Ergebnisse

2 Ergebnisse

2.1 Oligomerisierung der GNE

Hinderlich et al. reinigten 1997 erstmals die GNE aus Rattenleber. Die Aktivitat der
GNE muf als Schlisselenzym der Sialinsaurebiosynthese sehr gut reguliert werden.
Eine Moglichkeit der Regulation besteht Uber die Oligomerisierungszustdnde des
Enzyms. Um einen detailierteren Einblick in die Interaktion von Epimerase- und
Kinasedoménen wéhrend der Oligomerisierung zu bekommen, wurden insgesamt 14
verschiedene bait- und prey-Konstrukte fiir die paarweise Interaktion in einem Yeast-
Two-Hybrid (Y2H)-System generiert (Abb. 5).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Fragmente der GNE, die im Y2H verwendet wurden.

Bei einem Y2H-System werden zwei Polypeptidketten als Fusionsproteine in Hefen
exprimiert, die dann aufgrund ihrer Interaktion zur Expression von Reportergenen

fiihren, die wiederum die Selektion der positiven Interaktion erméglichen. Dabei wird
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ein Fusionsprotein mit einer Aktivierungsdomane (AD) und das andere mit einer
DNA-bindenden Doméne (DNA-BD) exprimiert. Das DNA-BD-Fusionsprotein
bindet an eine Erkennungssequenz upstream der Reportergene und nur die Interaktion
mit dem AD-Fusionsprotein flhrt zur Transkription dieser Reportergene. Fur dieses
Experiment wurde die UDP-GIcNAc 2-Epimerase/ManNAc Kinase sowie 13
verschiedene deletierte Varianten jeweils in den AD-Vektor (prey) bzw. DNA-BD-
Vektor (bait) Kkloniert. Daraus resultieren 196 Kombinationen flr eine
Interaktionsmatrix, die in einem automatisierten Verfahren, in Kooperation mit Dr. U.
Stelzl von der Arbeitsgruppe Prof. E. Wanker (MDC, Berlin), durchgefuhrt wurde.
Dafiir wurde jedes AD-Konstrukt in einen haploiden Hefestamm (MATa) transferiert
und jedes DNA-BD-Konstrukt in einen anderen haploiden Hefestamm (MATa) vom
entgegengesetzten Paarungstyp. Beide Hefestimme wurden gemischt und eine
Paarung der Stdmme und daraus resultierende diploide Hefen durch Wachstum auf
Selektionsmedium detektiert. Fur die Durchfihrung des Screenings ist es sehr
wichtig, dass sowohl bait als auch prey keine Autoaktivitat besitzen, d.h. die
Konstrukte diirfen zu keiner unspezifischen Aktivierung der Reportergene fuhren. Fur
diesen Test wurde zunéchst das bait-Konstrukt allein bzw. bait-Konstrukt und prey-
Plasmid (Leervektor) in Hefen transformiert und getestet, ob die Reportergene
aktiviert wurden, denn das bait-Konstrukt darf nicht unspezifisch mit der AD-
Doméne interagieren. Das gleiche gilt fir das prey-Konstrukt. Es darf nicht
unspezifische an BD binden. Deshalb wurde auch das prey-Konstrukt allein bzw. mit
dem bait-Plasmid (Leervektor) in Hefen transformiert und auf Aktivierung der
Reportergene getestet. Keines der 28 Konstrukte zeigte Autoaktivitdt, so dass alle
Konstrukte ~ flr  ein  Screening  eingesetzt  werden  konnten.  Eine
Interaktion/Oligomerisierung der Fusionsproteine in den Hefen wurde durch die
Aktivierung von HIS3- und URA3-Reportergenen durch Wachstum auf
Minimalmedium (Abb. 6 A) detektiert. Zusétzlich wurde simultan die Aktivitat der
HIS3, URA3 und des lacZ-Reportergens in einem R-Galaktosidase-Assay (Abb. 6 B)

untersucht.
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Abbildung 6: In A ist ein Ausschnitt aus der Selektionsplatte gezeigt. Die auf dem Selektionsmedium
wachsenden Hefeklone sind als weie Kolonien erkennbar. In B ist ein Ausschnitt eines Filter-Lift-
Assays dargestellt. Die positiven Klone, bei denen das LacZ-Gen (B-Galaktosidase) exprimiert wird,
reagieren auf dem Filter mit dem Substrat X-Gal blau. Es wurden immer zwei gleiche Klone diagonal
auf den Filter gestempelt.

In beiden Assays konnten nur zwischen den Konstrukten 1 (komplettes Protein), 2
(Epimerase-Domane) und 3 (Kinase-Doméne) Interaktionen gefunden werden
(Tabelle 1). Starke Interaktionen, die durch ein starkes Signal im R-Galaktosidase-
Assay hindeuteten, wurden fur alle Konstrukte gefunden, die die Kinase-Doméne in
beiden Fusionsproteinen besaflen (1 vs. 1, 1 vs. 3, 3 vs. 1 and 3 vs. 3). Auf
Selektionsmedium konnten auch schwache Interaktionen der Epimerase-Doméne (2)
mit dem gesamten Enzym (1) bzw. mit der Kinase-Domane (3) detektiert werden.
Kleinere deletierte Varianten der GNE zeigten keine Interaktion im Y2H-Assay, was
darauf hindeutet, dass jeweils die ganzen Doménen fur die Interaktion ben6tigt
werden.
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Tabelle 1: Ausschnitt der Interaktionsmatrix der bait- bzw. prey-Konstrukte. Intensitét der Interaktion
basierend auf der positiven Blaufarbung im R-Galaktosidase-Assay. — keine Interaktion, -/+ sehr

schwache Interaktion, + schwache Interaktion, ++ starke Interaktion, +++ sehr starke Interaktion.

