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Abstract

Background: The insulin-regulated aminopeptidase (IRAP) is a trimming enzyme
located in intracellular vesicles of many different cell types. It can be redistributed to the
cell surface in response to cell-specific stimuli, for example GluT4 in insulin-sensitive
cells. In dendritic cells IRAP plays a pivotal role in the trimming of exogenous
peptides for cross-presentation on MHC-I-Receptors. Only few data exist concerning
the regulation of IRAP in dendritic cells. Preliminary data of the hostlab suggest spacial
and functional links between IRAP and the mTOR-pathway. The spacial links are the
endosomal colocalisation of IRAP with Rab14 and AS160 (substrates of mTOR) and
IRAP’s recruitment to the early phagosomes with LAT1 (upstream-protein of mTOR).
The functional link is an increased autophagic activity found in IRAP-deficient dendritic
cells. We have sought to investigate this relation between IRAP and the mTOR-
pathway and to find out whether there is a regulatory link between IRAP’s endosome

and a glucose-receptor in dendritic cells.

Methods: Growth curves of different cell types have been established to compare
proliferation between wildtype- and IRAP-deficient cells. The most important mTOR
substrates have been analysed by Western Blot in wildtype- and IRAP-deficient
dendritic cells. The expression of different glucose-receptors and LAT1 were

measured with qPCR in wildtype- and IRAP-deficient dendritic cells.

Results: The proliferation of IRAP-deficient dendritic cells and fibroblasts (MEF) was
found to be slower than that of their wildtype equivalents. Expression of certain mTOR-
substrates (Akt, S6K) was found to be lower in IRAP-deficient dendritic cells. No
significant difference concerning the expression of GluT1, GIuT3 and LAT1 could be
found between wildtype and IRAP-deficient dendritic cells, contrary to this, the

expression of GluT4 was higher in IRAP-deficient dendritic cells.



Conclusion: Our data suggest a regulatory direct or indirect link between IRAP and the

mTOR-pathway, which could be similar to a signaling platform. Contrary to insulin-

responsive cells, there seems to be no regulatory link between IRAPs endosome and a

glucose transporter in dendritic cells.



Abstrakt

Einleitung: Die insulinregulierte Aminopeptidase (IRAP) ist ein ubiquitar im Koérper
verbreitetes Enzym, das sich in intrazellularen Vesikeln befindet, die unter
zellspezifischen Stimuli an die Zelloberflachen reguliert werden konnen. Als
Oxytocinase spaltet IRAP Peptidbindungen, auch ihre Funktion scheint zellspezifisch zu
sein. In dendritischen Zellen ist IRAP zusammen mit anderen Enzymen flr das
aminoterminale Trimming exogener Peptide zustandig, die folglich auf MHC-I an der
Zelloberflache prasentiert werden (Kreuzprasentation). Es existieren wenige
Informationen Uber die Regulation von IRAP in diesen Zellen. Die Vorarbeiten hierzu
lieRen eine Verbindung zur mTOR-Signalkaskade herstellen: IRAP befindet sich in
dendritischen Zellen in endosomaler Nachbarschaft u.a. mit Rab14 und AS160
(Substrate von mTOR) und wird in das fruihe Phagosom rekrutiert, wo auch LAT1, ein
wichtiges Upstream-Protein von mTOR, identifiziert werden konnte. Zudem konnte in
IRAP-defizienten Zellen eine hodhere Autophagieaktivitdt nachgewiesen werden. Die
mdgliche Verbindung von IRAP zur mTOR-Signalkaskade sollte in dieser Arbeit
untersucht werden. Des Weiteren sollte geklart werden, ob IRAP in DC genau wie in

insulinsensitivem Gewebe eine Wechselwirkung mit einem Glucosetransporter eingeht.

Methoden: Es wurden Wachstumskurven verschiedener Zelltypen (IRAP-Knockout und
Wildtyp) angefertigt und die wichtigsten Substrate von mTOR in dendritischen Zellen
(IRAP-Knockout und Wildtyp) anhand von Western Blots gemessen. Daruber hinaus
wurde anhand von qPCR die Expression von LAT1 wund verschiedenen
Glucosetransportern in dendritischen Zellen (IRAP-Knockout und Wildtyp) gemessen und

verglichen.

Ergebnisse: Die Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass eine IRAP-Defizienz mit
einer Aktivitdtsminderung von mTOR einhergeht. IRAP-defiziente Zellen (DC und MEF)
zeigten ein verlangsamtes Wachstumsverhalten im Vergleich zum Wildtyp. Dartber
hinaus lieBen sich bestimmte mMTOR-Substrate (Akt, S6K) im IRAP-Knockout in

geringerer Menge als im Wildtyp nachweisen. In der Expression der Glucosetransporter



GIuT1 und GIuT3 und des Proteins LAT1 konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen |IRAP-defizienten Zellen und Wildtyp-Zellen gefunden werden. Die
Ergebnisse der Versuche zu GIuT4 zeigten eine etwa sechsmal hdéhere Expression in
IRAP-defizienten Zellen. Dieses Ergebnis muss durch weitere Untersuchungen bestatigt

werden.

Zusammenfassung: |RAP scheint eine regulatorische Wirkung auf die mTOR-
Signalkaskade zu haben, hierbei ist das Modell einer Signaling Platform oder aber ein
direkter oder indirekter Regulationsmechanismus denkbar. Eine regulatorische
Beziehung von [IRAPs Endosom zu einem Glucose-Transporter ist nicht

wahrscheinlich.



1 Einleitung

1.1 Die insulinregulierte Aminopeptidase

Die insulinregulierte Aminopeptidase (IRAP) ist ein ubiquitar im Korper verbreitetes
Enzym, das sich in intrazellularen Vesikeln befindet, die unter zellspezifischen Stimuli
an die Zelloberflachen reguliert werden konnen'. In der Schwangerschaft befindet
sich IRAP auch in Iéslicher Form im Serum und auch die Funktion des Enzyms scheint

zellspezifisch zu sein’.
1.1.1  Die Aminopeptidase IRAP

Peptidasen sind Enzyme, die Peptidbindungen durch Hydrolyse =zerstoren. Die
Untergruppe der Exopeptidasen spaltet nur endstandige Peptidbindungen. Zu dieser
Gruppe gehoéren auch die Aminopeptidasen, die einzelne Aminosauren vom N-
terminalen Ende von Proteinen trennen. IRAP ist der M1-Familie der zinkabhangigen
Metalloproteasen zugehdrig? und hat ein Molekulargewicht von 104,575 Da3. Als Typ-lI-
Transmembranprotein besteht IRAP aus drei Domanen: einem zytoplasmatischen N-
Terminus (109 Aminosauren), einem transmembranen Bereich (23 Aminosauren) und
einem intraluminalen bzw. extrazelluldaren Bereich (893 Aminoséuren)?. Im
extrazellularen Teil sind die zwei typischen M1-Metalloproteasen-Motive lokalisiert: Das
Zn-Bindungsmotif HEXXH(X)18E und das GAMEN-Motif2. In Abbildung 1 ist die

Struktur von IRAP schematisch dargestellt.

IRAP Active Site Homologous Region
Intracellular * "
Domain Extracellular Domain
- =
NH» LL , GAMEN  HEXXH(X)gE COOH
LL Motif

Abbildung 1: Die IRAP und ihre Struktur schematisch dargestellt (Ubernommen aus Tsujimoto et al., Biochim
Biophys Acta 2005)>



Einleitung

IRAP wurde erstmals im Zusammenhang mit Untersuchungen zur Regulation des
Glucosetransporter-4 (GluT4) entdeckt. Direkt nach der Identifikation von GluT4
bemihte man sich, die biochemische Zusammensetzung seines intrazellularen
Kompartiments zu verstehen und wurde so auf das sich darin befindende Protein IRAP
aufmerksam#®. Es wurde zunachst aufgrund seiner GrofRe vp165 (vesicle protein
165kDa) oder gp160 (Glycoprotein 160kDa) genannt®’. Etwa zeitgleich entdeckte man
das humane Homolog des Enzyms, anfangs ohne zu verstehen, dass es sich um
dasselbe Protein handelt. Als plazentare Leucin-Aminopeptidase (P-LAP) untersuchte
man IRAP im Zusammenhang mit der Prozessierung verschiedener Peptidhormone wie

Oxytocin, Vasopressin und Angiotensin®®,
1.1.2 Vorkommen und Regulierung

Die IRAP ist im humanen und murinen Organismus ubiquitar verbreitet: Sie ist in Zellen
von Muskel- und Fettgewebe, ZNS, Niere, Nebenniere, Milz, Prostata, Thymus, Herz,
Aorta und Plazenta identifiziert worden'®. Beim Menschen kommt IRAP wahrend der
Schwangerschaft auch als I6sliche Form im Serum vor'®'". Intrazellular residiert das
Enzym in einem endosomalen Vesikel und kann nach Einwirken zellspezifischer Stimuli
an die Zelloberflache rekrutiert werden. In insulinsensitivem Gewebe ist der
Mechanismus dieser Rekrutierung bereits gut verstanden: IRAP kolokalisiert dort mit
GluT4 in einem Endosom, das bei Insulinstimulus an die Zelloberfliche migriert'2.
Dieser Mechanismus wirkt Uber die PI3K-Akt-Signalkaskade. Es sind drei Akt-Proteine
beschrieben, Akt1, Akt2 und Akt3, wovon Akt2 bei Insulinstimulus zur Membran
rekrutiert wird, was erforderlich fir die GluT4-Translokation ist'>. Auch wurden das
Protein AS160 und die GTPasen Rab10, Rab11 und Rab14 identifiziert, die an der
Translokation des Vesikels beteiligt sind'*'5. Das Protein AS160 geht ebenfalls eine
Bindung mit IRAP ein'®. In-vivo-Studien zeigten, dass der Insulinspiegel IRAP-
defizienter Mause unauffallig ist. Eine IRAP-Defizienz geht jedoch in Adipozyten mit
Defiziten in der basalen und insulinabhangigen Glukoseaufnahme und in Adipozyten und

Muskelzellen mit einer erniedrigten GluT4-Expression einher'®. GluT4-defiziente Mause
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Einleitung

weisen auBerdem eine Umverteilung von IRAP in Richtung der Zellmembran auf'’. In-
vitro-Daten bestatigten die Beziehung zwischen IRAP und GluT4 nur teilweise. An den
Oberflachen von IRAP-defizienten Adipozyten wurde eine reduzierte GluT4-Expression
nachgewiesen, an den Oberflachen von Glut4-defizienten Adipozyten jedoch keine
reduzierte IRAP-Expression’. IRAP scheint somit die GluT4-Expression an der
Zelloberflache zu determinieren, wahrend die IRAP-Expression GluT4-unabhéngig ist'’.
Diese Ergebnisse sind von besonderem Interesse, da IRAP und GluT4 dadurch in
Zusammenhang mit dem Diabetes Mellitus Typ Il gestellt wurden. Diese
Stoffwechselerkrankung beruht auf einer Insulinresistenz der Zellen und/oder einem
Insulinmangel durch dysfunktionale Betazellen im Pankreas und resultiert in einem
chronisch erhdhten Blutzuckerspiegel. In humanen Adipozyten dieser Patienten war die
insulininduzierte Translokation der intrazelluldaren GluT4-Vesikel an die Zelloberflache
beeintrachtigt und somit auch die Glukoseaufnahme dieser Zellen'®. Gleichermalien war
die insulininduzierte Translokation von IRAP in den Adipozyten der Diabetes-Typ-II-
Patienten beeintrachtigt, auch wenn IRAP in diesen Zellen in hoherer Konzentration
an der Zellmembran vorgefunden wurde als in den gesunden Kontrollen'. So
entstanden IRAP-involvierende Erklarungsmodelle fur die Pathophysiologie des
Diabetes Mellitus Typ II: Da die IRAP-Translokation an die Zellmembran bei der
Krankheit nicht regelrecht ablauft, kann die Aminopeptidase ihre Zielhormone dort nicht
ausreichend spalten'. Diese haben somit eine langere Wirkdauer im Organismus und
konnten so fiir Komplikationen bei Typ-ll-Diabetes verantwortlich sein'®. Des Weiteren
weisen IRAP-defiziente Mause eine verminderte GluT4-Expression in Herzmuskelzellen
sowie eine kardiale Hypertrophie auf, die sich auch bei Typ-ll-Diabetikern wiederfindet'®.
Da IRAP von zahlreichen Zelltypen exprimiert wird, GluT4 jedoch nur von wenigen,
mussen andere zellspezifische Stimuli existieren, die eine Translokation des IRAP-
Vesikel an die Zellmembran hervorrufen konnen. Folgende Stimuli konnten in
verschiedenen Zelltypen bereits identifiziert werden: Endothelin-1 in Adipozyten (GluT4-
Vesikel), Forskolin in neuroendokrinen Tumorzellen, Vasopressin in tubuldren
Epithelzellen der Niere, Oxytocin in humanem vaskuldren Epithelgewebe, IgE in

