare Phase wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal3
tberfithrt und mit dem gleichen Volumen (~600 pl) an 96 % Ethanol p.A. versetzt, um die
RNA zu fillen. Im Anschluss daran wurde die RNA mittels RNA Purification Kit isoliert, es
wurden somit alle vom Hersteller gelieferten Puffer vewendet. Hierbei wurde die in
Ethanol vorliegende RNA auf eine Sidule gegeben, 2 min bei 12.000 rpm und RT
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die RNA lag anschlieBend an die Siule
gebunden vor. Es wurden 350 pl des MDB (membrane desalting buffer) aus dem Kit auf die
Saule gegeben, 2 min bei 12.000 rpm und RT zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.
Dann wurden 1 pul tDNAse mit 90 ul DNase-Puffer versetzt, 95 pl des Gemischs auf die
Sdule gegeben und fir 15-30 min bei RT inkubiert. Es folgten 3 Waschritte: 1. 200 pl des
Waschpuffers RA2 zur Inaktivierung der DNase; 2. 600 ul Waschpuffer RA3; 3. 250 ul
Waschpuffer RA3. Zwischen den Waschritten wurde jeweils fir 2 min bei 12.000 rpm und
RT zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nach dem letzten Schritt wurde ein
zusatzlicher Zentrifugationschritt durchgefihrt, um siamtliche Pufferriickstinde von der
Sdule zu entfernen. Zum Eluieren wurden 40 ul RNase-freies H,O auf die Sdule gegeben,
die RNA mindestens 5 min darin inkubiert und dann mittels Zentrifugation (5 min,
12.000 rpm, RT) in ein RNase-freies Reaktionsgefal3 eluiert. Die Konzentration der RNA

wurde mittels NanoDrop bei 260/280 nm bestimmt.

3.4.3 Reverse Transkription

Die ¢cDNA-Synthese wurde mit dem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit fir RT-
qPCR nach Angaben des Herstellers durchgefithrt. Es wurden 1 pg RNA eingesetzt und in
50 ul des Reaktionsvolumes zu cDNA umgeschrieben. Die cDNA diente ausschlief3lich als

Matrize fir die quantitative Rea/tine-PCR.
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3.4.4 Quantitative Realtime-PCR (qPCR)

Die quantitative Realtime-PCR (qPCR) ermoglicht es, die Menge einer bestimmten cDNA,
zu quantifizieren. Dabei kann die Produktentwicklung tiber den gesamten Verlauf der
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) detektiert und anschlieend quantifiziert werden. In
dieser Arbeit wurden ein 7900HT Detektionssystem (Applied Biosystems) genutzt und alle
qPCRs mittels TagMan™ Gene Expression  Assay, bei dem die Messung iiber
Fluoreszenzsignale der TagMan®-Sonden erfolgt, durchgefithrt. Diese speziellen Sonden
sind an eine Reporterfluorophor (3°-Ende) und einen Quencher (5-Ende) gekniipft. Da sie
sich rdumlich sehr nahe sind unterdriickt der Quenscher das Signal des Fluorophors. Wird
die Sonde durch die endonukleolytische Aktivitit der Tag-DNA-Polymerase hydrolysiert,
kommt es zu einer raumlichen Trennung von Quencher und Fluorophor, wobei das Signal
des Fluorophors nach einer Anregung fluorometrisch gemessen werden kann. Steigt die
Konzentration des Amplifikats mit steigender Zykluszahl, wird auch das Fluoreszenzsignal
proportional stirker. Das Signal des Fluorophors ist in den ersten PCR-Zyklen nur sehr
schwach und nicht vom Hintergrundsignal abzugrenzen. Fur die Auswertung wird der
Schwellenwert, C,. (¢yele of treshold)-Wert, genutzt. Der C-Wert liegt in der exponentiellen
Phase der Amplifikation und entspricht dem PCR-Zyklus, bei dem sich das
Fluoreszenzsignal der Probe vom Hintergrund abhebt. Die Berechnung der Genexpression
erfolgte nach der 2*“ -Methode ((Livak and Schmittgen, 2001)) und unter Verwendung
des Referenzgens Tbp (T/ATAbox binding protein, murine Gene).

Der PCR-Ansatz fiir eine Probe: 15ul  Universal Mix
8,5ul DNase-freies H,O
5wl template cDNA (100 ng)
1,5 TagMan® Gene Expression Assay

3.4.5 Genotypisierung von PID1”-Miusen

Fir die Genotypisierung der PID17-Mause wurden die Tiere zunichst in der Tierhaltung
des UKEs biopsiert, anschlieBend wurde die DNA isoliert. Dafiir wurde die
Schwanzbiopsie in ein Reaktionsgefil gegeben, mit 700 ul STE-Puffer und 12,5 pl
Proteinase K (10 mg/ml) versetzt und tber Nacht bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert.
Am nichsten Morgen wurden 70 ul 10 % SDS hinzugegeben, die Probe wurde invertiert

und fir 2-5 min ruhen gelassen. AnschlieBend wurden 275 ul 5 M NaCl hinzugegeben und
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15 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. 500 ul des Uberstand wurden in ein neues
Reaktionsgefdl3 uberfithrt, mit 1000 ul 70 %ig Ethanol versetzt und fur 30 min mit
14.000 rpm bei 4°C zentrifugiert, um die DNA zu fillen. Das Pellet wurde bei 30-45°C
getrocknet und anschliefend in 50-70 ul H,O (ad inject.) resuspendiert. Die geloste DNA

wurde dann fiir die PCR genutzt oder zunichst bei -20°C aufbewahrt.

Fir die PCR wurde 5 pl der DNA mit 10,5 ul H,O, 2,5 pl PCR-Puffer GREEN (10x),
2,5 ul DMSO, 1wl MgCl (25 mM), 1 ul ANTP (10 mM) und je 1 ul des forward (10 uM)
und reverse (10 uM) Primers versetzt. Hinzu kamen 0,5 pl der Tag-Polymerase (5 U/pl).

AnschlieBend erfolgte die Amplifikation im Thermocycler nach folgendem Programm:

1. 95°C 2 min

2. 95°C 30 sec

3. 60°C 30 sec 35 x
4. 72°C 2 min

5. 72°C 7 min

6 4°C gehalten

Die Primer wurden so gewahlt, dass sich nach der Amplifikation, fir den jeweiligen
Genotyp, spezifisch grole DNA-Produkte ergeben, die dann mittels Agarose-

Gelelekrophorese aufgetrennt wurden.

3.4.6 Agarose-Gelelektrophorese

Um die mittels Genotypisierung amplifizierten DNA-Produkte in einem Gel zu
analysieren, wurde zunachst ein Agarosegel gegossen. Dafiir wurden 2 g Agarose in 100 ml
1 x TBE-Puffer durch Erhitzen in einer Mikrowelle aufgel6st, die Lésung wurde mit 4 ul ul
des DNA-Farbstoff Roti-Safe (Roth) versetzt, und in eine entsprechende Elektrophorese-
Kammer gegossen. In die noch fliissige Agarose wurde ein ,,Kamm® gehingt, der dafiir da
war, die Taschen, in die die Proben hinein pipettiert wurden, zu formen. Nach dem
Auspolymerisieren wurde das Gel mit der DNA-Leiter und den Proben beladen. Die
Elektrophorese erfolge bei 90 V und 50°min. Im Anschluss wurden die DNA-Banden

mittels UV-Licht sichtbar gemacht und fotographiert.
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3.5 Metabolische Untersuchungen in der Maus

3.5.1 Hochfettdiit Studie

Fir die Untersuchung der Auswirkungen einer Hochfettdidt auf den Metabolismus der
Miuse wurden Wildtyp- und PID17-Miuse im Alter von fiinf Wochen fiir insgesamt 20
Wochen mit einer Hochfettdidt (HFD) gefiittert. Eine weitere Gruppe von Wildtyp- und
PID17- Miusen wurde fiir den gleichen Zeitraum mit einem Kontrollfutter (Chow)
gefuttert. Die Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen in einem 12 h Hell-/
Dunkelrythmus gehalten. Als HFD wurde die High fat Diet with 35,5 % lard, 10 mm (Ssniff,
#3282) verwendet. Die Mduse und ihr Futter wurden einmal wéchentlich gewogen, um
die Gewichtszunahme und die Menge der Futteraufnahme zu dokumentieren. Nach dem
wochentlichen Wiegen wurden die Kifige gereinigt und das Futter gegen frisches

ausgetauscht.

3.5.2 Oraler Glukose-Toleranz-Test (OGTT)

Fir den oralen Glukose-Toleranz-Test (OGTT) wurden die Miuse zunichst fiir 4 Stunden
durch Wegnahme des Futters gefastet und ihr Koérpergewicht fiir die Berechnung der
einzusetzenden Glukosemenge bestimmt. Zu Beginn des Experiments wurde die
Glukosekonzentration im Blut der Mause mittels AccuCheck-Aviva-Teststreifen gemessen.
Dieser Wert diente als Nullwert fir die spiteren Berechnungen. AnschlieBend wurde den
Miusen die Glukoselosung (2 g/kg Korpergewicht in 200 ul 0,9 % NaCl) unter
Zuhilfenahme einer Schlundsonde als Gavage verabreicht. Die Blut-Glukosekonzentration
wurde 15, 30, 60 und 120 min nach der Gavage bestimmt. Nach dem Test erhielten die

Tiere ihr Futter zurtck.

3.5.3 Insulin-Toleranz-Test (ITT)

Fir den Insulin-Toleranz-Test (ITT) wurden die Miuse auch zunichst fir 4 Stunden
gefastet und ihr Korpergewicht fiir die Berechnung der einzusetzenden Insulinmenge
bestimmt. Zu Beginn des Experiments wurde die Glukosekonzentration im Blut der Miuse
mittels AccuCheck-Aviva-Teststreifen gemessen. Dieser Wert dient als Nullwert fir die
spiteren Berechnungen. AnschlieBend wurde den Miusen 1 U/kg Korpergewicht Insulin

(Insuman Rapid) in NaCl intraperitoneal injiziert und die Blut-Glukosekonzentration
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wurde 15, 30, 60 und 120 min nach der Injektion gemessen. Nach dem Test erhielten die

Tiere ihr Futter zurtck.

3.5.4 Organ-Aufnahme von Glukose und Lipiden

Um die Aufnahme von Glukose und Lipiden in die Organe von PID17-und Wildtyp-
Miusen genauer zu untersuchen, wurden Chow- bzw. Hochfettdiat-gefiitterte Mause
genutzt. Im Alter von 25 Wochen wurden diese miénnlichen Miuse zunichst fir 4 h
gefastet, anschlieBend wurde ihnen eine Mischlosung aus ’H-Deoxyglukose und '*C-
Triolein, die in Kapitel 3.3.13 hergestellt und berechnet wurde, mittels Schlundsonde
verabreicht. Die Blut-Glukosekonzentration wurde vor und 15, 30, 60 und 120 min nach
der Gavage mittels AccuCheck Aviva Teststreifen gemessen. 2 h nach der Gavage wurden
die Tiere mittels Ketamin/Rompun-Natkose betdubt und das Blut wurde dutrch
Herzpunktion entfernt. Dann wurde das rechte Atrium geéftnet und der Korper der Maus
Uber den linken Ventrikel mit 10 ml PBS-Heparin-Lésung (10 U/ml) perfundiert. Die
Organe wurden entfernt und ihr Gewicht wurde bestimmt. Bevor die Organe in flissigem
Stickstoff eingefroren wurden, wurden jeweils etwa 150 mg des Organs separiert und fiir

die Radioaktivititsbestimmung verwendet.

Damit die in das entsprechende Organ aufgenommene Radioaktivitit gemessen werden
konnte, musste das Gewebe zunichst vorbereitet werden. Dafiir wurden die etwa 150 mg
der Organe in ReaktionsgefiBle Gberfiihrt, im 10-fachen Volumen Solvable aufgenommen
und tber Nacht bei 60°C bei 250 rpm geschiittelt. Am nichsten Tag wurden 400 pl jeder

Probe in spezielle Szintillationsréhrchen Gberfihrt, mit Szintillationsflussigkeit versetzt und

die Radioaktivitdt wurde mittels B-Szintillationscounter gemessen.

3.6 Sonstige Methoden

3.6.1 Gewinnung von Plasma

Zur Gewinnung des Plasmas aus Vollblut wurde das Blut mit einer Kaniile enthnommen. In
diese Kanile wurden vor der Blutentnahme 5 ul EDTA (0,5 M, pH 8) gegeben, um die
Gerinnung des Blutes zu verhindern. Nach der Entnahme wurde das Blut in ein eiskaltes

Reaktionsgefdl3 uberfihrt und direkt fir 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss



Material und Methoden 52

konnte das Plasma von den zelluliren Bestandteilen des Blutes getrennt in ein neues

Reaktionsgefdl3 tiberfihrt und fir Lipid- und Hormonbestimmungen verwendet werden.

3.6.2 Tierhaltung

Die in dieser Arbeit verwendeten PID17- und Wildtypmiuse wurden in der
Versuchstierhaltung  (VITH) des Universititsklinkums ~ Hamburg-Eppendorf  unter
standardisierten Bedingungen in einem 12 h Hell-/ Dunkelrythmus gehalten. Die Miuse
wurden in der VIH fir die Genotypisierungen (Abschnitt 3.4.5) biopsiert. Tiertotungen
erfolgten iber eine Ketamin-/Rompun-Narkose und einer anschlieBenden zervikalen

Dislokation.
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4. Ergebnisse

4.1 Interaktion von LRP1 und PID1 in primiren Hepatozyten und
Hepatomazellen

Als ein Rezeptor, der an der Endozytose und der Signaltransduktion beteiligt ist, spielt
LRP1 eine wichtige Rolle in einer Vielzahl von Zellen. So ist LRP1 speziell in der Leber
mafigeblich an der Aufnahme von triglyzeridreichen Lipoproteinen in Hepatozyten
beteiligt. Nach der Bindung des Liganden werden Rezeptor und Ligand gemeinsam
internalisiert. Dieser erste Schritt der Endozytose findet an der Plasmamembran statt. Im
Folgenden werden Rezeptor und Ligand tber die einzelnen Komponenten des
endosomalen Weges weitergeleitet und entweder dem lysosomalen Abbau zugefiihrt oder

tiber spezielle Recycling-Endosomen wieder zurtick an die Plasmamembran gefiihrt.

Damit die vielen unterschiedlichen Aufgaben, die LRP1 in einer einzigen Zelle iibernimmt,
gewihrleistet sind, muss die Lokalisation und Funktion von LRP1 streng reguliert werden.
Diese Regulation ist sehr komplex und viele Mechanismen sind noch unbekannt. Es
konnte aber bereits gezeigt werden, dass Adaptorproteine eine wichtige Rolle spielen und
an spezielle Motive in der zytoplasmatischen Kette von LRP1 binden. So erkennt das
kleine PTB-Adaptorprotein PID1 (Caratu et al, 2007) das distale NPxY Motiv der
intrazelluliren Domine des Rezeptors. Im Folgenden soll die bisher noch ungeklirte

physiologische Bedeutung von PID1 fiir die Regulation des LRP1 untersucht werden.

4.1.1 Endogene Kolokalisation von LRP1 und PID1 in primiren Hepatozyten

Um die Funktion des Adaptorproteins PID1 fiir die LRP1-rezeptorvermittelte Aufnahme
von Lipoproteinen in die Leber zu untersuchen, wurde zunichst die Lokalisation sowohl
von LRP1 als auch PID1 bestimmt. Daftir wurden primire Hepatozyten durch Perfusion
der Leber und anschlieBender Dichtezentrifugation aus Wildtyp-Méusen isoliert und auf
Coverslips ausgesit. Vier Stunden danach wurden die Zellen fixiert, mittels indirekter
Immunfluoreszenz mit einem Antikorper gegen LRP1 inkubiert und anschlieend die
Lokalisation mit dem konfokalen Nikon A1l Laser Scanning Mikroskop analysiert. In
Abbildung 4-1A sind die Hepatozyten im Differentialinterferenzkontrast (DIC) dargestellt.
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Man erkennt deutlich die fir Hepatozyten typische Struktur, uv.a. zwei Zellkerne (blau).
LRP1 (griin) als endozytierender Rezeptor, ist interessanterweise in perinukledren

Bereichen zu finden.

In der in Abb. 4-1B dargestellten Immunfluoreszenz wurden Wildtyp-Hepatozyten mit
Antikorpern gegen LRP1 (rot) und PID1 (griin) inkubiert. In der Uberlagerung beider
Aufnahmen (merge) ist deutlich zu erkennen, dass sich das endogene PID1 in den gleichen
perinuklearen Kompartimenten wie das endogene LRP1 befindet (Pfeile) und es zu einer

Kolokalisation (gelb) kommt.

A

Abb. 4-1 Lokalisation von LRP1 und PID1 in primiren Hepatozyten

Primidre Wildtyp Hepatozyten im DIC. LRP1 (griin) ist in perinukleiren Kompartimenten lokalisiert. Die
Zellen zeigen die hepatozyten-typischen zwei Zellkerne. Ma3stab 10 pm (A). Immunfluoreszenzanalyse von
endogenem LRP1 (rot) und PID1 (griin) in primiren Wildtyp Hepatozyten. Beide Proteine kolokalisieren
(gelb, Pfeile) im gleichen perinukledrem Kompartiment in der Zelle. Ma3stab 5 pm (B).
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4.1.2 Kolokalisation nach I“Jberexpression von LRP1-eGFP und PID1-RFP

Nachdem in den primiren, murinen Hepatozyten beobachtet wurde, dass sich endogenes
PID1 und LRP1 in den gleichen Strukturen in der Zelle befinden, sollte im Folgenden
untersucht werden, ob diese Beobachtung nach einer Uberexpression beider Proteine in
humanen Hepatoma-Zellen (HuH7) zutrifft. Hierfir wurden Wildtyp-HuH7-Zellen
subkonfluent ausgesetzt und 36 Stunden vor der Fixierung mit einem LRP1-eGFP- und
einem PID1-RFP-Plasmid cotransfiziert. LRP1-eGFP (griin) und PID1-RFP (rot) werden
in den HuH7 exprimiert und befinden sich im selben Kompartiment (Abb. 4-2). Die
Kolokalisation der beiden Proteine ist deutlich anhand der Uberlagerung beider
Aufnahmen (merge, gelb) und in der VergroBerung zu erkennen. Die Zellkernfirbung mit
DAPI (blau) zeigt auBlerdem, dass noch weitere Zellen in dem gewihlten Ausschnitt
vorhanden sind, diese aber nicht erfolgreich transfiziert wurden, da sie weder LRP1-eGFP

noch PID1-RFP exprimieren.

LrpleGFP

Abb. 4-2 Uberexpression von LRP1-eGFP und PID1-RFP in humanen Hepatomazellen.

HuH?7 Zellen nach Transfektion mit LRP1-eGFP (griin) und PID1-RFP (rot). Beide Proteine werden in den
Zellen exprimiert und sind in denselben, perinukledren Kompartimenten lokalisiert. Die Kolokalisation ist in
der Uberlagerung (merge) und in der VergroBerung deutlich an den gelben punktuellen Strukturen zu
erkennen. Maf3stab 20 um, Maf3stab der VergréBerung 10 um.

4.2 Die Rolle von PID1 fur die zellulare Lokalisation von LRP1

Im Verlauf der Rezeptor-vermittelten Endozytose durchlaufen die Rezeptoren und ihre
Liganden  unterschiedliche  endosomale  Kompartimente. ~ Nach  erfolgreicher
Internalisierung des Rezeptors und seinem gebundenen Liganden in sogenannte Clathrin-
Coated-Pits, vetlieren diese Vesikel ihre Clathrin-Hulle und es entstehen frihe Endosomen.
Durch die Fusion mit weiteren Vesikeln (Sortierungsvesikel) und Azidifizierung des
Vesikellumens, dissoziiert der Ligand vom Rezeptor. Der Rezeptor kann nun in kleineren,
sich abschniirenden Vesikeln recycelt werden. Anschliefend verschmilzt das verbleibende

Vesikel -das sogenannte spite Endosom- mit dem Lysosom, wo der Ligand abgebaut wird.
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Die unterschiedlichen Kompartimente dieses endosomalen Weges lassen sich anhand von

bereits bekannten, spezifischen Markerproteinen charakterisieren.

Um die spezifischen Aufgaben bestimmter Adaptorproteine, die fiir die Regulation und
Lokalisation von Rezeptoren notwendig sind, definieren zu kénnen, muss bekannt sein, in
welchem Kompartiment der Zelle die beteiligten Adaptorproteine und die entsprechenden
Rezeptoren zu finden sind. Im nichsten Abschnitt sollte deshalb untersucht werden, ob

eine PID1-Defizienz in Zellen einen Einfluss auf die Verteilung von LRP1 in der Zelle hat.

4.2.1 LRP1 Lokalisation nach siRINA-vermitteltem PID1- Knockdown in primiren

Hepatozyten

Um die physiologische Rolle der LRP1-PID1-Interaktion fiir die LRP1-Lokalisation und
dessen Funktion niher zu untersuchen, wurde die PID1-mRNA-Expression mittels st(RNA
herunterreguliert. Fur dieses Experiment wurden primire Hepatozyten aus Wildtyp-
Miusen generiert. Die Zellen wurden vier Stunden nach dem Aussien entweder mit
unspezifischer siRNA (scrambled siRNA) oder siRNA, die spezifisch fir PID1 ist (PID1
siRNA) transfiziert. Weitere 24 bzw. 36 Stunden spiter wurden Zellen, die auf 6-Well-
Platten ausgesat wurden, in TRIzol aufgenommen, um die RNA zu isolieren und deren
Menge mittels quantitativer TagMan® Realtime-PCR (qPCR) zu bestimmen. Zellen, die auf
Coverslips ausgesit waren, wurden 36 Stunden nach der siRNA-Transfektion mit
Paraformaldehyd fixiert. Anschliefend wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit einem
fir LRP1 spezifischen Antikérper durchgefiihrt und mittels konfokaler Laser Scanning

Mikroskopie analysiert.

Die Analyse der mRNA zeigte 24 Stunden nach der siRNA-Behandlung eine um 60 %
reduzierte PID1-mRNA-Menge in den PID1 siRNA behandelten Hepatozyten im
Vergleich zu den mit unspezifischer siRNA behandelten Zellen. 36 Stunden nach der
Transfektion war 90 % weniger PID1 mRNA in den Zellen mit PID1-Knockdown (PID1
siRNA) zu detektieren (Abb. 4-3A). Die Menge der PIDI-mRNA wurde auf ein
Referenzgen (T ATA-box-binding protein, Tbp) bezogen, um die relative Menge der PID1

mRNA zu bestimmen.

Die visuelle Analyse mittels Immunfluoreszenz und konfokaler Mikroskopie zeigt, dass der
Knockdown von PID1 (PID1 siRNA) zu einer verdnderten Lokalisation von LRP1 in den

Zellen fihrt. In den kontroll-transfizierten Hepatozyten ist LRP1, wie schon in 4.1.1
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beschrieben, hauptsichlich in perinukleiren Kompartimenten lokalisiert. In den
PID1 knockdown Zellen (PID1 siRNA), die nur noch 10 % der PID1-mRNA der
Kontrollzellen aufweisen (Abb. 4-3A), befindet sich LRP1 hauptsichlich an der
Plasmamembran (Abb. 4-3B). Interessanterweise ist in diesen Zellen keine perinukledre
Lokalisation des Rezeptors vorhanden. Diese stark verinderte LRP1-Verteilung in PID1-

defizienten Zellen sollte im Folgenden niher untersucht werden.
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Abb. 4-3 siRNA-vermittelter Knockdown von PID1 in primiren Wildtyp Hepatozyten

Analyse der Transfektionseffiziens des PID1-Knockdowns in primiren Wildtyp-Hepatozyten. Die PID1 siRNA
behandelten Zellen weisen 24 Stunden nach der Transfektion 60 % weniger PID1 mRNA auf als die mit
unspezifischer (scrambled) siRNA behandelten Zellen. 36 Stunden nach der Transfektion sind nur noch 10 %
der in den Kontrollzellen vorhandenen PID1 mRNA vorhanden (A). Immunfluoreszenzmikroskopische
Analyse der LRP1 (griin) Verteilung. In kontroll-transfizierten Hepatozyten (scrambled siRNA) ist LRP1 in
perinukleiren Kompartimenten lokalisiert. In PID1 siRNA behandelten (PID1 siRNA) befindet sich der
groBte Teil des LRP1 an der Plasmamembran, ein kleiner Teil ist diffus in die Zelle verteilt (B). MaBstab
20 um.
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4.2.2 Subzellulire Verteilung von LRP1 in Wildtyp- und PID1-knockdown

Hepatomazellen

Wie in 4.2 erwihnt, befinden sich bestimmte Endozytose-vermittelnde Rezeptoren und
ihre entsprechenden Adaptorproteine in unterschiedlichen Kompartimenten der Zelle. Im
Folgenden wurde die Verteilung von LRP1 in humanen Hepatoma-Zellen im
Zusammenhang mit spezifischen Markerproteinen fiir bestimmte Kompartimente der Zelle
untersucht. Dafiir wurden Wildtyp (wt)- und PID1knockdown (P1ID1kd)-HuH7-Zellen auf
Coverslips ausgesetzt und 24 Stunden spiter mit Paraformaldehyd fixiert. Im Anschluss
daran wurde jeweils eine indirekte Immunfluoreszenz mit Antikérpern spezifisch fur LRP1
und far das jeweilige charakteristische Markerprotein des zu analysierenden
Zellkompartiments durchgefithrt. Die Zellen wurden mittels konfokalem Zeiss LSM710

Laser Scanning Mikroskops analysiert.