prey
bait 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

2.2 Identifizierung von GNE-interagierenden Proteinen

Versuche eine GNE-defiziente Maus (KO-Maus) zu generieren, zeigten friihe
embryonale Lethalitat bei diesen Mausen (Schwarzkopf et al.). Dagegen waren die
heterozygoten Mause (berlebensfahig und zeigten keinerlei phénotypische
Veranderungen. Dieses friihe Absterben der KO-Mé&use 1aRt vermuten, dass die
Biosynthese von Sialinsduren essentiell fir die Embryogenese ist. Da aber eine
Aufnahme von Silainséuren Uber die Placenta auch wahrscheinlich ist, kdnnte
theoretisch das Defizit an Sialinsdauren im Embryo durch die Mutter ausgeglichen
werden. Trotzdem sterben KO-Mause an Tag 8,5. Die Vermutung liegt nahe, dass die
GNE noch eine andere wichtige Rolle wahrend der Entwicklung spielen kdnnte. Um
das herauszufinden, wurde nach Interaktionspartnern der GNE gesucht. Zur
Indetifizierung noch unbekannter GNE-interagierender Proteine wurde ebenfalls das
Y2H-System eingesetzt. Das Screening verlief dabei wie bereits beschrieben.
Allerdings mit dem Unterschied, dass jeweils in den prey-Vektor 3600 cDNA-
Fragmente einer humanen Genbank aus fotalem Hirn und 2000 full-lenght-ORFs
kloniert wurden. Somit bestand die Mdglichkeit eines vollautomatischen Screenings
einer GNE-Protein Interaktionsmatrix von mehr als 5600 humanen Proteinen. Auch
bei diesem Screening gab es Interaktionen nur mit den Konstrukten 1 (komplettes
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Enzym), 2 (Epimerase-Domane) und 3 (Kinase-Doméne), wobei 3 am besten
funktionierte gefolgt von 1. Alle anderen deletierten Konstrukte zeigten keine
Interaktion. bait 1 interagierte am starksten mit den preys 299b (ZNF145) und 452b
(RIF1), wohingegen bait 3 mit den preys 132a (CRMP1) und 419b (CRMP1)
interagierte (Tabelle 2). Weiterhin fand auch eine Interaktion zwischen bait 3 und
prey 16E09 (KIAA1549) statt. Die preys die bei diesem Screening gefunden wurden,
sind so genannte hubs, d.h. sie sind in dem Netzwerk der Protein-Protein
Interaktionsmatrix der AG Wanker als preys mit vielen Wechselwirkungen
identifiziert worden (Stelz et al. 2005). Die Interaktion von bait 3 und CRMP1 konnte
zweimal unabhdngig voneinander mit leicht unterschiedlichen CRMP1-Klonen
dargestellt werden (Tabelle 2). Die Klone im Y2H bestanden nicht aus dem
kompletten CRMP1 Protein, was aus 572 Aminosauren besteht. Im Y2H wurde nur
ein C-terminaler Teil des Proteins exprimiert. Der Klon 132a beinhaltete die
Aminoséuren 390-572 und Klon 419b schlof? die Aminoséuren 345-572 ein. Auch das
PLZF Protein wurde im Y2H nicht als komplettes Protein exprimiert, sondern

ebenfalls nur ein C-Terminaler Teil von Aminoséaure 380-673.

Tabelle 2: Interaktionspartner der GNE, die im Y2H identifiziert wurden. + schwache Interaktion, ++
starke Interaktion, AS-Aminosauren

Bait Prey-Klon Swiss-Prot. SD- B-Galakt.- AS des
(Protein) Medium Assay Swiss-Prot.
1 299b (PLZF) ZBT16_human ++ + 380-673
1 452b (RIF1) RIF1_human ++ + 455-739
3 132a (CRMP1) DPYL1_human ++ + 390-572
3 419b (CRMP1) DPYL1_human ++ ++ 345-572
3  16E09 (KIAA1549) Q5BJD6_human ++ + 1-110
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2.3 Nachweis der Interaktion mittels immunchemischer
Methoden

Die Ergebnisse des Y2H-Screenings sind erste Hinweise darauf, dal die GNE
tatsachlich mit anderen Proteinen interagiert, jedoch sind weitere Methoden
notwendig, um diese Interaktionen zu bestatigen. Dafur wurden Co-

Immunprazipitationen und pull down-Assays durchgefihrt.

2.3.1 Spezifitat des Anti-GNE-Anitkdrpers

In unserer Arbeitsgruppe wurde erstmals ein Anti-GNE-Antikorper generiert. Dazu
wurde humane GNE als Fusionsprotein mit His-Tag exprimiert und gereinigt und als
Antigen flr die Immunisierung von Kaninchen verwendet. Der Antikdper wurde dann
aus dem Kaninchenserum gereinigt. In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten mal
dieser Antikoper in Assays eingesetzt. Zuerst wurde die Spezifitdt des Anti-GNE-
Antikdrpers Uberprift, indem die GNE aus Cytosol von murinen WT- und KO-ES-
Zellen prazipitiert wurde. Die KO-ES-Zellen sind GNE-defizient und dienen somit als
sehr gute Negativkontrolle (Abb. 7 A). Es konnte im Immunoblot (IB) im Prazipitat
der WT-ES-Zellen eine GNE-Bande (ca. 70 kDA) detektiert werden. Im KO-
Préazipitat konnte dagegen erwartungsgemald keine Bande dargestellt werden. Da die
GNE nur sehr schwach in den Zellen exprimiert wird, konnte sie mittels direkten
Immunoblot in Zellysaten nicht nachgewiesen werden. Deshalb wurden HL60-Zellen
mit GNE transfiziert, um zu Uberprifen, ob Uberexprimierte GNE in Zelllysaten
detektierbar ist. Im Immunoblot konnte gezeigt werden, dass sowohl in Prézipitaten
als auch in den Lysaten der transfizierten HL60-Zellen GNE detektierbar war (Abb. 7
B).
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A B
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Abbildung 7: In A ist die Immunprézipitation aus ES-Zellen dargestellt. WT-Wildtyp ES-Zellen, KO-
Knock out ES-Zellen. In B sind die Lysate sowie die Immunprazipitate (IP) transfizierter (+GNE) und
nicht-transfizierter (-GNE) HL60-Zellen dargestellt. Die GNE wurde mittels polyklonalem Anti-GNE-
Antikdrper aus den Zelllysaten prazipitiert und im Immunoblot nachgewiesen.

