










































































































ERGEBNISSE 

47 

Arfrp1flox/floxArfrp1flox/flox Arfrp1vil-/-Arfrp1vil-/-

Arfrp1flox/flox Arfrp1vil-/-A

B

C

TGN38

TGN38
Kerne

 
Abbildung 3.8: Immunhistochemischer Nachweis von TGN38 und elektronenmikroskopische 
Analyse des Golgi-Apparates im Darm der Kontroll- und Arfrp1

vil-/--Mäuse 
Schnitte des Ileums (A) und Jejunums (B) vier Wochen alter Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Tieren wurden 

immunhistochemisch mit einem spezifischen Antikörper gegen TGN38 untersucht. Die Auswertung 
der Färbung erfolgte am konfokalen Fluoreszenzmikroskop. (C) Elektronenmikroskopische 
Aufnahmen des Golgi-Apparates von Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Tieren. Vergrößerung 6300x.  
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3.3 Die Malabsorption von Fetten nach Darm-spezifischer 

Deletion von Arfrp1 

Da die Arfrp1vil-/--Maus trotz der beeinträchtigten E-Cadherin-Sortierung zumindest in 

den ersten Wochen lebensfähig war, wurde ihr Phänotyp besonders im Hinblick auf 

die Fähigkeit der Makronährstoffaufnahme untersucht. 

 

3.3.1 Die Darm-spezifische Deletion von Arfrp1 resultierte in einer 

Wachstumsretardierung der Mäuse 

Arfrp1vil-/--Mäuse wurden, wie schon von Claudia Zahn beschrieben, lebend geboren 

und waren bei der Geburt nicht von ihren Wurfgeschwistern zu unterscheiden, 

wiesen jedoch ein frühe postnatale Reduktion des Körpergewichts auf.  
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Abbildung 3.9: Nachweis der Wachstumsretardierung der Arfrp1
vil-/--Tiere 

Photographische Darstellungen von je einem Arfrp1
flox/flox- (+/+) und Arfrp1

vil-/--Tier (-/-) im Alter von 
drei bzw. 28 Tagen (oberer Bildteil). Zusätzlich wurde das Körpergewicht der Kontroll- und Knockout-
Tiere im Alter von 3, 10, 14 und 28 Tagen bestimmt. Balken zeigen die Mittelwerte ± SEM (unterer 
Bildteil).  p<0,05*; p<0,01**. 
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Die Gewichtsunterschiede wurden sowohl zu Zeitpunkten, in denen die Darm-

Morphogenese der Maus noch nicht komplett abgeschlossen ist, als auch in Tieren 

im Alter von vier Wochen mit einem voll ausdifferenzierten Intestinaltrakt beobachtet. 

 

3.3.2 Die relative Körperzusammensetzung der Arfrp1vil-/--Mäuse ist durch die 

Wachstumsretardierung nicht verändert 

Die Messung der Körperzusammensetzung von vier Wochen alten Mäusen ergab für 

die leichteren Arfrp1vil-/--Mäuse sowohl eine reduzierte Fettmasse als auch eine 

reduzierte fettfreie Masse (siehe Abb. 3.10).  
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Abbildung 3.10: Körperzusammensetzung der Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Tiere im Alter von 

vier Wochen 
Die Körperzusammensetzung von Kontroll- und Knockout-Tieren wurde im Alter von vier Wochen 
mittels NMR bestimmt. Balken zeigen die Mittelwerte ± SEM von 26 Arfrp1

flox/flox- und 10 Arfrp1
vil-/--

Tieren. Die relativen Massenangaben wurden auf das absolute Körpergewicht bezogen. p<0,01**; 
p<0,001***. 
 
Errechnete man jedoch die relative Körperzusammensetzung (Abb. 3.10, rechts 

unten), waren keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und Knockout-

Tieren vorhanden, beide Gruppen wiesen einen Fettanteil von ca. 11% sowie einen 

Anteil der fettfreien Masse von ca. 77% des Körpergewichtes auf. Die Deletion von 
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Arfrp1 im Darm führte somit nicht zu einer spezifischen Reduktion zum Beispiel der 

Fett- oder Muskelmasse, sondern zu einem allgemein verminderten Körpergewicht  

und einer reduzierten Körperlänge. 

 

3.3.3 Die Wachstumsretardierung der Arfrp1vil-/--Maus ist mit einer reduzierten 

Darmlänge sowie geringeren Leber- und Nierengewichten assoziiert 

Die Wachstumsretardierung der Arfrp1vil-/--Mäuse assoziierte signifikant mit einer 

verminderten Länge des Dünndarms (Duodenum, Jejunum und Ileum). Wie in Abb. 

3.11 dargestellt, zeigten die Messungen der Dünndarmlänge von vier bis fünf 

Wochen alten Knockout-Mäusen eine Verkürzung um ca. 20% (25,48 ± 0,86 cm zu 

32,07  ± 0,57 cm). Weiterhin wurden reduzierte absolute Gewichte von Leber und 

Niere der Arfrp1vil-/--Tiere beobachtet. Da die Reduktion der Organgewichte im 

Hinblick auf das um >40% verminderte Körpergewicht wenig aussagekräftig ist, 

wurde das relative Organgewicht in Bezug auf das Körpergewicht errechnet (Abb. 

3.11, untere Reihe rechts). Hierbei ergab sich, dass die Lebern der Arfrp1vil-/--Tiere 

auch bezogen auf das Körpergewicht signifikant kleiner waren als die der 

Arfrp1flox/flox-Tiere. Betrachtet man hingegen die relativen Gewichte der Nieren, zeigte 

sich, dass das der Knockout-Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren nicht vermindert 

war. 
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Abbildung 3.11: Verminderte Darmlänge und Gewichte von Lebern und Nieren in Arfrp1

vil-/--
Tieren 
Kontroll- und Knockout-Tieren wurden bei der Organentnahme im Alter von vier Wochen der Darm 
sowie die Leber und die Niere entnommen und die Länge bzw. das Gewicht bestimmt. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SEM von 20 Kontroll- und 25 Knockout-Tieren bezüglich des Körpergewichts, der 
Darmlänge des Dünndarms (Duodenum, Jejunum, Ileum), des Leber- und Nierengewichts, sowie die 
relativen Leber- und Nierengewichte bezogen auf das Körpergewicht der Mäuse. Zusätzlich 
photographisch dargestellt, der gesamte Darm eines Arfrp1

flox/flox- und eines Arfrp1
vil-/--Tieres. 

p<0,001***. 
 

3.3.4 Reduzierte Blutglucosespiegel und Plasmakonzentrationen von 

Triglyceriden und freien Fettsäuren der Arfrp1vil-/--Mäuse 

Da das reduzierte Körpergewicht der Arfrp1vil-/--Mäuse auf eine Malabsorption 

zurückzuführen sein könnte, wurde eine Analyse mehrerer Plasmaparameter von 

Kontroll- und Knockout-Tieren im Alter von vier bis fünf Wochen durchgeführt (Tab. 
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3.1). Den größten Unterschied zeigten Arfrp1vil-/--Tiere im Triglycerid-Spiegel im 

gefütterten Zustand, der zirka ein Drittel des Spiegels der Kontrolltiere aufwies, 

während er im gefütterten Zustand um etwas mehr als die Hälfte reduziert war. Die 

Arfrp1vil-/--Mäuse zeigten darüber hinaus signifikant erniedrigte Blutglucosewerte 

sowohl im gefütterten, als auch im nüchternen Zustand.  

 

Tabelle 3.1: Metabolische Parameter der Arfrp1
flox/flox- und Arfrp1

vil-/--Tiere 

 Arfrp1flox/flox Arfrp1vil-/- n-Zahl p-Wert 

Blutglucose gefüttert 7,60 5,35 28/28 < 0,001 

mmol/l ± 0,21 ± 0,29     

Blutglucose nüchtern 3,58 2,54 25/25 < 0,001 

mmol/l ± 0,18 ± 0,16     

TG gefüttert 239 77 10/6 < 0,001 

µg/ml ± 19 ± 13     

TG nüchtern 560 217 8/8 < 0,05 

µg/ml ± 128 ± 72     

FA gefüttert 0,62 0,39 10/6 0,055 

mmol/l ± 0,05 ± 0,09     

FA nüchtern 1,94 1,19 8/8 < 0,05 

mmol/l ± 0,16 ± 0,20     

Cholesterin gefüttert 48,4 28,0 10/6 < 0,05 

mg/dl ± 3,1 ± 5,5     

Lactat gefüttert 66,2 58,9 13/13 0,15 

mg/dl ± 4,1 ± 2,7     
Zur Bestimmung der metabolischen Parameter wurde Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Mäusen Blut aus der 

Schwanzvene entnommen. Aus dem Blutplasma wurden die Triglyceride (TG), die freien Fettsäuren 
(FA), Cholesterin und Lactat bestimmt. Die Messung der Blutglucosespiegel erfolgte aus Vollblut. Die 
Tabelle zeigt die Mittelwerte der Analysen beider Genotypen ± SEM, sowei zugehörige n-Zahlen und 
p-Werte. 
 

Die Analyse der freien Fettsäuren zeigte ebenfalls erniedrigte Konzentrationen im 

Plasma der Arfrp1vil-/--Tiere, wobei dies für ad libitum gefütterte Tiere gerade nicht 

signifikant war. Zudem war die Cholesterin-Konzentration im Plasma der Knockout-

Tiere signifikant erniedrigt. Lactat, das unter anaeroben Bedingungen im Muskel 

während der Glykolyse entsteht und in der Leber für die Gluconeogenese verwendet 
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werden kann, zeigte nur eine leichte und nicht signifikante Reduzierung in den 

Arfrp1vil-/--Mäusen. Die verminderten Werte von Glucose und Plasma-Lipiden der 

Knockout-Tiere bestätigten demnach die Vermutung einer chronischen 

Unterversorgung, die wahrscheinlich durch eine Malabsorption über das Darmepithel 

zustande kommt. 

 

3.3.5 Untersuchung der Absorption der Makronährstoffe 

Um die Hypothese zu prüfen, dass die Wachstumsretardierung der Arfrp1vil-/--Maus 

das Resultat einer Malabsorption ist, wurde die Aufnahme in bzw. der Transport von 

Makronährstoffen durch das Darmepithel untersucht. 

 

3.3.5.1 Erhöhte Sterblichkeitsrate der Arfrp1vil-/--Mäuse auf einer Kohlenhydrat-

freien Hochfettdiät 

Da anfänglich aufgrund der Ergebnisse von Claudia Zahn die Vermutung einer 

veränderten SGLT1-Stabilität oder -Prozessierung vorlag, wurde versucht, die 

Überlebensrate der Arfrp1vil-/--Tiere durch eine Kohlenhydrat-freie, fettreiche Diät 

(CFD) zu steigern. Konkret wurden Kontroll- und Knockout-Tiere für 30 Tage mit 

Haltungsdiät (Kalorienprozent: 58% Kohlenhydrate, 33% Protein, 9% Fett) oder einer 

Kohlenhydrat-freien Diät (Kalorienprozent: 28% Protein, 72% Fett) gefüttert und ihr 

Überleben dokumentiert. Wie in Abb. 3.12 ersichtlich, überlebten 92,6 % der Kontroll-

Tiere, wenn sie die Haltungsdiät (HD) erhielten (weiße Dreiecke in Abb. 3.12). Im 

Gegensatz dazu zeigten die Arfrp1vil-/--Tiere eine stark beeinträchtigte 

Überlebensrate von 47,1 % (schwarze Dreiecke in Abb. 3.12). Auf der Kohlenhydrat-

freien Hochfettdiät (CFD) überlebten 90,9% der Arfrp1flox/flox-Tiere die 30 Tage (weiße 

Quadrate in Abb. 3.12). Wurde den Knockout-Tieren die CFD angeboten (schwarze 

Dreiecke in Abb. 3.12), war ihre Sterblichkeitsrate entgegen den Erwartungen 

deutlich erhöht; nur 14,3% überlebten die 30-tägige Intervention ohne Kohlenhydrate. 