4.2.2.1 LRP1 und frihe Endosomen

Frihe Endosomen sind die Vesikel des endosomalen Transports, in denen der
internalisierte Rezeptor und sein gebundener Ligand nach Abbau der Clathrinhille
vorliegen. Diese Kompartimente lassen sich mittels Detektion des sogenannten frithen-
Endosom-Antigenl (early endosom antigen 1, EEA1) charakterisieren. EEA1 bindet
Phospholipid-Vesikel, die Phosphatidylinositol-3-Phosphate beinhalten und ist essentiell

fir die Fusion und den Transport von frithen Endosomen (Mu et al., 1995).

In den Wildtyp-Zellen ist LRP1 (rot) wie zuvor schon in HuH7-Zellen und primiren
Hepatozyten beobachtet, fast ausschlief3lich in perinukleiren Kompartimenten lokalisiert
(Abb. 4-4, wt). EEA1 (griin) zeigt mit seiner punktuellen Firbung in Kernnihe ein
dhnliches Verteilungsmuster. In der Uberlagerung (merge) der Fluoreszenzsignale beider
Proteine ist auBlerdem zu erkennen, dass es zu einer teilweisen Kolokalisation in diesen
Kern-nahen Strukturen kommt (gelb). In PID14d-Zellen ist LRP1 vollig anders lokalisiert
(Abb. 4-4, kd). Hier liegt LRP1 diffus in punktuellen Vesikeln in den Zellen verteilt vor.
Interessanterweise ist auch EEA1 in diesen Zellen verstreut in der Zelle zu finden. Die
Kolokalisation zwischen LRP1 und EEA1 ist allerdings auch in den PID1kd-Zellen
vorhanden (merge). Die Uberlagerung wird in den vergroBerten Abbildungen deutlich
(Abb. 4-4, rechts).
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PID1 kd

Abb. 4-4 Lokalisation von LRP1 und EEA1 in Wildtyp und PID1-defizienten HuH7 Zellen
Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Verteilung von LRP1 (rot) und frithen Endosomen (EEA1, griin) in
Wildtyp und PID1-defizienten (PID14d) HuH7-Zellen. In Wildtyp-Zellen ist LRP1 in Kern-nahen
Strukturen, die positiv fiir den EEA1-Antikorper sind, lokalisiert. In PID1&d-Zellen liegt LRP1 diffus in der
Zelle verteilt vor. Es ist kaum eine perinukledre Lokalisation zu erkennen. EEA1 folgt diesem
Verteilungsmuster. Dieses Protein ist, wie LRP1, diffus verteilt und kolokalisiert auch teilweise in diesen
Zellen mit dem Rezeptor. Die Uberlagerung der Signale beider Proteine (merge) und auch die VergréBerung
zeigen dies durch die gelben punktuellen Strukturen. Maf3stab 20 um. MaB3stab VergroBerung 10 um.

Um zu verdeutlichen, dass LRP1 und PID1 tatsichlich in den gleichen Kompartimenten
vorliegen, ist im Folgenden erneut die Abbildung 4-2 dargestellt (Abb. 4-5). Zusitzlich zu
den Fluoreszenzsignalen der beiden uberexprimierten Proteinen LRP1-eGFP und PID1-
RFP, die zuvorher schon gezeigt wurden und die gleiche Lokalisation aufwiesen wie die
nativen Proteine in Wildtyp-Zellen, ist hier der dritte Fluoreszenzkanal mit angefiihrt.

Dieser zeigt die Lokalisation des EEA1 (violett) in den mit LRP1-eGFP und PID1-RFP

kotransfizierten HuH7-Zellen.

Durch die Ubetlagerung von LRP1-eGFP (gtiin), PID1-RFP (rot) und dem EEA1-Signal
(violett) wird deutlich, dass sich alle drei Proteine in den gleichen frithen endosomalen
Kompartimenten befinden (Abb. 4-5). Die Kolokalisation des tberexprimierten LLRP1-
eGFP und PID1-RFP mit EEA1 wird in der Uberlagerung (merge) und der VergroBRerung

bestitigt (weil3).
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Abb. 4-5 Kolokalisation von LRP1-eGFP und PID1-RFP mit dem friihen Endosomenmarker EEA1

Fluoreszenzmikroskopische Analyse von tberexprimiertem LRP1-eGFP (griin) und PID1-RFP (rot) mit
einem Marker fir frihe Endosomen (EEA1, violett) in HuH7-Wildtyp-Zellen. Alle drei Proteine befinden
sich in den gleichen zelluliren Strukturen. Die Kolokalisation wird durch die weilen Punkte in der
Uberlagerung (merge) und in der VergroBerung deutlich. MaBstab 20 um. MaBstab Vergroerung 10 pum.

4.2.2.2 LRP1 und Lysosomen

Lysosomen bauen zellfremde und zelleigene Makromolekile ab und stellen so fir viele
internalisierte Proteine den Endpunkt des endosomalen Transportweges dar. Ein typisches
Markerprotein fir diesen Zellorganelltyp ist das Lysosomen-assoziierte Membranprotein
LAMP1 (Saftig et al., 2010). LAMP1 ist ein Membranprotein, welches meist stark
glykosyliert in der Lysosomen-Membran vorliegt. Die Glykosylierung schiitzt das Protein
vor dem Abbau durch Hydrolasen im Lysosom (Kundra and Kornfeld, 1999). Speziell fir
LRP1 ist bereits bekannt, dass es nach der Internalisierung von seinem Liganden dissoziiert
und tber spezielle endosomale Vesikel recycelt werden kann (Donoso et al., 2009) und

somit nicht bis zu den Lysosomen gelangt.

Interessanterweise konnte in 4.2.2.1 festgestellt werden, dass die frithen Endosomen in
PID1-defizienten Hepatomazellen anders verteilt sind als in den Wildtyp Kontrollzellen.
Dabher stellt sich nun die Frage, ob der Verlust von PID1 auch einen Einfluss auf die
Verteilung der Lysosomen hat. AuBlerdem sollte untersucht werden, ob LRP1 in PID1-

defizienten HuH7-Zellen moglicherweise in Lysosomen vorhanden ist.
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Die Wildtyp-Zellen weisen erneut das perinukledre Verteilungsmuster von LRP1 (rot) auf
(Abb. 4-6, wt), das schon in den voran gegangenen Abbildungen dieser Arbeit beobachtet
wurde. Aulerdem liegt einen dhnliche Verteilung von LAMP1 (griin) vor, es ist in den
Wildtyp-Zellen auch vorwiegend in Kern-nahen Bereichen zu finden. Allerdings ist keine
Kolokalisation zwischen LRP1 und den punktférmigen Lysosomen in der Uberlagerung
dieser Abbildungen (merge) und auch nicht in der Vergroflerung festzustellen. In den
PID14d-Zellen liegt LRP1 wie zuvor detektiert, diffus in der Zelle verteilt vor. Hier ist sehr
interessant, dass auch LAMP1 sein Verteilungsmuster im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen
andert. In den PID1-defizienten Zellen sind die LAMP1-positiven Lysosomen verstreut
tber die ganze Zelle verteilt. Weiterhin kommt es in diesen Zellen teilweise zu einer
Kolokalisation von LRP1 und LAMP1 (merge). In der VergréBerung sind die gelben
Lysosomen in den Kern-nahen Bereichen gut zu detektieren. Somit scheint der PID1-
Verlust zum einen fir eine verdnderte Lokalisation der Lysosmen verantwortlich zu sein.
Zum anderen befindet sich LRP1 in PIDI-defizienten Zellen teilweise in spiten

Endosomen bzw. in Lysosomen.

Abb. 4-6 Lokalisation von LRP1 und LAMP1 in Wildtyp und PID1-defizienten HuH7 Zellen

Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Verteilung von LRP1 (rot) und der Lysosomen (LAMP1, grin) in
Wildtyp- und PID1-defizienten HuH7 Zellen. In Wildtyp-Zellen (wt) ist LRP1 in Kern-nahen Strukturen
lokalisiert. LAMP1 ist ebenfalls in Kern-nahen punktuellen Kompartimenten zu finden, doch die
Uberlagerung (merge) der LRP1- und LAMP1-Signale zeigt keine Kolokalisation. In PID1-defizienten Zellen
(PID14d) liegt LRP1 diffus in der Zelle verteilt vor. LAMP1 folgt diesem Verteilungsmuster, es ist dhnlich
diffus verteilt und kolokalisiert aber in einigen wenigen Vesikeln mit LRP1 (gelb). Maf3stab 20 pm. MafBstab
VergroBlerung 10 um.
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4.2.2.3 LRP1 und der Golgi-Apparat

Der Golgi-Apparat (Golgi) ist ein Zellorganell, das unter anderem fir die Bildung und
Speicherung von sekretorischen Vesikeln zustindig ist. Er empfingt meist Vesikel vom
Endoplasmatischen Retikulum, in denen Proteine enthalten sind, die posttranslational
modifiziert werden sollen. AnschlieBend werden sie mit Signalproteinen, sogenannten
SNARE Proteinen (Rothman, 1994), versehen, tiber Golgi-Vesikel abgeschniirt und tiber

zellinterne Transportmechanismen an ihren Bestimmungsort transportiert.

In den vorangegangenen fluoreszenzmikroskopischen Analysen von LRP1 wurde deutlich,
dass der Rezeptor in Wildtyp-Zellen in Kern-nahen Kompartimenten vorliegt. Diese
Kompartimente ahneln in ihrer Form dem Golgi. Da LRP1 fiir seine Funktion als
endozytierender Rezeptor zunichst an die Plasmamembran transportiert werden muss, soll
im Folgenden untersucht werden, ob LRP1 im Normalzustand der Zelle moglicherweise
im Golgi lokalisiert ist. Hierfiir wurden erneut Kolokalisationstudien mittels
Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Zuerst wurden die Zellen sowohl mit einem Antikérper
fir LRP1 als auch mit einem Antikérper spezifisch fir ein Golgi-typisches Markerprotein,
das cs-Golgi-Matrixprotein (GM130), inkubiert. GM130 ist ein 130 kDa groB3es Protein,
das in der Matrix des ¢is-Golgis lokalisiert ist und fir dessen Struktur wichtig ist (Nakamura

etal., 1995).

In der folgenden Abbildung (Abb. 4) ist die fiir LRP1 (rot) typische in den Wildtyp-Zellen
(wt) perinukledre und in den PID14d-Zellen diffuse, vesikulir verteilte Lokalisation, zu
erkennen. Der GM130-Antikorper (griin) zeigt die Position des Golgis im Kern-nahen
Bereich jeder Zelle im jeweils ausgewihlten Ausschnitt. In den tberlagerten (merge) und
den vergroBerten Abbildungen von den Wildtyp- sowie den PID1kd-Zellen ist keine
Kolokalisation zwischen LRP1 und dem ¢/s-Golgi-Markerprotein GM130 zu erkennen.
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Abb. 4-7 Lokalisation von LRP1 und dem cis-Golgi-Markerprotein GM130 in HuH7-Zellen

Indirekte Immunfluoreszenz zur Lokalisation von LRP1 (rot) und dem ¢/s-Golgi-Netzwerk (GM130, griin) in
Wildtyp und PID1-defizienten HuH7 Zellen. In Wildtyp-Zellen (wt) ist LRP1 in Kern-nahen Strukturen
lokalisiert. In PID14&d-Zellen liegt LRP1 diffus in der Zelle verteilt vor. GM130 zeigt in beiden Zelltypen die
fir den Golgi-Apparat typische Lokalisation und Struktur in perinukleiren Bereichen. Weder in der
Uberlagerung der Signale der beiden Proteine (merge) noch in der VergréBerung ist eine Kolokalisation
festzustellen. Maf3stab 20 um. Maf3stab Vergrof3erung 10 um.

Nachdem keine Uberlagerung von LRP1 und dem «is-Golgi detektiert werden konnte,
wurde ein Antikérper gegen den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (MPR) in der
Immunfluoreszenz verwendet. Dieser Rezeptor ist im #rans-Golgi lokalisiert. Hier binden
lysosomale Enzyme spezifisch an den MPR, um dann als Rezeptor-Ligand-Komplex zu
pri-lysosomalen Strukturen transportiert zu werden. Der MPR gilt als gutes Markerprotein
fiur das #rans-Golgi-Netzwerk (TGN) und wurde aus diesem Grund verwendet, um eine
mogliche  Kolokalisation von LRP1 und dem TGN zu untersuchen. Die
fluoreszenzmikroskopische Analyse dieses #rans-Golgi-Markerproteins zeigte eine teilweise
Kolokalisation mit LRP1 in Wildtyp- und PID1-defizienten Zellen (Abb. 4-7). Zusitzlich
verinderte der Knockdown des LRP1-Adaptorproteins PID1 weder die Lokalisation vom ¢/s-

Golgi noch die des #ans-Golgis in der Zelle.
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Abb. 4-7 Lokalisation von LRP1 und dem trans-Golgi-Markerprotein MPR in HuH7-Zellen

Indirekte Immunfluoreszenz zur Lokalisation von LRP1 (rot) und dem #ans-Golgi-Netzwerk (MPR, griin) in
Wildtyp (wt)- und PID1-defizienten (PID1£d)-HuH7-Zellen. In Wildtyp-Zellen ist LRP1 in Kern-nahen
Strukturen lokalisiert. In PID14d-Zellen liegt LRP1 diffus in der Zelle verteilt vor. MPR zeigt in beiden
Zelltypen die fiir den Golgi-Apparat typische Lokalisation und Struktur in perinukledren Bereichen. Wildtyp-
und PID144-HuH7 weisen in der Uberlagerung der Signale der beiden Proteine (merge) und in der
VergroBerung eine teilweise Kolokalisation (gelb) auf. MaBstab 20 pm. MaBistab VergréBerung 10 pwm.

4.2.2.4 LRP1 und der Retromerkomplex

Der Retromerkomplex ist ein pentamerer Komplex aus drei Vacular protein sorting (Vps)-
Proteinen, dem Vps35, Vps29 und Vps206, und zwei Sortin Nexin (SNX)-Proteinen, SNX1
und SNX2 oder auch SNX5 und SNX6 (Seaman, 2005). Der Komplex ist an endosomalen
Membranen assoziiert und vermittelt den retrograden Transport von Protein zwischen
Endosomen und dem Golgi-Apparat und auch zwischen Endosomen und der
Plasmamembran. LRP1 ist bei allen bisher durchgefiihrten Experimenten in den Wildtyp-
Zellen in perinukledren, frihen endosomalen Strukturen zu detektieren. In Abwesenheit
von PID1 befindet LRP1 sich dagegen vorwiegend diffus in der Zelle verteilt und an der
Plasmamembran lokalisiert. Im Folgenden soll geklirt werden, ob der Retromerkomplex
fur die Translokation von LRP1 von den intrazelluliren Endosomen an die

Plasmamembran verantwortlich ist.

Fir die Untersuchung des Retromerkomplexes wurden Wildtyp (wt)- und PID1-defiziente
(PID1£d)-HuH7-Zellen auf Coverslips ausgesetzt. 24 Stunden spater wurden die Zellen mit
Paraformaldehyd fixiert und in einer indirekten Immunfluoreszenz mit AntikGrpern

spezifisch fir LRP1 und Vps35, fur LRP1 und SNX1 und fir LRP1 und SNX27 inkubiert.
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Im Anschluss daran wurden die eingebetteten Zellen im konfokalen Mikroskop (Zeiss

LSM710) analysiert.

Abb. 4-8 Kolokalisation von LRP1 und dem Retromerprotein Vps35 in HuH7- Zellen
Immunfluoreszenzanalyse von LRP1 (rot) und dem Retromerprotein Vps35 (griin) in Wildtyp- und PID1-

defizienten HuH7-Zellen. In den Wildtyp-Zellen ist LRP1 in perinukledren Strukturen, die ebenfalls positiv
fir den Vps35-Antikorper sind, lokalisiert. In PID1&d-Zellen liegt LRP1 diffus in der Zelle verteilt vor. Es ist
kaum eine perinukledre Lokalisation zu erkennen. Vps35 folgt diesem Verteilungsmuster, es ist dhnlich diffus
verteilt und kolokalisiert auch in diesen Zellen mit LRP1. Allerdings kolokalisieren nicht alle Vps35-positiven
mit allen LRP1-positiven Vesikeln. Dies ist in beiden Zelltypen der Fall. Die Uberlagerung der Signale beider
Proteine (merge) und die VergroBerung zeigen die Kolokalisation durch die gelben punktuellen Strukturen.
MaB3stab 20 pm. MalBstab VergroBerung 10 pm.

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung (Abb. 4-8) zeigt, dass LRP1 (rot) in den
Kontrollzellen (wt) wieder in den typischen Kern-nahen Kompartimenten und in den
PID1kd-Zellen diffus in Vesikeln verteilt vorliegt. In den Wildtyp-Zellen befindet sich
Vps35 (griin) in den gleichen perinukledren Kompartimenten wie LRP1, was die gelben
Vesikel in der Uberlagerung (merge) und in der VergroBerung zeigen. Interessanterweise
folgt Vps35 dem Verteilungsmuster von LRP1 auch in Abwesenheit von PID1 in den
PID1kd-HuH7-Zellen. Hier sind die gelben Vesikel, die eine Kolokalisation zwischen
LRP1 und dem Retromerprotein Vps35 deutlich machen, ebenfalls tberall in den Zellen zu
finden. Allerdings kolokalisieren nicht alle Vps35-positiven mit den LRP1-positven

Vesikeln in den beiden untersuchten Zelltypen.

Nachdem eine starke Verdnderung in der Lokalisation des Vps35 beobachtet wurde, wurde
ein weiteres Protein des Retromerkomplexes naher betrachtet. SNX1 ist eines von zweil

Strukturproteinen des Komplexes, welche die Bindung an Phosphatidylinositol-3-



Ergebnisse 66

Phosphate der endosomalen Membran tber die, in ihrer dimerisierten BAR (Bin-
Amphiphysin-Ros)-Domine lokalisierten Phox homology (PX)-Domine, vermitteln (Seaman,
2005). In der folgenden Abbildung (Abb. 4-9) ist erneut die schon zuvor mehrfach
detektierte Lokalisation von LRP1 (rot) in den perinukleiren Bereichen in den
Kontrollzellen und dessen diffuse, vesikulire Verteilung in Abwesenheit von PID1 zu

erkennen.

Abb. 4-9 Auch SNXI1, ein weiteres Protein des Retromers, kolokalisiert mit LRP1 in HuH7 Zellen
Immunfluoreszenzanalyse von LRP1 (rot) und dem Retromerprotein SNX1 (griin) in Wildtyp- und PID1-

defizienten HuH7-Zellen. In Wildtyp-Zellen ist LRP1 in perinukledren Strukturen, die positv fiir den SNX1-
Antikoérper sind, lokalisiert. In PID14£d-Zellen liegt LRP1 diffus in der Zelle verteilt vor. Es ist kaum eine
perinukledre Lokalisation zu erkennen. SNX1 folgt diesem Verteilungsmuster, es ist genau so diffus verteilt
und kolokalisiert auch in diesen PID1&dZellen mit LRP1. Allerdings kolokalisieren nicht alle SNX1-
positiven mit allen LRP1-positiven Vesikeln. Dies ist in beiden Zelltypen der Fall. Die Uberlagerung der
Signale beider Proteine (merge) und auch die VergroBerung zeigt diese Kolokalisation durch die gelben
punktuellen Strukturen. Maf3stab 20 pm. Maf3stab VergroBerung 10 um.

Die Beobachtung, die schon fir Vps35 gemacht wurde, traf auch auf SNX1 zu. Dieses
Protein kolokalisierte in HuH7-Wildtyp und PID14d-Zellen mit LRP1 und folgte dem
verinderten Verteilungsmuster von LRP1 in den PID14&d-Zellen. Die vorhandene
Kolokalisation zwischen LRP1 und SNXT1 in Kernnihe (wt) und in der Peripherie bei den
Zellen (PID1£d) ist im merge und der VergroBerung zu erkennen. Zusitzlich ist auch die
unterschiedliche Lokalisation von SNX1 zwischen den beiden untersuchten Zelltypen
festzustellen. Allerdings kolokalisieren auch hier nicht alle SNX1-positiven mit den LRP1-

positven Vesikeln in beiden Zelltypen.



Ergebnisse 67

So fithrte der Knockdown von PID1 in HuH7-Zellen interessanterweise zu einer veranderten
Verteilung von zwei Proteinen, die dem Retromerkomplex zuzuordnen sind: VPS35 und
SNX1. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde im Folgenden noch ein weiteres Sortin
Nexin-Protein, SNX27, analysiert. SNX27 interagiert nicht direkt mit dem Retromer, ist
aber mit diesem assoziiert und gewinnt in der Literatur immer mehr an Bedeutung fiir den

Recycling-Transport von endozytotischen Rezeptoren (Temkin et al., 2011).

Abb. 4-10 Lokalisation von LRP1 und Sortin Nexin 27 (SNX27) in HuH7-Zellen
Fluoreszenzmikroskopische Analyse von LRP1 (rot) und dem Sorzin Nexin SNX27 (grin) in Wildtyp- und

PID1-defizienten HuH7-Zellen. In Wildtyp-Zellen ist LRP1 in perinukledren Strukturen lokalisiert und es
kann einen geringe Kolokalisation mit SNX27 beobachtet werden. In PID14d-Zellen liegt LRP1 diffus in der
Zelle verteilt vor. Hier ist keine perinukledre Lokalisation zu erkennen und SNX27 zeigt keine verinderte
Lokalisation im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen. Die PID1kd-Zellen weisen auch nur eine schwache
Kolokalisation der beiden Proteine (merge) auf. Auch die VergroBerung zeigt nur eine geringfiigige
Ubetlagerung der Proteine in PID144-Zellen. MaBstab 20 um. MaB3stab VergréBerung 10 pm.

Interessanterweise kann nur eine sehr schwache Kolokalisation zwischen LRP1 und dem
SNX27 in der fluoreszenzmikroskopischen Analyse (Abb. 4-10) beobachtet werden. LRP1
(rot) weist, wie schon in den vorherigen Analysen, eine verinderte Verteilung in PID14d-
Zellen auf, wihrend der Rezeptor in den Wildtyp-Zellen erneut in Kern-nahen
Kompartimenten zu finden ist. SNX27 (grun) kolokalisiert in Wildtyp-Zellen nur sehr
gering mit LRP1 (merge und Vergroflerung). Dies ist in den PID14d-Zellen ebenfalls zu
erkennen. Aullerdem andert sich die Lokalisation von SNX27 in den Zellen, die kein PID1

exprimieren im Vergleich zu den Kontrollzellen nicht.
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4.2.2.5 LRP1 und das Zytoskelett der Zelle

In den vorherigen Kapiteln wurde beobachtet, dass die PID1kd-Zellen starke
Verinderungen in wichtigen Kompartimenten der Zelle aufweisen. Endosomen, und damit
einhergehend auch der Retromerkomplex und die Lysosomen werden tber das Zytoskelett
der Zelle transportiert und somit auch dort lokalisiert. Aus diesem Grund wurde im
nichsten Abschnitt untersucht, ob auch der Aufbau des Zytoskeletts von dem der Wildtyp-

Zellen abweicht, wenn die Zellen kein PID1 exprimieren.