2.3.2 Uberprifung der Interaktion von GNE mit CRMP1 mittels Co-

Immunprazipitation

Die Wechselwirkung des im Y2H identifizierten Proteins CRMP1 mit der GNE
wurde mittels Co-Immunprézipitation Gberpruft. Dazu wurde die GNE aus PC12-
Zellen mit dem Anti-GNE-Antikorper prazipitiert. Die PC12-Zellen wurden fir die
Co-Immunprazipitation ausgewahlt, weil viel CRMP1 in diesen Zellen exprimiert
wird. Das Prazipitat wurde dann auf die Anwesenheit der Interaktionspartner
untersucht. Es konnten sowohl die GNE als auch das CRMP1 in den Prazipitaten
nachgewiesen werden (Abb. 8 A und B). Die GNE konnte wieder nur in
angereicherter Form im Prazipitat nachgewiesen werden, in den Lysaten ist keine
Proteinbande erkennbar (Abb. 8 A).

A B
IP: GNE L IP C L IP C
IB: GNE —>

IB: CRMP1 —>

Abbildung 8: In A ist die Immunpréazipitation aus PC12-Zellen dargestellt. Im Lysat (L) ist so wenig
Enzym vorhanden, dass keine Proteinbande erkennbar ist. Im Prazipitat (IP) hingegen ist die GNE
nachweisbar. In B ist die Co-Immunprazipitation des CRMP1 aus PC12-Zellen zu erkennen. Dazu
wurde die gleiche Probe mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Immunoblot das CRMP1 mittels
monoklonalem Anti-CRMP1-Antikdrper nachgewiesen. L-Lysat, IP-Immunprazipitation, K-Kontrolle.
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2.3.3 Uberprifung der Interaktion von GNE und PLZF mittels Co-

Immunprazipitation und GST-pull down

Das PLZF konnte nicht in den Prazipitaten der Co-Immunprazipitation nachgewiesen
werden. Interessanterweise war in den Lysaten der Zellen im Western-Blot nur eine
ca. 50 kDa grolie Bande erkennbar (nicht dargestellt). Laut Antikorperhersteller und
der Proteindatenbank SwissProt sollte die Proteinbande des PLZF jedoch zwischen 75
und 90 kDa groR sein. Auch in den als Positivkontrolle angegebenen HL60-Zellen
konnte nur eine 50 kDa-Proteinbande detekiert werden.

Da die Interaktion der GNE und dem PLZF in der Co-Immunprazipitation nicht
nachgewiesen werden konnte, wurde ein GST-pull down-Experiment durchgefihrt.
Dabei wurde PLZF als ein GST-Fusionsprotein (GST-PLZF) in Insektenzellen
zusammen mit der GNE als His-Fusionsprotein (His-GNE) coexprimiert und
anschlieBend Uber eine Glutathion-Saule prézipitiert. Das GST-Fusionsprotein sollte
uber seine Affinitat zu Glutathion an die S&ule binden. Interagiert die GNE mit dem
PLZF, so kann auch dieses im Prazipitat mittels Antikérper nachgewiesen werden. In
Abbildung 9 ist das Ergebnis des pull down dargestellt. Sowohl PLZF als auch GNE
konnten im Immunoblot nachgewiesen werden. Als Kontrolle dienten in
Insektenzellen coexprimiertes GST und His-GNE bzw. coexprimiertes GST-His und
GST-PLZF. In beiden Kontrollen konnte keine GNE nachgewiesen werden (Abb. 9
B). Da GST in der Lage ist Dimere zu bilden, ist auch in der Kontrolle 3
(Coexpression von GST-PLZF und His-GST) PLZF nachweisbar (Abb. 9 A).
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Abbildung 9: In A ist der Anti-GST-Immunoblot des GST-pull downs dargestellt. PLZF wurde als
GST-Fusionsprotein (GST-PLZF) und die UDP-GIcNAc 2 Epimerase/ManNAc Kinase als His-
Fusionsprotein (His-GNE) exprimiert. In B ist der Anti-His-Immunoblot des GST-pull downs
dargestellt. 1-Coexpression von GST-PLZF und His-GNE, 2-Coexpression von His-GNE und His-
GST, 3-Coexpression von GST-PLZF und His-GST.