Mit diesem Versuchsansatz konnte demnach die Hypothese einer veränderten 

Kohlenhydratabsorption der Arfrp1vil-/--Tiere nicht bestätigt werden. 
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Abbildung 3.12: Überlebenskurve von Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Mäusen auf Haltungsdiät 

bzw. Kohlenhydrat-freier Hochfett-Diät 
Dargestellt ist das prozentuelle Überleben von Kontroll-Tieren (weiß) und Knockout-Tieren (schwarz) 
auf Haltungsdiät (HD, Dreiecke) bzw. Kohlenhydrat-freier Hochfettdiät (CFD, Quadrate), während der 
ersten 30 Lebenstage. n = 81/51 für HD und 44/21 für CFD. 
 
Die Tatsache, dass die CFD die Sterblichkeit der Knockout-Tiere sogar steigerte, 

könnte auf ihren erhöhten Fettanteil zurückzuführen und damit ein erster Hinweise 

auf eine beeinträchtigte Fettabsorption sein. 

 

3.3.5.2 Die Aufnahme von Glucose über das Darmepithel ist durch die 

Abwesenheit von ARFRP1 nicht beeinträchtigt 

Die Aufnahme von Glucose durch das Darmephitel erfolgt im wesentlichen mittels 

zweier Glucosetransporter, dem aktiven Glucosetransporter SGLT1 an der apikalen 

Membran der Epithelzelle, der Glucose zusammen mit Natriumionen aktiv aus dem 

Darmlumen in die Zelle tranportiert, und dem passiven Glucosetransporter GLUT2, 

der basolateral für den Transport aus der Epithelzelle verantwortlich ist. Die 

Expression dieser Glucosetransporter im Jejunum wurde mittels Westernblot-Analyse 

und qRT-PCR untersucht. Wie Abb. 3.13A zeigt, konnten im Westernblot keine 

veränderten Signalstärken für SGLT1 oder GLUT2 nachgewiesen werden.  

Die Ergebnisse der qRT-PCR-Analyse (Abb. 3.13B) ergab ebenfalls keine 

signifikanten Expressionsunterschiede der mRNA von Slc5a1 (SGLT1) oder Slc2a2 

(GLUT2); darüber hinaus war die Expression von Slc2a5 (GLUT5), der den 

Fructosetransport in die Darmepithelzelle katalysiert, ebenfalls unverändert. 
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Abbildung 3.13: Die Proteinexpression und Transkriptmenge von Glucosetransportern im Darm 
wird durch die Deletion von Arfrp1 nicht beeinflusst 
(A) Gesamtmembranpellets des Jejunums vier Wochen alter Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Tiere wurden 

mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, auf Nitrozellulose-Membran transferiert und diese mit einem 
anti-SGLT1- bzw. anti-GLUT2-Antikörper inkubiert. Als Ladekontrolle wurde zusätzlich GAPDH 
nachgewiesen. (B) Die mRNA-Spiegel von Arfrp1, Slc5a1 (SGLT1), Slc2a2 (GLUT2) und Slc2a5 
(GLUT5) im Jejunum von Kontroll- und Knockout-Tieren wurden mittels qRT-PCR bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von 7 Arfrp1

flox/flox- und 9 Arfrp1
vil-/--Tieren. p<0,01**. 

 
Da unsere Arbeitsgruppe bereits gezeigt hatte, dass das Fehlen von Arfrp1 Einfluss 

auf die Lokalisation von Proteinen (E-Cadherin, ARL1) nimmt, wurde auch die 

subzelluläre Verteilung der Glucosetransporter genauer betrachtet. Hierzu wurden 

immunhistochemische Färbungen von GLUT2 und SGLT1 des Jejunums von vier 

Wochen alten Knockout- und Kontrolltieren durchgeführt. Die Färbungen von SGLT1 

wurden hierbei freundlicherweise in der Arbeitgruppe von Herrn Prof. Koepsell 

(Institut für Anatomie und Zellbiologie der Universität Würzburg) durchgeführt. 

Sowohl die Verteilung von GLUT2 als auch von SGLT1 in Zellen der Arfrp1vil-/--Mäuse 

war nicht verändert. GLUT2 lag sowohl in Zellen der Kontrolltiere als auch in Zellen 

der Knockout-Tiere an der basolateralen Membran, wohingegen SGLT1 in beiden 

Gruppen exklusiv an der apikalen Membran detektiert wurde (Abb. 3.14). 
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Abbildung 3.14: Deletion von Arfrp1 im Darm hatte keinen Einfluss auf die Verteilung von 
SGLT1 und GLUT2 in Enterozyten 
Jejunum-Schnitte vier Wochen alter Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Tiere wurden immunhistochemisch mit 

spezifischen Antikörpern gegen GLUT2 und SGLT1 gefärbt. Die Auswertung der Färbung erfolgte am 
konfokalen Fluoreszenzmikroskop. Weiße Pfeile weisen auf GLUT2 an der lateralen Membran (linke 
Spalte) bzw. SGLT1 an der apikalen Membran (rechte Spalte) hin. 
 
Somit war sowohl die Expression als auch die Lokalisierung der Glucosetransporter 

im Darm nicht durch die Deletion von Arfrp1 beeinflusst. Um sicherzustellen, dass 

der Mangel an ARFRP1 neben der Expression und Lokalisierung auch die 

Funktionalität der Glucosetransporter nicht beeinflusst, wurde ein oraler Glucose-

Toleranztest durchgeführt, der zeigen sollte, ob oral applizierte Glucose schließlich 

im Blut der Tiere erscheint. Der orale Glucose-Toleranztest (Abb. 3.15) zeigte, dass 

die Glucosekonzentration im Blut beider Gruppen zunächst über einen Zeitraum von 

10 bis 30 Minuten anstieg und schließlich abfiel, wobei sich beide Gruppen im 

Verlauf der Blutglucose-Konzentration nicht unterschieden. Weiterhin wies auch die 

Fläche unter Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC, area under the curve) keine 

Unterschiede in der Aufnahme von Glucose zwischen Arfrp1flox/flox- und Arfrp1vil-/--

Mäusen auf. 
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Abbildung 3.15: Untersuchung der Glucose-Absorption der Arfrp1

vil-/--Maus mit Hilfe eines 
oralen Glucose-Toleranztests 
Dargestellt ist der Verlauf der Blutglucose-Konzentration von über Nacht gefasteten Arfrp1

flox/flox- und 
Arfrp1

vil-/--Mäusen nach oraler Applikation von 2 mg Glucose / g Körpergewicht und die errechnete 
Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte ± SEM von je 
sechs Tieren pro Genotyp. 
 
Dieser Befund machte deutlich, dass die Absorption von Glucose in die Epithelzelle, 

sowie der Transport durch die Zelle ins Blut in Arfrp1vil-/--Tieren im Vergleich zu den 

Kontrolltieren nicht verändert war und somit nicht zum Phänotyp der 

Wachstumsretardierung beitragen konnte. 

 

3.3.5.3 Keine Veränderung der freien Aminosäuren im Plasma der Arfrp1vil-/--

Tiere 

Um zu untersuchen, ob in Arfrp1vil-/--Mäusen die Aufnahme spezifischer Aminosäuren 

gestört ist, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Petzke (Abteilung Analytik, DIfE) mittels 

HPLC ein Profil der freien Aminosäuren im Plasma von gefütterten Kontroll- und 

Knockout-Mäusen erstellt. Wie in Abb. 3.16 dargestellt, ergab das Aminosäureprofil 

keine Reduzierung spezifischer Aminosäuren im Plasma der Arfrp1vil-/--Tiere, 

vielmehr konnte gezeigt werden, dass die Konzentration einiger Aminosäuren leicht 

erhöht war. Dies könnte auf einen vermehrten Proteinabbau schließen lassen. 

Allerdings war für die erhöhten Aminosäuren kein Muster zu erkennen, so waren 

sowohl essentielle als auch nicht essentielle, sowie ketogene als auch glucogene 

Aminosäuren erhöht. Ebenfalls erhöht waren die beiden nicht-proteinogenen 

Aminosäuren Ornithin und Citrullin, die beide Bestandteil der Harnstoff-Zyklus sind.  
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Abbildung 3.16: Quantifizierung freier Aminosäuren im Plasma von Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--

Tieren 
Die freien Aminosäuren im Plasma wurde präzipitiert, mittels Ionenaustausch-Chromatographie 
getrennt und nach Durchfluss per Ninhydrin-Nachweis detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
SEM von 8 Tieren pro Genotyp. p<0,05*, p=0,055§. 
 
Insgesamt lassen die in Abb. 3.16 gezeigten Befunde den Schluss zu, dass das 

Fehlen von ARFRP1 im Darm nicht zur reduzierten Aufnahme einzelner 

Aminosäuren führt und somit auf diesem Wege auch nicht zur 

Wachstumsretardierung der Arfrp1vil-/--Mäuse beitragen kann. 

 

3.3.5.4 Deletion von Arfrp1 führt zu einer beeinträchtigten Aufnahme von 

Lipiden durch das Darmepithel 

Zur Untersuchung der Absorption von Nahrungslipiden wurde ein oraler Fett-

Toleranztest durchgeführt. Betrachtet man die Plasmakonzentration der Triglyceride 

nach oraler Applikation von Olivenöl, wurde in Kontrolltieren ein Anstieg der 

Triglyceride nach zwei Stunden beobachtet, der nach vier Stunden wieder ungefähr 

den Basalwert erreichte. Im Gegensatz dazu wiesen die Arfrp1vil-/--Mäuse keinen 

Anstieg der Triglyceridkonzentration über den gesamten Beobachtungszeitraum auf 

(siehe Abb. 3.17).  
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Abbildung 3.17: Untersuchung der Plasma-Triglyceridkonzentration der Arfrp1

flox/flox- und 
Arfrp1

vil-/--Mäuse im oralen Fett-Toleranztest 
Dargestellt ist der Verlauf der Plasma-Triglyceridkonzentration von über Nacht gefasteten Kontroll- 
und Knockout-Tieren nach oraler Applikation von 10 µl Olivenöl pro Gramm Körpergewicht. Punkte 
zeigen den Mittelwert ± SEM. n = 8 pro Genotyp, p<0,05 *. 
 
Demnach erreichten oral zugeführte Lipide das Plasma der Tiere nicht, so dass von 

einer beeinträchtigten Lipidaufnahme in die Epithelzelle oder von einem gestörten 

Transport durch die Epithelzelle in die Lymphe ausgegangen werden kann. 