Mastzellen, LPS und IFN—y in Makrophagen?*-?4, Das Gastlabor befasste sich mit der
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Einleitung

Rolle von IRAP fiir den Prozess der Kreuzprasentation in dendritischen Zellen?®, wobei
der Fokus auch darauf lag, die Regulation von IRAP in diesen Zellen zu verstehen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Aminopeptidase in DC zu mehr als 50 % in einem
Rab14-, Syntaxin-6- und Typ-1-Mannose-Rezeptor-positivem intrazellularen
Kompartiment lokalisiert ist sowie zu 20-30 % mit dem Early Endosome Antigen 1
(EEA1) und MHC-I kolokalisiert und in frihe Phagosomen rekrutiert wird"'. Warum
IRAP sich mit diesen Proteinen in einem Vesikel befindet, ob noch weitere DC-
spezifische Proteine in diesem Vesikel mittransportiert werden und ob und wenn ja durch

welche Stimuli eine Translokation an die Zelloberflache der DC stattfindet, ist bislang noch

unklar.
(A nsulin receptor 1( B Cell surlace recepior? |
=" =t =S =
Rapi¢ lranslocation Ragpid transiocation A
under stimulation \ under stimudation  * ? \
€ Class la PI3K PIK?
J
/ v
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L P @ "
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Abbildung 2: Modelle zur Regulierung der IRAP-Vesikel. (A) beschreibt die Situation in insulinsensitivem
Gewebe: Ein Insulinstimulus bewirkt die Aktivierung von Akt2 iiber die PI3-Kinase und somit eine Mobilisierung
des IRAP-Vesikels an die Zelloberflache, wo IRAP exprimiert wird. GluT4, Rab14, Rab8, Rab10 und AS160
kolokalisieren mit IRAP im oder am Endosom. (B) zeigt das unvollstandige Modell zur Regulierung des IRAP-
Vesikels in einer dendritischen Zelle. Der zellspezifische Stimulus und Rezeptor ist unbekannt, ebenso wie die
Signalkaskade, iiber welche die Aktivierung des Endosoms weitergeleitet wird. Fest steht, dass IRAP mit Rab14,

MHC-I und AS160 kolokalisiert. (Entnommen aus Saveanu, Front Immunol 2012)"°

1.1.3 IRAP: Immunologische Funktion

Im immunologischen Kontext ist IRAP flr seine Rolle bei der Antigenprozessierung fur
die Kreuzprasentation dendritischer Zellen bekannt. Dendritische Zellen kénnen als
einzige antigenprasentierenden Zellen neben der Antigenerkennung und —aufnahme
auch naive T-Zellen aktivieren?. Alle kernhaltigen Kdrperzellen sind in der Lage, Peptide

von endogenen Proteinen auf MHC-Klasse-I-Molekilen zu laden und CD-8*-T-
4



Einleitung

Lymphozyten (T-Zellen) zu prasentieren. Professionell antigenprasentierende Zellen wie
DC konnen zusatzlich Epitope exogener Proteine auf MHC-Klasse-lI-Molekule laden
und CD4-T-Zellen prasentieren. DC haben darUber hinaus die Eigenschaft, T-Zellen
auch extrazellular aufgenommene Peptide auf MHC-I zu prasentieren: Dieser

Vorgang wird Kreuzprasentation genannt?’.

Fiar die Generierung der Antigen-Epitope, die auf MHC-I-Molekule geladen werden, gibt

es zwei verschiedene Wege:

Beim proteasomabhangigen Weg werden Proteine zunachst in einem Phagosom ins
Zytosol befordert und dort durch das Proteasom, einer multikatalytischen Endopeptidase
gespalten®®. Dann werden sie durch den Membrantransporter TAP (transporter associated
with antigen processing) ATP-abhangig ins endoplasmatische Retikulum beférdert?®. Die
im endoplasmatischen Retikulum angekommenen antigenen Peptide, die haufig N-
terminal verlangert sind, missen aminoterminal getrimmt werden, um ausreichend affin
und mit der entsprechenden Lange an MHC-I-Proteine zu binden. Diese Aufgabe
ubernehmen einerseits die im endoplasmatischen Retikulum residierenden Enzyme
ERAP1 und ERAP2 (ER aminopeptidase associated with antigen processing, im murinen
Organismus existiert nur ERAAP1)3%3" und zum anderen die im Phagosom lokalisierte
IRAP'. Die MHC-I-Beladung kann somit entweder im endoplasmatischen Retikulum
oder im Phagosom stattfinden. ERAP1 praferiert als Substrat 9-16 Aminosauren
lange Peptidsequenzen, diese werden effizient auf die korrekte Epitoplange (8-10
Aminosauren) fur die MHC-I-Prasentation gebracht oder zerstort, indem zu kurze
Epitope erstellt werden32. Die Sequenzhomologie von IRAP und ERAP sowie seine
Kolokalisation mit MHC-Klasse-I-Molekllen in Endosomen dendritischer Zellen waren
entscheidende Hinweise flur die wichtige Rolle von IRAP als weitere Trimming-Peptidase
fur die Kreuzprasentation. Saveanu et al. konnten 2009 zeigen, dass eine IRAP-Defizienz
in der Tat die Kreuzprasentation beeintrachtigt’. IRAP ahnelt ERAP1 in seiner Trimming-
Fahigkeit, die beiden Aminopeptidasen unterscheiden sich durch die spezifischen
Substrate, die sie auf korrekte Epitoplange fir MHC-I oder auf noch kiirzere Sequenzen
bringen33. Fir die direkte (endogene) MHC-I-Prasentation der DC ist IRAP nicht

erforderlich?.



Einleitung

Der sogenannte vakuolare Weg der Kreuzprasentation lauft unabhangig von TAP ab.
Die Proteine verbleiben im Phagosom/Endosom und werden dort durch Proteasen
degradiert® (s. Abbildung 3).

STR 29D

Proteasome-dependent cross-presentation Vacuolar cross-presentation
5’ MHC-I \, Calnexine m Proteasome @ IRAP
| Peptde transporter ’ Calreticuline =+ Peptides B Rabia
0@ ERAPI2 q Erp57 @) Exogenous antigen 9 Mannose Receptor
D Sec 61 ’ Tapasine € Cathepsin S s 5;:;“0:“0

Abbildung 3: Proteasomabhéangiger und vakuolarer Weg der Kreuzprasentation. Proteasomabhingiger Weg auf
der linken Seite der Abbildung: Die Trimming-Peptidasen ERAP1 und ERAP2 sind im endoplasmatischen
Retikulum lokalisiert, IRAP befindet sich in einem Endosom oder dem friihen Phagosom (Entnommen aus

Saveanu et al., Science 2009)1

1.1.4 IRAP: Enzymatische Funktion und klinische Bedeutung

IRAP trimmt Peptidhormone und hat somit auch abseits der Immunologie verschiedende
wichtige Rollen. Die in der Schwangerschaft und Geburtsmedizin wichtigen Hormone
Oxytocin und Vasopression gehéren auch zu IRAP-Substraten3536. Oxytocin wird vom
humanen Feten produziert und besitzt eine uterotone Eigenschaft. Wahrend IRAP in

anderen Geweben als Transmembranprotein oder in intrazelluldaren Kompartimenten
6



Einleitung

bekannt ist, findet sich in der Schwangerschaft im Serum eine l6sliche Form der
Aminopeptidase, die von den Zellen der Plazenta gebildet wird und aus dem
extramembranaren Teil von IRAP besteht''3”. So wurde IRAP im Zusammengang mit
gynakologischen Erkrankungen gestellt: Das Enzym wurde beispielsweise im Serum von
Praeklampsie-Patientinnen in erniedrigter Konzentration detektiert®. Dariiber hinaus konnte
eine erhohte IRAP-Aktivitat bei Patientinnen mit malignen Ovarial- und Zervixkarzinomen
sowie im Tiermodell flir Mammakarzinom festgestellt werden38, sodass das Enzym
teilweise als Tumormarker genutzt werden kann3°. Es besteht der Verdacht, dass die
IRAP-vermittelte Oxytocinaktivierung eine Auswirkung auf die Proliferation karzinoider
Zellen haben konnte*?. IRAP wird auch von Endometrium-Karzinomzellen exprimiert und
seine Expression  korreliert mit hoherer Malignitdt und  eingeschrankter

Chemosensitivitat*!.

ADH (antidiuretisches Hormon, auch Vasopressin) ist das einzige spezifische Substrat
von IRAP und es konnte gezeigt werden, dass IRAP-defiziente Mause unphysiologische
ADH-Plasmaspiegel aufweisen?. ADH bewirkt durch Aquaporineinbau in distalen
Nierentubuli und im Sammelrohr eine Wasserrtickresorption und ist somit essenziell flr
die Osmoregulation des Organismus. Zudem hat es eine vasokonstriktorische Wirkung,
die man unter anderem auch medikamentds fur Patienten im Schockzustand nutzen
kann. Eine Studie zeigte eine erhohte Mortalitat bei Patienten mit septischem Schock bei
Genvariationen in regulatorischer Region des IRAP-Gens*3. Darliber hinaus ist IRAP
ein Rezeptor flr Angiotensin-4, welches mit hoher Affinitdt an IRAP bindet und die
katalytische Aktivitat der Aminopeptidase inhibiert*445. Diesem Mechanismus wird der
positive Effekt von Angiotensin-4 auf Lernvermdgen und Konzentration zugeschrieben,
weshalb beispielsweise auch an IRAP-Inhibitoren als neue Antidementiva geforscht

wurde?*647,

1.2 Verbindung zwischen IRAP und der mTOR-Signalkaskade

Die Regulierung von IRAP in insulinsensitivem Gewebe wurde bereits intensiv
untersucht. |IRAP kolokalisiert dort, wie oben beschrieben, mit GluT4 in einem

endosomalen Kompartment und kann auf Insulinstimulus an die Zelloberflache reguliert

7
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werden'?. In dendritischen Zellen ist der zellspezifische Stimulus, der IRAPs Vesikel
dirigieren kann, noch unbekannt. In beiden Zelltypen befindet sich AS160 in IRAPs
Endosom, ein direktes Substrat von Akt'. Insulin wirkt Uber eine Aktivierung der PI3-
Kinase und Akt2. AS160 wird von Akt2 phosphoryliert, 16st sich von seinem Vesikel
und aktiviert Rab8, Rab10 und Rab14 und somit wird die Translokation des Vesikels
hervorgerufen. Aber wie verhalt sich IRAP zu anderen Signalkaskaden der Zelle? Akt
ist als zentrales Element in eine der wichtigsten Signalkaskaden eukaryoter Zellen
eingebunden, der mTOR-Signalkaskade, die fir die Kontrolle des Energiemetabolismus
verantwortlch ist. Es stellt sich daher die Frage, ob die mTOR-Signalkaskade auch an
der Regulation des IRAP-Kompartiment involviert ist und Akt eine Verbindung darstellt.
Der Signalweg von mTOR reguliert in allen eukaryoten Zellen wesentliche Prozesse, die
Energie bendtigen oder generieren, d.h. den zellularen Nahrstoffhaushalt, Wachstum

und Proliferation und die im Hungerzustand nétige Energiegewinnung mittels Autophagie.