2.3.4 Studien zu posttranslationalen Modifikationen der GNE

2003 konnten Xu et al. zeigen, dass die BTB/POZ-Doméne des PLZF an Cullin3
bindet. Cullin 3 ist eine so genannte E3-Ligase und ist innerhalb eines grof3en
Proteinkomplexes (SCF-Komplex) an der Ubiquitinylierung von Substratproteinen
beteiligt. Durch die Konjugation von mindestens 4 Ubiquitinen werden die
Substratproteine dem Abbau Uber das Proteasom zugefuhrt. Um zu untersuchen, ob
die Interaktion von PLZF und der GNE zur Ubiquitinylierung des Proteins fiihrt,
wurden sowohl PC12-Zellen als auch HL60-Zellen mit einem Proteasom-Inhibitor
(MG132) behandelt. Dabei wurde die Ubiqutinylierung der Proteine nicht gestort,
sondern es wurde nur der Abbau Uber das Proteasom inhibiert, so dass eine
Anreicherung ubiquitinylierter Proteine in der Zelle erfolgte (Abb. 10). Da endogene
GNE in PC12- und HL60-Zellen nur sehr schwach exprimiert wurde, wurden die
Zellen zuvor mit GNE transfiziert. Mittels Immunoblot wurde nach einem
GroRenshift der GNE-Proteinbande nach Behandlung mit dem Inhibitor gesucht. Die
Spur des Blots wurde vertikal in zwei Hélften geschnitten, so dass exakt die gleiche
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Probe mit zwei Antikorpern (Anti-GNE und Anti-Ubiquitin) entwickelt werden
konnte. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte Zellen, die wie die transfizierten
Zellen behandelt wurden. Wiirde die GNE monoubiquitinyliert werden, mdisste ihr
Molekulargewicht um 8,5 kDa steigen, bei 4 oder mehr konjugierten Ubiquitinen um
34 kDa oder mehr. Die Inhibition des Proteasoms war erfolgreich, was im Gegensatz
zu den Kontrollen an der deutlich positiven Reaktion mit dem Anti-Ubiquitin-
Antikdper im Immunoblot zu erkennen ist (Abb. 10). Diese Reaktion ist bei den
Proben der transfizierten PC12-Zellen nicht so stark, weil nach der Transfektion
weniger Zellen vorhanden waren und nur weniger Protein als bei den nicht
transfizierten Zellen aufgetragen werden konnte. Trotzdem ist zu erkennen, dass im
Immunoblot die Reaktion mit dem Anti-Ubiquitin-Antikorper in den Proben mit
Inhibitor starker ist als die der Kontrollen. Es konnte unter den gewéhlten
Versuchsbedingungen in den PC12-Zellen keine Ubiquitinylierung der GNE
nachgewiesen werden. Der Immunoblot der HL60-Zellen ist nicht dargestellt, aber
auch in diesem Zellsystem konnte keine Ubiquitinylierung der GNE gefunden

werden.

A transfizierte PC12-Zellen |B nicht transfizierte PC12-Zellen
B: G U G U G UG U G U G U

L
DMSO- DMSO-

Inhibitor Kontrolle unbeh.|Inhibitor Kontrolle unbeh.

GNE

Abbildung 10: Gesamtzelllysate von PC12-Zellen wurden im Immunoblot auf einen GréRenshift der
GNE untersucht. Die PC12-Zellen wurden mit GNE transfiziert (A) als Kontrolle dienten nicht
transfizierte (B) PC12-Zellen. G= Anti-GNE-Antikérper, U= Anti-Ubiquitin-Antik&rper.
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AuBer Ubiquitin existieren weitere kleine Peptide, die posttranslational an
Substratproteine gebunden werden und so ihre Funktion beeinflussen. Zu den kleinen
Ubiquitin-ahnlichen Proteinen z&hlt auch das SUMO (Small Ubiquitin like Modifier).
SUMO wird ahnlich dem Ubiquitin durch mehrere enzymatische Schritte an
Substratproteine gebunden und moduliert so die Funktion des Substratproteins. Im
Gegensatz zur Ubiquitinylierung ist bei der SUMOylierung das Signal zur
Modifikation des Proteins in der Proteinsequenz enthalten. In der Proteinsequenz der
GNE der Ratte gibt es vier potentielle SUMOylierungsstellen, drei befinden sich sehr
nahe dem N-Terminus des Proteins in der Epimerase-Doméne und eine befindet sich
in der Kinase-Domaéne (Tabelle 3).

Tabelle 3: Fir den SUMOplot wurde die Proteinsequenz der GNE der Ratte verwendet. SUMOplot™
http://abgent.com/doc/sumoplot

Nummer Position Gruppe Wabhrscheinlichkeit
1 K33 PIMFG IKTE PAFFE 0,94
2 K103 DVLNR LKPD IMIVH 0,91
3 K94 VGLAL VKLP DVLNR 0,82
4 K427 VAIVS MKGE IVKKY 0,80

In mehreren Veroffentlichungen (Saitoh und Hinchey, 2000; Bossis und Melchior
2006) wurde gezeigt, dass durch oxidativen Stress die SUMOylierung von Proteinen
gesteigert werden kann. Zu den transfizierten HL60-Zellen wurde nach 24 h 100 mM
H,O, gegeben, um oxidativen Stress auszulosen und so die SUMOylierung zu
steigern. Im Immunoblot wurde dann wie bei den Ubiquitinylierungsversuchen nach
einem GrolRenshift der GNE geschaut. Auch bei diesem Experiment konnte keine
Modifikation der GNE mit SUMO nachgewiesen werden (nicht dargestelit).

