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Zusammenfassung 

Cutis laxa Syndrome sind gekennzeichnet durch faltige, inelastische Haut, die zu einem 

vorgealterten (progeroiden) Aussehen führt. Die autosomal rezessive Cutis laxa Typ 2A 

(ARCL2A) weist außerdem eine Wachstumsverzögerung, eine neuronale 

Migrationsstörung und einen Glykosylierungsdefekt auf und wird durch Mutationen im 

Gen ATP6V0A2 verursacht. Dieses kodiert für die a2 Untereinheit der V-ATPase, ein 

Proteinkomplex, welcher ATP-abhängig Protonen über Membranen transportiert und 

den intraluminalen pH in Endosomen und dem Golgiapparat reguliert. Da Zellen mit 

defekter a2 Untereinheit einen verlangsamten retrograden Transport im Golgiapparat 

aufweisen, wurde außerdem über eine Rolle des Proteins in der Vesikelfusion 

spekuliert. Mittels einer markierten a2 Untereinheit konnte in HeLa-Zellen eine 

Lokalisation im Trans-Golgiapparat bestätigt werden. Das Ausschalten der endogenen 

Expression der a2 Untereinheit führte zur Akkumulation von frühen Endosomen, 

Lysosomen und Cholesterin in der Nähe des Golgiapparates. Ein ähnlicher zellulärer 

Phänotyp konnte durch eine experimentelle Erhöhung des intraluminalen pH-Wertes 

erreicht werden. Um die physiologische Funktion der a2 Untereinheit im Organismus zu 

untersuchen, wurden eine konditionelle Atp6v0a2 Flox Knock-out und eine Atp6v0a2 

R755Q Knock-in Mauslinie erzeugt, in der durch Einfügen der Punktmutation R755Q 

der Protonentransport durch die a2 Untereinheit blockiert wurde. Durch eine in der 

Keimbahn aktive Cre-Rekombinase wurde aus dem konditionellen ein konstitutiver 

Knock-out (Atp6v0a2-/-) erzeugt. Das Atp6v0a2-/- Mausmodell zeigte im homozygoten 

Zustand einen kompletten Verlust des a2 Proteins und eine gute Übereinstimmung mit 

dem humanen ARCL2A Phänotyp. Die homozygoten Mutanten hatten ein verringertes 

Gewicht, die Dicke der Dermis war reduziert, die Knochendichte vermindert und der 

frontale Kortex zeigte Hinweise auf eine neuronale Migrationsstörung. Männliche 

Mäuse waren aufgrund einer Globozoospermie infertil. Im Gegensatz zur humanen 

Erkrankung konnte jedoch kein eindeutiger Hinweis auf eine veränderte Glykosylierung 

gefunden werden. Die Mauslinie Atp6v0a2 R755Q zeigte trotz eines stabilen mutierten 

a2 Proteins einen ähnlichen Phänotyp wie das Atp6v0a2-/- Modell. Somit wurde die 

zentrale Funktion der a2 Untereinheit in der Regulation des pH-Werts bekräftigt, neue 

phänotypische Aspekte der a2 Defizienz aufgezeigt und Mausmodelle zur Erprobung 

neuer Therapien etabliert.  



 
 

 
 

Abstract 

Cutis laxa syndromes are characterized through wrinkled and inelastic skin, causing a 

prematurely aged (progeroid) appearance. Patients with an autosomal rezessive Cutis 

laxa type 2a (ARCL2A) suffer from growth delay, a neuronal migration defect and a 

defect of glycosylation. The ARCL2A is caused by mutations in the ATP6V0A2 gene, 

which encodes the a2 subunit of the V-ATPase, a protein complex that hydrolyses ATP 

to trigger the transport of protons through membranes and therefore regulates the 

intraluminal pH of endosomes and the Golgi apparatus. Furthermore, a role in vesicle 

fusion was speculated due to the fact that cells with a defect of the a2 subunit show a 

delayed retrograde trafficking within the Golgi apparatus. The use of a tagged a2 

subunit confirmed the localisation within the trans Golgi apparatus in HeLa cells. 

Turning off the endogenous expression of the a2 subunit led to the accumulation of 

early endosomes, lysosomes and cholesterol close to the Golgi apparatus. A similar 

cellular phenotype could be generated through the experimental increase of the 

intraluminal pH. To identify the physiologic function of the a2 subunit in the organism, 

a conditional Atp6v0a2 flox knock-out and an Atp6v0a2 R755Q knock-in mouse model 

were generated. In the knock-in model the R755Q mutation leads to a blockage of the 

proton transport through the a2 subunit. The conditional knock-out turned to a 

constitutive knock-out (Atp6v0a2-/-) by using a germline active cre recombinase. In the 

homozygous state the Atp6v0a2-/- model revealed a complete loss of the a2 protein and a 

high correspondence with the human ARCL2A phenotype. The homozygous mutants 

displayed a decreased body weight, a reduced thickness of the dermis, a diminished 

bone density and in the frontal cortex, aspects of a disrupted neuronal migration were 

observed. Male mice were infertile due to a globozoospermia. In contrast to the human 

disease, there was no clear hint towards an altered glycosylation. Although the mutated 

protein was stable in the Atp6v0a2 R755Q mouse model, the mice showed a similar 

phenotype as the Atp6v0a2-/- mouse line. In conclusion, the central function of the a2 

subunit for the regulation of the pH could be affirmed, new phenotypic aspects of the a2 

deficiency were revealed and mouse models were established to test new therapies. 
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1. Einleitung 

1.1  Cutis laxa – mehr als nur faltige Haut 

1.1.1  Ein Symptom mit vielen Ursachen 

Faltige Haut mit reduzierter Elastizität kennzeichnet die meisten Menschen im hohen 

Alter. Sie kann aber auch in jüngeren Jahren auftreten und bildet dann das Leitsymptom 

der Cutis laxa, was so viel wie „schlaffe Haut“ bedeutet. Bei Erwachsenen kann die 

Cutis laxa zum Beispiel durch entzündliche Prozesse erworben sein1. Werden stehende 

Hautfalten und eine schlaffe Haut jedoch bereits beim Neugeborenen oder im frühen 

Kindesalter festgestellt, handelt es sich sehr wahrscheinlich um angeborene Gendefekte, 

die häufig zu schwerwiegenden Veränderungen in weiteren Organen führen. Bisher sind 

die Therapieoptionen noch nicht ausgereift genug um häufige Folgeschäden zu 

verhindern. Daher ist es essentiell die Pathomechanismen der verschiedenen Gendefekte 

zu erforschen um Ansatzpunkte für neue Therapien zu finden.    

Die klinischen Merkmale der unterschiedlichen Cutis laxa Formen überschneiden sich 

zum Teil stark, obwohl ihnen Mutationen in verschiedenen Genen zu Grunde liegen. 

Daher wird häufig eine Einteilung der verschiedenen Syndrome nach dem Erbgang und 

dem Gendefekt verwendet. Es gibt sowohl autosomal rezessive, als auch autosomal 

dominante, als auch X-chromosomal vererbte Formen der Cutis laxa. Mit einer 

Häufigkeit von rund 1:300 000 Lebendgeburten ist die Cutis laxa eine sehr seltene 

Erkrankung2. 

Die X-chromosomal vererbte Form der Cutis laxa wird meist durch Mutationen im 

ATP7A-Gen verursacht und als Okzipitalhorn-Syndrom (MIM#304150) bezeichnet. Der 

Name beruht auf Exostosen, die vom Hinterhauptbein ausgehen, den sogenannten 

Okzipitalhörnern. Die bei den Patienten mutierte ATPase ist notwendig, um Kupfer aus 

den Darmzellen in den Blutkreislauf zu transportieren, sodass die Patienten an einem 

Kupfermangel leiden3,4. Dies manifestiert sich in der faltigen Haut, der Hypermobilität 

der Gelenke und verschiedenen Hernien5. Schwere Mutationen des ATP7A-Gens führen 

zu Menkes-Syndrom (MIM#309400), welches zusätzlich durch starke neurologische 

Schäden gekennzeichnet ist6. 
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Die autosomal dominante Cutis laxa zeigt in der Regel einen leichteren Verlauf als die 

rezessive Form. Neben dem Hautphänotyp zeigen die Patienten häufig auch Hernien, 

sowie kardiovaskuläre und pulmonale Veränderungen7,8. Lange Zeit waren Mutationen 

in den extrazellulären Matrixkomponenten Elastin und Fibulin 5 die einzigen bekannten 

Ursachen der dominanten Cutis laxa (ADCL1 MIM#123700; ADCL2 MIM#614434). 

Frameshift-Mutationen (Leserasterverschiebungen) im Elastin-Gen wirken sich 

dominant negativ aus, da die mutierten Elastinproteine eine verstärkte Koazervation 

aufweisen und unstrukturiert akkumulieren7. Fibulin 5 spielt eine wichtige Rolle in der 

Vernetzung der elastischen Fasern, da es mit Elastin9, Fibrillin 110 und LOXL1 (lysyl 

oxidase like 1)11 interagiert. Stabile mutierte Fibulin 5 Proteine haben einen dominanten 

Phänotyp zur Folge, während rezessive Mutationen wahrscheinlich zu einem instabilen 

Protein führen8. 

Kürzlich wurden heterozygote Mutationen in der Pyrroline-5-Carboxylatsynthase 

(P5CS) als weitere Ursache der autosomal dominanten Cutis laxa identifiziert 

(MIM#616603)12. Mutationen im kodierenden Gen ALDH18A1 waren bisher nur bei 

rezessiver Cutis laxa beschrieben worden13,14. Da der Phänotyp der Patienten stark dem 

De Barsy Syndrom ähnelt und durch Katarakt oder Hornhauttrübung, intrauterine und 

postnatale Wachstumsverzögerung, überdehnbare Gelenke und mentale Retardierung 

gekennzeichnet ist, wurde diese Form als autosomal dominante Cutis laxa mit 

progeroiden Merkmalen bezeichnet (ADCL3)12. 

Viele verschiedene rezessiv vererbte Syndrome sind mit einer Cutis laxa assoziiert. 

Basierend auf den klinischen Merkmalen und den genetischen Ursachen wurden die 

Bezeichnungen autosomal rezessive Cutis laxa Typ 1 bis 3 eingeführt (ARCL1-3) und 

weitere Syndrome dem Krankheitsspektrum angegliedert. 
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Abbildung 1: Cutis laxa Spektrum 

Zahlreiche Erkrankungen sind mit faltiger inelastischer Haut assoziiert. Daher erfolgt die Einteilung der Cutis laxa Syndrome nach ihrem Erbgang in X-chromosomale, 

dominante und rezessive Formen. Einige Syndrome werden nicht in diese Systematik aufgenommen, sondern der Cutis laxa angegliedert. Mutation im ATP6V0A2 Gen haben 

eine autosomal rezessive Cutis laxa Typ 2A zur Folge, welche auch als Debré Typ Cutis laxa bezeichnet wird. 
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Der Verlauf der ARCL1 (MIM#219100; MIM#614437; MIM#613177) ist meist bereits 

im Kindesalter lebensbedrohlich. Neben den auffälligen Hautveränderungen bei der 

Geburt entwickeln die Kinder Lungenemphyseme und Gefäßanomalien wie 

Aneurysmen. Verursacht wird dies durch Mutationen in den Genen, die für LTBP4, 

Fibulin 4 oder Fibulin 5 kodieren15-17. Alle drei Proteine sind direkt am Aufbau der 

extrazellulären Matrix beteiligt. Wie auch Fibulin 5 spielt Fibulin 4 durch die 

Interaktion mit dem Propeptid der Lysyloxidase (LOX) eine wichtige Rolle in der 

Vernetzung der Elastinfasern18. LTBP4 (Latent Transforming Growth Factor Beta 

Binding Protein 4) transportiert TGF-β1, welches den Aufbau der extrazellulären 

Matrix reguliert19.  

Die autosomal rezessive Cutis laxa Typ 2 (ARCL2) ist über die typischen 

Hauterscheinungen hinaus, vor allem durch Skelettveränderungen und eine mentale 

Retardierung gekennzeichnet, die zum Teil von einer Epilepsie begleitet ist. Milde 

Formen der ARCL2 überlappen mit der Diagnose Wrinkly Skin Syndrome (WSS, 

MIM#278250). Bei Patienten, die einen Glykosylierungsdefekt haben, werden häufig 

Mutationen im ATP6V0A2-Gen gefunden. Diese Erkrankung wird als ARCL2A oder 

Debré-Typ Cutis laxa (MIM#219200) bezeichnet und von der ARCL2B (MIM#614437) 

abgegrenzt20. ARCL2B wird durch Mutationen im Gen PYCR1 verursacht, welches für 

die Pyrrolin-5-Carboxylat Reduktase 1 (P5C) kodiert21. Dieses Enzym ist in den 

Mitochondrien lokalisiert und in die De-Novo-Synthese von Prolin involviert22. 

Charakteristisch für die Patienten sind ein dreieckige Gesicht, eine psychomotorische 

Entwicklungsverzögerung, Hypotonie und Osteopenie23.  

Kürzlich wurden zwei weitere Formen der autosomal rezessiven Cutis laxa Typ 2 

beschrieben bei denen ebenfalls ein Glykosylierungsdefekt auftreten kann. Sie werden 

durch Mutationen in den Genen ATP6V1E1 (ARCL2C; MIM#617402) oder ATP6V1A 

(ARCL2D; MIM#617403) verursacht und betreffen, wie auch bei der ARCL2A, 

Untereinheiten der V-ATPase24. Die ARCL2C und ARCL2D sind beide durch 

progeroide Gesichtszüge, Hypotonie und angeborene Hüftluxationen gekennzeichnet. 

Zusätzlich haben die betroffenen Kinder lebensbedrohliche kardiopulmonale 

Veränderungen, welche diese Erkrankungen von den anderen Formen der ARCL2 

abgrenzen.  

Der Phänotyp der autosomal rezessiven Cutis laxa Typ 3 (ARCL3) entspricht dem 

De Barsy Syndrom, sodass die Patienten viele progeroide Merkmale wie eine 



1. Einleitung  

 
 

 
5 

Hornhauttrübung aufweisen. Außerdem leiden die Patienten häufig an 

Bewegungsstörungen. Die bisher bekannten genetischen Ursachen liegen in Genen, die 

für mitochondriale Komponenten kodieren. Der ARCL3A (MIM#219150) liegen 

homozygote oder compound heterozygote Mutationen in ALDH18A1 (P5CS) zugrunde, 

wobei der Verlauf schwerer ist als bei der dominant vererbten Erkrankung 

ADCL312,25,26. Die autosomal rezessive Cutis laxa Typ 3B (MIM#614438) wird durch 

Mutationen in PYCR1 verursacht und bildet somit das schwere Erkrankungsspektrum 

der ARCL2B ab, die durch Mutationen in demselben Gen verursacht wird12,23. 

Weitere Syndrome werden dem Spektrum der Cutis laxa zugerechnet. Hierzu gehört die 

Gerodermia osteodysplastica (MIM#231070), die durch Mutationen in GORAB 

verursacht wird. Dieses Gen kodiert für ein Golgin, ein Protein, das am Golgiapparat 

lokalisiert ist und coiled-coil Domänen enthält27. Es wirkt als Effektor der kleinen 

GTPasen RAB6 und ARF5 und ist somit in den intrazellulären Transport involviert28. 

Die Mutationen führen zu frühkindlicher Osteoporose mit Frakturen, im Unterschied zu 

anderen Cutis laxa Formen tritt jedoch keine mentale Retardierung auf27.  

Das MACS-Syndrom (Makrozephalie, Alopezie, Cutis laxa, Skoliose; MIM#613075) 

wird durch Mutationen in RIN2 ausgelöst29. Dieses Protein interagiert mit RAB5 und ist 

unter anderem am Golgiapparat lokalisiert. Die Patienten weisen zum Teil einen 

leichten O-Glykosylierungsdefekt auf30. 

Auch Patienten mit Arterial-Tortuosity-Syndrom (MIM#208050) haben eine Cutis laxa, 

Kernmerkmal sind jedoch die geschlängelten Arterien. Die verringerte Elastizität der 

Gefäße führt zu Aneurysmen, Herzversagen und Ateminsuffizienz, sodass die 

Erkrankung bereits im Kleinkindalter lebensbedrohlich verlaufen kann31. Verursacht 

wird sie durch rezessiv vererbte Mutationen in SLC2A10 welches für GLUT10 kodiert. 

Dieser Vitamin C Transporter befindet sich in den Mitochondrien und scheint am 

Schutz vor oxidativem Stress beteiligt zu sein32.  

1.1.2 ARCL2A: Cutis laxa assoziiert mit Hirnfehlbildungen und einem 

Glykosylierungsdefekt 

Die phänotypische Ausprägung von ATP6V0A2 Mutationen ist sehr variabel. Bei 

Patienten mit milden Verläufen wird häufig Wrinkly Skin Syndrome (WSS, 

MIM#278250) diagnostiziert, da hauptsächlich die faltige, hängende, inelastische Haut 
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auffällt. Schwere Verläufe führen jedoch meist direkt zur Diagnose Debré-Typ-Cutis 

laxa (ARCL2A, MIM#219200). Es handelt sich um eine sehr seltene Erkrankung mit 

nur ungefähr 50 bisher publizierten Fällen33. 

Bereits bei der Geburt weisen die Patienten eine verringerte Elastizität der Haut mit 

vielen hängenden Hautfalten auf, wobei sich dies meist mit zunehmendem Alter der 

Patienten verbessert34. Auffällig bei den betroffenen Säuglingen ist außerdem das späte 

Schließen der anterioren Fontanelle, eine häufige Mikrozephalie und eine 

ungleichmäßige Verteilung des Unterhautfettgewebes (Abbildung 2A, B). Zusätzlich 

sind die Gelenke hypermobil, sodass es zu angeborenen Hüftluxationen kommt. Es 

bilden sich dann im Kleinkindalter typische Gesichtsmerkmale heraus (Abbildung 2B, 

C), die durch eine abwärtsgeneigte Lidspalte, ein langes Philtrum und eine breite 

Nasenwurzel gekennzeichnet sind.34-37  

 

Abbildung 2: Phänotyp der ARCL2A 

Abbildung modifiziert nach Van Maldergem et al.35 und Hucthagowder et al.36 A, B: Bei den Betroffenen 

fallen ungleichmäßig verteiltes Fettgewebe und hängende Hautfalten am gesamten Körper auf. B, C: Die 

Patienten haben häufig eine breite Nasenwurzel, abstehende Ohren und abwärtsgerichtete Gesichtszüge. 

D: Die Pflasterstein-Lissenzephalie tritt häufig besonders ausgeprägt im frontalen oder parietalen Kortex 

auf (weiße Pfeile). E: Isoelektrische Fokussierung von Transferrin. Im Alter von 2 Monaten zeigte der 

Patient (P4a) ein ähnliches Muster wie die Kontrolle (C), mit über einem Jahr (P4b) war das 

Tetrasialotransferrin jedoch deutlich reduziert und das Trisialotransferrin hingegen erhöht. 

F: Isoelektrische Fokussierung von Apolipoprotein CIII. Bereits mit zwei Monaten war das Disialo-

ApoCIII im Patienten deutlich reduziert und das Monosialo-ApoCIII erhöht. Dieser Effekt war im Alter 

von einem Jahr noch ausgeprägter. Die Veränderungen von Transferrin und Apolipoprotein-CIII weisen 

auf eine Störung der Glykosylierung im Golgiapparat hin. 
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Anders als bei Patienten mit PYCR1 oder ALDH18A1 Mutationen wird intrauterin meist 

keine Wachstumsverzögerung beobachtet, teilweise entwickelt sich diese jedoch 

später36,37. Die mentale Entwicklung ist meist nur mild verzögert. Dies kann sich aber 

ab dem Ende der ersten Lebensdekade deutlich verschlechtern35. Bei vielen Patienten 

treten ab diesem Zeitpunkt Krampfanfälle auf, die von einer Neurodegeneration 

begleitet sein können. In der Computertomographie werden Hirnanomalien beobachtet, 

wobei meist eine veränderte Gyrierung entlang des frontalen und parietalen Kortex 

auffällt, die auch als Pflasterstein-Lissenzephalie bezeichnet wird (Abbildung 2D). Zum 

Teil treten auch Veränderungen in weiteren Bereichen des Gehirns auf, wie 

beispielsweise Auffälligkeiten des Corpus callosum oder des Cerebellums in Form einer 

Dandy-Walker-Fehlbildung33,35,38-40. 

Patienten mit einer ATP6V0A2 Mutation können noch weitere Beeinträchtigungen 

haben, die jedoch mit variabler Häufigkeit beobachtet werden. Dazu zählen: 

Osteopenie41, Veränderungen der Augen wie Strabismus oder Myopie35,40, 

Leberfunktionsstörungen36, Gerinnungsstörungen40,42, Leistenhernien33,35,36, 

kardiovaskuläre Auffälligkeiten33,36 und Hypotonie35,38. Die Untersuchung von 

Hautbiospien der Patienten zeigt eine reduzierte Anzahl elastischer Fasern, die 

zusätzlich verkürzt und fragmentiert erscheinen35,38,40. Vereinzelt tritt eine 

Wundheilungsstörung mit einer Vernarbung der Haut auf, die dem Ehlers-Danlos-

Syndrom ähnelt33,42.  

Ein Kernmerkmal der ARCL2A, welches diese Form von den meisten anderen Cutis 

laxa Erkrankungen unterscheidet, ist der angeborene Glykosylierungsdefekt (congenital 

disorder of glycosylation, CDG). Bei den Betroffenen wird ein 

O-Glykosylierungsdefekt gefunden, der in der isoelektrischen Fokussierung des im 

Serum enthaltenen Apolipoproteins CIII sichtbar wird. Die Patienten zeigen ein 

ApoCIII1-Muster, bei dem die ausgereifte disialo-Form reduziert ist und vermehrt 

monosialyliertes ApoCIII detektiert wird34,35 (Abbildung 2F). Zum Teil erscheint die 

isoelektrische Fokussierung des eisentransportierenden Serumproteins Transferrin bei 

Säuglingen noch unauffällig, bei älteren Kindern kann jedoch durch diese Methode auch 

ein N-Glykosylierungsdefekt nachgewiesen werden36. Während Tetrasialotransferrin die 

häufigste Form in Gesunden ist, treten bei Patienten mit ATP6V0A2-Mutation deutlich 

reduzierte Mengen dieser Form und stattdessen erhöhte Mengen Trisialo- und 

Disialotransferrin auf35 (Abbildung 2E). Auch MALDI-TOF-Analysen der N- und 
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O-glykosylierten Serumproteine der Patienten weisen auf einen Defekt in der 

Sialylierung und damit auf eine Störung der finalen Schritte der Glykosylierung im 

Golgiapparat hin34.  

Bei den ursächlichen Mutationen im ATP6V0A2 Gen handelt es sich um loss of function 

Mutationen. Dabei treten sowohl Deletionen, Leseraster-, Spleiß- und Stoppmutationen 

auf34,36,37. Auch die bisher beschriebenen missense Mutationen führen wahrscheinlich 

zu einem Funktionsverlust des Proteins. Die Verteilung der Mutationen über das Gen ist 

gleichmäßig und zeigt keine Akkumulation in einem Mutationsschwerpunkt36,37.  

Das ATP6V0A2 Gen kodiert für die a2 Untereinheit der V-ATPase, welche in 

Fibroblasten am Golgiapparat nachgewiesen wurde. Die Untersuchung von ARCL2A 

Patientenfibroblasten ergab zahlreiche zelluläre Auffälligkeiten34,36,37: Der Golgiapparat 

ist geschwollen und fragmentiert, zusätzlich zeigt sich in der Elektronenmikroskopie 

eine Häufung von Autophagosomen, späten Endosomen und vergrößerten Lysosomen. 

Des Weiteren verursacht der Verlust der a2 Untereinheit Störungen des intrazellulären 

Transports, wie eine deutliche Verzögerung des durch Brefeldin A induzierten 

retrograden Transports. Analysen der extrazellulären Matrix kultivierter 

Patientenfibroblasten ergaben keine Auffälligkeiten von Fibrillin 1 und den 

Lysyloxidasen, jedoch ist das extrazelluläre Elastin vermindert. Dies resultiert aus einer 

Akkumulation von Tropoelastin innerhalb der Zellen. Zusätzlich zu einer erhöhten 

Apoptoserate zeigt sich außerdem auch eine verstärkte Aktivität des TGF-β Signalwegs. 

Die ARCL2A ähnelt besonders den Krankheitsbildern der ARCL2C und ARCL2D. Sie 

überlappen in zahlreichen Merkmalen wie dem Glykosylierungsdefekt und der 

Verzögerung des retrograden Transports. Da es sich hierbei ebenfalls um Untereinheiten 

der V-ATPase handelt, ist die Funktion dieses Komplexes essentiell für das Verständnis 

des Pathomechanismus.   
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1.2 V-ATPasen: Protonenpumpen regulieren den pH-Wert 

1.2.1 Aufbau, Funktion und Regulation der V-ATPase 

Die Bezeichnung dieses ATPase-Typs leitet sich zwar aus seinem Vorkommen in den 

Vakuolen von Pilzen und Pflanzen ab, jedoch befindet sich die V-ATPase auch in 

tierischen Zellen. Dort kann sie in der Plasmamembran und den Membranen zahlreicher 

intrazellulärer Kompartimente wie Golgiapparat, Endosomen oder Lysosomen detektiert 

werden43. Sowohl die Struktur als auch die Funktion der verschiedenen Untereinheiten 

sind evolutionär hoch konserviert44,45.  

Die V-ATPase besteht aus zwei Subkomplexen, die als V1 und V0 bezeichnet werden 

(Abbildung 3). Der V1 Komplex besteht aus den Untereinheiten A bis H. Ein Hexamer 

aus A und B Untereinheiten bindet und hydrolysiert ATP um Energie zu generieren, die 

dann an den V0 Komplex weiter gegeben und dort für den Protonentransport genutzt 

wird43,44,46. Der V0 Komplex bildet sich aus den Untereinheiten a, c, c‘‘, d und e, wobei 

die c und c‘‘ Untereinheiten einen Proteolipidring bilden, um Protonen durch eine 

Membran transportieren zu können. Damit die Kraftübertragung vom V1 Komplex zum 

V0 Komplex erfolgen kann, sind ein Rotor und zwei Statoren nötig43,44,46. Der Rotor 

wird aus den Untereinheiten D, F und d geformt und bildet somit die Verbindung 

zwischen V1 und V0 Komplex. Die Statoren bestehen aus je zwei E und G 

Untereinheiten und den C und H Untereinheiten des V1 Komplex, die an die a 

Untereinheit des V0 Komplex gekoppelt sind43,44,46. 

Die Funktion der V-ATPase kann auf vielfältige Art reguliert werden. Ein essentieller 

Prozess ist die Assemblierung des Komplexes, die mit dem Zusammenbau des V0 

Subkomplexes im Endoplasmatischen Reticulum (ER) beginnt. Hierbei unterstützen 

beispielsweise ATP6AP1 (Ac45; Accessory subunit 45), welches in der Hefe auch als 

c‘-Untereinheit bezeichnet wird, ATP6AP2 und VMA2147,48. Der V0 Subkomplex wird 

anschließend zum Zielorganell transportiert, wo die Assemblierung des 

Gesamtkomplexes erfolgt. Die Dissoziation in die V0 und V1 Subkomplexe wird in 

Hefen unter anderem durch Glucosemangel induziert49,50. In Säugetierzellen reguliert 

Aldolase, ein Enzym der Glykolyse, ebenfalls die Assemblierung der V-ATPase51-53. 

Auch die Lipidzusammensetzung der Membran beeinflusst die Bindung von V1 an 

V045,54,55. So befindet sich der V0 Subkomplex in den Endosomen in floßartigen 
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Membrandomänen, die reich an Cholesterin und Sphingomyelin sind, welche sich auf 

die Assemblierung und Aktivität der V-ATPase auswirken54,55. 

 

 

Abbildung 3: Bau der V-ATPase 

Abbildung modifiziert nach Qin et al.56 

Die Hydrolyse von ATP durch den V1 Subkomplex ermöglicht die Rotation des Proteolipidrings des V0 

Subkomplexes und somit den Transport von Protonen. Während der V0 Komplex in die Membran 

integriert ist, befindet sich der V1 Komplex im Cytoplasma und kann sich vom V0 Komplex lösen und an 

andere V0 Komplexe rekrutiert werden. Die a Untereinheit enthält ein für den Protonentransport 

essentielles Arginin. 

Da viele Untereinheiten der ATPase durch mehrere Gene kodiert sind und sie somit in 

verschiedenen Isoformen vorliegen, ergeben sich zahlreiche Kombinationen die zu einer 

aktiven ATPase führen. Diese sind zum Teil gewebsspezifisch und können sich sowohl 

in ihrer Funktion als auch der intrazellulären Lokalisation unterscheiden. Hierbei wird 

der a Untereinheit ein besonderer Stellenwert beigemessen, da sie sowohl die 

Lokalisation der V-ATPase als auch deren Kopplungseffizienz zwischen 

ATP-Hydrolyse und Protonentransport reguliert44,57. 
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1.2.2 Die vielfältigen Funktionen der a Untereinheit 

Die a Untereinheit ist Teil des V0 Komplexes und in Säugetieren durch vier 

verschiedene Gene kodiert, die zu den Isoformen a1 bis a4 führen. Sie sind im 

Menschen zu 47-61% auf Proteinebene identisch und haben dabei noch eine 40%ige 

Ähnlichkeit zu den a Untereinheiten der Hefe58. Sie bestehen aus einem hydrophilen 

N-Terminus, der sich im Cytoplasma befindet und einem C-Terminus aus mehreren 

Transmembrandomänen mit denen diese Untereinheit in einer Membran verankert wird 

(Abbildung 4). Die Anzahl der Transmembrandomänen wurde lange diskutiert, neuere 

Modelle gehen jedoch von 8 Transmembrandomänen aus, sodass sich die C-terminalen 

Aminosäuren wie auch der N-Terminus im Cytoplasma befinden59-62. Durch den 

hydrophilen N-Terminus kann die a Untereinheit Kontakt mit der V1 Untereinheit 

aufnehmen und als Teil der Statoren die beiden Subkomplexe der ATPase miteinander 

verbinden63, während sie durch den C-terminalen Teil mit den c und c‘‘ Untereinheiten 

in Kontakt steht46. Durch diese vielseitige Struktur ergeben sich zahlreiche Funktionen. 

Eine zentrale Funktion liegt im Protonentransport. Hierfür befindet sich in der 

a Untereinheit ein cytoplasmatischer Hemikanal in den das Proton eintritt. Dieser 

kommt in Kontakt mit einem Glutaminsäurerest der c Untereinheit, an den das Proton 

bindet. Durch die ATP vermittelte Rotation des Proteolipidrings berührt der protonierte 

Glutaminsäurerest den luminalen Hemikanal der a Untereinheit, wo der deprotonierte 

Glutaminsäurerest der c Untereinheit durch ein essentielles Arginin der a Untereinheit 

(R755 in der murinen und humanen a2 Untereinheit) stabilisiert wird, damit das Proton 

anschließend ins Lumen entlassen werden kann44,59-62. 

Durch den exponierten N-Terminus kann die a Untereinheit mit weiteren Proteinen 

interagieren und trotzdem ihre Position in der ATPase beibehalten. Dieser Teil 

bestimmt auch die Rekrutierung der ATPase zu den verschiedenen intrazellulären 

Membranen. In der Hefe gibt es nur zwei Isoformen der a Untereinheit, wobei Stv1p die 

ATPase zum Golgiapparat rekrutiert und Vph1p zur Vakuole57,64. Auch die vier 

Isoformen in den Säugetieren zeigen unterschiedliche intrazelluläre Verteilungen, die 

sich zum Teil in den Geweben und in Abhängigkeit von verschiedenen Stimuli 

unterscheiden45.  

 



1. Einleitung  

 
 

 
12 

 

Abbildung 4: Modell der a Untereinheit in Hefe 

Abbildung modifiziert nach Kartner et al.60 

Die Vph1p Untereinheit von Saccharomyces cerevisiae ist homolog zu den a Untereinheiten der 

Säugetiere, sodass diese den gleichen Aufbau teilen. Der N-Terminus befindet sich im Cytoplasma und 

ermöglicht die Interaktion mit verschiedenen Proteinen. Durch die acht Transmembrandomänen ist der 

C-Terminus in die Membran integriert. Die C-terminalen Aminosäuren reichen dann wieder ins 

Cytoplasma. Das für den Protonentransport essentielle Arginin befindet sich in der Hefe an Position 735 

innerhalb der Transmembrandomäne 7. Einige Domänen könnten sich bei Bedarf in die Membran 

integrieren (gekennzeichnet mit ?) und somit Konformationsänderungen der a Untereinheit ermöglichen. 

Die a1 Untereinheit ist sehr stark in Neuronen exprimiert und wurde dort an 

synaptischen Vesikeln und der Plasmamembran gefunden65. In Osteoklasten hingegen, 

befindet sie sich am Golgiapparat66. Auch für die a2 Untereinheit konnte eine 

Lokalisation am Golgiapparat in Osteoklasten45,66 und Fibroblasten37 gezeigt werden. 

Die Untersuchungen von Epithelzellen des proximalen Tubulus ergaben jedoch dort 

eine Lokalisation in den frühen Endosomen45,67. Durch ihre Funktion in der 

Knochenresorption wurde die a3 Untereinheit besonders in Osteoklasten untersucht. Sie 

rekrutiert dort die Protonenpumpe an die Plasmamembran um Protonen in die Lakunen 

sezernieren zu können68. Dies konnte auch in RAW264.7 Zellen gezeigt werden, die zu 
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Osteoklasten-ähnlichen-Zellen differenziert wurden. In den undifferenzierten Zellen 

lokalisierte die a3 Untereinheit hingegen zusammen mit Lamp2 an den Lysosomen45,66. 

In β-Zellen des Pankreas wiederum wird die a3-Isoform an insulinhaltigen 

sekretorischen Vesikeln gefunden45,69. Die a4 Untereinheit befindet sich in 

Interkalierenden Zellen der Niere an der Plasmamembran und reguliert dort die 

Ansäuerung des Tubulus67,70. Somit delegieren die verschiedenen a Untereinheiten die 

V-ATPase zu unterschiedlichen Membranen um diese bedarfsgerecht zu regulieren. 

Die Lokalisation der a3 und a4 Untereinheit an der Plasmamembran scheint auch die 

Invasivität von Tumoren zu unterstützen. Beide Isoformen sind in einigen Tumoren 

verstärkt exprimiert und rekrutieren somit die ATPase vermehrt an die 

Plasmamembran71. Die Ansäuerung der umliegenden extrazellulären Matrix könnte 

möglicherweise sekretierte Proteasen wie Cathepsine aktivieren und dadurch das 

Eindringen der Tumore ins Gewebe beschleunigen43.  

Die a Untereinheit ist nicht nur essentiell für den Protonentransport, sondern könnte 

auch als pH Sensor fungieren. Hierbei wird vermutet, dass das Protein in Abhängigkeit 

vom pH-Wert in einem Vesikel seine Konformation verändert, sodass der N-Terminus 

sein Bindungsverhalten gegenüber anderen Proteinen ändert67,72. Die Interaktion mit 

ARNO (Cytohesin 2) beispielsweise scheint pH-Wert abhängig zu sein, da sie durch 

eine Neutralisation des endosomalen pH-Werts mittels FCCP reduziert werden kann67. 

ARNO bindet an den N-Terminus der a Untereinheit, während Arf6 an die 

c-Untereinheit der V-ATPase bindet67,73,74. Da ARNO als GEF (guanine nucleotide 

exchange factor) für ARF6 dessen Bindung an GTP reguliert und ARF6 vielfältige 

Funktionen im intrazellulären Transport übernimmt75,76, steuert die V-ATPase somit 

indirekt auch diese Prozesse. Nach diesem Prinzip könnte der N-Terminus der 

a Untereinheit auch für die Interaktion mit weiteren Proteinen des intrazellulären 

Transports zur Verfügung stehen. 
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1.3 Die komplexen Mechanismen des intrazellulären 

Transports 

1.3.1 Das Endo-Lysosomale System 

Zellen müssen Nährstoffe und Signale aus der Umgebung aufnehmen, an die 

entsprechenden Organellen weiterleiten und sie anschließend abbauen. Zusätzlich 

produzieren Zellen selbst Strukturproteine, Signalstoffe oder Matrixkomponenten, die 

sie vom Syntheseort zum korrekten Organell oder der Plasmamembran bringen müssen. 

Hierfür ist ein komplexes System aus Vesikeln notwendig, das auf zahlreichen Wegen 

die Fracht innerhalb der Zelle transportiert (Abbildung 5).  

Die Aufnahme von Substanzen aus der Umgebung wird als Endozytose bezeichnet. 

Diese kann über verschiedene Wege erfolgen, abhängig davon, wie viel und welche 

Fracht aufgenommen wird und welche Hüllproteine beteiligt sind. Die stärkste 

Bedeutung  wird der Aufnahme durch Clathrin bedeckte Vesikel beigemessen, während 

andere Wege, wie zum Beispiel die Calveolin vermittelte Endozytose, eher eine 

untergeordnete Rolle spielen77. In der Plasmamembran kommt es zu Einstülpungen, die 

von dem Protein Clathrin bedeckt sind und daher als clathrin coated pits bezeichnet 

werden. Durch die Interaktion dieses Proteins mit Frachtrezeptorproteinen, können 

einige Stoffe gezielt in diesen Einstülpungen akkumuliert werden. Anschließend 

schnüren sich Vesikel von der Plasmamembran ab, die von einem Käfig aus Clathrin 

umgeben sind. Nach der Dissoziation dieser Hülle, dem sogenannten uncoating reifen 

die Vesikel auch durch Fusion mit anderen Vesikeln zu den frühen Endosomen78.  

Die meisten frühen Endosomen sind klein, rund und befinden sich in der Peripherie der 

Zelle. Einige weisen aber auch tubuläre Strukturen auf79,80. Es gibt jedoch auch 

zelltypspezifische Unterschiede in Form und Lage der frühen Endosomen. Als Marker 

für frühe Endosomen wird beispielsweise RAB5 verwendet, welches sich an der 

Außenseite der Vesikelmembran befindet und durch Interaktion mit Effektorproteinen 

wie EEA1 die Fusion von Endosomen reguliert81-83. Zwischen 50 und 180% der 

Zellmembran werden so stündlich internalisiert und werden von den frühen Endosomen 

durch Abschnürung an Recyclingendosomen abgegeben, die dann wieder mit der 

Plasmamembran fusionieren84. Die Recyclingendosomen sind ein tubuläres Netzwerk, 

das in einigen Zellen perinukleär gelegen ist und durch das Vorhandensein von Rab11 
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gekennzeichnet ist85,86. Die Fracht, die innerhalb der Zelle weiter transportiert werden 

soll, wird in den frühen Endosomen aufkonzentriert. Hierzu dient beispielsweise der 

leicht saure pH-Wert von pH 6,2-6,3 der die Dissoziation von Fracht und Rezeptoren 

begünstigt87,88.  

 

Abbildung 5: Der intrazelluläre Transport 

Die zu endozytierende Fracht wird in Clathrin-bedeckten Einstülpungen akkumuliert. Diese schnüren sich 

ab und reifen zu den frühen Endosomen. Ein Großteil der aufgenommenen Fracht wird über die 

Recyclingendosomen wieder zur Zellmembran transportiert, während einige Stoffe gezielt aufkonzentriert 

und in die späten Endosomen transportiert werden. Hier wird durch den Einschluss in ILVs die Fracht 

weiter selektiert und über Exosomen aus der Zelle transportiert oder zum Abbau in die Lysosomen 

verbracht. Im Endoplasmatischen Retikulum synthetisierte Proteine gelangen über den Golgiapparat zu 

ihrem Bestimmungsort. Der Farbverlauf von gelb zu rot symbolisiert den Cholesteringehalt der jeweiligen 

Kompartimente. Die Abbildung ist stark vereinfacht und spiegelt nicht die Komplexität der beteiligten 

Komponenten wider, da es zahlreiche Abstufungen zwischen diesen gibt. 