Bezlglich genau dieser von mTOR regulierten Prozesse wurden im Gastlabor
interessante Beobachtungen gesammelt: IRAP-defiziente Zellen schienen einen
herabgesetzten Wachstumsimpuls haben, sie proliferierten langsamer als Widtyp-
Zellen, jedoch wurden hierzu noch keine Daten erhoben. Zudem fand das Gastlabor
heraus, dass IRAP-defiziente BMDC vermehrt autophagozytotisch aktiv sind, ein Prozess,

der von der mTOR-Signalkaskade reguliert wird.

Die Regulation IRAP-positiver Vesikel in dendritischen Zellen ist von besonderem
Interesse, da sie noch kaum verstanden ist, IRAP jedoch in diesem Zelltyp eine

wichtige Aufgabe als Trimming-Peptidase flr die Kreuzprasentation hat.

Bekannt ist, dass die Aminopeptidase in dendritischen Zellen in einem Endosom mit
Rab14 kolokalisiert, das zumindest in insulinsensitiven Zellen von AS160 aktiviert wird.
Sind Akt und AS160 also auch in dendritischen Zellen in einen regulatorischen
Mechanismus im Bezug auf IRAP-Vesikel involviert? Gibt es einen Zusammenhang
zwischen der mTOR-Signalkaskade und der Regulation von IRAP in verschiedenen
Zelltypen und koénnte somit die vermehrte autophagozytotische Aktivitat und die

langsamere Proliferation von IPAP-defizienten Zellen erklart werden?
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Es sollte im Folgenden untersucht werden, ob es eine Verbindung zwischen IRAP und
der mTOR-Signakaskade gibt und wenn ja, welcher Art diese ist und ob sich dadurch

Hinweise fur die Regulation von IRAPs Kompartiment in dendritischen Zellen ergeben.

1.3 Die mTOR-Signalkaskade
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Abbildung 4: Die mTOR-Signalkaskade, ihre zwei Komplexe mTORC1 und mTORC2 mit den jeweiligen wichtigen

Up- und Downstreamkaskaden (iibernommen aus Zoncu, Nat Rev Mol Cell Biol 2011)*?

Das mechanistic target of rapamycin mTOR (friher stand die Abklrzung fur mammalian
target of rapamycin bei Saugern) ist eine phylogenetisch hochkonservierte
Serin/Threonin-Kinase, die eingebunden in einem Netzwerk verschiedener
Signalkaskaden essenzielle zelluldre Prozesse wie Wachstum, Altern und Stoffwechsel
in Eukaryoten reguliert (s. Abbildung 448). Die TOR-Kinase wurde erstmals in Hefen als
Angriffsort der Substanz Rapamycin identifiziert4%-51.
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1.3.1  Molekulare Zusammensetzung von mTOR

MmTOR ist ein 289kDa groles Protein und besteht aus 2549 Aminosauren. Sein
carboxyterminales Ende ist der katalytischen Domane der Phosphoinositid-3-Kinase

(PI13K) homolog, weshalb es zur Familie der PIKK (Phosphoinositid-Kinase assoziierte

Kinasenfamilie) gehort52:53,

Insulin/IGF
Growth factor

o °. o
Nutrients

Stress,
Hypoxia iy

Rapamycin

Protein . :
synthesis, Ribosome (Rho, Rac -

Metabolism biogenesis Transcription Autophagy Actin organization

Abbildung 5: Die mTOR-Sgnalkaskade, Substrate und Funktionen von mTORC1 und mTORC2 (entnommen aus
Waulischleger, Cell 2006)54
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mTOR bildet die katalytische Untereinheit zweier Komplexe: dem TOR-Komplex-1
(MTORC1) und dem TOR-Komplex-2 (mTORC2) 5'. Diese unterscheiden sich durch
ihre assoziierten regulatorischen Proteine, unter anderem Raptor (mTORC1) und Rictor
(mTORC2), die als Andockstelle fur Substrate und Regulatoren dienen. Z. B. formt
Rapamycin einen Komplex mit FKBP12, der dann an das raptorassoziierte mTOR
bindet>®. Neue Ergebnisse zeigen, dass eine Langzeitbehandlung mit Rapamycin in
bestimmten Zelllinien auch mTORC2 inhibiert>>. Dies kann dadurch erklart werden,
dass Rapamycin-FKPB12 zwar nicht an den formierten mTORC2 binden kann, jedoch

an ungebundenes mTOR und dieses dann von einer Bindung an Rictor abgehalten wird®®.
1.3.2 mTOR: Substrate und Funktionen

Wichtige Substrate des rapamycinsensiblen mTORC1 sind die S6-Kinase-1, ein Enzym,
welches das ribosomale Protein S6 aktiviert, und elF4E binding protein-1 (4EBP-1)%.
Das Protein mTORC1 phosphoryliert sowohl S6K1 als auch 4EBP-1, was zu einer
Aktivierung von S6K1 und einer Inhibition von 4-EBP-1 fiihrt*8. Diese Proteine und ihre
Signalkaskaden kontrollieren die Proteinsynthese Uber Regulation von Translation, die
Ribosomenbiogenese und die Autophagie®®. Bei der Autophagie werden zelleigene
Proteine in Autophagosomen abgebaut und so Nahrstoffe zur Verfigung gestellt, ein
wichtiger Mechanismus flir den Energiehaushalt einer Zelle bei Stress. Dieser Prozess
wird von mTORC1 unterdriickt und bei einer Inhibition von mTORC1 gefordert®®.

MmTORC1 beeinflusst als zentrale Kontrollstation viele andere Signalkaskaden (s. Ab-
bildung 4); unter anderem wird es Uber den ERK-Signalweg aktiviert: Phosphoryliertes
ERK inhibiert TSC2, was zu einer Stimulierung von mTORC1 fihrt®”. Auch wird
mTORC1 Uber den PIK3-Kinase-Signalweg aktiviert, indem PIK3 Uber PDK1 und
Akt/PKB TSC2 inhibiert>*. Hierbei handelt es sich um einen Kreislauf, da die PIK3-
Kaskade rickwirkend von S6K gehemmt wird®. Auch die AMP-Kinase ist in dem
Netzwerk integriert und kann mTORC1 Uber Stimulierung von TSC2, das wiederum
Rheb hemmt, inhibieren*.

Uber mTORC?2 ist weitaus weniger bekannt als ber mTORC1. Unumstritten ist, dass
11
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mTOR2 fur die Aktin-Zytoskelettorganisation  verantwortlich ist*. MTORC2
phosphoryliert aufRerdem Akt an S473%. Dieses ist somit bereit fir eine zweite
Phosphorylierung an T308 durch die PDK1, wodurch es ganzlich aktiviert wird®,
Aktiviertes Akt verhindert Uber Phosphorylierung von FOXO1 und FOXO3 deren
Translokation in den Zellkern und die Aktivierung von Genexpressionsprogrammen,
welche die Apoptose fordern. mTORC2 hat also vermutlich auch eine Funktion auf das
Zelliberleben*®. Akt hat auBerdem eine komplexe Rickkopplungswirkung auf
mTORC1, denn es phosphoryliert auch TSC2, welches im TSC1/TSC2-Komplex
eigentlich als GAP flr die GTP-ase Rheb dient®*. Der Komplex aus TSC1 und von Akt
phosphorylietem TSC2 kann diese Funktion nicht mehr erflllen und so sammelt sich
GTP-Rheb an, welches wiederum mTORC1 aktiviert °°.

1.3.3 Regulierung des mTOR-Pathways

Da der mTOR-Signalweg ein essenzieller Regulator aller grolden
energieverbrauchenden und -generierenden zellularen Prozesse ist, ist es biologisch

sinnvoll, dass er durch eine Vielzahl an Signalen gesteuert werden kann.

MTORC1 wird durch Aminosauren aktiviert, bereits in frihen Studien wurde gezeigt,
dass ihre Prasenz absolut erforderlich fiir die Aktivitdt von mTORC1 ist®. Ein Mangel
resultiert in einer schnellen Dephosphorylierung von S6K und 4E-BP1%°. Sobald die

Aminosauren wieder zur Verfligung gestellt werden, wird dieser Effekt aufgehoben®’.

Von allen Aminosauren scheint Leucin besonders wichtig fur die Aktivierung von
mTORC1 zu sein®. Die Leucinaufnahme einer Zelle hangt wesentlich vom Glycoprotein
CD89 oder LAT1 ab: Hierbei handelt es sich um einen heterodimeren
Aminosaurenaustauscher bestehend aus den Proteinen SLC3A2 und SLC7AS, der
Leucin im Austausch mit Glutamin in die Zelle importiert®3. Nicklin et al. konnten zeigen,
dass dieser Aminosaurenaustauscher unentbehrlich fur Zellwachstum und die
Funktionalitdt von mTORC1 ist®3.
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Abbildung 6: Glutaminabhédngige Leucin-Aufnahme: (A) Glutamin wird via SLC1AS5 (in griin) Na+-abhangig in die
Zelle geschleust und via SLC7A5-SLC3A2 (in violett) gegen Leucin ausgetauscht. Der genaue Mechanismus, mit
dem Leucin mTORC1 aktiviert, ist noch nicht ganzlich geklart. (B) bildet die Situation ab, wenn Glutamin nicht
zur Verfiigung steht: Leucin kann dann nicht in die Zelle aufgenommen werden und somit auch nicht mTORC1

aktivieren. (Ubernommen aus Cohen, Cell 2009) %

Darlber hinaus ist eine mTORC1-Aktivierung Uber Wachstumsfaktoren wie IGF
(Insulin-like-growth-factor), Hormone (beispielsweise Insulin) und die AMP-aktivierte
Proteinkinase AMPK mdglich®. Uber die Regulierung von mTORC2 ist bislang weniger
bekannt, da der Akt-Signalweg allerdings im engen Zusammenhang mit mTORC2 steht,

spielen wohl auch hier Aminosauren und Wachstumsfaktoren sowie Insulin eine Rolle 8.
1.3.4 mTOR und Klinik

Die Funktionalitat von mTOR und seinem Signalweg hat fundamentalen Einfluss auf den
Gesundheitszustand eines Organismus. Obwohl in dieser Hinsicht noch weiterer
Forschungsbedarf besteht, ist sicher, dass schwerwiegende Pathologien in
verschiedenen Bereichen der Medizin auf Fehlfunktionen von mTOR zurlckzuflUhren
sind. In der Tumorpathogenese spielt mTOR eine wichtige Rolle: Eine mTORC-1-
Hyperaktivitat scheint karzinogene Wirkung zu haben®. So wirken verschiedene
Tumorsuppressorgene (ber mTOR-Inhibierung®. Eine Dysregulierung dieser Gene
fuhrt zu schwerwiegenden Erkrankungen wie der Tuberésen Sklerose und dem Peutz-
Jeghers-Syndrom®. Des Weiteren wird die mTOR-Inhibition als Immunsuppressivum in

der Chemotherapie vieler Karzinome genutzt®®.
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Auch Stoffwechselerkrankungen wie Adipositas und Diabetes werden vermehrt mit mTOR
in Zusammenhang gebracht: Aktueller Kenntnisstand ist, dass mTOR im Prinzip auf alle in
der Krankheitsentstehung involvierten Gewebe Einfluss nimmt, vom hypothalamischem
Gewebe (neuronale Hormonproduktion, Leptin, Neuropeptid Y) Uber die Adipogenese zum

muskularen, pankreatischen und hepatischen Gewebe87:68,

Schlussendlich gibt es Anhaltspunkte, dass mTOR auch im physiologisch hochkomplexen
Prozess des Alterns eine Rolle spielt: Untersuchungen zeigen, dass eine verminderte

mTOR-Aktivitat eine langere Lebensdauer zur Folge hat®®,

1.4 Ausblick fiir die Arbeit

In dieser Arbeit soll die Beziehung zwischen IRAP und der mTOR-Signalkaskade sowie
die eventuellen Auswirkungen dieser Beziehung auf die Zellbiologie und

Antigenprasentation der DC untersucht werden.