2.4 Isolierung muriner GNE-defizienter ES-Zellen

Schwarzkopf et al. (2002) haben gezeigt, dass es moglich ist, GNE-defiziente ES-
Zellen aus Blastocysten zu isolieren und anschlieRend in vitro zu kultivieren. Mdchte
man GNE-defiziente (KO) ES-Zellen mit Wildtyp (WT) ES-Zellen vergleichen, so
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mussen diese aus ein und derselben Maus isoliert werden. Da keine KO- und WT-ES-
Zellen aus ein und derselben Maus zur Verfugung standen, wurden in dieser Arbeit
neue ES-Zellen isoliert. Dazu wurden Méuse, die beziuglich der GNE heterozygot
waren, also nur ein funktionsfahiges Gen auf einem Allel besaRen, miteinander
verpaart. Nach 3,5 Tagen wurden die Blastocysten aus den Mé&usen isoliert und aus
ihnen die ES-Zellen. Diese ES-Zellen wurden anschlieRend kultiviert und genotypisch
charakterisiert. Nach der Mendelschen Verteilung sollte es méglich sein, sowohl WT,
heterozygote (HZ) als auch KO-ES-Zellen aus den jeweiligen Blastocysten einer
Maus zu isolieren. Da bei den KO-ES-Zellen das Gen der GNE durch ein
Neomycinresitenzgen unterbrochen ist, kann man mit spezifischen Primern, die nur
im WT-Allel bzw. nur im KO-Allel (in der Neomycinresistenz) ansetzen mittels PCR
unterscheiden, welchem Genotyp die ES-Zellen zuzuordnen sind. Dazu wurde die
genomische DNA aus den ES-Zellen isoliert und mittels PCR analysiert. Es wurden
zwei Isolierungen durchgefiihrt (16.6. und 20.06.), wobei nicht aus allen Blastocysten
die ES-Zellen erfolgreich isoliert werden konnten. In Abbildung 11 sind schematisch
das WT- bzw. KO-Allel dargestellt sowie die PCR-Analyse der zweiten Isolierung
(20.06.). Das Exon 2 der GNE ist im KO-Allel durch ein Neomycinresistenzgen
unterbrochen.  Fir die PCR-Analyse  wurden  zwei  unterschiedliche
Primerkombinationen jeweils fir das WT- bzw. KO-Allel gewahlt. Werden KO-
spezifische Primer verwendet, werden in der PCR mit WT-DNA keine Produkte
amplifiziert, umgekehrt werden mit KO-DNA und WT-spezifischen Primern ebenfalls
keine PCR-Produkte amplifiziert. Bei heterozygoten ES-Zellen amplifiziert man in
beiden Fallen ein PCR-Produkt. Die zweite Isolierung (20.06.) ergab 5 ES-Zelllinien
mit folgendem Genotyp: Zelllinie 4 und 11 WT, Zelllinie 10 HZ und Zelllinie 6 KO.
Teilweise entstanden bei der PCR unspezifische Produkte, wenn die Primer nicht an
der richtigen Stelle ansetzen konnten. Dies war der Fall bei den beiden WT-Zelllinien
4 und 11, als die PCR mit KO-spezifischen Primern durchgefiihrt wurde. Fir weitere
Experimente wurden die beiden Zelllinien 4 (WT) und 6 (KO) der zweiten Isolierung

vom 20.06. ausgewahlt.
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Intron Exon 2 Intron
WT-Allel
P36 P42
P37 P43
Intron Exon 2 Intron
_I neo I—
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4 5610 11
WT-Allel WT-Allel KO-Allel KO-Allel
P36/43 P37/42 P41/A541 P42/A541
~550 bp ~500 bp ~700 bp ~750 bp

Abbildung 11: Genotypische Charakterisierung der ES-Zellen. Im oberen Teil der Abbildung sind
schematisch WT- und KO-Allel dargestellt. Das Exon 2 der GNE ist im KO-Allel durch ein
Neomycinresitenzgen unterbrochen. Die Primer P36 und P37 setzen jeweils am Anfang des Exon 2 an,
die Primer P42 und P43 hinter dem Exon im Intron, der Primer 41 am Ende des Exon 2 und der Primer
Ab541 in der Neomycinresistenz.

2.4.1 Pluripotenz der ES-Zellen

ES-Zellen sind dadurch charakterisiert, dass sie in Kultur Uber einen gewissen
Zeitraum pluripotent und in der Lage sind, unter bestimmten Bedingungen in fast alle
Zelltypen zu differenzieren. Jedoch verlieren sie nach ca. 40 Passagen ihre
Keimbahnfahigkeit und sie neigen zur Differenzierung. Deshalb ist es wichtig,
wéhrend der Kultivierung der ES-Zellen diese auf ihre sogenannten Stammzellmarker
zu Uberpriifen. Murine ES-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfliche das Antigen
SSEA-1, was spezifisch ist fir pluripotente Zellen und nicht auf differenzierten Zellen
zu finden ist. Des Weiteren exprimieren sie den Transkriptionsfaktor Oct-3/4, der
ebenfalls nur in Stammzellen vorhanden ist, und sie zeigen eine erhéhte Aktivitét der
alkalische Phosphatase (AP). Die Expression des Transkriptionsfaktors Oct-3/4 wurde
mittels RT-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde die RNA aus den Zellen isoliert und in
cDNA umgeschrieben. Mit spezifischen Primern konnte dann ein PCR-Fragment des

Oct-3/4 amplifiziert werden. Als interner Standard wurde HPRT (Hypoxanthin-
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Guanin-Phosphoribosyl-transferase) verwendet. In Abbildung 12 sind jeweils fir WT
und KO die RNA sowie die RT-PCR dargestellt.

RNA RT-PCR

WT KO

WT KO
N 25 SrRNA bk HPRT (507 bp)

m Oct-4 (312 bp)

Abbildung 12: RNA der ES-Zellen und RT-PCR. Fiir die Uberpriifung der Oct-3/4 Expression wurde
die RNA aus den ES-Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mit Oct-3/4 spezifischen Primern
wurde anschlieBend eine RT-PCR durchgefiihrt. Fir die Amplifizierung des internen Standards wurden

HPRT-spezifische Primer verwendet.

Die Aktivitat der alkalischen Phosphatase (AP) kann mit einem einfachen Farbassay
nachgewiesen werden. Bei diesem Assay farben sich die Zellen rot, wenn sie eine
hohe AP-Aktivitat aufweisen. Als negative Kontrolle wurden differenzierte
Keratinocyten verwendet, die sich nicht farbten. In Abbildung 13 ist das Ergebnis
solch eines AP-Assays dargstellt. Die WT-ES-Zellen scheinen starker geféarbt zu sein
als die KO-ES-Zellen, dies liegt aber an der Dichte der Zellen, die an einigen Stellen

etwas hoher war als bei den KO-ES-Zellen.