 

3.3.5.5 Stark reduzierte Akkumulation von Triglyceriden in Arfrp1vil-/--Tieren 

nach Injektion von Tyloxapol 

Verminderte Triglycerid-Konzentrationen in einem oralen Fett-Toleranztest können 

prinzipiell (1) durch eine verminderte Fettsäureaufnahme in den Organismus oder (2) 

durch eine beschleunigte Aufnahme von Fettsäuren in die Leber und das Fettgewebe 

bedingt sein. Nach Aufnahme der Fettsäuren im Darmepithel werden diese zu 

Triglyceriden aufgebaut und in Chylomikronen verpackt, die über die Lymphe 

schließlich ins Blut gelangen. Nach lipolytischer Spaltung (vermittelt durch die 

Lipoproteinlipase, LPL) der Chylomikronen werden schließlich die Fettsäuren von der 

Leber, dem Fettgewebe und gegebenenfalls auch von anderen Zellen 

aufgenommen. 
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Abbildung 3.18: Verlauf der Triglyceridkonzentration im Plasma von Kontroll- und Knockout-
Tieren nach Ölbolus und Tyloxapolinjektion 
Kontroll- und Knockout-Tiere im Alter von vier bis fünf Wochen bekamen nach einer fünf-stündigen 
Fastenperiode einen Ölbolus (Zeitpunkt = 0 Minuten) und 20 Minuten später eine intravenöse Injektion 
einer Tyloxapollösung. Der Verlauf der Triglyceridkonzentration im Plasma wurden durch 
Blutentnahmen 30, 60, 90 und 100 Minuten nach Tyloxapolinjektion untersucht. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SEM von je 9 Tieren pro Genotyp.  
 
Tyloxapol (Triton WR-1339) ist ein nichtionisches Polymer, das nach intravenöser 

Applikation den  lipolytischen Abbau von Triglyceriden blockiert, so dass die Spaltung 

der Chylomikronen und die Aufnahme von freien Fettsäuren ins Gewebe inhibiert 

wird. Somit kommt es bei ungestörter Lipidaufnahme über den Darm nach 

Tyloxapolbehandlung zu einer kontinuierlichen Zunahme der Triglycerid-

Konzentration. Arfrp1flox/flox- und Arfrp1vil-/--Tiere wurde 20 Minuten nach einem 

Ölbolus intravenös Tyloxapol injiziert und die anschließenden 

Triglyceridkonzentrationen verfolgt. Die Kontolltiere zeigten wie erwartet einen 

starken Anstieg der Triglyceridwerte im Plasma ab 30 Minuten nach 

Tyloxapolinjektion, der über den gesamten Beobachtungszeitraum weiter anstieg 

(Abb. 3.18). Die Knockout-Tiere zeigten hingegen lediglich einen leichten Anstieg der 

Triglyceridkonzentration im Plasma über den gesamten Beocbachtungszeitraum. 

Dies zeigte, dass die Produktion oder die Abgabe von Chylomikronen ins Blut in den 

Arfrp1vil-/--Tieren signifikant erniedrigt war. 
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3.3.5.6 Arfrp1vil-/--Tiere weisen nach Fasten reduzierte Konzentrationen von 

Ketonkörpern im Plasma auf 

Um den Organismus auch in katabolen Stoffwechselsituationen ausreichend mit 

Energie zu versorgen, produziert er Ketonkörper. Die wichtigsten Vertreter sind 

hierbei β-Hydroxybutyrat und Acetoacetat. Die Generierung der Ketonkörper erfolgt 

entweder aus Aminosäuren, wie etwa Leucin, Phenylalanin oder Tyrosin, oder aus 

Acetyl-CoA der β-Oxidation, also aus dem Abbau von Fettsäuren. 

 

0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

Arfrp1flox/flox Arfrp1vil-/-

gefüttert gefastet
ü/n 12h

β
-H

yd
ro

x
yb

u
ty

ra
t

[m
m

o
l/l

]

Arfrp1flox/flox Arfrp1vil-/-

**

 
Abbildung 3.19: Bestimmung der β-Hydroxybutyrat-Konzentrationen im Plasma von 
Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Mäusen 

Dargestellt sind die Werte der Analyse der β-Hydroxybutyrat-Konzentrationen von Kontroll- und 
Knockout-Tieren im Alter von vier bis fünf Wochen im gefütterten und nüchternen Zustand. Mittelwert 
± SEM von je 11 (gefüttert) bzw. 5 (gefastet) Tieren pro Genotyp.  p<0,01**. 
 
Da die Knockout-Tiere reduzierte Blutglucose-Konzentrationen und zudem 

offensichtlich eine gestörte Lipidaufnahme aufwiesen, wurde die 

Ketonkörperproduktion der Tiere genauer untersucht.Hierbei war von Interesse, 

inwieweit die Ketonkörperproduktion der Knockout-Tiere durch die Unterversorgung 

auch im gefütterten Zustand aktiv ist, und ob aufgrund der Lipidabsorptionsstörung in 

Arfrp1vil-/--Tieren eine adäquate Ketonkörperproduktion als Antwort auf eine 

Fastenperiode erfolgt. Wie in Abb. 3.19 zu sehen, wiesen die Arfrp1vil-/--Tiere im 

gefütterten Zustand keine signifikant veränderten β-Hydroxybutyrat-Konzentrationen 

auf. Im nüchternen Zustand, d.h. bei über Nacht gefasteten Tieren, konnte jedoch 
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eine signifikante Reduktion, bzw. ein verminderter Anstieg der Ketonkörper in den 

Knockout-Tieren nachgewiesen werden. Dies zeigte, dass die Arfrp1vil-/--Tiere 

aufgrund ihrer Fettmalabsorption und ihrer geringen Fett- und fettfreien Masse nicht 

in der Lage sind, in adäquater Weise auf eine katabole Stoffwechselsituation zu 

reagieren. 

 

3.3.5.7 Keine Veränderung der Expression oder Lokalisierung der an der 

Lipidabsorption im Darm beteiligten Proteine 

Im Folgenden galt zu klären, an welcher Stelle die Lipidabsorption im Darm der 

Arfrp1vil-/--Tiere gestört ist.  
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Abbildung 3.20: mRNA-Spiegel verschiedener, für die Lipid-Absorption wichtiger Gene im 
Jejunum von Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Mäusen 

Dargestellt ist die Analyse der Transkripte von Arfrp1 und verschiedener für die Lipidabsorption der 
Enterozyten relevanter Gene. Die quantitative Ermittlung erfolgte mittels qRT-PCR aus Jejunum von 
Kontroll- und Knockout-Tieren. n = 7-9 pro Genotyp, p<0,01**. 
 
Zunächst wurden Transkripte der an der Lipidaufnahme des Darms beteiligten 

Proteine, wie CD36 (fatty acid translocase) oder FATP4 (Genname Slc27a4; fatty 

acid transport protein) die an der Aufnahme von Fettsäuren in die Zelle beteiligt sind, 

FABP1 und 2 (fatty acid binding protein) die den intrazellulären Transport von 

Fettsäuren vermitteln, die Diacyl-Glycerol-Transferasen DGAT1 und 2 (Diacylglycerol 

O-acyltransferase-1 und 2), die die Resynthese von Triglyceriden aus 

aufgenommenen Fettsäuren und Monoacylglyceriden katalysieren und ApoB48 

(Apolipoprotein B) als Hauptbestandteil von Chylomikronen per qRT-PCR analysiert. 
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Die Expression der mRNA von FATP4, FABP1 und 2, DGAT1 und 2, CD36 und 

ApoB48 war zwischen Arfrp1vil-/-- und Arfrp1flox/flox-Tieren nicht verändert (Abb. 3.20). 

Im nächsten Schritt wurde die subzelluläre Verteilung dieser Proteine untersucht, 

wobei leider nicht für alle Proteine funktionstüchtige Antikörper zur Verfügung 

standen.  
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Abbildung 3.21: Immunhistochemische Analyse von FATP1, FABP1 und DGAT2 im Jejunum 
von Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Tieren 

Jejunum-Schnitte vier Wochen alter Arfrp1
flox/flox- und Arfrp1

vil-/--Tiere wurden immunhistochemisch mit 
spezifischen Antikörpern gegen FATP1, FABP1 und DGAT2 gefärbt. Die Auswertung der Färbung 
erfolgte am konfokalen Fluoreszenzmikroskop. Weiße Pfeile weisen auf FATP1 an der apikalen 
Membran (linke Spalte) bzw. auf DGAT2-Färbung basal der Kerne (rechte Spalte) hin. 
 
Die erfolgreich durchgeführten immunhistologischen Färbungen zeigten jedoch keine 

Veränderungen bezüglich der Lokalisation von FATP1, FABP1 und DGAT2 zwischen 

Arfrp1flox/flox- und Arfrp1vil-/--Tieren (Abb. 3.21). FATP1 lag sowohl im Darmepithel von 
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Kontroll- als auch von Knockout-Tieren an der apikalen Membran der Enterozyten 

vor (weiße Pfeile in Abb. 3.21, linke Spalte), FABP1 war in Zellen beider Genotypen 

intrazellulär über die gesamte Zelle verteilt (Abb. 3.21, mittlere Spalte) und DGAT2 

im Epithel beider Genotypen vor allem im Bereich des Golgi-Apparates 

nachzuweisen (weiße Pfeile in Abb. 3.21, rechte Spalte). 

3.3.6 ARFRP1 spielt für die Aufnahme von Nahrungslipiden in die 

Darmepithelzelle keine Rolle 

Es stellte sich nun die Frage, inwieweit in den Arfrp1vil-/--Mäusen die Aufnahme der 

Nahrungslipide in die epitheliale Zelle oder der Transport von Lipiden aus der Zelle 

gestört ist. Um zunächst zu prüfen, ob Lipide aus der Nahrung prinzipiell vom 

Arfrp1vil-/--Epithel aufgenommen werden, wurde der Darm der Tiere nach oraler 

Applikation mit Olivenöl genauer untersucht. Durch eine Oil-Red-O-Färbung von 

Kryoschnitten des Jejunums von Tieren drei Stunden nach Ölapplikation wurde 

deutlich, dass sowohl in Darmzellen der Kontroll- als auch der Knockout-Tiere eine 

Akkummulation von Lipiden stattfand (Abb. 3.22A). In Enterozyten bilden sich, 

ähnlich wie in Fettzellen, bei nahrungsbedingter Fettsäureaufnahme zytosolische 

Lipidtropfen (Lee et al., 2009). Die Lipidtropfen sind von Proteinen der PAT-Familie 

(Perilipin, ADRP und TIP47) umhüllt. Färbte man zum Beispiel TIP47, welches neben 

ADRP an zytosolische Lipidtropfen der Enterozyten bindet, mit Hilfe eines 

spezifischen Antikörpers, zeigte sich, dass es sowohl in Enterozyten der Arfrp1flox/flox-

Tiere, als auch in denen der Arfrp1vil-/--Tiere zur Bildung zytosolischer, TIP47-

ummantelter Lipidtropfen kommt (Abb. 3.22B). Eine Bestimmung der Triglyceride im 

Darmgewebe nach Ölapplikation zeigte zudem, dass die aufgenommene Menge an 

Triglyceriden nicht signifikant verändert war (0,721 ± 0,074 µg TG / µg Protein in 

Arfrp1flox/flox- zu 0,646 ± 0,044 µg TG / µg Protein in Arfrp1vil-/--Tieren). Die Aufnahme 

von Triglyceriden in die Epithelzelle des Darms scheint durch das Ausschalten von 

Arfrp1 nicht beeinflusst. 
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Abbildung 3.22: Nachweis zytosolischer Lipidtropfen in Enterozyten von Arfrp1

flox/flox- und 
Arfrp1

vil-/--Tieren 
(A) Von Jejunum der Kontroll- und Knockout-Tiere, die drei Stunden nach einem Ölbolus getötet 
wurden, wurden Kryoschnitte hergestellt, die mit Oil-Red-O gefärbt wurden. (B) Jejunum-Schnitte vier 
Wochen alter Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Tieren (drei Stunden nach Ölbolus) wurden 

immunhistochemisch mit einem spezifischen Antikörper gegen TIP47 gefärbt. Die Auswertung der 
Färbung erfolgte am Lichtmikroskop (A) bzw. am  konfokalen Fluoreszenzmikroskop (B).  
 