Abb. 4-11 Lokalisation von LRP1 im Cytoskelett der HuH7-Wildtyp- und PID1kd-Zellen

Fluoreszenzmikroskopische Analyse von LRP1 (rot) und dem Mikrotubuli-Netzwerk, das mittels eines

o—Tubulin—Antikérpers (grin) visualisiert wurde. LRP1 ist in Wildtyp-Zellen in Kern-nahen Bereichen
lokalisiert. In PID1-defizienten Zellen liegt LRP1 in vesikuliren Strukturen diffus in der Zelle verteilt vor.

Die Analyse des a-Tubulins zeigt keine Unterschiede im Aufbau des Cytoskeletts zwischen Wildtyp- und
PID1&d~Zellen. Maf3stab 20 um.

Zur Analyse des Zytoskeletts wurde hier ein Antikérper gegen o-Tubulin eingesetzt, da die

aus o- und B-Tubulin aufgebauten Mikrotubuli ein Bestandteil des Zytoskeletts sind.
Zusitzlich wurde LRP1 in den Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz detektiert (Abb.

4-11).
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LRP1 ist auch hier, wie schon zuvor gezeigt, in perinukleiren Bereichen lokalisiert (Abb. 4-
11 wt). Ebenso ist in der Uberlagerung der Firbung von LRP1 und dem Mikrotubuli-
Netzwerk (merge) auch wieder deutlich zu erkennen, dass LRP1 in den PID-defizienten
Zellen diffus in den Zellen verteilt vorliegt (Abb. 4-11 PID1kd). Der Knockdown von PID1
fihrt dagegen zu keiner Veranderung in der Struktur der Mikrotubuli im Vergleich zu den

Wildtyp-Zellen mit normaler PID1-Expression.

4.2.2.6 LRP1-Lokalisation nach Knockdown des Retromers in PID1-defizienten
Zellen

In Kapitel 4.2.2.4 konnte gezeigt werden, dass LRP1 und zusitzlich Proteine des
Retromerkomplexes, Vps35 und SNX1, nach dem Knockdown von PID1 in HuH7-Zellen
anders  verteilt vorliegen als in  PIDl-exprimierenden  Wildtyp-Zellen. Der
Retromerkomplex, der unter anderem Proteine von intrazelluliren, endosomalen
Kompartimenten zur Plasmamembran geleitet, ist moglicherweise an der Translokation
von LRP1 beteiligt. Speziell das Retromerprotein Vps29 spielt eine wichtige Rolle in der
Assoziation der finf Retromerproteine. Hs ist bereits gezeigt worden, dass sowohl
Mutationen im Vps29-Gen als auch der Knockdown des Proteins zu einer Dissoziation der
Retromerproteine fihrt (Steinberg et al., 2013). In diesem Fall kann der Retromerkomplex

seine Rolle im retrograden Transport nicht mehr erfiillen.

Aus diesem Grund sollte im Folgenden untersucht werden, ob sich die Lokalisation von
LRP1 in den PID14d-Zellen andert, wenn zusitzlich die Expression des Retromerproteins
Vps29 durch einen siRNA-vermittelten Knockdown herunterreguliert wird. Hierzu wurden
PID144d-HuH7-Zellen auf Coverslips ausgesit und 24 Stunden spiter mit Paraformaldehyd
fixiert. In der anschlieBenden indirekten Immunfluoreszenz wurden die Zellen mit
Antikérpern spezifisch fiir LRP1 und das Retromerprotein Vps35 inkubiert und deren
Lokalisation in der Zelle mittels konfokaler Mikroskopie analysiert. Abbildung 4-13 zeigt,
dass LRP1 (rot) und Vps35 (grun) in den PID1-defizienten Zellen (PID14d) erneut diffus
verteilt in den Zellen zu finden sind. AuBlerdem kolokalisieren beide Proteine, was durch
die gelbe Firbung in der Uberlagerung (merge) deutlich zu erkennen ist. Im Gegensatz
dazu finden sich in den sowohl fur PID1- als auch Vps29-defizienten HuH7-Zellen (Abb.
4-12, PID1kd+Vps29kd) sowohl Zellen, die den Phinotyp der PID14d-Zellen zeigen, als
auch Zellen, die kaum Vps35 exprimieren (Pfeile). In diesen Zellen befindet sich LRP1

wieder in den aus den Wildtyp-Zellen bekannten perinukledren Kompartimenten. In der
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VergroBerung ist gut zu erkennen, dass die Zelle links unten im Bild (Pfeil 1) den diffusen,
vesikuldren Phinotyp der LRP1-Lokalisation zeigt, der typisch fiir die PID14d-Zellen ist. In
der Zelle rechts im Bild (Pfeil 2) ist dagegen die Kern-nahe Lokalisation des LRP1 zu
beobachten, die typisch fir die Wildtyp-Zellen ist. Vermutlich ist Vps29 nur in diesen
Zellen mittels siRNA erfolgreich herunterreguliert. Diese Beobachtung wird durch die
kaum noch vorhandene Firbung von Vps35 in genau diesen Zellen unterstiitzt. So scheint
es, als ob der, durch den Knockdown von Vps29, nicht-funktionelle Retromerkomplex, die

Translokation von LLRP1 zur Plasmamembran verhindert.

Abb. 4-12 Lokalisation von LRP1 nach Knockdown des Retromers in PID1kd-HuH7-Zellen

Fluoreszenzmikroskopische Analyse von LRP1 (rot) und Vps35 (griin) in PID144-Zellen nach Transfektion
mit siRNA gegen Vps29. In den PID1-defizienten Zellen (PID14d) liegt LRP1 in vesikuldren Strukturen
diffus in der Zelle verteilt vor. In den Zellen, in denen zusitzlich Vps29 herunter reguliert ist, sind Zellen mit
diffuser aber auch Zellen mit perinukleirer LRP1-Lokalisation zu erkennen. MafBstab 20 um. MafBstab
VergroBerung 10 pm.

4.3 Generierung einer PID1-Knockout-Maus

In den vorherigen Kapiteln konnte bereits der Einfluss von PID1 auf die Lokalisation von
LRP1 und die Verteilung von Proteinen des Retromerkomplexes 7z vitro in murinen und
humanen Zellen gezeigt werden. Um die physiologische Rolle von PID1 iz wive
untersuchen zu kénnen, wurde eine PID1-Knockont (PID17)-Maus generiert. Fin
Mausmodell hat den Vorteil, dass zum einen nicht mehr auf siRNA-Transfektionen zuriick
gegriffen werden muss, um gewiinschte Proteine herunter zu regulieren, zum anderen kann

der Einfluss des Proteins auf den gesamten Metabolismus der Maus untersucht werden.
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Hierzu wurde das sogenannte Knockout first-Modell der Firma KOMP Repository genutzt.
Nach erfolgreicher Verpaarung der vitalen Nachkommen der ersten heterozygoten
Nachkommen wurden die daraus hervor gegangenen homozygoten PID1”-Miuse niher

analysiert.

4.3.1 Genotypisierung

Um sicher zu stellen, dass die zu untersuchenden Miuse den gewtnschten Genotyp tragen,
wurden alle Tiere wenige Tage nach ihrer Geburt genotypisiert. Daftir wurden
Schwanzbiopsien genommen, hieraus die DNA isoliert, mittels spezifischer Primer und
PCR die entsprechenden Gensequenzen amplifiziert und mit Hilfe der
Agarosegelelektrophorese analysiert. Abbildung 4-14 zeigt ein Beispiel-Gel mit den PCR-
Amplifikationen je einer Wildtyp (+/+)-, einer fir PID1 heterozygoten (+/d) und einer fir
PID1 homozygoten (d/d)-Maus. Zusitzlich konnen anhand des DNA-Markers (Ladder)
die GroBlen der Amplifikate in Basenpaaren (bp) bestimmt werden. Destilliertes Wasser

(dest. H,O) dient als Negativ-Kontrolle und zeigt entsprechend kein Amplifikat.

Ladder dest. Kontrollen
H20 +/+ +/d d/d

Abb. 4-13 Genotypisierung von PID1-Knockout-Miusen

Agarosegel mit DNA-Banden nach erfolgter Genotypisierung der PID1-Knockout-Miuse. In der ersten Bahn
ist die DNA-Leiter (Ladder) fiir die Bestimmung der BandengréBe aufgetragen. In den folgenden Bahnen
sind dest. HO als Negativkontrolle, eine DNA-Probe eciner Wildtyp-Maus (+/+)-, cine Probe eines
heterozygoten Tietes (+/d) und eine Probe einer homozygoten PID1-defizienten Maus (d/d) zu etkennen.
Eine Bande bei 405 Basenpaaren (bp) bedeutet, dass es sich um den Wildtyp handelt. Die heterozygoten
Miuse zeigen zwei Banden, eine bei 405 bp und eine bei 462 bp. Homozygote Nachkommen weisen nur eine
Bande bei 462 bp auf.

Eine Bande bei 405 Basenpaaren(bp) ist charakteristisch fir die Wildtyp-Mause (+/+).
Zwel Banden, eine bei 405 und eine bei 462 bp zeigen das Muster eines heterozygoten
Genotyps (+/d) und eine einzelne Bande bei 462 bp bedeutet, dass es sich um einen
homozytogen Knockont (d/d) von PID1 handelt.
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4.3.2 Expressionsanalyse der mRINA von PID1 und LRP1 in verschiedenen

Geweben

Um die Organ-spezifische Expression zu untersuchen, wurde die mRNA-Expression von
PID1 in verschiedenen Organen dieser Tiere mittels qPCR analysiert. Neben der PID1-
mRNA wurde auch die mRNA-Expression von LRP1 bestimmt (Abb. 4-14).
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Abb. 4-14 Expressionsmuster det mRNA von PID1 und LRP1 in Wildtyp- und PID1/--Miusen

mRNA-Expression von PID1 und LRP1 in den Otganen von Wildtyp (wt)- und PID1/--Miusen.
Aufgetragen ist jeweils die auf Tbp normalisierte Anzahl der Kopien. In Wildtyp-Miusen zeigt PID1 (A) das
gleiche Verteilungsmuster wie LRP1 (B). In den PID1~/-Miusen ist die mRNA-Expression von PID1 in allen

Geweben deutlich herunter reguliert, hingegen gibt es keine Anderung in der der mRNA-Expression von
LRP1.

Abbildung 4-15 zeigt die mRNA-Kopien von PID1 (A) und LRP1 (B) in verschiedenen
Organen der Wildtyp (wt)- und PID1”/-Miuse. Es ist zu erkennen, dass die mRNA-Menge
von PID1 in den verschiedenen Organen der Wildtyp-Tiere variiert und dabei aber dem
Verteilungsmuster der LRP1-mRNA ihnelt. Speziell in der Leber (~20x10°) und in den
Fettgeweben (subWAT und epiWAT, ~15x10°) der Wildtyp-Miuse konnten die héchste

mRNA-Konzentration sowohl von PID1 als auch von LRP1 nachgewiesen werden.
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Hingegen lagen viel weniger mRNA-Kopien von PID1 und von LRP1 in Niere und Milz
(~4x10°) vor.

Der Vergleich der mRNA-Kopie-Mengen der Wildtyp-Tiere mit denen der PID17-Mause
zeigt eine deutlich reduzierte Expression der PID1-Expression, wobei residuale Mengen
der PID1-mRNA nachgewiesen werden konnten. Im Gegensatz dazu ist die Expression
von LRP1 in den PID1”-Tieren nicht beeintrichtigt und entspricht denen der Wildtyp-
Tiere. Der Grund fir die Detektion geringer Mengen an PID1-mRNA-Kopien in den
PID1”-Miusen ist wahrscheinlich ein Effekt des sogenannten alternativen Splicings, die von
den Herstellern des Konstrukts (IKOMP Repository) ebenfalls beschrieben werden (Ryder
et al., 2014). Aufgrund der geringen PID1-Expression kénnen jedoch metabolische Studien
in Abhingigkeit der PID1-Expression durchgefihrt werden. Diese Mauslinie wird im
Folgenden aufgrund der geringen PID1-mRNA-Expression als PID17 bezeichnet.

4.3.3 Protein-Expression von PID1, LRP1 und dem LDL-Rezeptor in
Leberextrakten von Wildtyp und PID1 Knockout Miusen

Nachdem eine deutliche Reduktion der PID1-Expression auf mRNA-Ebene nachgewiesen
wurde, sollte diese auch auf Proteinebene mittels Westernblot iibergeprift werden. Da
PID1 und LRP1 in groBem Mafle in der Leber exprimiert werden, wurde speziell dieses
Gewebe niher betrachtet (Abb. 4-15). Hierzu wurde eine Membranpriparation
durchgefithrt, um die zytosolischen (A) von den membranstindigen Proteinen (B) zu
trennen. Bei der Membranpriparation werden nicht nur die plasmamembranstindigen

Proteine, sondern auch Proteine, die in intrazelluliren Membranen lokalisieren, von denen

im Zytosol getrennt. B-Aktin dient als Referenz-Protein, um den Vergleich von jeweils

gleichen Proteinmengen in jeder Probe zu gewihrleisten. Es sind jeweils vier Proben von

Wildtyp (WT) und PID1”-Lebergewebe auf dem Gel gezeigt.

In den Proben der Wildtyp-Mause sind klare Banden des PID1-Proteins sowohl in der
zytosolischen (A) als auch in der Membranfraktion (B) zu erkennen. Im Gegensatz dazu
sind diese in Proben der PID1”/-Miuse nicht vorhanden. AuBerdem scheint LRP1 in den
zytosolischen Fraktionen der Leberextrakte der PID1”-Miuse in etwas geringerer Menge
vorhanden zu sein als in den Wildtyp-Extrakten (A). Es ist zu erkennen, dass der LDL-

Rezeptor (LDL-R) in den Membranfraktionen der PID1”-Priparationen etwas mehr
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vorhanden ist als in denen der Wildtyp-Miuse (B). Dies konnte auf eine Kompensation

einer gestorten LRP1 Funktion durch den LDL-R hindeuten.

A B
WT-/- /- WT /- WT -/~ WT

‘-.-'-d LRP1

— — - PID1

LRP1

PID1
-—-“ B'Aktin S e— B’Aktin
W e - v e w LDL-R

Abb. 4-15 Westernblot-Analyse von Lebergewebe aus Wildtyp- und PID1-/--Miusen

Detektion von LRP1, PID1 und B-Aktin (als Referenz-Protein) mittels Westernblot der zytosolischen
Fraktionen (A) und zusitzlich dem LDL-Rezeptor (LDL-R) in den Membranfraktionen (B) von Wildtyp
(WT) und PID1-/-- Lebergewebe nach einer Membranpriparation.

4.4 Die Rolle der LRP1-PID1-Interaktion fur die Funktion von LRP1

4.4.1 Insulin-vermittelte Translokation von LRP1 in primiren Hepatozyten

LRP1 spielt eine wichtige Rolle in der Rezeptor-vermittelten Endozytose und ist
interessanterweise im Normalzustand der Zelle nicht an der Plasmamembran, sondern in
perinuklearen Kompartimenten zu finden (Laatsch et al., 2009). Damit der Rezeptor seine
Rolle in der Endozytose von Lipoproteinen und anderen Liganden erfiillen kann, muss er
von diesen intrazelluliren, endosomalen Bereichen an die Plasmamembran transportiert
werden. Es ist bekannt, dass Insulin diese Translokation von LRP1 vermitteln kann
(Laatsch et al., 2009). Wie bereits gesehen, wird sowohl die LRP1-mRNA als auch das
Protein im Lebergewebe der in dieser Arbeit untersuchten Wildtyp- und PID17-Miuse
stark exprimiert. Im folgenden Experiment sollte zunichst untersucht werden, ob Insulin
auch in primiren Hepatozyten die Translokation von LRP1 vermittelt. AnschlieBend sollte

geklirt werden, ob die Abwesenheit von PID1 einen Einfluss auf diesen Mechanismus hat.

Dafiir wurden primire Hepatozyten aus den Lebern von Wildtyp- und PID1”-Miusen
generiert und auf Coverslips ausplattiert. Zwolf Stunden spiter wurden die Zellen mit

Insulin stimuliert und 15 Minuten nach der Stimulation mit Paraformaldehyd fixiert. In der
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anschlieBenden indirekten Immunfluoreszenz wurde ein Antikorper spezifisch fiir LRP1

eingesetzt.

N

L FE 7 i, AT
wt insulin * g ¥ Y,M ;—_lnwj!n :

Abb. 4-16 Insulin-vermittelte Translokation von LRP1 in primiren Hepatozyten

Immunfluoreszenzanalyse von von primiren Hepatozyten aus Wildtyp (wt)- und PID17/-- Miusen nach
Stimulation mit Insulin. LRP1 (griin) translokalisiert in Wildtyp-Zellen von perinukleiren Kompartimenten
(wt -Insulin) Insulin-vermittelt an die Plasmamembran (wt +Insulin). In PID1-/--Hepatozyten gibt es keinen
Unterschied in der Lokalisation vor (PID14¢ -Insulin-) und nach (PID14¢ +Insulin) Insulinbehandlung.
MaBstab 20 um.

In der fluoreszenzmikroskopischen Analyse (Abb. 4-10) ist zu erkennen, dass LRP1 (griin)
in den unbehandelten Wildtyp-Hepatozyten (wt -Insulin) in den bereits bekannten Kern-
nahen Kompartimenten vorliegt und nach Insulinstimulus (wt +Insulin) primar an der
Plasmamembran zu finden ist. Bei der Betrachtung der PID1”-Hepatozyten ist
festzustellen, dass LRP1 in Abwesenheit von PID1 im nicht stimulierten Zustand (PID140
-Insulin) diffus in den Zellen verteilt vorliegt. Im Gegensatz zu den unstimulierten
Wildtyp-Zellen, ist LRP1 in den nicht stimulierten PID1”-Hepatozyten, nicht nur
intrazelluldr, sondern auch an der Plasmamembran zu finden. Interessanterweise bewirkt
die Stimulation der PID1”/-Hepatozyten mit Insulin (PID1£&s +Insulin) keine sichtbare

Translokation von LRP1 an die Plasmamembran. So scheint die Insulin-vermittelte

Translokation von LLRP1 in Abwesenheit von PID1 nicht mehr zu funktionieren.
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4.4.2 Aufnahme von triglyzeridreichen Lipoproteinen

LRP1 spielt neben dem LDIL-Rezeptor eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von
Lipoprotein-Remnants in die Leber und wird fir diesen Zweck Insulin-vermittelt an die
Plasmamembran transportiert. Wie in Abb. 4-16 festgestellt, liegt LRP1 in den PID17-
Hepatozyten auch im nicht stimulierten Zustand an der Plasmamembran vor, wihrend es
in den Wildtyp-Zellen ohne Insulin-Stimulation nahezu ausschlieBlich intrazellulir, in

Kern-nahen Strukturen zu detektieren ist.

Im folgenden Experiment sollte deshalb untersucht werden, ob der Verlust von PID1
einen Einfluss auf die Aufnahme von triglyzeridreichen Lipoproteinen (TRL) in die
Hepatozyten hat. Dafiir wurden primire Hepatozyten aus Wildtyp- und PID1”-Miusen

generiert und mit radioaktiv-markierten Lipoprotein-Partikeln inkubiert (Abb. 4-17).
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Abb. 4-17 Aufnahme von 2°I- markierten TRL- Remnants in Wildtyp- und PID1-/--Hepatozyten
Aufnahme von radioaktiv-12I-markierten triglyzeridreichen Lipoprotein (TRL)-Remnants in Wildtyp- und
PID1-/--Hepatozyten, gemessen mittels y-Countet. Es ist kein Unterschied zwischen Wildtyp (wt 1h)- und

PID1~/- (PID1/- 1h)-Hepatozyten in der Aufnahme der TRL-Remmnants nach einer Stunde festzustellen. Nach
vier Stunden Inkubation ist zu etkennen, dass die PID1-/--Hepatozyten meht TRL-Remnants aufgenommen
haben als die Kontroll-Zellen (wt 4h). (*P< 0.05). n=2.

Die Zellen wurden, wie in Kapitel 3.2.9 beschrieben, fir die Bestimmung der in die Zellen
aufgenommenen Radioaktivitit weiter verarbeitet. In der Abbildung 4-18 ist die Aufnahme
von '®I-markierten TRI.-Remnants nach einer Inkubationszeit von einer und vier Stunden in
Wildtyp- und PID1”-Hepatozyten dargestellt. Die Quantifizierung der Aufnahme der

radioaktiven Partikel nach einer Stunde Inkubation zeigte keinen Unterschied zwischen den

Wildtyp- und den PID1”-Hepatozten (Abb. 4-17). Im Gegensatz dazu hatten die PID17-



Ergebnisse 77

Zellen nach vier Stunden signifikant mehr TRL-Remnants aufgenommen als die Zellen der

Wildtyp-Mause.

Zur Visualisierung der Aufnahme von Fluoreszenz (DiD)-markierten Lipoproteinen
wurden aus Wildtyp- und PID1”-Miusen generierte primire Hepatozyten auf Coverslips
ausgesit. Zwolf Stunden spiter wurden die Hepatozyten fir eine Stunde mit DiD-
markierten TRIL-Remnants inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Paraformaldehyd
fixiert, ein Antikorper spezifisch fiir LRP1 verwendet und die Zellen im konfokalen Nikon

A1 Laser Scanning Mikroskop untersucht (Abb. 4-18).

Abb. 4-18 Aufnahme von DiD-markierten Lipoproteinen in Wildtyp- und PID1-/- Hepatozyten

Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Aufnahme von DiD-markierten triglyzeridreichen Lipoprotein-
Remmants (DID-CR) in ptimidre Hepatozyten von Wildtyp- und PID1-/~-Mausen. LRP1 (rot) ist im Wildtyp
(wt)- in petinukledten Kompartimenten und in PID17/~Zellen in Vesikeln diffus in der Zelle verteilt, aber
auch an der Plasmamembran lokalisiert. Im Zytoplasma der PID1-/-Hepatozyten sind im Vergleich zu den
Wildtyp-Zellen scheinbar mehr DiD-markierte CR vorhanden. MafB3stab 20 um.

Wiahrend LRP1 (rot) in den Wildtyp-Zellen (wt) in perinukleiren Kompartimenten zu
detektieren war, zeigte es sich in den PID17-Zellen diffus in Vesikeln innerhalb der Zellen
verteilt. Zusitzlich war LRP1 in den PID1”-Hepatozyten auch vermehrt an der
Plasmamembran der Zellen zu detektieren. AuBlerdem wurden im Vergleich zu Wildtyp-

Hepatozyten mehr DiD-positive TRI-Remnants (CR, grin) in die PID17-Hepatozyten

aufgenommen.
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4.4.3 Abbau von triglyzeridreichen Lipoproteinen

In Kapitel 4.4.2 konnte gezeigt werden, dass PID1/-Hepatozyten mehr triglyzeridreiche
Lipoproteine aufnehmen als Wildytyp-Hepatozyten. Diese Beobachtung fiithrt zur der
Frage, ob der Verlust von PID1 einen Einfluss auf die Degradation der aufgenommenen
Partikel hat. Es ist moglich, dass der Verlust von PID1 lediglich einen Einfluss auf die
Degradation der aufgenommenen TRL hat und deswegen eine grélere Menge an Partikeln
in PID1-defizienten Hepatozyten detektiert werden konnte. Es ist bekannt, dass die tiber
LRP1 endozytierten Lipoprotein-Remnants iber den endosomalen Weg zum Teil zu den
Lysosomen gelangen und dort von lysosomalen Enzymen hydrolysiert werden (Heeren et
al., 1999). Andere Bestandteile der TRL, wie das ApoE, werden nach der Internalisierung

mittels LRP1 recycelt und sezerniert.

Im folgenden Experiment wurden primire Wildtyp- und PID17-Hepatozyten generiert,
ausgesit und fir vier Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen PI-markierten TRIL-
Remmants inkubiert. Im Anschluss daran wurde das Nahrmedium der Zellen abgenommen
und nur die Radioaktivitit im Medium detektiert, die iiber den lysosomalen Abbau von '*’I-

markierten TRL-Remnants freigesetzt wurde. Dadurch kann ein Ruckschluss auf die

Fahigkeiten der Zellen zum Abbau der TRL geschlossen werden (Abb. 4-19).

