Inhaltsverzeichnis

PUSAMMENFASSUNG.......cooeeeeeeeeeeeee e es e seeee s vees e eseess e ees s ss s eeees e sse s st ss e ss e 3
............................................................................................................................................. 4
1 EINLEITUNG oo 8
11 Die UDP-N-ACETYLGLUKOSAMIN 2-EPIMERASE/N-ACETYL-MANNOSAMIN-KINASE (GNE)8
1.2 EXPRESSIONSMUSTER UND SUBZELLULARE VERTEILUNG DERGNE.........cccoeeiiiiieiiiiees 10
1.3 REGULATION DER GNE ... ...oiiiiii ettt ettt etae e e et e e e s nre e e ennes 11
14 PATHOLOGIEDER GINE .....oiiiii ettt ettt e e st e e e e e e 12
O 1 =Y 0] o 1= TSP U SRR PRSP 12
1.4.2  Erbliche EinschluBkérperchenmyopathie (HIBM) .........cccooviivivnniiececce e 13
15 DIE ENTWICKLUNG DER MAUS UND DIE BEDEUTUNG DER GNE FUR DIE EMBRYOGENES.... 14
16 DIE BIOSYNTHESE VON SIALINSAUREN UND IHRE STRUKTURVIELFALT ...cocvveeiirieeecrieeeenns 15
1.7 SIALINSAUREN UND IHRE BIOLOGISCHEN FUNKTIONEN .....ccciiitiiiiiiieeeeitreeeecteeeeevreeesenveeeea 18
1.7.1  Beeinflussung von Struktur und Funktion von Glycokonjugaten............ccccccvvreirennnne. 19
1.7.2  Adhéasion und Zell-Zell-INteraktion ...........cccoiiiiiieiiieece e 20
1.7.3  Sialinsduren als Erkennungsdeterminanten fiir Pathogene............ccccoovoniniiciniennn 22
1.7.4  ANtIGENMASKIEIUNG ....oviiviitiiieitieieeiete sttt bttt se bbbt se e e e b e bbb sbesbeens 22
1.7.5  Bedeutung der Sialinsauren fir die ENtwicklung .........cccoooveiiiiiiiininceceee e 23
1.8 A | = IR = 74| N PR 26
2 ERGEBNISSH.......ooovoovvvvvvereeessssssssssssssissssssssseesssssssssssssisssssssssssessssssssssssssssssssssseeess s 27
2.1 OLIGOMERISIERUNG DER GINE........c.iiiiiiiiii ettt tee et e st e sve et e e s neeennee s 27
2.2 IDENTIFIZIERUNG VON GNE-INTERAGIERENDEN PROTEINEN.......cveeiieiiiieeieesiteeeneesnreeenees 30
2.3 NACHWEIS DER INTERAKTION MITTELS IMMUNCHEMISCHER METHODEN.........cccvviiiveeniienns 32
2.3.1  Spezifitit des Anti-GNE-ANItKOIPEIS ......ovciiiiieiiieee e 32
2.3.2  Uberpriifung der Interaktion von GNE mit CRMP1 mittels Co-Immunprézipitation..... 33

2.3.3  Uberpriifung der Interaktion von GNE und PLZF mittels Co-Immunprazipitation und
LR I o101 o [0 o U UPT TR URURURRRI 34
2.3.4  Studien zu posttranslationalen Modifikationen der GNE ............cccccoeiiiiiniicicinene, 35
2.4 ISOLIERUNG MURINER GNE-DEFIZIENTER ES-ZELLEN ......ceeiiiiiiiiiiiiee e cteee et eieee e 37
2.4.1  Pluripotenz der ES-ZEIIEN........cc.coo it 39
2.5 CHARAKTERISIERUNG MURINER GNE-DEFIZIENTER ES-ZELLEN......cccoiivieeeiiiiie e 41
2.5.1  UDP-GICNAC 2-Epimerase-AKLIVITAL..........cccovereriririe e 41