 

3.4 Deletion von Arfrp1 im Darm führt zu einer veränderten 

Expression von Rab-GTPasen 

ARFRP1 reguliert über ARL1 die Rekrutierung von GRIP-Domäne-Proteinen (Zahn 

et al., 2006), welche zusätzlich zur Interaktion mit ARL1 auch Bindungen mit diversen 

Rab-Proteinen eingehen können (Sinka et al., 2008). Für die GRIP-Proteine Golgin-

97, Golgin-245, GCC88 und GCC185 wurde eine Bindung von Rab2, 6, 19 und 30 

nachgewiesen. 

Um zu überprüfen, ob es in Abwesenheit von ARFRP1 im Darmepithel zu einer 

Beeinträchtigung von Rab-Proteinen kommt, die an GRIP-Proteine binden, wurde 
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zunächst die Expression mehrerer Rab-Proteine genauer untersucht. Mittels qRT-

PCR wurden die Transkripte von Rab2, 6, 19 und 30, sowie von Rab8 und Rab18, für 

die keine Interaktion mit GRIP-Proteinen nachgewiesen wurde, untersucht. Sowohl 

die mRNA-Spiegel von Rab2 als auch von Rab6 waren im Jejunum der Arfrp1vil-/--

Tiere signifikant erhöht. Die Expressionen von Rab19 bzw. Rab30, sowie von Rab8 

und Rab18 waren hingegen unverändert. Rab8 wurde untersucht, da bekannt ist, 

dass es im Darm essentiell für den Transport von Proteinen an die apikale Membran 

von Enterozyten ist (Sato 2007), deren Fehlverteilung zu einer Absorptionsstörung 

führt. Für Rab18 ist bekannt, dass es mit Lipidtropfen assoziiert (Murphy et al., 2001; 

Olofsson et al., 2008b) und wurde aufgrund der Lipid-Aufnahmestörung der Arfrp1vil-/-

-Tiere mitgeführt. 
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Abbildung 3.23: mRNA-Expression verschiedener Rab-Proteine im Jejunum von Arfrp1

flox/flox- 
und Arfrp1

vil-/--Mäusen 
Dargestellt ist die Analyse der Transkripte von Arfrp1 und angegebener Rab-Proteine. Die quantitative 
Ermittlung erfolgte mittels qRT-PCR aus Jejunum von sieben Kontroll- und neun Knockout-Tieren. 
Mittelwert ± SEM; p<0,05*, p<0,01**. 
 

Da sich für die beiden GTPasen Rab2 und Rab6 eine veränderte Expression in der 

qRT-PCR gezeigt hatte, wurden diese Proteine immunhistochemisch genauer 

analysiert. Beide Proteine, Rab2 und Rab6 wiesen eine veränderte Lokalisation in 

der Darmepithelzelle der Arfrp1vil-/--Tiere auf. Während Rab2 in Kontrolltieren kaum 

nachweisbar war, zeigte sich in Zellen der Knockout-Tiere eine starke Färbung im 
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gesamten Bereich zwischen Kern und apikaler Membran, wo Rab2 an vesikulären 

Strukturen verteilt vorlag (siehe weiße Pfeile in Abb. 3.24 oben). Rab6 zeigte in 

Zellen beider Genotypen eine primär zytosolische Verteilung, wobei es in Zellen der 

Arfrp1vil-/--Tiere zusätzlich apikal der Kerne, also im Bereich des Golgi-Apparates 

nachgewiesen wurde (siehe weiße Pfeile in Abb. 3.24 unten). Für Rab8 und Rab18 

wurden in der immunhistochemischen Analyse keine Veränderungen beobachtet 

(Abb. 3.25).  
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Abbildung 3.24: Immunhistochemischer Nachweis von Rab2 und Rab6 im Jejunum von 
Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Mäusen 

Jejunum-Schnitte vier Wochen alter Arfrp1
flox/flox- und Arfrp1

vil-/--Tiere wurden immunhistochemisch mit 
spezifischen Antikörpern gegen Rab2 oder Rab6 gefärbt. Die Auswertung der Färbung erfolgte am 
konfokalen Fluoreszenzmikroskop. Weiße Pfeile weisen auf Rab2 an vesikulären Strukturen (obere 
Reihe) bzw. auf Rab6 im Bereich des Golgi-Apparates (untere Reihe) hin. 
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Rab8 liegt in den Darmzellen beider Tiergruppen zytosolisch vor, Rab18 wies 

zusätzlich zur zytosolischen Lokalisation eine leichte perinukleäre Färbung auf, die 

aber sowohl in Kontroll- als auch in Knockout-Tieren zu erkennen war. 
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Abbildung 3.25: Immunhistochemischer Nachweis von Rab8 bzw. Rab18 im Jejunum von 
Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Mäusen 

Jejunum-Schnitte vier Wochen alter Arfrp1
flox/flox- und Arfrp1

vil-/--Tieren wurden immunhistochemisch 
mit spezifischen Antikörpern gegen Rab8 oder Rab18 gefärbt. Die Auswertung der Färbung erfolgte 
am konfokalen Fluoreszenzmikroskop. 
 
In Westernblot-Analysen (Abb. 3.26) wurde für Rab2 zudem ein verändertes 

Laufverhalten nach gelelektrophoretischer Trennung beobachtet, was auf eine 

modifizierte Prozessierung dieses Proteins hindeuten könnte. Die Menge an Rab8 

und Rab18 in Lysaten der Arfrp1vil-/--Tiere war jedoch vermindert. 

Bisherige Ergebnisse (qRT-PCR, Immunhistologie und Westernblot-Analyse) hatten 

jeweils deutliche Unterschiede in Expression und subzellulärer Lokalisation von Rab2 

gezeigt, so dass im Folgenden die genaue subzelluläre Verteilung von Rab2 mittels 

Ko-Färbungen mit Markern mehrerer zellulärer Kompartimente untersucht wurde. Die 

Ko-Färbung von Rab2 und TGN38 (Abb. 3.27) zeigte im Darmepithel von 

Kontrollmäusen, dass Rab2 nicht mit TGN38 ko-lokalisiert ist, also sich nicht im 

trans-Golgi befand. Die Färbung der Arfrp1vil-/--Schnitte bestätigte, dass in 

Abwesenheit von ARFRP1, TGN38 kaum nachweisbar war. Allerdings war in einigen 

Zellen der Arfrp1vil-/--Tiere eine TGN38-Färbung ähnlich der Kontrolltiere zu 

erkennen, was vermuten lässt, dass in diesen Zellen Arfrp1 nicht effizient 

ausgeschaltet wurde. 
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Abbildung 3.26: Nachweis der Proteinmengen von ARFRP1, sowie Rab2, 8 und 18 im Jejunum 
von Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Mäusen 

Lysate des Jejunums vier Wochen alter Arfrp1
flox/flox- und Arfrp1

vil-/--Tiere wurden mittels 
Gelelektrophorese aufgetrennt, auf Nitrozellulose-Membran transferiert und mit spezifischen 
Antikörpern gegen Rab2, 8 und 18 inkubiert. Als Ladekontrolle wurde jeweils zusätzlich GAPDH 
nachgewiesen.  
 

Interessanterweise wurde eine veränderte subzelluläre Verteilung von Rab2 in den 

Knockout-Tieren nur in Zellen nachgewiesen, in denen TGN38 nicht angefärbt 

wurde. Dies bedeutet, dass Rab2 tatsächlich nur in Zellen ohne ARFRP1 eine 

veränderte Verteilung aufwies. 
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Abbildung 3.27: Immunhistochemischer Nachweis von Rab2 und TGN38 im Jejunum von 
Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Mäusen 

Jejunum-Schnitte vier Wochen alter Arfrp1
flox/flox- und Arfrp1

vil-/--Tiere wurden immunhistochemisch mit 
spezifischen Antikörpern gegen Rab2 (grün) und TGN38 (rot) gefärbt. Die Auswertung der Färbung 
erfolgte am konfokalen Fluoreszenzmikroskop. 
 
Mit Hilfe einer Ko-Färbung von Rab2 mit Lamp1, einem lysosomalen Protein, sollte 

gezeigt werden, ob in Arfrp1vil-/--Tieren Rab2 lysosomal abgebaut wurde. Wie in Abb. 

3.28A ersichtlich, zeigte sich in Arfrp1vil-/--Zellen keine Ko-Färbung von Rab2 und 

Lamp1, so dass geschlossen werden kann, dass das akkumulierte Rab2 nicht dem 

lysosomalen Abbau zugeführt wird. Der Vergleich zwischen Kontroll- und Knockout-

Tieren zeigt außerdem, dass die Färbung von Lamp1 in Arfrp1vil-/--Tieren schwächer 

und wesentlich ungeordneter war als in den Arfrp1flox/flox-Tieren. Da Rab2 unter 

anderem als Bindungspartner von p115 identifiziert werden konnte (Short et al., 

2001a) und wir für E-Cadherin gezeigt hatten, dass es im Arfrp1vil-/--Epithel zum Teil 

im cis-Golgi verbleibt, wurde eine Ko-Färbung von Rab2 mit p115, einem cis-Golgi-

Marker, durchgeführt. 
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Abbildung 3.28: Immunhistochemischer Nachweis von Rab2 und Lamp1 bzw. Rab2 und p115 
im Jejunum von Arfrp1

flox/flox- und Arfrp1
vil-/--Mäusen 

Jejunum-Schnitte vier Wochen alter Arfrp1
flox/flox- und Arfrp1

vil-/--Tieren wurden immunhistochemisch 
mit spezifischen Antikörpern gegen Rab2 (grün) und TGN38 (rot) (A) oder Rab2 (grün) und p115 (rot) 
(B) gefärbt. Die Auswertung der Färbung erfolgte am konfokalen Fluoreszenzmikroskop. 
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Diese zeigte in Enterozyten der Kontrolltiere eine schwache Ko-Lokalisation von 

p115 und Rab2. Rab2 zeigte in Knockout-Zellen keine Ko-Lokalisation mit p115 und 

lag somit nicht am cis-Golgi vor (Abb. 3.28B). Zudem zeigte auch p115 ähnlich wie 

GM130 ein leicht verändertes Muster. Trotz verschiedener Ko-Färbungen wurde das 

Kompartiment, in dem sich Rab2 in Epithelzellen der Arfrp1vil-/--Mäusen befindet, 

nicht identifiziert. 
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4 Diskussion 

4.1 Absorption von Makronährstoffen durch das Darmepithel der 

Arfrp1vil-/--Mäuse 

ARFRP1 ist eine monomere GTPase, die die Rekrutierung einiger Proteine an den 

trans-Golgi reguliert und somit an vesikulären Transportprozessen beteiligt zu sein 

scheint. Die Darm-spezifische Arfrp1-Nullmutante, die im Rahmen dieser Arbeit 

untersucht wurde, zeigte eine frühe postnatale Wachstumsretardierung. Arfrp1vil-/--

Mäuse waren lebensfähig und bei der Geburt nicht von ihren Wurfgeschwistern zu 

unterscheiden, zeigten jedoch bereits am Tag drei ein signifikant reduziertes 

Körpergewicht (3.3.1, Abb 3.9). Ziel war es, die zugrunde liegenden Ursachen dieser 

Wachstumsretardierung aufzuklären. Während der Glucosetransport und die 

Aufnahme von Peptiden und Aminosäuren in Arfrp1vil-/--Tieren nicht beeinträchtigt 

waren, zeigten sie eine Fettmalabsorption, die für die Wachstumsretardierung der 

Tiere verantwortlich gemacht werden konnte. Die Deletion von Arfrp1 im Darmepithel 

der Maus führte aufgrund veränderter Sortierung von Rab-GTPasen zu einer 

veränderten Organisation des Golgi-Apparates, was offensichtlich den Vesikel-

transport beeinträchtigte und vermutlich die Chylomikronenbildung oder den 

Austransport von Chylomikronen aus dem Darmepithel behinderte. 