AP Assay
;;; *'»3“ *‘" ] by
Kontrolle - -

Abbildung 13: Nachweis der Alkalischen Phosphatase (AP) mittels Farbtest. Bei hoher AP-Aktivitat
farben sich die Zellen rot. Differenzierte Keratinocyten dienten als Negativ Kontrolle.

Die Expression des Oberflachenmarkers SSEA-1 wurde mittels FACS-Analyse und
einem spezifischen Anti-SSEA-1-Antikdrper nachgewiesen. In Abbildung 14 ist
beispielhaft solch eine Analyse dargestellt. Sowohl WT- als auch KO-ES-Zellen
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zeigen eine deutliche SSEA-1-Expression auf ihrer Zelloberflache. Dazu wurden die
lebenden Zellen mit einem Anti-SSEA-1-Antikorper inkubiert. Mit einem sekundéaren
Antikorper, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FITC) gekoppelt ist und an den

priméren Antikdrper bindet, konnte die Fluoreszenz im FACS gemessen werden.

SSEA-1

80 100

Zellzahl
60

40

20

0

100 101 102 103 104
Fluoreszenzintensitat

Abbildung 14: FACS-Analyse der ES-Zellen mit einem spezifischen Anti-SSEA-1-Antikérper. WT-
und KO-ES-Zellen exprimieren etwa gleich gut das SSEA-1-Antigen auf ihrer Oberflache. WT FCS
, KO FCS —, Kontrolle

2.5 Charakterisierung muriner GNE-defizienter ES-Zellen

2.5.1 UDP-GIcNAc 2-Epimerase-Aktivitat

Mit Hilfe eines radioaktiven Enzymtests wurde die Epimerase-Aktivitat in den
Zelllysaten der ES-Zellen gemessen. Indem den Lysaten radioaktiv markiertes
Substrat (UDP-*C-GIcNAc) zugesetzt wurde und das entstandene Produkt von den
anderen Komponenten mittels Papierchromatographie abgetrennt wurde und
anschlieBend die Radioaktivitat des Produktes bestimmt wurde, konnte daraus die
Aktivitat der Epimerase berechnet werden (Abb. 15). Da die KO-ES-Zellen keine
funktionsfahige GNE exprimieren, entsprach auch die Aktividt im Assay der
Hintergrund-Aktivitat dieses Tests (ca. 5-10 pU/mg Protein). Die WT-ES-Zellen
hingegen zeigten deutliche Epimerase-Aktivitat (bis ca. 60 pU/mg Protein). Die ES-
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Zellen wurden zuséatzlich in einem so genannten Serumersatzmedium, bei dem das
FCS durch ein Serum-Replacement (SR) ersetzt wurde, kultiviert. Dieses SR besitzt
im Gegensatz zum FCS nur sehr wenig gebundene Sialinséuren. Freie Sialinsauren
sind im FCS als auch im SR nicht detektierbar. Die spezifische Aktivitat der
Epimerase war in WT-ES-Zellen, die in Serumersatzmedium kultiviert wurden, um

ca. 10 pU/mg Protein hoher als im FCS-haltigem Medium.

Spezifische Aktivitat der UDP-GIcNac 2-Epimerase
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Abbildung 15: Diagramm zur Darstellung der spezifischen Epimerase-Aktivitat in WT- und KO-ES-
Zellen. Die Zellen wurden sowohl in Serumhaltigem (FCS) Medium als auch in Serumersatzmedium
(SR) kultiviert. Die spezifische Aktivitét ist in pU/mg Gesamtprotein dargestellt. Es wurden jeweils
zwei unabhéngige Messungen durchgefiihrt.

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

mittels Periodat-Resorcinol-Assay

Dann wurden die ES-Zellen auf ihren Sialinsduregehalt untersucht. Dazu wurden die
Zellen ebenfalls wieder in serumhaltigem Medium und Serumersatzmedium
kultiviert. Fur die Untersuchung wurden Gesamtzelllysate verwendet, um alle
Sialinsduren (freie und gebundene des Cytoplasmas und an Glykokonjugate der
Membranen gebundene Sialinsduren) zu erfassen. Es wurden fir jede einzelne
Messung jeweils 2 Millionen Zellen verwendet. Im ersten Schritt wurden die

Sialinsduren zunéchst mit Periodat oxidiert und reagierten dann mit dem Resorcinol-
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Reagenz zu einem blauen Farbstoff. Dieser Farbstoff konnte photometrisch bei einer
Wellenldénge von 630 nm gemessen werden. Die Intensitdt des Farbstoffs ist
proportional zur Sialinsdurekonzentration. Erwartungsgemal besallen die WT-ES-
Zellen mehr Sialinsauren als die KO-ES-Zellen (Abb. 16). Die in verschiedenen
Medien kultivierten WT-ES-Zellen zeigten keinerlei Unterschied in ihrer
Sialinsaurekonzentration. Dagegen zeigten die in serumhaltigen Medium (FCS)
kultivierten KO-ES-Zellen im Vergleich zum WT eine signifikante Abnahme der
Sialinsdauren. Jedoch enthielten KO-ES-Zellen, die in Serumersatzmedium (SR)
kultiviert wurden weniger Sialinsduren, als KO-ES-Zellen, die in serumhaltigen
Medium (FCS) inkubiert wurden.