Abbildung 4-20 zeigt, dass nach vier Stunden im Medium der PID1”-Hepatozyten (PID17"
4h) signifikant weniger Radioaktivitit zu detektieren war als im Medium der Wildtyp-
Hepatozyten (wt 4h). Die Degradation der Partikel stieg in den PID17-Zellen, genau wie in
den Wildtyp-Zellen, bei hoherer Konzentration der eingesetzten Remmants stitker an,
jedoch war diese im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen in PID1-defizienten Hepatozyten

jeweils um circa die Hilfte reduziert.
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Abb. 4-19 Abbau von triglyzeridreichen Lipoproteinen

Abbau von radioaktiv-1?’I-markierten, triglyzeridreichen Lipoproteinen (TRL)-Remnants in Wildtyp- und
PID1-/-Hepatozyten. Nach vierstindiger Inkubation ist zu erkennen, dass die PID1-/--Zellen weniger TRL-
Remnants degradiert haben als die Wildtyp-Zellen (wt 4h). (*P< 0.05). n=2

4.5 Hochfettdiit-induzierte Stoffwechselerkrankungen von Wildtyp-
und PID1-knockout-Miusen

Der Uberfluss an Nahrung der westlichen Welt und das damit einhergehende Ubergewicht
der Bevolkerung stellt ein groBles gesundheitliches Problem der heutigen Zeit dar. Eine
Vielzahl von metabolischen Erkrankungen tritt als Folge des starken Ubergewichts auf.
Wichtige Beispiele hierfiir sind kardiovaskuldre Erkrankungen, die Nicht-Alkoholische
Leberverfettung oder der Typ2 Diabetes Mellitus.

Lipoprotein-Rezeptoren wie LRP1 werden fiir die Aufnahme von Lipiden in die Leber
benotigt. Im folgenden Abschnitt soll untersucht werden, ob die in Abwesenheit von PID1
verinderte Lokalisation von LRP1 und die damit einhergehende verinderte Funktion des
Rezeptors in der Aufnahme von Lipoproteinen in die Leber, einen Einfluss auf die
Entstehung von Didt-induzierten Erkrankungen hat. Um die physiologische Rolle von
PID1 niher zu betrachten, wurden PID1”- und Wildtyp-Miuse beginnend im Alter von
finf Wochen fiir insgesamt 20 Wochen mit einer Hochfettdiat (HFD) gefiittert. Das Futter

besteht zu 35,5 % aus Fett und verursacht eine Diit-induzierte Adipositas und eine
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periphere Insulinresistenz. Als Kontrolle wurden weitere PID17- und Wildtyp-Miuse mit

einer Kontrolldiit (Chow) gefiittert.

4.5.1 Auswirkungen der Hochfettdiit auf Korper- und Organgewicht

Um die Auswirkungen der HFD bei einem PID1-Verlust in den PID17- Miusen zu
untersuchen, wurde zuerst das Korpergewicht der Mause wochentlich tber den
Fitterungszeitraum bestimmt. Zu Beginn der Fitterungsstudie wogen die Miuse der
beiden Gruppen (Wildtyp (WT) und PID17) im Mittel 20 g. Nach der Fiitterungsperiode
hatten beide Gruppen ihr Gewicht mehr als verdoppelt, die Mause beider Gruppen wogen
im Mittel 45 g. Die folgende Abbildung (Abb. 4-20) zeigt, dass es keinen Unterschied in der
Gewichtszunahme zwischen PID17/-und Wildtyp-Mausen innerhalb der 20 Wochen gab.
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Abb. 4-20 Verlauf des Korpergewichts von mit HFD gefiitterten Miusen iiber 20 Wochen

Wochentliche Bestimmung des Korpergewichts von PID1+/~- und Wildtyp-Miusen (WT) tber 20 Wochen
Hochfettdidt. Die Miuse beider Gruppen nehmen kontinuierlich iiber den Fitterungszeitraum zu. Es gibt
keinen Unterschied im Korpergewicht zwischen den WT- und PID1-/--Miusen. n = 10 pro Gruppe.

Im Anschluss an die Fitterungsstudie wurden die Organe beider Mausgruppen niher
analysiert. In Abbildung 4-22 sind die Gewichte der Organe der Chow- und HFD-
gefiitterten  Wildtyp (wt HFD) und PID17 (PID1”" HFD)-Miuse dargestellt. Das
subkutane (subWAT) und epididymale (epiWAT) weille Fettgewebe, das interscapulare
braune Fett (iIBAT) und die Leber der mit HFD gefiitterten Miuse waren signifikant
schwerer als die entsprechenden Gewebe der Kontrolltiere (wt chow, PID17" chow).
Ebenso waren das subscapulare braune Fett (scBAT), die Nieren und das Herz der mit
HFD gefiitterten Miuse signifikant schwerer. Muskel und Milz zeigten dagegen keine

Verinderung des Gewichts in den mit HFD gefitterten Tieren. AuBlerdem gab es keinen
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Unterschied im Organgewicht zwischen den Wildtyp- und PID1”/-Miusen gleicher
Fitterungsgruppen. Somit ist kein Einfluss der PID1-Defizienz auf die Gewichtszunahme

der Organe wihrend der HFD zu beobachten.
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Abb. 4-21 Organgewichte von Hochfett- und Chowdiit gefiitterten Mausen nach 20 Wochen

Das subkutane (subWAT) und epididymale (epiWAT) weile Fettgewebe, das interscapulare (iBAT) und
subscapulare (scBAT) braune Fett, die Leber, Nieren und das Herz der HFD gefittertern Miause sind
signifikant schwerer als die entsprechenden Gewebe der Kontrolltiere (chow). Muskel und Milz zeigen keinen
Unterschied. Es gibt keinen Unterschied im Organgewicht zwischen Wildtyp- und PID17/-Miusen der
gleichen Didtgruppe. (* P<0,05). n = 10 pro Gruppe.

4.5.2 Konsequenzen fiir den Glukosestoffwechsel und Insulinresistenz

Ubergewicht ist mit erhohten Blutzuckerwerten und Insulinresistenz —assoziiert.
Physiologisch zeigt sich dies darin, dass die P-Zellen des Pankreas zwar Insulin
produzieren, das Hormon aber nicht mehr auf dessen Zielzellen in angemessener Weise
wirkt. In diesem Fall spricht man zunichst von einer erniedrigten Insulinsensitivitit, doch
auf diese kann eine Insulinresistenz folgen. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die
HFD-gefitterten Tiere eine Insulinresistenz entwickeln und ob die PID1-Defizienz einen

Einfluss hierauf hat.
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4.5.2.1 Expressionsanalyse von Genen des Glukosestoffwechsels in der Leber und

im subkutanen Fettgewebe

Um zu untersuchen, ob der Verlust von PID1 in den Chow-und HFD-gefiitterten Mausen
die Expression von Genen des Glukosestoffwechsels beeinflusst, wurden die Leber (Abb.
4-22A) und das subkutane, weille Fettgewebe(Abb. 4-22B) der Mause entnommen, deren

RNA isoliert und mittels quantitativer Taq Man® Realtime PCR untersucht.

Die Analyse der Leberproben zeigte (Abb. 4-22A), dass die mRNA-Menge des Insulin-
Rezeptors (InsR) der HFD-gefiitterten Wildtyp- und PID1/-Miuse im Vergleich zu den

Chow-gefiitterten Tieren erhoht war. Im Gegensatz dazu war die mRNA-Expression des

Transkriptionfaktors ChREBP (charbohydrate response element binding protein) B im Vergleich zu
den Kontrollmdusen (chow) in den HFD-gefiitterten Mausen signifikant geringer. Dieser
wird Glukose-vermittelt reguliert und spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von
lipogenen Genen (lizuka et al., 2004) (Eissing et al., 2013). Weiterhin gab es auch keinen
Unterschied in der Expression der mRNA des Insulin-Rezeptor-Substratl (Irs1), der
Glukose-6-Phosphatase (G6pc) oder der Phosphoenolpyruvat Carboxykinase (Pckl) in der
Leber. Diese beiden Enzyme sind wichtig fir die Glukoneogenese und kdénnen unter
anderem durch Insulin reguliert werden. AuBerdem konnte kein Unterschied in der
mRNA-Expression der untersuchten Gene zwischen den gleich gefiittereten Wildtyp- und

PID1” "-Mausgruppen festgestellt werden.
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Abb. 4-22 mRNA Expression von Genen des Glukosestoffwechsels in der Leber und im subkutanen,
weilen Fettgewebe von Wildtyp- und PID1-/--Miusen nach Hochfettdiit

In der Leber (A) unter HFD-Bedingungen ist der Insulinrezeptor (InsR) mehr und der Transkriptionsfaktor
ChREBPp weniger exprimiett als unter Chow-Bedingungen. Im subkutanen Fett (B) ist das Insulin-Rezeptot-
Substratl (Irsl) in mit HFD gefiitterten Mausen getinger exprimiert. PID1/-Maduse weisen unter Chow-
Bedingungen mehr ChREBPB-mRNA auf als die Wildtyp-Kontrolltiere (wt chow). ChREBP ist nach HFD
in beiden Mausgruppen kaum noch nachweisbar. (*P<0,05). n = 8 pro Gruppe
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Die nihere Betrachtung des subkutanen Fettgewebes (Abb. 4-22B) zeigt, dass die PID17-
Miuse unter Kontrollbedingungen (PID1”chow) insbesondere den Transkriptionsfaktor
ChREBP signifikant stitker exprimieren als die Wildtyp-Tiere (wt chow). Hingegen kann
in beiden mit HFD gefitterten Mausgruppen keine mRNA dieses Transkriptionsfaktors
nachgewiesen werden. Neben ChREBPf wurde auch das Insulin-Rezeptor-Substratl (Irs1)
im subkutanen, weilen Fettgewebe der mit HFD gefiitterten Tiere in signifikant geringerer
Menge exprimiert als im entsprechenden Gewebe beider Kontrolldidt-gefiitterten
Mausgruppen (chow). Die mRNA-Expression des Glukosetransporters Glut4 sowie die

des Insulin-Rezeptors (InsR) waren im wei3en Fett nicht signifikant veridndert.

4.5.2.2 Glukosetoleranz und Insulinwerte nach kombiniertem OGFT

Es konnten bereits Unterschiede in der mRNA-Expression von Glukose-Stoffwechsel
betreffenden Genen in der Leber und im weilen Fettgewebe nach HFD-Fitterung gezeigt
werden. AuBerdem zeigten Chow-gefiitterte PID1”-Tiere eine hohere mRNA-Expression
des Transkriptionsfaktors ChREBPB als Wildtyp-Mause. Daher sollte im nichsten
Experiment untersucht werden, ob die PID1-Defizienz in den PID1/-Miusen zur
verinderten Glukoseaufnahme aus dem Blut fihrt. Hierfiir wurde zunichst ein oraler
Glukosetoleranztest mit den Chow- und HFD-gefiitterten Wildtyp- und PID1”-Tieren
durchgefiihrt. In diesem Experiment wurde den Miusen eine Gavage mit einer Losung aus
*H-markierter Desoxyglukose und '*C-markierten Triolein verabreicht, so konnte die
Aufnahme von Glukose und Lipiden in unterschiedliche Organe in PID1”-Miusen
quantifiziert werden. Der Test wird somit als kombinierter oraler Glukose- und
Fetttoleranztest (OGFT) bezeichnet. Die Ergebnisse zur Aufnahme von Glukose und

Triolein in die Organe werden in den folgenden Kapiteln dieser Arbeit gezeigt.

Um die Aufnahme der Glukose aus der Blutzirkulation zu untersuchen, wurde die
Glukosekonzentration im Blut der Tiere vor und 15, 30, 60 und 120 Minuten nach der
Gavage gemessen. Es konnte festgestellt werden, dass die HFD-gefiitterten Miuse
(~200 mg/dl) héhere Glukosekonzentration im Blut aufwiesen als die Chow-gefiitterten
(~150 mg/dl) Wildtyp- und PID1”-Miuse (Abb. 4-23A+B). In Abbildung 4-24A sind die
Blut-Glukosewerte in den unterschiedlichen Mausgruppen tber einen Zeitraum von zwei

Stunden nach der Gavage dargestellt.
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Abb. 4-23 Oraler Glukosetoleranztest und Plasmaglukosekonzentrationen in Wildtyp- und PID1-/--
Maiusen unter Chow- und HFD-Bedingungen

Glukosetoleranz nach kombinierten OGFT (A) und basale Glukosekonzentration (B) in Wildtyp- und PID1-
/~Miusen unter Chow- und HFD-Bedingungen. PID1/-HFD-Miuse zeigen cine niedrigere basale
Glukosekonzentration im Blut und weisen 60 Minuten nach der Gavage weniger Glukose im Blut auf als die
Kontroll Tiere (wt HFD). (*P<0,05). n = 8 pro Gruppe (A), n = 10 pro Gruppe (B).

Die Glukosekonzentration im Blut der Chow- und HFD-Miuse steigt 15 Minuten nach der
oralen Verabreichung der Glukose-Losung stark an. In Chow-gefiitterten Mausen konnte
ein Wert von etwa 280 mg/dl Glukose detektiert werden, HFD-gefutterte Mause wiesen
Glukosewerte um 360 mg/dl auf. Weitere 15 Minuten spiter (Abb. 4-23A, 30 min
Zeitpunkt) konnte eine wiederum erniedrigte Glukosekonzentration (~200 mg/dl) in den
Chow-gefiitterten Wildtyp- und PID1/-Mausen detektiert werden. In HFD-gefiitterten
Miusen beider Gruppen konnte dies nicht festgestellt werden. Hier war die
Glukosekonzentration 30 Minuten nach der Gavage genauso hoch wie schon 15 Minuten
zuvor (~350 mg/dl). Im weiteren Verlauf dieses metabolischen Tests konnte festgestellt
werden, dass die Glukosekonzentration im Blut der Chow-gefiitterten Maiuse stetig
geringer wurde. Zwel Stunden nach der Gavage wiesen diese Miuse wieder Werte um
150 mg/dl Glukose im Blut auf, wobei es keinen Unterschied zwischen Wildtyp- und
PID1”/-Miusen gab. Im Gegensatz dazu war die Glukosekonzentration der mit HFD
gefiitterten PID1”/-Miuse 60 Minuten nach der Gavage signifikant niedriger als die der
Wildtyp-HFD-Miuse. Zwei Stunden nach der Gavage war die Glukosekonzentration im
Blut der HFD-Mause im Vergleich zum Anfangswert (0 min Zeitpunkt) noch erhoht. In
Wildtyp-Tieren konnte eine Glukosekonzentration von 270 mg/dl detektiert werden,

hingegen wiesen PID17-Miusen einen Blut-Glukosewert von 230 mg/dl auf. Somit sind
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PID1”-Miuse durch eine verbesserte Glukosetoleranz gekennzeichnet. Abbildung 4-24B
zeigt die basale Glukosekonzentration im Blut der unterschiedlichen Maus-Gruppen. Hier
konnte ein hoherer Glukosewert in den HFD-gefiitterten Tieren im Vergleich zu den
Kontrolldiat-gefutterten Mausen detektiert werden. Dabei lie3 sich interessanterweise
weniger Glukose im Blut der PID17-HFD-Miuse (185 mg/dl) nachweisen als in den
Wildtyp-HFD-Miusen (210 mg/dl). Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die
HFD-Tiere eine hohere basale Glukosekonzentration im Blut aufweisen (Abb. 4-23) und
diese Miuse die Glukose nach einer oralen Verabreichung, langsamer aus dem Blut
aufgenommen haben als Chow-gefiitterte Mause (Abb. 4-23A). Weiterhin wurde
beobachtet, dass der Vertlust von PID1 in den PID17-Miusen unter HFD-Bedingungen zu
einem niedrigeren basalen Glukosewert (Abb. 4-23B, PID1”/" HFD) und einer verbesserten
Glukoseaufnahme aus dem Blut fithrt (Abb. 4-23A, PID17 HFD).

Da die Aufnahme der Glukose aus dem Plasma Insulin-vermittelt stattfindet und bereits
festgestellt werden konnte, dass HFD-gefiitterte PID17-Miuse die Glukose schneller aus
dem Blut bereinigen als Wildtyp-Miuse, sollte im Folgenden untersucht werden, ob die

PID17/-HFD-Miuse insulinsensitiver sind als die Wildtyp-HFD-Tiere.
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Abb. 4-24 Insulintoleranz von PID1-/- -und Wildtyp-Miusen unter Chow- und HFD-Bedingungen

Plasmaglukosekonzentrationen von PID1~/~und Wildtyp-Miusen zum Zeitpunkt Null und 15, 30, 60 und
120 Minuten nach intraperitonealer Insulin-Injektion. Die HFD-gefiitterten Miuse zeigen zu jeden
gemessenen Zeitpunkt héhere Glukosewerte, es gibt allerdings keinen Unterschied in der Insulinsensitivitit
zwischen den Genotypen der Mausgruppen. n = 10 pro Gruppe.
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Dazu wurde ein Insulintoleranztest durchgefithrt (Abb. 4-24). Bei dieser metabolischen
Untersuchung wurde zunichst der basale Glukosewert im Blut zum Zeitpunkt Null
bestimmt. AnschlieBend wurde den Miusen Insulin intraperitoneal injiziert und die
Glukosekonzentration im Blut nach 15, 30, 60 und 120 Minuten gemessen. Es konnte
festgestellt werden, dass beide HFD-gefttterten Mausgruppen tber den gesamten Verlauf
der Untersuchung einen hoheren Glukosewert als die Chow-gefiitterten Mause aufwiesen.
Im Gegensatz dazu gab es jedoch keine Unterschiede in der Insulinsensitivitit zwischen

den PID1”-und den Wildtyp-Miusen der gleichen Fiitterungsgruppe.

In der nichsten Abbildung (Abb. 4-25) sind die Insulinkonzentrationen im Plasma der
Miuse dargestellt. Hierfiir wurden die im oralen Glukosetoleranztest generierten Proben in
einem fir Insulin spezifischen ELISA untersucht. Dargestellt sind die Insulinwerte von

PID1”-und Wildtyp-Mausen unter Chow- und HFD-Bedingungen.
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Abb. 4-25 Insulin Konzentrationen im Plasma von Chow- und HFD-gefiitterten Miusen

Plasma-Insulinkonzentrationen von PID1-/~- und Wildtyp-Miusen zum Zeitpunkt Null und 15 Minuten nach
einer Glukosegavage. Der basale Insulinwert ist in Mdusen unter HFD-Bedingungen héher als in den Chow-
gefutterten Mausen. Es gibt keinen Unterschied zwischen Wildtyp- und PID1-/~-Miusen. 15 Minuten nach
der Glukosegavage ist sowohl unter Chow- als auch HFD-Bedingungen eine erniedrigte Insulinkonzentration
in den PID1/--Miusen festzustellen, wobei die Werte der HFD-gefutterten Tiere beider Gruppen erhoht
sind. (*P<0,05). n = 10 pro Gruppe.

Es konnte festgestellt werden, dass die basale Insulinkonzentration im Plasma unter HFD-
Bedingungen (0 min) hoéher ist als unter Chow-Bedingungen. Hier gab es keinen
Unterschied zwischen den Wildtyp- und PID1”/-Miusen. 15 Minuten nach der
Glukosegavage stieg die Insulinkonzentration im Blut der HFD-Miuse stark an.

Interessenterweise wiesen die PID17/-Mause hier unter Chow- und HFD-Bedingungen
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signifikant weniger Insulin im Plasma auf als die jeweiligen Kontroll-Tiere (wt).
Zusammenfassend konnten die Untersuchungen zeigen, dass die PID17-Miuse nicht
sensitiver auf einen direkten Insulin-Stimulus reagieren als Wildtyp-Kontrolltiere; der
Verlust von PID1 in den PID1”-Miusen allerdings zu einer erniedrigten Insulin-

Ausschuttung auf eine Glukose-Stimulation fiihrt.

4.5.2.3 Adiponektin Konzentrationen im Plasma

Adiponektin ist ein Hormon, das ausschlieBlich vom Fettgewebe gebildet wird. Es wird
von den Adipozyten ins Blut sezerniert und ist in viele metabolische Prozesse wie die
Glukoseregulation oder die Fettsdureoxidation involviert. Es ist bekannt, dass die
Konzentration von Adiponektin im Plasma invers mit dem Korperfettgehalt in
Erwachsenen korreliert (Diez and Iglesias, 2003). Im nichsten Abschnitt wurden deshalb
die Plasmaproben der Mause die wihrend des kombinierten OGFTs zum Zeitpunkt Null
generiert wurden (Kapitel 4.5.2.2), hinsichtlich der Adiponektin-Konzentrationen mittels
ELISA untersucht. In den Plasmaproben der PID1”/-Mause konnte im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen unter HFD-Bedingungen signifikant mehr Adiponektin nachgewiesen
werden (Abb. 4-26). In den Proben der Chow-gefiitterten Mduse zeigt sich eine ahnliche

Tendenz, die allerdings nicht statistisch signifikant ist.
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Abb. 4-26 Adiponektin Konzentration im Plasma von PID1/--und Wildtyp-Miusen

Plasma-Adiponektin-Konzentrationen von PID1-/-und Wildtyp-Mausen zum Zeitpunkt Null eines OGFTs.
In Chow-gefiitterten Miusen gibt es einen Trend, der in den HFD-Tieren als statistisch signifikant bestétigt
wird. So weisen die PID1/-Maduse mehr Adiponektin im Plasma unter HFD-Bedingungen auf als die
Wildtyp-Mduse. (*P<0,05). n = 10 pro Gruppe.
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4.5.2.4 Organaufnahme von radioaktiv-markierter Desoxyglukose nach OGFT

Im Folgenden wurde der Einfluss von PID1 auf die Aufnahme der Glukose zwei Stunden
nach Gavage in die Organe untersucht. Die Organe wurden zur Messung der Radioaktivitit
vorbereitet. In der folgenden Abbildung (Abb. 4-27) ist zum einen die Aufnahme der
Desoxyglukose in das ganze Organ und zum anderen die spezifische Aufnahmekapazitit
des jeweiligen Organs unter Kontroll (chow)- und Hochfettdidt (HFD)-Bedingungen
dargestellt. Die zwei unterschiedlichen Darstellungsweisen wurden dabei verwendet, damit
zum einen die Verteilung der aufgenommenen Radioaktivitit innerhalb des ganzen
Organismus gezeigt werden kann (Abb. 4-27A). Durch diese Art der Darstellung soll
auflerdem verdeutlicht werden, dass einige Organe durch ihre starke Massenzunahme in
den HFD-geftitterten Mausen, mehr Glukose in das jeweilige Organ aufnehmen. Zum
anderen kénnen, durch die Berechnung der in den Organen detektierten Radioaktivitit pro
Milligramm des jeweiligen Organs (Abb. 4-27B), Riickschlisse auf die spezifische
Aufnahmekapazitit des Organs gezogen werden. Somit kann festgestellt werden, ob der
Vetlust von PID1, einen Einfluss auf die Glukoseaufnahme der einzelnen Zellen des

jeweiligen Organs hat.

Die Analyse der Gesamtautnahme in die jeweiligen Organe (Abb. 4-27A) ergab, dass die
Leber, das subkutane (subWAT) sowie das epididymale (epiWAT) weille Fettgewebe, das
interscapulare (IBAT) sowie das subscapulare (scBAT) braune Fettgewebe und das Herz
der HFD-gefiitterten Miuse sehr viel mehr Glukose aufnehmen als die entsprechenden
Organe der Kontroll-Miuse (chow). Aulerdem konnte mehr Radioaktivitit im subkutanen,
weiBen Fettgewebe der PID17-Chow-gefiitterten Mause sowie im subscapularen, braunen
Fettgewebe und im Herzen der PID17/-HFD-gefiitterten Tiere detektiert werden (Abb. 4-
27A).

Die spezifische Aufnahme spiegelt die Kapazitit des jeweiligen Organs wieder, Glukose
unter den gewihlten Bedingungen aufzunehmen. Es konnte festgestellt werden, dass die
Leber, das interscapulare braune Fett (iBAT) und das epididymale weille Fettgewebe
(epiWAT) von Wildtyp- und PID1/-Miusen unter HFD-Bedingungen nicht mehr
Glukose aufnehmen konnen als unter Chow-Bedingungen. Die nihere Betrachtung zeigte,

dass der Muskel, das subkutane, wei3e (subWAT) und das subscapulare, braune (scBAT)
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Abb. 4-27 Aufnahme von radioaktiv-markierter Desoxyglukose in PID1-/--und Wildtyp-Miuse

Die Aufnahme von *H-markierter Desoxyglukose in das gesamte Organ (A) und die spezifische Aufnahme-
Kapazitit der einzelnen Otrgane (B) von PID1/--und Wildtyp-Miusen unter Chow- und HFD-Bedingungen.
(*P<0,05). n = 8 pro Gruppe.