 

4.1.1 Uneingeschränkte Aufnahme von Glucose durch das Darmepithel der 

Arfrp1vil-/--Maus 

Verminderte Konzentrationen von Blutglucose, sowie Triglyceriden und freien 

Fettsäuren im Plasma  der Arfrp1vil-/--Tiere (3.3.4, Tab. 1) legten die Vermutung einer 

Malabsorption nahe. Aufrund dieser Tatsache wurde der Transport von 

Makronährstoffen näher untersucht. Der Transport von Monosacchariden durch die 

Enterozyten des Darms wird hauptsächlich durch die Glucosetransporter SGLT1 und 

GLUT2 realisiert, wobei der aktive Natrium-abhängige Glucosetransporter SGLT1 die 

Glucoseaufnahme aus dem Darmlumen katalysiert (Wright et al., 2007). Da SGLT1 

neben Glucose auch Galaktose in die Zelle transportiert, führt eine eingeschränkte 

Funktionalität von SGLT1, zum Beispiel durch Mutationen im SLC5A1-Gen, zu einer 

Glucose-Galaktose-Malabsorption und nahrungsbedingten Diarrhöe (Wright et al., 

2002). Ebenso zeigte sich nach Deletion von Slc5a1 in der Maus eine stark 



DISKUSSION 

74 

verminderte Glucoseabsorption, so dass diese Mäuse nur auf einer Kohlenhydrat-

freien Diät überlebten (Prof. Koepsell, persönliche Kommunikation). Der Export der 

Monosaccharide aus der Epithelzelle ins Blut erfolgt über den passiven 

Glucosetransporter GLUT2 (Cheeseman, 1993). Diese Funktion scheint jedoch von 

anderen Glucosetransportern wie GLUT5 oder GLUT1 übernommen werden zu 

können, da die Slc2a2 (GLUT2)-Nullmutante keine Einschränkungen der 

Glucoseabsorption des Darms zeigt (Guillam et al., 1997). Ebenso führten 

Mutationen im humanen SLC2A2-Gen nicht zu einer Absorptionsstörung, sondern 

zum seltenen Fanconi-Bickel-Syndrom, das mit einer Glykogen-Speicherstörung der 

Leber einhergeht (Leturque et al., 2009; Santer et al., 1997). 

Die Arfrp1vil-/--Tiere zeigten keine Unterschiede in der Protein- oder mRNA-

Expression der Glucosetransporter SGLT1 und GLUT2 (3.3.5.2, Abb. 3.13). Auch 

immunhistochemische Untersuchungen hatten keine Veränderung der Lokalisierung 

von SGLT1 und GLUT2 im Darm der Knockout-Tiere ausgemacht (3.3.5.2, Abb. 

3.14). Demnach scheint ARFRP1 nicht wie beim Adhäsionsprotein E-Cadherin 

(Zahn et al., 2008) für das Targeting von Glucosetransportern im Darm benötigt zu 

werden. Da schließlich orale Glucose-Toleranztests eine unveränderte Aufnahme 

von Glucose ins Blut der Tiere zeigten (3.3.5.2, Abb.3.15), konnte ein Defekt der 

Glucoseaufnahme in die Enterozyten sowie des Weitertransports von Glucose ins 

Blut ausgeschlossen und belegt werden, dass die Wachstumsretardierung der 

Arfrp1vil-/--Tiere nicht durch eine Beeinträchtigung der Kohlenhydrat-Absorption 

zustande kommt. 

 

4.1.2 Normale Absorption von Peptiden und Aminosäuren durch das 

Darmepithel der Arfrp1vil-/--Tiere 

Die Resorption von Proteinen erfolgt nach Verdau zu Aminosäuren und kleineren 

Peptiden über Aminosäuretransporter (z.B. Slc1a1, Slc3a1, Slc6a19, Slc36a1 oder 

Slc38a1) oder Peptidtransporter (PepT1). Nach vollständiger Hydrolyse der Peptide 

gelangen freie Aminosäuren ins Blut (Adibi et al., 1967), wobei die eingeschränkte 

Funktionalität der Transporter hier zu veränderten Aminosäure-Konzentrationen führt. 

So zeigen sich zum Beispiel bei der Hartnup-Krankheit aufgrund von Mutationen des 

SLC6A19-Gens reduzierte Konzentrationen von Tryptophan im Blut (Jonas & Butler, 

1989; Scriver et al., 1987). 
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Die Bestimmung der freien Aminosäuren im Plasma von Kontroll- und Knockout-

Tieren zeigte jedoch keine Reduktion einzelner Aminosäuren in den Arfrp1vil-/--Tieren 

(3.3.5.3, Abb. 3.16). Da sich eine Einschränkung der Funktionalität von Transportern 

aufgrund veränderter Prozessierung oder Sortierung an die apikale oder basolaterale 

Membran der Enterozyten in einer verminderten Menge von freien Aminosäuren im 

Plasma der Arfrp1vil-/--Tiere manifestieren müsste, kann der Schluss gezogen 

werden, dass die Absorption von Peptiden und Aminosäuren und ihre Bereitstellung 

für den Organismus im Darm der Arfrp1vil-/--Tiere nicht beeinflusst wird. In der Tat 

waren einige der Aminosäuren im Plasma der Arfrp1vil-/--Mäuse sogar leicht erhöht, 

was auf eine gesteigerte Proteolyse zurückzuführen sein könnte, um z.B. den 

erniedrigten Blutglucosewerten durch Induktion der Gluconeogenese entgegen-

zuwirken. Die erhöhten Spiegel einiger Aminosäuren lassen jedoch kein Muster 

erkennen, so waren sowohl einzelne glucogene als auch ketogene sowie essentielle 

und nicht-essentielle Aminosäuren erhöht. 

 

4.1.3 Die Malabsorption von Fettsäuren in der Arfrp1vil-/--Maus 

Entgegen der Ergebnisse für die Absorption von Glucose und Aminosäuren zeigten 

Arfrp1vil-/--Tiere bei der Absorption von Nahrungslipiden und deren Weiterleitung über 

die Lymphe ins Blut eine massive Beeinträchtigung. Erste Hinweise darauf ergab 

bereits ein Fütterungsversuch mit einer Kohlenhydrat-freien Hochfettdiät, bei dem nur 

14% der Knockout-Tiere eine 30-tägige Diätintervention (im Vergleich zu 91% der 

Kontrolltiere) überlebten, während 47% der Arfrp1vil-/--Tiere auf der Haltungsdiät 

überlebten (3.3.5.1, Abb. 3.12). Der Phänotyp der Arfrp1vil-/--Tiere hatte sich also 

nach Gabe einer hauptsächlich aus Fetten bestehenden Energiequelle massiv 

verschlechtert (3.3.5.1, Abb. 3.12).  

Tatsächlich zeigte sich im oralen Fett-Toleranztest (3.3.5.4, Abb. 3.17), dass mittels 

Schlundsonde verabreichtes Öl nicht in Form von Triglyceriden im Blut der Arfrp1vil-/--

Tiere detektiert werden konnte. Wurden die Tiere nach der Ölapplikation zusätzlich 

mit Tyloxapol behandelt, um die Lipoproteinlipase zu hemmen und dadurch die 

Aufnahme von Fettsäuren ins Gewebe zu unterbinden, war nur in Arfrp1flox/flox-Tieren 

ein kontinuierlicher Anstieg der Triglyceridkonzentration im Plasma nachweisbar, 

während die  Arfrp1vil-/--Tiere auch hier deutlich niedrigere Triglyceridkonzentrationen 

aufwiesen (3.3.5.4, Abb. 3.18). 
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Dieser Befund warf die Frage auf, ob in Arfrp1vil-/--Tieren (1) die Fettsäuren nicht vom 

Darmepithel aufgenommen, (2) diese in den Epithelzellen nicht korrekt prozessiert 

oder (3) nicht in die Lymphe abgegeben werden. 

 

4.1.3.1 Mechanismen der gestörten Lipidaufnahme der Arfrp1vil-/--Maus 

Die Absorption von Lipiden durch die Enterozyten des Darms ist ein streng regulierter 

Prozess, da frei vorliegende Fettsäuren im Inneren der Zelle ein hohes Risiko für die 

Integrität von intrazellulären Membranen darstellen. Die Aufnahme von Fettsäuren in 

die Enterozyten des Darms erfolgt entweder über Diffusion durch die apikale 

Membran oder wird durch FATP4 bzw. FAT/CD36 vermittelt. Die Fatp4-Nullmutante 

weist aufgrund einer Störung der Haut eine perinatale Letalität auf (Herrmann et al., 

2003). Durch Expression von FATP4 - vermittelt durch einen Keratinozyten-

spezifischen Promotor - wurden Mäuse generiert, die keinen Hautdefekt zeigten, 

aber in den restlichen Geweben noch Fatp4-defizient waren. In diesen Tieren war 

keine Beeinträchtigung der Aufnahme von Fettsäuren in die Enterozyten beobachtet 

worden (Shim et al., 2009). Die Rolle von CD36 bei der Absorption von Fettsäuren im 

Darm wird sehr kontrovers diskutiert. Während die Gruppe von Voshol zeigte, dass 

die Lipidabsorption von radioaktiv markierter Palmitinsäure in der Cd36-Nullmutante 

nicht beeinflusst war (Goudriaan et al., 2002), beobachtete die Gruppe um Abumrad, 

dass Lipide in Enterozyten der Cd36-Nullmutante akkumulierten, die Aufnahme also 

nicht gestört war. Jedoch waren in diesen Tieren die Formation und Sekretion von 

Chylomikronen in Abwesenheit von CD36 eingeschränkt (Drover et al., 2005; Nauli et 

al., 2006). Neuere Untersuchungen zeigten, dass die akute Aufnahme von 

Fettsäuren (90 Minuten nach Applikation)  im proximalen Dünndarm durch das 

Fehlen von CD36 stark beeinträchtigt war, während nach fünf Stunden keine 

Unterschiede zu beobachten waren. Somit scheint CD36 im proximalen Teil des 

Dünndarms durchaus an der Absorption von Fettsäuren beteiligt zu sein (Nassir et 

al., 2007). 

Die Aufnahme von Fettsäuren in die Epithelzelle scheint in den Arfrp1vil-/--Tieren nicht 

beeinträchtigt zu sein, da zum einen die Expression der Transkripte der an der 

Lipidaufnahme im Darm beteiligten Proteine FATP4 und CD36 durch die Deletion 

von Arfrp1 nicht beeinflusst wurden (3.3.5.7, Abb. 3.20). Zum anderen war nach 

oraler Applikation von Öl sowohl in Enterozyten der Kontroll- als auch der Knockout-

Tiere die Bildung von intrazellulären Lipidtropfen zu beobachten (3.3.6, Abb. 3.22) 
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und die Menge an Triglyceriden im Darmepithel ebenfalls unverändert (3.3.6). Das 

Fehlen von ARFRP1 scheint also keine Auswirkungen auf die Funktion von CD36 

oder FATP4 und die über Diffusion erfolgte Lipidaufnahme zu haben. 