Sialinsdurekonzentration
10.00
c 8.00
o
N
*
.<§3 6.00 - OWT FCS
N BWT SR
o
a 1 * OKO FCS
5 400 T O KO SR
S 1
£ L
2.00
0.00

Abbildung 16: Diagramm zur Darstellung des Gesamtsialinsauregehalts von WT- und KO-ES-Zellen.
Die Zellen wurden in serumhaltigem Medium (FCS) und Serumersatzmedium (SR) kultiviert. Fiir den
Assay wurden jeweils 2 Millionen Zellen verwendet. Die Sialinsdurekonzentration ist in pmol
Sialinséuren pro 2 Millionen Zellen dargestellt. Die Anzahl der Stichproben der WT-ES-Zellen betrug
n=12 und die der KO-ES-Zellen n=9. Die Unterschiede zwischen den WT-ES-Zellen in serumhaltigen
Medium und KO-ES-Zellen in serumhaltigen sowie Serumersatzmedium sind mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (*) signifikant verschieden (t-Test).
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2.5.3 Supplementierung der KO-ES-Zellen mit N-

Acetylmannosamin

Sialinsduren sowie der Vorlaufer ManNAc kdénnen von den Zellen aufgenommen
werden und fir die Sialylierung ihrer Glykokonjugate verwendet werden. Um zu
ermitteln, ob durch die Gabe des Sialinsaurevorlaufers ManNAc eine Steigerung des
Sialinsauregehalts in den KO-ES-Zellen erreicht werden kann, wurden diese mit
unterschiedlichen ManNAc-Konzentrationen fur 2 Tage inkubiert. Es konnte gezeigt
werden, dass zwischen 1 und 3 mM ManNAc ausreichen, um einen Sialinsauregehalt
vergleichbar mit dem der WT-ES-Zellen zu erreichen (Abb. 17).

Sialinsaurekonzentration nach ManNAc-Inkubation
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Abbildung 17: Diagramm zur Darstellung des Gesamtsialinsauregehalts von WT- und KO-ES-Zellen.
Die Zellen wurden in serumhaltigem Medium (FCS), Serumersatzmedium (SR) bzw.
Serumersatmedium mit ManNAc (SR + ManNAc) kultiviert. Fir den Assay wurden jeweils 2
Millionen Zellen verwendet. Die Sialinsdurekonzentration ist in pmol Sialinsduren pro 2 Millionen
Zellen dargestellt. Die Anzahl der Stichproben der WT-ES-Zellen betrug n=12 und die der KO-ES-
Zellen n=9. Die Unterschiede zwischen KO-ES-Zellen in SR-Medium und den KO-ES-Zellen SR-
Mediummit 3 mM bzw. 10 mM ManNAc sind mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (*)
signifikant verschieden (t-Test).

Anhand einer Eichgeraden konnte genau berechnet werden, wie viel Sialinsduren pro
Zelle vorhanden waren (Tab. 4). Die WT-ES-Zellen besalen durchschnittlich ca. 3
pmol Sialinsduren pro Zelle. Die KO-ES-Zellen, die in serumhaltigen Medium
kultiviert wurden, besalien nur etwa 70 % Sialinsduren im Vergleich zum WT und die

KO-ES-Zellen, die in dem Serumersatzmedium Kkultiviert wurden, sogar nur noch die
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Halfte. Mit Applikation unterschiedlicher Konzentrationen des Silainsaurevorlaufers
ManNAc konnte der Gesamtsialinsauregehalt auch in den KO-ES-Zellen sukzessiv
gesteigert werden. Die Inkubation der Zellen mit 10 mM ManNAc fihrte sogar zu
einer mehr als 200 %igen Steigerung im Sialinsduregehalt im Vergleich zu den WT-

Zellen. Zusammenfassend sind alle Daten in Tabelle 4 dargestelit.

Tabelle 4: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse des Resorcinol-Assays zur Bestimmung
der Sialinsdurekonzentration. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in serumhaltigen Medium (FCS), in
Serumersatzmedium (SR) bzw. in Serumersatzmedium mit unterschiedlichen ManNAc-
Konzentrationen (SR+ManNACc). Fiir den Assay wurden jeweils 2 Millionen Zellen verwendet.

Sialinsaure- WT WT KO KO KO
konzentration FCS SR FCS SR SR + ManNAc
0,3mM 1mM 3mM 10 mM

pmol/Zelle 3,06 3,21 2,23 1,53 2,57 2,92 3,93 6,57
Prozent 100 105 73 50 84 95 129 215

2.5.4 Analyse der Oberflachensialylierung mittels FACS

Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass die aufgenommenen Sialinsduren auch
in die Oberflaichenglykokonjugate eingebaut werden. Die Anderung der
Oberflachensialylierung nach ManNAc-Supplementierung wurde mittels FACS-
Analyse untersucht. Dazu wurden das Lektin von der Gartenschnecke Limax flavus
(LFA), welches Sialinsauren erkennt, und ein Anti-SiaLe* Antikorper verwendet. In
Abbildung 18 ist exemplarisch jeweils fir LFA als auch fir Anti-SialLe* eine solche
FACS-Analyse dargestellt. Es wurden mindestens drei unabhdngige Analysen
durchgefuhrt. Die Untersuchungen mit dem Lektin LFA zeigten, dass die in
serumhaltigen und in Serumersatzmedium kultivierten WT-ES-Zellen keine
Unterschiede in ihrer Oberflachensialylierung aufwiesen. Dagegen zeigten die KO-
ES-Zellen, wie erwartet eine geringere Oberflachensialylierung als die WT-ES-
Zellen. Die KO-ES-Zellen aus dem serumhaltigem Medium wiesen eine hohere
Sialylierung als die KO-ES-Zellen in Serumersatzmedium auf (Abbildung 18 linkes
oberes Bild). Nach Supplementierung mit 3 mM bzw. 10 mM ManNAc ist eine