Durch Fusion und Fission reifen die frühen Endosomen zu späten Endosomen, den 

sogenannten Multivesicular bodies heran. In ihrem Innern befinden sich kleinere 

Vesikel, die das sortieren von Fracht und Enzymen ermöglichen und als intralumenal 

vesicles (ILVs) bezeichnet werden. Für die Ausbildung dieser Vesikel werden die 

ESCRT-Komplexe (endosomal sorting complexes required for transport) benötigt89. 

F
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Die Proteine, die in die ILVs eingebaut werden sollen, sind ubiquitiniert, sodass sie von 

Komponenten des ESCRT-Komplexes gebunden werden können und in bestimmten 

Membranbereichen aufkonzentriert werden können. Diese Teile der Membran stülpen 

sich dann ein und bilden ein neues Vesikel innerhalb des Endosoms.90  

Auf dem Weg vom frühen Endosom zum späten Endosom und schließlich zum 

Lysosom sinkt der pH-Wert kontinuierlich und beträgt in späten Endosomen zwischen 

5,2 und 6,087,88. Die späten Endosomen befinden sich häufig im perinukleären Bereich 

und werden durch das Markerprotein Rab7 identifiziert91. Sie weisen durch die kiss-

and-run Fusion mit Lysosomen bereits viele Ähnlichkeiten mit diesen auf92,93, sodass 

einige auch als Endolysosomen bezeichnet werden. Endolysosomen zeigen in der 

Elektronenmikroskopie nur einige elektronendichte Bereiche, während bei Lysosomen 

das gesamte Lumen elektronendicht erscheint94.  

Diejenigen Vesikel, die sich im Kontinuum zwischen frühen und späten Endosomen 

befinden, stehen im Membran- und Frachtaustausch mit dem Trans-Golgiapparat. So 

können sie Enzyme wie Hydrolasen aufnehmen, die sie schlussendlich zu Lysosomen 

heran reifen lassen95. Der saure pH-Wert der Lysosomen liegt unter pH 5,5 und kann bis 

auf 4,5 abgesenkt sein, sodass ideale Bedingungen für die Hydrolasen vorliegen um die 

Fracht zu degradieren87,88,96. Die Membran der Lysosomen muss daher durch eine 

Glykokalix vor dem Abbau geschützt werden und enthält stark glykosylierte LAMPs 

(lysosomal associated membrane proteins) und schwer degradierbare Lipide97. 

Die Fracht der späten Endosomen muss nicht zwangsläufig im Lysosom abgebaut 

werden. Besonders aktuelle Projekte haben Exosomen im Fokus, die ihren Ursprung in 

den ILVs der späten Endosomen haben. Durch die Verschmelzung der späten 

Endosomen mit der Plasmamembran werden diese Vesikel in den extrazellulären Raum 

freigesetzt, können dort lange Zeit überdauern und als Speicher für Proteine und RNA-

Moleküle dienen98,99. 

1.3.2 Der Golgiapparat als zentrale Schaltstelle des intrazellulären 

Transports 

Obwohl der Golgiapparat neben dem endo-lysosomalen Vesikelsystem zu liegen 

scheint, steht er mit allen Organellen im ständigen Vesikelaustausch95,100. Der 

Golgiapparat befindet sich im perinukleären Bereich und kann als polarisierter 
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Membranstapel betrachtet werden, der verschiedene Reaktionsräume umschließt101. Der 

kernnahe Bereich wird als cis-, der mittlere Teil als medial- und der periphere Teil als 

trans-Golgiapparat bezeichnet. Es gibt Modelle, die von einer Reifung der 

Membranzisternen von cis nach trans ausgehen102 und andere, die statische Zisternen 

postulieren, zwischen denen die Fracht durch Vesikel transportiert wird103. Die 

verschiedenen Golgimembranen stehen in beiden Modellen durch anterograden und 

retrograden Vesikeltransport in ständigem Austausch. 

Die zentrale Rolle des Golgiapparates im intrazellulären Transport wird auch dadurch 

verstärkt, dass er die im Endoplasmatischen Reticulum (ER) synthetisierten Proteine 

empfängt um sie zu ihrem Bestimmungsort zu dirigieren. Hierbei passieren sie das 

ER-Golgi-Intermediärkompartiment (ERGIC), das durch seine hohe Konzentration an 

Chaperonen die Faltung der Proteine unterstützt und an deren Qualitätskontrolle 

beteiligt ist104. Auf ihrem Weg vom cis zum trans Golgiapparat werden die Proteine 

dann posttranslational modifiziert, wie beispielsweise glykosyliert. Hierbei werden die 

Proteine im ER nur kernglykosyliert und dann durch die sequentielle Anordnung von 

Glykosyltransferasen im Golgiapparat schrittweise mit den verschiedenen Zuckerresten 

modifiziert105,106. 

Der Golgiapparat liegt am Mikrotubuli-organisierenden Zentrum (MTOC)107. Dieses ist 

essentiell für den intrazellulären Transport, da es den Minus-Pol und somit den 

Ausgangspunkt der Mikrotubuli bildet, deren Plus-Pole sich in der Zellperipherie 

befinden. Entlang dieser Strahlen können Vesikel mit Hilfe von Motorproteinen wie 

Dynein und Kinesin in der Zelle transportiert werden. 

1.3.3 pH-Wert Regulation im intrazellulären Transport 

Während die frühen Endosomen nur einen leicht sauren pH von 6,2 bis 6,3 haben, 

nimmt dieser in späten Endosomen stark ab und kann in Lysosomen bis auf 4,5 

reduziert sein87,88,96. Das Lumen des ERs ist mit einem pH-Wert von 7,2 bis 7,4 ähnlich 

neutral wie das Cytoplasma108,109, für den cis Golgiapparat wird dann schon ein leicht 

saurer pH um 6,5 angenommen88,108,110,111, und der trans Golgiapparat, beziehungsweise 

das vesikuläre Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) hat einen pH von 5,9 bis 6,1112,113. Die 

verschiedenen Kompartimente in der Zelle unterscheiden sich also stark in ihrem pH, 

was durch zahlreiche Mechanismen reguliert wird.  
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Die unterschiedlichen pH-Werte werden durch die aktive Anreicherung von Protonen in 

den Vesikeln mittels Protonenpumpen (V-ATPasen) erreicht, was sich auch auf den 

Transport von anderen Ionen wie Cl-, Ca2+, Na+ und K+ auswirkt. Somit beeinflusst die 

jeweilige Durchlässigkeit der Vesikelmembran für Protonen und andere Ionen, welche 

pH-Werte aufrechterhalten werden können. Den größten Effekt hat jedoch die 

Regulation der V-ATPasen im jeweiligen Kompartiment111. Wie bereits in Kapitel 

1.2.1 Aufbau, Funktion und Regulation der V-ATPase beschrieben, kann dies auf 

zahlreichen verschiedenen Wegen erfolgen. Die Konzentration der V-ATPase an einem 

bestimmten Vesikel, dem Golgiapparat oder der Plasmamembran kann beispielsweise 

durch den Einbau der verschiedenen a Isoformen moduliert werden. Die starke 

Ansäuerung der späten Endosomen kann sowohl in der großen Anzahl der V-ATPasen 

begründet sein, als auch durch die besondere Lipidzusammensetzung dieser Vesikel 

erklärt werden55. Auch die spezifische Lokalisation von Interaktionspartner kann die 

Aktivität der ATPase beeinflussen. 

Durch den pH-Wert werden zahlreiche Prozesse des intrazellulären Transports reguliert, 

wie die Abschnürung von Vesikeln oder auch die Inaktivierung von Pathogenen. 

Veränderungen des pH-Wertes durch eine Hemmung der V-ATPasen mit 

Bafilomycin A1 inhibieren beispielsweise den Transport von endozytierter Fracht von 

frühen zu späten Endosomen114. Dies scheint auf eine pH abhängige Rekrutierung von 

ARF1 und COP Hüllproteinen zurückzuführen zu sein115. Auch die Sortierung der 

Fracht wird durch die pH-Wert Unterschiede innerhalb des endo-lysosomalen Systems 

und des Golgiapparates ermöglicht. So kann im Startkompartiment eine Fracht an einen 

Rezeptor gebunden werden und durch den veränderten pH-Wert im Zielkompartiment 

wieder entlassen werden. Der pH-Wert reguliert außerdem die Aktivität verschiedener 

Enzyme. So können Glykosyltransferasen in der richtigen Zisterne innerhalb des 

Golgiapparates ihre Arbeit verrichten. In den Lysosomen unterstützt der niedrige 

pH-Wert außerdem die Aktivität der Hydrolasen zum Abbau des Vesikelinhalts94. 

1.3.4 Cholesterin im intrazellulären Transport 

Neben dem pH-Wert reguliert auch die Lipidzusammensetzung der intrazellulären 

Kompartimente deren Funktion. Sie bestimmt die Flexibilität und Fluidität der 

begrenzenden Membranen und reguliert die Aktivität verschiedener Proteine. Dabei 

sind die meisten Membranen nicht gleichmäßig aufgebaut, sondern enthalten floßartige 
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Mikrodomänen, besetzt mit speziellen Lipiden und Proteinen116. Das Lipid Cholesterin 

hat einen besonders starken, gut untersuchten Einfluss auf den intrazellulären Transport. 

Es kann sowohl von der Zelle selbst synthetisiert werden, also auch über Endozytose 

aufgenommen werden. Im Blut ist es in LDLs (Low Density Lipoproteinen) gebunden, 

die an der Plasmamembran der Zelle mit dem LDL-Rezeptor interagieren. Dieser wird 

in clathrin coated pits angereichert, sodass der Komplex aus LDL und Rezeptor über 

Clathrin vermittelte Endozytose in die frühen Endosomen aufgenommen wird117. Von 

dort wird er zu den Recyclingendosomen transportiert, in denen sich die Lipoproteine 

vom LDL-Rezeptor trennen. Während dieser zurück an die Plasmamembran gebracht 

wird, gelangen die Lipoproteine in die späten Endosomen und die Lysosomen. Dort 

werden sie hydrolysiert und das frei gewordene Cholesterin an die Plasmamembran und 

die intrazellulären Kompartimente verteilt118. Überschüssiges Cholesterin wird verestert 

und in Lipidtropfen im Cytoplasma gespeichert119. 

Der Transport von Cholesterin aus den späten Endosomen beziehungsweise aus den 

Lysosomen rückte besonders in den Fokus, da die Proteine NPC1 und NPC2 daran 

beteiligt sind. Mutationen in diesen Proteinen führen zum Niemann-Pick-Syndrom 

Typ C, einer Lysosomalen Speicherkrankheit, die eine schwere Neurodegeneration zu 

Folge hat. In den Zellen der Betroffen sammelt sich das Cholesterin in den Lysosomen, 

sodass der gesamte intrazelluläre Transport gestört ist120-124. 

Die Zelle kann jedoch auch selbst Cholesterin synthetisieren. Dies wird durch spezielle 

Transkriptionsfaktoren, die SREBPs (sterol regulatory element-binding proteins) 

reguliert. Diese werden direkt nach der Synthese im ER vom SREBP-Escort Protein 

(SCAP) gebunden, welches als Cholesterinsensor dient, denn wenn viel Cholesterin im 

ER enthalten ist, bleibt es dort verankert. Bei niedrigem Cholesterinlevel kann es jedoch 

mit COPII interagieren, sodass die SREBPs in den Golgiapparat transportiert werden. 

Dort werden diese proteolytisch geschnitten, sodass sie im Zellkern die Transkription 

der Gene für die Cholesterinsynthese aktivieren können125-127. Das in der Zelle selbst 

synthetisierte Cholesterin, wird vom ER größtenteils direkt an die Plasmamembran 

abgegeben, kann aber auch durch den Golgiapparat transportiert werden. Dabei nutzt 

das Cholesterin sowohl den vesikulären Transport als auch den direkten Transport 

mittels verschiedener Proteine118,128. 

Wie in ihrem pH-Wert unterscheiden sich die Kompartimente des intrazellulären 

Transports auch stark in ihrem Cholesteringehalt (Abbildung 5). Die Plasmamembran 
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besteht aus sehr viel Cholesterin und die frühen Endosomen enthalten weniger 

Cholesterin als die späten. In den späten Endosomen gibt es zudem Unterschiede 

zwischen der äußeren Membran und den ILVs, die sehr viel Cholesterin umschließen129. 

Das ER wiederum enthält sehr wenig Cholesterin und hat daher eine sehr ungeordnete 

Membran. Im Golgiapparat nimmt der Cholesteringehalt von den cis zu den 

trans-Membranen zu130.  

Der Cholesteringehalt der Endosomen reguliert auch deren Position in der Zelle. 

ORP1L (oxysterol-binding protein) dient als Cholesterinsensor, der dazu führt, dass 

Vesikel mit hohem Cholesteringehalt über p150Glued mit dem Dynactin-Komplexes 

verbunden sind und mittels Dynein entlang der Mikrotubuli zu deren Minus-Pol 

transportiert werden131. Daher bewegen sich cholesterinreiche Vesikel häufig zum 

Mikrotubuli-organisierenden Zentrum. 
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1.4 Ziel der Arbeit 

Die Aufklärung der genetischen Ursache der autosomal rezessiven Cutis laxa Typ 2A 

im Jahr 2008 hilft den betroffenen Familien bereits dahingehend, dass sie durch die 

molekulargenetische Untersuchung eine eindeutige Diagnose erhalten können. Somit 

kann der Verlauf der Erkrankung und das Wiederholungsrisiko besser abgeschätzt 

werden. Es fehlen jedoch adäquate Behandlungsoptionen um besonders die neuronalen 

Symptome abzumildern. Desweiteren sind einige Aspekte des Phänotyps bisher 

möglicherweise übersehen worden. Darüber hinaus gibt es zur molekularen Funktion, 

der bei den Patienten fehlenden a2 Untereinheit, zahlreiche offene Fragen. 

Durch den akuten Verlust der a2 Untereinheit in HeLa-Zellen, soll ihre Wirkung auf die 

verschiedenen Kompartimente dargestellt werden. Die Verwendung pH-Wert 

modulierender Reagenzien soll zusätzlich die Aufdeckung ursächlicher 

Zusammenhänge ermöglichen. 

Die Auswirkungen zellulärer Aspekte auf den Gesamtorganismus können jedoch nur 

schwer prognostiziert werden. Daher ist sowohl für das Verständnis des 

Pathomechanismus als auch für die detaillierte Analyse des Phänotyps ein 

zusammenhängender Organismus notwendig. Die Erzeugung eines Knock-out 

Mausmodells soll es ermöglichen, den Krankheitsverlauf auf Gewebeebene zu 

ergründen um in späteren Arbeiten Behandlungsoptionen zu identifizieren und 

anzuwenden. Durch ein Mausmodell mit gefloxter a2 Untereinheit soll zusätzlich die 

Möglichkeit eines gewebespezifischen Abschaltens der a2 Untereinheit geschaffen 

werden.  

Als besonders wichtiges Werkzeug, nicht nur für die Erforschung der ARCL2A, 

sondern auch für das Verständnis der molekularen Funktion der a Untereinheit, soll ein 

Mausmodell mit einer gezielten Mutation des Protonentransports entwickelt werden. 

Somit kann diese Funktion getrennt von den weiteren Funktionen der a Untereinheit 

analysiert werden.   
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2. Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 1: Allgemeine Geräte 

Gerät Hersteller 

ABI 3730, 48 Kapillaren Array Applied Biosystems  (Foster City, USA) 
ABIPrism HT 7900 Real-time Cycler  
 

Applied Biosystems  (Foster City, USA) 

Biomek NX  Beckman Coulter  (Brea, USA) 
BioZyme Cycler (DNA Engine DYAD) MJ Research  (Waltham, USA) 
Chemi-Smart Vilber Lourmat (Collégien, FR) 
FlexCycler Analytik Jena  (Jena) 
Function Line, Labofuge 400R Heraeus Instruments (Hanau) 
Gene Pulser BioRad (Hercules, USA) 
GeneAmp® PCR System 9700 Thermal 
Cycler 

Applied Biosystems (Foster City, USA) 

Mini-Protean 3 System BioRad (Hercules, USA) 
Nano-Photometer Implen (München) 
Real Time PCR Maschine, Typ 7500 Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Zentrifuge 5415 D Eppendorf (Hamburg) 

Tabelle 2: Geräte im Bakterienlabor 

Gerät Hersteller 

Brutschrank, Typ B20 Heraeus instruments (Hanau) 
Centromat H (Orbitalinkubator) B.Braun (Melsungen) 
Centromat R (Schüttler) B.Braun (Melsungen) 
Gene Pulser BioRad (Hercules, USA) 
Lambda 2, UV/VIS Spectrophotometer PerkinElmer  (Waltham, USA) 

Tabelle 3: Geräte im Zellkulturlabor 

Gerät Hersteller 

BDK-S 1500 (Sicherheitswerkbank) Luft- und Reinraumtechnik GmbH 
(Sonnenbühl) 

Direct Heat CO2 – Incubator Thermo Fisher Scientific  (Waltham, 
USA) 

Forma Series II Water Jacket Incubator Thermo Fisher Scientific  (Waltham, 
USA) 

LaminAir HBB2448 Heraeus instruments (Hanau) 
Sicherheitswerkbank KS12 Herasafe Thermo Fisher Scientific  (Waltham, 

USA) 
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Tabelle 4: Geräte im Histologielabor 

Gerät Hersteller 

Einbettstation EC 350-1&2  Microm (Walldorf) 
Microtom HM 355 S Microm (Walldorf) 
TP 1020 Gewebeprozessierung Leica (Wetzlar) 
ULM 400 Wärmeschrank Memmert (Schwabach) 

Tabelle 5: Mikroskope 

Gerät Hersteller 

Axiovert 25 (inverses Lichtmikroskop) Zeiss (Oberkochen) 
Laser Modul LSM150,  Mikroskop 
Axiovert 200M (Laser Konfokal 
Mikroskop) 

Zeiss (Oberkochen) 

Inverses Labormikroskop DM IL Leica (Wetzlar) 
Fluoreszenzmikroskop DM RB Leica (Wetzlar) 
 

2.1.2 Chemikalien 

Wenn nicht anders aufgeführt wurden die Chemikalien von den Firmen J.T.Baker 

(Phillipsburg, USA), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich 

(St. Louis, USA) bezogen. 

Tabelle 6: Allgemeine Chemikalien 

Chemikalie  Hersteller 

5 x BigDye Terminator  
Reaktionspuffer v.1.1 und v.3.1 

Applied Biosystems (Foster City, USA) 

5x FIREPol Master Mix (12,5 mM MgCl2) Solis Biodyne (Tartu, EST) 
5x Hot FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus 
(ROX) 

Solis Biodyne (Tartu, EST) 

6 x Ladepuffer für Agarosegele Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Agentcourt® CleanSEQ® Beckman Coulter (Brea, USA) 
BigDye Terminator Version 3.1 Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Deckgläschen 24x60mm Roth (Karlsruhe) 
DNAse I 1U/µl Zymo Research (Irvine, USA) 
dNTPs Bioline (London, UK) 
Entellan Neu Merck (Darmstadt) 
GeneRuler DNA Ladder Mix Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Paraformaldehyd (PFA) Merck (Darmstadt) 
Phusion DNA-Polymerase (2 U/µl) Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Proteinase K  Roche (Basel, CHE) 
T4 Ligase Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
T4 Polynukleotid Kinase Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Taq DNA-Polymerase (5 U/µl) Stratec (Birkenfeld) 
TRIzol Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
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2.1.3 Zellkultur 

Kultivierung von humanen Zelllinien 

Tabelle 7: Chemikalien für die Kultivierung von humanen Zelllinien 

Chemikalie Hersteller 

4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

Albumin Fraktion V (BSA) Roth (Karlsruhe) 
Bafilomycin A1 from Streptomyces griseus Sigma-Aldrich (St.Louis, USA) 
Chloroquin Diphosphatsalz Sigma-Aldrich (St.Louis, USA) 
DMEM 4,5 g/l D-Glucose, ohne Pyruvat GIBCO  (Paisley, UK) 
DMEM High Glucose 4,5 g/l, ohne Pyruvat HyClone (Logan, USA) 
DPBS (steril, ohne Ca2+-, Mg2+-Ionen) GIBCO  (Paisley, UK) 
Fetales Kälberserum (FCS) 10270106 
Lot:41Q4219K 

GIBCO  (Paisley, UK) 

Fluoromount-G Biozol Diagnostica (Eching) 
Interferin Polyplus transfection (Illkirch, FR) 
Nocodazol Sigma-Aldrich (St.Louis, USA) 
Optimem GIBCO  (Paisley, UK) 
Penicillin-Streptomycin Lonza (Basel, CHE) 
Saponin Sigma-Aldrich (St.Louis, USA) 
Trypsin-EDTA GIBCO  (Paisley, UK) 
Ultraglutamin 1 (200mM in 0,85% NaCl) Lonza (Basel, CHE) 

Tabelle 8: Materialien für die Kultivierung von humanen Zelllinien 

Material Hersteller 

0,45µm Cellulosefilter VWR International (Radnor, USA) 
Deckgläser ∅ 12 mm Marienfeld  (Lauda-Königshofen)  
Neubauer Zählkammer  
Tiefe 0,100 mm Fläche 0,0025 mm2 

Marienfeld  (Lauda-Königshofen) 

Objektträger 76 x 26 x 1 mm Marienfeld (Lauda-Königshofen) 
Platte mit 12 Kalotten  
3,8 cm2 Wachstumsfläche 

Falcon  (Franklin Lakes, USA) 

Platte mit 6 Kalotten  
9,6 cm2 Wachstumsfläche 

Falcon (Franklin Lakes, USA)   

Serologische Pipetten Falcon  (Franklin Lakes, USA) 
T25-Flasche  
25 cm2 Wachstumsfläche 

Falcon  (Franklin Lakes, USA) 

T75-Flasche  
75 cm2 Wachstumsfläche 

Falcon  (Franklin Lakes, USA) 

Zellkutlurschale 100x20 mm Falcon  (Franklin Lakes, USA) 
Zellschaber  Sarstedt (Nümbrecht) 
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Kultivierung von embryonalen Mausstammzellen 

Tabelle 9: Chemikalien für die Kultivierung von Fütterzellen und Embryonalen 

Stammzellen 

Chemikalie Hersteller 

DMEM 4,5 g/l D-Glucose, ohne Pyruvat Lonza (Basel, CHE) 
DMSO Sigma-Aldrich (St.Louis, USA) 
Fetales Kälberserum (FCS)  für 
Embryonale Stammzellen 2602-P282905 

PAN Biotech (Aidenbach) 

Fetales Kälberserum (FCS) für Fütterzellen Biochrom (Miami, USA) 
G418 (Geneticin) GIBCO  (Paisley, UK) 
Gelatine Sigma-Aldrich (St.Louis, USA) 
Glutamin (200mM in 0,85% NaCl) Lonza (Basel, CHE) 
Knockout DMEM 4,5g/l Glucose, mit 
Pyruvat 

GIBCO  (Paisley, UK) 

Mitomycin C Sigma-Aldrich (St.Louis, USA) 
Murine Leukemia Inhibitory Factor 
ESGRO (LIF) 

Chemicon (Temecula, USA) 

Non-Essential Amino Acids Solution 
(100x) 

GIBCO  (Paisley, UK) 

Nukleoside Chemicon (Temecula, USA) 
PBS  Lonza (Basel, CHE) 
Penicillin-Streptomycin Lonza (Basel, CHE) 
Trypsin-EDTA  GIBCO  (Paisley, UK) 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (St.Louis, USA) 

 

Tabelle 10: Materialien für die Kultivierung von Fütterzellen und Embryonalen 

Stammzellen 

Material Hersteller 

Serologische Pipetten Sarstedt (Nümbrecht) 
TC-Flasche T75 Sarstedt (Nümbrecht) 
TC-Platte 96 Well Standard F Sarstedt (Nümbrecht) 
TC-Platte 96 Well Standard R Sarstedt (Nümbrecht) 
Tubes 15 ml Greiner bio-one (Kremsmünster, CHE) 
Tubes 50 ml Greiner bio-one (Kremsmünster, CHE) 
Zellkulturplatte 6 Techno Plastic Products AG,  

TPP (Trasadingen, CHE) 
Zellkulturschale 100 Techno Plastic Products AG,  

TPP (Trasadingen, CHE) 
Zellkulturschale 60 Techno Plastic Products AG,  

TPP (Trasadingen, CHE) 
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2.1.4 Enzyme 

Die Restriktionsenzyme wurden bei Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) oder 

New England BioLabs (Ipswich, USA) erworben. Sofern verfügbar wurden die 

FastDigest oder High-Fidelity Enzyme verwendet. 

2.1.5 Kits 

Tabelle 11: Kits 

Kit Hersteller 

Agencourt DNAdvance Beckmann Coulter (Brea, USA) 
Direct-Zol RNA MiniPrep Zymo Research (Irvine, USA) 
Invisorb Spin DNA Extraction Kit  Stratec (Birkenfeld) 
Invisorb Spin Plasmid Mini Two  Stratec (Birkenfeld) 
NucleoBond Xtra Midi Macherey-Nagel (Düren) 
Pierce BCA Protein Kit Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Quick Blunting Kit  New England BioLabs (Ipswich, USA) 
RevertAid H Minus First Strand cDNA 
Synthesis Kit 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

RNeasy Mini Kit Qiagen (Venlo, NLD) 

2.1.6 Antiköper 

Tabelle 12: Antikörper 

Antikörper Verdünnung für 

Immnunfluoreszenz-

färbung 

Verdünnung für  

Western Blot 

Maus-anti-EEA1 
(BD Bioscience, Franklin Lakes, USA) 

1:200 1:1.000 

Maus-anti-GAPDH 
(Ambion, Waltham, USA) 

 1:20.000 

Hase-anti-GIANTIN  
(Covance, Princeton, USA) 

1:1.000  

Maus-anti-GM130 
(BD Bioscience, Franklin Lakes, USA) 

1:500  

Hase-anti-GORAB  
(HPA027208; Sigma-Aldrich; St.Louis, 
USA) 

1:400  

Maus-anti-LAMP2  
(H4B4, DSHB, Iowa City, USA) 

1:200 1:500 

Hase-anti-LC3 A/B  

(Cell Signaling, Cambridge, GB) 
1:200  

Schaf-anti-TGN46 (Bio-Rad AbD 
Serotec, Oxfortd, GB) 

1:1.000  
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Antikörper Verdünnung für 

Immnunfluoreszenz-

färbung 

Verdünnung für  

Western Blot 

Hase-anti-ATP6V0A2  
(ab96803, Abcam, Cambridge, GB) 

 1:2.000 

Maus-anti-V5 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
1:800  

Hase-anti-V5 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
1:500  

Esel-anti-HaseIgG Alexa 488 
(Molecular Probes, Eugene, USA) 

1:1.000  

Esel-anti-MausIgG Alexa 488 
(Molecular Probes, Eugene, USA) 

1:1.000  

Esel-anti-HaseIgG Alexa 555 
(Molecular Probes, Eugene, USA) 

1:1.000  

Esel-anti-MausIgG Alexa 555 
(Molecular Probes, Eugene, USA) 

1:1.000  

Esel-anti-SchafIgG Alexa 488 
(Molecular Probes, Eugene, USA) 

1:1.000  

Ziege-anti-Hase HRP 
(Molecular Probes, Eugene, USA) 

 1:1.000 

Ziege-anti-Maus HRP 
(Merck Millipore, Billerica, USA) 

 1:1.000 

2.1.7 Plasmide 

Tabelle 13: Plasmide 

Plasmid Hersteller 

pDTA 

Ampicillinresistenz 
Diphteriatoxin 

Prof. Carmen Birchmeier (MDC, Berlin) 

pHW025 

FRT-Sequenzen, LoxP-Sequenzen, 
Neomycin-Resistenzkassette, 
Ampicillinresistenz 

Prof. Carmen Birchmeier (MDC, Berlin) 

BAC BMQ-337O12 NCBI38/mm10:  
Chr5 124,711,778 - 124,802,854 
Chloramphinicolresistenz 

Sanger resources 

pDONR 

attP1, attP2 Rekombinationsstellen, 
ccdB Selektionsgen, Kanamycinresistenz 

Invitrogen (Paisley, GB) 

pLXIN 

attR1, attR2 Rekombinationsstellen, 
Gene des Murinen Leukämievirus 
(MoMuLV) und des Murinen 
Sarcomavirus (MoMuSV) 
Ampicilinresistenz, Neomycinresistenz, 
V5-Tag 

Clontech Laboratories (California, USA) 
Modifiziert für das Gateway-System von 
Johannes Grünhagen und Björn Fischer 
(AG Kornak) 
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2.1.8 Bakterien 

Tabelle 14: Bakterien 

Bakterien Hersteller 

E. coli Top10  
F’ mcrA ∆ (mrr-hdsRMS-mcrBC) Φ80 
lacZ∆lacX74 recA1 deoR  araD139 ∆(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (StrR) amdA1 
nupG 

Institutsstock 

E. coli DH10B  
mcrA ∆ (mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80dlacZ 
∆ M15 ∆ lacX74 recA1 endA1 araD139 ∆ 
(ara, leu)7697 galU pgl ∆ 8 rpsL nupG 

Invitrogen (Paisley, GB) 
 

E. coli DY380  
 DH10B ʎ(cI857ind1) ∆(cro-
bioA)<>tetRA (TetR) gal490 

Prof. Carmen Birchmeier (MDC, Berlin) 
 

E. coli EL250 
DY380 (cro-bioA) <> araC-PBAD Flpe 

Prof. Carmen Birchmeier (MDC, Berlin) 

E. coli EL350 
DY380 (cro-bioA) <> araC-PBAD Cre 

Prof. Carmen Birchmeier (MDC, Berlin) 

2.1.9 Zelllinien 

Tabelle 15: Zelllinien 

Zelllinie Hersteller 

HeLa Institutsstock 
Phoenix ampho CRL-3213 
Verpackungszellen 

ATTC (Manassas, USA) 

G4 ES-Zellen, Mausstamm: 129S6/SvEv x 
C57BL/6N 

Andras Nagy, MSHRI (Toronto, USA) 

2.1.10 Oligonukleotide 

Tabelle 16: Primer für die Erzeugung homologer Regionen für das Recombineering 

Primerbenennung Sequenz 

Atp6v0a2_A_Sal1_F TTTTGGTCGACAGTTCCGTCCCGCTC 
Atp6v0a2_A_Hind III_R AAAAAAGCTTGACTGTCCATGAGAACAGCCAC 
Atp6v0a2_B_HindIII_F GTGGTAAGCTTGAGGCCAGCCTG 
Atp6v0a2_B_XbaI_R TGTCTCTAGAAGCAGCTATCTCTGTGG 
Atp6v0a2_C_Sal1_F CTAAAGTCGACAGCTTTCTGTGTTGTGG 
Atp6v0a2_C_HindIII_R GCTAGATCACAGAAAGCTTTGAGCCAC 
Atp6v0a2_D_NotI_F GACGCGGCCGCTGCATCTGGAAAGAGCAATG 
Atp6v0a2_D_SacI_R GGGACAAGAAAGAGCTCTGTGCAGAACC 
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Tabelle 17: Sequenzierprimer für das murine Atp6v02 Gen 

Primerbenennung Sequenz 

ATPase_e10_F  GTGCTTGTTGTGCTTGACG 
ATPase_e10_R2  GACAGGAGGATGACCAGAATG 
ATPase_e11_F  TGGCCTTATAGTCCTGTTCTGAG 
ATPase_e11_R  AGCAGGACTACCTGAGACCATC 
ATPase_e12u13_F  GAGGAAAGGCTGGAATGAGC 
ATPase_e12u13_R  AAGGCAATTCACACAAACCTG 
ATPase_e14_F  AAGCAGAAGAGACAGGTGTTG 
ATPase_e14_R2  ACCTCCACTCGGACTGTGAC 
ATPase_e15_F  TGTGTGGTTCTGCACAGTTC 
ATPase_e15_R  CCTTCTCATCACAGGCTACG 
ATPase_e16_F  GCCATGTCCTGAATGCTATG 
ATPase_e16_R  AACAGCACCACTCCTCAAGC 
ATPase_e17_F  TTGGAGACAGTTCTCTTGTTCC 
ATPase_e17_R  TTCTTCACTGCTCTCTGTGCTC 
ATPase_e18_F  CTTCCAGCATGCTCTGCTC 
ATPase_e19_F  TTAAGGAGGAAGGCCTGGAG 
ATPase_e20_F1  AAGTGTAGAAACAGGGCTGGA 
ATPase_e20_F2  AGGAGAGAAGCCAGCTGAAC 
ATPase_e20_F3 AAACCAAAAAGGAAGTGTAGAAACA 
ATPase_e20_R1  CTGACATCTTCTTGCGATGG 
ATPase_e20_R2  CCAGTAGAAGCAGTCTCTGTGG 

Tabelle 18: Primer für die Sequenzierung des Zielvektors 

Primerbenennung Sequenz 

ATP6V0A2_i17_F GAAGAAGAACCAAGGTCCTGTAG 
ATP6V0A2_i17_R CTGGAAGCTACAGCAGATCC 
loxP1_seq_F CAAAGCTTGCCAATTTCTCC 
loxP1_seq_R TTGGCTTGAATACATGTCTGG 
loxP2_seq_F  CGATCCTCATCCTGTCTCTTG 
pHW025_neo_F  GGGTTCCTTCCGGTATTGTC 
pHW025_Neo_F2 GCAGCTGCATCTATCTAATGCTC 
pHW025_neo_seq_R2 ATCGCCTTCTTGACGAGTTC 
pHW025_neo_seq_R3 CCTCGGCCTCTGAGCTATTC 
pHW025_neoR1 CTAGAGCAGTGGGTCACTCG 
R755Q_seq_Nde1_F  AGCTGGCTCAGTGGGTAAAG 
R755Q_seq_Nde1_R CATCACACGCATTGCATTTAG 

Tabelle 19: R755Q Mutageneseprimer Maus 

Primerbenennung Sequenz 

R755Q_MUT_F  TCCTACCTGCAGCTCTGGGCAC 
R755Q_MUT_R  GTGCCCAGAGCTGCAGGTAGGA 
R755Q_RsrII_F  GCCAACGCTATGTCCTGATAG 
R755Q_NdeI_R  GCACAAGCATATGTGTGGATAAAC 
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Tabelle 20: qPCR Primer für genomische DNA der Maus 

Primerbenennung Sequenz 

qm_Albumin_F CTGCAATCCTGAACCGTGT 
qm_Albumin_R TTCCACCAGGGATCCACTAC 
qm_chr8_ank1_F ATCAGCCAGAGCCACTCAAG 
qm_chr8_ank1_R TGCATGCAAACTCCAAAGTC 
qm_ATP6V0A2_i14_F  CAGAGGCTGCTCTCAG CA 
qm_ATP6V0A2_i14_R TGTATAGGGCTGTGCACTCG 
qm_ATP6V0A2_i17_F  AGAAGAACCAAGGTCCTGTAGTC 
qm_ATP6V0A2_i17_R CCATGTGGTTAGTGGTCTCAG 
qm_chr8_kars_F TCTGCCTCACAAAGTCGTTC 
qm_chr8_kars_R CCTCCTCCTGTAGCCATCAC 

Tabelle 21: qPCR Primer cDNA Maus 

Primerbenennung Sequenz 

Aktin_F TTGCTGACAGGATGCAGAAG 
Aktin_R GTACTTGCGCTCAGGAGGAG 
Gapdh_F GGGAAGCCCATCACCATCTT 
Gapdh_R CGGCCTCACCCCATTTG 
Gm24854_mi_B_F  GAGATTATCAGGATCCCTGAGCAAGG 
Gm24854_mi_C_F  TGAAACCATACAGAGATTATCAGGATCCCT 
m_atp6a1_F TCCATCCAGTTTGCACTACG 
m_atp6a1_R TTATATGTCGGCGGTGTCTG 
m_atp6a4_F TTTACAGCTGGCTTCCAGAAC 
m_atp6a4_R CAAACATCACAGCGAACAGG 
miQPCR_RNU6B_F GGATGACACGCAAATTCGT 
miQPCR_univ_R CTAGGGTTATCGGCGTGTCG 
qm_atp6v0a2_e10_R   TGTTTCTTTCGTAGGGATTGTG 
qm_atp6v0a2_e15_F  GAGCATCCTGATCGAGTTCAT 
qm_atp6v0a2_e16_R  AGCCACCAACACTCTCTGG 
qm_Atp6v0a2_e19F  CCTTCTGGTCATGGAGGGTC 
qm_Atp6v0a2_e20R TGCCTGCACCAACGTAGAAT 
qm_atp6v0a2_e3F  CCCGCACCACCTCTTAAACA 
qm_atp6v0a2_e4R  CACCAGCTCCAACAGGTTCT 
qm_atp6v0a2_e9_F   GCCTCATAGCTGAGGTCTGG 
qm_atp6v0a3_F (Tcirg1) CCACACACAAGTGCCTCATC 
qm_atp6v0a3_R (Tcirg1) CAGCACTCACTCCTTCCTCAC 
qm_Ccdc92_e4_F  AGAACCTGCTCTTCCTCCAG 
qm_Ccdc92_e4u5_R  ATGTTAGATCTGTGCAGTGCT 
qm_dnah10_e48_F  CGAGACCTCTCCAGGGTTTT 
qm_dnah10_e49_R GCACTCATTTCTCCACACCC 
qm_dnah10_e65_F  GGCTGAAAAACATCATGGACA 
qm_dnah10_e66_R  CCCCTCTGCCTGCTCTATCT 
qm_gtf2h3_e10F  AAGGTGCCTCAGATGCCTTC 
qm_gtf2h3_e11R GGAGGATTAGCTGAGACCGC 
qm_Tctn2_e5F  CTTTGAAGCCCATTTGCACT 
qm_Tctn2_e6R  GACACTGCCCAGCTAGAGACA 
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Tabelle 22: Vektorsequenzierprimer 

Primerbenennung Sequenz 

pDONR_seq_F TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC 
pDONR_seq_R GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC 
pDTA_seq_F  TGAAAACCACACTGCTCGAC 
pDTA_seq_R  AAAGGGAACAAAAGCTGGAG 
pHW025_seq_CE_F  GTAAAACGACGGCCAGTGAG 
pHW025_seq_CE_R  CCGGGGAAGTTCCTATTCC 
pHW025_seq_DF_F  CCGTTCGTACGAGAATGGAT 
pHW025_seq_DF_R  TGTGGAATTGTGAGCGGATA 
pLXIN_seq_F TCCCTGGGTCAAGCCCTTTGTA 

Tabelle 23: Genotypisierungsprimer 

Primerbenennung Sequenz 

CMV-Flpe-F  CTAATGTTGTGGGAAATTGAAGC 
CMV-Flpe-R CTCCAGGATAACTTGTTTATTGC 
Hprt-Cre-F   TGCTGTTTCACTGGTTGTGCGGCG 
Hprt-Cre-R TGCCTTCTCTACACCTGCGGTGCT 
R755Q_geno_R CAGTCAATGGCTGTCACCTC 

Tabelle 24: Primer für die Southern Blot Sonden 

Primerbenennung Sequenz 

5prime_sonde1_F GACGAATTCGAAGACAAGCTGGTGTGGTG 
5prime_sonde1_R CTTACCGAGAATTCCTCCAGTGC 
Atp6v0a2_3-P_EcoR1_F GGTGTAATGGAATTCAGGCCCACTG 
Atp6v0a2_3-P_EcoR1_R GGCAAGACTGAATTCAGCCATCAGG 
NeoSonde_1_F   GGGTTCCTTCCGGAATTCTCTCCTTCC 
NeoSonde_1_R GTCGAATTCATCAGGATGATCTGGACGAAGA 

Tabelle 25: Primer für Gateway-Klonierung 

Primerbenennung Sequenz 

Adapter attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 
Adapter attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 
ATP6V0A2_R755Q_muta_F   CAACACCGCCTCCTACCTGCAGCTCTGGGCGCTTAG

CCTG 
ATP6V0A2_R755Q_muta_R CAGGCTAAGCGCCCAGAGCTGCAGGTAGGAGGCGG

TGTTG 
hATP6V0A2_GateF AAAAAGCAGGCTTCGCCACCATGGGGTCCCTGTTCC

GGAGC 
hATP6V0A2_GateR AGAAAGCTGGGTGTGCCACACTGTCGTCGTTAT 
hATP6V0A2_GateR_Nterm AGAAAGCTGGGTGATTGACTTCTCTGTAGCTTCCG 
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Tabelle 26: siRNA Oligonukleotide 

siRNA Benennung Sequenz 

Kontrolle: Silencer Negative Control 
No.1 siRNA; #AM4636 

 

a2#1: ATP6V0A2 Ambion Silencer 
20328, #AM16708; Exon 15; Thermo 
Fisher Scientific (Waltham, USA) 

GGAAGAAGUUCAACAUUUAtt 

a2#2: ATP6V0A2 Ambion Silencer 
select s24054, # 4390824; Exon 2 und 3; 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

GAGCGAAUAUUGGUGUAUUtt 

a2#3: ATP6V0A2 SMARTpool ON-
TARGETplus, L-019950-01-0005, 
Dharmacon (Lafayette, USA) 

GUGUGAAGAGCUAGAGCGA  
CAUCAAAGUUCAAUAACGA  
GAAGAUAUAAUGCGGACAU  
AAGUUAAUGCCAAACGUUA 

2.1.11 Software 

Tabelle 27: Verwendete Software 

Software Hersteller 

7500 System Sequence Detection Software Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Chemi-Capt 5000 Vilber Lourmat (Collégien, FR) 
Image J National Institutes of Health (USA) 
Microsoft Office Microsoft (Redmond, USA) 
Seq Man 2 DNASTAR (Madison, USA) 
Sequencing Analysis Software  Applied Biosystems (Foster City, USA) 
SDS Q-PCR Software Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Word Formatvorlage Chris Wolf (ollewolf.de) 

2.1.12 Datenbanken 

Tabelle 28: Verwendete Datenbanken 

Datenbank Adresse 

Ensembl genome browser www.ensembl.org 
Expression Altas www.ebi.ac.uk/gxa 
National Center for Biotechnology 
Information (ncbi) 

www.ncbi.nlm.nih.gov 

Online Mendelian Inheritance in Man 
(Omim) 

www.omim.org 

PubMed www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1.1  Arbeit mit RNA 

2.2.1.1.1 RNA Isolation 

RNA Isolation aus Zellen 

Die Zellen, aus denen RNA isoliert werden sollte, wurden in einer angemessen Menge 

TRIzol aufgenommen. Nach 10-minütiger Inkubation wurden die Zellreste pelletiert 

und das Lysat mit dem Direct-Zol RNA MiniPrep Kit (Zymo Research) nach 

Herstellerprotokoll weiterverarbeitet. Die RNA wurde in DEPC-Wasser eluiert und 

Konzentration und Qualität photometrisch bestimmt. 