FABPs, die den Transport von Fettsäuren zum endoplasmatischen Retikulum (ER) 

gewährleisten, scheinen in den Arfrp1vil-/--Tieren ebenfalls nicht verändert zu sein, da 

sowohl die mRNA-Expression als auch die Lokalisation der FABP-Proteine in der 

Zelle keine Unterschiede zwischen Kontroll- und Knockout-Tieren zeigte (3.3.5.7). 

Für DGAT1, das einen Schritt der Triglycerid-Synthese katalysiert, wurde gezeigt, 

dass es nicht direkt für die Synthese von Triglycerid-reichen Chylomikronen benötigt 

wird. Zwar zeigten Dgat1-Nullmutanten nach chronischer Hochfettapplikation eine 

Akkumulation von intrazellulären Lipiden in den Enterozyten des Darms und eine 

reduzierte postabsorptive Chylomikronensekretion, sie wiesen jedoch im Gegensatz 

zu Arfrp1vil-/--Mäusen keine reduzierten Triglyceridkonzentrationen im Plasma auf. Es 

wird vermutet, dass das Fehlen von DGAT1 durch die Aktivität von DGAT2 und die 

Diacylglycerol-Transacylase kompensiert werden kann (Buhman et al., 2002). Über 

die Beteiligung von DGAT2 an der Lipidabsorption im Darm kann nur spekuliert 

werden. Zwar wiesen Dgat2-Nullmutanten stark reduzierte Konzentrationen von 

Triglyceriden und freien Fettsäuren im Plasma sowie reduzierte Mengen an 

Triglyceriden in allen Geweben auf, starben jedoch aufgrund einer Störung der  

Barrierefunktion der Haut schon zwei bis 24 Stunden nach der Geburt (Stone et al., 

2004). Aufgrund der erniedrigten Triglyceridkonzentrationen im Plasma der Arfrp1vil-/--

Mäuse ist eine Beteiligung von DGAT1 an der Malabsorption der Arfrp1vil-/--Mäuse 

unwahrscheinlich. Auch die Lokalisation von DGAT2 war in Kontroll- und Knockout-

Tieren unverändert (3.3.5.7, Abb. 3.21). Dies lässt den Schluss zu, dass die 

Malabsorption der Knockout-Tiere nicht durch Veränderungen von DGAT1 oder 2 

zustande kommt.  

Wurde nach Ölapplikation durch Tyloxapol die Spaltung von Triglyceriden und damit 

die Aufnahme von Fettsäuren ins Gewebe gehemmt, akkumulierten die Arfrp1vil-/--

Mäuse deutlich weniger Triglycerid-reiche Partikel im Plasma als die Arfrp1flox/flox-

Tiere (3.3.5.5, Abb. 3.18). Dies zeigte, dass der fehlende Anstieg der 

Triglyceridkonzentration im Plasma der Arfrp1vil-/--Tiere im oralen Fett-Toleranztest 

nicht das Resultat einer gesteigerten Aufnahme von Fettsäuren in periphere Gewebe 

war, sondern, dass die Menge an Triglycerid-reichen Chylomikronen, die vom Darm 

sekretiert werden, deutlich reduziert war. Arfrp1vil-/--Tiere weisen also offensichtlich 
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eine Störung (1) der Chylomikronen-Prozessierung, (2) des Chylomikronen-

Transports oder (3) der Exozytose von Chylomikronen auf. 

Bisher sind noch nicht alle Schritte der Generierung und des Transports von 

Chylomikronen hinreichend geklärt. Bekannt ist, dass der Austritt der 

Prächylomikronen aus dem ER der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der 

Sekretion von Chylomikronen aus den Enterozyten ist (Mansbach & Dowell, 2000), 

der Transport zwischen ER und Golgi wirft jedoch noch einige Fragen auf. Es konnte 

gezeigt werden, dass Mutationen in Sar1b, einer GTPase, die an der Knospung von 

ER-Membranen beteiligt ist, zur Anderson-Krankheit (CMRD, chylomicron retention 

disease) führen, in der Chylomikronen nicht vom ER zum Golgi-Apparat transportiert 

werden können und im ER akkumulieren (Charcosset et al., 2008; Shoulders et al., 

2004). Hierbei wurde gezeigt, dass die Rekrutierung der COPII Coat-Proteine 

essentiell für das Budding von Vesikeln, die Chylomikronen vom ER zum Golgi 

transportieren, ist. Sar1 bindet nach Aktivierung durch den Nukleotidaustauschfaktor 

Sec12 an Membranen des ER und rekrutiert das Heterodimer Sec23/24 durch eine 

Interaktion mit Sec23, was schließlich zur Umverteilung der COPII-Proteine Sec13/31 

an ER-Membranen führt. Bindet das Heterotetramer Sec13/31 an Membranen des 

ER, wird die Knospung von COPII-Vesikeln initiiert. Der sekretorische Transport von 

Proteinen vom ER zum Golgi-Apparat erfolgt in diesen COPII-Vesikeln. Für größere, 

makromolekulare Komplexe, wie zum Beispiel Prokollagen wurde gezeigt, dass das 

Knospen entsprechender Transportvesikel zwar Sar1-abhängig ist, diese Vesikel 

jedoch im Gegensatz zu den kleineren COPII-Vesikeln keine COPII-Hülle aufweisen 

(Shoulders et al., 2004). Dies geht einher mit Befunden, dass die COPII-Hülle 

aufgrund ihrer Geometrie die Größe der Transportvesikel auf maximal 100 nm 

beschränkt (Stagg et al., 2008). Daher postulierte die Arbeitsgruppe um Mansbach 

die Existenz von Prächylomikronen-Transport-Vesikeln (PCTV), die eine Größe von 

350-500 nm aufweisen (Siddiqi et al., 2003). Diese benötigten COPII-Proteine zwar 

für die Fusion der PCTV an die Golgi-Membran, jedoch nicht für das Knospen der 

PCTV an ER-Membranen, ein Schritt der Sar1-unabhängig ist (Siddiqi et al., 2009; 

Siddiqi et al., 2003). Neueste Ergebnisse zeigten, dass der Budding-Komplex für 

PCTV am ER des Darms mehrere Proteine wie VAMP7 (vesicle associated 

membrane protein 7), L-FABP, ApoB48, CD36 und COPII-Proteine, sowie eine 

PKCζ-Aktivität benötigt (Neeli et al., 2007; Siddiqi et al., 2010; Siddiqi & Mansbach, 

2008). Für die Fusion von PCTV mit cis-Golgi-Membranen fungiert VAMP7 als v-
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SNARE und bildet zusammen mit Syntaxin5, Bet1 und Vti1a einen Docking-Komplex 

an cis-Golgi-Membranen (Siddiqi et al., 2006b). Zudem ist Sec24, ein Protein des 

COPII-Komplexes, essentiell für die Fusion von PCTV mit cis-Golgi-Membranen 

(Siddiqi et al., 2009). 

 

4.1.3.2 Mögliche Rolle von Rab-GTPasen beim Chylomikronentransport im 

Darmepithel 

Die genaue Regulation des Buddings, sowie der Sortierung von Vesikeln zwischen 

ER und Golgi-Apparat und der Fusion mit cis-Golgi-Membranen ist nicht hinreichend 

geklärt. Ein wichtiges Protein für die Regulation des Transports zwischen ER und cis-

Golgi ist die GTPase Rab2. Die Expression einer konstitutiv aktiven Mutante oder die 

Überexpression von Rab2-Wildtypprotein verminderte den anterograden Transport 

vom ER zum Golgi und führte zu einer Akkumulation von Vesikeln in prä-Golgi-

Kompartimenten (Buffa et al., 2008; Tisdale et al., 1992; Tisdale et al., 1999). 
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Abbildung 4.1: Einfluss von ARFPR1 auf die Verteilung von Rab-GTPasen  
Schematische Darstellung der direkten Verbindung von ARFRP1 über ARL1 und GRIP-Domain-
Proteinen zu Rab2 und Rab6 und deren mögliche Auswirkung auf den Transport von Chylomikronen 
durch die Epithelzelle. Gelbe Bereiche des GRIP-Domain-Proteins entsprechen der GRIP-Domäne, 
graue Bereiche den Coiled-Coil-Regionen. Zusätzlich dargestellt sind exemplarisch Golgin-245 und 
Golgin-97 mit ihren Bindestellen für ARL1 und spezifischen Rab-Proteinen (modifiziert nach Sinka et 
al., 2008). TG = Triglycerid; CE = Cholesterolester. 
Tatsächlich war in der vorliegenden Arbeit eine modifizierte Verteilung von Rab2 in 

Epithelzellen des Darms von Arfrp1vil-/--Tieren beobachtet worden (3.4, Abb. 3.24). 

Dies lässt sich darauf zurückführen, dass in den Epithelzellen der Kontrolltiere 
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ARFRP1 die Assoziation von ARL1 mit dem trans-Golgi reguliert und so indirekt die 

Rekrutierung von GRIP-Domain-Proteinen kontrolliert (Panic et al., 2003; Zahn et al., 

2006). GRIP-Domain-Proteine interagieren mit ihrer C-terminalen GRIP-Domäne mit 

ARL1 und binden über spezifische Stellen ihrer Coiled-Coil-Region an diverse Rab-

Proteine wie Rab2, Rab6, Rab19 und Rab30 (Sinka et al., 2008). Es lässt sich also 

eine direkte Verbindung von ARFRP1 über ARL1 und GRIP-Domain-Proteine zu 

Rab2 ziehen. Nicht nur Rab2, sondern auch Rab6 zeigte bezüglich seiner 

Expression und Lokalisation in den Epithelzellen der Arfrp1vil-/--Tiere Unterschiede zu 

den Kontrolltieren, wohingeben Rab-Proteine, die nicht mit GRIP-Domain-Proteinen 

interagieren, wie etwa Rab8 oder Rab18, keine Veränderungen aufwiesen (3.4, 

Abbildungen 3.23-3.26). 

Die in Arfrp1vil-/--Zellen veränderte Lokalisation von Rab2 nimmt scheinbar auch 

Einfluss auf die Interaktionen, die Rab2 mit anderen Proteinen eingeht. So bindet 

Rab2 in seiner aktiven Form an Proteine des cis-Golgi-Apparates, wie zum Beispiel 

GM130 oder p115 (Short et al., 2001b). Eine Ko-Lokalisation von Rab2 und p115 ist 

jedoch nur in Epithelzellen der Arfrp1flox/flox-, nicht aber in den Zellen der Arfrp1vil-/--

Tiere zu beobachten (3.4, Abb. 3.28). Eine weitere Tatsache, die Rab2 für den 

Transport von PCTV interessant macht, ist die, dass Rab2 mit atypischen 

Proteinkinasen C interagiert. Dies wurde bisher zwar nicht für PKCζ gezeigt, aber die 

Interaktion von Rab2 mit PKCι/λ ist mehrfach beschrieben worden, wobei diese unter 

anderem essentiell für die Rab2-regulierte Rekrutierung von β-COP sein soll (Fugier 

et al., 2009; Tisdale, 2000; Tisdale et al., 2009). Die Möglichkeit einer Interaktion von 

Rab2 und PKCζ ist somit nicht auszuschließen und könnte neben der Sortierung von 

Vesikeln im Bereich zwischen ER und Golgi eine weitere Möglichkeit sein, wie Rab2 

Einfluss auf den Transport von Chylomikronen zum cis-Golgi nehmen kann. 