Fettgewebe eine héhere Aufnahmekapazitit in den HFD-gefiitterten Wildtyp- und PID17 -
Miusen aufweist. Dabei konnte festgestellt werden, dass der Muskel und das subkutane,
weiBe Fettgewebe der PTD17-Miuse unter Chow-Bedingungen (PID1”" chow) eine héhere

spezifische Aufnahme der Glukose zeigten als die entsprechenden Organe von Kontroll-

Miusen (wt chow). Weiterhin konnte beobachtet werden, dass das subscapulare, braune



Ergebnisse 90

Fettgewebe und das Herz nach HFD-Fitterung in PID1-defizienten Miusen mehr

Glukose aufnehmen als die entsprechenden Organe der Wildtyp-Mause.

4.5.3 Auswirkungen der Hochfettdiit auf den Lipidstoffwechsel

Eine fettreiche Ernihrung und das damit einhergehende Ubergewicht haben oft Stérungen
im Lipidstoffwechsel zur Folge. Daneben haben auch genetische Verinderungen einen
groB3en Einfluss auf die Entstehung von Erkrankungen, die mit dem Lipidmetabolismus
assoziiert sind. AuBerdem wird PID1 mit Ubergewicht in Verbindung gebracht. So
konnten Wang et al. zeigen, dass stark ubergewichtige Personen eine hoéhere PIDI1
Expression im Fettgewebe aufweisen als Normalgewichtige (Wang et al., 20006). Im
Folgenden sollte untersucht werden welchen FEinfluss die Hochfettdidt auf den

Lipidstoffwechsel von Wildtyp- und PID17-Miusen hat.

4.5.3.1 Plasmalipide und Lipoproteinprofile

Erhéhte  Cholesterolwerte im  Blut erhéhen das Risiko  fir  kardiovaskulire
Herzerkrankungen und hohe Triglyzerid-Konzentrationen sind mit Insulinresistenz und
Typ 2 Diabetes assoziiert (Cuchel and Rader, 2006) (Despres, 1993). Insulin férdert zum
einen die Aufnahme von Triglyzeriden aus dem Blut und hemmt gleichzeitig die Lipolyse
dieser im Fettgewebe. Da in den vorangegangenen Kapiteln beobachtet wurde, dass die
Aufnahme von Glukose in PID17-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Miusen gesteigert
war, gleichzeitig aber die Insulin-Konzentrationen im Blut niedriger, sollte untersucht
wetden, ob der Verlust von PID1 in den PID17-Miusen eine Einfluss auf den Gehalt von

Cholesterol und Triglyzeriden im Blut hat.

In Abbildung 4-29 sind die Cholesterin- (Abb. 4-28A) und Triglyzerid-Konzentrationen
(Abb. 4-28B) im Plasma von HFD-gefiitterten Wildtyp- und PID1”-Méusen im Vergleich
zu Chow-gefiitterten Miusen dargestellt. Bei dieser Untersuchung konnte festgestellt
werden, dass die HFD-gefiitterten Tiere signifikant hohere Cholesterol- (~200 md/dl HFD
statt  ~100 mg/dl Chow) und signifikant niedrigere Triglyzerid-Konzentrationen
(~70 md/dl HFD statt 110 mg/dl Wildtyp-Chow) im Plasma aufweisen als die Chow-
gefiitterten  Mause beider Gruppen. Die PID17/-Miuse zeigen signifikant weniger
Triglyzeride im Plasma (70 mg/dl) als die Wildtyp-Mduse (110 mg/dl) nach Chow-

Futterung.
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Abb. 4-28 Cholesterol- und Triglyzerid-Konzentrationen im Plasma von Chow- und HFD-
gefiitterten Wildtyp- und PID1-/--Miusen

HFD-gefiitterte Tiere weisen im Vergleich zu Chow-gefiitterten Tieren einen signifikant erhéhten Plasma-
Cholesterolgehalt (A) und signifikant niedrigere Triglyzerid-Konzentrationen (B) in Wildtyp- und PID1-/--
Miusen auf. Chow-gefiitterte PID1+/-Miuse weisen signifikant niedrigere Triglyzerid-Konzentrationen im
Plasma auf als Chow-gefiitterte Wildtyp-Tiere. (*P<0,05). n = 8 pro Gruppe.

Da Cholesterol und Triglyzeride im Plasma tiber Lipoproteine transportiert werden, sollte
im Folgenden untersucht werden, in welcher Lipoproteinklasse die im Plasma gefundenen
Lipide enthalten sind und ob der Verlust von PID1 einen Einfluss auf diese Verteilung hat.
Hierfiir wurden zunichst die Plasmen von jeweils acht PID17- bzw. Wildtyp-Miusen
beider Futterungsgruppen vereint und die unterschiedlichen Lipoproteine mittels Fasz
Performance Liguid Chromatography (FPLC) von einander getrennt. In der folgenden
Abbildung (Abb. 4-29) sind die Triglyzerid (A)- und Cholesterol (B)-Konzentration der
einzelnen, von der FPLC eluierten Fraktionen der Plasmen von Chow- und HFD-
gefiitterten PID17- und Wildtyp-Méusen dargestellt. Die Untersuchung zeigte, dass die
HFD-gefltterten Miuse weniger Triglyzeride in den TRL-Fraktionen (Fraktion 4-6)
aufweisen als die Chow-gefiitterten Miuse. Aullerdem konnte festgestellt werden, dass
Chow-gefiitterte PID17-Mause (PID17", chow) weniger Triglyzeride (4,6 mg/dl), die in
TRL enthalten sind, aufweisen als die entsprechenden Wildtyp-Kontroll-Tiere (wt, chow;
6,5 mg/dl). Dies geht mit dem erniedrigten Gesamt-TG-Gehalt im Plasma der PID17-
Miuse nach Chow-Fitterung einher (Abb. 4-28). Die Cholesterol-Konzentration im
Plasma von HFD-gefiitterten Mdusen ist im Vergleich zu Wildtyp-Miusen signifikant

erhoht (Abb. 4-28). Bei der Analyse der Verteilung des Plasma-Cholesterols zwischen den
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Lipoproteinen (Abb. 4-29B), zeigte sich diese stark erhohte Cholesterol-Konzentrationen

ebenfalls.
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Abb. 4-29 Plasma Lipoproteinprofil nach FPLC von Wildtyp- und PID1-/--Miusen

Triglyzerid (A)- und Cholesterol (B)- Konzentrationen in den mittels FPLC voneinander getrennten
Lipoproteinklassen im Plasma von Chow- und HFD-gefutterten Wildtyp- und PID1-/--Miusen. HFD-
gefiitterte Tiere weisen im Vergleich zu Chow-gefiitterten Tieren einen niedrigeren Triglyzeridgehalt (A) in
den TRL und eine héhere Cholesterol-Konzentration (B) in den HDL und Remnant (HDL/LDL)-Fraktionen
in Wildtyp- und PID1/-Maiusen auf. Chow-gefiitterte PID1~/~-Miuse weisen niedrigere Triglyzerid-
Konzentrationen in der TRL-Fraktion auf als entsprechend gefiitterte Wildtyp-Tiere. n = 8 pro Gruppe.

Hier war in erster Linie in den HDL-Fraktionen ein deutlicher Anstieg des Cholesterols

festzustellen. HFD-gefitterte Wildtyp-Méduse wiesen einen Cholesterol-Wert von
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13,9 mg/dl in der Spitzenfraktion (Fraktion 19) der HDL auf; die PID”-Miuse zeigten
eine Konzentration von 12,7 mg/dl in dieser Fraktion. Interessanterweise zeigte sich eine
leichte Verschiebung der des HDIL-Cholesterols in den HFD-gefiitterten PID1”-Miusen.
In den Chow-gefiitterten Mausen, die Cholesterol-Konzentrationen von 5,3 mg/dl (wt)
und 5,6 mg/dl (PID17) aufwiesen, konnte diese Verschiebung im Zeitpunkt der Elution
der HDL-Fraktionen von der FPLC-Siule nicht beobachtet werden. In den HFD-
gefiitterten Wildtyp- und PID1”-Mausen ist zusitzlich zu der HDL auch eine starke
Erhohung des Cholesterolgehalts in den Remmnant-Fraktionen (HDL/LDL) von Wildtyp-
und PID1”/-Miusen zu erkennen. Dieser zusitzlich detektierte Anstieg war in den Chow-
gefiitterten Wildtyp- und PID1”/-Tieren nicht festzustellen. AuBerdem konnten geringe
Cholesterol-Konzentrationen in den TRL der Chow-gefiitterten Tiere beobachtet werden,
die in den HFD-gefiitterten Miusen nicht vorhanden waren. Im Zusammenhang mit dem
Verlust an PID1 konnte festgestellt werden, dass Chow-gefiitterte PID17-Miuse weniger
Triglyzeride im Plasma aufweisen als entsprechende Wildtyp-Mduse. Die Reduktion
spiegelt sich im niedrigeren Trigyzeridgehalt der TRL im FPLC-Profil wieder.

4.5.3.2 Expressionsanalyse von Genen des Lipidstoffwechsels in der Leber und im

subkutanem Fett

Um zu untersuchen, ob der Verlust von PID1 in den Chow-und HFD-gefiitterten Mausen
die Expression von Genen des Lipidtoffwechsels beeinflusst, wurden die Leber (Abb. 4-
30A) und das subkutane, weille Fettgewebe (Abb. 4-30B) der Miuse entnommen, deren

RNA isoliert und mittels quantitativer Taq Man® Realtime PCR untersucht.

Die Analyse der Leberproben sowie die des weillen Fettgewebes zeigte, dass die mRNA-
Menge von PID1 in den PID1”/-Miusen in beiden Geweben reduziert war. In HFD-
gefiitterten Médusen war die mRNA des LDL-Rezeptors (LDL-R) in beiden Geweben sehr
viel stirker exprimiert als in Chow-gefiitterten Tieren. Weiterhin konnte festgestellt
werden, dass die mRNA von LRP1 und die der Lipoproteinlipase (Lpl) nur im subkutanen,
weiBen Fettgewebe, jedoch nicht in der Leber von HFD-gefiitterten Wildtyp- und PID17-
Miusen hochreguliert war. Die ApoE-mRNA-Menge war hingegen in der Leber von HFD-
gefiitterten Tieren erhoht. AuBerdem konnte festgestellt werden, dass die PID17-Miuse
unter Chow-Bedingungen in beiden untersuchten Geweben eine hohere Lpl-mRNA-
Expression aufwiesen als die Wildtyp-Kontroll-Miuse. Die erhéhte Expression der
LDL-R-mRNA deutet darauf hin, dass die Uberexpression dieses Rezeptors einen
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moglichen Verlust oder eine Fehlfunktion von LRP1 in der Aufnahme von ApoE-

enthaltenen Lipoproteinen kompensieren muss.
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Abb. 4-30 mRNA Expression von Genen des Lipidstoffwechsels in der Leber und im subkutanen,
weillem Fettgewebe von Wildtyp und PID1-/--Miusen nach Hochfettdiit

Die mRNA-Expression von PID1 ist in der Leber und im subkutanen, weilen Fettgewebe (subWAT) von
PID1/--Miusen nach Chow- und HFD-Fitterung im Vergleich zu Wildtyp-Mausen reduziert. Die mRNA-
Menge des LDL-R ist in HFD-gefiitterten Mausen in Leber und subWAT héher als in den Chow-gefiitterten
Tieren beider Mausgruppen. LRP1 und die Lpl zeigen im subWAT eine erhéhte mRNA-Expression unter
HFD-Bedingungen in PID1/--und Wildtyp-Miusen. Die Expression der Lpl-mRNA ist in Chow-geflitterten
PID1~/-Miusen in beiden Geweben stirker als in den Chow-gefiitterten Wildtyp-Miusen. Die mRNA-Menge
des ApoE istin der Leber der Wildtyp-Tiere nach HFD-Futterung héher. (*P<0,05). n = 8 pro Gruppe.

4.5.3.3 Organaufnahme von radioaktiv-markiertem Triolein nach OGFT

Um den FEinfluss von PID1 auf die Aufnahme der Lipide in die Organe niher zu
untersuchen, wurden die im kombinierten OGFT aufgenommene Radioaktivitit in den
Organen der Mause gemessen. Hierbei handelt es sich um die Gewebeproben, die in
4.5.2.4 in Bezug auf die Glukoseaufnahme untersucht wurden. Da diese Miuse mit einer
kombinierten Lésung aus H-Desoxyglukose und '“C-Triolein gavagiert wurden, konnte
zusatzlich zur Radioaktivitit der Glukose die des aufgenommenen Trioleins in den
Organproben der PID1”- und Wildtyp-Miuse gemessen werden. Auch ist hier zum einen
die Aufnahme in die gesamten Organe der Chow- und HFD-gefiitterten Wildtyp- und
PID1”-Miuse dargestellt (Abb. 4-31A); zum anderen wird die spezifische Kapazitit der
Organe in Bezug auf die "C-Triolein-Aufnahme gezeigt (Abb. 4-31B).

Die Analyse der Gesamtaufnahme in die jeweiligen Organe (Abb. 4-31A) ergab, dass die
Leber der PID1”-Miuse unter HFD-Bedingungen mehr Lipide aufnimmt als die Leber der
Wildtyp-Tiere unter den gleichen Bedingungen. Die Leber nahm in den PID1”-Tieren
mehr Lipide nach HFD- als nach Chow-Fiutterung auf. In den Wildtyp-Tieren ist dies nicht
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festzustellen. Im subkutanen (subWAT) und epididymalen (epiWAT) weillen Fett ist in den
HFD-gefitterten Tieren mehr Radioaktivitit zu detektieren als in den entsprechenden

Kontroll-Organen (chow) beider Mausgruppen.
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Abb. 4-31 Aufnahme von radioaktiv-markiertem Ttiolein in PID1-/--und Wildtyp-Miuse

Die Aufnahme von '#C-markiertem Triolein in das gesamte Organ (A) und die spezifische Aufnahme-
Kapazitit der einzelnen Otrgane (B) von PID1/--und Wildtyp-Miusen unter Chow- und HFD-Bedingungen.
(*P<0,05). n = 8 pro Gruppe.

Daneben weisen die Chow-gefiitterten PID17-Miuse eine ethohte Triolein-Aufnahme ins

subkutane, weille Fett auf (PIDl’/ © chow, subWAT). Im interscapularen, braunen
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Fettgewebe (iBAT) ist kein Unterschied zwischen die Mausgruppen nach Chow- oder
HFD-Fitterung festzustellen. Hingegen ist im subscapularen, braunen Fettgewebe von
HFD-gefiitterten PID1”-Mausen (PID17" HFD, scBAT)) mehr Triolein zu detektieren als
in dem entsprechenden Kontroll-Organ (wt HFD, scBAT), insgesamt weisen die HFD-
Tiere aber eine niedrigere Aufnahme der Radioaktivitit in subscapulare, braune Fettgewebe
im Vergleich zu Chow-gefiitterten Tieren auf. Zusitzlich konnte festgestellt werden, dass
HFD-gefiitterte PID17-Mause mehr radioaktive Lipide ins Herz aufnehmen als Chow-
gefiitterte  PID1”-Méuse. Dieser Unterschied war in den Wildtyp-Tieren nicht zu
detektieren. Muskel und Milz der Wildtyp- und PID1/-Miuse nehmen unter Chow- als
auch HFD-Fitterung kaum Lipide auf.

Die spezifische Kapazitit der Leber, des interscapularen (iBAT) sowie des subscapularen
(scBAT), braunen Fettgewebes war in den HFD-gefiitterten Wildtyp- und PID1”-Tieren
stark verringert (Abb. 4-31B). Dabei konnte festgestellt werden, dass das subscapulare,
braune Fett der PID1”/-Méuse nach HFD-Fiitterung (Abb. 4-31, PID17" HFD, scBAT)
eine hohere Kapazitit in Bezug auf die Aufnahme von Lipiden aufweist als das der
Wildtyp-Tiere (Abb. 4-31, wt HFD, scBAT). Die spezifische Aufnahme von Triolein in das
subkutane, weille Fettgewebe der Chow-gefiitterten PID17-Miuse ist hoher als die in das
entsprechende Wildtyp-Gewebe. Die Aufnahmekapazitit des Herzens, des Muskels und
die der Milz wiesen weder zwischen den beiden Diiten Unterschiede auf, noch hatte der
Verlust von PID1 in den PID1”-Miusen einen EinfluB in Bezug auf die Lipidaufnahme
von diesen Geweben. Zusammenfassend konnte mit diesen metabolischen Studien gezeigt
werden, dass PID1 unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen die

Aufnahme von Glukose und Lipide in einer Organ-spezifischen Weise beeinflusst.
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5. Diskussion

LRP1 ist in der Lage bis zu 40 unterschiedliche Liganden zu binden und spielt eine
wichtige Rolle bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose extrazellulirer Molekiile.
Daneben tibernimmt LRP1 essentielle Aufgaben bei verschiedenen
Signaltransduktionwegen. Die unterschiedlichsten Funktionen dieses Rezeptors werden
durch eine Vielzahl von Adaptorproteinen gewihrleistet. Diese Proteine binden an
spezielle Motive in der intrazelluliren Domine von LRP1 und koppeln den Rezeptor an
weitere, fur den jeweiligen Weg entsprechende, Molekiile. Eines dieser Adaptorproteine ist
PID1. Caratu et al. konnten dieses Protein 2007 in einem Screeningprojekt als
Interaktionspartner von LRP1 identifizieren. In der vorliegenden Arbeit sollte nun die
physiologische Rolle des PID1 fiir die Funktion von LRP1 in der Rezeptor-vermittelten

Endozytose niher untersucht werden.

5.1 Rolle des PID1 fiir die Lokalisation von LRP1 in der Zelle

LRP1 ist im Lipoproteinmetabolismus zusammen mit dem LDL-R an der Aufnahme von
Lipoproteinen in die Leber beteiligt. Der LDIL-R wird als reiner Endozytose-Rezeptor
beschrieben, der an der Plasmamembran zu finden ist (Goldstein and Brown, 1974). Fir
die Endozytose der LDIL tber den LDL-R wurde das LDIL-Rezeptor-assoziierte
Adaptorprotein  ARH gefunden (Zuliani et al., 1999). Dieses Protein vermittelt die
Interaktion zwischen dem Rezeptor und der Clathrinmaschinerie. Es bindet dabei zum
einen Clathrin selbst, zum anderen interagiert ARH mit dem Clathrinadaptor AP-2. ARH
reguliert somit die Endozytose des LDL-R an der Plasmamembran (Mishra et al., 2002b).
Mutationen im Gen des ARH filhren zur autosomalen rezessiven Form der

Hypercholesterolimie (Garcia et al., 2001).

PID1 wurde in einem Proteom-Screeningansatz als Interaktionspartner von LRP1
gefunden (Caratu et al., 2007). Interessanterweise ist die Sequenz dieses Adaptorproteins
der des ARHs sehr ahnlich. PID1 weist, genau wie ARH, eine PTB-Domine auf, mit der es
in der Lage ist, an Tyrosin-enthaltende Motive zu binden. Diese Motive sind meist NPxY-
Motive. Es konnte gezeigt werden, dass PID1 an das nicht phosphorylierte distale NPxY-

Motiv der intrazelluliren Domine des LRP1 bindet. Diese Interaktion ist spezifisch fiir
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LRP1, da PID1 nicht mit dem LDL-R interagiert (Doktorarbeit Britta Hoffzimmer). Die
Ahnlichkeit zwischen den beiden Adaptorproteinen PID1 und ARH und der gefundene
Zusammenhang von PID1 und Ubergewicht (Wang et al., 2006) fithrten zu der Frage, ob
PID1 méglicherweise an der Endozytose des LRP1 in der Leber beteiligt ist. PID1 kénnte
dabei moglicherweise die gleiche Endozytose-regulierende Aufgabe tibernehmen, die ARH
beim LDL-R erfiillt (Cohen et al., 2003) (Norman et al., 1999). Diese Annahme wird unter
anderem auch dadurch unterstiitzt, dass das Adaptorprotein Dab-2 dahingehend
beschrieben wurde, an der Endozytose von LRP1 beteiligt zu sein (Maurer and Cooper,
2005), es aber in der Leber nicht exprimiert wird (EMBL Expression Atlas). Da fir PID1
in der Leber eine hohe Expression vorliegt (Abb. 4-14), kénnte PID1 in diesem Gewebe
die Aufgabe von Dab-2 tibernehmen.

Interessanterweise ist LRP1 im Steady State in intrazelluliren, perinukleiren Strukturen und
nicht an der Plasmamembran zu finden (Abb. 4-1). Laatsch et al. beschreiben, dass der
Rezeptor in der postprandialen Phase auf einen Insulin-Stimulus in Heptaozyten an die
Plasmamembran transportiert wird (Laatsch et al., 2009). Die Immunfluoreszenzanalyse
mit Antikorpern gegen LRP1 und PID1 (Abb. 4-1B) zeigt, dass PID1 in denselben
perinuklearen Kompartimenten lokalisiert ist wie LRP1. Diese Beobachtung konnte durch
eine gleichzeitige Uberexpression von LRP1-eGFP und PID1-RFP in HuH7-Zellen
bestitigt werden (Abb. 4-2). Auch in diesem Experiment waren beide Proteine in
denselben perinukledren Kompartimenten zu finden. Andere publizierte Studien zur
Interaktion der beiden Proteine, in denen PID1 durch Yeast two Hyrid und Pulldown-
Experimente als Bindungspartner von LRP1 identifiziert wurde (Caratu et al, 2007)
(Kajiwara et al., 2010), unterstiitzen die gefundene Kolokalisation zwischen endogenem

LRP1 und PID1 sowie der tberxprimierten Proteine.

In meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass PID1 essentiell fiir die perinukledre Lokalisation
von LRP1 ist. Der Knockdown von PID1 mittels siRNA in primiren Hepatozyten bewirkte
36 Stunden nach der Behandlung der Zellen eine um 90 % verringerte Expression der
PID1 mRNA (Abb. 4-3). Die fluoreszenzmikroskopische Analyse dieser Zellen zeigte, dass
LRP1 in Abwesenheit von PID1 nicht mehr in perinukleiren Kompartimenten lokalisiert.
Hier ist LRP1 fast ausschlieBlich an der Plasmamembran der Hepatozyten konzentriert und
findet sich zusitzlich in wenigen diffus in den Zellen verteilten vesikuliren Strukturen

(Abb. 3-1B). Diese Umverteilung von LRP1 in Abwesenheit von PID1 kann einen Einfluss
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auf die Endozytose von ApoE-enthaltenen Lipoproteinen mittels LRP1 haben. So wird das
Recycling von ApoE im Lipoproteinstoffwechsel tber LRP1 vermittelt (Laatsch et al.,
2012). In seiner Funktion als endozytierender Rezeptor wird LRP1 nach der
Internalisierung nicht wie viele seiner Liganden in den Lysosomen abgebaut (Harasaki et
al., 2005). Durch die Erniedrigung des pH-Wertes in den frihen Endosomen dissoziiert
der Ligand vom LRP1 und durchliduft den weiteren endosomalen Weg bis zur Degradation
in den Lysosomen. LRP1 hingegen wird recycelt (Lillis et al., 2008). Der Rezeptor wird in
speziellen Endosomen verwahrt bis er fir die nichste Endozytoserunde bendtigt wird.
Dieser perinukledre Poo/ ist ein frithes, endosomales Kompartiment (Laatsch et al., 2012).
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass LRP1 in HuH7 Zellen in den fiir den frithen
Endosomenmarker EEA1 positiven Endosomen vorliegt (Abb. 4-4). Zum einen wurde
endogenes LRP1 in der Kolokalisation mit EEA1 gefunden, zum anderen lokalisiert auch
das Gberexprimierte LRP1-eGFP in diesen frithen Endosomen (Abb. 4-5). Zusitzlich zu
LRP1 wurde auch die Anwesenheit von tberexprimiertem PID1-RFP in diesen frithen
Endosomen bestitigt (Abb. 4-5). Weiterhin zeigte sich, dass der Knockdown von PID1 in
HuH7-Zellen dazu fihrt, dass die Lokalisation dieser LRP1-,,Poo/s“ verindert vorliegt. In
PID1-defizienten HuH7-Zellen ist LRP1 nicht mehr in perinukleiren Bereichen zu finden
(Abb. 4-4). In diesen Zellen liegt LRP1 diffus in der Zelle in vesikuldren Strukturen verteilt
vor. Die HuH7-Zellen zeigen die gleiche verinderte LRP1-Verteilung wie die primiren
Hepatozyten nach PID1-Knockdown (Abb. 4-3). Interessant ist, dass LRP1 in den PID14d-
HuH7-Zellen weiterhin in frihen Endosomen vorliegt (Abb. 4-4, PID1kd). Diese
Beobachtungen sprechen fiir eine moégliche Funktion von PID1 in der Retention von
LRP1 in diesen endosomalen Kompartimenten, so dass eine mogliche direkte Rolle von
PID1 bei der LRP1-vermittelten Endozytose an der Plasmamembran unwahrscheinlich

scheint.