RNA Isolation aus Gewebe 

Die Isolation von RNA aus Geweben erfolgte nach einem Protokoll von Martin Franke 

(MPI für Molekulare Genetik). Hierbei wurden die Gewebe sofort nach der Präparation 

in 500µl TRIzol aufgenommen und mit einem Homogenisator im TRIzol zerkleinert. 

Nach Zugabe von 100µl Chloroform und anschließendem Vortexen wurde der klare 

Überstand abgenommen. Die Nukleinsäuren in diesem Überstand wurden durch Zugabe 

desselben Volumens 70% Ethanol gefällt und anschließend mit dem RNeasy Mini Kit 

von Qiagen nach Herstellerprotokoll aufbereitet. Nach der Elution mit Wasser wurden 

Qualität und Konzentration photometrisch bestimmt.      

2.2.1.1.2 DNAse-Verdau 

Um später bei der qPCR nur aus cDNA und nicht aus genomischer DNA zu 

amplifizieren, wurden die Primer meist exonüberlappend designt. War dies nicht 

möglich, wurden die Primer so gelegt, dass ein mehrere Kilobasen großes Intron 

zwischen den Primern die Amplifikation aus DNA verhinderte. Daher wurde in der 

Regel kein DNAse-Verdau durchgeführt.  

Für die transgenen HeLa-Zellen (Kapitel 3.1.1 Die a2 Untereinheit befindet sich in 

HeLa-Zellen am Golgiapparat) wurde die cDNA-Sequenz des ATP6V0A2-Gens in das 

Genom integriert. Um zu verhindern, dass bei der qPCR auch aus diesem 

DNA-Fragment amplifiziert wird und nicht nur aus der cDNA, wurden diese Proben mit 

1µl DNAse (Zymo Research) verdaut. Dazu wurde noch 1µl Ribonuklease Inhibitor 
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(Fermentas) hinzugefügt und alles für 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss 

wurde die DNAse für 10 Minuten bei 70°C denaturiert.   

2.2.1.1.3 cDNA Synthese 

Die cDNA Synthese aus RNA erfolgte mit Hilfe des RevertAid H Minus First Strand 

cDNA Synthesis Kit von Fermentas nach dem modifizierten Herstellerprotokoll. 

Hierfür wurde 1µg RNA in 11µl Wasser verdünnt und mit 1µl Random Hexamer 

versetzt. Nach der Denaturierung bei 70°C für 5 Minuten wurde folgender Mix 

hinzugegeben: 

Tabelle 29: Ansatz cDNA Synthese 

5x Puffer 4µl 

10 mM dNTP 2µl 

Ribonuklease Inhibitor 1µl 

RevertAid™ H Minus Reverse Transkriptase 1µl 

 
Nach einer Stunde reverser Transkription bei 42°C erfolgte eine Denaturierung des 

Enzyms bei 70°C für 10 Minuten.  

2.2.1.2  Arbeit mit DNA 

2.2.1.2.1 DNA Isolation aus embryonalen Stammzellen der Maus 

DNA Isolation aus 6-Well Platten 

Die embryonalen Stammzellen wurden ohne Fütterzellen mehrere Tage in Platten mit 6 

Vertiefungen angezogen. Anschließend wurden sie mit PBS gewaschen und in 2ml 

Lysepuffer (10mM TrisHCl, 10mM EDTA, 0,2% SDS, 100mM NaCl, frisch zugesetzt 

0,2mg/ml Proteinase K) über Nacht bei 55°C inkubiert. Mit 200µl 8M LiCl und 

2ml Isopropanol wurde die DNA mittels Zentrifugation bei 10.000rpm für 20 Minuten 

bei 4°C pelletiert. Anschließend wurde sie mit 70% Ethanol gewaschen und nach dem 

Trocknen in 100µl Wasser gelöst. Konzentration und Qualität wurden photometrisch 

bestimmt.  

DNA Isolation aus 96-Well Platten 

Um möglichst viele Klone gleichzeitig untersuchen zu können, wurden sie in Platten 

mit 96 Vertiefungen ohne Fütterzellen angezogen. Die DNA Isolation erfolgte mithilfe 

des Agencourt DNAdvance Kit (Beckmann Coulter) nach Herstellerprotokoll. Die 
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Zellen wurden in 100µl Lysepuffer (im Kit) mit 125mM DTT und 35mM Proteinase K 

für 90 Minuten bei 55°C inkubiert. Anschließend wurde die DNA nach 

Herstellerprotokoll mit dem Roboter Biomek NX (Beckmann Coulter) aufgereinigt und 

in Wasser eluiert. Die Konzentration und Qualität wurde photometrisch bestimmt. 

2.2.1.2.2 DNA Isolation zur Mausgenotypisierung 

Die Mäuse wurden im Alter von drei Wochen nach Geschlecht getrennt und mit einer 

Ohrmarke versehen. Zusätzlich wurde ein kleiner Teil des Schwanzes abgetrennt um die 

Mäuse zu genotypisieren oder die Ohrstanzen verwendet. Die Gewebe wurden in 50µl 

Lysepuffer (25 mM NaOH, 0,2mM EDTA) gegeben. Dies wurde für mindestens 30 

Minuten bei 95°C auf dem Heizblock erhitzt, danach auf Eis abgekühlt und mit 50µl 

Neutralisationspuffer (40mM TrisHCl) versehen. Nach gründlichem Durchmischen und 

Pelletieren der Zellreste, konnte je 1µl der DNA-Lösung für eine PCR-Reaktion 

verwendet werden.    

2.2.1.2.3 Plasmidisolation aus Bakterien 

Isolation kleiner Plasmide 

Für Plasmide unter 10kb wurde das Kit Invisorb Spin Plasmid Mini Two (Stratec) nach 

Herstellerprotokoll verwendet.  

Isolation großer Plasmide 

Große Plasmide, wie man sie zur Erzeugung des Zielvektors benötigt, werden leicht 

beschädigt, sodass eine besonders schonende Isolationsmethode nötig ist. Zur Isolation 

großer Plasmide wurden zwei Milliliter LB mit den plasmidtragenden Bakterien 

angeimpft und über Nacht schüttelnd inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Bakterien 

bei 13.000rpm pelletiert und durch Zugabe von 200µl GTE-Puffer (1% Glucose, 

25mM Tris pH 8,0, 10mM EDTA, 100µg/ml RNAse A) resuspendiert. Anschließend 

wurden die Bakterien mit 200µl Lysepuffer (aus NucleoBond Xtra Midi Kit von 

Macherey-Nagel) für 5 Minuten lysiert und dies dann mit 200µl des entsprechenden 

Puffers neutralisiert (ebenfalls aus NucleoBond Xtra Midi Kit). Durch Zentrifugation 

bei 13.000rpm für 6 Minuten konnte das Lysat geklärt werden und der Überstand in ein 

neues Eppi überführt werden. Durch Zugabe von 1,4ml frischem eiskalten Ethanol 

wurde das Plasmid für 15 Minuten auf Eis gefällt. Anschließend wurde es mittels 
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Zentrifugation für 30 Sekunden pelletiert und mit 70% Ethanol zweimal gewaschen. 

Nach kurzem Trocknen wurde das Pellet in 30µl Wasser gelöst.  

2.2.1.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

PCRs für die Klonierung mit Korrekturlesefunktion 

Für die Klonierung wurde die Phusion DNA Polymerase (Finnzymes) verwendet, die 

über eine Korrekturlesefunktion verfügt. Diese wurde in folgendem Ansatz (Tabelle 30) 

mit dem Temperaturprogramm „MS-Long“ (Tabelle 31) eingesetzt.  

Tabelle 30: PCR Ansatz Phusion Polymerase 

Phusion Polymerase 0,5µl 
Primer F (10µM) 0,5µl 
Primer R (10µM) 0,5µl 
dNTPs 0,5µl 
5x Phusion Puffer HF   4µl 
H20 13µl 
DNA   1µl 
 

Tabelle 31: Temperaturprogram MS-Long 

Temperatur in °C Zeit in Minuten Wiederholungen 
95 3:00  
95 0:30  

x3 61 0:45 
72 1:30 
95 0:30  

x3 59 0:45 
72 1:30 
95 0:30  

x3 57 0:45 
72 1:30 
95 0:30  

x33 55 0:45 
72 1:30 
72 10:00  
4 ∞  

PCRs ohne Korrekturlesefunktion 

Für PCRs bei denen keine Korrekturlesefunktion der Polymerase benötigt wird, zum 

Beispiel bei Genotypisierungen, wurden folgende Ansätze verwendet, je nachdem mit 
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zwei oder drei Primern amplifiziert wurde (Tabelle 32, Tabelle 33). Als 

Temperaturprogramm diente „MS-Long“ (Tabelle 31).  

Tabelle 32: PCR-Ansatz mit 2 Primern 

Fire Pol Mix      4µl 
Primer F (10µM)   0,4µl 
Primer R (10µM)   0,4µl 
H20 14,2µl 
DNA      1µl 

Tabelle 33: PCR-Ansatz mit 3 Primern 

Fire Pol Mix      4µl 
Primer F (10µM)   0,4µl 
Primer R (10µM)   0,4µl 
Primer R2 (10µM)   0,4µl 
H20 13,8µl 
DNA      1µl 

Genotypisierung der Atp6v0a2 Flox Linie 

Bei der Genotypisierung dieser Linie mussten zu Beginn drei Allele mit den Primern 

qm_ATP6V0A2_i17_F und qm_ATP6V0A2_i17_R unterschieden werden. Zum einen 

das transgene Allel mit der Neomycinkassette (2,2kb), das Allel bei dem die Kassette 

durch Flipase entfernt wurde (318bp) und das Wildtypallel (149bp) (Abbildung 6). 

Aufgrund der Größe des PCR-Produkts des kompletten transgenen Allels konnte dieses 

zusätzlich mit dem Genotypisierungsansatz für die Atp6v0a2 Knock-out Mäuse 

nachgewiesen werden. Der Nachweis des Flipase-Gens erfolgte mit den entsprechenden 

Primern. 

Genotypisierung der Atp6v0a2 Knock-out Linie 

Um das Wildtyp-, das gefloxte und das Knock-out Allel voneinander zu unterscheiden 

zu können, wurden die Primer qm_ATP6V0A2_i14_F, loxP1_seq_R und 

ATP6V0A2_i17_R verwendet. Hierbei ergibt sich im Wildtyp durch die Primer 

qm_ATP6V0A2_i14_F und loxP1_seq_R ein Produkt von 482bp. Das gefloxte Allel 

mit der Neomycinkassette bringt durch diese beiden Primer ein Produkt von 374bp. 

Durch den Knock-out fällt die Sequenz für den Primer loxP1_seq_R weg, sodass durch 

die anderen beiden Primer ein Produkt von 265bp entsteht. Das Cre-Gen wurde mit den 

entsprechenden Primern genotypisiert. 
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Genotypisierung der Atp6v0a2 R755Q Linie 

Die Region um die Mutation wurde mit dem Primern ATPase_e18_F und 

R755Q_geno_R amplifiziert (506bp). Bei der Erzeugung der Mutation wurde eine PstI-

Schnittstelle eingefügt. Nach einem Restriktionsverdau von 10µl PCR-Ansatz mittels 

0,75µl PstI (Thermo Fisher Scientific), 1,5µl 10xOrangebuffer und 2,75µl H2O bei 

37°C für drei Stunden wurde das mutierte Allel in zwei Stücke (179bp und 327bp) 

geschnitten. Das Wildtypallel blieb intakt. Auch hier wurde das Flipase-Gen mit den 

entsprechenden Primern nachgewiesen.  

2.2.1.2.5 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)  

Die quantitative Real-Time PCR dient dazu, die Menge einer bestimmten RNA oder 

einer DNA Region zu ermitteln. Hierfür wird ein Farbstoff verwendet, der fluoresziert, 

sobald er an doppelsträngige DNA bindet. Die untersuchte Region wird also mittels 

PCR vervielfacht und die entstehende Fluoreszenz bildet die Menge des gebildeten PCR 

Produkts und somit der untersuchten Region ab. Die Verwendung von speziellen qPCR 

Geräten ermöglichte es parallel zum Temperaturprogramm der PCR die Fluoreszenz des 

Farbstoffes zu messen.  

Es wurde immer die relative Menge bestimmt, also die Menge einer RNA oder DNA im 

Verhältnis zu einer anderen. Die Auswertung erfolgte immer nach der 

∆∆CT-Methode132. Jede Probe wurde dreimal pipettiert und aus den jeweiligen CT 

Werten ein Mittelwert gebildet.  

Die Identität des entstandenen PCR Produkts wurde durch anschließende Dissoziation 

über einen Temperaturgradienten überprüft. 

Bestimmung von relativen cDNA- Mengen 

Um die Expression verschiedener Gene zu untersuchen, wurde RNA isoliert, durch 

reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und mittels PCR Teile verschiedener 

Transkripte amplifiziert. Somit war die Menge des gebildeten PCR Produkts 

proportional zur vorhandenen RNA.  

Um eine Amplifikation aus genomischer DNA zu verhindern, wurden die Primer in der 

Regel exonüberlappend designt. War dies nicht möglich, so wurden die Primer in Exons 

positioniert, zwischen denen so große Introns liegen, dass eine genomische 

Amplifikation nicht möglich ist.  
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Um die Expression von Atp6v0a2 in verschiedenen Geweben von Wildtypmäusen zu 

bestimmen (Kapitel 3.2 Analyse der Atp6v0a2 Expression in Mäusen), wurde sowohl 

auf die Gapdh als auch auf die Aktin Expression normalisiert. Bei beiden handelt es sich 

um etablierte, häufig verwendete endogene Kontrollen133,134. Für alle weiteren qPCRs 

auf cDNA wurde nur Gapdh/GAPDH als Kontrolle verwendet.  

Für die qPCR zur Bestimmung von relativen cDNA Mengen wurde folgender Mix und 

folgendes Temperaturprogramm verwendet: 

Tabelle 34: qPCR Ansatz für cDNA 

5x Hot FIREPol EvaGreen qPCR Mix   4µl 
Primer F und R (je 2,5µM)   2µl 

H2O   4µl 

cDNA 10µl (≈10ng) 

 

Tabelle 35: qPCR Temperaturprogramm 

Temperatur in °C Zeit in Minuten Wiederholungen 

95 10:00  

95 00:15 40x 
60 01:00 
 

Es wurde die Real Time PCR Maschine 7500 von Applied Biosystems genutzt. Die 

Auswertung erfolgte anschließend mit der 7500 System Sequence Detection Software 

nach der ∆∆CT-Methode.  

Bestimmung der Menge von gDNA Abschnitten 

Die Methode der quantitativen PCR wurde sowohl verwendet um eine Rekombination 

in den ES-Zellen nachzuweisen als auch um eine Trisomie des Chromosoms 8 zu 

untersuchen. Normalisiert wurde auf die Menge der Albumin-DNA. Es wurde der 

ABIPrism HT 7900 Real-time Cycler von Applied Biosystems genutzt und die Daten 

mit der SDS 2.1 Software analysiert. Als fluoreszierender Mix wurde hierbei 

SYBR-Green nach folgendem Ansatz mit dem qPCR Temperaturprogramm (Tabelle 

35) verwendet: 
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 Tabelle 36: qPCR Ansatz für gDNA 

SYBR-Green 6µl 

Primer F und R (je 2,5µM) 1µl 

DNA 7µl (8ng) 

 

Lage der qPCR-Primer für den Nachweis der Rekombination des 

Zielvektors in ES-Zellen 

Um die Rekombination des Zielvektors in das Genom der Maus-ES-Zellen zu prüfen, 

wurde die Menge bestimmter DNA Abschnitte bestimmt. Die Primer wurden so designt, 

dass sie in der WT-DNA binden. Für die Detektion der Rekombination der loxP-

Sequenz zwischen Exon 14 und 15 wurden die Primer qm_ATP6V0A2_i14_F und 

qm_ATP6V0A2_i14_R und für die Detektion der Neomycinkassette und der zweiten 

loxP-Sequenz die Primer qm_ATP6V0A2_i17_F und qm_ATP6V0A2_i17_R 

verwendet. 

 
Abbildung 6: Lage der Primer zur Detektion der Rekombination des Zielvektors  

A, B, C, D: Sequenzen für homologe Rekombination zur Erzeugung des Zielvektors; NeoR/KanR: 

Neomycin-Resistenzkassette 

Durch die Integration der LoxP Sequenz im Exon 14 im Zielvektor wird einen Wegfall 

der Sequenz des Rückwärtsprimers verursacht, sodass kein PCR Produkt gebildet 

werden kann (Abbildung 6). Auch im Intron 17 kann durch Integration der 

Neomycinkassette aufgrund der Größe des Bereiches von über 2kb und der kurzen 

Elongationszeit bei der qPCR keine Amplifikation stattfinden. Das heißt, bei DNA aus 

WT-Zellen wird von beiden Chromosomen amplifiziert, während bei Zellen, in denen 

eine homologe Rekombination mit dem Zielvektor stattgefunden hat, nur noch von 

einem Allel amplifiziert werden kann. Positive Klone können also durch die Reduktion 

des PCR Produkts um 50% identifiziert werden. 
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Lage der qPCR-Primer zur Bestimmung der Menge an Chromosom 8  

Eine Primerkombination wurde im Gen Ank1, welches im 5’Bereichs des langen Arms 

von Chromosoms 8 liegt, gewählt, eine weitere Kombination wurde in das Gen Kars 

gelegt. Dieses befindet sich am 3‘Ende des Chromosoms. Durch Verwendung des 

Knock-out-Klons 115 konnte auf den normalen Chromosomensatz kalibriert werden. 

Klone mit einer Trisomie 8 weisen eine erhöhte Produktmenge auf.  

2.2.1.2.6 Sanger Sequenzierung 

Um die Nukleotidsequenzen der einklonierten DNA-Abschnitte zu überprüfen, wurden 

diese mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger sequenziert135. Hierfür wurde 

folgender Ansatz, der fluoreszenzmarkierte Abbruchnukleotide enthält, mit dem 

Temperaturprogramm „BigDye“ verwendet: 

Tabelle 37: BigDye Ansatz 

BigDye Terminator   0,5µl 
Sequenzierprimer  0,25µl  
5x BigDye Terminator Reaktionspuffer      2µl 
DNA ≈200ng 
H2O auf 10µl auffüllen 
 

Tabelle 38: BigDye Temperaturprogramm 

Temperatur in °C Zeit in Minuten Wiederholungen 

96 3:00  
96 0:30  

x36 55 0:15 
60 4:00 
60 8:00  
4 ∞  
 
Anschließend wurde die Reaktion mit dem Biomek NX-Roboter von Beckman Coulter 

aufgereinigt. Hierfür wurde die DNA mit Ethanol gefällt und mit magnetischen Kugeln 

(Agencourt Cleanseq, Beckmann Coulter), die an die DNA binden, aufgereinigt und 

anschließend in Wasser eluiert. Die DNA-Fragmente wurden anschließend mit dem 

Kapillaren Sequenzierer detektiert und die Sequenzen mit der Sequencing Analysis 

Software und Seq Man 2 ausgewertet. 
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2.2.1.2.7 Southern Blot 

Die benötigten DNA-Sonden wurden zuerst mittels PCR (Tabelle 30) mit den 

notwendigen Primern (Tabelle 24) amplifiziert und die Produkte auf ein Agarosegel 

aufgetragen und mit dem Invisorb Spin DNA Extraction Kit (Stratec, Birkenfeld) daraus 

aufgereinigt. Anschließend wurden diese mit dem PCR DIG Probe Synthesis Kit 

#11636090910 von Roche (Basel, CHE) nach Herstellerprotokoll mit Digoxigenin 

markiert. Dies wurde erneut auf ein Agarosegel aufgetragen und die fertigen Sonden 

daraus aufgereinigt. 

Für den Southern Blot wurden Reagenzien aus dem DIG Luminescent Detection Kit, 

#11363514910 von Roche (Basel, CHE) und folgende Puffer verwendet: 

Tabelle 39: Puffer für Southern Blot 

10xDIG  1M Maleinsäure; 1,5M NaCl (pH7,5) 
1M NaPi 1M Na2HPO4 (pH7,2) 
20xSSC 3M NaCl; 300mM C6H5Na3O7 (pH7,0) 
Church-Hybridisierungspuffer  0,5M NaPi; 7% SDS; 1mM EDTA 
Church-Waschpuffer 40mM NaPi; 1% SDS 
Denaturierungspuffer  0,5M NaOH; 1,5M NaCl 
DIG1 10% 10xDIG 
DIG2  
 

10% 10xDIG; 1% Blocking Powder 
(Roche DIG Luminescent Detection Kit) 

DIG3  0,1M Tris (pH9,5); 0,1M NaCl 
Neutralisationspuffer  0,5M Tris-HCl (pH7,5); 1,5M NaCl 
 
Es wurden 10µg der DNA der ES-Zellen mit je 2µl der Restriktionsenzyme über Nacht 

verdaut. Die Fragmente wurden durch ein 1%iges Agarosegel aufgetrennt, wobei der 

mit Digoxigenin markierte DNA Molecular Weight Marker VII (#11669940910) von 

Roche (Basel, CHE) als Referenz aufgetragen wurde. Das Gel wurde nach dem Lauf für 

30 Minuten mit Denaturierungspuffer behandelt, welcher dann zweimal für 20 Minuten 

mit dem entsprechenden Puffer neutralisiert wurde. Nun wurde die DNA über Nacht auf 

eine Nylonmembran (GE healthcare, RPN203B) übertragen, indem ein nasser Blot mit 

10xSSC aufgebaut wurde.  

Die Membran wurde am Folgetag 5 Minuten in 50mM NaPi inkubiert und die DNA für 

zwei Stunden bei 80°C auf der Membran fixiert. Nun wurde die Membran in einer 

Flasche für 30 Minuten bei 65°C mit Church-Hybridisierungspuffer vorinkubiert.  

Parallel wurden 12µl der markierten Sonde in 25ml Church-Hybridisierungspuffer für 
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10 Minuten bei 100°C gekocht und anschließend auf die Membran gegeben. Die Sonde 

wurde über Nacht bei 65°C mit der Membran inkubiert.  

 Am Folgetag wurde die Membran mit Church-Waschpuffer erst für 10 Minuten bei 

65°C und anschließend für 10 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Ein weiterer 

Waschschritt erfolgte für 5 Minuten in DIG1 mit 0,3% Tween. Anschließend wurden 

unspezifische Bindungsstellen für den Detektionsantikörper auf der Membran in einem 

Beutel mit DIG2 für 30 Minuten blockiert. Der Digoxigenin-spezifische Antikörper 

(Roche DIG Luminescent Detection Kit, #11363514910) wurde 1:20.000 in DIG2 

verdünnt und 30 Minuten mit der Membran inkubiert. Diese wurde dann zweimal für 20 

Minuten mit DIG1 und 0,3% Tween gewaschen und 5 Minuten in DIG3 inkubiert. Nun 

wurde die Sonde mit dem im Kit enthaltenen CSPD detektiert. 

2.2.1.3  Klonierung 

2.2.1.3.1 Klassische Klonierung mit Restriktionsenzymen 

Die gewünschte Sequenz wurde mit der Phusion-Polymerase amplifiziert (Tabelle 30). 

Das Produkt wurde auf ein Agarosegel aufgetragen, daraus mit dem Invisorb Spin DNA 

Extraction Kit (Stratec, Birkenfeld) aufgereinigt und in 30µl H20 eluiert. Der 

Restriktionsverdau des PCR-Produkts und des Zielvektors erfolgte für 3 Stunden bei 

37°C nachfolgendem Ansatz: 

Tabelle 40: Restriktionsverdau eines PCR-Produkts 

  1µl Restriktionsenzym 1 
  1µl Restriktionsenzym 2 
  4µl 10x Puffer 
  4µl Wasser 
30µl Aufgereinigtes PCR-Produkt 
 
Tabelle 41: Restriktionsverdau eines Vektors 

1µl Restriktionsenzym 1 
1µl Restriktionsenzym 2 
1µl 10x Puffer 
2µg  Vektor  
auf 10µl auffüllen Wasser 
 
Das verdaute PCR-Produkt wurde erneut mit dem Kit aufgereinigt. Der verdaute Vektor 

wurde auf ein Agarosegel aufgetragen, die gewünschte Bande ausgeschnitten und aus 

dem Gel aufgereinigt.  
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Für die Ligation wurden 200µg verdauter Vektor eingesetzt und die optimale Menge 

des verdauten PCR-Produkts berechnet. Es wurden fünfmal so viele offene Insert-Enden 

wie Vektor-Enden eingesetzt, da dies laut „Der Experimentator Molekularbiologie / 

Genomics“ von C. Mülhardt als optimal beschrieben wurde. Hierfür wurde folgende 

Formel verwendet:  

Länge des PCR-Produkts (in kb) / Länge des Vektors (in kb) x ng Vektor x5 = ng PCR-Produkt für ein 1:5 Verhältnis 

Nun erfolgte die Ligation mit 1µl T4-Ligase und 4µl 5x Ligationspuffer 

(50% 10x T4-Ligasepuffer von Fermentas und 50% Polyethylenglykol) in 20µl 

Endvolumen. Der Ansatz wurde über Nacht bei 4°C oder zwei Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert und in E. coli Top10 mittels Hitzeschock transformiert 

(Kapitel 2.2.2.4).  

2.2.1.3.2 Gateway-Klonierung 

Das Gateway System basiert auf homologer Rekombination zur Erzeugung eines 

Vektors, sodass kein Restriktionsverdau und keine Ligation notwendig sind. Dies soll 

die Effektivität erhöhen. Zusätzlich können durch universelle Überhänge und ein breites 

Angebot an Gateway-Vektoren verschiedene Sequenzen mit derselben Strategie 

einkloniert werden ohne beispielsweise Rücksicht auf Restriktionsschnittstellen nehmen 

zu müssen. Die gewünschte Sequenz wird zuerst in den Vektor pDONR gebracht, von 

dem aus die Sequenz über homologe Rekombination in zahlreiche Vektoren übertragen 

werden kann. Die Gateway-Klonierung erfolgte nach dem Protokoll und mit den 

Klonasen von Invitrogen (Paisley, GB).  

Mit dieser Methode wurde die ATP6V0A2-cDNA Sequenz in den Vektor pLXIN 

kloniert und folgende Vektoren erzeugt: 

Tabelle 42: Plasmide Gateway-Klonierung 

Plasmidname Beschreibung 

BF0112 pDONR201 + ATP6V0A2 N-Terminus 
(Aminosäure 1-395) cDNA 

BF0121 pDONR201 + ATP6V0A2 cDNA 
BF0122 pLXIN + ATP6V0A2 cDNA 
BF0123 pLXIN + ATP6V0A2 N-Terminus (Aminosäure 

1-395) cDNA 
BF0132 pDONR201 + ATP6V0A2 cDNA mit R755Q 

Mutation 
BF0133 (kloniert von Anne 
Hoffmann) 

pLXIN + ATP6V0A2 cDNA mit R755Q 
Mutation 



2. Material und Methoden  

 
 

 
45 

Die ATP6V0A2-cDNA Sequenz wurde aus einem Vektor von Thatjana Gardeitchik 

(St. Radbourg Universität, Nijmegen, NLD) mit Primern amplifiziert, die spezifisch für 

die cDNA Sequenz sind und bestimmte Überhänge (attB) besitzen (Tabelle 25). Hierzu 

wurde die Phusion Polymerase (Finnzymes, Espoo, FIN) verwendet (Kapitel 2.2.1.2.4 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)). Anschließend wurde das Produkt auf ein 

Agarosegel aufgetragen und die gewünschte Bande ausgeschnitten und mit dem 

Invisorb Spin DNA Extraction Kit (Stratec, Birkenfeld) aufgereinigt. Danach wurde mit 

diesem DNA-Fragment eine weitere PCR mit Phusion Polymerase und den Gateway-

attB-Adapter-Primern durchgeführt, die an die Überhänge binden. So wurden homologe 

Regionen geschaffen, die sich auch im Vektor pDONR befinden (attP). 

Es wurden 100fmol PCR-Produkt, 100fmol pDONR und 2µl BP-Klonase 2 

zusammengegeben und der Mix auf 10µl mit Wasser aufgefüllt. Dieser wurde dann für 

3,5 Stunden bei 25°C inkubiert, sodass die homologe Rekombination erfolgte. 

Anschließend wurde die Klonase mit 1µl Proteinase K für 10 Minuten bei 37°C 

abgebaut und der Mix dann in E. coli Top 10 transformiert (Kapitel 2.2.2.4). Der 

pDONR und auch der pLXIN Vektor enthalten das ccdB Gen, welches eine Selektion 

der Bakterien auf diejenigen ermöglicht, bei denen die Rekombination stattgefunden 

hat. Bakterien ohne rekombinierten Vektor sterben ab. 

Der rekombinierte Vektor wurde aus den Bakterien isoliert und als „Entry clone“ 

bezeichnet, der nun attL-Sequenzen enthält. Diese können mit den attR-Regionen des 

Zielvektors, in diesem Fall pLXIN, rekombinieren. Hierfür wurden 300ng des Vektors 

BF0121 mit 300ng pLXIN und 2,5µl LR-Klonase 2 vermischt und das Volumen mit 

Wasser auf 10µl aufgefüllt. Die Rekombination erfolgte bei 25°C für 4 Stunden. Die 

Klonase wurde mit 2µl Proteinase K abgebaut und dann der Mix in E. coli Top10 

transformiert (Kapitel 2.2.2.4). Nun wurde das fertige Konstrukt aus den Bakterien 

isoliert und weiterverwendet. 

Um ein Konstrukt zu erhalten, das nur den N-Terminus der ATP6V0A2 cDNA enthält 

(BF0112), wurde der Rückwärtsprimer hATP6V0A2_GateR_Nterm verwendet. Um 

einen Entry-Vektor mit der R755Q Mutation zu erhalten (BF0132), wurde der Phusion 

High-Fidelity PCR Master Mix von New England BioLabs verwendet und 50ng vom 

Vektor BF0122 mit den Primern ATP6V0A2_R755Q_muta_F und 

ATP6V0A2_R755Q_muta_R mit dem Temperaturprogramm „Quickchange“ 

amplifiziert (Tabelle 43). Der Vektor BF0122, der als Vorlage genutzt wurde, wurde 
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mit 1µl DpnI für eine Stunde bei 37°C verdaut und der neu erzeugte Vektor in E. coli 

Top10 transformiert. 

Tabelle 43: Temperaturprogramm Quickchange 

Temperatur in °C Zeit in Minuten Wiederholungen 
98 1:00  
98 0:20  

x20 60 1:00 
72 4:00 
72 10:00  
4 ∞  
 

2.2.1.3.3 Erzeugung des Zielvektors des Knock-out Modells 

Die Sequenz des murinen Atp6v0a2 Gens sollte so modifiziert werden, dass sich das 

Gen abschalten lässt. Hierfür müssen loxP Sequenzen eingefügt werden, die dann durch 

das Cre-Enzym erkannt und geschnitten werden. Zusätzlich müssen verschiedene 

Selektionsmarker auf dem Vektor vorhanden sein. Die Erzeugung des Zielvektors 

erfolgte größtenteils mittels Recombineering (recombination-mediated genetic 

engineering), einer Methode, bei der mehrfache Rekombination in Bakterien genutzt 

wird um einen großen Vektor zu erzeugen136. Dies umgeht Probleme, die häufig 

auftreten, wenn große Fragmente mittels PCR amplifiziert und anschließend ligiert 

werden müssten.  

Erzeugung des Genomischen Subklons 

Um eine homologe Rekombination des Zielvektors mit der DNA in Mausstammzellen 

möglich zu machen, sind lange homologe Regionen nötig. Daher wurde als erstes die 

gesamte Region des Atp6v0a2 Gens zwischen Intron 9 und Intron 20 (NCBI38: Chr.5 

124,711,748-124,723,441) aus dem Bacmid BMQ-337012 (Sanger resources) in den 

Vektor pDTA übertragen. Dieser trägt das Diphteria-Toxin, sodass diejenigen Maus-

ES-Zellen absterben, in denen zwar der Zielvektor enthalten ist, aber keine 

Rekombination mit der Atp6v0a2 DNA stattgefunden hat.  

Zuerst wurden über klassische Klonierung mittels Restriktionsenzymen (Kapitel 

2.2.1.3.1) ein kleiner Bereich des Intron 9 (Abbildung 7, Abschnitt A) und des Intron 20 

(Abbildung 7, Abschnitt B) in den Vektor pDTA ligiert. Dazu wurden diese Bereiche 

aus DNA von murinen ES-Zellen per PCR amplifiziert, mit Restriktionsenzymen 
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verdaut und in den verdauten pDTA ligiert. Dieser Vektor wurde als pDTA-A-B 

bezeichnet.  

Anschließend wurden E. coli DY380 Bakterien verwendet, die elektrokompetent 

gemacht und mit dem Bacmid BMQ-337O12 elektroporiert wurden (Kapitel 2.2.2.2). 

Dieses Bacmid enthält die Sequenz des Atp6v0a2-Gens ab Intron 9 und nachfolgende 

Gene (NCBI38/mm10: Chr5 124,711,778 - 124,802,854). Nach erfolgreicher Selektion 

mit Chloramphinicol und Tetracyclin wurden die transformierten Zellen bei 42°C 

inkubiert um eine Expression der Rekombinationsgene zu ermöglichen 

(Kapitel 2.2.2.3). Anschließend wurden sie erneut elektrokompetent gemacht. Parallel 

wurde der pDTA-A-B Vektor mit HindIII liniarisiert und anschließend in die Bakterien 

elektroporiert. Nach einer 3 stündigen Inkubation bei 32°C, während der die 

Rekombination erfolgte, wurden die Bakterien auf Platten mit Tetracyclin und 

Ampicillin angezogen um auf diejenigen zu selektieren, die die Atp6v0a2 Sequenz im 

Vektor pDTA enthalten. Dies wird als Genomischer Subklon bezeichnet. 

 
Abbildung 7: Genomischer Subklon 

Der Genomische Subklon enthält die Region von Exon 10 bis 20 des Atp6v0a2 Gens im Vektor pDTA. 

 

Einführung der ersten loxP Sequenz 

Um das Gen ausschalten zu können, mussten loxP Sequenzen eingefügt werden. Diese 

wurden aus dem Vektor pHW025 durch Rekombination eingefügt. In einem ersten 

Schritt wurden hierfür zwei kurze Sequenz aus dem Intron 14 (Abbildung 8, Abschnitt 

C und D) in den Vektor pHW025 durch klassische Klonierung eingefügt. Sie flankierten 

somit einen Bereich aus loxP Sequenz, FRT-Sequenz, Kanamycin/Neomycin-

Resistenzkassette, FRT-Sequenz und loxP Sequenz. Nun wurde dieser Teil des Vektors 

durch SalI und SacI ausgeschnitten und in die DY380 Bakterien mit dem Genomischen 

Subklon transformiert, in denen vorher die Rekombinationsgene aktiviert wurden. 

Durch Selektion mit Kanamycin und Tetracyclin wurden diejenigen DY380 Bakterien 

ermittelt, in denen eine Rekombination stattgefunden hatte.   
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Abbildung 8: Erster Schritt zur Einführung der ersten loxP Sequenz in den Genomischen Subklon 

Nur eine der eingeführten loxP Sequenzen sollte im Intron 14 enthalten bleiben. Daher 

sollten die anderen eingeführten Regionen mittels Cre wieder entfernt werden. Hierfür 

wurde der Vektor aus den Bakterien isoliert und in E. coli EL350 über Elektroporation 

transformiert. Diese Bakterien exprimieren induzierbar durch Arabinose das Cre-

Enzym. Hierfür wurden die Bakterien bis zu einer OD600 von 0,5 bei 32°C angezogen. 

Nun wurde 0,1% L(+)Arabinose (Sigma-Aldrich) dazu gegeben und die Kultur für eine 

Stunde bei 32°C geschüttelt. Anschließend wurde eine kleine Menge der Kultur auf 

Ampicillin-Agar ausplattiert. Somit enthielt der entstandene Vektor nun eine loxP 

Sequenz im Intron 14 der Atp6v0a2-Sequenz (Abbildung 9). Die entsprechenden Klone 

konnten durch eine fehlende Kanamycinresistenz identifiziert werden.  