Rab6 reguliert durch Interaktion mit SNARE-Komplexen diverse Transportprozesse 

in und aus dem Golgi-Apparat (Darchen & Goud, 2000; Opdam et al., 2000), sowie 

den intra-Golgi-Transport (Martinez & Goud, 1998; Short et al., 2002; Starr et al., 

2010) und den Mikrotubuli-abhängigen Transport vom Golgi zur Plasmamembran 

(Grigoriev et al., 2007). Zudem stabilisiert Rab6 die ARL1-abhängige Interaktion des 

GRIP-Domain-Proteins GCC185 (Burguete et al., 2008). Da Rab6 in Enterozyten der 

Arfrp1vil-/--Tiere ebenfalls eine veränderte Lokalisation aufweist (3.4, Abb. 3.24), 

könnte es auch als Ursache für einen verminderten Transport von Chylomikronen 
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durch den Golgi-Apparat und zur basalen Membran der Enterozyten in Frage 

kommen. 

Letztendlich darf man auch die Rolle von ApoB48 nicht außer Betracht lassen. Mit 

den vorliegenden Antikörpern war es bis jetzt leider nicht möglich, ApoB48 auf Kryo- 

oder Paraffinschnitten des Jejunums von Arfrpflox/flox- oder Arfrp1vil-/--Tieren 

nachzuweisen, so dass keine Aussage dazu getroffen werden kann, ob durch eine 

spezifische Störung im Transport von Chylomikronen eine intrazelluläre 

Akkumulation von ApoB48 vorliegt. Durch den Nachweis der ApoB48-Proteinmengen 

im Plasma von Kontroll- und Knockout-Tieren nach Tyloxapol-Behandlung könnte 

man aber zumindest eine Aussage darüber treffen, ob die Sekretion von 

Chylomikronen oder die Triglyceridbeladung der Lipoproteinpartikel gestört ist. Da 

der Triglyceridgehalt im Plasma nach oralem Ölbolus und Tyloxapol-Behandlung in 

Arfrp1vil-/--Tieren drastisch reduziert war, würde eine verringerte Menge von ApoB48 

auf eine reduzierte Sekretion von Chylomikronen hindeuten, wohingegen bei 

gleichen ApoB48-Mengen eher von einer Störung der Triglyceridbeladung während 

der Chylomikronen-Synthese ausgegangen werden kann, da jedes Chylomikron nur 

ein Molekül ApoB48 beinhaltet (Phillips et al., 1997). 

 

4.1.4 Ausblick auf weiterführende Versuchsansätze zur Klärung der 

Malabsorption von Fettsäuren in Abwesenheit von Arfrp1 

Die vorliegenden Ergebnisse belegen deutlich, dass es in den Arfrp1vil-/--Tieren in 

Abwesenheit  von ARFRP1 im Epithel des Darms zu einer Störung der Bereitstellung 

von Triglyceriden aus Nahrungslipiden kommt. Diese Malabsorption ist die Ursache 

für die stark verminderten Plasmaparameter der Arfrp1vil-/--Tiere und somit auch für 

ihre Wachstumsretardierung. Weitere Ergebnisse, wie die verminderten relativen 

Lebergewichte (3.3.3 Abb.3.11) und die reduzierte Ketonkörperproduktion als 

Antwort auf eine Fastenperiode dürften ebenfalls sekundäre Effekte sein, die ihre 

Ursache in der Malabsorption der Arfrp1vil-/--Tiere haben. So könnte die Ursache der 

reduzierten Lebergewichte in einer verminderten Speicherung von Glykogen und 

Triglyceriden liegen. Dies würde ebenfalls die fehlende fasteninduzierte 

Ketonkörperproduktion erklären, da in den Arfrp1vil-/--Tieren bei reduzierten 

Triglyceridspeichern der Leber aus Mangel an Substrat für die β-Oxidation keine 

langfristige Bereitstellung von Ketonkörpern möglich wäre. Zur Klärung dieser 
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Hypothese sollen in zukünftigen Arbeiten der Triglycerid- und Glykogengehalt der 

Lebern von Arfrp1flox/flox- und Arfrp1vil-/--Tieren bestimmt werden. 

Da in den bisherigen Versuchen kein Transport von Triglyceriden in die Lymphe 

nachgewiesen werden konnte, muss der Verbleib der Lipide näher untersucht 

werden. Dazu soll der Lipidgehalt im Epithel der Tiere im Zeitverlauf nach Ölbolus 

untersucht werden. Dieser Ansatz soll klären, ob der Transport der Chylomikronen in 

die Lymphe in Arfrp1vil-/--Tieren verlangsamt ist, die zytosolischen Lipidtropfen über 

einen längeren Zeitraum im Darmepithel der Tiere verbleiben oder als freie 

Fettsäuren wieder in den Darm der Tiere abgegeben werden. Hierzu sollen Versuche 

mit oral appliziertem radioaktiv markiertem Triolein durchgeführt werden, so dass zu 

unterschiedlichen Zeiten nach Bolus die Verteilung der Menge an Radioaktivität 

quantitativ bestimmt und somit eine genaue Aussage über den Verbleib der 

markierten Fettsäuren in den Fäzes bzw. dem Darminhalt, im Epithel und im Plasma 

der Tiere getätigt werden kann. 

Zur weiteren Klärung der Mechanismen, die zur eingeschränkten Bildung oder des 

Transportes von Chylomikronen beitragen, sollte zudem der SNARE-Komplex der 

PCTVs am cis-Golgi-Apparat näher untersucht werden. Dabei ist die Lokalisation der 

Komplexpartner VAMP7, Syntaxin5, Bet1 und Vti1a nach Applikation von Öl von 

besonderer Bedeutung. 

Zudem soll eine Diätintervention mit einer Fett-freien Diät bzw. einer Diät mit sehr 

wenig Fett durchgeführt werden, um die Überlebensrate der Arfrp1vil-/--Tiere zu 

erhöhen. Dies ermöglicht eine klare Abgrenzung primärer Effekte der Deletion von 

Arfrp1 gegenüber den sekundären Effekten der Fett-Malabsorption. 
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4.2 Veränderte subzelluläre Verteilung von E-Cadherin im 

Darmepithel der Arfrp1vil-/--Mäuse 

Darmepithelzellen der Arfrp1vil-/--Mäuse zeigten eine veränderte subzelluläre 

Verteilung von E-Cadherin. Während E-Cadherin in den Epithelzellen der 

Kontrolltiere ausschließlich in den basolateralen Membranen vorlag, konnte es in den 

Zellen der Arfrp1vil-/--Tiere zusätzlich an intrazellulären Membranen nachgewiesen 

werden (3.1.1, Abb. 3.2). Diese Situation konnte bereits in ähnlicher Weise in den 

Embryonen der konventionellen Arfrp1-Nullmutante beobachtet werden (Zahn et al., 

2008). ARFRP1 ist scheinbar in den exozytotischen Transport von E-Cadherin an die 

Plasmamembran involviert. Dies zeigte jedoch keine Auswirkungen auf die 

Expression von E-Cadherin (3.1.1, Abb. 3.2 B und C). 

E-Cadherin ist das prototypische Mitglied der klassischen Cadherin-Familie und wird 

in allen Epithelzellen exprimiert. Es ist Hauptbestandteil der adherens junctions (AJ) 

und vermittelt Zell-Zell-Adhäsion durch Calzium-abhängige, homophile Bindung 

zweier E-Cadherin-Moleküle benachbarter Epithelzellen (Angst et al., 2001). E-

Cadherin liegt an der Plasmamembran in einem Komplex mit Cateninen vor, hierbei 

bindet β-Catenin an das intrazelluläre, C-terminale Ende von E-Cadherin und 

verbindet über α-Catenin und EPLIN/Lima-1 den Komplex mit dem Aktin-Zytoskelett 

(Abe & Takeichi, 2008; Drees et al., 2005; Yamada et al., 2005). Zusätzlich bindet 

das regulatorische p120ctn an einen nahe der Membran gelegenen intrazellulären Teil 

von E-Cadherin (Yap et al., 1998) und  wirkt regulatorisch auf Exo- und Endozytose 

von E-Cadherin (Chen et al., 2003; Fukumoto et al., 2008; Xiao et al., 2003). Die 

Bindung von E-Cadherin und β-Catenin erfolgt hierbei schon kurz nach der 

Biosynthese von E-Cadherin im ER (Chen et al., 1999). 

Tatsächlich konnte im Epithel der Arfrp1vil-/--Tiere nachgewiesen werden, dass neben 

E-Cadherin auch dessen Bindungspartner β-Catenin nicht korrekt sortiert wird (3.1.2, 

Abb. 3.3). Im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) findet eine Prozessierung von E-Cadherin 

durch Glykosylierungen und Phosphorylierungen statt (Lock & Stow, 2005). Der 

Transport von E-Cadherin vom TGN zur Plasmamembran erfolgt über Rab11-

positive Recycling Endosomen (Desclozeaux et al., 2008; Lock & Stow, 2005). 

Dieser war im Darmepithel der Arfrp1vil-/--Tiere stark beeinträchtigt, was ein 

spezifischer Effekt von ARFRP1 auf E-Cadherin zu sein schien, da eine direkte 

Interaktion von ARFRP1 mit dem E-Cadherin/Catenin-Komplex nachgewiesen wurde 
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(3.1.4, Abb. 3.5). Dies spiegelte sich zudem in einer Ko-Lokalisation von ARFRP1 

und E-Cadherin sowohl am trans-Golgi als auch an der Plasmamembran (3.1.4, Abb. 

3.5) wider. 

Die Deletion von Arfrp1 führte nicht zu einer allgemein fehlerhaften Sortierung von 

Proteinen an die Plasmamembran bzw. spezifisch an laterale Membranen der 

Epithelzellen, da die Sortierung der Glucosetransporter SGLT1 und GLUT2 an die 

apikale bzw. die laterale Membran der Enterozyten durch die Deletion von Arfrp1 

nicht beeinträchtigt war (3.3.5.2, Abb. 3.14). 

Weiterhin wurden im Gegensatz zu in-vitro-Experimenten, bei denen nach Depletion 

von Arfrp1 Adhäsionsstörungen aufgrund einer veränderten Sortierung von E-

Cadherin nachgewiesen werden konnten (Zahn et al., 2008), im Epithel der Arfrp1vil-/-

-Tiere kein offensichtlicher Adhäsionsdefekt beobachtet. Hierfür könnten andere im 

Darm exprimierte Adhäsionsproteine wie Integrine oder LI-Cadherin verantwortlich 

sein (Angres et al., 2001; Lussier et al., 2000). 