2.5.2  Vergleich der Gesamtsialylierung von WT- und KO-ES-Zellen mittels Periodat-

R CET 0] (o T AT YOS 42
2.5.3  Supplementierung der KO-ES-Zellen mit N-Acetylmannosamin ..........cccccoevevererenennns 44
2.5.4  Analyse der Oberflachensialylierung mittels FACS ..o 45
2.5.5  Proliferation von WT und KO ES-ZEHEN ........ccoviiiiiceecie ettt 47
I ST TSI TC P, 50
3.1 OLIGOMERISIERUNG DER GINE........coiiiiiiiiiii ettt ettt et are e e eaae e 50
3.2 IDENTIFIZIERUNG VON BINDUNGSPARTNERN DER GNE ........ccociiiiiiiieciec e, 52
3.2.1  Der Interaktionspartner CRIMPL..........cccccviiiiiiiiieiiieie et 54
3.2.2  Der Interaktionspartner PLZF ... st 57
3.3 ISOLIERUNG MURINER ES ZELLEN .....uvviiiiiiiee ittt e s tve e st e e stee e st e e s snnne e nnneee s 60
3.4 CHARAKTERISIERUNG MURINER GNE-DEFIZIENTER ES-ZELLEN .....cccoiiviiivieiiiee e cciee e 62
4 IARBEITSHYPOTHESE UND AUSBLICKI........ouieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67
5  MATERIAL UND METHODEN .......coooiiiiiiieeeeeeeeeeeesee e ee e ee e es e es e 70
5.1 IVIATERIAL .ttt ittee ettt e e ettt e et e e e et e e e et e e e e btee e s eabeeeeaabaeseaabeeeeesbbeeesanbaeeesabeeeesbbeeesanteeeesarenas 70
5.1.1  Chemikalien und Zellkulturmateriali®N ...........ccceviiiiiieiiie e 70
5,12 OFQANISIMEN ..ttt ettt ettt bttt st e et e besbesb e s be e bt e s e e e e nbeseeebesbeabeabeaneaneennens 70
5121 ProkaryotiSChe OFganiSIMEN .........cuiiiiiirierieieeeie ettt sb bbbt aes 70
5122 EUKaryotiSChe OFganiSIMEN ....... ..ottt st se e enas 70