Hierfir werden einerseits Daten Uber die Aktivitat von mTOR im IRAP-Knockout-
Zellmodell erhoben und andererseits spezielle Down- und Upstream-Proteine von mTOR

analysiert.
Folgende Arbeitshypothesen wurden aufgestellt:

e H1: IRAP hat eine Bedeutung fur den mTOR-Signalweg und eine IRAP-Defizienz
geht mit einer verminderten mTOR-Aktivitat einher.

e H2: IRAP steht in einer regulatorischen Beziehung mit LAT1, einem wichtigen
Upstream-Protein von mTORC1.

e H3: IRAP geht auch in dendritischen Zellen eine regulatorische Wechselwirkung mit
einem Glucosetransporter ein.
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2 Methodik

21 Material

2.1.1 Technische Laborausstattung

Apparatur Gelanfertigung Western Blot

BioRad
(Hercules, USA)

Elektrophorese Tank

Life Technologies
(Carlsbad, USA)

Dissektionsbesteck

Dominique Dutscher
(Brumath, Frankreich)

FACSCalibur, Becton Dickinson

Durchflusszytometer (Franklin Lakes, USA)
Wasserbad (Légir;z;, USA)

Inkubator (S,\?gzglfgﬁfcja_pﬁ?lc)
Kihlschrank ZZS:IZZTMouIineaux, Frankreich)
Mikroskop s (CF2)

(Shinjuku, Japan)

Neubauer Zahlkammer

Dominique Dutscher
(Brumath, Frankreich)

Odyssey Western Blot Scanner

Li-Cor Biotechnology
(Lincoln, USA)

Pipettierhilfe

Integra Biosciences
(Hudson, USA)

PCR Maschine

Life Technologies
(Carlsbad, USA)
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Schwamme Western Blotting

BioRad
(Hercules, USA)

Techgene Machinery (BSC-ZN 2-4)

Sterilbank (Taichung, China)

) Thermo Fisher Scientific
Schuttelapparat (Waltham, USA)
Thermocycler oo

(Gottingen, Deutschland)

UV-Spektrometer

Pharmacia Biotech
(Uppsala, Schweden)

\ortex

BioRad
(Hercules, USA)

Zentrifuge

Eppendorf (5810R)
(Hamburg, Deutschland)

Tabelle 1: Technische Laborausstattung

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Handschuhe EcoShield

Shield Scientific
(Bennekom, Niederlande)

FACS tubes

Becton Dickinson Biosciences
(Franklin Lakes, USA)

Falcontubes 15 ml, 50 ml

Becton Dickinson Biosciences
(Franklin Lakes, USA)

Einmalspritzen 10 ml

Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA)

Membran Western Blotting

Life Technologies
(Carlsbad, USA)

MicroAmp™ Optical Adhesive Film Kit

Life Technologies
(Carlsbad, USA)

MicroAmp Optical 96-Well gPCR Reaktionsplatte

Life Technologies
(Carlsbad, USA)

Nadeln, 25¢g

Terumo (Tokio,
Japan)
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Nylonsieb 100pm

Corning
(Corning, USA)

Petrischalen 100mm, 150mm

Nunc, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Pipetboy Acu 2

Dominique Dutscher
(Brumath, Frankreich)

Pipetten

Eppendorf
(Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen 10ul, 100pl, 1000ul

Dominique Dutscher
(Brumath, Frankreich)

PVDF membrane

Amersham, GE Healthcare
(Chalfont St. Giles, Gro3britannien)

1,5ml-Reaktionsgefalle

Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA)

6-Well-Platte

Nunc, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Zellkulturflaschen T75

Nunc, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Zellkulturschaber

Sigma-Aldrich

(St. Louis, USA)

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Medien

ACK Erythrozytenlyse ?Sizheg;r;i’ USA)
Betamerkaptoethanol ?éfTiu/TédrSgA)
Bradford-Reagenz (B|_i|oe|,:~{fuc:es, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) ((CH3)2 OS, MW = 78.13) ?éfrtiu/?;drgg A
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Dulbecco’s MEM (DMEM)

Invitrogen, Life Technologies
(Carlsbad, USA)

Ethanol

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Fetales Kalbserum (FCS)

Gibco, Life Technologies
(Carlsbad, USA)

L-Glutamin

Invitrogen, Life Technologies
(Carlsbad, USA)

GMCSF rekombinant, Maus

R&D Systems
(Minneapolis, USA)

Invitrogen, Life Technologies

IMDM (Carlsbad, USA)

Grol3zlgig zur Verfligung
J558, GMCSF transfected gestellt vom Institut Curie, Paris,
MCSF (Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor) |[R&D Systems

rekombinant, Maus

(Minneapolis, USA)

Nicht essenzielle Aminosauren (NEA)

Invitrogen, Life Technologies
(Carlsbad, USA)

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Odyssey Blocking Buffer

Li-Cor Biotechnology
(Lincoln, USA)

Odyssey Molecular Weight Marker

Li-Cor Biotechnology
(Lincoln, USA)

Odyssey Protein Marker

Li-Cor Biotechnology
(Lincoln, USA)

Penicillin/ Streptomycin

Gibco, Life Technologies
(Carlsbad, USA)

Phosphate buffered saline

Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA)

Phosphatase Inhibitor

Roche

(Basel, Schweiz)
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Precimat Proteingemisch

Roche
(Basel, Schweiz)

ihi ; Roche
Protease Inhibitor Cocktail tablet (Basel, Schweiz)
Rapamvcin Sigma-Aldrich
il (St. Louis, USA)
RPMI Medium Invitrogen, Life Technologies

(Carlsbad, USA)

Trypanblau, 0.4 %

Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA)

Trypsin/EDTA

Gibco, Life Technologies
(Carlsbad, USA)

Tween 20

Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA)

Tabelle 3: Chemikalien, Reagenzien, Medien

2.1.4 Pufferund Losungen

Lvsepuffer 150mM NaCl, 50mM Tris(pH=7), 1 % Triton X100, 1X Protease
ysep Inhibitor, 1X Phosphatase Inhibitor, beides Roche)

PBS Invitrogen, Life Technologies

25 mM Tris

190 mM Glycin
Laufpuffer 0.1 % SDS

(pH 8.3)
TBS 5 % BSA (Sigma), 0.02 % Triton X-100

o o - - ; ,
Transfer Puffer ?/OS/BQ/Iethanol, 20 % 5X Transfer Losung (enthalt Tris, Glycine), 0,1
0

Tabelle 4: Puffer und Losungen
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2.1.5 Medien

2.1.5.1  Murine embryonale Fibroblasten (MEF)
Fur die MEF-Kulturen wurden 500 ml DMEM erganzt mit:

e 50 ml FCS (Endkonzentration 10 %)
¢ 5 ml Penicillin/Streptomycin (Endkonzentration 100U/ml Penicillin; 10ug/ml
Streptomycin)

e 5 ml L-Glutamin (Endkonzentration 2mmol/l)

2.1.6.2  Bone Marrow Derived Dendritic Cells (BMDC)
Fir die BMDC-Kulturen wurden 500 ml IMDM erganzt mit:

e 50 ml FCS (Endkonzentration 10 %)

e 5 ml Penicillin/Streptomycin (Endkonzentration 100U/ml Penicillin; 10ug/ml
Streptomycin)

e 5 ml L-Glutamin (Endkonzentration 2mmol/l)

¢ 0,5 ml Betamerkaptoethanol

e 16 ml J558 Uberstand

2.1.5.3  Makrophagenkultur
Far die Makrophagenkulturen wurden 500 ml RPMI erganzt mit:

e 50 ml FCS (Endkonzentration 10 %)

¢ 5 ml Penicillin/Streptomycin (Endkonzentration 100U/ml Penicillin; 10ug/ml
Streptomycin)

e 5 ml L-Glutamin (Endkonzentration 2mmol/l)

e 0,5 ml Betamerkaptoethanol (Endkonzentration 0,1 %)

e 2,5 g rekombinantes M-CSF
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2.1.6  Antikorper
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Zielantigen Verdiinnung Hersteller
_ Cell Signaling Technology
Akt #0272 1:1000 (Cambridge, UK)
Phospho-Akt (Serd473) (736E11) Cell Signaling Technology
#3787 1:1000 (Cambridge, UK)
_ Cell Signaling Technology
S6K1 #5364 1:1000 (Cambridge, UK)
_ Cell Signaling Technology
Phospho-S6K1 (Thr 389) #9205 |1:1000 (Cambridge, UK)
Phospho-4EPB (Thr  37/46) 11000 Cell Signaling Technology
(236B4) mAb #2855 ' (Cambridge, UK)
, _ Sigma-Aldrich
Actin 1:5000 (St. Louis, USA)
Odyssey,
Mouse 1:6000 Rockland Immunochemicals
(Limerick, USA)
Odyssey,
Rabbit 1:3000 Rockland Immunochemicals

(Limerick, USA)

Tabelle 5: Antikorper

21.7 Kits

e GE Healthcare illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit

e Promega ImProm-II™ Reverse Transcription System

2.1.8 Versuchstiere

Fur alle Experimente, die dieser Arbeit zugrundeliegen, wurden zwischen 8 und 16

Wochen alte Tiere der Inzucht-Mausstamme IRAP-Knockout und Wildtyp der Firma

Janvier mit genetischem Background SV129xB6 in Frankreich verwendet, die den
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Regeln der Université Paris Descartes entsprechend in den tierexperimentellen