Gründe für eine fehlerhafte Sortierung von E-Cadherin könnten (1) ein gestörter 

Transport von E-Cadherin vom ER zum Golgi-Apparat, (2) eine Störung in der 

Prozessierung von E-Cadherin im TGN oder (3) ein eingeschränkter Transport vom 

TGN zur Plasmamembran sein. Für letzteres spricht, dass die Interaktion von 

ARFRP1 neben E-Cadherin und β-Catenin auch zu α-Catenin und p120ctn 

nachgewiesen wurde, die beide erst auf dem Weg vom TGN zur Plasmamembran an 

den Komplex binden (Hinck et al., 1994; Miranda et al., 2003), so dass ARFRP1 im 

post trans-Golgi-Transport von E-Cadherin involviert sein könnte. Zudem zeigte sich 

in myc-ARFRP1 exprimierenden MDCK-Zellen eine Ko-Lokalisation von ARFRP1 

und E-Cadherin sowohl am Golgi-Apparat als auch an der Plasmamembran. Gegen 

eine Störung der Prozessierung im TGN spricht, dass in Westernblot-Analysen kein 

verändertes Laufverhalten von E-Cadherin der Arfrp1vil-/--Tiere beobachtet wurde. Ein 

verändertes Laufverhalten wäre sichtbar, wenn die proteolytische Spaltung des E-

Cadherin Precurser-Proteins gestört wäre oder eine veränderte Glykosylierung von 

E-Cadherin erfolgen würde. Für Punkt (1) spricht, dass in Epithelzellen der Arfrp1vil-/--

Mäuse E-Cadherin teilweise im cis-Golgi akkumulierte (3.1.5, Abb. 3.6) und 

scheinbar nur ein verzögerter Weitertransport erfolgte. Ursache könnte ein 

verzögerter Transport durch den Golgi-Apparat  oder ein gestörter Transport von E-

Cadherin zum cis-Golgi  in Abwesenheit von ARFRP1 sein. Beides könnte durch 

einen veränderten Rab2- bzw. Rab6-vermittelten Transport geschehen. 
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass ARFRP1 eine entscheidende 

Rolle für die korrekte Sortierung von E-Cadherin an die Zelloberfläche spielt und 

somit an der spezifischen Regulation des Verteilungsmusters von E-Cadherin 

involviert ist. 
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5 Zusammenfassung/Abstract 

5.1 Zusammenfassung 

Die GTPase ARFRP1 (ARF-related protein 1) ist ein ubiquitär exprimiertes Mitglied 

der ARF (ADP ribosylation factor)-Familie, die als GTP-abhängige, molekulare 

Schalter in der Regulation des intrazellulären Transports und der Golgi-Funktion 

beteiligt sind. Aktives ARFRP1 assoziiert mit Membranen des trans-Golgi und 

kontrolliert die Rekrutierung von ARL1 und seinen Effektoren, den GRIP-domain 

Proteinen, an dieses Kompartiment. 

Die Darm-spezifische Deletion von Arfrp1 in der Maus führte zu einer frühen, 

postnatalen Wachstumsretardierung. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Darm-spezifischen 

Arfrp1-Nullmutante bezüglich der Wachstumsretardierung und der Absorption von 

Nährstoffen. Zusätzlich sollte die Rolle von ARFRP1 für die Translokation von E-

Cadherin an die Plasmamembran epithelialer Zellen untersucht werden. 

Arfrpvil-/--Mäuse zeigten erniedrigte Blutglucosespiegel, sowie reduzierte 

Konzentrationen an Triglyceriden und freien Fettsäuren im Plasma, was auf eine 

Malabsorption als Ursache der Wachstumsretardierung hinwies. 

Mehrere Experimente zeigten, dass die Absorption von Glucose und Proteinen durch 

die Abwesenheit von ARFRP1 nicht beeinflusst war. Im Gegensatz dazu wurde mit 

Hilfe eines oralen Fett-Toleranztests eine eingeschränkte Lipidaufnahme der Arfrp1vil-

/--Tiere nachgewiesen, obwohl sie nach oraler Ölgabe Fettsäuren ins Darmepithels 

aufnahmen und dort als Lipidtropfen akkumulierten. Demnach scheint ARFRP1 an 

der Formation oder Sekretion von Chylomikronen beteiligt zu sein. 

Der Mangel von ARFRP1 in den Enterozyten der Arfrp1vil-/--Mäusen beeinflusste die 

Rekrutierung von Proteinen an den trans-Golgi und dessen Organisation, da ARL1 

ausschließlich im Zytosol der Arfrp1vil-/--Enterozyten vorlag und der trans-Golgi-

Marker TGN38 in immunhistochemischen Analysen nicht nachweisbar war. Im 

Gegensatz dazu war die Organisation des cis-Golgis nicht beeinträchtigt. 

Interessanterweise zeigten die Rab-Proteine Rab2 und Rab6, als Interaktionspartner 

der Effektoren von ARL1, den GRIP-domain Proteinen, eine veränderte Expression 

und Lokalisation in Arfrp1vil-/--Enterozyten. Dies zeigt, dass eine direkte Kaskade 

ARFRP1-ARL1-GRIP-Rab2/6 für die Synthese und/oder die Sekretion von 

Chylomikronen benötigt wird. 
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Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Rolle von ARFRP1 in der Regulation der 

Translokation von E-Cadherin an die Plasmamembran in den Epithelzellen des 

Darms bestätigt. In Arfrp1vil-/--Tieren verblieben große Teile von E-Cadherin in 

intrazellulären Membranen des Darmepithels und lagen partiell mit dem cis-Golgi-

Marker GM130 ko-lokalisiert vor. Mit Hilfe von Ko-Immunopräzipitationen wurde eine 

direkte Interaktion von ARFRP1 mit dem E-Cadherin/β-Catenin Komplex 

nachgewiesen. Dies zeigt eine essentielle Rolle von ARFRP1 für die korrekte 

Sortierung von E-Cadherin durch den Golgi-Apparat und somit für die Lokalisation 

des E-Cadherin/β-Catenin Komplexes an der Zelloberfläche. 
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5.2 Abstract 

The GTPase ARFRP1 (ARF-related protein 1)  is a member of the family of ADP-

ribosylation factors (ARFs) that operate as GTP-dependent molecular switches in the 

regulation of intracellular protein traffic and Golgi function. It associates with trans-

Golgi membranes and controls the recruitment of ARL1 and its effectors, GRIP-

domain proteins such as golgin-245. Conditional deletion of Arfrp1 in the intestinal 

epithelium of mice (Arfrp1vil-/-) as achieved by crossing Arfrp1flox/flox mice with 

transgenic mice expressing the Cre-recombinase under the villin promoter, resulted 

in an early postnatal growth retardation. 

The aim of the present work was to characterise the intestine-specific Arfrp1 

nullmutant in respect to the growth retardation and to study its nutrient absorption. In 

addition, the specific role of ARFRP1 for the targeting of E-cadherin to the cell 

surface of epithelial cells should be evaluated.  

Arfrpvil-/- mice revealed decreased levels of blood glucose as well as triglyceride and 

free fatty acid concentrations in the plasma, indicating that their growth retardation is 

the consequence of a malabsorption. Several experiments revealed, that glucose 

and aminoacid absorption was not affected in Arfrpvil-/- mice. In contrast, lipid uptake 

elucidated by oral fat tolerance tests was impaired in Arfrp1vil-/- mice. However, 

Arfrp1vil-/- mice transported fatty acids into the intestinal epithelium and accumulated 

lipid droplets in epithelial cells after an oil bolus. This indicates that ARFRP1 is 

required either in chylomicron formation or their release.   

The lack of ARFRP1 in enterocytes of Arfrp1vil-/- mice impaired the recruitment of 

proteins to the trans-Golgi and altered trans-Golgi organisation, as ARL1 was 

exclusively located in the cytosol of Arfrp1vil-/- cells and the trans-Golgi marker TGN38 

was not detectable by immunohistochemistry.  In contrast, the organisation of the cis-

Golgi was unaffected as detected by staining with antibodies for GM130 and p115. 

Interestingly, the Rab proteins Rab2 and Rab6 as interaction partners of the ARL1 

effector GRIP-domain proteins, exhibited an altered expression and distribution in 

Arfrp1vil-/- enterocytes suggesting that a ARFRP1-ARL1-GRIP-Rab2/6 cascade is 

required for intestinal chylomicron production and/or release. 

In the second part of the present work the role of ARFRP1 in the regulation of 

targeting of E-cadherin to the plasma membrane was confirmed for the intestinal 

epithelium. Arfrp1vil-/- mice exhibited a retention of E-cadherin in intracellular 

membranes partially colocalising with the cis-Golgi marker GM130 in epithelial cells 
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of the small intestine. In addition, a direct interaction of ARFRP1 with the E-

cadherin/catenin complex was demonstrated by co-immunoprecipitation experiments. 

These data indicate that ARFRP1 is essential for the correct trafficking of E-cadherin 

through the Golgi and thereby required for the correct cell surface targeting of the E-

cadherin complex. 
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10 Anhang 

 
mRNA-Expression [2-∆∆Ct] von Glucosetransportern im Jejunum von Arfrp1vil-/-- und 

Arfrp1flox/flox-Tieren (Werte zu Abb. 3.13). 

 

 Arfrp1flox/flox Arfrp1vil-/- 

Arfrp1 1,00 ± 0,10 0,52 ± 0,07 

Slc5a1 1,00 ± 0,27 0,91 ± 0,14 

Slc2a2 1,00 ± 0,14 0,69 ± 0,08 

Slc2a5 1,00 ± 0,02 0,94 ± 0,12 

 

 

Verlauf der Blutglucosekonzentration [mmol/l] während des Glucose-Toleranztests 

(Werte zu Abb. 3.15). 

 

Zeitpunkt 
[min] 

basal 7,5 15 30 60 120 150 

Arfrp1flox/flox 4,2 

± 0,5 

12,4 

± 1,5 

16,5 

± 0,9 

11,9 

± 2,6 

7,8 

± 2,0 

4,1 

± 0,2 

4,1 

± 0,4 

Arfrp1vil-/- 3,3 

± 0,4 

9,4 

± 3,8 

13,5 

± 1,7 

13,7 

± 2,2 

7,7 

± 2,4 

3,5 

± 0,5 

4,1 

± 0,6 

 

 

Verlauf der Triglyceridkonzentrationen [µg/ml] während des Fett-Toleranztests 

(Werte zu Abb. 3.17). 

 

Zeitpunkt [h] basal 2 3 4 6 12 

Arfrp1flox/flox 560 

± 128 

886 

± 176 

697 

± 206 

519 

± 117 

526 

± 82 

329 

± 49 

Arfrp1vil-/- 217 

± 72 

308 

± 79 

362 

± 78 

357 

± 119 

316 

± 106 

304 

± 72 
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mRNA-Expression [2-∆∆Ct] der an der Lipidabsorption beteiligten Proteine(Werte zu 

Abb. 3.20). 

 

 Arfrp1flox/flox Arfrp1vil-/- 

Arfrp1 1,00 ± 0,10 0,52 ± 0,07 

Slc27a4 1,00 ± 0,09 0,89 ± 0,09 

Fabp1 1,00 ± 0,11 0,88 ± 0,08 

Fabp2 1,00 ± 0,13 1,03 ± 0,12 

Dgat1 1,00 ± 0,07 0,94 ± 0,11 

Dgat2 1,00 ± 0,13 1,08 ± 0,20 

Cd36 1,00 ± 0,13 0,73 ± 0,13 

Apob 1,00 ± 0,09 0,83 ± 0,08 

 

 

mRNA-Expression [2-∆∆Ct] von Rab-Proteinen im Jejunum von Arfrp1vil-/-- und 

Arfrp1flox/flox-Tieren (Werte zu Abb. 3.13). 

 

 Arfrp1flox/flox Arfrp1vil-/- 

Arfrp1 1,00 ± 0,10 0,46 ± 0,04 

Rab2 1,00 ± 0,10 1,41 ± 0,09 

Rab6 1,00 ± 0,08 1,46 ± 0,16 

Rab8 1,00 ± 0,07 1,14 ± 0,11 

Rab18 1,00 ± 0,05 1,20 ± 0,06 

Rab19 1,00 ± 0,08 0,76 ± 0,09 

Rab30 1,00 ± 0,17 1,30 ± 0,33 
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