 
Abbildung 9: Der Genomischer Subklon enthält nun die erste loxP Sequenz 

 

Einführung der Neomycinkassette und der zweiten loxP Sequenz 

Zusätzlich zu der zweiten loxP Sequenz sollte der Zielvektor auch eine 

Neomycinresistenz erhalten. Diese ermöglicht die Selektion auf diejenigen ES-Zellen, 

die durch homologe Rekombination die veränderte Atp6v0a2 Sequenz aufgenommen 

haben. Dies sollte auch durch Recombineering erfolgen, scheiterte jedoch mehrfach. 

Daher wurde dieser Abschnitt klassisch einkloniert. Hierfür wurde der genomische 

Subklon mit der ersten loxP Sequenz aus den Bakterien aufgereinigt und mit EcoRV, 

welches im Intron 17 schneidet, verdaut. Der Vektor pHW025 wurde mit EcoRI und 

AleI verdaut und das Fragment aufgereinigt, welches die FRT Sequenz, die 

Neomycinkassette, die FRT Sequenz und die loxP Sequenz enthält. Die Überhänge der 

Restriktion wurden mit dem Quick Blunting Kit (New England BioLabs) nach 

Herstellerprotokoll aufgefüllt. Nun konnte das Fragment in den Genomischen Subklon 
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mit der ersten loxP-Sequenz ligiert werden. Der Zielvektor für das Knock-out Konstrukt 

war somit vollständig (Abbildung 19).  

2.2.1.3.4 Erzeugung des Zielvektors für das Knock-in Konstrukt (R755Q) 

Das Knock-in Mausmodell sollte im Exon 18 des Atp6v0a2-Gens an 

Aminosäureposition 755 anstatt des Arginins ein Glutamin tragen. Für die Erzeugung 

des Zielvektors wurde der Zielvektor für das Knock-out Modell verwendet, denn er 

verfügt bereits über die homologen Regionen und die nötigen Selektionsmarker. Die 

loxP Sequenzen stören nicht und könnten verwendet werden um bei Knock-in Mäusen 

zum Beispiel zusätzlich einen gewebespezifischen Knock-out zu erzeugen.  

Der Zielvektor des Knock-out Modells wurde in der Neomycin-Resistenzkassette mit 

RsrII und im Intron 18 mit NdeI geschnitten. Das große Stück des Vektors wurde aus 

einem Agarosegel aufgereinigt. Parallel wurde auf dem Knock-out Zielvektor eine 

Überlappungs-PCR dieses Abschnitts mit Primern durchgeführt, die die Sequenz des 

Codons 755 von AGG zu CAG verändert (Abbildung 10). Das mutierte PCR Produkt 

wurde mit RsrII und NdeI verdaut, aufgereinigt, mithilfe von ATP und der 

T4 Polynukleotid-Kinase phosphoryliert und in den geschnittenen Vektor ligiert. Dies 

ergab den Zielvektor für das Knock-in Mausmodell (Abbildung 10).  

 
Abbildung 10: Erzeugung des Knock-in Zielvektors 

Durch zwei PCRs wurden mutierte PCR Produkte erzeugt (grüne Primer und blaue Primer). Mit den 

äußeren Primern (rot) und den beiden PCR Produkten wurde dann in einer Überlappungs-PCR ein großes 

mutiertes PCR Produkt erzeugt, dass in den Zielvektor des Knock-out Modells einkloniert werden konnte.  

Durch die Mutagenese wurde eine PstI-Schnittstelle geschaffen (Erkennungssequenz: 

CTGCAG). So kann die R755Q Mutation beispielsweise bei der Genotypisierung der 

Mäuse einfach nachgewiesen werden.  
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2.2.2 Mikrobiologische Methoden 

2.2.2.1  Erzeugung elektrokompetenter Bakterien 

Die E. coli DY380 wurden über Nacht bei 32°C und mit 12,5µg/ml Tetracyclin 

kultiviert. Das garantiert, dass das ʎ-Plasmid enthalten bleibt, das die Bakterien zur 

Rekombination befähigt. Die enthaltenen Gene werden jedoch bei 32°C nicht 

transkribiert. Nun wurde eine 50 ml Kultur angeimpft und bei 32°C bis zu einer OD600 

von 0,6 angezogen. Aliquotiert zu je 10ml wurden die Bakterien für 10 Minuten auf Eis 

inkubiert und bei 4.000rpm 10 Minuten bei 4°C pelletiert. Anschließend wurde das 

Pellet in 1ml kaltem H2O resuspendiert und bei 7.000rpm 30 Sekunden erneut pelletiert. 

Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt um eine osmotische Kompetenz der 

Bakterien zu erzeugen. Das gewaschene Bakterienpellet wurde in 40µl Wasser 

resuspendiert und in der Regel sofort für die Elektroporation verwendet. 

2.2.2.2  Elektroporation von Bakterien 

Die unter 2.2.2.1 erzeugten elektrokompetenten Bakterien wurden je Aliquot mit 0ng, 

50ng, 100ng oder 200ng frisch präpariertem Bacmid oder Plasmid versetzt und in die 

Elektroporationsküvette gegeben. Das Gerät wurde auf folgende Parameter eingestellt: 

1,8kV, 25µF, 200Ohm. Die Küvetten hatten einen Spalt von 1 mm. Bei einer 

erfolgreichen Elektroporation betrug die Zeitkonstante 4-5ms. Nach dem Puls wurden 

die Bakterien in 1 ml Medium aufgenommen und 1 Stunde bei 32°C geschüttelt. 

Anschließend wurden sie auf Agarplatten mit geeigneten Selektionsantibiotika 

ausplattiert und über Nacht bei 32°C bebrütet.   

2.2.2.3  Rekombination in Bakterien 

Die verwendeten E. coli DY380 verfügen über einen defekten ʎ-Prophagen mit den 

Genen exo, bet und gam. Diese werden vom Repressor cl857 kontrolliert, sodass eine 

Expression der Rekombinationsgene erst bei 42°C möglich ist. Hierfür wurden die 

Bakterien erst einmal bei 32°C bis zu einer OD600 von 0,6 angezogen. Dann wurden sie 

in einem vorgewärmten Kolben bei 42°C für 12 Minuten geschüttelt. Nun konnten sie 

erneut kompetent gemacht und mit der zu rekombinierenden Sequenz elektroporiert 

werden.  

Eine modifizierte Form der DY380 Bakterien bilden die E. coli EL350. In ihnen kann 

Arabinose-abhängig die Expression von cre aktiviert werden. Hierzu werden die 

Bakterien bis zu einer OD600 von 0,5 bei 32°C angezogen. Anschließend werden die 
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Bakterien mit 0,1% L(+)Arabinose (Sigma-Aldrich) für eine Stunde bei 32°C 

geschüttelt, sodass die Cre-vermittelte Rekombination stattfindet, und anschließend 

ausplattiert. 

2.2.2.4  Transformation von Bakterien mittels Hitzeschock 

Der gesamte Ligationsansatz oder 200ng zu transformierendes Konstrukt wurden auf 

75µl kompetente E. coli Top10 gegeben und für 15 Minuten auf Eis inkubiert. 

Anschließend wurde ein Hitzeschock von 45 Sekunden bei 42°C durchgeführt und 

250µl SOC-Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,05% NaCl, 2,5mM KCl, 

10mM MgCl2, 20mM Glucose, pH=7) dazu gegeben. Nach 45 Minuten Schütteln bei 

37°C wurden die transformierten Bakterien ausplattiert.  

2.2.3 Kultivierung von Zellen 

2.2.3.1  Kultivierung von humanen Zelllinien 

Das Medium für immortalisierte humane Zelllinien besteht aus DMEM 

4,5g/l D-Glucose mit 5% FCS, 1% Ultraglutamin und 1% Penicillin-Streptomycin. Die 

Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. HeLa, A549 und HEK-Zellen 

(Phoenix-Zellen) wurden bis zu einer Konfluenz von 75% gehalten und dann umgesetzt. 

Dazu wurden sie mit PBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA für 10 Minuten bei 37°C 

von der Wachstumsfläche gelöst. Anschließend wurde das Trypsin durch die Zugabe 

von Medium abgestoppt, die Zellen mit einer Zählkammer gezählt und die gewünschte 

Zellzahl ausgesät.   

2.2.3.1.1 SiRNA-Transfektion 

Die Zellen wurden in einer Kulturplatte mit 6 Vertiefungen ausgesät. Das Medium 

wurde morgens gegen 1 ml frisches Medium ausgetauscht und einen Mix aus 

90µl Optimem, 2µl Interferin und 10µl 2µM siRNA-Oligo dazu gegeben. Nach 

8 Stunden wurde dieser Vorgang wiederholt und die Zellen für 64 weitere Stunden mit 

dem Transfektionsmix inkubiert. Dann wurden sie für weitere Untersuchungen lysiert 

oder fixiert.  

2.2.3.1.2 Erzeugung stabiler Zelllinien mittels Retroviren 

Für die virale Überexpression der a2 Untereinheit wurde der Vektor BF0122 (Tabelle 

42) verwendet. Dieser enthält die mit V5 (GKPIPNPLLGLDST) markierte ATP6V0A2 

cDNA Sequenz im Vektor pLXIN. Dieser Vektor enthält Gene des Murinen 
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Leukämievirus (MoMuLV) und des Murinen Sarcomavirus (MoMuSV). Da es sich 

hierbei um Retroviren handelt, wurde das komplette Experiment im S2 Labor 

durchgeführt. 

Zuerst wurden die Verpackungszellen Phoenix ampho mit dem Vektor BF0122 

transfiziert. Hierfür wurden die Zellen auf einer 10 cm Schale bis zu einer Konfluenz 

von ca. 80% angezogen. Dann wurde zuerst 30µl JetPei mit 220µl Optimem gemischt 

und parallel 15µg des Vektors in einem Volumen von 250µl Optimem verdünnt. Beides 

wurde vermischt und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Medium auf 

den Zellen wurde gegen Medium ohne Penicillin-Streptomycin ausgetauscht, der Mix 

dazu gegeben und über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Medium gegen 

frisches mit Penicillin-Streptomycin ausgetauscht und die Zellen noch zwei weitere 

Tage mit diesem kultiviert. Dann wurde das Medium gesammelt, welches nun die 

Viruspartikel enthielt.  

Der Virusüberstand wurde mit einem 0,45µm Filter von Zellen befreit und 1:5 in 

frischem Medium verdünnt. Bei langsam wachsenden Zielzellen wie Fibroblasten, für 

die ein hoher Virustiter benötigt wird, kann auch das Retro X Concentrator Kit 

(Clontech Laboratories, California, USA) nach Herstellerprotokoll verwendet werden. 

Zu dem Virusüberstand wurde Polybren in einer Verdünnung von 1:1000 gegeben und 

auf HeLa-Zellen gegeben, die in einer Platte mit 6 Vertiefungen mit einer Konfluenz 

von ca. 80% wuchsen. Somit wurden die HeLa-Zellen mit dem Virus infiziert, der nun 

die ATP6V0A2-V5 cDNA-Sequenz und eine Neomycin/G418-Resistenz in das Genom 

der HeLa-Zellen integrierte. Am nächsten Tag wurde das Medium der Zellen 

gewechselt. Nach zwei Tagen wurden die HeLa-Zellen in eine kleine Flasche überführt 

und mit 0,6 mg/ml G418 selektiert. Nach ungefähr einer Woche waren fast alle nicht 

infizierten Zellen gestorben, sodass die Expression des Transgens nun analysiert werden 

konnte. 

2.2.3.2 Erzeugung von Fütterzellen 

Um embryonale Stammzellen kultivieren zu können, benötigt man Fütterzellen. Diese 

ermöglichen eine erleichterte Anheftung der embryonalen Stammzellen auf der 

Kulturfläche und verhindern so eine Anoikis der Stammzellen. Zusätzlich verhindern 

sie eine Differenzierung der Stammzellen137. Die Fütterzellen sollten resistent 

gegenüber Geneticin (G418) sein und wurden daher aus heterozygoten PYCR1-

transgenen oder DR4-transgenen Mäusen gewonnen, die eine entsprechende 
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Neomycinresistenz im Genom tragen. Hierfür wurden zuerst Kulturen von Fibroblasten 

aus Mausembryonen (MEF) angelegt. Dazu wurden p13,5 oder p14,5 Embryonen aus 

dem Uterus entnommen und der Kopf und die inneren Organe entfernt. Nach einem 

kurzen Waschschritt in 70% Alkohol wurden die Embryonen in PBS zerkleinert. 

Anschließend wurden sie in Trypsin für 10 Minuten bei 37°C inkubiert, auf- und ab 

pipettiert und gevortext um die Zellen zu vereinzeln. Dieser Schritt wurde wiederholt 

bevor sie in Medium aufgenommen und in die Kulturflaschen gesät wurden. Die 

Kultivierung der MEFs und Fütterzellen erfolgte in einem Medium aus DMEM (4,5g/l 

Glucose, Lonza) mit 10% FCS (Biochrom), 1% Glutamin (200mM, Lonza) und 1% 

Penicillin-Streptomycin (Lonza).  

Die MEFs wurden noch einige Male auf mehrere Flaschen verteilt, nachdem sie 

Konfluenz erreicht hatten. Anschließend wurde ihr Zellzyklus mit 0,01mg/ml 

Mitomycin C (Sigma-Aldrich) für drei Stunden bei 37°C gestoppt um sie 

teilungsinaktiv und somit zu Fütterzellen zu machen. Anschließend wurden die Zellen 

mit PBS gewaschen und in Aliquots eingefroren.     

2.2.3.3  Kultivierung von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) der 

Maus 

Um die Anheftung der embryonalen Stammzellen auf der Kulturfläche zu verbessern, 

wurden die Flaschen oder Wells für einige Minuten mit 0,1% Gelatine inkubiert. 

Anschließend wurden Fütterzellen ausgesät, sodass diese am nächsten Tag konfluent die 

gesamte Wachstumsfläche bedeckten. Die Fütterzellen sind notwendig um eine Anoikis 

oder Differenzierung der embryonalen Stammzellen zu verhindern. 

Zur Kultivierung wurde ein Medium aus Knockout-DMEM (GIBCO) mit 15% FCS 

(2602-P282905, PAN Biotech), 1% Glutamin (Lonza), 1% Penicillin-Streptomycin 

(Lonza), 1% Nicht-essentielle Aminosäuren (GIBCO), 1% 10mM β-Mercaptoethanol 

(Sigma) und 1% Nukleoside (Chemicon) verwendet. Dieses wurde gefroren gelagert 

und nach dem Auftauen 0,1% frisches LIF (Chemicon) zugefügt, welches die 

Differenzierung der Zellen verhindert.  

Die Zellen wurden bei 37°C und 7,5% CO2 inkubiert. 

Das Medium wurde täglich gewechselt und mindestens 2 Stunden vor jedem Splitten 

ausgetauscht. Damit die Kolonien nicht zu groß wurden, wurden die Zellen alle 2-3 
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Tage gesplittet, wobei die Zellen trypsiniert (37°C, max. 7 Minuten) und immer gut 

vereinzelt wurden.   

2.2.3.2.1 Einfrieren von ES-Zellen 

Die ES-Zellen wurden trypsiniert, vereinzelt, pelletiert (wenn in Röhrchen eingefroren 

werden sollte) und in ES-Zellmedium aufgenommen, dessen FCS-Anteil auf 20% 

erhöht wurde. Anschließend wurde dasselbe Volumen ES-Einfriermedium dazu 

gegeben. Dieses bestand aus Knockout-DMEM (GIBCO) mit 20% FCS (2602-

P282905, PAN Biotech) und 20% DMSO (Sigma-Aldrich).  

Die Röhrchen wurden in eine Einfrierbox mit Isopropanol gestellt und bei -80°C 

eingefroren. Nach einer Lagerung von mindestens einer Nacht, wurden sie in flüssigen 

Stickstoff überführt. 

Wenn die Zellen in der 98-Well-Platte eingefroren wurden, wurden diese mit Parafilm 

verschlossen und in einer Styroporbox, gefüllt mit Papiertüchern, bei -80°C eingefroren.   

2.2.3.2.2 Elektroporation von ES-Zellen 

Die ES-Zellen wurden trypsiniert, mit Medium abgestoppt, gezählt und eine Menge von 

9*106 Zellen pelletiert. Anschließend wurden die Zellen in 10ml PBS gewaschen und 

erneut pelletiert. Nun wurden sie in 0,8ml PBS resuspendiert und 30µg des 

linearisierten Zielvektors dazu pipettiert. Nach einer Inkubation von 5 Minuten wurde 

die Mischung in eine Elektroporationsküvette (BioRad) gegeben. Der Puls erfolgte bei 

240V und 500µF. Anschließend wurden die Zellen in Medium aufgenommen und auf 

vier 6cm-Schalen mit Fütterzellen ausplattiert. 

2.2.3.2.3 ES Zell Aggregation 

Die Aggregation der Klone wurde am Max-Planck-Institut für Molekulare Genetik in 

der Abteilung Entwicklungsgenetik unter Leitung von Prof. Dr. Bernhard G. Herrmann 

in Absprache mit Dr. Lars Wittler durchgeführt. Spendermorulae wurden mit den 

modifizierten G4-ES-Zellklonen aggregiert und die entstehenden Blastozysten in 

Ammen implaniert138. Es wurden jeweils 12 bis 25 Blastozysten in 3 bis 5 Ammen 

eingesetzt. Die Spendermäuse (CD1) hatten eine weiße Fellfarbe, sodass Jungtiere, die 

überwiegend weißes Fell besaßen auf diese Zellen zurückzuführen waren. Da die G4 

ES-Zellen aus F1-Mäusen der Kreuzung 129S6/SvEv x C57BL/6N stammen, waren 

Chimäre, die zu einem Großteil aus den modifizierten embryonalen Stammzellen 

bestanden, hauptsächlich agouti-farben. 
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2.2.3.2.4 Vorbereitung von ES-Zellen für die Karyotypisierung 

Die ES-Zellen wurden auf Fütterzellen angezogen bis die Kolonien eine gute Größe 

erreicht hatten. Dann wurden die Zellen mit 0,2µg/ml Colcemid im Medium für eine 

Stunde bei 37°C inkubiert. Dies arretiert die Zellen in der Metaphase. Die Zellen 

wurden nun trypsiniert, mit Medium abgestoppt und pelletiert. Anschließend wurde das 

Medium bis auf 0,5ml abgesaugt und die Zellen darin gut resuspendiert. Nun wurde die 

Hypotone Lösung (75mM KCl) langsam dazu getropft bis ein Volumen von 10 ml 

erreicht war. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad wurden die 

Zellen erneut durchmischt und 3ml Fixativ (3 Teile Methanol + 1 Teil Essigsäure) an 

der Wand entlang in die Lösung getropft. Nach erneutem Pelletieren der Zellen wurde 

die Flüssigkeit bis auf 1,5ml abgesaugt und die Zellen gut resuspendiert. Dann wurden 

erneut 13ml Fixativ dazu gegeben, die Zellen für 30 Minuten bei -20°C gelagert und 

anschließend erneut pelletiert. Diese Fixierung wurde zweimal wiederholt.   

Die Karyotypisierung erfolgte durch die Abteilung der Tumorzytogenetik (Labor 

Berlin) unter der Leitung von Seval Türkmen.   

2.2.4 Biochemische Methoden 

2.2.4.1  Immunfluoreszenzfärbung von Zellen 

Um die Lokalisation bestimmter Proteine in Zellen detektieren zu können, wurden die 

Zellen auf Glasplättchen kultiviert. Dort wurden die Zellen für 15 Minuten bei 4°C mit 

4% PFA in PBS fixiert. Anschließend wurden die Zellen für 5 Minuten mit 0,1% 

Saponin in 3% BSA in PBS für 5 Minuten bei Raumtemperatur permeabilisiert. Dann 

wurden die primären Antikörper in 3% BSA in PBS verdünnt und für eine Stunde bei 

Raumtemperatur mit den Zellen inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit 

PBS wurden die sekundären Antikörper in 3% BSA in PBS verdünnt und mit den 

Zellen für eine Stunde inkubiert. Danach wurde 1µg/ml DAPI in PBS für 5 Minuten auf 

die Zellen gegeben und diese im Anschluss noch zweimal mit PBS gewaschen. Die 

Glasplättchen mit den Zellen wurden nun mit Fluoromount-G auf einem Objektträger 

befestigt und mikroskopiert.    

Für die Färbung mit Filipin wurde das Protokoll wie oben verwendet, aber anstatt DAPI 

0,5mg/ml Filipin in PBS auf die Zellen gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach dem Waschen und Eindeckeln wurden die Objektträger bei 4°C 

gelagert. 
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2.2.4.2  Proteinextraktion 

Proteinextraktion aus Zellen 

Die Zellen wurden in PBS gewaschen und dann in RIPA-Puffer (150mM NaCl, 

50mM Tris, 5mM EDTA, 1% TritonX-100, 0,25% Desoxycholat, 0,1% SDS) lysiert. 

Dabei wurden sie mit einem Zellschaber von der Wachstumsoberfläche abgelöst. Für 

Zellen in eine Vertiefung einer 6-Well Platte wurden 80µl RIPA-Puffer verwendet. 

Proteinextraktion aus Gewebe   

Die Gewebe wurden sofort nach der Präparation in RIPA-Puffer mit einem 

Homogenisator zerkleinert. 

Sowohl die Lysate aus Zellen als auch die aus Gewebe wurden anschließend mit 

Ultraschall behandelt und zentrifugiert. Die Gesamt-Proteinmenge im Lysat wurde dann 

mit dem Pierce BCA Protein Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bestimmt. 

2.2.4.3  Western Blot 

Von allen Lysaten wurden gleiche Proteinmengen auf ein SDS-Gel geladen. Hierzu 

wurde das Mini-Protean 3 System von BioRad und folgende Lösungen verwendet:  

Tabelle 44: Lösungen für Western Blot 

10xTBS 1,37M NaCl; 27mM KCl; 250mM Tris 
(pH 7,4)  

Blockierlösung (Milch) 5% Magermilch; 0,2% NP40 in 1xTBS 
Laufpuffer 25mM Tris; 0,2M Glycin; 0,1% SDS  
Precision Plus Protein All Blue 
Standards #161-0373 

BioRad (Hercules, USA) 

Probenpuffer 250mM Tris; 20% Glycerol; 10% SDS;  
2% 2-Mercaptoethanol; 0,25% 
Bromphenolblau  

Sammelgel-Puffer 0,5M Tris; 0,4% SDS (pH 6,8) 
Transferpuffer 25mM Tris; 0,2M Glycin; 20% Methanol 
Trenngel-Puffer 1,5M Tris; 0,4% SDS (pH 8,8) 
Waschpuffer 0,1% NP40 in 1xTBS 
 
Nachdem die SDS-Gele über die gewünschte Strecke gelaufen waren, wurden die 

Proteine mit dem PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter (peqlab, Wilmington, USA) bei 

150mA pro Gel für 1,5 Stunden auf eine Nitrozellulosemembran (0,2µm, BioRad) 

transferiert. Auf dieser wurden die unspezifischen Antikörperbindungsstellen 

anschließend für eine Stunde mit 5% Magermilch blockiert. Der primäre Antikörper 
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wurde dann in Magermilch verdünnt und über Nacht bei 4°C mit der Membran 

inkubiert. Die Membran wurde am Folgetag dreimal mit dem entsprechenden Puffer 

gewaschen und für eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem sekundären Antikörper 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran wurden die Western Lightning 

Plus ECL Lösungen (PerkinElmer, Waltham, USA) gemischt, auf die Membran 

gegeben und die Proteine mit dem Chemi-Smart System von Vilber Lourmat 

(Collégien, FR) detektiert. 

2.2.5 Histologische Methode 

2.2.5.1  Paraffin-Einbettung 

Die Gewebe wurden nach der Präparation in 4% PFA in 1xPBS überführt und dort über 

Nacht bei 4°C fixiert. Dann wurden die Gewebe zweimal mit 1xPBS gewaschen und für 

eine halbe Stunde in 50% Ethanol inkubiert. Anschließend wurden die Gewebe für 

mindestens eine Stunde in 70% Ethanol gelegt und in den TP 1020 (Leica, Wetzlar) 

überführt, welcher die Entwässerung automatisiert nach folgendem Ablauf (Tabelle 45) 

vollzieht: 

Tabelle 45: Programm TP 1020 Gewebedehydratation 

Zeit Lösung 

2 Stunden 90% Ethanol 
2 Stunden 95% Ethanol 
2 Stunden 100% Ethanol 
2 Stunden 100% Ethanol 
2 Stunden 100% Ethanol 
15 Minuten Ultraclear 
15 Minuten Ultraclear 
30 Minuten Ultraclear 
3 Stunden Ultraclear:Paraffin 1:1 
3 Stunden Paraffin 
 

Für die Paraffin-Einbettung der Gewebe wurde die Einbettstation EC 350 (Microm, 

Walldorf) verwendet. Die zwischen den Hirnhälften halbierten Gehirne wurden mit der 

Schnittkannte nach unten in Paraffin eingebettet.  

2.2.5.2  Paraffinschnitte 

Für die Schnitte von Gehirn, Hoden-, Nebenhoden- und Hautproben wurde eine Klinge 

von Leica (114043597) verwendet. Die Schnitte hatten eine Dicke von 5µm und wurden 
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in einem Wasserbad bei 40°C gestreckt bevor sie auf Objektträger von Marienfeld 

übertragen wurden und auf diesen bei 47°C getrocknet wurden. Von jeder Region 

wurden ca. 20 Feinschnitte gemacht und auf Objektträger übertragen und dann nach 

ungefähr 10 Trimmschnitten zu je 10µm eine neue Gehirnregion untersucht.   

2.2.5.3  Nissl-Färbung 

Die Nissl-Färbung macht die sogenannten Nissl-Schollen, also das raue 

Endoplasmatische Retikulum von Neuronen und deren Kerne sichtbar und färbt somit 

hauptsächlich deren Zellkörper jedoch nicht die Axone. Für die Färbung wurden die 

Objektträger mit den Schnitten in Glasküvetten mit verschiedenen Lösungen inkubiert. 

Die getrockneten Schnitte wurden für zweimal 10 Minuten mit Xylol entparaffiniert und 

anschließend für zweimal 5 Minuten in Ethanol gegeben. Darauf folgte eine absteigende 

Ethanolreihe mit 2 Minuten 70% Ethanol, 2 Minuten 50% Ethanol und ca. 15 Minuten 

Aqua bidest. Die Färbung erfolgte dann für ungefähr 5 Minuten mit Kresylviolett (0,4% 

Kresylviolett acetat, #61123 von Fluka, Sigma-Aldrich). War die Intensität 

zufriedenstellend, wurden die Schnitte kurz in Aqua bidest gespült und zweimal kurz 

mit 96% Ethanol differenziert. Anschließend wurden die Schnitte mit zweimal 2 

Minuten 100% Ethanol dehydriert und mit zweimal 5 Minuten Xylol für das Eindeckeln 

mit Entellan vorbereitet.  

2.2.5.4  Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung dient als Übersichtsfärbung für verschiedene Gewebe. 

Hämatoxylin bindet an basophile Strukturen wie die DNA und färbt somit vor allem den 

Zellkern und das raue endoplasmatische Retikulum (ER). Eosin färbt acidophile 

Strukturen wie Cytoplasmaproteine, Mitochondrien, das glatte ER und extrazelluläre 

Proteine. Nach dem Entparaffinieren und der absteigenden Ethanolreihe (wie unter 

Punkt 2.2.5.3 beschrieben), wurden die Schnitte für 7 Minuten in 50% Hämatoxylin 

(1.09249.0500 von Merck) inkubiert. Nach dreimaligem Differenzieren in destilliertem 

Wasser und einer Lösung aus 70% Ethanol und 0,25% HCl wurden die Schnitte für ca. 

10 Minuten unter fließendem Leitungswasser gespült. Anschließend wurden sie für 2 

Minuten in 0,2% Eosin mit etwas Essigsäure (2C140, Chroma/Waldeck) gefärbt. 

Anschließend wurden die Proben mit 100% Ethanol entwässert und nach der 

Behandlung mit Xylol mit Entellan eingedeckelt.    



2. Material und Methoden  

 
 

 
59 

2.2.6 Mikroskopie 

Die Morphologie der Zellen während der Kultivierung wurde mit inversen 

Lichtmikroskopen von Zeiss überwacht.  

Die Immunfluoreszenzfärbungen von Zellen wurden mit einem Laser-Konfokal-

Mikroskop von Zeiss dokumentiert. Dieses wird mit der Software „Zeiss LSM Image 

Browser“ gesteuert.  

Gehirnschnitte der Mäuse wurden mit dem Mikroskop DM RB von Leica mit 

automatisiertem Tisch fotografiert und mit der Software „AxioVision Release 4.8.2“ 

analysiert. 

2.2.7 Mikro-Computertomographie 

Die Scans wurden mit dem SKYSCAN 1172 (Bruker, Billerica, USA) bei 80kV, 124µA 

und einem 0,5mm Alufilter durchgeführt. Die Schnittdicke betrug 5µm. Hierfür wurden 

die Knochen in 70% Ethanol in einem Revolver fixiert. Nach dem Scan wurden die 

Bilder mit dem Programm NRecon (SkyScan, Bruker) rekonstruiert.  

Die Auswertung des trabekulären Knochens der Tibia wurde 60 Schnitte = 300µm über 

der Wachstumsfuge gestartet. Dazu wurde der trabekuläre Knochen in den folgenden 

100 Schnitten = 500µm als interessante Region (Region of interest = ROI) markiert. 

Hierfür wurde das Programm CT Analyser (SkyScan, Bruker) genutzt. Die Analyse von 

nur 50 Schnitten = 300-550µm über der Wachstumsfuge ergab dasselbe Ergebnis. Nun 

wurden die ROIs in Bezug auf Knochenvolumen zu Totalvolumen (BV/TV), 

Trabekelgröße und Trabekelanzahl untersucht.   

Um den kortikalen Knochen der Tibia zu beurteilen, wurde 360 Schnitte = 1800µm über 

der Wachstumsfuge mit der Auswertung gestartet. Hier wurde der Knochen als 

interessante Region (ROI) markiert und das Knochenvolumen in den nächsten 100 

Schnitten = 500µm mit dem CT Analyser (SkyScan, Bruker) bestimmt. 

Der 5. und 6. Lendenwirbel wurde untersucht indem der gesamte trabekuläre Teil des 

Knochenköpers markiert wurde und das Knochenvolumen im Verhältnis zum 

Gesamtvolumen (BV/TV) berechnet wurde. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Molekulare Untersuchung der ATP6V0A2 Funktion 

 3.1.1 Die a2 Untereinheit befindet sich in HeLa-Zellen am Golgiapparat  

Die Lokalisation eines Proteins innerhalb der Zelle kann wichtige Hinweise auf dessen 

Funktion liefern. Daher sollte die Lokalisation der a2 Untereinheit in HeLa-Zellen 

untersucht werden. Diese humane Zelllinie kann leicht kultiviert und modifiziert 

werden. Unserer Arbeitsgruppe liegt bisher kein Antikörper vor, der spezifisch die a2 

Untereinheit von den anderen Isoformen unterscheiden kann und für die 

Immunfluoreszenzfärbung geeignet ist. Daher sollte das Protein mit einem V5-tag 

markiert in HeLa-Zellen überexprimiert werden. Hierbei sollte eine moderate 

Überexpression erreicht werden, indem die humane cDNA Sequenz des ATP6V0A2-

Gens mittels Retroviren in das Genom der HeLa-Zellen integriert wurde.  

Die ATP6V0A2-Expression in der resultierenden stabilen Zelllinie wurde mittels qPCR 

überprüft. Hierzu wurde die RNA aus den Zellen isoliert und ein DNAse Verdau 

durchgeführt um später nicht aus dem eingeführten Transgen zu amplifizieren. Dies 

ergab eine circa 18-fache Überexpression der a2 Untereinheit im Vergleich zu einer 

parallel erzeugten stabilen HeLa-Zelllinie mit einem anderen Transgen. Dies konnte 

durch Anne Hoffmann (AG Kornak) in weiteren Experimenten bestätigt werden, sodass 

von einer moderaten Überexpression auszugehen ist.     

Die a2 Untereinheit war in den HeLa-Zellen in der Nähe des Zellkerns lokalisiert. Sehr 

schwach wurde das Protein auch im Cytoplasma detektiert, war dort aber sehr fein 

verteilt und schien nicht an Vesikeln zu liegen. Es lag keine Kolokalisation mit 

Endosomen oder Lysosomen vor (Abbildung 11A). Stattdessen schien sich die a2-

Untereinheit im Golgiapparat zu befinden. Um die Lokalisation dort näher zu 

untersuchen, wurden verschiedene Golgi-Marker verwendet und die HeLa-Zellen mit 

Nocodazol behandelt (Abbildung 11B). Dieses führt zu einer Fragmentierung des 

Golgiapparates in sogenannte Ministacks, in denen die Lokalisation besser zu 

differenzieren ist. Dies ergab, dass die a2-Untereinheit im Trans-Golgiapparat zu finden 

ist und dort am besten mit dem Marker TGN46 kolokalisiert. Dort befindet sich auch 

das GORAB Protein, dessen Verlust ebenfalls eine Cutis laxa zur Folge hat.  
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Abbildung 11: Die a2-Untereinheit befindet sich in HeLa-Zellen im Trans-Golgiapparat 

Durch Expression der V5-markierten a2-Untereinheit konnte ihre Lokalisation in HeLa-Zellen untersucht 

werden. A: Weder Endosomen (EEA1)139 noch Lysosomen (LAMP2)140 kolokalisieren mit der a2-

Untereinheit, da sich diese nicht an Vesikeln befindet. B: Die V5-markierte a2-Untereinheit ist im Golgi 

lokalisiert. Die Kolokalisation mit dem cis-Gogliapparat (GIANTIN)141 ist nicht so stark wie mit dem 

Trans-Golgi-Netzwerk (TGN46)142. Auch GORAB befindet sich im Trans-Golgiapparat und kolokalisiert 

somit ebenfalls mit der a2-Untereinheit. Eine starke Kolokalisation ist an der Überlagerung von grünem 

und rotem Signal und somit oranger Färbung zu erkennen. Da dies im intakten Golgiapparat schwer zu 

beurteilen ist, wurde der Golgiapparat durch Zugabe von 33µM Nocodazol für 3 Stunden fragmentiert.  
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3.1.2 ATP6V0A2 Knock-down verändert die Zellorganellen 

Die zellulären Auswirkungen eines a2 Verlusts können simuliert werden, indem man 

die Expression des Gens mit spezifischen siRNAs hemmt. Um unspezifische 

Nebeneffekte ausschließen zu können, wurden drei verschiedene siRNAs verwendet. 

Als Kontrolle diente ein Gemisch aus nicht zielgerichteten siRNAs. HeLa-Zellen 

wurden erneut als humane Modellzelllinie gewählt und 72 Stunden mit den siRNAs 

inkubiert.  

3.1.2.1 Spezifische siRNAs verringern das ATP6V0A2 mRNA- und 

Proteinlevel 

Um zu prüfen, ob die verwendeten siRNAs die Expression des ATP6V0A2-Gens 

effektiv hemmen, wurden RNAs und Proteine isoliert und die Expression untersucht.   

 
Abbildung 12: Spezifische siRNAs reduzieren das ATP6V0A2 mRNA- und Proteinlevel 

HeLa Zellen wurden für 72 Stunden mit drei verschiedenen siRNAs inkubiert, die spezifisch für die 

ATP6V0A2 mRNA sind (a2 #1-3). Bei a2#3 handelt es sich um einen Pool aus 4 spezifischen siRNAs. 

Als Kontrolle dienten Zellen, die mit einem Gemisch aus unspezifischen siRNAs behandelt wurden. 

A: Die behandelten Zellen wurden in TRIzol lysiert und RNA wurde extrahiert. Mittels qPCR wurde die 

Menge an ATP6V0A2 mRNA im Verhältnis zur GAPDH mRNA als endogene Kontrolle bestimmt. 

Mittelwerte aus mindestens drei unabhängigen Experimenten B: Die behandelten Zellen wurden in 

RIPA-Puffer lysiert und mittels Western Blot das ATP6V0A2 Protein detektiert. Als Ladekontrolle diente 

GAPDH. 

Die verwendeten siRNAs reduzierten die ATP6V0A2 mRNA auf 20% oder weniger 

(Abbildung 12A). Das Protein wurde nach dem Knock-down im Western Blot kaum 

noch detektiert (Abbildung 12B). Somit war der siRNA vermittelte ATP6V0A2 Knock-

down in HeLa-Zellen sehr effizient.   

3.1.2.2 ATP6V0A2 Knock-down beeinflusst die frühen Endosomen 

Um Rückschlüsse auf die Funktion der a2 Untereinheit in HeLa-Zellen ziehen zu 

können, wurden diese nach dem ATP6V0A2 Knock-down auf morphologische 
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Veränderungen untersucht. Da sich die a2 Untereinheit in HeLa-Zellen hauptsächlich 

im Golgiapparat befindet, wurde dieser nach dem siRNA vermittelten Knock-down mit 

verschiedenen Markern angefärbt. Hierbei zeigte sich eine Verminderung des Trans-

Golgi-Netzwerk Proteins TGN46 (Abbildung 14). Andere Marker, die wie GM130 und 

GIANTIN im cis- oder medialen Golgiapparat lokalisiert sind141,143, zeigten keine 

deutlichen Auffälligkeiten in der laboreigenen HeLa-Zelllinie. In HeLa-Zellen einer 

anderen Arbeitsgruppe war der Golgiapparat hingegen nach ATP6V0A2 Knock-down 

mit denselben siRNAs massiv fragmentiert.  

Nicht nur der Golgiapparat, sondern auch die Endosomen spielen eine zentrale Rolle im 

intrazellulären Transport. Sie enthalten die endozytierte Fracht und transportieren sie zu 

ihrem Bestimmungsort wie dem Golgiapparat oder den Lysosomen. Die frühen 

Endosomen können mit dem Marker EEA1 untersucht werden139.  

Die Analyse der EEA1 mRNA ergab eine unterschiedlich starke Reduktion bei den 

verschiedenen ATP6V0A2 siRNA Oligos (Abbildung 13A). Dies korrelierte mit einer 

Verminderung des Proteins nach 72 Stunden siRNA Behandlung (Abbildung 13B). 

Auch in A549 Zellen konnte diese Reduktion nach ATP6V0A2 Knock-down 

nachgewiesen werden (Dimitrios Wagner, AG Kornak). Spezifisch für die HeLa-Zellen 

war eine starke Akkumulation der frühen Endosomen in der Nähe des Golgiapparates. 

Dieser zelluläre Phänotyp schien mit der beobachteten Reduktion des EEA1 Proteins zu 

korrelieren und unterschiedlich stark bei den verschiedenen Oligos ausgeprägt zu sein 

(Abbildung 13C).  
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Abbildung 13: Veränderung der frühen Endosomen nach ATP6V0A2 siRNA Knock-down 

HeLa-Zellen wurden mit drei verschiedenen ATP6V0A2 siRNA Oligos (a2#1-3) für 72 Stunden inkubiert. 

Als Kontrolle dienten Zellen, die mit einem Gemisch aus unspezifischen siRNAs behandelt wurden. A: 

Die EEA1 mRNA wurde im Verhältnis zur GAPDH mRNA gemessen. Die verschiedenen siRNA Oligos 

reduzierten die EEA1 mRNA unterschiedlich stark, wobei mit dem Oligo #1 eine Reduktion auf 40% 

beobachtet werden konnte. B: Auch die EEA1 Proteinmenge war in Abhängigkeit vom verwendeten 

siRNA Oligo verringert. Als Ladekontrolle diente GAPDH. C: Der Knock-down der a2 Untereinheit 

führte in HeLa-Zellen zu einer Akkumulation der frühen Endosomen (EEA1) in der Nähe des 

Golgiapparates (GIANTIN). Dieser Phänotyp war beim Oligo #1 besonders stark ausgeprägt.    