Einrichtungen des Labors gehalten wurden.
2.1.9 Computerprogramme

e PCR-Programm
e Prism 4, Graphpad Software Inc., San Diego CA USA

2.2 Methoden

2.2.1  Arbeit mit Zellkulturen
2.2.1.1 Primérzellkulturen

2.2.1.1.1 Préparation muriner dendritischer Zellen aus dem Knochenmark

Die Kultivierung der aus dem Knochenmark stammenden dendritischen Zellen
erfolgte nach dem Protokoll von Weimerhaus & van Endert’®: Wildtyp und
IRAP-Knockout-Mause gleichen Alters und Geschlechts wurden euthanasiert und
das Fell der Beine mit 70 % Ethanol desinfiziert. Mittels einer Dissektionsschere
wurde ein Langsschnitt im Bereich der Innenseite der Beine ausgeubt und Fell und
Haut von Muskel abgeldst. Die Beine wurden im Bereich des Hiuftgelenks disloziert
und die FuRe entfernt. Femures und Tibiae wurden voneinander und vom Muskel
getrennt und in 100mm Petrischalen mit sterilem PBS gelegt. Die nachsten Schritte
wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt: Die Knochen wurden fur 15
Sekunden in 70%iges Ethanol gelegt und somit desinfiziert. Dann wurden sie mit
einer Schere an den Epiphysenenden er6ffnet und mithilfe einer 25g-Nadel, die an
einer PBS-geflllten 10ml-Spritze befestigt war, ausgespdlt, bis sie vollstandig von
rotgefarbtem Knochenmark befreit waren. Das knochenmarkhaltige PBS wurde in
einem sterilen 50ml-Falcon-Gefall aufgenommen und anschlielend zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen anschlieBend in komplettem IMDM in
einer Konzentration von 5x10%Zellen/ml in 150mm-Petrischalen ausgesat und
inkubiert. Nach 3-4 Tagen Kulturzeit bei 37 °C und 5 % COzim Inkubator wurden
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die Zellen neu verpflanzt. Da es sich bei BMDC um semi-adharente Zellen handelt,
erfolgte das Ablésen in zwei Schritten: Zuerst wurde das Medium, das die
schwimmenden Zellen enthielt, von den Petrischalen abgenommen und in 50ml-
Falcons Ubertragen. AnschlieRend wurden je 10 ml kaltes PBS auf die Schalen
aufgetragen und diese zehn Minuten bei 4 °C gekuhlt, um die adharenten Zellen zu
aktivieren. Durch Hin- und Herpipettieren des PBS wurden diese abgeldst und mit in
die Falcons Ubertragen. Die Gesamtfliissigkeit wurde zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Zellen wieder in gleicher Konzentration in frischem Medium auf
150 mm Petrischalen ausgesat und fir zwei weitere Tage inkubiert. Am Tag 6 stand

die Kultur zu Standardbedingungen zur Verfigung.

2.2.1.1.2 Makrophagenkultur

Die Makrophagenkultur wurde anhand einer Milzzellsuspension nach einem
Protokoll von Alatery et al. hergestellt’’. Die Wildtyp- und IRAP-Knockout-Mause
wurden euthanasiert und das Fell mit 70%igem Ethanol abgespult. Unter Einsatz
eines Skalpells wurde das Fell links seitlich der Wirbelsaule inzidiert, das
Peritoneum gedffnet und die rotgefarbte, gut abgrenzbare Milz frei von Fettgewebe
entnommen und in ein mit PBS gefilltes Well einer 6-Well-Platte gelegt. Unter
sterilen Bedingungen wurde die Milz mit dem Ende einer 10ml-Spritze durch ein
100 pm Nylonsieb in PBS gedrickt und somit eine Zellésung hergestellt, die
daraufhin  zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurde eine Erythrozytenlyse
durchgeflhrt (s. u.) und die Zellen in Medium ausgesat. Am Inkubationstag 3 wurde
das Medium vollstandig abgenommen, jedes Well mit 5 ml PBS gespult und mit 2 ml
frischem Medium geflillt. Somit wurden alle nicht adharenten Zellen eliminiert. Am

Tag 7 wurde dieser Schritt wiederholt.

2.2.1.2 Kultivierung von Zelllinien

2.2.1.2.1 Fibroblastenkultur

Die Wildtyp- und IRAP-Knockout-Fibroblastenlinien waren als immortalisierte

Zelllinien im Labor vorhanden, lebend in Kultur bzw. in Flissigstickstoff gefroren.
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Die Zellen wurden zur Expansion in T25-Flaschen in Medium in einer Konzentration
von 3,5.10*/ml ausplattiert. Da durch kontinuierliche Proliferation der Fibroblasten
der Boden der Zellkulturflaschen nach etwa 4 Tagen dicht bedeckt war, mussten

die Zellen nach dieser Zeit auf neue Flaschen verteilt werden.

2.2.1.2.2 Inkubation der Zellen
Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2im Brutschrank inkubiert. BMDC wurden

in einer Konzentration von 5 x10° Zellen/ml in komplettem IMDM (s. o.) auf 150mm-
PetriSchalen ausgesat, Makrophagen in 6-Well-Platten in einer Konzentration von
3 x10% Zellen/ml in komplettem RPMI Medium und MEF in einer Konzentration
von 3,5 x10° Zellen/ml in komplettem DMEM in T25-Flaschen.

2.2.1.2.3 Ernten der Zellen

Das Ernten der Zellen wurde je nach Zelltyp unterschiedlich durchgefuhrt: BMDC
sind semiadharente Zellen, das Ernten erfolgte wie folgt: Das Medium mit den
schwimmenden Zellen wurde in Falcons Ubertragen. Die adharenten Zellen auf den
Platten wurden durch 10 ml kaltes PBS und 15 Minuten Inkubation bei 4°C aktiviert
und durch mehrmaliges Hin- und Herpipettieren abgeldst. Die PBS-Zellldsungen

wurden ebenfalls in die Falcons Ubertragen und diese dann zentrifugiert.

Um die MEF zu ernten, wurde Trypsin benutzt, da es sich bei MEF um sehr
adharente Zellen handelt. Hierzu wurden die Flaschen zweimal mit PBS gewaschen
und anschlieRend fur funf Minuten bei 37° C mit Trypsin-EDTA inkubiert. Danach
wurden sie mit FCS-haltigem Medium gespult, die Zellldsungen in Falcons

Ubertragen und zentrifugiert.

Die Makrophagen wurden mit PBS-EDTA S5mmol abgeldst.

Nach dem Zentrifugieren wurden alle Zellpellets vom Uberstand befreit und in ihren
jeweiligen Medien ausplattiert bzw. direkt fir Experimente weiterverwendet.

2.2.1.2.4 Zé&hlen der Zellen

Auf das trockene Zellpellet wurde nach Zentrifugation 1 ml Medium pipettiert und
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die Zellen in der Lésung 1:1 mit Trypanblau vermischt (20 pl + 20 pl = 40 pl), um das
Zahlen zu ermoglichen. Mit Trypanblau kann die Vitalitat von Zellen beurteilt werden.
Der Farbstoff dringt in tote Zellen durch die geschadigte Membran leicht ein und
farbt so die gesamte Zelle blau. Die lebenden Zellen sind als ungefarbt erkennbar.
Auf diese Weise konnten die lebenden Zellen leicht unter dem Lichtmikroskop in

einer Zahlkammer gezahlt werden. Jede Zahlung wurde drei Mal wiederholt.

2.2.1.2.5 Zentrifugieren

Die Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, funf Minuten bei 1500rpm

zentrifugiert.

2.2.1.2.6 Erythrozytenlyse
Die Erythrozyten wurden in 50ml-Falcons mit 1 ml ACK bei 37 °C funf Minuten lang

lysiert. Danach wurde das Falcon mit PBS aufgeflllt, um den osmotischen Druck zu
senken und bei 1500rpm funf Minuten zentrifugiert; dieser Waschvorgang mit PBS

wurde anschlieRend wiederholt.

2.2.1.2.7 Auftauen/Einfrieren der MEF

Das Auftauen der Zellen erfolgte folgendermafien: Die Gefrierrdhrchen wurden im
37°C-Wasserbad 30 Sekunden angewarmt, dann wurde die Zellsuspension in
einen 15ml-Falcon mit warmem kompletten DMEM (s. o.) Uberfuhrt und zentrifugiert,
um die Zellen vom zellschadigenden DMSO des Gefriermediums zu befreien.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen erneut mit

kompletten DMEM gewaschen.

Eingefroren wurden die Zellen in purem FCS mit 10 % DMSO.

2.2.1.2.8 Zellstimulierung mit Rapamycin

Fur einige Experimente wurden die BMDC mit Rapamycin 3h in einer Konzentration

von 0,5 uyl/ml inkubiert.
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2.2.1.3 Wachstumskurven

2.2.1.3.1 BMDC

Die dendritischen Zellen wurden wie oben beschrieben gewonnen. Nach dem
Spulen der Knochen mit PBS und der ersten Zentrifugation wurde die
Erythrozytenlyse mit ACK durchgefuhrt. Danach wurden die Zellen gezahlt und in 6-
Well-Platten in einer Konzentration von 2,5x10%ml in GMCSF-haltigem IMDM
ausgesat und inkubiert, 2 ml pro Well, sodass eine Ausgangszellzahl von 5 x10°
pro Well vorlag. Pro Typ der BMDC (Wildtyp und IRAP-Knockout) wurde eine 6-
Well-Platte komplett bepflanzt.

Nach jeweils 24h wurden die Zellen eines Wells geerntet und anschliefend wie

oben beschrieben ausgezahlt.

2.2.1.3.2 Makrophagen

Die Makrophagenkultur wurde nach oben beschriebenem Protokoll angefertigt und
an drei Zeitpunkten gezahlt: An Tag 0 wurde die gesamten Milzzellen nach
Erythrozytenlysierung gezahlt; an Tag 3 und an Tag 7 wurde jeweils die Hafte der
Wells gezahlt. An Tag 0 konnten die Zellen nicht gezahlt werden konnten, well
gewartet werden musste, bis die Makrophagenpopulation sich am Boden absetzte

und so von der nicht adharenten Zellpopulation getrennt werden konnte.

2.2.1.3.3 MEF

Die immortalisierten MEF wurden in Petrischalen mit 35 mm Durchmesser in
komplettem DMEM in einer Konzentration 2,0x10%ml ausgesét, pro Schale also
4,0x10% Zellen in 2 ml Nahrmedium. Mindestens fiinf Exemplare jeder Schale
wurden angefertigt. Alle 24 Stunden wurde eine Petrischale aus dem Brutschrank

genommen und die Zellen darin gezahlt.

Bei allen Wachstumskurven wurden mit dem Programm PrismGraphpad Mittelwerte
aus den angefertigten Experimenten und der Standardfehler des Mittelwerts (SEM)

als Graphen dargestellt.
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2.2.2 Proteinanalyse per Western Blot

2.2.2.1 Herstellung von Zelllysaten
Die BMDC wurden in 6-Well-Platten ausgesat und teilweise mit Rapamycin behandelt.

Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und die
Wells sehr vorsichtig mit PBS gespult. Die ,trockenen“ Platten wurden unmittelbar
bei -80 °C schockgefroren. Anschliessend wurde die Zellschicht in 20ul-Lyse-Puffer
aufgenommen, mithilfe eines Zellschabers gelost und in 1,5ml-Reaktionsgefalle

transferiert.

2.2.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Fir die Proteinbestimmung nach Bradford’? wurden jeweils 5 und 2,5 ul der Zelllysate
in Reaktionsgefalte Uberfuhrt und 1 ml der Biorad Testlésung hinzugefligt. Nach
funfmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption der Lysate bei
595nm im Photometer gemessen. Zur Quantifizierung wurde parallel zur Messung
der Proben eine Eichkurve mit einer Verdunnungsreihe eines Proteingemischs
bekannter Konzentration (Precimat, Boehringer Mannheim) im Bereich von 0,3
bis 50 ug/ul erstellt sowie ein Leerwert ohne Protein gemessen. Anschlie3end
wurde aus den beiden Proben eines jeden Zelllysates - unter Berucksichtigung der
Eichkurve - der Mittelwert bestimmt und das Volumen errechnet, das spater auf die
Gele geladen werden sollte. Das Endvolumen der Lysate wurde mit 3X-SDS-

Ladungspuffer verdunnt.