5.2

51221 Insektenzellen SF/Sf900 (GIDCOBRL, USA) .....c.oiiiiiiiiiiiieere et 70

5.1.22.2  PC12- Zellen (ATCC, ROCKVille, USA) ......ceueiiiiiiiiiiiiieeieeee e 71
51223 HL60-Zellen (Kepler et al. 1999) ......ccciiiiiiiiieeseriesee e 71
51224 Embryonale Stammzellen ..o s 71
o I R I T T TSP ST ST PP PEUPRPO 72
5131 C57BL/6 Mause (Charles River Laboratories, USA).........cccovvviviiirinericicnce e 72
5.1 4 VBKEOIEIN ..ottt bbbttt 72
514.1 KIONIEIUNGSVEKLON ...ttt sttt st b et raeneens 72
514.1.1 PCRE-BIUNt (INVItrOgEN, USA).......coeiviiveieeeeeeeeeeseeeeeeseeeses e sesses s sessessessessssssaseeseneans 72
5.1.4.2 Vektoren fiir das Yeast TWo Hybrid-SyStem .........cccccevveviiiiieiiiiieiecece e 73
51421  PBTMILT7C (9350 DP) .vovoveieiiiiiiirieiciirei s 73
51422  PGADA2T7 (9134 DP) c.coviireeieiiieieisisieieieet st 74
5143 Expressionsvektor flr SAUGErZEIIEN ... ..o 74
51431 pcDNA 3.1/Zeo (Invitrogen, Carlsbad, USA)........ccooeirinieniieneeeeeese e 74
5144 Expressionsvektor flr INSEKIENZEIIEN...........c.ooiiiiiiee s 75
51441 PFASTBAC™ 1 (Invitrogen, Niederlande) ...........coeoereonieniienereesese e 75
5.1.5  Oligonukleotide (MWG Biotech, MUNCNEN) ........cccovvieiiiiseeieiesc e 76
5.15.1 Amplifizierung der GNE und deren Fragmente ..........cccooveieerineneieneieesc e 76
5152 Fur die Sequenzierung der GNE und deren Fragmente...........ccoovvveeveneneceienesesiesee e 77
5.15.2.1 Unmarkierte Primer fir die Sequenzierung im pCR®BIunt VeKtor ...........ccccoocvvvevenne, 77
51522 Markierte Primer flir die Sequenzierung im Hefevektor...........ccoccveveiiiiienciencice, 78
5.15.2.3 Unmarkierte Primer fiir die Sequenzierung im Hefevektor..........ccocoovevveviieiiicnciennne, 78
5153 Primer fiir die Charakterisierung der ES-Zellen..........cccoevveieiiieiiiiscececese e 78
TN L = 07, 1 PRSP U PP PPRPRPRINY 78
TN O A A o 1100 ] o= OSSPSR 79
5.1.8  LECHINE ottt 80
51,9 INNIDIIOTEN (..o 81
5.1.10 IMBOIEIN ..ot 81
51.11 MEIBNZUSALZE ......covvvieiereicse et 81
51.11.1 ANTIDIOTIKA .. 81
51.11.2 =1 TR U PR PP TR OPPTUPRPPROTN 82
51.12 Bestandteile der exterazellUIAren MatriX.........cocoorvieernreiinninneesee s 82
5.1.13 WaChSTUMSTAKIOTEN ... 82
5.1.14 [ TSSO URTRPPR 82
5.1.15 (€] o K]=T g1 gV (=T PSPPSR 82
5.1.16 L= 4T o] =TT oSS PR 83
5.1.17 AGaroSen UNG SEPNAIOSEN........cciiieiireiei ettt b e eb e 83
5.1.18 Materialien und Substanzen fiir radioaktiven Enzymassay..........ccccvoeeereeiiciicnennenn 83
5.1.19 (G - (=IO TP T PO URTOP ORI 83
IMEETHODEN ...ttt bbbkt sa bbbk ne bbb et be e e 85
5.2.1  Behandlung von LOSUNGEN UNA GEFALEN.........ccccevieiieiieiieeceeie et e e 85
5.2.2  Molekularbiologische MEethOUEN ..........ccecveiiiiiiecere e 85
5221 DNA-GrUNAteChNIKEN ..o 85
52211 Plasmidisolierung aus BaKIEriEN..........c.ccuiiiirieieiiicese e 85
5.2.2.1.1.1 Plasmidpréparation mittels alkalischer Lyse (Birnboim und Doly 1979)................ 85
5.2.2.1.1.2 Chromatographische Isolierung von Plasmid-DNA ..........ccccooviriinienineneiieenne 87
5.2.2.1.2  Anreichern der DNA-Proben durch DNA-FAHUNG .......ccccoiiiiiiiniieee 87
52213 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA ... 88
5.2.2.1.4  Trennung von DNA-Molekilen durch Gelelektrophorese..........ccccoeveeieeniienciieneenenn 88
52215 Isolierung von DNA mittels Gelelution ...........ccooiiiiiiiieiiceseee e 89
52216 Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) nach (Saiki 1986, Mullis
UNG FAIO0NA 1986). ....cvviuieiieiieiiiieite ettt b et s b e bt st et e e b e teeb e b et e st e s e ebeebesbe st e b e e eneane e 90
52217 Enzymatische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen (Brooks, 1987; Smith
UNG WIICOX, 1970) ...ttt bbbt bbbttt b bbbt e e ebe e 92
52218 Ligation von DNA-Fragmenten (Weiss et al. 1968, Richardson et al. 1968)................. 93
5222 DNA-Sequenzierung (Sanger et al. 1977 und Sanger und Coulson 1975) .........ccccceeeenenee. 94
5223 RNA-GIUNAECANTKEN ... 96
52231 Chromatographische Isolierung von Gesamt-RNA .........ccooviiiinennieinese e 96
52232 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA. ... 96
5.2.2.3.3  Auftrennung der RNA mittels Agarosegelelektrophorese..........ccccovvvvevieiiiiiiencicniennn, 96
5.2.2.4 RT-PCR .ttt bbb 97
5.2.3  ZellbiologisChe MEethOAEN..........ccuiiiiiii e 98
5231 Zellbiologische Methoden fiir SAUGErZellen...........ccoovevieiiciie e 98
5.2.3.1.1  Allgemeine zellbiologische Methoden flr S&ugerzellen............ccocooeveiiiiiienciiieenn 98