3.1.2.3 ATP6V0A2 Knock-down führt zu einer Akkumulation von 

Lysosomen  

Ein weiterer wichtiger Baustein des intrazellulären Transports sind die Lysosomen. 

Diese ermöglichen durch den Abbau von Fetten, Proteinen und Nukleinsäuren unter 

anderem die Freisetzung von Zellbausteinen.  

Nach siRNA vermitteltem Knock-down von ATP6V0A2 zeigte sich im Western Blot 

eine deutliche Zunahme des lysosomalen Proteins LAMP2 (Abbildung 14A). Zusätzlich 

zeigte die Bande eine geringere Masse an. Dies deutet auf eine veränderte 

Glykosylierung des Proteins durch das Fehlen der a2-Untereinheit hin.  
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Während die Lysosomen in Kontroll-HeLa-Zellen relativ gleichmäßig verteilt sind, 

akkumulieren diese in den Knock-down Zellen in Kernnähe, in der Region des Trans-

Golgi-Netzwerkes, welches durch TNG46 angefärbt werden kann (Abbildung 14B). 

Die Veränderungen von LAMP2 waren bei allen siRNA Oligos gleich stark und 

konnten auch nach siRNA Knock-down in A549-Zellen bestätigt werden (Dimitrios 

Wagner, AG Kornak). 

 
Abbildung 14: siRNA Knock-down der a2 Untereinheit führt zu LAMP2 Veränderungen 

HeLa-Zellen wurden mit siRNA Oligos spezifisch für ATP6V0A2 (a2#1-3) für 72 Stunden behandelt. Als 

Kontrolle dienten nicht spezifische siRNAs. A: Das LAMP2 Protein wurde im Lysat detektiert. Die 

LAMP2 Menge ist nach dem a2 Knock-down deutlich erhöht. Zusätzlich hat das Glykoprotein eine 

geringere Masse. B und C: Die Lysosomen (LAMP2) sind im Bereich des Trans-Golgi-Netzwerks 

(TGN46) akkumuliert.  
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3.1.2.4 ATP6V0A2 Knock-down führt zur Akkumulation von Cholesterin 

Die beobachtete Akkumulation von Endosomen und Lysosomen nach einem ATP6V0A2 

Knock-down ähnelt stark dem zellulären Phänotyp des Niemann-Pick Syndroms Typ C. 

Hierbei handelt es sich um eine Erkrankung, bei der Cholesterin die Lysosomen nicht 

verlassen kann120. Daher wurde Cholesterin in den Knock-down Zellen mittels Filipin 

angefärbt und dessen Verteilung innerhalb der Zelle untersucht (Abbildung 15).  

In den Kontrollzellen ist Cholesterin an der Plasmamembran zu finden und liegt im 

Golgiapparat und den Lysosomen vor. Das Abschalten der a2 Untereinheit hatte eine 

massive Akkumulation von Cholesterin in Golginähe zur Folge, sodass es in dem 

Bereich gehäuft vorlag, in dem sich auch die Endosomen und Lysosomen sammeln.  
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Abbildung 15: Cholesterinakkumulation nach siRNA vermitteltem ATP6V0A2 Knock-Down 

Nach siRNA vermitteltem Knock-down von ATP6V0A2 wurden verschiedene Zellkompartimente 

angefärbt und die Cholesterinverteilung mittels Filipin untersucht. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit 

nicht spezifischen siRNAs behandelt wurden. A: orange Pfeile: In den Kontrollzellen befindet sich das 

Cholesterin angereichert im Golgiapparat (GIANTIN). Nach dem Knock-down ist die Intensität in dieser 

Region deutlich erhöht, wobei dort auch die frühen Endosomen (EEA1) akkumulieren (blaue Pfeile). B: 

In Kontrollzellen befindet sich Cholesterin auch in den Lysosomen (LAMP2) (gelbe Pfeile). Diese sind 

durch den Knock-down in der Nähe des Golgiapparates (TGN46) akkumuliert, sodass es dort zu einem 

stark erhöhten Cholesteringehalt kommt.   
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3.1.3 Einfluss des intravesikulären pHs auf die Zellorganellen 

Durch den siRNA vermittelten Knock-down der a2 Untereinheit in HeLa-Zellen kommt 

es zu einer Akkumulation von Cholesterin, den frühen Endosomen und den Lysosomen. 

Um festzustellen, ob dieser zelluläre Phänotyp durch Veränderungen im pH-Wert 

ausgelöst wird, wurden HeLa-Zellen mit verschiedenen Reagenzien behandelt. 

Bafilomycin A1 hemmt V-Typ-ATPasen, sodass diese den pH-Wert in den 

Zellorganellen nicht regulieren können144. Chloroquin dringt in saure 

Zellkompartimente wie Endosomen und Lysosomen ein, wird dort protoniert und kann 

die Vesikel nicht mehr verlassen. Dadurch erhöht es dort den pH-Wert145.  

200mM Bafilomycin A1 oder 50µM Chloroquin wurden in das Medium der 

HeLa-Zellen gegeben und diese nach 24 Stunden untersucht. Da das Bafilomycin A1 in 

DMSO gelöst war, wurden die Kontrollzellen mit der entsprechenden Menge DMSO 

behandelt. 

Die frühen Endosomen waren nach Bafilomycin A1 und Chloroquingabe deutlich 

akkumuliert und ähnelten dem ATP6V0A2 siRNA Knock-down mit dem Oligo a2#1 

(Abbildung 16).  

 
Abbildung 16: Akkumulation der Endosomen durch Bafilomycin A1 oder Chloroquin 

Durch die Behandlung von HeLa-Zellen mit Bafilomycin A1 oder Chloroquin akkumulieren die frühen 

Endosomen (EEA1) in der Nähe des Golgiapparates (GIANTIN). 
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Abbildung 17: Akkumulation der Lysosomen nach Behandlung mit Bafilomycin A1 oder Chloroquin 

Die Behandlung von HeLa-Zellen mit Bafilomycin A1 oder Chloroquin hatte eine Akkumulation von 

cholesteringefüllten Lysosomen (Filipin, LAMP2) in Kernnähe zur Folge. Das Trans-Golgi-Netzwerk 

(TGN46) befindet sich ebenfalls in dieser Region und war durch die Behandlung stark fragmentiert.  

Die Lysosomen wurden sowohl durch Bafilomycin A1 als auch Chloroquin akkumuliert 

und die LAMP2-positiven Vesikel schienen deutlich vergrößert zu sein. Eine Färbung 

mit Filipin zeigte, dass diese Vesikel sehr viel Cholesterin enthielten (Abbildung 17).  
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Auch eine Beeinträchtigung des Trans-Golgi-Netzwerks trat nach Behandlung mit 

beiden Reagenzien auf (Abbildung 17) und kopierte somit ebenfalls den zellulären 

Phänotyp nach ATP6V0A2 Knock-down. 

Somit simulierten Bafilomycin A1 und Chloroquin den zellulären Phänotyp, der durch 

den Verlust der a2 Untereinheit auftritt. Die Effekte waren jedoch noch ausgeprägter, da 

diese Reagenzien eine stärkere pH-Wertveränderung in zahlreichen intrazellulären 

Kompartimenten verursachen.  
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3.2 Analyse der Atp6v0a2 Expression in Mäusen  

Die Erforschung des Pathomechanismus der ATP6V0A2 abhängigen Cutis laxa sollte 

mittels verschiedener Mausmodelle erfolgen, die entweder einen kompletten Verlust des 

Atp6v0a2 Proteins oder eine mutierte Form des Proteins aufweisen. Um einschätzen zu 

können, in welchen Geweben und Entwicklungsstadien ein Phänotyp in diesen 

Modellen zu erwarten ist, wurde untersucht, wie die Atp6v0a2 mRNA in 

Wildtypmäusen exprimiert wird.  

Hierfür wurde eine laboreigene Bibliothek aus Maus-C57BL/6-cDNAs verwendet. Die 

Gewebe von je 3 Mäusen eines bestimmten Alters wurden hierfür gemischt, RNA 

isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mittels qPCR wurde dann die relative Menge der 

Atp6v0a2 mRNA und der endogenen Kontrollen Gapdh und Aktin bestimmt. Es wurden 

jeweils Gewebe von Mäusen im Alter von 17 Tagen nach der Befruchtung, dem Tag der 

Geburt oder 5 Monaten verwendet.  

Eine Normalisierung der Atp6v0a2 mRNA auf die beiden Kontrollen Gapdh und Aktin 

ergab eine relativ gleichmäßige Expression der Atp6v0a2 mRNA in allen untersuchten 

Organen zu den gemessenen Zeitpunkten, die höchstens um das 5,6-fache variierte 

(Abbildung 18).  

 
Abbildung 18: Expression von Atp6v0a2 in verschiedenen Geweben bei unterschiedlichen 

Entwicklungsstadien 

Durch eine quantitative PCR wurde die Menge der Gapdh, Aktin und Atp6v0a2 cDNA bestimmt. Die 

Atp6v0a2 Expression wurde auf die beiden endogenen Kontrollen Gapdh und Aktin normalisiert. Als 

Kalibrator wurde die Leberprobe von Tieren 17 Tage nach der Befruchtung verwendet. e17: 17 Tage nach 

Befruchtung, p0: Tag der Geburt, 5m: 5 Monate 
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Daher kann von einer ubiquitären Expression und somit von einer allgemeinen Funktion 

innerhalb der Zelle ausgegangen werden, die mit einem Phänotyp in mehreren 

verschiedenen Organen verbunden sein dürfte. Dies wird auch durch den syndromalen 

Phänotyp der ATP6V0A2 abhängigen Cutis laxa im Menschen bestätigt. 
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3.3 Erzeugung der Atp6v0a2 Knock-out und Knock-in 

Mausmodelle 

3.3.1 Erzeugung der Zielvektoren  

Ziel der Arbeit war es, ein Knock-out Mausmodell zu erzeugen, in welchem das 

Atp6v0a2 Gen nicht mehr exprimiert wird und ein Knock-in Modell in dem eine 

mutierte Form des Gens gebildet wird. Die transgenen Mauslinien sollten durch 

homologe Rekombination von Zielvektoren in embryonale Mausstammzellen erzeugt 

werden. Um eine effiziente homologe Rekombination zu ermöglichen, sollten diese 

Vektoren sehr lange homologe Arme aufweisen. Hierbei empfiehlt es sich, diese nicht 

mittels PCR zu amplifizieren und einzuklonieren, sondern die Zielvektoren ebenfalls 

über homologe Rekombination aus einem Bacmid zu generieren.  

Nach einem unter Punkt 2.2.1.3.3 Erzeugung des Zielvektors des Knock-out Modells 

detailliert aufgeführten Protokoll, wurde die Sequenz der Exons 10 bis 20 des murinen 

Atp6v0a2 Lokus aus einem Bacmid in den pDTA-Vektor übertragen. Durch homologe 

Rekombination, Cre-Exzision und Restriktionsverdau wurden LoxP-Sequenzen, FRT-

Sequenzen und eine Neomycinkassette in die Atp6v0a2 Sequenz eingefügt (Abbildung 

19). 

 
Abbildung 19: Zielvektor für das Knock-out Modell 

Der entstandene Zielvektor besteht aus dem Vektor pDTA und der Atp6v0a2 Sequenz. In diese wurde 

zwischen Exon 14 und 15 eine LoxP-Sequenz eingefügt. Zusätzlich gibt es eine von FRT-Sequenzen 

umgebene Neomycinkassette zwischen den Exons 17 und 18. Der Neomycinkassette folgt eine LoxP-

Sequenz. A, B, C, D: Sequenzen für homologe Rekombination zur Erzeugung des Zielvektors; 

NeoR/KanR: Neomycin-Resistenzkassette 

Der Zielvektor für das Knock-out Mausmodell enthält zahlreiche Funktionen: Auf dem 

pDTA Vektor befindet sich die Sequenz für das Diphteria-Toxin. Dadurch wird 

sichergestellt, dass die embryonalen Stammzellen nicht überleben, wenn der Vektor 

komplett enthalten ist, ohne ins Genom rekombiniert zur sein. Dies wird als negative 

Selektion bezeichnet. Gleichzeitig ermöglicht die Resistenz-Kassette, dass nur 

diejenigen ES-Zellen eine positive Selektion mit Geneticin (G418) überleben, bei denen 

A
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E15-17

C D BloxPNeoR/KanR FRTFRT
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Atp6v0a2 Knock-out Zielvektor
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eine homologe Rekombination mit der veränderten Atp6v0a2 Sequenz erfolgt ist. Die 

FRT-Sequenzen ermöglichen es mittels Flipase die Neomycinkassette später zu 

entfernen um störende Nebeneffekte auf die Expression der Atp6v0a2 mRNA zu 

vermeiden. Durch die LoxP-Sequenzen kann das Enzym Cre verwendet werden um die 

Exons 15 bis 17 des Atp6v0a2 Gens auszuschneiden und somit eine Funktion des 

Proteins zu verhindern. Somit handelt es sich hierbei um ein konditionelles Knock-out 

Modell. Dieses bietet den Vorteil, dass durch Verpaarung mit gewebespezifischen 

Cre-Mauslinien, das Atp6v0a2 Gen in einzelnen Organen oder Zelltypen abgeschaltet 

werden kann und so der Effekt sehr genau untersucht werden kann. Zusätzlich könnte 

man durch die Schwere der humanen Erkrankung befürchten, dass ein kompletter 

Verlust des Atp6v0a2-Gens in der Maus nicht mit dem Leben vereinbar ist.  

Um den Zielvektor für das Knock-in Mausmodell zu erzeugen, sollte das Arginin an 

Position 755 des Atp6v0a2-Proteins durch Glutamin (R755Q) ausgetauscht werden 

(siehe Kapitel 1.2.2 Die vielfältigen Funktionen der a Untereinheit). Diese Mutation 

sollte eine a2 Untereinheit erzeugen, die unfähig zum Protonentransport ist. Eine 

mutierte Version des betroffenen Exons 18 wurde durch eine Überlappungs-PCR 

erzeugt und dann durch Restriktionsverdau in den Zielvektor für das Knock-out Modell 

einkloniert. Daher verfügt auch der Zielvektor für das Knock-in Modell über 

LoxP-Sequenzen, die jedoch in diesem Modell vorerst nicht verwendet werden 

(Abbildung 20). Der pDTA-Vektor, die FRT-Sequenzen und die Neomycinkassette 

erfüllen denselben Zweck wie im Knock-out Modell. Essentiell ist aber die eingeführte 

R755Q Mutation. 

 
Abbildung 20: Zielvektor für das Knock-in Modell 

Die Besonderheit des Knock-in Zielvektors besteht in der Mutation des Arginins an Position 755 zu 

Glutamin (R755Q). A, B, C, D: Sequenzen für homologe Rekombination zur Erzeugung des Zielvektors; 

NeoR/KanR: Neomycin-Resistenzkassette 

R755Q

A

E10-14

loxP

E15-17

C D BloxPNeoR/KanR FRTFRT

E18-20

pDTA

Atp6v0a2 Knock-in Zielvektor
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3.3.2 Erzeugung und Screening transgener embryonaler Mausstammzellen 

Mittels homologer Rekombination sollten embryonale Mausstammzellen nun durch die 

Zielvektoren so verändert werden, dass sie die modifizierte Atp6v0a2 Sequenz 

übernehmen. Hierfür wurden die durch einen SalI-Verdau linearisierten Zielvektoren 

mittels Elektroporation in G4 ES-Zellen gebracht. Nach einem Tag Selektion mit 

200µg/ml Geneticin (G418) wurde die Konzentration für 5 Tage auf 250µg/ml erhöht 

und die entstandenen klonalen Kolonien einzeln in eine neue Kulturplatte mit 96 

Vertiefungen gegeben. Anschließend wurde überprüft, welche Klone die gewünschte 

Atp6v0a2 Sequenz übernommen haben.  

Hierzu wurde DNA aus den Zellen isoliert und zuerst eine quantitative PCR 

durchgeführt. Eine Primerkombination diente dem Nachweis der Integration der 

LoxP-Sequenz im Intron 14 und eine zweite dem Nachweis der Integration der 

Neomycin-Resistenzkassette mit den umliegenden Sequenzen im Intron 17 

(Kapitel 2.2.1.2.5). Die Primer waren hierbei so konstruiert, dass ein PCR-Produkt nur 

bei der Wildtypsequenz entstehen konnte. Eine erfolgreiche Integration der 

gewünschten Sequenzen auf einem Allel führte daher zu einer fünfzigprozentigen 

Reduktion des PCR-Produkts (Abbildung 21). Für das Knock-out Konstrukt wurden mit 

dieser Methode 40 Klone und für das Knock-in Konstrukt 78 Klone untersucht.  

Die Voruntersuchung der ES-Zellklone mittels quantitativer PCR ergab für das 

Knock-out Konstrukt 9 Klone (22,5%), die eine Rekombination der gesamten 

gewünschten Zielvektorsequenz aufwiesen und für das Knock-in Konstrukt 11 Klone 

(14%). Die Integration der LoxP Sequenz im Intron 14 und das Vorhandensein der 

R755Q Mutation wurden zusätzlich über klassische PCR mit den Primern überprüft, die 

später auch für die Genotypisierung der Mäuse genutzt wurden (Kapitel 2.2.1.2.4). 

Diese PCRs bestätigten alle bis dahin positiven Klone. 
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Abbildung 21: Voruntersuchung der ES-Zellklone mittels quantitativer PCR 

Die Integration der LoxP-Sequenzen in die ES-Zellen wurde über quantitative PCR ermittelt. Zur 

Normalisierung wurde die Menge eines Abschnitts des Albumingens verwendet. Kalibriert wurde die 

PCR-Produktmenge auf die von Wildtyp ES-Zellen. Aus der veränderten Atp6v0a2 Sequenz in den 

Zielvektoren lassen sich keine PCR Produkte generieren (601tv/R755Qtv). Eine Reduktion beider 

untersuchter PCR-Produkte weist auf die erfolgreiche Rekombination der modifizierten Atp6v0a2 

Sequenz hin (grüne Box). Ist nur eines der PCR-Produkte reduziert, wurde nicht die komplette 

modifizierte Sequenz rekombiniert, sondern nur die Neomycinkassette eingebaut (gelbe Box). Blau: 

Primerkombination zum Nachweis der ersten LoxP Sequenz; rot: Primerkombination zum Nachweis der 

Neomycinkassette  

Zusätzlich wurden alle positiven Klone aus der qPCR mittels Southern Blot untersucht 

(Abbildung 22). In allen Klonen konnte das Wildtypallel und das rekombinierte Allel 

nachgewiesen werden. Somit erwies sich die qPCR als sehr effektive Methode um 

diejenigen Maus ES-Zellklone zu finden, in denen eine Rekombination des Atp6v0a2-

Lokus stattgefunden hatte. Beim Knock-out Klon 152 wurden mit einer Sonde für die 
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Neomycinkassette mehrere Banden detektiert, was auf weitere Integrationsstellen der 

Neomycinkassette im Genom hinweisen könnte. Alle anderen Klone konnten für eine 

Aggregation verwendet werden.  

 
Abbildung 22: Southern Blot der ES-Zellklone 

Um die Rekombination des Atp6v0a2-Lokus zu überprüfen wurde die DNA mit Restriktionsenzymen 

verdaut und die jeweiligen Fragmente über Digoxigenin markierte Sonden nachgewiesen. Eine Sonde 

detektierte das 5‘ Ende des untersuchten Bereichs (A), eine befand sich in der Neomycin-

Resistenzkassette (B) und eine weitere im 3‘ Bereich des Atp6v0a2-Gens (C). A+B: Für die 5‘ und die 

Neo-Sonde wurde die DNA mit EcoRV und ApaI verdaut. Durch die Integration der Neomycinkassette 

fällt auf dem rekombinierten Allel eine EcoRV-Schnittstelle weg, sodass mit 14,6 kb ein größeres 

Fragment entsteht als beim Wildtyp mit 11,4 kb. C: Für die 3’Sonde wurde ein XbaI-Verdau genutzt. Die 

FRT-Sequenzen enthalten XbaI Schnittstellen, sodass statt wie beim Wildtyp mit 15,6kb bei dem 

rekombinierten Allel ein 9,3kb Fragment entsteht. ko: Klone für das Knock-out Modell, ki: Klone für das 

Knock-in Modell mit der R755Q Mutation. 

3.3.3 Qualitätsanalyse und Aggregation der Klone 

Um transgene Mäuse zu erzeugen, sollten die positiven ES-Zellklone mit 

Spendermorulae aggregiert werden und anschließend in Ammen eingesetzt werden138. 

Dies erfolgte durch den Transgen-Service des Max-Planck-Instituts für Molekulare 

Genetik. Nachdem zwei Knock-out Klone und drei Knock-in Klone unter Einsatz von je 
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durchschnittlich 18 Morulae und 4 Ammen vergeblich aggregiert wurden (Tabelle 46), 

schien ein Qualitätsmangel der ES-Zellen vorzuliegen.  

Häufig weisen Embryonale Stammzellen nach längerer Passagierung einen rasanten 

Anstieg an Trisomie 8 auf146,147. Diese Chromosomenmutation ist letal, sodass aus den 

betroffenen Zellen keine Mäuse entstehen können, gleichzeitig ist die Proliferationsrate 

diese Zellen deutlich gesteigert, weswegen sie die nicht mutierten Zellen schnell 

überwachsen. Um diesen Defekt in den Klonen zu untersuchen, wurden einige Klone 

karyotypisiert und die Chromosomen 8, 11, X und Y mit FISH-Sonden markiert. Dies 

wurde durch die Abteilung Zytogenetik unter der Leitung von Seval Türkmen 

durchgeführt. Für zwei Klone (ko 126 und ki 45), die keine chimären Mäuse erbracht 

hatten, konnte so eine Trisomie 8 in 100% beziehungsweise 87% der Zellen 

nachgewiesen werden. Zwei weitere Klone (ko 139 und ki 52) zeigten ebenfalls den 

veränderten Chromosomensatz und wurden daher nicht aggregiert. Die FISH-Analyse 

des Knock-out Klons 115 ergab kein zusätzliches Chromosom 8, sodass dieser Klon 

aggregiert wurde und tatsächlich 10 Chimären erbrachte.   

Klon 

Karyotypisierung  

(FISH Metaphasen) Aggregation Trisomie 8 qPCR 

ko 103 Nein ja, keine Chimären nein 
ko 115 Ok ja, 10 Chimären ok 
ko 126 Trisomie 8 (30/30) ja, keine Chimären Trisomie 8 
ko 139 Trisomie 8 (29/30) nein nein 
ki 14 Nein ja, keine Chimären nein 
ki 45 Trisomie 8 (26/30) ja, keine Chimären Trisomie 8 
ki 50 Nein ja, keine Chimären nein 
ki 52 Trisomie 8 (25/30) nein Trisomie 8 
ki 74 Nein nein Trisomie 8 
ki 76 Nein nein Trisomie 8 
ki 85 Nein nein Trisomie 8 
ki 93 Nein nein Trisomie 8 
ki 94 leichte Trisomie (10/35)* ja, 11 Chimäre leicht erhöht 
ki 96 Nein nein Trisomie 8 

Tabelle 46: Karyotypisierung der ES-Zell Klone 

Bei fünf Klonen wurde in der Karyotypisierung eine Trisomie 8 festgestellt. Hierbei wurde das 

Chromosom 8 über FISH-Sonden markiert und in 30 Metaphasen gezählt. Von 7 aggregierten Klonen 

erbrachten nur zwei Chimäre. Durch gezielte qPCR konnten weitere Klone mit Trisomie 8 aussortiert 

werden. ko: Klone für das Knock-out Modell; ki: Klone für das Knock-in Modell mit der R755Q 

Mutation, *für ki94 wurde keine FISH-Analyse durchgeführt, sondern die Chromosomen in 35 

Metaphasen gezählt, von denen 10 eine Aneuploidie mit 41 Chromosomen zeigten 
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Um weitere unnötige Aggregationen für das Knock-in Modell zu verhindern, sollten die 

Klone mit einer einfachen Methode auf eine Trisomie des Chromosoms 8 voruntersucht 

werden. Hierfür bot sich eine qPCR an, wobei zwei Primerkombinationen auf dem 

Chromosom 8 in den Genen Ank1 und Kars lokalisiert waren. Aus der relativen 

Produktmenge ließ sich die Chromosomenanzahl ermitteln (Abbildung 23). Somit 

wurden 5 weitere Klone mit einer Trisomie 8 identifiziert und der Klon 94 für eine 

Aggregation ausgewählt. In der qPCR zeigte dieser Klon eine leicht erhöhte 

Produktmenge und in der anschließenden Karyotypisierung wurde bei 29% der 

Metaphasen eine Aneuploidie festgestellt. Da jedoch ein Großteil der Zellen einen 

korrekten Chromosomensatz aufwies, gelang die Aggregation des Klons 94 und ergab 

11 Chimäre. 

 
Abbildung 23: Analyse von Chromosom 8 mittels quantitativer PCR 

Um die Menge des Chromosoms 8 zu ermitteln, wurden zwei Primerkombinationen auf diesem 

Chromosom gewählt, eine im Gen Ank1 und eine im Gen Kars. Normalisiert wurde auf die Menge des 

Albumingens auf Chromosom 5. Als Kalibrator diente der Knock-out Klon 115, welcher in der 

Karyotypisierung zwei Chromosomen 8 zeigte. Die Klone ko126, ki45 und ki52 wiesen in der 

Karyotypisierung in mehr als 83% der Zellen eine Trisomie 8 auf. Daher lag die Produktmenge in der 

qPCR ungefähr bei 3. Somit konnte auch für die Klone ki74, ki76, ki85, ki93 und ki96 eine Trisomie 8 

angenommen werden. Der einzige Klon der nur leicht erhöhte PCR-Produktmengen aufwies war der 

Knock-in Klon 94. Für diesen wurden in der Karyotypisierung bei 29% der Metaphasen eine Aneuploidie 

ermittelt. ko: Klone für das Knock-out Modell; ki: Klone für das Knock-in Modell mit der R755Q 
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3.3.4 Etablierung der Mauslinien 

Die chimären Mäuse entwickelten sich zum Großteil aus den ES-Zellen der Klone und 

nur zu geringem Teil aus den Spendermorulae. Dies war an der braunen Fellfarbe zu 

erkennen. Einige Tiere mit der R755Q-Mutation hatten auch helle Haare. Dies war 

wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass der verwendete Klon durch den Anteil an 

Trisomie 8 nicht ideal war. Durch Genotypisierung konnten die gewünschten 

Veränderungen jedoch in allen hochchimären Tieren nachgewiesen werden. 

Vier Knock-out Chimäre und zwei Knock-in Chimäre wurden mit C57BL/6J Weibchen 

verpaart. Zum Aufbau verschiedener Mauslinien wurden einige Nachkommen der Linie 

des Knock-out Konstrukts mit FLP-Deleter-Mäusen verpaart. Diese exprimieren Flipase 

gesteuert durch einen CMV Promotor, für den eine ubiquitäre Expression angenommen 

werden kann. Somit konnte eine Mauslinie erzeugt werden, in der die durch 

FRT-Sequenzen flankierte Neomycinkassette entfernt wurde und die Expression des 

Atp6v0a2-Gens nicht beeinträchtigt sein sollte (Abbildung 24). Sie verfügt über die 

LoxP-Sequenzen im Gen um bei Bedarf auch gewebespezifisch das Atp6v0a2-Gen 

beschädigen zu können. Diese Linie wird als Atp6v0a2 Flox Linie 

(B6-Atp6v0a2-loxPex15-17) bezeichnet. 

Parallel dazu wurden Nachkommen der Chimären des Knock-out Konstrukts mit 

Hprt-Cre-Mäusen gekreuzt. Diese exprimieren das Enzym Cre unter der Regulation des 

ubiquitär exprimierenden Promotors des Hprt-Gens. Somit wurde die Atp6v0a2 

Knock-out Linie (B6-Atp6v0a2-/-) erzeugt, denn hier wurden die Exons 15 bis 17 des 

Gens durch Schnitte an den LoxP-Sequenzen entfernt (Abbildung 24).  

Die Chimären mit der R755Q-Mutation wurden ebenfalls mit den Flp-Deleter Mäusen 

verpaart um die Neomycinkassette und mögliche störende Effekte zu entfernen. Diese 

Linie wurde als Atp6v0a2 R755Q (B6-Atp6v0a2tmR755Q-loxPex15-17) bezeichnet 

(Abbildung 24).  
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Abbildung 24: Gezüchtete Mauslinien 

Die Atp6v0a2 Flox Linie enthält LoxP Sequenzen um die Exons 15 bis 17 bei Bedarf gewebespezifisch 

deletieren zu können. Durch Expression des Cre-Enzyms in der Keimbahn konnte die Knock-out Linie 

erzeugt werden. Die Atp6v0a2 R755Q Linie trägt die entsprechende Mutation im Exon 18 und LoxP 

Sequenzen um zusätzlich einen gewebespezifischen Knock-out zu ermöglichen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. Ergebnisse  

 
 

 
82 

3.4 Charakterisierung der Expression der Atp6v0a2 Flox Linie 

In der Atp6v0a2 Flox Line werden die Exons 15 bis 17 durch loxP-Sequenzen flankiert. 

Diese Sequenzen sind sehr klein und die intronischen Sequenzen blieben größtenteils 

erhalten. Daher sollte die Atp6v0a2-Expression in diesen Mäusen nicht beeinträchtigt 

sein. Um dies zu überprüfen, wurde die mRNA Expression im Gehirn und der Leber der 

Tiere untersucht.  

 
Abbildung 25: Die Atp6v0a2 mRNA Expression in Flox-Mäusen ist nicht beeinträchtigt 

Es wurden drei Primerkombinationen verwendet um die Atp6v0a2 Expression zu untersuchen, jeweils 

eine vor, in oder nach der gefloxten Region. Es ergab sich keine signifikante Abweichung der mRNA-

Menge in den Flox-Mäusen. 

Die Atp6v0a2 mRNA Expression unterscheidet sich nicht signifikant zwischen 

Wildtyptieren und homozygoten Tieren mit dem Flox-Allel (Abbildung 25). Um zu 

überprüfen ob auch die Expression der benachbarten Gene bei den Flox-Tieren normal 

ist, wurde RNA aus Gehirnen der Flox-Mäuse isoliert und die Expression der 

benachbarten Gene untersucht. Die Expression von Ccdc97, Gtf2h3 und Tctn2 

unterschied sich nicht signifikant in Wildtyptieren und Mäusen, die homozygot für das 

Flox-Allel sind (Abbildung 26). Es wurde keine Expression des Nachbargens Dnah10 

im Gehirn von Wildtyptieren oder homozygoten Tieren detektiert. Auf dem 

Gegenstrang des Exon 20 des Atp6v0a2-Gens befindet sich das bisher nicht bestätigte 

Transkript AK161424. Da diese Region nicht verändert wurde, wurde dessen 

Expression nicht überprüft. Desweiteren zeigen die Flox-Mäuse keinen offensichtlichen 

Phänotyp.  
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Abbildung 26: Die LoxP-Sequenzen verändern nicht die Expression benachbarter Gene 

Die mRNA Expression der benachbarten Gene im Gehirn von Wildtyp und Flox-Mäusen (n=3) wurde 

durch qPCR bestimmt.  

Somit verändern die LoxP-Sequenzen nicht die Expression in den Flox-Mäusen. Daher 

kann das Atp6v0a2-Gen in diesen Mäusen gezielt durch eine spezifische Cre-Expression 

abgeschaltet werden, während in den anderen Geweben eine normale Genexpression 

bestehen bleibt. 
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3.5 Charakterisierung der Atp6v0a2 Knock-out Linie 

3.5.1 Expressionsanalyse in Atp6v0a2 Knock-out Mäusen 

3.5.1.1 Das Atp6v0a2 Protein ist in den Knock-out Mäusen deletiert 

In den Atp6v0a2 Knock-out Mäusen wurden die Exons 15 bis 17 des Atp6v0a2-Gens 

entfernt. Dies führt zum einen zu einer Verschiebung des Leserasters und damit zu 

einem verfrühten Stoppcodon 7 Aminosäuren nach Exon 14 und zum anderen werden 

mindestens drei Transmembrandomänen deletiert. Inwiefern dies die Expression des 

Atp6v0a2-Gens beeinflusst, wurde mittels qPCR untersucht.  

Hierzu wurde RNA aus Gehirn und Leber isoliert und analysiert (Abbildung 27 A und 

B). Erwartungsgemäß wurde mit den Primern in den Exons 15 und 16 in homozygoten 

Knock-out Mäusen kein Produkt amplifiziert, da diese DNA-Abschnitte deletiert sind. 

Die anderen Primer zeigten eine Reduktion der Atp6v0a2-mRNA auf circa 21% im 

Gehirn und 13% in der Leber an. Dies weist auf einen nonsense mediated mRNA decay 

hin, also auf einen Abbau der mRNA aufgrund des verfrühten Stoppcodons148. Diese 

Hypothese wird dadurch gestützt, dass auch in den heterozygoten Tieren nur noch eine 

mRNA Menge von ungefähr 60% im Gehirn und 67% in der Leber gemessen wurde. 

Somit schien nur die mRNA vom Wildtypallel stabil zu sein, während die des mutierten 

Allels stark reduziert war. 

Wie aus der mRNA Menge bereits abzuleiten ist, war auch die Atp6v0a2 Proteinmenge 

im Gehirn in den heterozygoten Tieren stark reduziert (Abbildung 27C). Eine 

Quantifizierung der Proteinbande mit ImageJ ergab eine Verminderung auf ca. 54% im 

Vergleich zum Wildtyp. In den homozygoten Mutanten wurde kein Protein mehr auf 

der Höhe des Wildtypproteins (ca. 90kDa) oder in Höhe eines verkürzten Proteins 

(67kDa) detektiert. Somit handelt es sich bei diesem Mausmodell um ein Knock-out 

Modell mit vollständigem Verlust des Atp6v0a2-Proteins.     

Da bei ensembl.org auch Transkripte angegeben werden, die nur für den N-Terminus 

des Proteins kodieren, wurde die Expression der Exons 3 und 4 gesondert untersucht 

(Abbildung 28). Hierbei zeigte sich sowohl in Gehirn als auch in Leber, dass die mRNA 

der vorderen Exons ungefähr gleich stark reduziert ist, wie die der Exons 9-10 und 

19-20. Somit scheint es kein Transkript zu geben, das nur die vorderen Exons beinhaltet 

und nicht von dem Knock-out betroffen ist.   
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Abbildung 27: Der Atp6v0a2 Knock-out reduziert die mRNA und deletiert das Protein 

A+B: qPCR auf cDNA aus Gehirn (A) oder Leber (B) von Tieren der Knock-out Linie, n=3. Es wurde je 

eine Primerkombination vor (Exon 9-10), in (Exon 15-16) oder hinter (Exon 19-20) den deletierten 

Bereich des Atp6v0a2-Gens gelegt. Die Atp6v0a2-mRNA war in heterozygoten Knock-out Tieren auf fast 

die Hälfte reduziert. In den homozygoten Knock-out Mäusen lag das mRNA Level bei 13-21%, während 

die deletierten Exons fehlten. C: Western Blot mit Proteinlysat gewonnen aus dem Gehirn von Tieren der 

Knock-out Linie. Detektion mit dem Atp6v0a2-Antikörper von Abcam. Die a2 Untereinheit wurde bei ca. 

90kDa detektiert. Sie war deutlich reduziert in heterozygoten Tieren und fehlte komplett in homozygoten 

Mutanten. Die untere Bande zeigte eine unspezifische Antikörperbindung an ein anderes Protein an, das 

nicht vom Knock-out beeinflusst war. Gapdh wurde als unabhängige Ladekontrolle verwendet. 

 
Abbildung 28: Von dem Knock-out sind auch die 5‘-Exons des Atp6v0a2-Gens betroffen 

Die Atpv0a2 mRNA Menge im 5‘-Bereich wurde mit Primern im Exon 3 und 4 untersucht. Hierbei 

wurden sowohl Gehirn als auch Leber von Tieren der Atp6v0a2 Knock-out Linie analysiert (n=3). Die 

Reduktion ist ähnlich stark wie bei den weiter 3‘ gelegenen Exons.   
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3.5.1.2 Der Atp6v0a2 Knock-out beeinflusst keine benachbarten Gene 

Die Deletion der Exons 15 bis 17 des Atp6v0a2-Gens könnte andere Gene beeinflussen 

und besonders benachbarte Gene fehlregulieren. Daher wurde deren Expression in 

Leber und Gehirn der Mäuse untersucht. Für Tctn2 und Gtf2h3 zeigte sich sowohl in der 

Leber als auch im Gehirn kein Unterschied in der Expression zwischen Kontrollen und 

Mutanten (Abbildung 29). Ccdc92 war nur im Gehirn exprimiert und unterschied sich 

dort ebenfalls nicht zwischen Kontrollen und Mutanten. Für Dnah10 konnte in beiden 

Organen keine Expression nachgewiesen werden.  

 
Abbildung 29: Die Nachbargene von Atp6v0a2 werden auch in Mutanten normal exprimiert 

Die mRNA Expression der Nachbargene wurde mittels qPCR in Gehirn (A) und Leber (B) untersucht. Es 

zeigte sich kein signifikanter Expressionsunterschied zwischen Kontrollen und Mutanten (n=3).  

Im Intron 15 des Atp6v0a2 Gens befindet sich das mögliche U6 snRNA Pseudogen 

Gm24854. Für die Expressionsanalyse wurde das miScript II RT Kit (Qiagen, Venlo, 

NLD) genutzt, welches speziell für die Amplifikation nicht kodierender RNAs 

entwickelt wurde. Die Amplifikation der Kontroll cDNA Rnu6b war erfolgreich. Jedoch 

konnte trotz einer möglichen Expression im Cerebellum (Expression atlas), keine 

Expression von Gm24854 im Gehirn von Wildtypmäusen detektiert werden.  

3.5.1.3 Der Atp6v0a2 Knock-out hat in Gehirn und Leber keinen Einfluss 

auf die anderen a Untereinheiten 

Es gibt vier Isoformen der a Untereinheit, die durch verschiedene Gene kodiert werden. 

Es wäre möglich, dass der Verlust der a2 Untereinheit zu einer kompensatorischen 

Regulation der anderen Isoformen führt. Um dies zu überprüfen, wurde deren 

Expression in Gehirn und Leber getestet.  

Die a1 Isoform (Atp6v0a1) war im Gehirn sehr stark exprimiert (Ct≈ 21). In der Leber 

zeigte diese Isoform genauso wie die a3-Isoform (Tcirg1) eine mittlere Expression 
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(Ct≈26). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression von a1 und a3 

im Gehirn und der Leber bei Wildtyp und homozygoten Knock-out Mäuse (Abbildung 

30). Die a4 Isoform (Atp6v0a4) war in beiden Geweben so gering exprimiert (Ct>30), 

dass keine verlässlichen Werte gemessen werden konnten. Somit werden zumindest in 

Gehirn und Leber die anderen Untereinheiten nicht stärker exprimiert um den Verlust 

der a2 Untereinheit auszugleichen.  

 
Abbildung 30: Es gibt keine Anpassung der a1 und a3 Expression an den Verlust der a2 Untereinheit 

Die mRNA Menge der a1 und a3 Untereinheit in Gehirn (A) und Leber (B) wurde durch qPCR bestimmt. 

Beide zeigten keinen Expressionsunterschied in Kontrollen und homozygoten Atp6v0a2 Knock-out 

Tieren (n=3). Die a4 Isoform war zu schwach exprimiert um verlässliche Werte zu erhalten.  