Bei der Untersuchung von LRP1 und dem lysosomalen Markerprotein LAMP1, konnte wie
erwartet festgestellt werden, dass es hier keine Kolokalisation gibt (Abb. 4-6, wt). Da LRP1
nach der Internalisierung fir die Wiederverwendung recycelt wird (Dieckmann et al., 2010),
gelangt es nicht zur Degradation in die Lysosomen. Sehr interessant in diesem
Zusammenhang ist, dass die Verteilung der Lysosomen in den PID1-defizienten Zellen
von der Wildtyp-Situation abweicht (Abb. 4-6, PID1kd). Die Lysosomen sind wie die
frihen Endosomen diffus in der Zelle verteilt (Abb. 4-6, PID14d, LAMP1). Aullerdem
konnte festgestellt werden, dass LRP1 in Abwesenheit von PID1 teilweise mit LAMP1
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kolokalisiert (Abb. 4-6, PID144, merge). Diese Kolokalisation weist darauthin, dass LRP1-
enthaltene Vesikel aufgrund dessen verinderter Sortierung mit Lysosomen fusionieren.
Diese Beobachtungen zeigen, dass die PID1-vermittelte Lokalisierung von LRP1 in den
EEATl-positiven, perinukleiren Kompartimenten, den Rezeptor vor der lysosomalen
Degradation schutzt. Wird der Rezeptor abgebaut, statt recycelt, steht er nicht fir eine
nichste Endozytoserunde zur Verfiigung. Durch die fehlerhafte Lokalisation und
Degradation des Rezeptors in der Zelle, konnte es zu einer verinderten Aufnahme von
Liganden kommen. Dazu beschreiben Gordts et al., dass eine gestorte Translokation von
LRP1 zu Verbesserung der Dyslipidimie und Atherosklerose in ApoE-defizienten Mausen
kommt (Gordts et al., 2012). PID1 spielt somit eine wichtige Rolle in der Lokalisation des
Rezeptors und scheint iber die Bedeutung von LRP1 in der Entstehung von

Erkrankungen involviert zu sein, die mit der Endozytose von Lipoproteinen einhergehen.

Um herauszufinden, wie es zu der beobachteten Translokation des LRP1 von
perinukledren, endosomalen Kompartimenten zur Plasmamembran kommt, wurden
Proteine des Retromer-Komplexes untersucht (4.2.2.4). Das Retromer ist im retrograden
Transport von Proteinen von Endosomen zuriick zum Golgi entdeckt worden (Cereghino
et al., 1995). Mittlerweile wird dieser heteropentamere Proteinkomplex auch im Transport
von Proteinen zwischen endosomalen Strukturen und der Plasmamembran beschrieben.
Dabei wurde vor allem der Riicktransport von Transmembranrezeptoren nach der
Internalisierung untersucht. Bei diesen Untersuchungen riickte SNX27, ein Adaptorprotein
aus der Sortin Nexin-Proteinfamilie, immer mehr in den Fokus (Temkin et al., 2011). Dieses
Protein ist nicht direkt ein Mitglied des Retromers, wird aber assoziiert an endosomalen
Kompartimenten im Zusammenhang mit dem Retromer gefunden und spielt eine wichtige
Rolle in der Aufrechterhaltung der zelluliren Nihrstoff-Homdoostase (Steinberg et al.,
2013). In der vorliegenden Arbeit konnte bestitigt werden, dass LRP1 mit dem Retromer-
Komplex assoziiert (4.2.2.4). Die nihere Betrachtung zeigte, dass Vps35 und SNX1, zwei
Kernmitglieder dieses Komplexes, in der indirekten Immunfluoreszenz mit LRP1
kolokalisieren (Abb. 4-8 und Abb. 4-9). Auffillig ist hier, dass auch das Retromer eine
verinderte Verteilung in den PID1-defizienten Zellen aufwies (Abb. 4-8, PID14d, Vps35;
Abb. 4-9 PID1kd, SNX1). In PID14kd-HuH7-Zellen kolokalisieren LRP1 und Vps35 bzw.
SNX1 genau wie in Wildtyp (wt)-HuH7-Zellen in endosomalen Kompartimenten. Diese
Beobachtung unterstiitzt die Annahme, dass der Retromer-Komplex die LRP1

Translokation in Abwesenheit von PID1 vermittelt. Die Untersuchung des SNX27 zeigte,
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dass dieses Protein teilweise mit LRP1 in Wildtyp und PID1-defizienten Zellen
kolokalisiert (Abb. 4-10). Das wiederum deutet auf eine Beteiligung von SNX27 an der
Translokation von LRP1 zur Plasmamembran hin. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass
SNX27 mit NPxY-Motiven interagiert (Ghai et al., 2013). LRP1 tragt zwei dieser Motive in
seiner intrazelluliren Domine (ICD). In diesem Zusammenhang wurde auBlerdem
beschrieben, dass SNX17 als Interaktionspartner von LRP1 im Transport des Rezeptors
von endsomalen Kompartimenten zur Plasmamembran involviert ist. Dabei bindet SNX17
an das proximale NPxY-Motiv des LRP1. Dieses Motiv ist aber nicht essentiell fir die
richtige basolaterale Sortierung des Rezeptors durch SNX17. Farfan et al. konnten zeigen,
dass Aminosduren, die an dieses NPxY-Motiv angrenzen entscheidend fiir die Sortierung
sind (Farfan et al.,, 2013). Auch Burden et al. beschreiben die benachbarten Aminosiuren
des NPxY-Motivs des LDIL-Rezeptors als essentiell fiir die Interaktion des LDL-R mit
SNX17 (Butden et al., 2004). In dieser Studie koppelten sie unter anderem Megalin /LRP2
mit der intrazelluliren Domine des LRP1. Megalin wird normalerweise an die apikale
Oberfliche von polarisierten Zellen sortiert (Marzolo et al., 2003) (Stockinger et al., 2002).
Dieser Rezeptor trigt insgesamt drei NPxY-Motive. Diese tragen bei diesem Rezeptor aber
nicht dazu bei, ihn an die basolaterale Membran zu transportieren. Erst der Austausch der
intrazelluliren Domine des Megalins mit der des LRP1 fihrte zu einer basaolateralen

Sortierung (Burden et al., 2004).

Die verschiedenen endosomalen Kompartimente der Zelle werden tber das Zytoskelett in
der Zelle gerichtet transportiert (Anitei and Hoflack, 2012). Die Beobachtung der
verinderten Lokalisation der frithen Endosomen (Abb. 4-4), der Lysosomen (Abb. 4-6)
und des Retromers (Abb. 4-8, Abb. 4-9, Abb. 4-10) lie} vermuten, dass es durch die

Abwesenheit von PID1 eventuell zu einer Umstrukturierung des gesamten Cytoskeletts

kommt. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse von o-Tubulin zeigte, dass das
Cytoskelett in den PID14&4-HuH7-Zellen nicht von der Wildtypsituation abweicht (Abb. 4-
11). Auch die Analyse des Golgis durch die Dektektion des as-Golgi-Markerproteins
GM130 (Abb. 4) und des #rans-Golgi-Markers Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (Abb. 4-7),
zeigte in den PID1-defizienten HuH7-Zellen keinen Unterschied zur Lokalisation in den
Wildtyp-HuH7-Zellen. Da das Cytoskelett und der Golgi-Apparat keine Verinderungen in
PID1-defizienten Zellen aufweisen, miissen andere Mechanismen fiir die Translokation der
Organellen nach dem Verlust von PID1 verantwortlich sein. Eine Moglichkeit an dieser

Stelle wire eine Interaktion von PID1 mit Motorproteinen oder mit wiederum anderen
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Adaptorproteinen, die mit Motorproteinen interagieren. Motorproteine sind die treibende
Kraft hinter dem Transport von Vesikeln im Zytoplasma. Kinesine bewegen ihre Fracht
entlang der Mikrotubuli des Zytoskeletts in Richtung Plasmamembran, Dyneine hingegen
sind fir den retrograden Transport iber die Mikrotubuli, also in Richtung Zellinneres,
verantwortlich (Mallik and Gross, 2004; Schroer, 2004). Méglicherweise konkurrieren die
molekularen Motoren oder Proteine die mit diesen assoziiert sind mit PID1 um die
Bindung und kénnen beim Verlust von PID1 in der Zelle, ihrer Aufgabe im Transport
tber die Mikrotubuli gerecht werden. Bei diesem Mechanismus scheint auch der
Retromerkomplex eine wichtige Rolle inne zu haben, da er stindig mit den LRP1-positiven,
endosomalen Kompartimenten assoziiert ist (4.2.2.4). Der Einfluss des Retromers auf die

Translokation von LRP1 wird im nichsten Abschnitt eingehender diskutiert.

5.2 Der Retromerkomplex ist an der Translokation von LRP1 beteiligt

In Bezug auf die Translokation von LRP1 konnte gezeigt werden, dass vermutlich das
Retromer in diesen Mechanismus involviert ist. Vps29 ist als das kleinste Protein im
Komplex fur die Interaktion der drei Vps-Proteine zustindig (Seaman, 2012). Der
Knockdown dieses Retromerproteins verhindert die Assoziation der funf Kernproteine des
Komplexes. Durch die nicht mehr gewihrleistete Interaktion der Vps-Proteine kénnen
auch die SNX-Proteine nicht mehr mit Vps35 interagieren (Harrison et al.,, 2014). Das
SNX-Dimer bindet tiber seine PX-Domainen an PtdIns3P, die vorwiegend in endosomalen
Membranen vorkommen (Cozier et al., 2002) (Yu and Lemmon, 2001). Der Komplex wird
somit nicht mehr an den Endosomen gehalten und die Proteine dissoziieren. Dies hat zur
Folge, dass der Retromer-Komplex seine Aufgabe im retrograden Transport von
Transmembranproteinen nicht mehr erfilllen kann (Kang et al., 2012). In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass LRP1 in PID144-HuH7-Zellen nicht mehr in perinukledren
Endosomen vorliegt sondern an die Plasmamembran transloziert. Zellen, in denen
zusitzlich Vps29 siRNA-vermittelt herunter reguliert war, wiesen die Wildtyp-typische
Lokalisation auf (Abb. 4-12, Pfeile). Die Dissoziation der Retromer-Komplex-Proteine
konnte in diesen Zellen durch die Detektion von Vps35 gezeigt werden. In den
Vps29knockdown-Zellen (Abb. 4-12, merge Pfeil 2) ist im Vergleich zu nicht mit Vps29-
siRNA-transfizierten Zellen (Abb. 4-12, merge Pfeil 1) sehr viel weniger Vps35 zu
detektieren. Diese Beobachtungen zeigen, dass LRP1 nicht an die Plasmamembran

transportiert wird, wenn der Retromerkomplex nicht assoziiert ist. Dies wiederum bestatigt
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die Annahme, dass das Retromer fir die LRP1-Translokation verantwortlich ist. Um dies
endgtltig bestitigen zu konnen, sollten auf jeden Fall noch GST-Pwu/ldown-Experimente
durchgefithrt werden. Dabei sollte sich zeigen, dass LRP1 nach Knockdown des Vps29 in
PID1-defizienten Zellen nicht mehr mit dem Retromerprotein Vps35, das die Liganden-
Bindung vermittelt, interagiert. In diesem Zusammenhang konnten Steinberg et al. zeigen,
dass Proteine, die in der gesunden Zellen an die Plasmamembran sortiert werden, nach
Verlust des Retromerkomplexes nicht mehr dort zu finden sind (Steinberg et al., 2013). In
dieser Studie verwendeten die Autoren SNX27- und Vps35-defiziente Zellen und konnten
feststellen, dass der Glukosetransporter Glutl oder auch der PDGF-Rezeptor, nicht mehr

an die Plasmamembran transportiert werden kénnen.

5.3 Die PID1-LRPI1-Interaktion gewihrleistet die postprandiale
Translokation von LRP1

Wie in dieser Arbeit gezeigt und in anderen Studien schon beschrieben (Perrot et al., 2012)
(Laatsch et al., 2012), ist LRP1 im Normalzustand der Zelle (steady state) in intrazelluliren,
endosomalen ,,Vorratspools® vorhanden. Damit der Rezeptor seine Aufgabe bei der
Aufnahme von triglyzeridreichen Lipoproteinen erfillen kann, wird er in polarisierten
Zellen wie Hepatozyten an die basolaterale Membran transportiert (Donoso et al., 2009). In
der postprandialen Phase fiihrt ein extrazellulirer Stimulus, wie die Bindung von Insulin an
den Insulinrezeptor, zur LRP1-Translokation an die Plasmamembran der Zellen (Laatsch
et al., 2009). Dieser Mechanismus wird durch viele verschiedene Proteine aufrechterhalten.
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Adaptorprotein PID1 dabei
eine wichtige Funktion in der Lokalisation von LRP1 in den perinukleiren

Kompartimenten inne hat.

Um die physiologische Rolle von PID1 fiir die LRP1-Funktion im Lipoproteinstoffwechsel
genauer zu untersuchen, wurde eine PID1-Knockout-Maus generiert. Der Vorteil eines
Mausmodells ist, dass Auswirkungen der entsprechenden Protein-Defizienzen auf den
gesamten Metabolismus untersucht werden kénnen. Iz vivo Modelle sind somit viel
realititsndher als Zellkultursysteme, in denen hauptsichlich Zelllinien zum FEinsatz
kommen, die aus Tumorzellen generiert wurden. Neben Zelllinien werden oft auch primare
Zellen fur viele Untersuchungen genutzt. Primire Zellen stellen ein 7z vitro Modell dar, in
dem viele Zell-Mechanismen sehr viel dhnlicher zur 7z wiwo-Situation ablaufen als in

Zelllinien. AuBerdem haben primire Zellen, so wie die hier verwendeten primairen
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Hepatozyten, einen Vorteil zu Untersuchungen im ganzen Tier. In diesen Zellen kénnen
unter anderem Signalwege, die durch einen Stimulus aktiviert oder unterdrickt werden
besser studiert werden als im Organismus. Dabei wird der zu untersuchende Zelltyp nicht
von Signalen, die im Gewebeverband von anderen Zellen ausgesandt werden, beeinflusst.
So kann zum Beispiel der Mechanismus, der hinter der in dieser Arbeit gefundenen
Translokation von LRP1 in PID1”-Hepatozyten steht, besser auf Zellebene untersucht
werden. Um allerdings die Konsequenzen des PID1-Verlusts auf Stoffwechselebene zu
ermitteln, ist es wichtig, dies in einem Mausmodell zu untersuchen. Fir die PID1-Knockout-
Maus wurde das Knockout first-Modell der Firma KOMP Repository genutzt. Die Analyse
der Knockont-Effizienz dieses Modells zeigte auf mRNA- (Abb. 4-14A) und Proteinebene
(Abb. 4-15), dass die Expression des PID1 zwar stark herunter reguliert, trotzdem aber ein
sehr geringer Teil des PID1 in den homozygoten Knockout-Mausen zu detektieren war.
Auch KOMP Repository beschreibt diese Beobachtung fur ihr Modell. Es ist so
konstruiert, dass durch alternatives Spleilen noch ein Exon transkribiert und translatiert
werden kann. Um das Protein vollkommen ,,auszuschalten® werden die Miuse in weiteren
noch folgenden Kreuzungen mit Fljpper-Deleter- und Cre-Rekombinase-exprimierenden
Tieren verpaart. Das Knockout first-Modell ist so konstruiert, dass die von diesen Tieren
exprimierten Enzyme dann das gesamte PID1-Gen herausschneiden. Die Analyse der
mRNA-Expression von PID1 zeigte, dass PID1 in Organen wie der Leber oder den
Fettgeweben genau wie LRP1 vermehrt exprimiert wird und die Expression der mRNA in
Geweben wie der Niere oder der Milz, reduziert war, in denen auch LRP1 wenig exprimiert
wurde (Abb. 4-14). Dieser gefundene Zusammenhang ist ein weiterer Hinweis darauf, dass

PID1 eine Rolle bei der Funktion oder der Regulierung von LRP1 spielt.

Trotz der geringen mRNA-Expression wurden die PID17-Mause fiir weitere Experimente
herangezogen. Dabei war es wichtig zu untersuchen, inwieweit die detektierte noch wenig
vorhandene PID1-mRNA zu einer Expression des Proteins fihrt und ob diese einen
Einfluss auf die Expression von LRP1 hat. Die Westernblotanalyse zeigte, dass LRP1 in
PID1”-Lebergeweben etwas weniger vorhanden war als in den entsprechenden Fraktionen
der Wildtyp-Lebergewebe (Abb. 4-15A). Da die Expression der mRNA von LRP1 in den
PID1”/-Miusen nicht beeinflusst war (Abb. 4-14B), lisst diese Beobachtung auf eine
stirkere Degradation von LRP1 in den PID1”-Tieren schlieBen. In PID1”-Hepatozyten
(Abb. 4-3) und PID1k4-HuH7-Zellen (Abb. 4-4 bis Abb. 4-7) konnte eine verstirkte

Translokation von LRP1 von intrazelluliren Kompartimenten an die Oberfliche der Zellen
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festgestellt werden. Es ist beschrieben, dass LRP1 neben seiner Funktion bei der
Endozytose von Proteasen und Protease:Inhibitor-Komplexen, selbst von extrazellulir
lokalisierten Matrix-Metalloproteasen proteolytisch prozessiert werden kann (Selvais et al.,
2011). Weiterhin beschreiben Zurhove et al., dass eine y-Secretase an der Intramembran-
Proteolyse von LRP1 beteiligt ist, wodurch die intrazellulire LRP1-Domine in den
Zellkern wandern und dort als Transkriptionsfaktor arbeiten kann (Zurhove et al., 2008).
Das vermehrte Vorhandensein von LRP1 an der Plasmamembran in den PID1-defizienten
Zellen konnte dazu fithren, dass die Gesamtprotein-Konzentration, durch eine vermehrte
Prozessierung der extrazelluliren und Transmembrandomine von LRP1 durch Proteasen,
reduziert wird. AuBlerdem lasst die, in PID144-HuH7-Zellen festgestellte Lokalisation von
LRP1 in Lysosmen (Abb. 4-6) darauf schlieBen, dass der Abbau des Rezeptors durch den
Verlust von PID1 verstirkt wird. Auch dies kann zur Erniedrigung der Gesamtprotein-
Menge fithren. Fine Studie, die PID1 als wachstumsinhibierenden Faktor bei der
Entwicklung von embryonalen Gehirntumoren beschreibt, unterstitzt diese Annahme
(Erdreich-Epstein et al., 2013). Die Autoren konnten bei der Untersuchung dieser Tumore
feststellen, dass Tumore, die eine hohere PID1-Expression aufweisen, langsamer wachsen
als Tumore mit geringerer PID1-Expression. Im Zusammenhang mit LRP1 kénnte PID1,
durch seine Funktion in der Retention von LRP1 in den perinukleiren Kompartimenten,
dazu beitragen, dass weniger LRP1 an die Plasmamembran gelangt. In Bezug auf die Rolle
von LRP1 bei der Migration und Proliferation (Boucher et al, 2002), konnte eine
vermehrte  Signaltransduktion durch LRP1 dabei entscheidend sein. In den
Lebergewebepriparation konnte ferner festgestellt werden, dass der LDL-R in den PID17-
Lebergeweben stirker exprimiert wird als in den Lebern von Wildytyp-Médusen (Abb. 4-
15B). Diese Beobachtung kann auf eine kompensatorische Hochregulierung des LDL-R
aufgrund von LRP1-Funktionsverlusten zurtickzufthren sein. Es ist bekannt, dass der
LDL-R die Aufgabe einer gestorten Internalisierung von TRL-Remnants tber LRP1
teilweise ausgleichen kann (Rohlmann et al., 1998) (Schneider et al., 1981).

Damit die TRL-Remmnants in der postprandialen Phase in die Hepatozyten aufgenommen
werden konnen, muss LRP1 an die Plasmamembran translozieren. In dieser Arbeit konnte
festgestellt werden, dass diese LRP1-Translokation in Wildtyp-Hepatozyten auf einen
Insulin-Stimulus ablauft (Abb. 4-16). 15 Minuten nach der Behandlung der Zellen befindet
sich LRP1 fast ausschlieBlich an der Plasmamembran. Es wurde also von perinukleiren,

endosomalen Kompartimenten in unbehandelten Zellen (Abb. 4-16, wt-Insulin) an die
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Plasmamembran der Zellen transportiert (Abb. 4-16, wt+Insulin). Dieses Verhalten ist
auch fiir andere Zellen wie Adipozyten beschrieben (Descamps et al., 1993). In PID17-
Hepatozyten liegt LRP1 bereits im nicht stimulierten Zustand (Abb. 4-16, PID1” -Insulin)
vollig anders verteilt in den Hepatozyten vor als in den entsprechenden Kontrollzellen
(Abb. 4-16, wt-Insulin). In diesen Zellen ist die Lokalisation von LRP1 in perinukledren
Bereichen durch die PID1-Defizienz nicht mehr gegeben. LRP1 ist diffus in der Zelle
verteilt und vermehrt an der Plasmamembran zu detektieren. Interessanterweise hat die
Stimulation mit Insulin in diesen Zellen keinen Einfluss auf die LRP1-Lokalisation (Abb. 4-
16, PID1” “+Insulin). Hier liegt LRP1 genauso diffus in der Zelle verteilt vor, wie in nicht
stimulierten Hepatozyten. Diese Beobachtungen bestitigen, dass PID1 eine wichtige Rolle
fir die Lokalisation und fir die Stimulus-vermittelte Translokation des Rezeptors spielt. In
diesem Zusammenhang konnten andere Studien zeigen, dass PID1 moglicherweise als
Regulator in der Insulin-stimulierten Signalkaskade involviert ist, die zur Translokation des
Glukosetransporters Glut4 an die Plasmamembran fithrt (Wu et al., 2011; Zeng et al., 2012;
Zhang et al., 2008).