5.2.3.1.2 Kultivierung von SAUGEIZEIIEN .........ccoco it 98
5.2.3.1.3  Allgemeines zur Kultivierung embryonaler Stammzellen von Mdusen.............c.cc........
523.1.4 Kultivierung von ES-Zellen...........ccocooviveniiiieiiie e
5.23.15 Generierung embryonaler Stammzellen von Méusen ................
5.2.3.1.6 Isolierung, Kultivierung und Inaktivierung von Feederzellen....
5.2.3.1.7 Konservierung von Saugerzellen .........cccocoovvvevevevcicincsiesenns
5.2.3.1.8 Transfektion von S&ugerzellen mit DNA.....................
5.2.3.1.9 Inhibition des Proteasoms in SAUGErZellen ............cccooiiiiiiiineieee e
5.2.3.1.10 Ausldsen oxidativen Stress in SAUGErzellen..........ocoooeiiiie i
5.2.3.1.11 DurchfluBcytometrie/FACS (fluorescence-activated cell scanning)....
5.2.3.1.12  AlKalische PhOSPhatase ASSAY .........ccuerieiriererienieieieieesiesie e seeseeesieste e sseseensesessesnas
5.2.3.1.13  ProliferationSassay ..........couiueerererieieeaiisestesieseeeesessestesseseestesesseesessestessesseseeneesessesnes
5.2.3.2 Zellbiologische Methoden fiir Insektenzellen
52321 Kultivierung von Insektenzellen............cccocovvivviiiiennns
5.2.3.2.2 Konservierung von INSeKteNZellen...........cccooiiiiiiiiiii e
5.2.3.2.3 Uberexpression rekombinanter Proteine in Insektenzellen mit dem Baculovirus-System
107
5.2.33 Mikrobiologische Methoden fiir Bakterienzellen
52331 Kultivierung von E. COli......c.ccoveveiiiiiiiiieeeee
52332 Konservierung vVon BaKIEIEN .........c.coieieiiiiiiese et
5.2.3.3.3 Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA (Sambrook et al., 1989)........ 109
5.2.4  ldentifizierung interagierender Proteine mittels des Yeast Two Hybrid-Systems......... 109
525  Biochemische MethOTen ..o 110
5251 Aufarbeitung von SAUGErZeIlYSAtEN .......cccoveiiiiiieieeee e 110
5.2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)...........cccccuviiiiiiiniciieiiiivesesieieeaiens 111
5.25.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970)........cccccvvvivivieiicniieiisesieeeene 111
5.254 Co0massie-Blau-FaArDUNG ..o s 113
5.255 Elektrotransfer von Proteinen (Towbin 1979, Burnette 1981) ........c.ccoceveieiinenenennnnnens 114
5.25.6 Immunchemischer Antigennachweis nach Elektrotransfer ...........ccccocoviiiiiiiinciiiinen 115
5.25.6.1 Detektion von Meerrettich-Peroxidase (POD).........cooeieiririeneieneee s 115
5257 Reinigung Uberexprimierter poly-Histidin-markierter FUSionsproteing ............ccccoeevvneen 116
5258 Umpuffern von Proteinldésung mittels Gelfiltration
5.2.5.9 Kopplung von gereinigtem Protein an CNBr-aktivierte Sepharose...........ccccoeevevericninnns 117
5.2.5.10 Aufreinigung von Anti-GNE-Antikdrper aus Kanninchenserum mittels
IMMUNaffinitatschromatographie .........cove i e 118
5.25.11 IMMUNPIEZIPITATION ...t 118
5.2.5.12 GST-PUIL HOWN-ASSAY ..ottt sttt ettt seesbe e e e eseebesbeseesbeseeneesesneanas 119
5.2.5.13 GNE-AKtivitatsassay (Zeitler 1992).........coiriiiiiiieie et 120
5.25.14 Resorcinol-Assay zur Bestimmung des Sialinséuregehalts (Jourdian et al. 1971) ............ 120
R T =TSV U OO 122
T JANHANG, oottt ettt ettt s et s et e et e e seeee et ees st esesresseesee s ernraees 138
7.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS ......ctreieatisrereeie st sre s 138
7.2 VEROFFENTLICHUNGEN .....otiitiittitieieeieere st sr st sne st sn et sre et ane b 142
8 R =¥ o] 1176V ] =T o VO 142
722 POSIEIDEITIAGE ..ot 143
7.3 DANKSAGUNG ....coutiiieitiiriitt sttt et se s r et 145



	ZUSAMMENFASSUNG
	SUMMARY
	EINLEITUNG
	ERGEBNISSE
	DISKUSSION
	ARBEITSHYPOTHESE UND AUSBLICK
	MATERIAL UND METHODEN
	LITERATUR
	ANHANG