3.5.2 Atp6v0a2 Knock-out Mäuse sind leichter 

Bereits im Alter von wenigen Tagen fiel auf, dass die homozygoten Atp6v0a2 

Knock-out Mäuse deutlich kleiner waren als ihre Geschwister. Der Unterschied im 

Gewicht betrug ungefähr 20% und blieb von Geburt an bis ins hohe Alter bestehen 

(Abbildung 31). Die Gewichtsdifferenz war bei männlichen und weiblichen Tieren 

ungefähr gleich groß. Die Knock-out Mäuse erschienen auch wesentlich schmaler mit 

weniger Fetteinlagerungen. Somit können die homozygoten Mäuse meist ohne 

Genotypisierung von ihren heterozygoten oder Wildtypgeschwistern unterschieden 

werden. 
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Abbildung 31: Atp6v0a2 Knock-out Mäuse sind kleiner und leichter als ihre Geschwister 

Die Abbildung zeigt den Größen- (A) und Gewichtsunterschied (B) männlicher Mäuse. Für die Weibchen 

besteht derselbe Unterschied zwischen homozygoten Tieren und Kontrolltieren.  

3.5.3 Atp6v0a2 Knock-out Mäuse haben eine dünnere Dermis  

Das auffälligste Merkmal der Cutis laxa Patienten ist ihre schlaffe, faltige Haut. Mäuse 

haben, wie die meisten Tiere, eine Muskelschicht innerhalb der Haut (panniculus 

carnosus), die beim Menschen stark reduziert ist149. Daher zeigen die meisten 

Mausmodelle für Cutis laxa keine stehenden Hautfalten, jedoch weisen sie häufig 

Veränderungen in der Struktur der Haut auf150-152. Auch die Atp6v0a2-/- Mäuse haben 

keine offensichtliche Veränderung der Haut. Da sie schlanker sind als ihre Geschwister, 

erschien ihre Haut subjektiv etwas lockerer. Die Nackenhaut der Tiere wurde mit 

Hämatoxylin-Eosin gefärbt und die Dicke der Dermis an 100 bis 250 Stellen gemessen. 

Dies ergab eine signifikant dünnere Dermis in Atp6v0a2-/- Mäusen (Abbildung 32).  

 
Abbildung 32: Atp6v0a2 Knock-out Mäuse haben eine dünnere Dermis 

Während Wildtypmäuse eine Dermisdicke von ca. 240µm haben, ist diese im Mittel auf 154µm in den 

Knock-out Mäusen reduziert. * T-Test p<0,05 
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3.5.4 Atp6v0a2 Knock-out Mäuse haben eine reduzierte Knochendichte 

Die ATP6V0A2-Defizienz beim Menschen ist auch durch Knochenveränderungen, wie 

eine Osteopenie, eine vergrößerte anteriore Fontanelle und Skoliose gekennzeichnet. 

Daher sollte die Knochendichte im Knock-out Modell mittels Mikro-

Computertomographie (Mikro-CT) untersucht werden. Hierbei wurde in der Tibia der 

trabekuläre Knochen auf seine Dichte untersucht und das Volumen des kortikalen 

Knochens bestimmt. Außerdem wurden die Lendenwirbel 5 und 6 auf ihre Dichte 

untersucht.  

Die Untersuchung des trabekulären Knochens der Tibia (Abbildung 33A) zeigte ein 

reduziertes Knochenvolumen im Verhältnis zum Gesamtvolumen (BV/TV) auf 

ungefähr 58% bei fünf Wochen alten Tieren. Dies war auf eine verminderte Dicke 

(87%) und Anzahl (66%) der Trabekel zurückzuführen. In 12 Wochen alten Tieren 

schien sich dies weitgehend zu normalisieren. Hier zeigten die homozygoten Knock-out 

Tiere nur noch eine Reduktion der Knochendichte (BV/TV) auf 83%, wobei die Dicke 

der Trabekel gleichblieb, deren Anzahl aber auf den Wert der Wildtypgeschwister 

anstieg. 

Das Volumen des kortikalen Knochens der Tibia war bei den Mutanten auf ungefähr 

67% reduziert (Abbildung 33B). Da kleinere Tiere auch kleinere Knochen haben, wurde 

das Knochenvolumen auf das Gewicht des jeweiligen Tieres normalisiert. Somit ergab 

sich bei den 5 Wochen alten Tieren weiterhin ein geringeres Knochenvolumen (88%), 

während die 12 Wochen alten Knock-out Mäusen pro Gramm Körpergewicht ein 

normales kortikales Knochenvolumen (102%) aufwiesen.   

Die Werte der Knochendichte in den Lendenwirbeln der Mäuse schwankten stark. Die 

Dichte (BV/TV) des 6. Lendenwirbels war sowohl in 5 als auch 12 Wochen alten 

Mäusen auf ungefähr 85% im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abbildung 33C). Diese 

Verminderung war jedoch nicht signifikant. Für den 5. Lendenwirbel ergab sich bei den 

5 Wochen alten Tieren eine auf 74% verminderte Knochendichte (BV/TV) während 

sich dieser Wirbel bei 12 Wochen alten Tieren nicht von dem der Wildtyptiere 

unterschied.  



3. Ergebnisse  

 
 

 
90 

 
Abbildung 33: Die Knochendichte in Atp6v0a2 Knock-out Mäusen ist reduziert 

Knochenparameter der Atp6v0a2-/- Mäuse. Die Werte der homozygoten Mutanten wurden auf die Werte 

der Kontrollgeschwister desselben Geschlechts normalisiert. Mittels Mikro-Computertomographie 

wurden der trabekuläre (A, D weißer Kasten) und der kortikale (B, D roter Kasten) Teil der Tibia von 

Atp6v0a2-/- Mäusen untersucht (n=4-8). Der Wirbelkörper des 5. und 6. Lendenwirbels wurde ebenfalls 

auf seine Dichte (BV/TV) untersucht (n=4-7) (C). * Einstichproben-T-Test p<0,05 

3.5.5 Atp6v0a2 Knock-out Mäuse zeigen Veränderungen des frontalen 

Kortex  

Die Patienten mit Mutationen im ATP6V0A2-Gen leiden besonders unter den 

Hirnveränderungen und Krampfanfällen, die zu starken Einschränkungen im Alltag oder 

sogar zu einer Neurodegeneration führen. Auch bei mehreren Atp6v0a2-/- Mäusen 

wurden wiederkehrende Krampfanfälle beobachtet, die besonders durch repetitives 

Verhalten gekennzeichnet waren. Daher wurden die Gehirne von Mäusen mit Nissl 

gefärbt und somit die Zellkörper der Neuronen sichtbar gemacht.  

Es zeigten sich in 5 Wochen alten Mäusen bei 6 von 8 homozygoten Knock-out Tieren 

deutliche Veränderungen des frontalen Kortex. Die Lamina molecularis war dort nicht 

klar umgrenzt und wie sonst zellarm, sondern enthielt zahlreiche Neuronenzellkörper. In 

keinem von 5 Heterozygoten und 4 Wildtyptieren wurde solch eine Veränderung 
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beobachtet. Auch in den drei untersuchten 12 Wochen alten Mutanten war die 

Veränderung im frontalen Kortex sichtbar, jedoch nicht in gleichaltrigen Kontrollen 

(Abbildung 34).  

 
Abbildung 34: Fehlerhafte Schichtung des frontalen Kortex von Atp6v0a2 Knock-out Mäusen 

Die Gehirne von Kontrolltieren (A, C, E) und Atp6v0a2-/-  Mäusen (B, D, F) wurden mit Nissl (A-D) oder 

mit einem NeuN-Antikörper gefärbt (E-F). Es zeigten sich bei den homozygoten Mutanten 

Auffälligkeiten des frontalen und parietalen Kortex. Hierbei war die äußere Kortexschicht nicht klar 

abgegrenzt, sondern von fehlmigrierten Neuronen durchzogen. Die Abbildung zeigt 12 Wochen alte 

Tiere, bei 5 Wochen alten Tieren wurde derselbe Phänotyp beobachtet. 

Die ektopischen Zellkörper in der Lamina molecularis waren auch positiv für NeuN 

(Till Scheuer, AG Endesfelder, Neonatologie Charité), einem Protein das spezifisch in 

den meisten reifen Neuronen exprimiert wird (Abbildung 34E, F). Die auffälligen 

Neuronen bildeten bei den verschiedenen Tieren sehr unterschiedlich große Regionen 

und waren auch unterschiedlich weit nasal gelegen.  

3.5.6 Männliche Atp6v0a2 Knock-out Mäuse sind infertil  

Die Fertilität der weiblichen Atp6v0a2-/- Tiere war nicht eingeschränkt. Die Würfe 

hatten eine normale Größe und die Jungtiere entwickelten sich normal. Nachdem jedoch 

drei verschiedene Atp6v0a2-/- Männchen keine Jungtiere zeugten, wurden die Spermien 

aus dem Nebenhoden extrahiert. Die Zahl der Spermien war reduziert und sie waren 
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größtenteils bewegungsunfähig. HE-Färbungen des Hodens der Knock-out Mäuse 

zeigten einen Defekt bei der Ausbildung des Akrosoms, was zu kugelköpfigen 

Spermien und somit zu Globozoospermie führt (Abbildung 35, Guido Vogt, AG 

Kornak).   

 
Abbildung 35: Atp6v0a2-/- Mäuse haben eine Globozoospermie  

Im Hoden der homozygoten Männchen befanden sich zahlreiche Spermien, die jedoch einen 

kugelförmigen Kopf aufwiesen und nicht die typische langgezogene Form, wie sie im Wildtyp zu 

erkennen ist. 
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3.5.7 Analyse der Glykanstrukturen  

Die Cutis laxa Typ 2a wird auch als ATP6V0A2-CDG bezeichnet, da der kongenitale 

Glykosylierungsdefekt (CDG) diese Form der Cutis laxa von anderen abgrenzt. Als 

klassisches diagnostisches Verfahren wird eine isoelektrische Fokussierung (IEF) des 

Serum-Transferrins angewandt um die Erkrankung zu identifizieren, wobei eine 

reduzierte Sialylierung sichtbar wird. Daher wurde auch das Serum der Knock-out 

Mäuse auf Glykosylierungsdefekte untersucht. Hierbei ergab die Transferrin IEF keine 

Auffälligkeiten (Abbildung 36B), genauso wie die meisten untersuchten Lektine. Bei 

RCA1 (Ricinus communis Agglutinin) handelt es sich um ein Lektin des Wunderbaums, 

das spezifisch an endständige β-D-Galactose bindet153. Im Serum der Atp6v0a2-/- Mäuse 

bindet dieses Lektin ein zusätzliches Protein (Abbildung 36A, roter Pfeil), dessen 

Glykosylierung von den Kontrollgeschwistern abweicht. 

 
Abbildung 36: Glykosylierung von Serumproteinen der Atp6v0a2 Knock-out Mäuse 

Serum von 5 Wochen alten Atp6v0a2-/- Mäusen und deren Kontrollgeschwistern wurde von Bianca 

Dimitrov (AG Christian Thiel) vom Universitätsklinikum Heidelberg auf einen Glykosylierungsdefekt 

untersucht. A: Der RCA1 Blot ergab eine zusätzliche Bande bei den mutierten Tieren (roter Pfeil). B: Die 

Isoelektrische Fokussierung des Transferrins ergab keine Unterschiede zu Kontrollgeschwistern.  

Besonderes Interesse galt der Fragestellung, ob die Veränderungen in den Organen der 

Patienten und Mäuse durch eine Fehlglykosylierung der Proteine in diesen Organen 

verursacht wird. Daher wurden Gehirne und Hautproben der Atp6v0a2 Knock-out 

Mäuse an der Université des Sciences et Technologies de Lille von François Foulquier 

massenpektrometrisch auf Glykosylierungsdefekte untersucht. Die Proben der mutierten 

Tiere zeigten keine auffälligen Glykanstrukturen (Abbildung 37).   
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Abbildung 37: Normale N-Glykosylierung der Proteine im Gehirn von Atp6v0a2-Knock-out Tieren 

Die massenspektrometrische Analyse der Glykanstrukturen von Proteinen im Gehirn von Atp6v0a2-/- 

Tieren ergab keine Abweichungen. Es wurden sowohl Weibchen (A) als auch Männchen (B) analysiert.  

blaues Quadrat: N-Acetylglucosamin (GlcNac); grüner Kreis: Mannose, rotes Dreieck: Fucose, gelber 

Kreis: Galactose, pinkes Quadrat: Sialinsäure  
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3.6 Charakterisierung der Expression der Atp6v0a2 R755Q 

Linie 

Ziel des Atp6v0a2 R755Q Modells war es, eine stabile a2 Untereinheit zu erzeugen, der 

die Fähigkeit zum Protonentransport fehlt. Hierbei sind wie bei der Flox-Linie die 

Exons 15 bis 17 von loxP-Sequenzen flankiert. Die R755Q-Mutation befindet sich im 

Exon 18. Die mRNA des mutierten Gens war sowohl im Gehirn als auch in der Leber 

stabil (Abbildung 38A und B). Im Western Blot zeigte sich eine leichte Reduktion des 

Proteins (Abbildung 38C). Die Quantifizierung mit ImageJ ergab bei heterozygoten 

Tieren eine Verminderung auf 90% und bei homozygoten Tieren auf 73% im Vergleich 

zum Wildtyp. Erste Analysen ergaben für die Atp6v0a2 R755Q Mutanten denselben 

Phänotyp wie für die Knock-out Tiere. Die homozygoten Tiere zeigen eine ähnliche 

Wachstumsreduktion wie die Atp6v0a2-/- Mäuse, eine dünnere Dermis, eine 

Migrationsstörung innerhalb des frontalen Kortex und eine Globozoospermie (Guido 

Vogt, AG Kornak). 

 
Abbildung 38: Das mutierte Atp6v0a2 Protein wird in den Knock-in Mäusen exprimiert 

A+B: qPCR auf cDNA aus Gehirn (A) oder Leber (B) von Tieren der R755Q Knock-in Linie, n=3. Es 

wurde je eine Primerkombination vor (Exon 9-10), in (Exon 15-16) oder hinter (Exon 19-20) den von 

loxP-Sequenzen umgebenen Bereich des Atp6v0a2-Gens gelegt. Die Expression war in Knock-in Mäusen 

nicht verändert. C: Western Blot aus Gehirnlysaten von Knock-in Mäusen. Die a2 Untereinheit wurde bei 

ca. 90kDa detektiert. Wie bereits im Blot der Knock-out Mäuse, zeigt die untere Bande eine unspezifische 

Antikörperbindung an. Die a2-Untereinheit ist in zwei heterozygoten Tieren leicht reduziert und in den 

homozygoten Mutanten etwas stärker reduziert. Als Ladekontrolle wurde Gapdh verwendet. 
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4. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit konnte die Lokalisation der a2 Untereinheit am Golgiapparat 

in HeLa-Zellen nachgewiesen werden. Der akute Verlust des Proteins führte zu einem 

komplexen zellulären Phänotyp, der mit Veränderungen des Cholesteringehalts 

assoziiert war und durch Erhöhung des pH-Werts in den intrazellulären Vesikeln 

simuliert werden konnte. Es konnten drei Mauslinien erzeugt werden, die die 

Untersuchung der Funktion der a2 Untereinheit auf zahlreichen Wegen ermöglichen. 

Mit der Atp6v0a2 Flox Linie kann die a2 Untereinheit in spezifischen Geweben zu 

definierten Zeitpunkten deletiert werden. Der komplette Verlust im Knock-out Modell 

führt zu einem Phänotyp, der durch Veränderungen von Haut, Knochen und Gehirn, 

dem humanen Phänotyp ARCL2A sehr ähnelt. Zusätzlich zeigt das Mausmodell auch 

eine Globozoospermie und beleuchtet somit bisher unbekannte Aspekte der 

Erkrankung. Die Mauslinie mit der R755Q Mutation ermöglicht überdies die 

verschiedenen Funktionen der a2 Untereinheit unabhängig voneinander zu analysieren. 

4.1 Zelltypabhängige Lokalisation der a2 Untereinheit 

Da kein geeigneter Antikörper vorlag um die Lokalisatin von a2 in Zellen zu 

untersuchen, wurde das Protein mit einem V5-tag markiert und in HeLa-Zellen viral 

überexprimiert. Dies erbrachte eine milde, circa 18-fache Überexpression des Proteins, 

welches klar am Trans-Golgiapparat lokalisierte (Abbildung 11). Dabei wurden keine 

Artefakte wie ER-Stress, unübliche Frachtvesikel oder vermehrte Apoptose beobachtet, 

wie sie bei einer Überexpression mittels Plasmiden häufig auftreten. Wie bereits gezeigt 

wurde, behindern C-terminale Markierungen nicht die Funktion und Stabilität der 

a Untereinheit154. 

Es wurde eine leichte Färbung im Cytoplasma beobachtet, die spezifisch für die Zellen 

mit einer Überexpression war, aber mit keinem der untersuchten Marker kolokalisierte. 

Hierbei könnte es sich um ER-exit sites handeln, da der V0 Komplex inklusive der 

a Untereinheit im ER assembliert wird und anschließend zum Zielorganell transportiert 

wird44.  
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Die Lokalisation am Golgiapparat und speziell am Trans-Golgiapparat wurde bereits in 

verschiedenen Zellen wie Fibroblasten37, Osteoklasten45,66 und Epithelzellen des 

Nebenhodens155 gezeigt. In Epithelzellen des proximalen Tubulus der Niere hingegen, 

wurde die a2 Untereinheit in frühen Endosomen und nicht im Golgiapparat detektiert67. 

Die Qualität der verwendeten Antikörper reichte bei den meisten Publikationen jedoch 

nicht aus, um eine Lokalisation in frühen Endosomen auch in anderen Zelltypen 

ausschließen zu können. Eine Zelltyp-abhängige Lokalisation des Proteins wäre jedoch 

möglich, da dies bereits für die anderen a Untereinheiten beschrieben wurde. Die a1 

Untereinheit befindet sich in Osteoklasten am Golgiapparat66 und in Neuronen in 

synaptischen Vesikeln und der Plasmamembran65. Für die a3 Untereinheit wurde 

gezeigt, dass sie sich in undifferenzierten RAW264.7 Zellen an den Lysosomen befindet 

und durch die Differenzierung zu Osteoklasten-ähnlichen-Zellen hauptsächlich an deren 

Plasmamembran zu finden ist66. Sie kann aber auch wie die a1 Untereinheit in 

sekretorischen Vesikeln gefunden werden69. Dies lässt vermuten, dass die 

verschiedenen a Isoformen überlappende Funktionen haben, die sich aber in den 

verschiedenen Zelltypen unterscheiden. Möglicherweise werden bestimmte 

intrazelluläre Kompartimente in den jeweiligen Zellen stark beansprucht oder müssen 

besonders reguliert werden, sodass der Einsatz mehrere oder einer speziell steuerbaren 

Untereinheit dort notwendig wird.  

Die Kolokalisation der a2 Untereinheit mit dem Trans-Golginetzwerkprotein TGN46 

beziehungsweise dessen Maushomolog Tgn38 wurde bereits in Epididymiszellen 

gezeigt155. TGN46/Tgn38 befindet sich nicht nur im Trans-Golgiapparat sondern 

zirkuliert zwischen diesem und der Plasmamembran156,157. Von der Plasmamembran 

gelangt es durch mit Clathrin bedeckte Einstülpungen in frühe Endosomen und 

Recycling-Endosomen. Von dort wird ein Teil der Tgn38 Proteine zurück zur 

Plasmamembran und der andere Teil zum Trans-Golginetzwerk transportiert. In 

welchem Umfang sich Tgn38 an der Plasmamembran befindet, hängt sowohl vom 

Zelltyp als auch vom Zellzyklus ab und kann zwischen 1% und 10% schwanken156. Da 

die a2 Untereinheit mit TGN46 kolokalisiert, zirkuliert sie möglicherweise in geringem 

Maße zusammen mit diesem Protein. So könnte ein kleiner Teil der a2 Proteine auch an 

die Plasmamembran und in die Endosomen gelangen.  

In der vorliegenden Arbeit konnte in HeLa-Zellen eine Kolokalisation der a2 

Untereinheit mit dem GORAB Protein am Trans-Golgiapparat beobachtet werden. Der 
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Verlust dieses Proteins führt zu Gerodermia osteodysplastica, einer Erkrankung ähnlich 

der durch ATP6V0A2 Mutationen verursachten Cutis laxa (ARCL2A). Eine Interaktion 

beider Proteine konnten wir bisher nicht zeigen, jedoch könnten beide an denselben 

Prozessen im intrazellulären Transport und der Integrität des Trans-Golgiapparates 

beteiligt sein.  
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4.2 pH-Wert abhängige morphologische Veränderungen der 

Zelle nach siRNA Knock-down von a2 

4.2.1 Fragmentierung des Golgiapparates  

Der Verlust der a2 Untereinheit wurde in HeLa-Zellen durch den Einsatz von drei 

verschiedenen siRNAs erzeugt. Alle erbrachten eine Reduktion der mRNA auf 20% 

oder weniger, sodass das Protein im Western Blot nicht mehr zu detektieren war 

(Abbildung 12). Trotz der Lokalisation im Golgiapparat war die Morphologie des 

Golgiapparates in den untersuchten HeLa-Zellen nach Knock-down kaum verändert. Es 

zeigte sich nur eine Reduktion der TGN46-Färbung (Abbildung 14) was für eine 

verringerte Stabilität des Trans-Golginetzwerkes sprechen könnte. Die Behandlung von 

HeLa-Zellen einer anderen Charge mit denselben siRNAs unter Verwendung desselben 

Protokolls ergab eine deutliche Fragmentierung des Golgiapparates in Ministacks 

(Dimitrios Wagner und Björn Fischer36, AG Kornak). Auch bei Verlust der a2 

Untereinheit in Brustepithelzellen von Mäusen war die Struktur des Golgiapparates 

stark beeinträchtigt158. In Patientenfibroblasten36,37 und ersten Analysen der 

Fibroblasten der Knock-out Mäuse wurde ein fragmentierter und geschwollener 

Golgiapparat beobachtet. Somit könnten sowohl der Zelltyp als auch Faktoren wie 

Seneszenz die Beeinträchtigung des Golgiapparates durch den Verlust der a2 

Untereinheit beeinflussen. Dass die a2 Untereinheit in engem Zusammenhang mit 

Seneszenz steht, konnte in TIG-1 Fibroblasten gezeigt werden159. Seneszente TIG-1 

Zellen exprimieren signifikant weniger ATP6V0A2 als junge Zellen und haben einen 

geschwollenen Golgiapparat. Der Knock-down von ATP6V0A2 in jungen TIG-1 Zellen 

hat dementsprechend ebenfalls eine Fragmentierung des Golgiapparates und zwar 

speziell des Trans-Golginetzwerkes zur Folge und führt zu gesteigerte Expression von 

Seneszenzmarkern. 

4.2.2 Akkumulation von frühen Endosomen 

Die frühen Endosomen akkumulierten durch den siRNA Knock-down von a2 in der 

Nähe des Golgiapparates (Abbildung 13). Dieser Effekt war jedoch nicht bei allen 

verwendeten siRNA-Oligonukleotiden gleich stark und korrelierte mit einer Reduktion 

der EEA1 RNA und des EEA1 Proteins. Da alle siRNAs einen ähnlich starken 
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ATP6V0A2 Knock-down nach 72 Stunden vermittelten, könnte die Ursache in einer 

unterschiedlichen zeitlichen Wirkung der siRNAs liegen, die das Protein beispielsweise 

früher depletiert oder durch zusätzliche off-target Effekte bewirkt werden. Die 

Verminderung von EEA1 in RNA und Protein konnte abgeschwächt auch in A549-

Zellen beobachtet werden, wobei jedoch die Akkumulation am Golgiapparat nicht 

eindeutig bestätigt werden konnte (Dimitrios Wagner, AG Kornak). Auch in 

Milchdrüsen von Mäusen mit einem a2 Knock-out wurde weniger EEA1 beobachtet, 

genauso wie in mit a2 siRNA behandelten Brustepithelzellen160. Somit könnte auch die 

Schwere dieses zellulären Effekts zelltypabhängig sein.  

Eine mögliche Erklärung für die Akkumulation der frühen Endosomen wäre ein Defekt 

in der Vesikelfusion. Möglicherweise können die frühen Endosomen nicht zu späten 

Endosomen reifen und somit ihre Fracht nicht abgeben. Für den V0 Subkomplex wird 

angenommen, dass er die Fusion verschiedener Membranen unterstützt. Dabei wird der 

a Untereinheit eine besonders große Rolle beigemessen, da sie sowohl in der Membran 

integriert ist, als auch durch den großen cytoplasmatischen N-Terminus mit anderen 

Proteinen interagieren kann. Eine genauere Diskussion dieser Funktion findet sich unter 

Punkt 4.7 Die besondere Bedeutung des Atp6v0a2 R755Q Modells. Die Expression 

einer konstitutiv aktiven Mutante von Rab5 führt zu einer übermäßigen Fusion der 

frühen Endosomen. Diese großen Vesikel akkumulieren zwar ebenfalls in Kernnähe83, 

ähneln morphologisch aber nicht den akkumulierten Endosomen nach a2 Verlust 

(Abbildung 13).  

4.2.3 Akkumulation von Lysosomen 

Der siRNA vermittelte Knock-down der a2 Untereinheit führte in HeLa-Zellen zu einer 

Akkumulation der Lysosomen in der Nähe des Golgiapparates (Abbildung 14). Dieser 

Effekt war bei allen verwendeten Oligos vergleichbar und auch in A549 Zellen 

reproduzierbar (Dimitrios Wagner, AG Kornak). Auch in 

ATP6V0A2-Patientenfibroblasten wurde eine vermehrte Zahl von späten Endosomen, 

Lysosomen und Autophagosomen beobachtet, die akkumulierte Fracht enthielten33,36. 

Durch den Knock-down von ATP6V0A2 in HeLa-Zellen wurde auch im Western Blot 

eine erhöhte Menge des lysosomalen Markerproteins LAMP2 detektiert (Abbildung 

14). Zum einen wäre eine gesteigerte mRNA Expression von LAMP2 möglich als 

Reaktion auf vermehrte Fracht in den Lysosomen, zum anderen eine erhöhte Stabilität 
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des Proteins. Veränderungen des pH-Wertes könnten die Aktivität der Hydrolasen in 

den Lysosomen verringern, sodass die LAMPs eine längere Halbwertszeit haben. 

Zusätzlich lief die LAMP2 Bande schneller im SDS-Gel (Abbildung 14), was auf eine 

geringere Größe hindeuten würde. Die LAMPs sind sehr stark glykosyliert161, sodass 

das veränderte Laufverhalten mit verminderter Glykosylierung erklärt werden könnte. 

Sowohl die erhöhte LAMP2-Proteinmenge als auch die verschobene Bande im 

Western Blot können auf den erhöhten Cholesteringehalt der Lysosomen zurückgeführt 

werden, denn ähnliche Beobachtungen wurden in Fibroblasten von Patienten mit 

Niemann-Pick Syndrom Typ C gemacht, welches mit erhöhten Cholesterinmengen in 

den Lysosomen einhergeht162. Auch die durch U18666A induzierte 

Cholesterinakkumulation führt zu einer stärkeren, leicht verschobenen Bande von 

LAMP2 im Western Blot163. Es bleibt dabei offen, ob der Cholesteringehalt die 

Glykosylierung von LAMP2 direkt beeinflusst oder ob der Abbauprozess im Lysosom 

verlängert ist, wodurch einige Proteine nur noch teilweise glykosyliert sind. 

4.2.4 pH-Wert Abhängigkeit der beobachteten Effekte 

Um zu ergründen, ob die Veränderungen nach siRNA-Knock-down von ATP6V0A2 

durch Veränderungen im pH-Wert zu erklären sind, wurden HeLa-Zellen mit 

Bafilomycin A1 und Chloroquin behandelt. Bafilomycin A1 bindet die c Untereinheit 

der V-ATPase und verhindert die Rotation des Proteolipidrings. Durch die Inhibierung 

des Protonentransports aller V-ATPasen steigt der pH-Wert in den Vesikeln an144. Die 

schwache Base Chloroquin wird in sauren Vesikeln protoniert, sodass sie diese nicht 

wieder verlassen kann. Daher erhöht sie ebenfalls den pH-Wert in verschiedenen 

Zellkompartimenten145. Sowohl nach Bafilomycin A1 also auch nach Chloroquin 

Behandlung ähnelten die zellulären Veränderungen denen, die nach dem Knock-down 

der a2 Untereinheit beobachtet werden konnten. Die Färbung von TGN46 war reduziert, 

Endosomen, Lysosomen und Cholesterin waren in der Nähe des Golgiapparates 

akkumuliert (Abbildung 16 und Abbildung 17). Die Effekte waren jedoch ausgeprägter, 

da durch Bafilomycin A1 alle V-ATPasen der Zelle gehemmt werden, beziehungsweise 

durch Chloroquin der pH-Wert aller sauren Kompartimente erhöht wird.  

Möglicherweise handelt es sich bei den vergößerten akkumulierten Vesikeln, die durch 

Bafilomycin A1, Chloroquin oder a2 Knock-down auftreten, um Autophagosomen. 

Sowohl nach Bafilomycin A1 als auch nach Chloroquinbehandlung waren diese Vesikel 
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positiv für den Autophagosomenmarker LC3 (unpublizierte Daten, AG Kornak). Dies 

könnte zum einen darauf hinweisen, dass es zu vermehrter Autophagie kommt, 

wahrscheinlicher ist jedoch, dass durch den veränderten pH-Wert der Abbau in den 

Lysosomen und Autophagosomen gehemmt ist und es daher zu einer Akkumulation 

dieser Vesikel kommt. Die Bildung solcher großen Autophagosomen wurde bereits bei 

Drosophila nach siRNA Knock-down und Knock-out verschiedener Untereinheiten der 

V-ATPase beschrieben164,165. Dabei konnte gezeigt werden, dass dies nicht auf eine 

verminderte Fusion oder Fission dieser Vesikel zurückzuführen ist, sondern auf den 

erhöhten pH-Wert in den betroffenen Vesikeln. Dadurch kann die Fracht in diesen 

Vesikeln nicht abgebaut werden, sodass sie stark anschwellen und akkumulieren164.  

4.2.5 Akkumulation von Cholesterin 

Durch Bafilomycin und Chloroquin zeigte sich wie nach dem a2 Knock-down eine 

Akkumulation von Cholesterin in der Nähe des Golgiapparates (Abbildung 17). Die 

großen cholesteringefüllten Vesikel ähneln sehr stark dem zellulären Phänotyp von 

Patienten mit Niemann-Pick Syndrom Typ C120,123,124. Bei dieser Erkrankung kann 

Cholesterin die späten Endosomen und Lysosomen nicht verlassen und akkumuliert 

dort. Diese abnormen Vesikel befinden sich dann ebenfalls in der Nähe des 

Golgiapparates, da sich dort das Mikrotubuli-organisierende Zentrum befindet166. Diese 

Beobachtung wurde nicht nur für Patientenzellen mit Niemann-Pick Syndrom Typ C, 

sondern auch für andere Speichererkrankungen wie Morbus Fabry gemacht131,167. 

Ursache ist die Abhängigkeit der Position der Vesikel von ihrem Cholesteringehalt. Der 

Cholesterinsensor ORP1L reguliert den Dynein abhängigen Transport von Vesikeln, 

sodass cholesterinreiche Vesikel immer zum Minus Ende der Mikrotubuli, also dem 

Mikrotubuli-Organisations-Zentrum in der Nähe des Golgiapparates wandern131. 

Die Cholesterinakkumulation nach a2 Knock-down könnte durch einen verminderten 

pH-Wert in den betroffenen Vesikeln verursacht werden. Jedoch ist die a2 Untereinheit 

in HeLa-Zellen nicht in diesen Vesikeln lokalisiert. In Photorezeptorzellen von a1 

Knock-out Drosophila wurde ebenfalls die Akkumulation von vergrößerten späten 

Endosomen und Autophagosomen beschrieben165,168. Auch dort war der pH-Wert in 

diesen Vesikeln erhöht, obwohl die a1 Untereinheit in diesen Vesikeln kaum exprimiert 

war, sondern hauptsächlich in frühen Endosomen lokalisiert war165. Möglicherweise ist 

der pH-Wert durch den Verlust der a2 Untereinheit im Trans-Golgiapparat erhöht und 
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beeinflusst den pH-Wert der mit ihm in Kontakt stehenden Vesikel. Eine Erhöhung des 

pH-Werts durch V-ATPase Inhibitoren oder mittels eines Knock-downs der 

c-Untereinheit führt überdies zu einem verminderten Efflux von Cholesterin aus der 

Zelle169. Auch ein fehlregulierter Interaktionspartner der a2 Untereinheit wie 

beispielweise ARNO und somit ARF6, welches essentiell für den intrazellulären 

Transport ist, könnte für die Ansammlung von Cholesterin in den Vesikeln 

verantwortlich sein. Durch den veränderten Cholesteringehalt der Vesikel wird 

umgekehrt auch deren pH-Wert beeinflusst, denn dieser reguliert die Assemblierung der 

V-ATPase55. Somit sind der Cholesteringehalt und die pH-Wert Regulation eng 

miteinander verbunden. 

Eine weitere Hypothese für die Cholesterinakkumulation wäre die übermäßige 

Produktion dieses Lipids. Diese könnte durch einen Defekt im retrograden Transport 

verursacht sein. Dass der retrograde Transport in Patientenfibroblasten mit einer 

ATP6V0A2 Mutation verzögert ist, zeigt sich durch die Behandlung mit Brefeldin A34,37. 

Dieses hemmt verschiedene GEFs (guanine nucleotide exchange factor) für ARF1170. 

Dadurch werden zahlreiche Proteine vom Golgiapparat zurück ins ER transportiert171. 

Ein Grund für die Inhibierung dieses retrograden Transports in den ARCL2 Patienten 

könnte ein erhöhter pH-Wert im Golgiapparat sein. Eine andere Ursache wäre das 

Fehlen des Proteins selbst und die fehlenden Proteininteraktionen, zum Beispiel mit 

ARNO. Auch ARNO ist ein GEF für ARF1, wird aber nicht durch Brefeldin A 

gehemmt172. Durch die fehlende a2 Untereinheit in den Patientenzellen könnte mehr 

freies ARNO im Cytoplasma der Zelle vorliegen, welches dann die Hemmung anderer 

ARF1 GEFs kompensieren kann. Vereinfacht würde das bedeuten, dass wenn die a2 

Untereinheit am Trans-Golgiapparat fehlt, sie ARNO dort nicht bindet. ARNO 

interagiert daher verstärkt mit ARF1 an anderen Orten. Da ARNO nicht durch 

Brefeldin A gehemmt wird, hat dieses nur einen schwachen Effekt auf Zellen ohne a2.  

Die Inhibierung des retrograden Transports führt zu einer vermehrten Produktion von 

Cholesterin. Dies konnte bereits durch den siRNA vermittelten Knock-down von β-COP 

gezeigt werden und beruht auf der Regulation der sterol regulatory element-binding 

proteins (SREBPs)173,174. Sie werden nach der Synthese im ER an das SREBP cleavage-

activating protein (SCAP) gebunden. Bei geringem Cholesteringehalt im ER werden 

beide über COPII-Vesikel in den Golgiapparat transportiert, dort werden die SREBPs 

proteolytisch aktiviert und ermöglichen im Zellkern die Transkription wichtiger Gene 
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für die Cholesterinproduktion125-127. Neuere Studien zeigen, dass ein Teil der 

SREBP-SCAP Komplexe unabhängig vom Cholesteringehalt des ERs immer zwischen 

ER und Golgiapparat zirkulieren. Dabei nutzen sie für den retrograden Transport 

COPI-Vesikel. Werden diese gehemmt, kommt es zu einer übermäßigen Prozessierung 

von SREBPs im Golgiapparat und somit zu einer vermehrten Transkription Cholesterin 

produzierender Gene173. Eine Hemmung des retrograden Transports hat also eine 

vermehrte Produktion von Cholesterin zur Folge und könnte den zellulären Phänotyp 

nach ATP6V0A2 Knock-down erklären. 

4.2.6 Einfluss auf den intrazellulären Transport 

Verschiedene Untersuchungen weisen darauf hin, dass nicht nur die Zellmorphologie 

durch den Verlust der a2 Untereinheit beeinflusst wird, sondern auch die Funktion des 

intrazellulären Transports stark eingeschränkt ist. So ist beispielsweise in HeLa-Zellen 

nach siRNA Knock-down von ATP6V0A2 die Endozytose von Transferrin stark 

eingeschränkt. Transferrin wird zwar in die Zelle aufgenommen, verbleibt jedoch unter 

der Plasmamembran, da es nicht weiter transportiert wird und keine Kolokalisation mit 

EEA1 in den frühen Endosomen beobachtet werden kann175. Auch der Knock-down 

anderer Untereinheiten der V-ATPase hemmt die Abschnürung von Clathrin bedeckten 

Einstülpungen (Clathrin coated pits) von der Plasmamembran, sodass diese dort 

akkumulieren176. Dieser Effekt wurde auch nach Langzeitbehandlung von HeLa-Zellen 

mit Bafilomycin A1 beobachtet und könnte auf den verringerten Cholesteringehalt der 

Plasmamembran zurückzuführen sein. Dadurch, dass das Cholesterin innerhalb der 

Zelle akkumuliert und an der Plasmamembran fehlt, wäre für die Abschnürung der mit 

Clathrin bedeckten Einstülpungen zu viel Energie nötig. In diesem Fall behob die 

Zugabe von Cholesterin den Phänotyp teilweise176. Eine Reduktion von Cholesterin 

könnte folglich einen nachteiligen Effekt auf die Endozytose haben. Die Notwendigkeit 

der a2 Untereinheit für die Endozytose von IGF und Albumin wurde ebenfalls bereits 

beschrieben67,175.  

Nicht nur die Aufnahme von Proteinen in die Zelle, sondern auch deren weiterer 

Transport innerhalb des Endo-Lysosomalen System ist pH-Wert abhängig. So wird der 

Transport von frühen zu späten Endosomen durch Bafilomycin A1 inhibiert114,115,177. 

Bei diesem Prozess wird möglicherweise ARF1 in Abhängigkeit vom pH-Wert an die 

Vesikel gebunden und steuert so die Rekrutierung von COP-Proteinen, welche für die 
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Sortierung der Fracht in die ILVs notwendig sind115. ARNO wiederum reguliert die 

ARF1 Aktivität, sodass hier auch die Proteininteraktion mit der a Untereinheit und ihre 

Funktion als pH-Sensor eine Rolle spielen könnten. Bei korrektem pH-Wert könnte 

ARNO an die a2 Untereinheit binden und so die Bildung der ILVs ermöglichen, 

während bei erhöhtem pH-Wert die Konformation des a2 Proteins so verändert sein 

könnte, dass sie nicht mehr mit ARNO interagiert und somit keine ILVs abgeschnürt 

werden. 

Besonders interessant im Kontext des Phänotyps der ARCL2A Patienten ist ein 

möglicher Defekt in der Exozytose, denn das könnte zu den beobachteten 

Veränderungen in der extrazellulären Matrix führen. So führte der siRNA vermittelte 

Knock-down von ATP6V0A2 zu einer verminderten Sekretion von IL-8159 und 

Patientenfibroblasten konnten Tropoelastin nicht normal ausschleusen, sondern häuften 

dieses in intrazellulären Vesikeln an36.  

Einige Aspekte des zellulären Phänotyps nach a2 siRNA Knock-down zeigen sich auch 

in Patientenfibroblasten. Dazu gehört der fragmentierte Golgiapparat und die 

Verzögerung im retrograden Transport36,37. Andere Beobachtungen, wie eine 

Akkumulation von Endosomen und Lysosomen, sind in Patientenfibroblasten weniger 

ausgeprägt und können nur in der Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht werden36. 