Die durchgefithrten Aufnahme-Experimente mit primidren Hepatozyten bestitigen eine
erhohte Lokalisation von LRP1 an der Plasmamembran (Abb. 4-17 & Abb. 4-18). PID1”-
Hepatozyten nehmen zum einen mehr radioaktiv-markierte TRL-Remnants auf als die
Wildtyp-Kontrollzellen (Abb. 4-17). Zum anderen weisen sie auch eine erhdhte
Internalisierung von Fluoreszenz-markierten (DiD) TRL-Remnants auf (Abb. 4-18). Diese
Beobachtungen sprechen fur eine héhere LRP1-Dichte an der Plasmamembran im nicht
stimulierten Zustand. Das heil3t, durch die héhere LRP1-Konzentration an der Membran,
konnen die Zellen die TRL-Remnants schneller internalisieren. In den PID1”-Hepatozyten
werden die TRL-Remnants direkt tber LRP1 internalisiert, ohne dass dieser Rezeptor zuerst
aus intrazelluliren Pools an die Membran transportiert werden muss. Diese Beobachtung
deckt sich auch mit anderen publizierten Arbeiten. So beschreiben Zeng et al. in
Abwesenheit von PID1 eine erhéhte Aufnahme von Glukose in C2C12-Myozyten (Zeng et
al., 2012). Méglicherweise tibernimmt PID1 auch in diesen Zellen eine ahnliche Aufgabe in
der Retention der so genannten Insulin-responsiven Vesikel (IRVs), in denen Glut4
wgelagert™ wird, um im Falle der Insulin-Stimulation schnell an die Oberfliche der Zelle

transportiert zu werden.
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Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden, dass die Degradation der
aufgenommenen TRL-Remnants in den PID17-Hepatozyten im Vergleich zu Wildtyp-
Hepatozyten verindert war (Abb. 4-19). Diese PID1”-Hepatozyten wiesen nach vier
Stunden signifikant weniger Degradationsprodukte im Kulturmedium auf als die Wildtyp-
Kontrollzellen. Diese Beobachtung und die Tatsache, dass die PID1-defizienten Zellen
mehr TRL aufnehmen als die Kontrollzellen (Abb. 4-17) weisen auf einen gestorten
endosomalen Transport der Liganden hin. Zu Beginn des Experiments wurden die
verwendeten TRL radioaktiv mit '*Tod markiert. Bei der dafiir verwendeten Methode nach
McFarlane (McFarlane, 1958) werden die in den Lipoproteinen enthaltenen Proteine an
Tyrosinresten markiert. Heeren et al. konnten dabei zeigen, dass hauptsichlich die Tyrosin-
Reste von ApoE, ApoC’s und wenig ApoB der Lipoproteine iodiert werden (Heeren et al.,
2002). Die Abbauprodukte der Zelle, die in Abbildung 4-18, dargestellt wurden, stellen die
Menge an '*I-Tyrosin dar, die von den Zellen sekretiert wurden. Dabei wurden die iiber
LRP1 aufgenommenen TRL zunichst internalisiert. In endosomalen Kompartimenten
dissoziieren LRP1 und TRL dann voneinander. Dabei konnten Heeren und Kollegen
zeigen, dass einige Bestandteile der TRL, wie ApoE oder die Lpl, nach der Endozytose
mittels LRP1, recycelt werden (Heeren et al., 1999) (Heeren et al.,, 2001) (Heeren et al.,
20006). Andere Komponenten wie die ApoBs gelangen zu den Lysosomen. Dort werden die
Proteine mittels lysosomaler Hydrolasen abgebaut und die daraus entstehenden

Degradationsprodukte kénnen im Medium detektiert werden.

Die vermehrte LRP1 Konzentration an der Plasmamembran fihrt somit zu einer erhéhten
Aufnahme von ApoE-enthaltenen TRL und moglicherweise gleichzeitig zu einem
verbesserten Recycling von ApoE, welche einen Grofteil der Radioaktivitit trigt. Somit
gelangen weniger markierte Proteine in PID1” "-Hepatozyten zu den Lysosomen, wodurch
letztendlich auch weniger '“I-Tyrosine im Medium detektiert werden konnen. ApoR
enthaltene TRL werden aufler mittels LRP1 auch tber den LDL-R endozytiert (Mortimer
et al,, 1995) (Willnow et al., 1994a). In Wildtyp-Hepatozyten koénnten durch das, im
Vergleich zu PID17/-Hepatozyten, geringere Vorhandensein von LRP1 an der
Plasmamembran somit mehr ApoE-haltige TRL vom LDL-Rezeptor internalisiert werden.
In diesem Zusammenhang konnten Jensen et al. zeigen, dass eine Uberexpression des
LDL-R dazu fihrt, dass ApoE vollstindig degradiert und nicht mehr recycelt wird (Jensen
et al., 1994). Somit wiirden PID1/-Hepatozyten, da sie LRP1 direkt an der Membran

lokalisiert haben, weniger '*I-markiertes ApoE degradieren als Wildtyp-Hepatozyten, was
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in der verminderten detektierten Radioaktivitit im Kulturmedium resultiert. Hinzu kommt
noch, dass die schnelle Insulin-vermittelte Translokation von LRP1 zur Plasmamembran in

isolierten, kultivierten Hepatozyten nicht stattfindet.

5.4 Die Rolle von PID1 bei Diidt-induziertem I"Jbergewicht

Adipositas steht im engen Zusammenhang mit Insulinresistenz, Typ 2 Diabetes und
kardiovaskuliren Erkrankungen (Despres and Lemieux, 2006). Diese gelten als weltweite
Todesursache Nummer eins. Daher ist es wichtig, die Mechanismen, die zu diesen
Erkrankungen fiihren, zu untersuchen und zu verstehen. In der Entstehung von
Ubergewicht spielt die Ernihrung und somit die Aufnahme von Lipiden in den
Organismus eine grundlegende Rolle. Lipoproteinrezeptoren, wie der LDL-R und LRP1
sind fir die Aufnahme von Lipiden, die tiber Lipoproteine durch das Blut transportiert
werden, in die Leber und periphere Organe notwendig (Beisiegel et al., 1989; Goldstein and
Brown, 2009) (Heeren and Beisiegel, 2001). Sind die Mechanismen, durch die diese
Rezeptoren reguliert werden, gestort, kommt es zu schweren Erkrankungen. Mutationen
im Gen von ARH, dem LDL-R assoziiertem Adaptorprotein, fithren zu einem Erliegen der
Endozytose von LDL iiber den LDIL-Rezeptor. Dies hat eine autosomal rezessive Form
der Hypercholesterolimie, welche wiederum zu koronalen Herzerkrankungen fithren kann
zur Polge (Mishra et al, 2002b) (Cohen et al., 2003). In dieser Arbeit wurde die
physiologische Rolle des Adaptorproteins PID1 fiir die Funktion des LRP1 untersucht.
LRP1 ist fir die Endozytose von TRL-Remmnants in die Leber verantwortlich. TRL-Remmnants
entstehen in der postprandialen Phase bei der Hydrolyse der in Chylomikronen enthaltenen

Triglyzeride durch die Lpl (Wang and Eckel, 2009).

Im Zusammenhang mit Adipositas konnte festgestellt werden, dass PID1 im weilen
Fettgewebe von Ubergewichtigen Patienten stirker exprimiert wird als bei
Normalgewichtigen (Wang et al., 2006). Um den Einfluss von PID1 in Bezug auf die
Funktion von LRP1 bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose im Organismus von
adipésen Miusen zu untersuchen, wurden Wildtyp und PID17-Miuse mit einer
Hochfettdidt gefiittert. Nach einem Futterungszeitraum von 20 Wochen wurden die Miuse
genauer analysiert. Zunichst konnte gezeigt werden, dass der Verlust von PID1 die
Entstehung von Ubergewicht nicht beeinflusst. PID17-Mause nehmen iiber die Dauer der

Studie genau wie die Wildtyp-Miuse stetig zu. Nach 20 Wochen sind sie, genau wie die
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Wildtyp-Mause, etwa doppelt so schwer wie zu Beginn der Studie (Abb. 4-20). Diese
Gewichtszunahme spiegelte sich in den Organen der Miuse wieder. Vor allem die Leber
und weille Fettdepots speicherten sehr viele Lipide. Diese Organe sind in den HFD-
Miusen etwa 2,5 bis fiinf Mal so schwer wie die entsprechenden Gewebe von Kontrolldiit-
gefitterten Midusen. Auch das braune Fettgewebe zeigt nach HFD-Fitterung grof3e
Mengen an eingelagerten Lipiden. Es konnte kein Unterschied im Gewicht der Organe
zwischen den PID17- und den Wildtyp-Miusen festgestellt werden (Abb. 4-21). Der
Verlust von PID1 und die damit verbundene verstirke Lokalisation von LRP1 an der
Plasmamembran der Zellen (Kapitel 4.2), hat keinen Einfluss auf langfristige Aufnahme
und Speicherung von Lipiden in den entsprechenden Organen. Allerdings ist an dieser
Stelle zu erwihnen, dass bei der Analyse der Lipidstoffwechsel-assoziierten Gene
festgestellt werden konnte, dass PID1 in HFD-gefitterten Wildtyp-Mausen stirker
exprimiert wird als in Chow-gefiitterten Mausen. Diese Beobachtung deckt sich mit der
Studie von Wang et al, die PID1 als einen neuen Adipositas-assoziierten Faktor

beschreiben.

5.4.1 Die PID1-Defizienz verbessert die Insulinsensitivitit der HFD-Miuse

Insulinresistenz und der damit einhergehende Typ 2 Diabetes sind eine Folge des Diit-
induzierten Ubergewichts. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der
Verlust von PID1 mit einer verbesserten Glukosetoleranz in HFD-gefiitterten PID17-
Miusen einhergeht (Abb. 4-23). Es konnte festgestellt werden, dass HFD-gefitterte
Wildtyp- und PID1”-Miuse basal mehr Glukose im Plasma aufweisen. Weiterhin wurde
beobachtet, dass die Glukose nach einer Gavage langsamer aus dem Blut in die Organe
aufgenommen wurde als in Chow-gefutterten Tieren (Abb. 4-23). Es ist bekannt, dass
Ubergewichtige Patienten hohere Blutzuckerwerte aufweisen als Normalgewichtige und
dass dies, zusammen mit vermehrt auftretenem, abdominalen Fett und erhShten ApoB-
Konzentrationen im Blut ein Hinweis auf eine entstehende Hypercholesterolimie ist
(Panagiotakos et al., 2008). Die erhchte Glukosekonzentration aufgrund dessen reduzierter
Aufnahme aus dem Blut, ist auf eine mogliche Insulinresistenz zurtickzufithren, wobei
Zielgewebe, wie das Fettgewebe weniger sensitiv auf den Glukose-vermittelten Insulin-
Stimulus reagieren. Die Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor fihrt zur
Translokation von Glut4 an die Plasmamembran, wodurch es zur schnellen Aufnahme der

Glukose in die Adipozyten kommt (Muretta and Mastick, 2009). Im gesunden Tier sinkt
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der Blutzuckerspiegel somit in Abhingigkeit von der Insulin-Sekretion wieder auf den
Anfangswert. In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dass PID1-defiziente,
HFD-gefiitterte Miuse die Glukose schneller aus dem Blut bereinigten als entsprechende
Wildtyp-Méuse (Abb. 4-23A). Weiterhin zeigten die adipésen PID1”-Miuse einer
niedrigere basale Glukosekonzentration im Blut als die Wildtyp-Méuse (Abb. 4-23B). Dies
deutet darauf hin, dass der Verlust von PID1 vor einer Ubergewichts—induzierten
Insulinresistenz schiitzt. Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass die PID17- Miuse
weniger Insulin auf die Glukosegabe ausschutten als Wildtyp-Mause (Abb. 4-25). Unter
basalen Bedingungen zeigte sich eine erhohte Insulinkonzentration in den HFD-gefiitterten
Tieren (Abb. 4-25, 0 min Zeitpunkt, vergleiche chow mit HFD). Die Plasma-Insulin-
Konzentration stieg in HFD-Mdusen nach der Glukosegavage stark an, was auf die
Insulinresistenz der tbergewichtigen Mause hindeutet. Die HFD-Miuse benétigen im
Vergleich zu den Chow-gefiitterten Tieren héhere Insulin-Mengen, um die Glukose aus
dem Plasma effizient in die Zellen aufzunehmen (Abb. 4-25, 15 min Zeitpunkt, vergleiche
HFD und chow). Unter HFD-Bedingungen waren die PID1”-Tiere insulinsensitiver als die
Wildtyp-Mduse, da sie weniger Insulin ausschiitteten, um die Glukose aus dem Plasma zu
beseitigen (Abb. 4-25, 15 min Zeitpunkt, vergleiche PID17" HFD mit wt HFD). In diesem
Zusammenhang ist zu erwihnen, dass der Insulintoleranztest keine Unterschiede zwischen
HFD-gefiitterten Wildtyp- und PID1”/-Méusen aufwies (Abb. 4-24, vergleiche PID17
HFD mit wt HFD). Bei diesem metabolischen Test wird den Miusen Insulin
intraperitoneal injiziert. Durch die anschlieBende Bestimmung der Plasmaglukose-
Konzentration wird ermittelt, ob die Sensitivitit der Zellen auf den Insulin Stimulus
verindert ist. Da die PID1”/-Miuse in dieser Untersuchung keine Verinderung in der
Glukoseaufnahme zeigten, muss davon ausgegangen werden, dass die Zellen der
peripheren Organe nicht sensitiver auf Insulin reagieren. Vielmehr konnte die
Insulinausschuttung der B-Zellen betroffen sein. Diese Zellen exprimieren den Insulin-
unabhingigen Glukosetransporter 2 (Glut2). Glut2 befindet sich an der Plasmamembran
und schleust Glukose in die Zelle (Leturque et al., 2009). Demnach stromt viel Glukose in
die B-Zelle, wenn die extrazellulire Glukosekonzentration hoch ist. Dies ist nach der

Nahrungsaufnahme oder in insulinresistenten Patienten der Fall. In den B-Zellen der
Langerhan‘schen Inseln des Pankreas ist die Glukokinase der bestimmende Faktor fir die
Insulinausschiittung  (Grupe et al, 1995) (Matschinsky, 2002). Dieses Enzym

phosphoryliert die Glukose zu Glukose-6-Phosphat, was tiber weitere Reaktionen zur
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Erhohung des intrazelluliren Ca**-Spiegels fithrt. Dieser Konzentrationsanstieg bewirkt
eine vermehrte Verschmelzung von Insulinvesikeln mit der Plasmamembran und fihrt zur

Ausschuttung von Insulin in die Blutbahn.

Im Falle einer PID1-Defizienz kommt es in der postprandialen Phase zu einer verbesserten
Glukoseaufnahme unter geringerer Insulinausschiittung in PID1”/-Miusen. AuBerdem
konnte beobachtet werden, dass Wildtyp- und HFD-gefiitterte PID17-Mause auf einen
Insulin-Stimulus, der ihnen durch eine Insulininjektion verabreicht wurde, nicht mehr
Glukose aus dem Blut aufnehmen, als Wildtyp-Miuse. Die PID17-Miuse reagieren somit
also nicht sensitiver auf den Insulinstimulus an sich in Bezug auf die Glukoseaufnahme
mittels Glut4. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt (Kapitel 4.2.1), kommt es in PID1-
defizienten Zellen zu einer erhéhten Lokalisation von LRP1 an der Plasmamembran.
Weiterhin ist bekannt, das LRP1 zu groflem Mafle in Glut4-Vesikeln enthalten ist (Bogan,
2012). Der Verlust von PID1 fihrt wahrscheinlich zu einer héheren Glut4-Dichte an der
Plasmamembran von Zellen, in denen Glut4 normalerweise Insulin-abhingig an die
Membran transportiert wird. Zu diesen Zellen sind hauptsichlich Adipozyten und
Myozyten, also Zellen die Glukose nicht selbst herstellen, zu zihlen. Aufgrund der héheren
Konzentration des Glukosetransporters in der Plasmamembran, kommt es zu einer
verbesserten basalen Glukoseaufnahme. Dies hat zur Folge, dass die Glukosekonzentration
im Plasma in der postprandialen Phase (nach Glukosegavage) niedriger ist als in Wildtyp-
Miusen (Abb. 4-23B). Die abgesenkte Plasma-Glukose-Konzentration fihrt dann
wiederum dazu, dass weniger Glukose tiber Glut2 in die B-Zellen geschleust wird, was zu
einer weniger starken Insulinausschittung in den PID1”-Mausen fithrt (Abb. 4-25).
AuBerdem konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dass PID17-3T3-1.1-Adipozyten
eine erhohte Glukoseaufnahme aufweisen (Zhang et al., 2010), dies unterstiitzt die in der
vorliegenden Arbeit in PID1-defizienten Miusen gefundene erhdhte Aufnahme von
Glukose. Wie genau es zu der Erhohung von Glut4 an der Plasmamembran in PID1-
defizienten Miusen kommt, kann durch tierexperimentell anspruchsvollen euglykidmischen
Clamp-Studien untersucht werden. Die verbesserte Glukoseaufnahme kann allerdings nur
durch Effekte auf Proteinexpression bzw. Lokalisation erklirt werden, da die
Genexpression von Glut4, dem Insulin-Rezeptor oder des Insulinrezeptorsubstrats-1 (IRS-
1) in PID1”-Miusen nicht verindert ist (Abb. 4-22). Das einzige untersuchte Gen des

Glukosestoffwechsels, das eine verinderte Expression aufwies, war der Transkriptiosfaktor

ChREBP. In PID1-defizienten Miusen der Kontrolldidtgruppe, war eine 3,5-fach hohere
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mRNA Expression des Transkriptionsfaktors im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zu

detektieren. ChREBPP wird Glukose-vermittelt aktiviert und die Hochregulation dieses

Faktors in PID17-Miusen unterstiitzt die hier gefundene verbesserte Glukoseaufnahme.

Neue Studien bringen fettgewebespezifisch-exprimiertes ChREBPP unter anderem in
Verbindung mit der Regulation der Insulinsensitivitit und der Glukosehomdostase in
Ubergewichtigen und Typ 2 Diabetes Patienten (Fissing et al., 2013). Dieser
Transkriptionsfaktor wird in gesunden normalgewichtigen Personen stirker exprimiert als
in Ubergewichtigen. Er wird somit als neuer Therapieansatz diskutiert (Herman et al,
2012). Im Zusammenhang mit einem ,gestinderen® Fettgewebe, ist noch zu erwihnen,
dass die PID1-defizienten Miuse eine hoéhere Adiponektin  Plasma-Konzentration
aufweisen (Abb. 4-26). Adiponektin ist ein Adipozyten-spezifisches Hormon. Es wird
beschrieben, dass eine erhShte Speicherung von Lipiden im Fettgewebe zu einer
erniedrigten Adiponektin-Sekretion fihrt. Adiponektin ist somit invers mit Adipositas
verkniipft (Diez and Iglesias, 2003). Die erniedrigte Plasmakonzentration dieses Hormons
ist als Merkmal der Adipositas bei Gbergewichtigen Patienten mit Typ 2 Diabetes weit
verbreitet (Van Gaal et al., 2006) (Despres and Lemieux, 2000).

In einer Linie mit der verbesserten Glukoseaufnahme aus dem Plasma gehen auch die
Aufnahmeexperimente mit radioaktiv-markierter Desoxyglukose. In PID17-Mausen war in
den Organen, die die Insulin-abhingige Glut4-Translokation vermitteln, eine erhéhte
Aufnahme von Glukose festzustellen (Abb. 4-27). Dabei zeigte sich diese verbesserte
Glukoseaufnahme besonders bei der spezifischen Aufnahmekapazitit des jeweiligen
Organs (Abb. 4-27B). Bei der Betrachtung der Verteilung der aufgenommenen Glukose
zwischen den Organen wurde deutlich, dass die Leber und die Fettgewebe einen grof3en
Teil der applizierten Glukose internalisieren. Diese Beobachtung wurde in der Analyse der
HFD-Miuse noch deutlicher. Die Leber nimmt unter diesen Bedingungen aufgrund ihrer
enormen VergroBerung sehr viel Glukose auf, hingegen ist die Kapazitit der Leber,
Glukose aufzunehmen, in den HFD-Miusen im Vergleich zu Kontroll-gefttterten Mausen
nicht verdndert. Das subkutane, weille Fettgewebe dagegen zeigt eine verminderte
Aufnahmekapazitit unter HFD-Bedingungen. Der Grund dafiir ist die durch die
Hochfettdidt induzierte Adipositas. Unter diesen Bedingungen sind die Miuse
insulinresistent, entsprechend findet eine reduzierte Translokation des Glut4 im Vergleich

zu den Chow-gefiitterten Tieren an die Plasmamembran statt. Allerdings fuhrt die
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genetische Deletion von PID1 zu einer Verbesserung der durch Insulinresistenz

vermittelten, abgeschwichten Glukoseaufnahme (Abb. 4-23; Abb. 4-27).

5.4.2 Die Rolle von PID1 im Lipidstoffwechsel

Der Lipidstoffwechsel spielt eine groBe Rolle in der Entstehung von Diidt-induziertem
Ubergewicht und Typ 2 Diabetes. In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden,
dass die Konzentration von Triglyzeriden im Plasma in PID17- und Wildtyp-Mausen, die
mit einer Hochfettdidt gefiittert wurden, niedriger war als in Miusen, die mit einer
Kontrolldiit gefiittert wurden. Unter HFD-Bedingungen nehmen die Wildtyp- und PID17"
-Miuse mehr Triglyzeride in das weille Fettgewebe auf (Abb. 4-31A), so dass die

Konzentration an Triglyzeriden anders als beim Menschen im Plasma sinkt.

Bei der Analyse von Lipidstoffwechsel-assoziierten Genen der in dieser Arbeit
untersuchten Wildtyp- und PID17-Miuse, konnte festgestellt werden, dass die Expression
der Lpl im subkutanen, weilen Fettgewebe von HFD-gefiitterten Miusen hochreguliert
war (Abb. 4-30B), was zur erhShten Triglyzerid-Aufnahme aus dem Plasma der HFD-
gefiitterten Mause fithrt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass PID1”-Miuse niedrigere
Triglyzeridwerte im Plasma unter Chow-Bedingungen aufweisen als Wildtyp-Miuse. Der
Grund dafir scheint die erhéhte Plasmamembrandichte von LRP1 insbesondere in
Hepatozyten zu sein. Dieser Rezeptor ist an der Endozytose von triglyzeridreichen
Lipoproteinen in die Leber verantwortlich. Fir diese Aufgabe wird LRP1 normalerweise
Insulin-vermittelt an die Membran transportiert (Laatsch et al., 2009). Im Falle der PID1-
Defizienz ist per se mehr LRP1 an der Plasmamembran zu detektieren, so dass es zu einer
erhohten basalen Aufnahme von TRL-Remnants kommt. In diesem Zusammenhang wurde
auflerdem beschrieben, dass Insulin die mRNA Expression der Lpl stimulieren kann
(Semenkovich et al.,, 1989). Dadurch lisst sich die erhohte Lpl-Expression in den HFD-
Miusen  erkliren. Diese Ubergewichtigen Miduse weisen —signifikant hdohere
Insulinkonzentrationen im Plasma auf als Kontroll-Méuse (Abb. 4-25). Allerdings zeigen
die PID1”-Miuse unter Kontrollbedingungen eine stirke Lpl-Expression bei gleichzeitig
geringeren Plasmainsulinkonzentration. Eine erhohte Expression dieses Enyzms kann mit
einer verbesserten Hydrolyse und somit einer gesteigerten Aufnahme von Fettsduren ins
Fettgewebe verbunden sein. Die gesteigerte Expression von Lpl in den PID1/-Miusen

unter Kontrollbedingungen (Abb. 4-30) unterstiitzt die Beobachtung der verminderten
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Triglyzeride in diesen Méusen (Abb. 4-28B). Wahrscheinlich zeigen diese Mause auch eine
verbesserte ApoC-II zu ApoC-1II Ratio. In diesem Zusammenhang wird beschrieben, dass
die Expression von ApoC-III, ein starker Inhibitor der Lpl, unter HFD-Bedingungen im
Darm reduziert ist (Petit et al., 2007). ApoC-II, ein starker Aktivator der Lpl, wird unter
diesen Bedingungen vermehrt exprimiert ist. Das Verhiltnis von ApoC-1I zu ApoC-III in
Chylomikronen, welches durch das Interstittum vermittelt wird, korreliert mit der
Aufnahme dieser Lipoproteine aus dem Blut. Eine hohe ApoC-II zu ApoC-III-Ratio
verringert die postprandiale Triglyzeridimie in Gbergewichtigen Miusen (Petit et al., 2007).
Vor diesem Hintergrund sollte in zukiinftigen Experimenten nidher auf /Jver-X receptor
(LXR)-regulierte Gene in den PID1”-Mzusen eingegangen werden, da LXR unter anderem
die Expression von ApoC-II aktiviert (Mak et al., 2002). AuBlerdem sollten der reverse
Cholesteroltransport (RCT) und die Expression der damit verbunden ABC-Transporter
sowie die Synthese von Gallensiduren und die Ausscheidung von Cholesterol iiber die Fazes
untersucht werden, da LRP1-Polymorphismen in GWAS (Genome Wide Assocciation Study)-

Studien nicht nur mit Triglyzerid, sondern auch mit HDL-Cholesterol-Werten korrelieren.