2.2.2.3 SDS-PAGE

Die  Zelllysate  wurden  chromatrographisch  mithilfe  einer  vertikalen,
diskontinuierlichen SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) nach Laemmli aufgetrennt’®. Die Gele bestehen aus zwei Teilen:
einem Trenngel und einem Sammelgel. Je nach GroRe der zu bestimmenden
Proteine ist die Porengrosse des Trenngels Uber die Konzentration des Acrylamids

angepasst worden.
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Es erfolgte ein initialer Denaturierungsschritt der Proteinlésungen von finf Minuten
bei 95 °C. Danach wurden die zu untersuchenden Proben in die Geltaschen des
Sammelgels gefullt. Ein GroRenmarker (Odyssey Molecular Weight Marker) wurde
zur GroRRenbestimmung genutzt. Die Gele wurden in einer vertikalen Apparatur
befestigt (MiniGel-System von Bio-Rad) und in Elektrophoresepuffer fur circa 2,5
Stunden einer Spannung von 80 V ausgesetzt. Das elektrische Feld ermdglicht eine
Auftrennung der Proteine, da diese in denaturierter Form in direkter Abhangigkeit zu
ihrer GroRe mit negativ geladenen SDS-lonen umlagert werden und so
unterschiedlich schnell zum Pluspol wandern. Wenn die Migrationsfront (sichtbar
als blaue Linie durch das Bromphenolblau des Probenpuffers) die untere Gelkante
passiert hatte, wurde die Elektrophorese beendet, das Sammelgel verworfen und

das Trenngel fur die weitere Analyse verwendet.

2.2.2.4 Western-Blot-Analyse

Fur die spezifische Detektion eines bestimmten Proteins mittels Antikérpern missen
die Proteine zunachst fest auf eine Membran gebunden werden. Diese Technik
nennt sich Western Blotting und wurde hier im Nassblotverfahren in einer
Konstruktion aus Plastikklammer, Schwammen und Zellstoffpapier wie in Abbildung
7 abgebildet in Transfer-Puffer geflllten Elektrophorese-Tanks bei 4°C
durchgeflhrt. Auf die untere Platte der Klammerapparatur (Anode wurde ein
Schwamm und ein in Transfer-Buffer getranktes Zellstoffpapier gelegt. Darauf
wurde die zuvor mit Methanol aktivierte Membran platziert und zuletzt auf diese das
Gel. Auf das Gel wurden erneut ein getranktes Papier und ein Schwamm gelegt und
das Schichtwerk schlieRlich mit der oberen Platte der Klammer (Kathode) fixiert.
Fir den Transfer wurde das Gel nun zehn Minuten einer Spannung von 80 V und
50 Minuten einer Spannung von 130 V ausgesetzt. Der Transfer wurde beendet,

sobald die Bande des Bromophenolblau das untere Ende des Gels erreichte.
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Abbildung 7: Western-Blot-Apparatur (entnommen aus Mahmood, N Am J Med Sci, 2012)
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Abbildung 8: Mechanismus eines Western Blot (ibernommen von UCSF Molecular Methods)

29




Methodik

2.2.2.5 Immundetektion

Um die freien Bindungsstellen an der Membran abzusattigen, wurde diese in einer
proteinhaltigen Losung (hier kommerzieller Odyssey Blocking Buffer) inkubiert.
Dies geschah in einer geschlossenen Plastikdose auf einem Schuttelapparat

entweder fur eine Stunde bei Raumtemperatur oder tGber Nacht bei 4 °C.

Die Inkubation mit dem in Odyssey Blocking Buffer verdinnten Primarantikdrper
erfolgte danach auch unter Schitteln entweder Uber Nacht bei 4 °C oder fur 2-3

Stunden bei Raumtemperatur.

Dann wurde die Membran fur jeweils funf Minuten viermal mit PBST (PBS-Tween)
gewaschen und mit dem fluoreszenzgekoppelten Zweitantikorper fur eine Stunde vor
Licht geschitzt und bei Raumtemperatur auf dem Schuttelapparat inkubiert. Nach
diesem Schritt erfolgten erneut vier Waschungen mit PBST fur jeweils funf Minuten
und eine mit PBS bevor am Odyssey-Scanner die Signale des sekundaren

Antikorpers detektiert werden konnten.

2.2.3 Reverse Transkription und quantitative Real-Time PCR (RT PCR)

2.2.3.1 mRNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte mit den RNASpinMini-Kits von GE Healthcare. Dieser
Prozess erfordert sehr sauberes Arbeiten, da unbedingt verhindert werden muss,
dass omniprasente RNasen das Produkt abbauen. Insofern wurden Arbeitsbank und
alle bendtigten Materialien vorher grindlich desinfiziert und Einmalhandschuhe
benutzt. Das 12-schrittige Protokoll des Kit-Herstellers wurde mit einer Zellzahl von
5x10% Zellen als Pellets in Eppendorf-Tubes begonnen. Die Aufreinigungstechnik in
diesem Kit beruht auf einer Affinitdtsbindung der vorher lysierten Nukleinsauren an
eine Silica-Membran. Nach spezifischem Verdau genomischer DNA durch DNase |
sowie mehrfachen Waschschritten werden die Nukleinsauren in hoher Reinheit
eluiert. Die im Eluat gewonnene RNA wurde bei -80 °C oder bei sofortiger
Weiterverwendung auf Eis gelagert. Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgt

an einem UV-Spektrometer. RNA weist bei 260 nm ihr Absorptionsmaximum auf,
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wahrend es bei verunreinigten Proben hoher liegt. War die Probe verunreinigt, so

wurde sie verworfen und das Experiment wiederholt.

1 Homogenization and lysis
v

2. Filtration
v

3.| Adjust RNA binding condition

-
4. RNA binding

v
5. Desalting

v
6. DNA digestion

v
v
Ts Wash and dry -
v
8. Elution =

RNA ready for
downstream applications

Abbildung 9: Arbeitsschritte der mRNA-Isolierung mit dem mRNASpinMini-Kit von GE Healthcare
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2.2.3.2 cDNA-Synthese-Reverse Transkription

Die gewonnene mRNA wurde mittels des Promega ImProm-Il Reverse Transcription
System in cDNA umgeschrieben. Bei der reversen Transkription kopiert die Reverse
Transkriptase (RT) zunachst die RNA-Einzelstrange in Form eines RNA-DNA-
Hybridstranges. Die jeweiligen RNA-Anteile werden infolge abgebaut und die DNA-
Einzelstrange kopiert, sodass Doppelstrange entstehen. Es wurden 4 ul der
gewonnenen RNA mit 1 pl Oligo(dT) zunachst auf 70 °C erhitzt und dann langsam in
einem Temperaturgradienten von -0,5 °C/min auf 4 °C abgekuhlt. Der Reverse-

Transkriptions-Mix wurde in einem sterilen 1,5ml-Eppendorf-Tube auf Eis zubereitet.

Substanz Menge
Nukleasefreies Wasser 5,5 ul
ImProm-Il 5X Reaktionspuffer 4,0 ul
MgClI2, 25mM 3,0 ul
dNTP Mix, 10mM 1,0 pl
Rekombinantes RNAsin Ribonuklease

Inhibitor 0.5
ImProm-Il Reverse Transkriptase 1,0 pl
Endvolumen 15 ul

Tabelle 6. Reverse-Transkription-Mix

15 pl Reverse-Transkription-Reaktions-Mix wurden mit 5 pl RNA in einem Eppendorf
vermischt und die Umschreibung der RNA in DNA nach folgendem dreischrittigem

Temperaturprogramm vollzogen:
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Schritt Temperatur Dauer
Annealing 25 °C 5 min
Extension 42 °C 1h
Inaktivierung der RT 70 °C 15 min

Tabelle 7: Dreischrittiges Temperaturprogramm

Das gewonnene Eluat wurde wieder bei -80 °C oder bei sofortiger Weiterverwendung

auf Eis gelagert und die DNA-Konzentration an einem UV-Spektrometer gemessen, wie

oben analog fur die RNA beschrieben.

2.2.3.3 Primerdesign

Fur die PCR waren Primer erforderlich, die eine Hydroxygruppe als Ansatzpunkt fur die

DNA-Polymerasen darstellen. Folgende drei Kriterien wurden bei allen Primerpaaren

berlcksichtigt:

Die Primerpaare sollten sich in zwei verschiedenen Exons des zu amplifizierenden
Gens befinden.

Die Primerpaare sollten in einem optimalen Langenintervall sein, um
sequenzspezifisch zu wirken (150-200 bp).

Die Annealingtemperatur sollte zwischen 52 und 60 °C liegen und die Differenz
innerhalb eines Primerpaars unter 4 °C.

Die Primer sollten eine Lange von 18-30 Nukleotiden besitzen.

Die Primer sollten einen Guanosin/Cytosin-Gehalt von 40-60 % haben.

Das Risiko zur Bildung von Primerdimeren oder sogenannten Hairpins sollte gering
sein.

In Vorversuchen wurden die optimalen Annealingtemperaturen evaluiert.
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Annealing-
Linge Fragment- (Temperatur
Name Sequenz groBe (bp)  [C)
GluT1_forward -t 1T GAAGTAGGCCC 7 180 52
TG
GIuT1 reverse
- TGAAGATGATGAAGAC [21 180 52
GTAGG
GluT3_forward |, 5 GAGGAAGACCAAGC |19 112 52
TAC
GluT3_reverse |1 cTTCTCCTGTGACA NS 112 52
TC
GluT4_forward |\ + G TATGTGGGAGAA 120 160 52
ATCG
GluT4_reverse |-\ CTGTGAGAGCCAG 19 160 52
AAG
CD98 forward  |GGACTCCTCGCAGAC
TTTATA CC 23 190 o7
CD98 reverse CAGGTCTTGGGATGT
CAAAGA TG 03 190 57

Tabelle 8: Primer
2.2.3.4 Primertesting mit PCR

Zur Untersuchung der Genexpression wurde anschliefend die
Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) eingesetzt. Mit dieser
Technik kann DNA enzymatisch vervielfaltigt und somit detektiert werden. In einer PCR
wurden cDNA der zu untersuchenden Zellen, Primer der zu untersuchenden Gene und
DNA-Polymerase zusammengebracht. Die Reagenzien durchliefen daraufhin
verschiedene Temperaturschritte, die unten weiter beschrieben werden. Hier wurden
zunachst die optimalen Bedingungen fir die Primer in Tests mit Wildtyp-BMDC-cDNA
herausgefunden. Diese sollten spater dann in der RT-qPCR eingesetzt werden und
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einen Vergleich zwischen verschiedenen Zelltypen ermoglichen.

Die Reaktionsmischung fur die PCR wurde in Eppendorf-Tubes nach Tabelle 10

hergestellt. Als Negativkontrolle wurde eine Wasserprobe ohne cDNA angefertigt.

Substanz Menge
dNTP 1l
Green Buffer 10 pl
H20 35,7
Taq 3 ul
Primer forward 1 ul
Primer reverse 1 ul
cDNA 1l
Endvolumen 50 i

Tabelle 9: Reaktionsmischung PCR in einem Eppendorf

Die Eppendorf-Tubes wurden in die PCR-Maschine Uberfuhrt und das mehrschrittige
Thermocycling begonnen. Der initiale Denaturierungsschritt bei 95 °C fuhrt zum Zerfall
der DNA-Doppelhelix. Die Primeranlagerung, auch Annealing genannt, ist der
darauffolgende Schritt. Dieser findet bei primerspezifischer Temperatur statt. Er ist
dadurch gekennzeichnet, dass sich die Primer an den jeweiligen komplementaren DNA-
Strang anlagern. Daraufhin folgt die Extension bei 72°C fir 0,5 Minuten. Dabei
produzieren die Primer die passende Kopie des DNA-Strangs mithilfe von DNA-
Polymerasen als mRNA. Die Abfolge aus Denaturierung, Annealing und Extension
wird 30 Mal wiederholt. So kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation der

vorhandenen DNA.
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Thermocycling- .