Eine Fehlverteilung von Cholesterin konnte bisher in Patientenzellen nicht bestätigt 

werden. Hierfür kann es verschiedene Ursachen geben. Zum einen führt die siRNA 

Behandlung zu einem akuten Verlust des Proteins, während Patientenfibroblasten 

diesen durch die Regulation anderer Proteine teilweise kompensieren können. Zum 

anderen sind Fibroblasten nur einer der Zelltypen, die bei der ARCL2A pathologische 

Veränderungen zeigen. Sie sind in ihren Kultivierungsbedingungen recht anspruchslos 

und unempfindlich. Möglicherweise sind andere Zelltypen wesentlich anfälliger für eine 

Fehlverteilung von Cholesterin, so dass beispielsweise die Analyse von Neuronen des 

Knock-out Modells hier weitere Anhaltspunkte liefern könnte. 
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4.2.7 Modell der zellulären a2 Defizienz 

Fasst man die Beobachtungen dieser Arbeit mit den bisher beschriebenen Effekten 

zusammen, kann man ein Modell für die zellulären Veränderungen durch Verlust der a2 

Untereinheit erstellen. Dieses soll hier anhand der Abbildung 39 vereinfacht dargestellt 

werden: Durch das Fehlen der a2 Untereinheit am Trans-Golgiapparat könnte der pH-

Wert dort erhöht sein und der Golgiapparat fragmentiert (Abbildung 39 (1)). Dies führt 

zu einem ebenfalls leicht erhöhten pH-Wert in den Endosomen, da diese im ständigen 

Austausch mit dem Trans-Golgiapparat stehen (Abbildung 39 (2)). Dadurch ist die 

Interaktion, der sich an den Endosomen befindlichen a Untereinheiten mit ARNO 

reduziert. Dies vermindert die Rekrutierung von ARF1 und somit von COP-Proteinen 

und schließlich die Bildung von späten Endosomen. Somit könnte Fracht in den frühen 

Endosomen akkumulieren (Abbildung 39 (2)). Parallel ist möglicherweise der pH-Wert 

in den Lysosomen und Autophagosomen erhöht, sodass die enthaltene Fracht nicht 

abgebaut werden kann und die Vesikel deutlich vergrößert sind (Abbildung 39 (3)). Die 

Inhibierung des retrograden Transports nach a2 Verlust könnte ebenfalls über die 

Interaktion mit ARNO und ARF1 erklärt werden und führt zu einer vermehrten 

Produktion von Cholesterin, welches sich in den Endosomen anhäuft. Da der 

intrazelluläre Transport inhibiert ist, kann das Cholesterin nicht zur Plasmamembran 

transportiert werden. Dessen Fehlen dort führt zu einer Inhibierung der Endozytose 

(Abbildung 39 (4)). Die Cholesterin gefüllten Vesikel akkumulieren aufgrund der 

Interaktion mit dem Cholesterinsensor ORP1L in der Nähe des Golgiapparates am 

Mikrotubuli-Organisationszentrum (Abbildung 39 (5)). Die Beeinträchtigung des 

intrazellulären Transports führt schlussendlich auch zu einer verminderten Exozytose. 

Da Cholesterin ein Schlüsselelement in diesem Zellphänotyp ist, könnte eine Reduktion 

des zellulären Cholesterins wie bei Niemann-Pick Syndrom Typ C178,179 zu einer 

Verbesserung des Krankheitsverlaufs der ARCL2A Patienten führen.  
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Abbildung 39: Der Verlust der a2 Untereinheit führt zu einem Cholesterin assoziierten zellulären 

Phänotyp 

In der intakten Zelle befindet sich die a2 Untereinheit am Trans-Golgiapparat. Durch ihren Verlust 

fragmentiert der Golgiapparat (1). In den Endosomen (2) und Lysosomen (3) sammelt sich Cholesterin, 

sodass sich diese Vesikel nicht wie in der intakten Zelle entlang der Mikrotubuli in beide Richtungen 

bewegen können, sondern am Mikrotubuli-Organisationszentrum akkumulieren (5). Der 

Cholesterinmangel an der Plasmamembran führt zur Ansammlung von clathrin coated pits und somit zur 

Inhibierung der Endozytose (4).  
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4.3 Die Atp6v0a2 Expression ist relativ stabil in verschiedenen 

Geweben 

Die Untersuchung der Atp6v0a2 mRNA Expression in Geweben von Mäusen 

verschiedenen Alters ergab einen bis zu 24-fachen Unterschied bei Normalisierung auf 

die Gapdh mRNA Menge beziehungsweise bis zu 9-fach, wenn auf Aktin normalisiert 

wurde (unpublizierte Daten, AG Kornak). Dass diese beiden endogenen Kontrollen in 

verschiedenen Geweben unterschiedlich stark exprimiert werden, konnte bereits für 

mehrere Organismen gezeigt werden133,180. Eine solche Schwankung während 

verschiedener Entwicklungszeitpunkte eines Organs erscheint ebenfalls plausibel. In 

Abbildung 18 scheint die Atp6v0a2 Expression im Alter von 5 Monaten in den meisten 

Geweben erhöht zu sein. Dies konnte jedoch bei genauerer Analyse auf eine 

verminderte Aktin Expression zu diesem Zeitpunkt zurückgeführt werden. Die 

Schwankung der Atp6v0a2 mRNA-Menge zwischen verschiedenen Geweben zu 

verschiedenen Entwicklungsstadien ist ungefähr genauso groß wie die der endogenen 

Kontrollen, denn Aktin schwankte ungefähr um das 30-fache, wenn es auf Gapdh 

normalisiert wurde (unpublizierte Daten, AG Kornak). Dies lässt darauf schließen, dass 

die a2 Untereinheit recht stabil exprimiert wird und somit eine ubiquitäre Funktion 

innerhalb der Zelle hat. Bestätigt wird dies durch den syndromalen Phänotyp der 

ARCL2A Patienten, bei denen verschiedene Organe wie Gehirn, Knochen, Leber, 

Fettgewebe und Haut betroffen sind. Zum Teil sind auch weitere Organe wie die Augen 

in Mitleidenschaft gezogen. In den betroffenen Organen ist die a2 Untereinheit sowohl 

für deren Entwicklung als auch für deren Funktionalität im adulten Organismus 

notwendig. Wenn die a2 Untereinheit in allen Zellen exprimiert wird, warum ist ihr 

Verlust dann nicht letal? Eine Erklärung ist die große Ähnlichkeit der vier 

verschiedenen a Untereinheiten untereinander181. Da sie überlappend in verschiedenen 

Zellkompartimenten lokalisiert sind, könnten die anderen Isoformen den Verlust der a2 

Untereinheit teilweise kompensieren. So führt der Verlust der a4 Untereinheit nur zu 

einer auf den distalen Tubulus beschränkten renalen Azidose, weil im proximalen 

Tubulus die anderen Isoformen die gleichen Aufgaben wie die a4 Untereinheit 

übernehmen70. In oc/oc Mäusen, in denen die a3 Untereinheit deaktiviert ist, wurde eine 

kompensatorische gesteigerte Expression der a2 Untereinheit im Pankreas beobachtet69. 

In den embryonalen Fibroblasten der oc/oc Mäuse hingegen war die a1 Untereinheit 

verstärkt exprimiert182. In Hautfibroblasten von zwei ARCL2A Patienten konnte eine 
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erhöhte Expression der a3 Untereinheit nachgewiesen werden (Diplomarbeit Björn 

Fischer-Zirnsak, AG Kornak). In Brustdrüsen von Mäusen mit einem spezifischen 

Verlust der a2 Untereinheit, wurde eine leicht erhöhte aber nicht signifikant veränderte 

Expression der a1 Untereinheit beobachtet160. In der vorliegenden Arbeit wurde zwar in 

Gehirn und Leber keine kompensatorische Expression der anderen Untereinheit 

nachgewiesen (Abbildung 30), jedoch ist sie dadurch nicht für alle Gewebe 

auszuschließen.  
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4.4 Atp6v0a2 Zielvektordesign mit Vor- und Nachteilen 

Für die Erzeugung der verschiedenen Atp6v0a2 Mausmodelle wurden Zielvektoren mit 

dem Recombineering Verfahren erzeugt. Für diese Technik müssen mehrere Vektoren 

durch klassische Klonierung erzeugt werden, die anschließend durch mehrere homologe 

Rekombinationen miteinander kombiniert werden. Nach jedem Schritt muss der 

erzeugte Vektor überprüft werden und zum Teil in einen anderen Bakterienstamm 

transformiert werden. Daher benötigte die Erzeugung des Zielvektors mehrere Monate. 

Zurzeit wird die CRISPR-Cas9-Technik vermehrt zur Erzeugung transgener Mäuse 

genutzt183. Der Klonierungsaufwand ist äußerst gering, da nur eine kleine ca. 20bp 

große Guide RNA erzeugt werden muss, um Cas9 an die gewünschte Stelle der DNA zu 

bringen, die anschließend geschnitten und modifiziert werden kann. Im Anschluss an 

die Klonierung ist der Zeitaufwand für die Erzeugung der gewünschten Mutationen in 

den embryonalen Stammzellen vergleichbar bei beiden Methoden.  

Die in dieser Arbeit verwendeten Zielvektoren enthalten zwei Flox-Sequenzen. Das 

Atp6v0a2 Gen wird in den Flox-Tieren normal exprimiert (Abbildung 25), kann jedoch 

nach Wunsch durch Verpaarung mit entsprechenden Cre-Linien in speziellen Geweben 

oder Entwicklungsstadien ausgeschaltet werden kann. Dies bringt den Vorteil mit sich, 

dass der Einfluss einzelner Zelltypen auf den Gesamtphänotyp besser untersucht werden 

kann. Bisher ist die Insertion dieser Flox-Sequenzen mittels CRISPR-Cas9 noch nicht 

so etabliert wie das direkte Erzeugen von Mutationen. Das komplette Abschalten eines 

Gens bringt jedoch das Risiko mit sich, dass die modifizierten Zellen oder Mäuse nicht 

lebensfähig sind. Durch die ubiquitäre Expression von Atp6v0a2 und den syndromalen 

Phänotyp der Patienten war die Verwendung des Flox-Systems daher notwendig. 

Für das Knock-out Modell wurde eine Deletion von Exon 15 bis 17 des Atp6v0a2 Gens 

erzeugt, die zu einer Verschiebung des Leserasters und einem verfrühten Stoppcodon 

kurz nach Exon 14 führt. Die Deletion wurde recht weit am 3‘-Ende des Gens erzeugt, 

weil nur ein Bacmid mit diesem Sequenzbereich für die Klonierung zur Verfügung 

stand. Die mRNA Menge konnte durch nonsense mediated mRNA decay auf 21% im 

Gehirn und 13% in der Leber reduziert werden und führte zu einem Verlust des 

Atp6v0a2 Proteins (Abbildung 27). Es wurde keine mRNA und kein Protein detektiert, 

welches aus einem Teil des Gens erzeugt wird, das sich vor der Deletion befindet 
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(Abbildung 28). Somit wurde das Ziel erreicht einen kompletten Knock-out ohne 

Restfunktion zu erzeugen.  

Auch in den heterozygoten Tieren führte die Mutation des einen Allels zu einer starken 

Reduktion der gesamt Atp6v0a2 mRNA Menge auf ca. 60% und zu einer verminderten 

Proteinmenge von ungefähr 54%. Es ist daher nicht auszuschließen, dass auch die 

heterozygoten Tiere einen schwachen Phänotyp zeigen. Sowohl in der Größe, als auch 

im Gehirnaufbau und der Fertilität unterschieden sie sich nicht signifikant von den 

Wildtypgeschwistern. In weiteren Analysen sollten jedoch milde Defekte in Betracht 

gezogen werden.  

Durch die erzeugte Deletion im Atp6v0a2-Gen könnte auch die Expression weiterer 

Gene beeinträchtigt werden. Da regulatorische Sequenzen sich auch auf weit entfernte 

Regionen auswirken können, kann dies nicht ausgeschlossen werden. Die Analyse der 

Expression der umliegenden Gene zeigte jedoch keine Auffälligkeiten in den 

untersuchten Geweben (Abbildung 29). Die Erzeugung einer Punktmutation durch den 

R755Q Kock-in Vektor verringert das Risiko unerwünschter Effekte auf andere Gene. 

Da das Knock-out und das Knock-in Mausmodell in ersten Analysen einen sehr 

ähnlichen Phänotyp zeigen, ist es unwahrscheinlich, dass die Deletion einen 

maßgeblichen Effekt auf weitere Gene hat. Ein negativer Effekt durch die 

Flox-Sequenzen kann weitgehend ausgeschlossen werden, da die Atp6v0a2 Flox-Mäuse 

keinen Phänotyp zeigen. 

Durch das Design der Zielvektoren konnten die ES-Zellklone mit Geneticin selektiert 

werden, sodass von den überlebenden Klonen 22,5% eine Rekombination mit dem 

Knock-out Vektor beziehungsweise 14% eine Rekombination mit dem Knock-in Vektor 

zeigten. Hierbei erwies sich die Evaluation der Klone mittels quantitativer PCR als 

zeitsparend und effizient, denn die so ausgewählten Klone konnten mit allen weiteren 

Methoden, wie Southern Blot, klassische PCR und Sequenzierung bestätigt werden. 

Auch für die Detektion einer möglichen Trisomie 8 in den embryonalen Stammzellen 

war die qPCR effizient, zeitsparend und kostengünstig. Da Trisomie 8 den Zellen einen 

Wachstumsvorteil verschafft, sodass sie besonders große gut strukturierte Klone bilden, 

handelt es sich um ein häufiges Problem bei der Erzeugung von transgenen Mäusen146. 

So war die Aggregation von fünf Kock-out und Knock-in Klonen erfolglos, weil, wie 

für einige von diesen gezeigt, Trisomie 8 ein Überleben der transgenen Embryonen 
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verhinderte (Tabelle 46). Mit der hier verwendeten qPCR Methode, können Klone 

schnell und günstig überprüft und für die Selektion ausgewählt werden. 
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4.5 Der Phänotyp der Atp6v0a2 Knock-out Mäuse ähnelt dem 

der ARCL2A Patienten 

Mutationen im ATP6V0A2 Gen führen Beim Menschen zum Phänotyp der autosomal 

rezessiven Cutis laxa Typ 2a (ARCL2A). Die homozygoten Knock-out Mäuse 

unterscheiden sich von ihren Wildtypgeschwistern durch die verringerte Körpergröße 

und vermindertes Gewicht, das bereits ab der Geburt festgestellt werden kann. Bei 

ARCL2A Patienten wird in der Regel keine intrauterine Wachstumsreduktion 

beobachtet, jedoch tritt diese zum Teil nach der Geburt auf36,37.  

4.5.1 Veränderungen der Haut bei Maus und Mensch 

Das Kernmerkmal, welches bereits kurz nach der Geburt der betroffenen Kinder zur 

Diagnose Cutis laxa führt, ist deren inelastische Haut. Dies kann bei dem Atp6v0a2 

Knock-out Modell nicht beobachtet werden. Betrachtet man andere Mausmodelle für 

Cutis laxa, so haben Mäuse mit Fibulin 5 Mutation große, hängende Hautfalten184. 

Dieses Protein ist direkt an der Vernetzung der elastischen Fasern beteiligt8. Die 

Mausmodelle für andere Formen der Cutis laxa sind entweder sehr früh letal oder 

zeigen keine auffallende Faltung der Haut. So sterben auch Gorab Knock-out Mäuse 

kurz nach der Geburt. Ihre Haut ist geschwollen und die Entwicklung der Haarfollikel 

gestört151. Bei Mäusen mit Pycr1 oder Ltbp4 Verlust ist die Haut äußerlich nicht 

verändert, jedoch ist die Dicke der Dermis reduziert150,152. Auch bei den Atp6v0a2 

Knock-out Mäusen war die Dermis reduziert (Abbildung 32), möglicherweise weil sich 

dort der Hauptteil der elastischen Fasern befindet. Eine mögliche Erklärung für das 

Fehlen von Hautfalten bei Mäusen ist das panniculus carnosus, eine Muskelschicht 

welche im Menschen stark reduziert ist und der murinen Haut eventuell mehr Stabilität 

beziehungsweise Flexibilität verleiht149.  

Die Fibroblasten der Dermis produzieren lösliches Tropoelastin, das nach Passage des 

Golgiapparates aus der Zelle transportiert wird. Dabei führt der niedrige pH-Wert in den 

sekretorischen Vesikeln dazu, dass Tropoelastin gelöst bleibt. Außerhalb der Zelle 

erfolgt die Koazervation, wobei sich zuerst mehrere Tropoelastinmoleküle 

zusammenlegen und diese anschließend durch Lysyloxidasen an den Mikrofibrillen 

vernetzt werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Patientenfibroblasten eine 

verminderte Sekretion von Tropoelastin aufweisen, da dieses intrazellulär zu 
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akkumulieren scheint36. Eine mögliche Erklärung ist ein erhöhter pH-Wert im 

Trans-Golgiapparat und den sekretorischen Vesikeln, sodass Tropoelastin bereits in der 

Zelle unlösliche Aggregate bildet185. Diese Hypothese wird dadurch gestützt, dass ein 

erhöhter pH-Wert in intrazellulären Vesikeln, verursacht durch Bafilomycin A1, 

Chloroquin oder Ammoniumchlorid, ebenfalls zu einer Akkumulation von Tropoelastin 

in der Zelle führt186. Das extrazelluläre Elastin von ARCL2 Patientenfibroblasten war 

hauptsächlich globulär und weniger fibrillär angeordnet36.  

Auch bei Neuraminidase Knock-out Mäusen wurden veränderte Elastinfasern 

beschrieben187, wobei dies auf einen Defekt bei der Sekretion zurückzuführen sein 

könnte. Neuraminidase entfernt Sialinsäuren von Glykoproteinen und rückt somit auch 

die Glykosylierung von Proteinen der extrazellulären Matrix in den Fokus. Dass die 

O-Glykosylierung einen großen Einfluss auf die extrazelluläre Matrix haben kann, 

wurde bereits gezeigt188. Im Gegensatz zu Elastin sind Kollagen und Decorin stark 

glykosyliert. Bei Verlust des Gorab Proteins konnte eine Fehlglykosylierung von 

Decorin nachgewiesen werden, die den Aufbau der Kollagenfibrillen in Haut und 

Knochen beeinträchtigte189. Auch der Verlust der a2 Untereinheit scheint einen Einfluss 

auf die Kollagenstruktur zu haben. Bei Mäusen mit einem Atp6v0a2 Verlust in den 

Brustepithelzellen war der Kollagengehalt des Gewebes reduziert, sodass es weicher 

wurde158. Dadurch waren Tumore, die in diese Brustgewebe implantiert wurden, 

weniger stabil, bildeten jedoch mehr Metastasen. 

Somit ist die verminderte Dicke der Dermis ein häufig beobachteter Phänotyp bei Cutis 

laxa Mausmodellen und könnte bei den Atp6v0a2 Mäusen auf den Defekt im 

intrazellulären Transport und somit auf die verminderte Sekretion von Elastin und 

weiteren Proteinen der extrazellulären Matrix zurückgeführt werden.  

4.5.2 Veränderungen der Knochen bei Maus und Mensch 

Fünf Wochen alte Atp6v0a2 Knock-out Mäuse zeigen eine Verminderung des 

trabekulären und des kortikalen Knochens (Abbildung 33). Bei 12 Wochen alten 

Mäusen ist diese Reduktion weniger stark ausgeprägt, sodass von einer Verbesserung 

des Knochenphänotyps ausgegangen werden kann. Ähnliches wurde bei Pycr1 

Knock-out Mäusen beobachtet und könnte mit einem verzögerten Knochenaufbau im 

Rahmen des Wachstums erklärt werden152. In den Wirbeln der Atp6v0a2 Knock-out 
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Mäuse waren kaum Unterschiede zu Wildtyptieren zu beobachten und es gab keine 

Anzeichen für Knochenbrüche bei den homozygoten Tieren. Auch die ARCL2A 

Patienten haben eine verminderte Knochendichte in Form einer Osteopenie, die jedoch 

nicht so stark ausgeprägt ist wie bei anderen Erkrankungen des Cutis laxa 

Spektrums41,190. Die Ursache könnte auch hier im defekten intrazellulären Transport und 

dadurch gestörter Sekretion von Matrixproteinen liegen und muss tiefergehend 

histologisch untersucht werden. 

4.5.3 Veränderungen des Gehirns bei Maus und Mensch 

Da die Patienten auffällige Hirnfehlbildungen zeigen, wurde dies auch beim Atp6v0a2 

Knock-out Modell untersucht. Bei den Patienten ist die Gyrierung des frontalen und 

parietalen Kortex reduziert, sodass eine Pflasterstein-Lissenzephalie diagnostiziert 

werden kann35. Im Rahmen der Evolution der Wirbeltiere kam es zu einer Gyrifikation 

des Großhirns, wodurch dessen Oberfläche sehr stark vergrößert wurde191,192. Das 

Großhirn von Mäusen ist jedoch nicht gyriert, sodass nicht exakt derselbe Phänotyp wie 

beim Menschen beobachtet werden kann. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass in 

den Atp6v0a-/- Mäusen die Neuronen nicht dem üblichen Aufbau des Kortex folgen 

(Abbildung 34). Die sonst gut abgrenzbare äußere Kortexschicht Lamina molecularis 

war nicht wie in Wildtyptieren zellarm, sondern stellenweise mit NeuN positiven 

Neuronen gefüllt. Diese Veränderungen lagen besonders häufig im frontalen Kortex, 

waren zum Teil jedoch leicht parietal gelegen. Es könnte sich um eine 

Migrationsstörung der Neuronen handeln, die sich beim Menschen in einer 

verminderten Gyrierung zeigt. Veränderungen des Cerebellums, wie sie auch bei 

Patienten gelegentlich auftreten, konnten nicht beobachtet werden, müssen jedoch 

zukünftig noch gezielter untersucht werden. Am Ende der ersten Lebensdekade 

bekommen die betroffenen Kinder häufig schwer medikamentierbare Krampfanfälle, 

die zum Teil zu einer mentalen Retardierung führen können oder auch den Tod der 

Patienten zu Folge haben können35. Sowohl bei einigen Atp6v0a2 Knock-out Tieren als 

auch bei einigen Knock-in Mäusen treten diese Krampfanfälle ebenfalls auf.  

Eine mögliche Ursache für die neuronalen Schäden könnte eine veränderte 

Cholesterinverteilung sein. Das Gehirn ist besonders reich an Cholesterin wobei dieses 

hauptsächlich im Myelin enthalten ist193. Daher sind Erkrankungen wie die Alzheimer- 

und die Parkinson-Krankheit mit veränderten Cholesterinverteilungen im Gehirn 
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assoziiert. Auch Lysosomale Speichererkrankungen wie Niemann-Pick Syndrom 

Typ C, bei dem es zu einer Akkumulation von Cholesterin in Neuronen kommt, sind 

häufig von einer Neurodegeneration begleitet194. Nicht nur für die Homöostase des 

Gehirns, sondern auch für die Entstehung der neuronalen Schichten in der 

Embryonalentwicklung ist Cholesterin wichtig. Reelin ist essentiell für die Migration 

und Reifung von Neuronen, so dass in Reelin Knock-out Mäusen (Reeler-Mäusen) die 

Schichtung des Hippocampus und des Neokortex gestört ist195,196. Die wichtigsten 

neuronalen Rezeptoren für Reelin sind die Lipoproteinrezeptoren Apoer2 und Vldlr, 

deren Knock-out ebenfalls zu Migrationsstörungen führt197. Kürzlich konnte zudem 

gezeigt werden, dass Reelin verschiedene Lipide im Gehirn reguliert198, so dass 

Lipidkomposition und Schichtung des Gehirns miteinander gekoppelt zu sein scheinen. 

Da es sich bei den Krampfanfällen um das schwerste Symptom der ARCL2A handelt, 

ist hier weitere Forschung dringend notwendig. Zum einen könnten die hier erzeugten 

Modelle die Genese der Hirnfehlbildung aufklären, zum anderen bieten sie die 

Möglichkeit Behandlungsmethoden vor der Anwendung am Patienten im Mausmodell 

mit derselben Krankheitsursache zu testen.  

4.5.4 Veränderte Spermien im Mausmodell 

Überraschenderweise sind männliche Atp6v0a2-/- Mäuse infertil. Ihre Spermien haben 

runde Köpfe im Sinne einer Globozoospermie und bewegen sich kaum (Abbildung 35). 

Spermien werden vom Hoden, dem Ort ihrer Bildung, in die Nebenhoden transportiert 

und dort gelagert. Um die Spermien im Nebenhoden in der sogenannten „Säurestarre“ 

zu halten, muss dort ein niedriger pH-Wert herrschen. Dieser wird durch die 

V-ATPasen erzeugt, die Protonen ins Lumen sezernieren. Während viele Untereinheiten 

der V-ATPase in den Zellen des Nebenhodens an der Plasmamembran gefunden 

wurden, konnte die a2 Untereinheit in der Nähe des Trans-Golgiapparates nachgewiesen 

werden155. Es ist also eher unwahrscheinlich, dass die Spermiendefekte, die in den 

Knock-out Mäusen beobachtet werden, durch einen veränderten pH-Wert im 

Nebenhoden auftreten. Wie die Färbungen des Hodens zeigen (Abbildung 35), ist die 

Morphologie der Spermien bereits dort verändert.  

Da die a2 Untereinheit in vielen Zellen am Trans-Golgiapparat detektiert wurde, könnte 

dies auch auf die runden Spermatiden zutreffen. Das Akrosom wird durch die 
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Abschnürung von Vesikeln vom Golgiapparat gebildet199,200. Daher könnte ein Defekt 

in der Vesikelfusion oder der Integrität des Golgiapparates zu kugelköpfigen Spermien 

führen. Ähnliches wurde bei Pick1 Knock-out Mäusen beschrieben. Dieses Protein 

reguliert die Bindung verschiedener Interaktionspartner an Membranen und sorgt somit 

beispielsweise für die Beladung von Vesikeln201. Es befindet sich in runden 

Spermatiden unter anderem am Golgiapparat, sodass sein Verlust zu einem Verbleib der 

Spermatiden in der Golgiphase führt202. Während gesunde Spermatiden in der 

Golgiphase Material zum Akrosom transportieren, dieses sich dann in der cap phase als 

Kappe auf den Kern legt und während der Akrosomenphase in die Länge zieht, bleiben 

bei den Pick-/- Mäusen proakrosomale Vesikel bestehen. Pick1 interagiert außerdem mit 

Gopc, welches ebenfalls in den runden Spermatiden am Trans-Golgiapparat zu finden 

ist202. Es scheint wie Pick1 am Transport vom Golgiapparat zum Akrosom beteiligt zu 

sein, sodass man bei den Knock-out Mäusen einen ähnlichen Phänotyp mit zahlreichen 

proakrosomalen Vesikeln findet, die nicht verschmelzen203. Auch der Verlust von Hrb, 

welches an der Fusion der proakrosomalen Vesikel beteiligt ist, führt zu 

Globozoospermie204. Das kugelköpfige Spermien auch bei Verlust von Atg7 beobachtet 

werden können, deutet zusätzlich auf eine Interaktion von proakrosomalen Vesikeln mit 

Autolysosomen hin. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass auch eine 

Erhöhung des pH-Werts in den intrazellulären Vesikeln der Spermien durch 

Ammoniumchlorid und Chloroquin zu runden Spermienköpfen führt205. Folglich scheint 

auch die pH-Wert Regulation essentiell für die Ausbildung des Akrosoms zu sein. 

Somit entsteht durch den Verlust der a2 Untereinheit eine Globozoospermie, die der 

durch Pick1 oder Gopc Verlust ähnelt und auf eine Funktion im Transport vom 

Golgiapparat zum Akrosom zurückzuführen sein könnte.  

Tatsächlich befindet sich die a2 Untereinheit sowohl in den elongierten Spermatiden des 

Hodens als auch in den Spermien des Nebenhodens am Akrosom206. Sie könnte 

während der Bildung des Akrosoms vom Golgiapparat dorthin transportiert worden 

sein. Das Akrosom weist viele Parallelen zu Lysosomen auf, denn es hat einen einen 

sauren pH-Wert von ca. 5,3, der für die Prozessierung von Hydrolasen notwendig ist, 

die bei der Akrosomreaktion freigesetzt werden und die Zona pellucida abbauen207. 

Dieser pH-Wert wird durch V-ATPasen aufgebaut und kann durch Bafilomycin A1 

Behandlung neutralisiert werden206. Da die a2 Untereinheit die einzige Isoform der 
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a Untereinheit ist, die am Akrosom nachgewiesen wurde, ist sie sehr wahrscheinlich 

essentiell für dessen Ansäuerung. 

Der Einfluss der a2 Untereinheit auf die Spermatogenese von Mäusen wurde bereits 

durch die intraperitoneal Injektion eines anti-a2-Antikörpers über 10 Tage 

untersucht208,209. Nach dieser Behandlung fanden sich weniger postmeiotische Zellen im 

Hoden der Mäuse, also sowohl weniger runde und elongierte Spermatiden als auch 

weniger reife Spermien. Diese waren zudem weniger mobil. Trotzdem wurde eine 

normale Fertilisationsrate beobachtet, wobei aber durch die verminderte Implantation 

der Embryos keine Nachkommen von behandelten männlichen Mäusen erzeugt 

wurden208. Durch die erhebliche Einschränkung der Mobilität der Spermien, die in der 

vorliegenden Arbeit beobachtet wurde, ist eine normale Fertilisationsrate dieser 

Spermien jedoch eher unwahrscheinlich.  

Die Gruppe um Kenneth D. Beaman postuliert ein Peptid a2N, welches vom 

N-Terminus der a2 Untereinheit abgespalten werden kann, von den Zellen sezerniert 

wird und immunologisch aktiv ist. Die Injektion eines anti-a2-Antikörpers könnte ein 

sezerniertes a2N Peptid binden, während sie das intrazelluläre a2 Protein 

wahrscheinlich nicht beeinflusst. Durch das Fehlen dieses postulierten Peptids a2N 

waren M2 Makrophagen und verschiedene Immunmarker im Hoden reduziert208, 

außerdem war die Apoptose in den Hoden der mit dem a2 Antikörper behandelten 

Mäuse verringert209. Während unseren in vitro und in vivo Untersuchungen konnten wir 

solch ein Peptid aus dem Atp6v0a2 Gen bisher nicht detektieren. Ein N-terminales 

humanes Peptid aus den Aminosäuren 1-395 war nicht stabil (Anne Hoffmann, 

AG Kornak) und auch andere N-terminale Peptide verschiedener Länge erwiesen sich 

als nicht wasserlöslich210.  

Ob auch männliche ARCL2A Patienten infertil sind, wurde bisher nicht berichtet, da die 

meisten Patienten im Kindesalter beschrieben wurden und häufig die mentale 

Retardierung im Vordergrund stand. Eine Studie von Ota et al. zeigte jedoch, dass die 

Spermien infertiler Männer eine deutlich reduzierte a2 mRNA und Proteinmenge 

hatten211. Außerdem wird das von ihnen detektierte N-terminale Peptid der 

a2 Untereinheit bei gesunden Männern stärker in die Samenflüssigkeit sezerniert als bei 

infertilen Männern. Verglichen sie motile mit immotilen Spermien von gesunden 

Männern, so konnten sie zeigen, dass die motilen deutlich mehr ATP6V0A2 Protein 

enthielten. Leider weist diese Studie einige Schwächen auf, da sie Männer als infertil 
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einstuft, wenn entweder das Ejakulatvolumen, die Spermienkonzentration oder 

Spermienbeweglichkeit reduziert ist ohne diese Gruppen voneinander getrennt zu 

untersuchen. Dadurch wurden in der infertilen Gruppe bei Ejakulatvolumen und 

Spermienkonzentration im Mittel Werte erreicht, die von der WHO als normal 

einzuschätzen sind212. Sollte es sich jedoch tatsächlich um ein umfassendes Phänomen 

bei Infertilität des Mannes handeln, wären die hier erzeugten Mausmodelle von 

enormem Nutzen um sowohl Ursachen als auch Therapiemöglichkeiten zu prüfen. Es 

gibt zahlreiche Publikationen, die von einer deutlichen Verminderung der 

Spermienqualität im letzten Jahrhundert ausgehen213-215. Ein Fortschreiten dieses Trends 

könnte die vermehrte Anwendung der In-vitro-Fertilisation nötig machen. Jedoch ist 

auch diese häufig nicht erfolgreich, wobei die ursächlichen Parameter nur wenig 

bekannt sind216. Sollte der a2 Untereinheit hier tatsächlich eine Schlüsselrolle 

zukommen, hätte weitere Forschung in dieser Richtung einen hohen 

sozio-ökonomischen Stellenwert. 

Es gibt zahlreiche Publikationen der Beaman-Gruppe, die die a2 Untereinheit mit der 

Implantation und Entwicklung von Embryonen assoziieren. So scheint eine 

Verminderung der a2 Untereinheit in der Maus mit Aborten korreliert zu sein217,218, 

wobei dies durch eine mögliche immunmodulatorische Funktion der a2 Untereinheit 

begründet wird. Es wurde außerdem gezeigt, dass weibliche Mäuse mit einem a2 

Knock-out spezifisch in den Milchdrüsen, eine reduzierte Ausbildung der Milchgänge 

zeigen und weniger Milch produzieren. Daher waren deren Jungtiere leichter als bei 

Wildtypverpaarungen160. Bei der Verpaarung von Atp6v0a2-/- Weibchen mit 

Wildtypmännchen stellten wir normale Wurfgrößen fest, eine detaillierte Analyse wäre 

jedoch nötig um diese Aspekte in unseren Tiermodellen zu evaluieren. 

4.5.5 Kein ausgeprägter Glykosylierungsdefekt im Mausmodell 

Ein Merkmal welches die ATP6V0A2 Cutis laxa von anderen Erkrankungen 

unterscheidet, ist ein angeborener Glykosylierungsdefekt. Bei den Knock-out Mäusen 

war jedoch sowohl die Isoelektrische Fokussierung von Transferrin, als auch die 

Untersuchung des Serums mit verschiedenen Lektinen (Abbildung 36) unauffällig. Nur 

beim RCA1 Blot zeigte sich eine zusätzliche Bande bei den Atp6v0a2-/- Mäusen, die auf 

ein fehlglykosyliertes Protein hinweisen könnte. Die Massenspektrometrische 

Untersuchung der Gewebe der Knock-out Mäuse ergab keine Auffälligkeiten der 
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N-Glykosylierungen (Abbildung 37). Hierbei sind aber die Peaks der komplexen 

Formen so klein, dass ein spezifischer Defekt in der Sialylierung möglicherweise 

übersehen wird. 

Bei den Patienten kann zwar teilweise erst nur ein O-Glykosylierungsdefekt 

nachgewiesen werden, später bildet jedoch die Kombination aus O- und 

N-Glykosylierungsdefekt ein eindeutiges diagnostisches Kriterium. Dabei zeigte sich in 

der Massenspektrometrie, dass der Defekt vor allem in den letzten Schritten der 

Glykosylierung liegt, speziell in der Sialylierung34. Nach siRNA vermitteltem 

Knock-down von a2 in HeLa-Zellen war die Bande des LAMP2 Proteins im 

Western Blot leicht verschoben (Abbildung 14), was auf eine verringerte 

Glykosylierung hinweisen könnte und den humanen Glykosylierungsdefekt auch auf 

zellulärer Ebene bestätigen würde. 

Die Sialylierung erfolgt hauptsächlich in den Zisternen des 

Trans-Golgiapparates105,106,219, wo auch die a2 Untereinheit detektiert wurde (Abbildung 

11). Das Fehlen der a2 Untereinheit führt möglicherweise zu einer leichten 

Fragmentierung dieses Organells, wie durch die verminderte TGN46 Färbung erkennbar 

wurde (Abbildung 14). Diese Fragmentierung könnte eine reduzierte Sialylierung zur 

Folge haben. Dass die Integrität des Golgiapparates und des intrazellulären Transports 

essentiell für die Glykosylierung sind, zeigt sich auch bei humanen Erkrankungen wie 

dem MACS Syndrom oder dem COG7-CDG30,220.  

Auch pH-Wert Änderungen im Golgiapparat können die Glykosylierung auf 

verschiedenen Wegen beeinflussen. Zum einen ist die Aktivität der 

Glykosyltransferasen pH-Wert abhängig, sodass ein erhöhter pH-Wert im 

Trans-Golgiapparat zu einer verringerten Aktivität der Sialyltransferase führen könnte. 

Zum anderen hängt auch die Lokalisation der Glykosyltransferasen vom pH-Wert ab 

und frühere Arbeiten konnten bereits zeigen, dass die Neutralisation des pH-Werts im 

Golgiapparat zu einer Fehlverteilung der Glykosyltransferasen führt, wodurch deren 

Funktion ebenfalls eingeschränkt sein könnte221. Dimitrios Wagner (AG Kornak) 

untersuchte nach siRNA Knock-down der a2 Untereinheit in HeLa-Zellen die 

Lokalisation von GFP markierten Glykosyltransferasen. Er konnte zeigen, dass der 

Golgiapparat stark fragmentiert war und sowohl die untersuchte Galaktosyltransferase 

als auch die Sialyltransferase dadurch in kleinen Vesikeln lokalisiert waren, sodass eine 

schrittweise Glykosylierung von Proteinen nicht mehr möglich schien. Bei spezifischem 
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Verlust der a2 Untereinheit in den Brustepithelzellen von Mäusen wurde ebenfalls eine 

Fehlverteilung von Glykosyltransferasen und eine stark verminderte Glykosylierung 

verschiedener Proteine gezeigt158. Dies steht im Gegensatz zu den Befunden aus TIG-1 

Fibroblasten, in denen eine gesteigerte Glykosylierung beobachtet wurde159. In beiden 

Fällen entsprachen die beobachteten Glykosylierungsmuster nicht den Veränderungen, 

die bei Patienten im Serum detektiert wurden34. Möglich wäre hier also eine 

gewebeabhängige Ausprägung des Glykosylierungsdefektes. Die a2 Untereinheit 

beeinflusst nicht nur möglicherweise die Glykosylierung, sie enthält auch selbst zwei 

glykosylierte Asparaginreste an Position 484 und 505222. Alle a Isoformen der 

Säugetiere tragen Glykosylierungen, die für die VMA21 unterstützte Assemblierung des 

V0 Komplexes im Endoplasmatischen Reticulum notwendig sind. Ohne diese 

Glykosylierungen sind die Proteine instabil und werden über das Proteasom abgebaut.   