Daneben konnte in der mittels FPLC von einander getrennten Lipoproteine der Chow-
und HFD-gefitterten Wildtyp- und PID17-Miuse festgestellt werden, dass die Mause
unter HFD-Bedingungen sehr viel mehr HDL-Cholesterol aufweisen als die Kontrolldiit-
gefiitterten Tiere (Abb. 4-29). Diese Beobachtung unterstiitzt die Annahme, dass die
Cholesterol-vermittelte Aktivierung des Transkriptionsfaktors LXR in den HFD-
gefiitterten Miusen zur verstirkten Expression von ABCA1 fihrt. Diese Hochregulation
fithrt zur verbesserten Ubertragung von Cholesterol auf ApoAl (Cuchel and Rader, 2006),
was wiederum zur die Erhéhung von HDL zur Folge hat. Die HDL fungiert dann als
Akzeptor fir durch ABCG1 tbertragenes Cholesterol. Interessant in diesem Hinblick ist,
dass das in der HDI-Fraktion enthaltene Cholesterol der HFD-gefiitterten PID1”-Mause
etwas spiter von der FPLC-Siule eluiert als das der HFD-gefutterten Wildtyp-Méuse. Dies
lasst darauf schlieBen, dass die HDL-Partikel der PID1-defizienten Miuse kleiner sind als
die der Wildtyp-Miuse. Kleineren und dichteren HDL-Partikeln wird anti-atherogene
Bedeutung zugesprochen, da die Partikel eine verbesserte Cholesterol-Efflux-Kapazitit
aufweisen und LDL vor atherogenem oxidativen Stress schiitzen (Kontush and Chapman,
20006). Somit scheint der Verlust von PID1 das Risiko fiir kardiovaskulire Erkrankungen in
den adipésen PID17-Miusen aufgrund von kleineren, protektiven HDI.-Partikeln im

Vergleich zu entsprechenden Wildtyp-Mausen zu verringern.



Diskussion 115

Die Lipoproteinprofil-Analyse unterstiitzt aulerdem die Annahme, dass die beobachtete
Translokation von LRP1 in PID1”-Miusen (Abb. 4-16 PID1”-Insulin) zu einer
verbesserten TRI.-Aufnahme fithrt. Kontrolldiit-gefiitterte PID1”-Mause weisen geringe
Triglyzeridkonzentrationen in der TRL-Fraktion auf als die entsprechenden Wildtyp-Mause
(Abb. 4-29, vergleiche PID1”" chow und wt chow). Zusammenfassend kann somit
festgestellt werden, dass eine Korrelation zwischen PID1/LRP1 Expression und den

Lipoproteinprofilen dargestellt wurde.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass die Expression des LDL-R in
der Leber und im subkutanen Fettgewebe der HFD-gefiitterten Miuse signifikant
hochreguliert war (Abb. 4-30). Die Expression des Rezeptors wird tber intrazellulir
verfiigbares Cholesterol reguliert. In cholesterolreichen Zeiten wird SREBP tber Scap und
INSIG im ER gehalten und die Expression des LDL-Rezeptors wird herunterreguliert. Ist
nun ein Cholesterolmangel in der Zelle vorhanden, wird SREBP vom ER zum Golgi
transportiert und dort von zwei Proteasen (S1P und S2P) proteolytisch gespalten. Daraus
entsteht ein N-terminales Fragment des SREBP, welches zum Zellkern transloziert und
dort Gene, wie das des LDL-R durch die Bindung an SRE aktiviert. Die erhchte
Expression des LDL-Rezeptors in den HFD- Miusen deutet auf eine niedrige intrazellulire
Cholesterolkonzentration im ER hin. Um dies zu bestitigen misste in weiteren
Experimenten der Cholesterolgehalt der jeweiligen Organe bzw. der ER-Membranen
bestimmt werden. Weiterhin sollte die Lipidzusammensetzung der Lipid Droplets, in denen
die Lipide unter Hochfettdidt-Bedingungen in den Zellen gespeichert werden, analysiert
werden. Dies wiirde dazu beitragen, die medizinsch bedeutsame inverse Regulation der

LRP1 und LDL-R Expression besser zu verstehen.

Die Hochfettdidt und die damit einhergehende Insulinresistenz fithren zu einer erhéhten
Insulin-Ausschiittung. Die stindige Konfrontation der Zellen mit Insulin hat zur Folge,
dass die Expression von Insulin-induzierbaren Genen verstirkt wird, was wiederum zur
verstirkten Expression des LDL-R fihrt. In diesem Zusammenhang beschreiben Wade et
al. eine Insulin-vermittelte Aktivititssteigerung des LDL-R in HepG2-Zellen trotz erhéhter

LDIL-Konzentrationen im Kulturmedium (Wade et al., 1988).

Neben dem LDL-R war auch die LRP1-mRNA in den Hochfettdidt-gefiitterten Tieren
signifikant stirker exprimiert (Abb. 4-30). Diese Beobachtung geht mit anderen Studien

einher. So beschreiben Masson et al., dass die LRP1 Expression in tbergewichtigen
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Miusen und auch adiposen Patienten hochreguliert ist (Masson et al., 2009). LRP1 spielt
neben seiner Aufgabe als Endozytose-vermittelnder Rezeptor eine wichtige Rolle in vielen
Signaltransduktionsprozessen. LRP1 selbst kann von extrazelluliren Metalloproteinasen
und Enzymen wie der y-Sekretase, die in der Plasmamembran aktiv ist, prozessiert werden.
Durch diese proteolytischen Spaltungen entsteht eine kleine intrazellulire Domine des
LRP1, die zum Zellkern transportiert wird und dort an der Regulation von Genen beteiligt
ist (Zurhove et al., 2008). Der Verlust von LRP1 in Adipozyten fithrt zur verminderten
Expression von Adipozytenmarkern wie dem Transkriptionsfaktor PPARY, der Hormon-
sensitiven Lipase (HSL) oder dem Adipozyten-spezifischen Fettsaurebindeprotein (aP2)

(Masson et al., 2009). Es ist bekannt, dass PPARY die Adipozytendifferentation initiiert (He
et al, 2003). Somit kommt es bei einer Adipozyten-spezifischen LRP1-defizienz zur
verminderten Adipogenese. In PID1-defizienten Miusen konnte keine verdnderte
Fettgewebsmasse detektiert werden, so dass PID1 vermutlich bei der Adipogenese eine

untergeordnete Rolle spielt.

Allerdings nehmen PID1-defiziente Miuse unter Kontrollbedingungen signifikant mehr
radioaktiv-markierte Lipide in Form von Triolein ins weie Fettgewebe auf. PID17-
Miusen konnte die vermehrte Lokalisation von LRP1 an der Plasmamembran zur einer
gesteigerten proteolytischen Prozessierung des Rezeptors fihren. Die Freisetzung und
Translokation des C-terminalen LRP1-ICD-Fragments in den Zellkern scheint dann Gene
der Adipogenese zu aktivieren. Die darin involvierten Faktoren, PPARy, HSL oder auch
aP2 fihren wiederum zu einer erhohten Differenzierung der Prdadipozyten. Da kein
Unterschied im Gesamtgewicht des Fettgewebes zwischen PID17- und Wildtyp-Miusen
festzustellen war, miissten die PID1-defizienten Miuse mehr kleine Adipozyten aufweisen
als die Kontroll-Tiere. Dies hitte dann wiederum eine groB3ere Oberfliche der Zellen zur
Folge, an der mehr LRP1 lokalisiert ist. In diesem Zusammenhang beschreibt eine Studie,
dass die Insulin-vermittelte Translokation von LRP1 an der Aufnahme von ApoE-
enthaltenen triglyzeridreichen Lipoprotein Remnants in Adipozyten beteiligt ist. Die dadurch
erthohte LRP1-Konzentration an der Plasmamembran fithrt zu einer gesteigerten
Endozytoserate. Die endozytotische Internalisierung von  Triglyzeriden und
Cholesterylestern von Chylomikronen-Remnants war in postprandialen Adipozyten erhéht.
Zusammen mit der Insulin-vermittelten LRP1-Stimulierung wirkt dabei auch die Aktivitit

der Lipoproteinlipase (Descamps et al., 1993). Diese Studien unterstiitzen die in PID17 -
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Miusen gefundene erhéhte TRL-Aufnahme (Abb. 4-17, Abb. 4-31), die aufgrund der
héheren LRP1-Plasmamembrandichte in PID1-defizienten Zellen (Abb. 4-3) in der

vorliegenden Arbeit, zu beobachten war.

Bei der weiteren Betrachtung der Aufnahme von radioaktiv-markierten Triglyzeriden in die
Organe, fiel auf dass vor allem die Fettgewebe eine starke Reduktion der spezifischen
Aufnahmeaktivitit aufwiesen (Abb. 4-31B). Gerade im braunen Fettgewebe, das unter
Chow-Bedingungen sehr viele Fettsduren oder auch ganze Lipoprotein-Partikel aufnahm,
war die spezifische Aufnahme in HFD-gefiitterten PID17-und Wildtyp-Mausen stark
reduziert (Abb. 4-31B, iBAT und scBAT). Interessant ist in diesem Zusammenhang die
erhéhte Aufnahme von Triolein in die Leber von HFD-PID1/-Miusen. Diese
Beobachtung ldsst sich wieder durch die erhéhte LRP1-Dichte an der Hepatozyten-
Membran erkliren. In PID1-defizienten Miusen konnten somit mehr Chylomikronen-

Remmants tber LRP1 in die Zellen internalisiert werden (Abb. 4-31, Leber).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Verlust von PID1 zu einer verbesserten
Insulintoleranz und einer erhéhten Glukoseaufnahme in durch Hochfettdidt-induzierten
adipésen Miusen fihrt. Die Maduse weisen eine niedrigere Glukose- und
Insulinkonzentration im Blut im Vergleich zu Wildtyp-Tieren auf. Weiterhin zeigen sie
erhohte Adiponektin-Konzentrationen und geringere Triglyzeridwerte im Plasma. Daneben
war die erhohte Aufnahme von Lipiden in die Fettgewebe in PID1”-Méusen im Vergleich
zu Wildtyp-Miusen verbessert. Diese Beobachtungen lassen sich durch die vermehrte
Lokalisation von LRP1 und wahrscheinlich durch eine hohere Glut4-Dichte an der
Plasmamembran erkliren. PID1-defiziente Méuse scheinen somit besser geschiitzt vor
Diit-vermitteltem Ubergewicht und Typ 2 Diabetes. In diesem Zusammenhang wird
beschrieben, dass HFD-vermitteltes Ubergewicht in Ratten zu einer verringerten Glut4
Translokation und einer verschlechterten Glukoseaufnahme fiihrt (Tremblay et al., 2001).
Um die durch den Verlust von PID1 vermittelte gesteigerte Glukoseauftnahme niher zu
analysieren, sollten auf jeden Fall primire Adipozyten aus PID1”-und Wildtyp-Mausen

isoliert und die Glut4-Translokation untersucht werden.

Der LDL-R kann die Aufgaben des LRP1 in der Endozytose von ApoE-enthaltenen
triglyzeridreichen — Lipoprotein ~ Remnants ~ kompensieren, wobei  allerdings  die
Bindungsaffinititen unterschiedlicher ApoE-Isoformen variieren (Rohlmann et al., 1998)

(Ruiz et al., 2005) (Schneider et al., 1981). Aus diesem Grund sind weitere Experimente in
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Miusen notig, in denen PID1, vor einem LDL-R-Knockont-Hintergrund herunter reguliert
wird. In den aus dieser Kreuzung entstehenden PID17/LDL-R”-Doppel-Knockout-
Miusen, sollte die wichtige physiologische Rolle von PID1 fiir die Funktion von LRP1 als

Rezeptor fir die Endozytose von Lipoproteinen, noch deutlicher werden.

5.4.3 Modell des méglichen Mechanismus

Anhand der in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse ergibt sich ein Modell daftr, wie PID1
die LRP1-Funktion in der Zelle regulieren koénnte. Durch die Bindung von PID1 an das
distale NPxY-Motiv der LRP1-ICD sorgt PID1 dafiir, dass LRP1 in den endosomalen,
perinukledren Kompartimenten zurtickgehalten wird. In der postprandialen Phase kommt
es dann zur Ausschiittung von Insulin durch die B-Zellen des Pankreas. Das Insulin bindet
an den Insulinrezeptor auf den Hepatozyten bzw. auf den Adipozyten. Diese Interaktion
fihrt zur Autophosphorylierung des Insulinrezeptors, die die Rekrutierung und
Phosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrat-1 zur Folge hat. Das wiederum aktiviert die
PI3-Kinase wodurch in der weiteren Signalkaskade die Proteinkinase B aktiviert wird.
Diese ist dann in der Lage, weitere Proteine zu phosphorylieren. Dazu ist beschrieben, dass
die Stimulierung von zum Beispiel Hepatozyten (Laatsch et al., 2009) oder Adipozyten (Ko
et al, 2000) mit Insulin zu einer vermehrten Translokation von LRP1 an die
Plasmamembran fihrt. Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass die PI3-Kinase das distale
NPxY-Motiv der LRP1-ICD, also das Motiv an das PID1 bindet, phosphorylieren kann
(Guttman et al., 2009). Ferner werden Glut4-Vesikel durch Insulin-Stimulation an die
Plasmamembran von Adipozyten transportiert, ein Prozess bei dem ebenfalls die durch
Insulin stimulierte PI3-Kinase-vermittelte Phosphorylierung der Vesikel wichtig ist (Heller-

Harrison et al., 19906).

Die Phosphorylierung des Tyrosins im distalen NPxY-Motiv der LRP1-ICD, fihrt zur
Dissoziation des PID1 von diesem Motiv. Die gestorte Interaktion zwischen PID1 und
LRP1, die aufgrund der Tyrosinphosphorylierung zustande kommt, lisst dann die Bindung
von anderen Phosphotyrosin-abhingigen Adaptorproteinen oder Proteinen des
retrograden Transports zu. Es kénnte auch zur Interaktion mit SNX17 kommen. Dieses
Protein bindet an das proximale Motiv der LRP1-ICD und wurde im Zusammenhang mit
der polarisierten Sortierung von LRP1 an die basolaterale Membran gefunden (Donoso et

al., 2009). Der Transport von LRP1 von den endosomalen Kompartimenten, in denen es
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durch die Bindung von PID1 zuriickgehalten wird, konnte aufgrund der Dissoziation von
PID1 dber den Retromerkomplex stattfinden. An dieser Stelle konnte auch die Interaktion
des Retromers mit SNX27, das im Endosom-Plasmamembran-Transport in der
Assoziation mit dem Retromer gefunden wurde, eine Rolle spielen (Temkin et al., 2011).
Der genaue Mechanismus an dieser Stelle muss noch eingehender untersucht werden,
allerdings konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass PID1 hier einen wichtigen
Bindungspartner fiir LRP1 darstellt. Beim Verlust von PID1 bzw. bei der Dissoziation des
Adaptorproteins von der LRP1-ICD transloziert LRP1 zur Plasmamembran, wo der
Rezeptor dann seine Rolle bei der Internalisierung von TRL-Remnants im
Lipoproteinstoffwechsel ausfithren kann. Die Rezeptor-vermittelte Endozytose dieser
Partikel mittels LRP1 wird dann wahrscheinlich nicht von PID1, wie urspriinglich
angedacht vermittelt, sondern iiber andere Adaptorproteine wie zum Beispiel dem AP-2
reguliert. Fur dieses AP-2 ist bekannt, dass es direkt an die intrazellulire Domine des LRP1
binden kann (Guttman et al., 2009), wodurch LRP1 iiber AP-2 an die Clathrinmaschinerie
gekoppelt wird. Dieselben Autoren beschreiben auch eine direkte Interaktion von LRP1

mit der der schweren Kette von Clathrin.

In Adipozyten konnte der Mechanismus dhnlich aussehen. GSVs beinhalten neben dem
Glut 4 noch viele weitere Proteine, so wurde neben IRAP (zusulin responsive aminopeptidase)
und Sortilin auch LRP1 als residierendes Protein in diesen Insulin-responsiven Vesikeln
gefunden (Jedrychowski et al., 2010). Damit die IRV-Formation stattfinden und die Vesikel
an der Donor-Membran zuriickgehalten werden konnen, sind eine Clathrin-Hille und
GGA-Adaptoren notwendig (Li et al., 2007; Li and Kandror, 2005; Watson et al., 2004).
GGAs sind Golgr-localizing, Gamma-adaptin ear domain homology, ARF-bindende Proteine, die
die zweite groie Gruppe von Adaptorproteinen darstellen, die neben den heterotetramiren
Adaptorproteinen (AP-1, AP-2, AP-3, AP-4) an unterschiedlichen Membranen mit Clathrin
interagieren (Robinson, 2004). Fir Sortilin ist bekannt, dass es das einzige Protein in den
IRV ist, das mit GGA-Adaptoren interagieren kann (Nielsen et al., 2001). Sortilin ist somit
fir die Retention der IRV in dem intrazelluliren ,,Poo/‘ zustindig. Aufgrund der in dieser
Arbeit gefundenen Ergebnisse, kénnte nun auch LRP1 eine wichtige Rolle in den Glut4-
,, Vorrats“-Vesikeln spielen. Die gefundene Interaktion zwischen LRP1 und PID1 und die
durch PID1 vermittelte Lokalisataion von LRP1 in perinukleiren Vesikeln, spricht
zusammen mit dem Vorhandensein von LRP1 in IRV dafir. AuBlerdem translozieren die

LRP1-positiven  Vesikel, genau wie Glut4-Vesikel, Insulin-vermittelt an die
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Plasmamembran. Daneben spricht auch die verbesserte Aufnahme von Glukose in den
PID1/-Miusen (Abb. 4-23 und Abb. 4-27) fiir eine Beteiligung von PID1 in diesem
Mechanismus. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass PID1
tber die Interaktion mit LRP1 an der Retention der Vesikel beteiligt ist. Die mogliche

Funktion von PID1 in Hepatozyten und auch Adipozyten wird in der folgenden Abbildung

(Abb. 5-1) zusammengefasst.
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Abb. 5-1 Modell fiir die Rolle von PID1 bei der Regulation der LRP1-Funktion

LRP1 enthaltene Vesikel in Hepatozyten und Glut4-enthaltene Vesikel, die auch LRP1 enthalten, in
Adipozyten werden durch die Bindung von PID1 an das distale NPxY-Motiv in der intrazelluliren Domine
von LRP1 in perinukledren Bereichen in der Zelle zuriickgehalten. Ein exogener Stimulus, wie die Bindung
von Insulin an den Insulinrezeptor in der postprandialen Phase, fithrt zu Phosphorylierung des Tyrosins im
distalen NPxY-Motiv in der LRP1-ICD. Diese Phosphorylierung bewirkt die Dissoziation des PID1 von
diesem Bindungsmotiv, wodurch LRP1 nicht mehr zuriickgehalten wird. LRP1 und dadurch auch der Glut4-
Vesikel kann nun an die Plasmamembran translozieren. Dort gewihrleistet LRP1 in Hepatozyten die
Aufnahme von triglyzeridreichen Lipoprotein-Remnants (TRLR). Weitere Adaptorproteine, wie z.B. AP-2
koppeln den Rezeptor dann bei der Endozytose an die Clathrinmaschinerie. In Adipozyten sorgt Glut4 fiir
die Aufnahme von Glukose in die Zelle.
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6. Zusammenfassung

Das LDL-Rezeptor-related Protein 1 (LRP1) spielt neben dem LLDI.-Rezeptor eine wichtige
Rolle bei der Aufnahme von Lipoproteinen in die Leber. LRP1 ist dabei insbesondere fiir
die Rezeptor-vermittelte Endozytose von postprandialen trigyzeridreichen Lipoproteinen
(TRL) verantwortlich. Daneben reguliert der Rezeptor verschiedene Wachstumsfaktor-
abhingige Signaltransduktionswege, kann nach proteolytischer Spaltung an der
Plasmamembran sogar in den Zellkern gelangen und dort als Transkriptionfaktor wirken.
Damit die Vielzahl dieser Aufgaben gewihrtleistet wird, werden die Funktionen von LRP1
durch spezielle Adaptorproteine reguliert. So konnte das Adapterprotein phosphotyrosine
interacting domain containing 1 (P1ID1) als Interaktionspartner von LRP1 identifiziert werden.
AuBlerdem wurde PID1 in Zusammenhang mit Adipositas gebracht, da es im Fettgewebe

von ubergewichtigen Patienten vermehrt exprimiert wird.

In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dass PID1 von essentieller
Bedeutung fur die Lokalisation und Funktion von LRP1 in humanen Hepatoma-Zellen
und in primiren Hepatozyten ist. So ist LRP1 in PID1-defizienten Zellen nicht mehr in
perinukledren Endosomen zu finden, sondern prisentierte sich an der Plasmamembran.
Ein Verlust von PID1 fithrte neben der verdnderten LRP1-Lokalisation zu zellbiologisch
bedeutsamen Verinderungen in der Zelle. So ist eine verinderte ILokalisation von
endosomalen Kompartimenten, wie den frithen Endosomen und Lysosomen, in PID1-
defizienten Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen zu beobachten. Auch das Retromer, ein
Proteinkomplex, der fir den retrograden Transport von Proteinen zwischen Endosomen
und dem Golgi-Apparat bzw. der Plasmamembran verantwortlich ist, ist wie LRP1 diffus
in der Zelle verteilt. In Hepatozyten wird LRP1 in der postprandialen Phase durch Insulin-
vermittelte Signalwege von perinukledren Bereichen an die Plasmamembran transportiert.
In Adipozyten wird LRP1 als ein residierendes Protein in intrazelluliren Glut4-enthaltenen,
Insulin-responsiven Vesikeln beschrieben. In diesem Zusammenhang ist in dieser Arbeit
festgestellt worden, dass die Insulin-vermittelte LRP1-Translokation in PID1-defizienten-
Zellen nicht stattfindet. Stattdessen war LRP1 in PID1-defizienten Hepatozyten schon im
nicht-stimulierten Zustand an der Plasmamembran lokalisiert, was in einer verbesserten

Endozytose von radioaktiv- und Fluoreszenz-markierten TRL resultierte.
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Der Verlust von PID1 ist ebenfalls mit einem positiven Effekt auf Ubergewichts-induzierte
Erkrankungen assoziiert. So ist in einer Hochfettdidt-Studie festgestellt worden, dass die
PID1-defizienten Miuse trotz vergleichbarer Gewichtszunahme giinstigere metabolische
Parameter im Vergleich zu Wildtyp-Miusen aufwiesen. Der Verlust von PID1 fithrte zu
verbesserten Glukose- und Insulinwerten im Blut, was darauf hindeutet, dass PID1-
defiziente Miuse insulinsensitiver sind und somit ein geringeres Risiko dafiir tragen, an Typ
2 Diabetes Mellitus zu erkranken. In diesem Zusammenhang koénnte PID1 in dem
Mechanismus der Insulin-vermittelten Translokation involviert sein und somit in seiner
Abwesenheit zu einer erh6hten Glut4-Dichte an der Plasmamembran fiihren, die wiederum

einer erhohte Glukoseaufnahme zur Folge hat. Diese Annahme konnte teilweise tber die

verstirkte Expression des Transkriptionsfaktors ChREBP, der Glukose-abhingig reguliert
wird, bestitigt werden. Ferner zeigen PID1-defiziente Méuse eine erhéhte Kapazitit in
Bezug auf die Glukose- und Lipid-Aufnahme in stoffwechselaktive Organe. Letztendlich
ist gezeigt worden, dass die Lipoproteinlipase, die fur die Hydrolyse der Triglyzeride aus
TRL verantwortlich ist, in PID1-defizienten Miusen verstirkt exprimiert wurde. Dies
konnte neben der erhéhten LRP1-vermittelten Internalisierung von TRL-Rewnants die
niedrigere Triglyzerid-Konzentration im Plasma von Kontrolldidt-gefiitterten PID1-

defizienten Miusen erklaren.

Zusammengefasst ist mit dieser Arbeit zum ersten Mal die physiologische und
pathophysiologische Bedeutung von PID1 in wivo gezeigt worden. PID1 reguliert
zusammen mit Proteinen des Retromer-Komplexes die Retention von LRP1 in
Hepatozyten und ist moglicherweise auch fir die intrazellulire Lokalisation des
Glukosetransporters in Adipozyten verantwortlich. PID1 scheint dabei als eine Art
molekularer Schalter zu fungieren, der LRP1 an intrazellulire, endosomale Kompartimente
bindet. Die PID1-Interaktion mit dem Rezeptor wird aufgrund von spezifischen Stimuli,
wie z.B. der Insulin-vermittelten Phosphorylierung des distalen NPxY-Motivs der
intrazelluliren LRP1-Domine, aufgelést. Darauthin kann LRP1 und mdéglicherweise auch
Glut4 an die Plasmamembran transportiert werden, was zur verbesserten Aufnahme von

Lipoproteinen und Glukose fiihrt.
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