Schritt Wiederholung Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 1x 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 30 s
Annealing } 30x 57 °C 30s
Extension 72 °C 30 s
Finale Extension 1Xx 72 °C 30 s
Finishing 4 °C o0

Tabelle 10: Phasen des Thermocycling
2.2.3.5 Elektrophorese auf Agarosegel

Die PCR-Produkte wurden mittels Elektrophorese auf Agarocsegel durch ein elektrisches
Spannungsfeld getrennt. Je grolRer das Reaktionsprodukt, desto langsamer
durchwandert es das Agarosegel. Unter Zuhilfenahme von Ethidiumbromid lasst sich die

Fluoreszenz der unterschiedlichen Produkte als Banden im Gel darstellen.

Hier wurde das PCR-Produkt mit Blaupuffer vermischt und in die Taschen eines 3%igen
Agarosegels pipettiert. Das Gel wurde in einer mit Pufferldsung geflllten Apparatur fir
etwa eine Stunde einer Spannung von 100 mV ausgesetzt, was die Trennung der
Produkte ermdglicht. AnschlieRend konnte man das Gel unter UV-Licht fotografieren
und Banden unterschiedlicher GroRe erkennen. Eine Grollenbestimmung der
gewonnenen Produkte war anhand eines Standardisierungsmarkers, der auch auf das

Gel aufgetragen wurde, maoglich.

2.2.3.5.1 Herstellung des Agarosegels

Das 3%ige Agarosegel wurde folgendermal3en hergestellt: Die Agarose wurde in einem
TBE-Puffer zum Sieden gebracht und nach Abklhlen in eine Form gegossen. Ein
Plastikkamm wurde am oberen Ende der Form in die Flussigkeit gedrickt, um die

notigen Taschen im Gel zu formen. Die Agarose ist ein Algen-Polysaccharid, welches
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mit den anderen Bestandteilen ein Netz bildet und somit die Proteine in ihrer

Wanderung durch das elektrische Feld auffangt.

Die PCR und Gel-Elektrophoresen waren als Testung fur die Primer gedacht und die
Versuche wurden nur mit Wildtyp-BMDC durchgefuhrt. Sie dienten als Ermittlung der
idealen Primer-Bedingungen fur die nachfolgende RT-gPCR, bei der dann Unterschiede
zwischen Wildtyp-BMDC und IRAP-defizienten BMDC ermittelt werden sollten.

2.2.3.6 Real-Time gPCR

Die Real-Time qPCR ermdglicht im Gegensatz zur PCR eine Aussage Uber die Menge
der untersuchten DNA. Das Prinzip ist genau gleich, nur dass endogene
Quantifizierungskontrollen in Form von ,Housekeeping Genes“ genutzt wurden. Bei
diesen Versuchen wurden folgende drei Housekeeping Genes benutzt: Aktin-B, GADPH
und HRPT. Diese werden in murinen BMDC exprimiert und dienen so als interne

Kontrolle.
Fir die gPCR wurde ein Mastermix hergestellt, der in Tabelle 11 gezeigt wird.

Es wurden Negativkontrollen ohne cDNA mit der gleichen Menge Wasser durchgefuhrt.

Substanz Menge
SybrGreen 10 ul
Primer forward 0,4 ul
Primer reverse 0,4 pl
RNase-freies Wasser 4,2l

Tabelle 11: Zusammensetzung Mastermix

Der Mastermix wurde in die Wells einer 96-Well-Platte pipettiert, in der die cDNA bzw.
RNAse-freies Wasser bei den Negativkontrollen schon vorgelegt worden waren. Die
Platte wurde anschlieBend mit einem Film verschlossen und in das qPCR-Gerat
uberfuhrt. Die verschiedenen Schritte des Thermocycling der gPCR sind in Tabelle 10

beschrieben.
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2.2.3.6.1 Auswertung der Real-Time qPCR

Fir jede Probe ermittelt die Software den sogenannten Ct-Wert (Threshold-Cycle). Hierbei
handelt es sich um den Umkehrpunkt des Wertes, bei dem die Amplifikation in die
exponentielle Phase Ubergeht und somit eine hohere Fluoreszenz als der Hintergrund
messbar wird. Je mehr DNA in der Probe enthalten war, desto schneller ist dieser Wert
erreicht, desto niedriger ist also der Ct-Wert einer Probe. Jedoch misst man den Ct-Wert
immer anhand der Housekeeping-Gene, um einen Vergleich verschiedener Proben

maoglich zu machen. Dafur wird der ACt-Wert errechnet.
ACt = Ct des untersuchten Gens - Ct des Housekeeping Genes

Je hoher das ACT, desto niedriger ist demnach die Expression des untersuchten Gens
einzuschatzen. Um den Vergleich zwischen verschiedenen Genen zu ermdglichen,
errechnet man als Nachstes den AACt-Wert: Dies ist die Differenz aus den ACt-Werten
der verschiedenen Gruppen (z. B. zwischen WT und IRAPko). Fir den AACt der ersten
Gruppe (z. B. WT) erhalt man 0, denn man substrahiert ACtWT von seinem eigenen Wert.
Fur den AACt der nachsten Gruppe erhalt man einen Wert X, der in diesem Beispiel aus
ACtIRAP-Knockout-ACtWT entsteht. Diese AACt-Werte werden dann in folgende

Gleichung eingesetzt:
Sei E = n-fache Expression (IRAP-Knockout im Vergleich zum Wildtyp) E = 2 —AACt

Die E-Werte wurden anschliel3end unter Nutzung von Prism als Graphiken dargestellt.

2.2.3.7 Statistische Auswertung der qPCR-Ergebnisse

Die aus den qPCR gewonnenen Daten wurden mit dem Programm GraphPad Prism
statistisch analysiert. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Fehlerbalken
dargestellt. Die Signifikanz wurde anhand von 1-Stichproben t-Tests analysiert, wenn es
sich um Vergleiche zwischen den Stichproben (IRAP-Knockout) und der Kontrolle
(Baseline = Wildtyp) handelte. Die Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mit
zwei Stichproben-t-tests (t-test fur unabhangige Stichproben) ermittelt. Es wurde mit

folgenden Signifikanzgrenzen gearbeitet:
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p < 0,001 = hoch signifikant (***), p < 0,01 = sehr signifikant (**), p < 0,05 = signifikant
(*), p > 0,05 = nicht signifikant (ns)
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von IRAP auf Wachstum und Proliferation

Die mTOR-Signalkaskade fungiert in allen Zellen von Saugetieren als ein zentrales
Regelwerk von Wachstum und Energiestoffwechsel. Um ihren Zusammenhang mit IRAP
zu analysieren, wurde in den folgenden Experimenten das Wachstumsverhalten von
Mauszellen untersucht. Es wurden Wachstumskurven verschiedener Zelltypen (Murine
embryonale Fibroblasten, dendritische Zellen und Makrophagen) von Wildtyp- und
IRAP-Knockout-Mausen angefertigt und verglichen. Es sollte herausgefunden werden, ob
das Fehlen von IRAP einen Einfluss auf das Wachstum von Mauszellen hat und wenn ja,

ob dieser Effekt zellspezifisch oder in verschiedenen Zelltypen identisch ist.
3.1.1  Wachstumsverhalten von MEF

Es wurden in drei Experimenten jeweils zwei unabhangige Fibroblastenlinien von
Wildtyp- und von IRAP-Knockout-Mausen kultiviert. Wie im Methodenteil (§11.2.1.4)
beschrieben wurden die Zellen in einer Konzentration von 4x10%Zellen/Schale
ausgesat und taglich gezahlt. Um zelllininenspezifische Effekte auszuschlieen,
wurden jeweils zwei verschiedene Zelllinien pro Zelltyp untersucht. Um die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu Uberprifen, wurden die Experimente drei Mal

wiederholt.

Abbildung 10 zeigt die Wachstumskurven der MEF-Linien. Alle MEF-Linien zeigen ein
stetiges Wachstum zwischen Tag 0 und Tag 5. Die Zelllinien der IRAP-Knockout-Mause
wuchsen langsamer als die beiden Zelllinien der Wildtyp-Mause. Ausgehend von einer
Anfangszahl von 4x10* Zellen, stiegen die Wildtyp-Zellen nach 120 Stunden Kulturzeit
auf Mittelwerte von 7,3x10° und 7,8x10° wahrend die Zellzahlen der IRAP-Knockout-

Linien zur gleichen Zeit bei 1,8x10%und 2,3x10° lagen.

Diese Experimente zeigen, dass sich das Fehlen von IRAP in MEF negativ auf die
Zellteilung auswirkt.
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Abbildung 10: Wachstumskurven der MEF (zwei unabhéangige Wildtyp- und IRAP-Knockout-Zelllinien); Zur
quantitativen Messung des Wachstums wurden immortalisierte MEF-Linien gleichen Passagealters vom Wildtyp
und IRAP-defizienten Typ liber sechs Tage kultiviert. Jeweils fiinf Petrischalen mit 4x1024 Zellen/Schale wurden
ausgesit und taglich wurden die Zellen in einer Schale gezahlt. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei
Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (SEM).

3.1.2 Wachstumsverhalten von BMDC

In den nachsten Experimenten wurden Wachstumskurven aus drei Versuchen mit
BMDC-Kulturen von Wildtyp- und IRAP-Knockout-Mausen angefertigt. BMDC waren von
besonderem Interesse, da die Regulation von IRAP in diesen Zellen noch unerforscht
ist, das Enzym in DC jedoch eine wichtige Rolle fur die Kreuzprasentation hat. Die
Kultivierung dieser Zellen wurde im Methodenteil (§11.2.1.4) beschrieben, eine
Anfangskonzentration von 2,5x10°Zellen/ml erméglichte den BMDC maximalen Platz zur

Expansion.

Drei voneinander unabhangige Experimente (Abbildung 11) zeigen das Wachstum der
BMDC-Kulturen von IRAP-Knockout-Mausen und von Wildtyp-Mausen in finf Tagen.
Die Anfangszahl an Zellen pro Well an Tag 0 betrug 5x10°. Am ersten Kulturtag fiel die
Zellzahl in beiden Linien im Vergleich zum Anfangswert ab. Bei den Wildtyp-BMDC
konnten an Tag 1 4,3x10° Zellen gezahlt werden und bei den IRAP-defizienten BMDC

4.1x10°. Dieser Abfall ist dadurch zu erklaren, dass dendritische Zellen ein adhasives
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Verhalten zeigen und trotz Ablosemandver mit kaltem PBS einige Zellen am Well-Boden
verankert bleiben und somit der Zahlung entgehen. Ab Tag 1 zeigten alle Zelllinien ein
stetiges Wachstumsverhalten: Die Wildtyp-BMDC proliferierten  jedoch schneller und
erreichten an Tag 5 eine Anzahl von 1,8x106, wahren die Anzahl der IRAP-defizienten
BMDC an diesem Tag bei 1,1x106 lag.

Diese Experimente zeigen, dass sich auch in BMDC ein Fehlen von IRAP negativ auf die

Zellteilung auswirkt, jedoch ist der Unterschied weniger stark ausgepragt als in den MEF.