Für Erkrankungen mit Glykosylierungsdefekten wird häufig angenommen, dass die 

fehlerhafte Glykosylierung von Proteinen zu den beobachteten Organveränderungen 

führen, weil die betroffenen Proteine dadurch ihre Funktion nicht wie üblich ausüben 

können. So treten Gyrierungsstörungen bei mehreren Erkrankungen mit 

O-Glykosylierungsdefekt wie Walker-Warburg Syndrom, Muskel-Auge-Gehirn-

Krankheit und Muskeldystrophie Typ Fukuyama auf35. Möglicherweise ist bei diesen 

Erkrankungen der GPR56-Rezeptor fehlglykosyliert. Mutationen in diesem Adhäsions-

G-Protein-gekoppelten Rezeptor haben ebenfalls eine Gyrierungsstörung zur Folge, die 

häufig als ähnlich der Pflasterstein-Lissenzephalie von ARCL2A Patienten beschrieben 

wird und auf eine fehlerhafte Migration von Neuronen zurückzuführen ist35,223. Die 

Veränderungen des Kortex des Knock-out Mausmodells für diese Erkrankung223 ähneln 

sehr stark den in dieser Arbeit beschriebenen Auffälligkeiten bei Atp6v0a2-/- Mäusen 

(Abbildung 34). Da der Glykosylierungsdefekt bei den Atp6v0a2-/- Mäusen jedoch so 

schwach ausgeprägt zu sein scheint, liegt hier sehr wahrscheinlich nicht die Ursache für 

die anderen Symptome wie die Hirnfehlbildungen. Der GPR56-Rezeptor interagiert mit 

Collagen Typ 3, dessen homozygoter Verlust ebenfalls zu einer Pflasterstein-

Lissenzephalie führt224,225. Somit scheint auch der Aufbau der extrazellulären Matrix 

maßgeblich für diesen Signalweg zu sein. Möglicherweise ist der CDG bei der 

ARCL2A nur ein Begleitsymptom, das durch die Veränderungen im intrazellulären 

Transport auftritt, im Menschen gut diagnostiziert werden kann, jedoch nicht den Grund 

für die Fehlbildungen liefert. 
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4.6 Der Phänotyp von Maus und Mensch durch Verlust der a2 

Untereinheit im Kontext anderer Erkrankungen 

4.6.1 Die a2 Defizienz im Vergleich zu anderen Cutis laxa Syndromen 

Alle Formen der Cutis laxa ähneln sich durch die inelastische Haut, welche unter 

anderem durch Defekte der elastischen Fasern entsteht. Das Krankheitsbild der 

ATP6V0A2 Cutis laxa unterscheidet sich von der ADCL1, ADCL2 und den 

verschiedenen Formen der ARCL1, da nur sehr selten kardiovaskuläre 

Beeinträchtigungen auftreten. Diese sind die Kernmerkmale der anderen Erkrankungen, 

die durch Mutationen in Proteinen der extrazellulären Matrix wie Elastin, Fibulin 4 und 

Fibulin 5 verursacht werden. Die elastischen Fasern übernehmen außer in der Haut 

besonders in den Gefäßen wichtige Funktionen, sodass sie bei direkten Mutationen 

vermutlich stärker eingeschränkt sind, als durch Mutation von Proteinen, die nur 

peripher in deren Bildung eingreifen. Aus diesem Grund unterscheiden sich auch die 

Mausmodelle dieser Erkrankungen vom Atp6v0a2 Knock-out Mausmodell, da sie 

entweder große, hängende Hautfalten aufweisen oder aufgrund von 

Lungenemphysemen und Aneurismen früh letal sind.  

Auch das bei der ARCL1C mutierte LTBP4 wirkt durch die Regulation von TGF-β sehr 

direkt auf die Bildung der extrazellulären Matrix ein. TGF-β wird in der extrazellulären 

Matrix gebunden und bei mechanischer Beanspruchung oder Defekten frei gesetzt um 

die Expression von Matrixkomponenten zu stimulieren226. Da bei den Erkrankungen des 

Cutis laxa Spektrums die extrazelluläre Matrix pathogen verändert ist, kommt es zu 

überaktivem TGF-β Signaling15,189,227. Auch in kultivierten Fibroblasten von ATP6V0A2 

Patienten konnte dies bereits nachgewiesen werden37. Zusätzlich gibt es Hinweise, dass 

auch im murinen Modell, durch Atp6v0a2 Verlust der TGF-β Signalweg überaktiv ist160. 

Diese erhöhte Menge von aktivem TGF-β ist eine Gemeinsamkeit zahlreicher 

Bindegewebserkrankungen. Die wohl bekannteste ist das Marfan-Syndrom, eine 

Erkrankung, die mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:5000 weit häufiger auftritt als die 

ATP6V0A2-abhängige Cutis laxa. Fibrillin-1 Mutationen haben hier eine Schwächung 

des Bindegewebes mit unter anderem kardiovaskulären Symptomen und überdehnbaren 

Gelenken zur Folge228. Um den auch hier überaktiven Signalweg des TGF-β zu 

hemmen, werden verschiedene Medikamente wie Losartan eingesetzt229,230. Der Einsatz 

dieser Medikamente bei Cutis laxa Patienten könnte besonders die kardiovaskulären 
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Symptome abschwächen. Ob dies jedoch auch für ATP6V0A2 Patienten hilfreich sein 

könnte, bleibt fraglich, da bisher kein Zusammenhang zwischen den 

Gehirnveränderungen und dem erhöhten TGF-β Signaling hergestellt wurde. 

Besonders groß ist die Ähnlichkeit des humanen ARCL2A Phänotyps mit der durch 

PYCR1 Mutationen verursachten Cutis laxa oder der durch GORAB Mutationen 

ausgelösten Gerodermia osteodysplastica2,231,232. Während alle drei Erkrankungen neben 

der faltigen Haut auch progeroide Merkmale, überdehnbare Gelenke und Hypotonie 

aufweisen, gibt es auch einige Unterscheidungsmerkmale. Geschulte Personen können 

bei ausgeprägten Gesichtsmerkmalen bereits einschätzen um welche Erkrankung es sich 

wahrscheinlich handeln könnte. Innerhalb der Gruppe dieser drei Erkrankungen weisen 

nur ARCL2A Patienten einen Glykosylierungsdefekt der Serumproteine auf, sodass die 

Isoelektrische Fokussierung von Transferrin hier eine eindeutige Unterscheidung 

ermöglicht. PYCR1 Mutationen können einen der ARCL2A sehr ähnlichen Phänotyp 

hervorrufen (ARCL2B) oder einen schwereren Verlauf zur Folge haben, der die 

Patienten deutlich progeroider erscheinen lässt (ARCL3B). Diese Patienten haben 

neben Augenveränderungen auch eine Lipodystrophie. Außerdem ist die Haut bei 

PYCR1 Patienten besonders an Händen und Füßen sehr faltig. Patienten mit Gerodermia 

osteodysplastica hingegen haben meist einen normalen Intellekt und eine so stark 

verringerte Knochendichte, dass es zu Frakturen kommt231.  

Auch die Mausmodelle dieser drei Gendefekte überlappen in ihren Phänotypen. Der 

Verlust von Gorab führt zu Veränderungen der Haut151, einer reduzierten 

Knochendichte und in einigen Geweben konnte eine veränderte Glykosylierung von 

Proteinen beobachtet werden189. Die Gorab Knock-out Mäuse sterben jedoch bereits 

direkt nach der Geburt durch Veränderungen der Lunge, weshalb häufig Modelle mit 

gewebespezifischem Knock-out untersucht werden. Das Pycr1 Knock-out Modell 

ähnelt dem Atp6v0a2 Modell ebenfalls stark, da auch hier die Dicke der Dermis und die 

Knochendichte reduziert ist152.  

Die Ähnlichkeit im Phänotyp könnte auch auf eine funktionelle Überlappung dieser drei 

Proteine hinweisen. Wie die a2 Untereinheit befindet sich auch GORAB am 

Trans-Golgiapparat, sodass beide, wie hier gezeigt, dort kolokalisieren (Abbildung 11). 

GORAB reguliert durch seine Interaktion mit den kleinen GTPasen ARF5 und RAB6 
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den intrazellulären Transport28, weshalb Defekte in Endo- oder Exozytose gemeinsame 

Ursache der GORAB und der ATP6V0A2 Cutis laxa sein könnten.  

Das durch PYCR1 kodierte Enzym Pyrrolin-5-Carboxylat Reduktase 1 (P5C) befindet 

sich in den Mitochondrien. Worin ein möglicher funktioneller Zusammenhang mit der 

a2 Untereinheit bestehen könnte, ist bisher nicht geklärt. So wie der Verlust von PYCR1 

führt auch der Verlust der a2 Untereinheit zu DNA-Doppelstrangbrüchen und einer 

erhöhten Apoptoserate, was in der TUNEL-Färbung von Patientenfibroblasten sichtbar 

wird36,233. Eine hohe Sensibilität gegebenüber diesem Effekt könnte bei beiden 

Erkrankungen dieselben Zelltypen betreffen. Ein weiterer Zusammenhang könnte in der 

gestörten Funktion der Mitochondrien liegen. Diese könnten auch durch den Verlust der 

a2 Untereinheit beeinträchtigt sein, da es Hinweise darauf gibt, dass die intrazelluläre 

Cholesterinverteilung die Aktivität von Mitochondrien maßgeblich verändern 

kann193,234. So kommt es auch bei Niemann-Pick Syndrom Typ C zu einer Anreicherung 

von Cholesterin in den Mitochondrien, was zu deren Fehlfunktion und einer erhöhten 

Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies führt235. Denkbar wäre auch, dass durch 

den Verlust der a2 Untereinheit die posttranslationale Modifikation von 

mitochondrialen Proteinen verändert ist, sodass die Funktion dieses Kompartiments 

eingeschränkt wird. Bisher ergaben sich hierfür jedoch keine klaren Hinweise.  

Im Spektrum der Cutis laxa Erkrankungen ähneln der ARCL2A auch die 

Krankheitsmerkale der ARCL2C (ATP6V1E1) und ARCL2D (ATP6V1A), da sie 

ebenfalls durch progeroide Gesichtszüge, angeborene Hüftluxationen und Hypotonie 

gekennzeichnet sind24. Ähnlich wie bei der ARCL2A treten außerdem Veränderungen 

des Unterhautfetts und auch Hernien auf. Beide werden ebenfalls durch Mutationen in 

Untereinheiten der V-ATPase ausgelöst, sie betreffen jedoch den V1 Komplex. Sowohl 

die A als auch die E1 Untereinheit sind ubiquitär exprimiert und können nicht durch 

andere Untereinheiten ersetzt werden, sodass sie essentiell für die Funktion der 

V-ATPase sind. Die bisher beschriebenen Mutationen sind missense Mutationen, 

welche die Stabilität des V-ATPase Komplexes verringern, aber wahrscheinlich eine 

Restfunktion der Proteine ermöglichen. Die Patienten leiden, anders als bei ARCL2A, 

unter kardiopulmonalen Veränderungen wie Aortenwurzeldilatation, Kardiomyopathie 

oder Herzfehlbildungen, sodass ein kompletter Verlust der Proteine sehr wahrscheinlich 

zum Tod des Embryos führen würde. Kürzlich wurden auch dominante missense 
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Mutationen in ATP6V1A beschrieben, die zu schwerer mentaler Retardierung mit 

epileptischen Krampfanfällen führen236.  

Sowohl bei der ARCL2C als auch bei der ARCL2D zeigen die Patientenfibroblasten 

einen leicht fragmentierten Golgiapparat, verzögerten Brefeldin A induzierten 

retrograden Transport und große Lysosomen und Autophagosomen24. Eine weitere 

Gemeinsamkeit mit der ARCL2A ist bei beiden Erkrankungen der 

Glykosylierungsdefekt, der jedoch deutlich schwächer ausgeprägt ist. Nur bei ATP6V1A 

Mutationen treten Krampfanfälle auf und nur bei rezessiven Veränderungen wurden 

bisher auch Veränderungen des Kortex in Form einer Polymicrogyrie beschrieben. Dies 

ist ein weiteres Indiz dafür, dass Gyrierungsstörung bei Mutationen in V-ATPase 

Untereinheiten nicht zwingend durch den Glykosylierungsdefekt verursacht sein 

müssen, denn beides tritt nicht zwangsläufig zusammen auf.  

4.6.2 Vergleich verschiedener V-ATPase Defizienzen 

Mutationen in den verschiedenen Untereinheiten der V-ATPase haben sehr 

unterschiedliche Erkrankungen zur Folge. Wie bei der a Untereinheit, gibt es auch von 

anderen Untereinheiten verschiedene Isoformen, die sich zwar teilweise gegenseitig 

kompensieren können, durch spezifische Aufgaben in bestimmten Geweben aber zu 

sehr unterschiedlichen Phänotypen führen. Mutationen in ATP6V1B1 führen zu rezessiv 

vererbter distaler renal-tubulärer Azidose mit Hörverlust (MIM#267300)237. Dominant 

wirken sich hingegen ATP6V1B2 Mutationen aus, die Taubheit und hypoplastische 

Nägel (DDOD, MIM#124480) oder Zimmermann-Laband Syndrom (MIM#616455) zur 

Folge haben, das zusätzlich durch eine Zahnfleisch-Fibromatose, hypoplastische 

Endphalangen und weitere Fehlbildungen gekennzeichnet ist238,239. 

Aus dem Verlust der vier verschiedenen Isoformen der a Untereinheit ergeben sich 

ebenfalls sehr heterogene Krankheitsbilder, denn das Expressionsniveau der 

verschiedenen Isoformen unterscheidet sich stark in den unterschiedlichen Organen. Die 

a1 Isoform ist besonders stark im Gehirn exprimiert und hat in anderen Geweben eine 

mittelstarke Expression. Die a3 Untereinheit ist zwar ubiquitär exprimiert, hat jedoch in 

aktiven Osteoklasten eine 100-fach stärkere Expression als in anderen Geweben und die 

a4 Untereinheit wird in vielen Geweben kaum exprimiert, ist für die Funktion der Niere 

jedoch essentiell70,237,240.  
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Mutationen in der a1 Isoform sind noch nicht mit einer monogenen Erkrankung in 

Verbindung gebracht worden. Jedoch ist eine Variante in der 3’UTR des Gens mit 

Bluthochdruck assoziiert. Diese Variante scheint zu einer verminderten Expression des 

ATP6V0A1-Gens zu führen. Dadurch ist möglicherweise der pH-Wert in einigen 

Vesikeln erhöht, sodass weniger Chromogranin A prozessiert und ausgeschüttet wird241. 

Die damit verbundene Verminderung korreliert mit Bluthochdruck.  

Mutationen in der Isoform a3 führen zu autosomal rezessiver Osteopetrose 

(MIM#259700), bei der es durch die verminderte Resorptionsfähigkeit der Osteoklasten 

zu einer erhöhten Knochendichte kommt242. Im Verlauf der Erkrankung verengen sich 

die Markräume, wodurch die Blutbildung inhibiert wird. Außerdem werden Hirnnerven 

durch den Überwuchs der Schädelknochen komprimiert. Im oc/oc und Tcirg1 

Knock-out Mausmodell, in denen Teile des für die a3 Untereinheit kodierenden Gens 

deletiert sind, findet man einen ähnlichen Phänotyp. Die Mäuse leiden ebenfalls an der 

verminderten Knochenresorption und der damit verbundenen Immundefizienz, sodass 

sie ungefähr im Alter von drei bis fünf Wochen versterben243-245. 

Mutationen der a4 Untereinheit hingegen bewirken eine Distale Renal-tubuläre Azidose 

(MIM#602722), da diese Untereinheit essentiell für die Funktion der Niere ist. 

Zusätzlich kann auch ein Hörverlust auftreten, denn auch in der Cochlea scheint die a4 

Untereinheit eine besondere Rolle zu übernehmen237. Auch bei dieser Erkrankung zeigt 

das Mausmodell einen sehr ähnlichen Phänotyp zum Menschen. Die Knock-out Mäuse 

haben eine Azidose, einen stark eingeschränkten Hör- und Geruchssinn und versterben 

innerhalb der ersten 3-5 Wochen246,247. In Zellen des proximalen Tubulus dieser Mäuse 

konnten vergrößerte Lysosomen und ein Defekt in der Endozytose gezeigt werden, 

sodass sich funktionelle Überlappungen mit dem Verlust der a2 Untereinheit ergeben247.  

Somit führen Mutationen in den anderen Isoformen der a Untereinheit zu sehr 

unterschiedlichen Phänotypen. Die Knock-out Mausmodelle für die jeweiligen 

Erkrankungen bilden, genauso wie bei Mutationen der a2 Isoform, den humanen 

Phänotyp sehr gut ab. 

Mutationen in den E1 und A Untereinheiten, wie sie bei der ARCL2C und ARCL2D 

auftreten, können nicht durch andere Isoformen kompensiert werden und schwächen 

somit alle ATPase Komplexe des Organismus. Trotzdem vereinigen diese 

Krankheitsbilder nicht alle Symptome auf sich, die durch den Verlust anderer 
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Untereinheiten verursacht werden. So haben die Patienten keine Osteopetrose oder 

renale Azidose. Dies könnte auf einen Kompensationsmechanismus zurückzuführen 

sein, der die globale Reduktion der V-ATPase Aktivität partiell ausgleichen kann, 

jedoch beim Fehlen spezifischer Untereinheiten nicht greift.  

Proteine, die bei der Assemblierung des V0 Komplexes im Endoplasmatischen 

Retikulum assistieren, sind VMA21, ATP6AP1 und ATP6AP2. VMA21 Mutationen 

haben eine X-chromosomale Myopathie mit exzessiver Autophagie (MIM#310440) zur 

Folge48. Hier zeigt sich die Unverzichtbarkeit der V-ATPase für die Funktion von 

Lysosomen und Autophagosomen. Auch Mutationen in ATP6AP2 stören die 

Autophagie und haben einen sehr komplexen Phänotyp zur Folge, der wie bei 

ATP6V0A2 Mutationen durch Cutis laxa und einen Glykosylierungsdefekt 

gekennzeichnet ist. Des Weiteren leiden die Patienten an einer Hepatopathie und 

Immundefizienz47. Somit hat diese Erkrankung zahlreiche Überlappungen mit 

Phänotypen, die durch Mutationen in anderen akzessorischen Proteinen der V-ATPase 

ausgelöst werden. Auch ATP6AP1 Mutationen, sowie TMEM199 (Vma12) und 

CCDC115 (Vma22) Mutationen haben Hepatopathien zur Folge248-251. Alle drei 

Erkrankungen führen außerdem ebenfalls zu einem Glykosylierungsdefekt, der 

möglicherweise sekundär zur Hepatopathie ist. Somit ist die V-ATPase auch für die 

Homöostase des Golgiapparates und die dort stattfindende Glykosylierung essentiell. 

Phänotypisch ähneln CCDC115 Mutationen, auch durch die Neurodegeneration, stark 

verschiedenen Speichererkrankungen wie dem Niemann-Pick Syndrom Typ C. Unter 

anderem ist die CCDC115-Defizienz auch von Hypercholesterinämie begleitet, die 

somit erneut das Cholesterin mit der V-ATPase in Zusammenhang bringt. Beim 

Niemann-Pick Syndrom Typ C wird zurzeit eine Behandlung mit Cyclodextrin in 

klinischen Studien eingesetzt um den Cholesteringehalt der Zellen zu senken178,179. Im 

späteren Verlauf des Niemann-Pick Syndroms treten wie auch bei der ARCL2A 

Krampfanfälle und eine Neurodegeneration auf und es bestehen zahlreiche 

zellbiologische Parallelen. Jedoch gibt es auch einige Unterschiede, da beispielsweise 

beim Niemann-Pick Syndrom Typ C die Endozytose nicht beeinträchtigt ist und eine 

Reduktion von Cholesterin diese eher behindern könnte. Trotzdem sollte man bei 

V-ATPase Defizienzen mit Cholesterinakkumulationen ebenfalls präklinische Studien 

mit Cyclodextrin in Erwägung ziehen.  
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Fasst man also die zellulären Merkmale von V-ATPase Defizienzen zusammen, so 

begegnet man immer wieder vergrößerten Lysosomen und Autophagosomen mit 

Cholesterinspeicherung und reduzierter Integrität des Golgiapparates verbunden mit 

Glykosylierungsdefekten. Unter diesem Aspekt soll noch eine weitere Gruppe von 

Erkrankungen mit der ARCL2A Cutis laxa verglichen werden. Der Conserved 

Oligomeric Golgi (COG) Komplex spielt eine wichtige Rolle im retrograden Transport 

innerhalb des Golgiapparates. Mutationen in seinen Untereinheiten führen zu 

verschiedenen erblichen Glykosylierungsdefekten (CDGs), da die Glykosyltransferasen 

nicht innerhalb des Golgiapparates zurück zu den cis Membranen transportiert werden 

können252. Besonders interessant ist der GOG7-CDG (MIM#608779), denn es gibt viele 

Ähnlichkeiten mit dem ATP6V0A2-CDG. Beide sind begleitet von faltiger Haut, 

Hypotonie, epileptischen Anfällen und einem verzögerten retrograden Transport nach 

Brefeldin A Behandlung220,253,254. Peanne et al. konnten in HeLa-Zellen, welche 

fluoreszierende Glykosyltransferasen exprimieren, nach COG7 siRNA Knock-down 

denselben zellulären Phänotyp beoachten255 wie wir in diesen Zellen nach ATP6V0A2 

Knock-down (Dimitrios Wagner, AG Kornak). Zusätzlich konnte in Drosophila Cog7 

Knock-out Mutanten ein Defekt bei der Akrosombildung gezeigt werden, sodass auch 

diese Tiere infertil sind256. Damit unterstreicht dieses Krankheitsbild die Notwendigkeit 

eines intakten Golgitransports zum einen für die Glykosylierung und zum anderen für 

die Akrosombildung. 
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4.7 Die besondere Bedeutung des Atp6v0a2 R755Q Modells 

Es wird angenommen, dass der V0 Subkomplex noch zusätzliche Funktionen hat außer 

dem Protonentransport innerhalb der assemblierten V-ATPase. Möglicherweise ist er 

überdies essentiell für die Fusion verschiedener Membranen. Die V0 Komplexe zweier 

Vakuolen könnten in Hefe einen hydrophilen Kanal bilden und somit die 

Verschmelzung der Membranen unterstützen257. Besonders die a Untereinheit wurde 

unter diesem Gesichtspunkt untersucht, denn durch den hydrophilen N-Terminus könnte 

sie den Kontakt zweier V0 Komplexe ermöglichen. Für die a1 Untereinheit konnte 

gezeigt werden, dass sie mit den SNARE-Proteinen Syntaxin 1A und 7 interagiert, die 

bei der Fusion von Membranen assistieren165,168. In Zebrafisch-Mikrogliazellen wird die 

Fusion von Phagosomen und Lysosomen während der Phagozytose durch das Fehlen 

der a1 Untereinheit gehemmt. Der pH-Wert in diesen Kompartimenten ist jedoch nicht 

verändert, sodass die a1 Untereinheit deren Fusion auf andere Weise regulieren 

könnte258. Gegenteiliges beobachteten Williamson et al. in Photorezeptoren von 

Drosophila melanogaster. Hier akkumulierten durch den Verlust der a1 Untereinheit 

Lysosomen und Autophagosomen. Deren pH-Wert war erhöht, obwohl die a1 

Untereinheit dort auch in Wildtypzellen nicht lokalisiert ist. Das a1 Protein schien 

zusätzlich eine weitere Funktion in der Regulation der Fusion von frühen Endosomen 

zu haben, die unabhängig vom pH-Wert ist165. Bereits diese Arbeitsgruppe machte sich 

den Einsatz einer gezielten Mutation zunutze, die eine stabile a Untereinheit 

hervorbringt, die keinen Protonentransport zulässt. Nur so lassen sich die verschiedenen 

Funktionen dieser Untereinheit voneinander getrennt untersuchen.  

In der a Untereinheit befindet sich ein essentielles Arginin, das wahrscheinlich die 

Abgabe der von den c Untereinheiten gebundenen Protonen in das Vesikellumen 

ermöglicht59,62. Dieses Arginin befindet sich in einer Region, die in allen a Isoformen 

von der Hefe bis zum Menschen hoch konserviert ist165. In Hefe handelt es sich um 

R735, dessen verschiedene Mutationen bereits auf Stabilität und Funktionalität 

untersucht wurden. So ermöglichen die Mutationen zu Asparagin (N), Glutaminsäure 

(E) oder zu Glutamin (Q) eine stabile a Untereinheit, die in den V-ATPase Komplex 

assembliert werden kann, jedoch den Transport von Protonen inhibiert259. 

Coonrod et al. mutierten diesen Rest (R735Q) und zeigten, dass dieses Protein die 

Fusion von Hefevakuolen nicht normalisieren konnte, weil dafür eine Ansäuerung 

dieser Kompartimente notwendig ist260. Mit der Mutation des homologen Restes in der 
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a1 Untereinheit von Drosophila melanogaster R755A konnten Williamson et al. bereits 

einige pH-Wert abhängige und pH-Wert unabhängige Funktionen dieser Untereinheit 

unterscheiden165.  

Wir mutierten daher den homologen Rest Arginin 755 in der a2 Untereinheit der Maus 

zu Glutamin (R755Q) um in folgenden zellulären Analysen, die Funktion für den 

Protonentransport von weiteren Aufgaben in der Interaktion mit Proteinen des 

intrazellulären Transports abtrennen zu können. Die mRNA Expression des Gens ist 

durch die Mutation nicht verringert, jedoch ist das Protein möglicherweise leicht in 

seiner Stabilität beeinträchtigt. So zeigte sich bei heterozygoten Tieren im Western Blot 

eine leichte Reduktion des Proteins auf 90%, sowie bei den homozygoten R755Q Tieren 

eine etwas stärkere Reduktion auf ungefähr 73% (Abbildung 38). Die Überexpression 

eines humanen a2 Proteins mit der R755Q Mutation in HeLa-Zellen ergab eine 

Lokalisation des mutierten Proteins am Golgiapparat wie beim Wildtypprotein. Jedoch 

wurde das mutierte Protein auch schwach an weiteren Orten innerhalb der Zelle 

detektiert, wobei es sich möglicherweise um das ER handeln könnte (Anne Hoffmann, 

AG Kornak). Dies könnte auf eine in geringem Maße erfolgende fehlerhafte Faltung des 

Proteins hindeuten. Da der Hauptteil der R755Q mutierten Proteine jedoch stabil und 

korrekt gefaltet richtig in der Zelle lokalisiert, ist davon auszugehen, dass das mutierte 

Protein den Platz des Wildtypproteins in den Zellen einnimmt.  

Bei der a3 Untereinheit bewirkte die Mutation des homologen Restes R740S in der 

Maus eine Entkopplung des Protonentransports von der ATP-Hydrolyse, sodass die 

Osteoklasten keine Protonen mehr in die Resorptionslakunen sezernieren konnten261. 

Dabei zeigte die R740S Mutation einen dominant negativen Effekt. Die heterozygoten 

Tiere hatten zwar eine normale Lebenserwartung, jedoch eine deutlich gesteigerte 

Knochendichte. Im Gegensatz dazu wurde bei Knock-out Mäusen mit einem Verlust der 

a3 Untereinheit bei heterozygoten Tieren bisher kein Phänotyp beschrieben. Der 

dominante Effekt der R740S Mutation könnte sich dadurch erklären, dass in einem 

Knock-out Modell die fehlende a Untereinheit durch andere Isoformen teilweise ersetzt 

werden kann. Im Falle des stabilen mutierten Proteins ist dies nicht möglich, da dieses 

den V-ATPase Komplex bindet und dessen Protonentransport inhibiert. Unterstützt wird 

diese Hypothese dadurch, dass Mäuse, die homozygot für die R740S Mutation sind, 

möglicherweise einen stärker ausgeprägten Phänotyp zeigen als die Knock-out Mäuse. 

Obwohl sie bei der Geburt noch nicht auffällig sind, schreitet die Osteopetrose so 
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schnell voran, dass die Tiere schon im Alter von 14 Tagen versterben262. Auch die 

Veränderungen der Zähne der Mäuse sind im Mausmodell mit der R740S Mutation 

eventuell ausgeprägter263. Es konnten außerdem vergrößerte intrazelluläre Vesikel und 

eine Störung der Autophagie detektiert werden262. Die Osteoklasten der Tiere mit der 

missense Mutation waren auch dadurch auffällig, dass die Ansäuerung der Lysosomen 

beeinträchtigt war. Dieser Mechanismus scheint bei Fehlen der a3 Untereinheit in den 

entsprechenden Knock-out Mausmodellen kompensiert zu werden.  

Die erste Analyse der Atp6v0a2 R755Q Linie ergab bisher keinen dominanten Effekt, 

jedoch könnte sich dieser auf bestimmte Aspekte des Phänotyps beschränken. Bisher 

zeigen die homozygoten R755Q Tiere einen ähnlichen Phänotyp wie die Atp6v0a2 

Knock-out Tiere, möglicherweise mit stärkerer Ausprägung (Guido Vogt, AG Kornak).  

Somit war es uns durch die R755Q Mutation möglich, eine Mauslinie zu erzeugen, in 

der die ATP-Hydrolyse vom Protonentransport abgekoppelt wurde. Zusätzlich steht die 

mutierte a2 Untereinheit weiterhin für die Interaktion mit anderen Proteinen des 

intrazellulären Transports, wie zum Beispiel ARNO zur Verfügung. Die detaillierte 

Analyse des Phänotyps soll Aufschluss darüber bringen, welche Aspekte der 

Erkrankung auf die Funktion der a Untereinheit im Protonentransport und welche auf 

andere Proteinfunktionen zurückzuführen sind. Dass diese Frage bisher noch nicht 

hinreichend beantwortet ist, zeigt sich in anhaltenden Diskussionen zu diesem 

Thema43,164,260. 
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4.8 Ausblick 

4.8.1 Zukünftige Analyse des zellulären Pathomechanismus  

In der vorliegenden Arbeit wurde nach dem siRNA vermittelten Knock-down von 

ATP6V0A2 ein zellulärer Phänotyp mit einer Akkumulation von Endosomen, 

Lysosomen und Cholesterin beobachtet. Da ein ähnlicher Phänotyp durch eine 

experimentelle Erhöhung des pH-Werts mit Bafilomycin A1 oder Chloroquin gezeigt 

werden konnte, scheint der veränderte pH-Wert nach ATP6V0A2 Verlust die Ursache 

der morphologischen Veränderungen sein. Um dies zu belegen, sind pH-Wert 

Messungen im Golgiapparat, den Endosomen und den Lysosomen notwendig.  

Die Akkumulation von Cholesterin könnte dadurch verursacht sein, dass dieses nicht 

aus den Vesikeln abtransportiert werden kann oder durch eine übermäßige Produktion 

hervorgerufen werden. Hier würde die Untersuchung der sterol regulatory element-

binding proteins (SREBPs) weitere Hinweise liefern. Diese werden möglicherweise 

vermehrt im Golgiapparat prozessiert und dann in den Kern transportiert. Die vermehrte 

Prozessierung könnte mittels Western-Blot dargestellt werden. Nach einer 

Fraktionierung von Kern und Zytoplasma könnte ebenfalls durch einen Western-Blot 

die vermehrte Lokalisation der SREBPs im Kern nachgewiesen werden. Dies wäre 

durch die Wahl eines geeigneten Antikörpers auch mittels Immunfluoreszenz möglich. 

Außerdem könnte eine qPCR die erhöhte Expression von Zielgenen der SREBPs für die 

Steigerung der Cholesterinproduktion zeigen. 

Die Untersuchung der Auswirkungen des gestörten intrazellulären Transports auf die 

Sekretion kann einen Rückschluss auf den Pathomechanismus der ARCL2A 

ermöglichen. Daher muss die Sekretionsleistung der Zellen nach Verlust der a2 

Untereinheit genauer untersucht werden.  

Die offensichtlichen zellulären Veränderungen in HeLa-Zellen nach siRNA 

vermitteltem Knock-down von ATP6V0A2 sind bisher in ARCL2A Patientenzellen zum 

Teil nur in der Elektronenmikroskopie sichtbar. In ersten Untersuchungen an 

embryonalen Fibroblasten der Knock-out Mäuse zeigte sich keine offensichtliche 

Akkumulation von Endosomen oder Lysosomen. Es ist daher notwendig einen Zelltyp 

zu identifizieren, der eine stärkere Ausprägung des Phänotyps zeigt. Dies könnte 

eventuell bei Neuronen möglich sein. Eventuell wird durch die optimalen Bedingungen 
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in der Zellkultur ein Phänotyp verdeckt, so dass ein Hungern der Zellen durch 

Serumentzug eine stärkere Ausprägung ermöglichen könnte. 

Die Untersuchung von Zellen der R755Q Knock-in Tiere kann wichtige Hinweise auf 

den Mechanismus hinter dem zellulären Phänotyp geben. Zuerst muss überprüft 

werden, ob das mutierte Protein in den V0 Komplex assembliert wird. Ist dies der Fall 

und werden die Veränderungen auch in diesen Zellen beobachtet, liegt die primäre 

Ursache im erhöhten pH-Wert. Sollten die Zellen jedoch nicht beeinträchtigt sein, so 

kann das Protein die Funktion in der Vesikelfusion und der Interaktion mit anderen 

Proteinen weiter ausüben und diese Mechanismen können als Ursache identifiziert 

werden. 

4.8.2 Nutzung der Atp6v0a2 Flox Linie  

Die Atp6v0a2 Knock-out Linie repräsentiert den kompletten Verlust der a2 Untereinheit 

im gesamten Organismus. Für einige Fragestellungen ist es jedoch notwendig zu 

analysieren, welcher Zelltyp für den Phänotyp verantwortlich ist. Zudem ist es auch 

interessant, zu welchem Entwicklungszeitpunkt der Verlust der a2 Untereinheit zu einer 

bestimmten Fehlbildung führt. Daher wurde die Atp6v0a2 Flox Linie erzeugt, in der die 

Exons 15 bis 17 von loxP Sequenzen flankiert sind. Diese Sequenzen beeinflussen die 

Expression des Gens selbst und der Nachbargene nicht. Durch Verpaarung dieser Mäuse 

mit verschiedenen Cre-Linien kann ein gewebe- oder entwicklungsspezifischer 

Knock-out des Atp6v0a2 Gens verursacht werden. Dies kann auch für Experimente an 

Zellen verwendet werden, die aus diesen Mäusen isoliert werden. Denn die Cre 

Exzision lässt sich auch bei kultivierten Zellen durchführen oder kann nach Verpaarung 

mit induzierbaren Cre-Linien durch gut applizierbare Reagenzien erzeugt werden. Somit 

kann in der Zellkultur der akute Verlust des a2 Proteins simuliert werden, der häufig zu 

besonders starken Effekten führt. 

4.8.3 Zukünftige Untersuchungen an Atp6v0a2 Mausmodellen 

In den Knock-out Mäusen wurde eine dünnere Dermis beobachtet. Hier könnte eine 

genauere strukturelle Analyse von elastischen Fasern und Kollagenen nähere 

Anhaltspunkte für die Entstehung der Hautveränderungen erbringen. Auch eine Analyse 
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der Haarzyklen könnte besonders im Vergleich zu Gorab Knock-out Mäusen weitere 

Informationen liefern. 

Die Knochendichte bei fünf Wochen alten Knock-out Mäusen war reduziert, während 

sie sich in zwölf Wochen alten Tieren weitgehend normalisierte. Hier kann eine 

Analyse auf zellulärer Ebene durch Untersuchung von Osteoblasten, Osteoklasten, 

Osteozyten und Chondrozyten in der Histologie und in der Genexpression genauere 

Anhaltspunkte für die Entstehung der Osteopenie liefern. Die Untersuchung älterer 

Knock-out Tiere könnte zeigen, ob die verminderte Knochendichte der jungen Mäuse 

im Alter zu einem erhöhten Risiko für Osteoporose führt. 

Die Analyse der Glykanstrukturen der Knock-out Mäuse ergab bisher keinen klaren 

Hinweis auf einen Glykosylierungsdefekt. Die Ausweitung dieser Untersuchung mit 

weiteren Lektinen und eine Überprüfung der O-Glykosylierung sind hier dringend 

notwendig um zu klären, ob es sich bei dem Glykosylierungsdefekt der ARCL2A 

Patienten um die Ursache der Organveränderungen handelt oder ob es sich um ein 

Begleitsymptom handelt, dass in der Maus für die Ausprägung des Phänotyps nicht 

notwendig ist. 

Da die männlichen Atp6v0a2-/- Mäuse infertil sind, wurde die Rolle der a2 Untereinheit 

für die Ausbildung von Spermien aufgezeigt. Nun ist es notwendig die einzelnen Phasen 

der Spermatogenese und Spermiogenese detailliert zu untersuchen um die Entstehung 

des Defekts aufzuklären. Da Untersuchungen beim ARCL2A Patienten fehlen, würde 

hier die Analyse von humanen Proben bisher unbekannte Aspekte des Krankheitsbildes 

aufdecken. Einige Patienten sind geistig nicht eingeschränkt, so dass diese Information 

und eine mögliche Therapie für die Betroffenen sehr wichtig wäre. Da, wie in 

Kapitel 4.5.4 Veränderte Spermien im Mausmodell erläutert, die a2 Untereinheit auch 

ein Marker für die Fruchtbarkeit gesunder Männer sein könnte, ergeben sich hier auch 

Implikationen für die breite Bevölkerung. 

Die Aspekte der Erkrankung, die die ARCL2A Patienten am schwersten 

beeinträchtigen, sind die Pflasterstein-Lissenzephalie, die schwer medikamentierbaren 

Krampfanfälle und die mögliche Neurodegeneration. Hier besteht der größte 

Forschungsbedarf um den Patienten langfristig eine Therapie zu ermöglichen. Das 

Atp6v0a2 Knock-out Mausmodell bietet durch die Ausprägung eines ähnlichen 

Phänotyps die Möglichkeit die Entstehung in der Embryonalentwicklung näher zu 
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verfolgen. Außerdem kann die Analyse von Neuronen dieser Tiere Veränderungen im 

intrazellulären Transport, dem Cholesteringehalt und dem Migrationsverhalten 

aufdecken. Sollten sich bei der Cholesterinverteilung ähnliche Befunde wie beim 

Niemann-Pick Syndrom Typ C zeigen, könnte eine Therapie beispielsweise mit 

Cyclodextrin bei den Mäusen erprobt werden. Eine weitere therapeutische Möglichkeit 

läge in der Stimulation der V-ATPase durch eine gesteigerte Aktivität anderer 

kompensatorisch wirkender a Untereinheiten. Für die Erprobung einer Behandlung ist 

es jedoch notwendig einen Verlaufsparameter bei den Mäusen zu definieren, der 

therapiert werden kann. Da die Atp6v0a2-/- Mäuse vereinzelt epileptische Anfälle 

zeigten, könnte es sinnvoll sein, die Reizschwelle hierfür besser zu definieren. Dazu 

könnten verschiedene Verfahren wie beispielsweise eine Rüttelplatte und die gezielte 

Beobachtung des Einzeltieres notwendig werden. Bisher wurde nicht untersucht, ob bei 

den Mäusen möglicherweise auch Verhaltensauffälligkeiten zu beobachten sind, die mit 

standardisierten Tests wie dem open field detektiert werden könnten. 

Essentiell für die Aufklärung des Pathomechanismus der ARCL2A bleibt die Analyse 

der R755Q Knock-in Mäuse. Bisherige Untersuchungen ergaben einen ähnlichen 

Phänotyp wie bei den Knock-out Mäusen (Guido Vogt, AG Kornak), was die zentrale 

Funktion der a2 Untereinheit für den Protonentransport unterstützt. Feine Unterschiede 

im Phänotyp der Knock-out und Knock-in Mäuse könnten jedoch Aspekte der 

Erkrankung aufdecken, die durch andere Funktionen der a2 Untereinheit, zum Beispiel 

in der Vesikelfusion, verursacht werden.     

Somit wurden durch diese Arbeit die nötigen Modelle entwickelt und charakterisiert um 

den Pathomechanismus der ARCL2A zukünftig so gut zu erforschen, dass Therapien 

daraus abgeleitet werden können. 
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Abkürzungsverzeichnis 

 
bp Basenpaare 

BSA Bovines Serumalbumin 

cDNA Coding DNA / Copy DNA 

CMV Cytomegalievirus 

CSPD Disodium 3-(4-methoxyspiro {l,2-dioxetane-3,2'-(5'-chloro)tricycle 

[3.3.1.13,7]decan}-4-yl) phenyl phosphate 

DAPI 4′,6-Diamidino-2-phenylindol 

DIG Digoxigenin 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EEA1 early endosome antigen 1 

ES-Zellen Embryonale Stammzellen 

Gapdh Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

Hprt Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 

kb Kilobasen 

kDa Kilodalton 

LB lysogeny broth / Luria Broth / Nährmedium für Bakterien 

OD Optische Dichte 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 

PCR Polymerase chain reaction – Polymerase-Kettenreaktion 

siRNA Short interfering RNA 

TGN46 Trans-Golgi-Netzwerk Protein 46 

Well Vertiefung 

WT Wildtyp 
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