deutliche Zunahme der Oberflachensialylierung nachweisbar (Abbildung 18 rechtes
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oberes Bild). Die gleichen Analysen wurden auch mit einem Anti-SialLe*-AntikGper
(KM93) durchgefuhrt. Dieser Antikdper erkennt spezifisch die  Struktur
Siaon2—>3Galpl—4[Fuc al—3]GIcNAcBl—>3Galpl—4GlcBl—1-Ceramid (Dohi et
al. 1993). Auf KO-ES-Zellen, die in Serumersatzmedium kultiviert wurden, konnte
kein SiaLe* nachgewiesen werden. In serumhaltigen Medium war annahrend gleich
viel SiaLe* auf der Zelloberflache von WT- und KO-ES-Zellen meRbar (Abbildung
18 linkes unteres Bild). Auch in diesem Experiment konnte die
Oberflachenexpression von SiaLe* durch ManNac-Supplementierung gesteigert
werden (Abbildung 18 rechtes unteres Bild). Die Expression von SialLe* war sowohl
auf WT- als auch auf KO-ES-Zellen gering.
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Abbildung 18: FACS-Analyse der ES-Zellen. Die Analyse wurde jeweils mit dem Lektin LFA (oben)
und einem Anti-SialL.e* Antikdrper (unten) durchgefiihrt. Links ist jeweils die Analyse von WT- und
KO-ES-Zellen in serumhaltigen sowie in Serumersatzmedium dargestellt. Rechts ist die Analyse von
KO-ES-Zellen in Serumersatzmedium nach ManNAc-Supplementierung dargestellt. WT FCS —, WT
SR —, KO FCS —, KO SR —, KO SR + 1 mM ManNAc¢ —, KO SR + 3 mM ManNAc —, KO SR +
10 mM ManNAc¢ —,Kontrolle
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2.5.5 Proliferation von WT und KO ES-Zellen

Die Proliferation der Zellen der inneren Zellmasse einer Blastocyste ist wahrend der
Entwicklung von groRer Bedeutung. Nach der Implantation der Blastocyste in die
Gebarmutter proliferieren diese zunéchst stark, bevor sie anschliefend mit der
Differenzierung beginnen. Da nicht genau geklart werden konnte, zu welchem
Zeitpunkt der Entwicklung (an oder vor E8,5) die Embryonen der KO-Maduse
abstarben, wurde die Proliferation der ES-Zellen untersucht, um herauszufinden, ob
das Fehlen der GNE eine verdnderte Proliferation verursachen und somit zum
Absterben der Embryonen filhren konnte. In Abbildung 19 ist die Proliferation der
WT- und KO-ES-Zellen in serumhaltigem Medium dargestellt. Die Proliferation
wurde mittels eines sogenanten BrdU-Assays gemessen, wobei der Einbau des
Pyrimidinanalogons in die DNA mit einem POD-konjugierten Anti-BrdU-Antikorpers
in einem ELISA-Reader (Absorption bei 405 nm) sichtbar gemacht und quantifiziert
werden konnte. Die Intensitat des Farbstoffs, der bei der Peroxidase-Reaktion
entsteht, ist proportional zum Einbau des BrdU in die proliferierenden Zellen. Die
Zellen wurden dabei zunéchst fir 24 h in verschiedenen Medien kultiviert. Danach
wurde das BrdU zugesetzt und die Zellen fur weitere 24 h inkubiert, bevor der Assay
gestopt wurde. Da die Zugabe von Zucker in hohen Konzentrationen zur VVerédnderung
der Osmolaritat des Mediums fuhrt, wurden zur Kontrolle jeweils 3 mM ManNAc
bzw. GIcNAc dem Medium zugesetzt. Zwischen WT- und KO-ES-Zellen waren keine
Unterschiede in der Proliferation messbar. Durch die Zugabe von ManNAc bzw.
GIcNAc nahm die Proliferation geringfiigig ab, im Vergleich zum Medium ohne
Zusatz von ManNAc oder GIcNAc, jedoch war auch hier die Proliferation von WT-
und KO-ES-Zellen gleich.
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Proliferation in serumhaltigem Medium
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Abbildung 19: Proliferation von WT- und KO-ES-Zellen in serumhaltigen Medium. Dem Medium
wurden jeweils 3 MM ManNAc bzw. GIcNAc zugesetz. Es konnte kein Unterschied in der Proliferation
zwischen WT und KO ES-Zellen gemessen werden. Die Anzahl der Stichproben betrug n=40.

Da in serumhaltigem Medium kein Unterschied zwischen WT- und KO-ES-Zellen
gemessen  werden konnte, wurde anschlieBend die Proliferation in
Serumersatzmedium untersucht. Fehlende Sialylierung kénnen die ES-Zellen Gber die
Aufnahme von Sialinsduren aus dem Medium wieder ausgleichen, deshalb wurden
dem Serumersatzmedium verschiedene ManNAc-Konzentrationen zugesetzt. Als
Kontrolle diente auch hier Serumersatzmedium, das mit 3 mM GIcNAc
supplementiert war. Die Proliferation der ES-Zellen in Serumersatzmedium ist in
Abbildung 20 dargestellt. Auch bei diesem Experiment konnten keine Unterschiede
zwischen WT- und KO-ES-Zellen gemessen werden. Eine leichte Abnahme der
Proliferation war auch diesmal mit ManNAc bzw. GIcNAc nachweisbar, jedoch
zeigte der Vergleich von WT- und KO-ES-Zellen keine Unterschiede in der

Proliferation.
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Proliferation in Serumersatzmedium
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Abbildung 20: Proliferation von WT- und KO-ES-Zellen in Serumersatzmedium. Dem Medium
wurden verschiedene ManNAc-Konzentrationen bzw. 3 mM GIcNAc zugesetz. Es konnte kein
Unterschied in der Proliferation zwischen WT und KO ES-Zellen gemessen werden. Die Anzahl der
Stichproben betrug n=24.
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