BMDC

2.5%10°=
- Wildtyp

2.0%10°= =k~ |RAP-Knockout

1.5910°=

Zellzahl

1.09€10 °-

5.0%10°

Abbildung 11: Wachstumskurven der BMDC-Linien (Wildtyp und IRAP-Knockout); Die BMDC wurden in einer
Konzentration von 2,5x1025/ml in 6-Well-Plattchen mit GMCSF-haltigem Medium ausgesat und téglich wurden die

Zellen eines Wells gezahlt. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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3.1.3 Wachstumsverhalten von Makrophagen

Um zu untersuchen, ob sich das gefundene Ergebnis auch in einem anderen Zelltyp
zeigt, wurde nun das Wachstumsverhalten von Makrophagenkulturen analysiert. Hierflr
wurden Milzzellsuspensionen aus Wildtyp- und IRAP-Knockout-Mausen hergestellt und
auf 6-Well-Platten ausgesat. Die Kultur wurde mit MCSF stimuliert und jeden Tag mit
PBS gewaschen, um die nicht adharenten Zellen zu eliminieren. Da sich am Anfang
noch viele andere Zelltypen in der Makrophagenkultur befanden, wurde keine
Zellzahlbestimmung an Tag 0 durchgefuhrt. Erst an Tag 3 wurden die Zellen zum
ersten Mal gezahlt, da sie ab diesem Tag als Makrophagen klassifiziert werden
konnten. Fur jede Zahlung wurden jeweils drei Wells pro Zelltyp genutzt. An Tag 7
wurden jeweils die restlichen drei Wells flr die zweite Zahlung genutzt. Abbildung 12
zeigt ein stetiges Wachstum in beiden Linien zwischen Tag 3 und Tag 7. Signifikante
Unterschiede zwischen den Wildtyp- und den IRAP-defizienten Makrophagen sind nicht
erkennbar. Der Mittelwert der Makrophagen der Wildtyp-Mause betrug an Tag 3
9,95x10* und an Tag 7 1,8x10°. Der Mittelwert der Makrophagen der IRAP-Knockout-
Mause betrug an Tag 3 6,0x10* und an Tag 7 1,4x10°.
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Abbildung 12: Wachstumskurven der Makrophagenkultur (Wildtyp und IRAP-Knockout). Die Makrophagen
wurden aus einer Milzzellsuspension von Wildtyp- und IRAP-defizienten Mausen hergestellt und in 6-Well-
Platten angeziichtet. Die Zellanzahl in jeweils drei Wells wurde zu zwei Zeitpunkten bestimmt (Tag 3 und Tag 7).
Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des
Mittelwerts (SEM).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fur MEF und BMDC ein verlangsamtes
Wachstumsverhalten in IRAP-defizienten Zellen vorzuliegen scheint. Da Wachstums-
und Proliferationsverhalten unter anderem der Regulation des mTOR-Komplex-1 und
seinen Substraten 4EBP und S6-Kinase unterliegen61, wurden diese Substrate im

Folgenden in Wildtyp-Zellen und in IRAP-defizienten Zellen untersucht.
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3.2 Downstream-Effektoren von mTOR

In einer Kollaboration mit der Arbeitsgruppe Pende (INSERM U810) wurden direkte
Substrate von mTOR mittels SDS-Page aufgetrennt und per Western Blot analysiert.
Hierzu wurden Zelllysate aus BMDC von Wildtyp- und IRAP-defizienten Mausen mit und
ohne Behandlung mit Rapamycin genutzt. Wie in der Einleitung erlautert, werden die
drei untersuchten Substratproteine Akt, S6K und 4EBP entweder von mTORC1 oder
von mTORC2 an bestimmten Stellen phosphoryliert. Der Nachweis ihrer
phosphorylierten Form ist in diesem Experiment demnach als mTOR-Aktivitat

auszuwerten.

Der oberste Blot der Abbildung 13 detektiert das Protein Akt. Akt ist ein Substrat von
mTORC2. Die komplexe Rolle von Akt wurde bereits in der Einleitung erlautert: Akt wird
durch eine zweifache Phosphorylierung aktiv, die erste an S473 von mTORC2, die dann
die zweite an T308 durch die PDK1 ermdoglicht. In diesem Experiment wurden deshalb
Akt und Phospho-473-Akt analysiert, da hier die Aktivitdt von mTORC2 von Interesse
war. In Abbildung 13 ist kein Unterschied in der Akt-Expression der BMDC von Wildtyp-
Zellen und der der IRAP-defizienten Zellen zu sehen. Es fallt auf, dass Akt in Wildtyp-
BMDC starker an Position 473 phosphoryliert wird als in den BMDC der IRAP-
defizienten Mause. Nach einer Rapamycin-Behandlung der BMDC ist ein gegenteiliger
Effekt zu erkennen: In den mit Rapamycin behandelten IRAP-defizienten BMDC wird Akt
starker phosphoryliert als in den mit Rapamycin behandelten Wildtyp-Kontrollen.

Im nachsten Blot wurden die S6-Kinase-1 und ihre phosphorylierte Form detektiert
(Abbildung 13), hierbei handelt es sich um Substrate von mTORC1. Das Signal fur
Phospho-S6K ist in den Wildtyp-Zellen sehr viel starker als in den IRAP-defizienten
Zellen. Nach der Rapamycin-Behandlung ist in keinem der Zelltypen eine Bande flr
Phospho-S6K zu sehen. Rapamycin inhibiet mTORC1, welches also nicht mehr S6K
phosphorylieren kann. Diese Ergebnisse sind demnach auch ein Zeichen dafur, dass die
Rapamycin-Behandlung der BMDC effektiv war. S6K1 ist in den Wildtyp-Zellen sowie
in den IRAP-defizienten Zellen detektierbar mit einem leichten Unterschied in der

Signalstarke. Nach der Rapamycin-Behandlung ist in den Wildtyp-BMDC sowie in den
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IRAP-defizienten BMDC das Signal gleich stark wie in den IRAP-defizienten BMDC ohne
Rapamycin-Behandlung. Die Banden fur Phospho-4EBP weisen keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Wildtyp-BMDC und IRAP-defizienten BMDC mit oder ohne

Rapamycin-Behandlung auf.

Aus diesem Experiment ist festzuhalten, dass sowohl die phosphorylierte Form von Akt
als auch die phosphorylierte Form von S6K1 in den IRAP-defizienten BMDC reduziert

ist, was einem Phanotyp mit verminderter mTORC-Aktivitat entspricht.

Rapamycin

WTXO WT KO
P473 AKT s v o

Akt sem——
p389 S6K -

SEKL o s e

p37/46 4EEP MRS
Actin N

Abbildung 13: Reprasentative Western Blots von Akt, Phospho-Akt, S6K, Phospho-S6K und Phospho-4EBP in
Zelllysaten von BMDC mit und ohne Behandlung mit Rapamycin. WT = Wildtyp; KO = IRAP-Knockout

3.3 Aktivierung von mTOR

In den vorhergehenden Experimenten wurden Effekte und Substrate von mTOR
untersucht und Hinweise fur einen mTOR-Aktivitatsunterschied zwischen Wildtyp-Zellen
und IRAP-defizienten Zellen gefunden. Im Folgenden sollten einige der vorgeschalteten
Signalkaskaden und Proteine, die mTOR aktivieren, untersucht werden, um genauer

verstehen zu konnen, wie es zu diesem Aktivitatsunterschied kommt.
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3.3.1 LAT1/CD89

Der heterodimere Aminosaurenaustauscher LAT1/CD89 ist ein wesentlicher Aktivator
von mTOR. Aus den Proteinen SLC3A2 und SLC7A5 bestehend importiert er Leucin im
Austausch mit Glutamin. In pralimindren Experimenten des Gastlabors konnte LAT1
mittels Massenspektometrie zusammen mit IRAP in frihen DC-Phagosomen
identifiziert werden. Im nachfolgenden Experiment sollte mithilfe einer quantitativen PCR

untersucht werden, ob IRAP einen Einfluss auf die LAT1-Expression in BMDC hat.

Die Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse der qPCR-Versuche bezlglich LAT1. Bei dieser
Methode wurden die relativen mRNA-Expressionen von LAT1 in IRAP-defizienten
BMDC im Vergleich zu BMDC von Wildtyp-Mausen berechnet. Bei dieser Rechnung
kann man bei einer funffach hoheren mRNA-Expression von einem nennenswerten
Unterschied ausgehen, der dann statistisch Uberprift werden kann. Im hier
beschriebenen Experiment waren die Werte der RNA-Expression von LAT1 der IRAP-
defiziente BMDC annadhernd gleich 1, demnach geht eine IRAP-Defizienz nicht mit
einer veranderten LAT1-Expression einher und ist insofern nicht die Erklarung fir die
verminderte mTOR-Aktivitat in den IRAP-defizienten Zellen.
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Abbildung 14: Relative CD89/LAT1-mRNA-Expression von IRAP-defizienten BMDC im Vergleich
zu Wildtyp-BMDC (=1). Dargestellt ist der Mittelwert von fiinf Experimenten. Die Fehlerbalken

zeigen die Standardabweichungen. ns = nicht signifikant; p = 0,06

3.3.2 Glucosetransporter

Da IRAP in insulinsensitivem Gewebe mit GluT4 kolokalisiert und auch eine
regulatorische Rolle auf die GluT4-Translokation an die Zellmembran
ausubt, wurden in den nachsten Experimenten Glucosetransporter in
dendritischen Zellen auf einen Zusammenhang mit IRAP Uberprift. Mithilfe
quantitativer PCR-Experimente wurden die mRNA-Expressionen der
Glucosetransporter GluT1, GIuT3 und GluT4 in IRAP-defizienten BMDC und
Wildtyp-BMDC miteinander verglichen.

In Vorversuchen wurden PCR-Experimente mit den Primern fir GluT1, GIuT3
und GIluT4 in Wildtyp-BMDC angefertigt. Die Experimente zeigen
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(Abbildung 15), dass Aktin und GIuT1 in BMDC stark exprimiert werden,
wahrend fir GluT4 mit zwei verschiedenen Primern kein Signal erreicht
werden konnte. Auch fir GIuT3 ergab die PCR keine Bande. Die
mittelstarke Bande, die in der GluT3-Reihe zu sehen ist, befindet sich nicht

auf der erwarteten Hohe fir GIuT3.

GluT1 Actin  GluT3 GIuT3 GluT4 GluT4 H20

o e

Abbildung 15: PCR, Primer Testing fiir GluT1,3,4, reprasentatives Ergebnis

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Glucosetransporter GluT3 und GluT4 in nur
sehr geringer Menge oder gar nicht in BMDC exprimiert werden. Deshalb wurde eine
Positivkontrolle mit Muskel-cDNA angefertigt werden. Ein reprasentatives Ergebnis
dieser Kontrolle ist in Abbildung 16 zu sehen. Beide Primer fur GluT4 geben ein
starkes Signal in der DNA der Muskelzellen. Auch flr GluT1 und GIuT3 sind kraftige

Banden zu sehen.
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Actin GluT1 GluT3 GluT4 GluT4 H20

300 bp
200 bp

100 bp

Abbildung 16: PCR Testing mit Muskelzell-DNA

Die PCR-Bedingungen sind demnach sehr wohl geeignet, um eine GluT3- und GluT4-
Expression zu detektieren. Das fuhrte zu der Hypothese, dass diese beiden
Glucosetransporter tatsachlich kaum oder gar nicht von murinen unstimulieten BMDC
exprimiert werden. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde deshalb die Expression
von GIluT3 und GluT4 mittels RT-qPCR uberpruft, da diese sehr viel genauer und
sensitiver ist und auch eine quantitative Aussage Uber eine mMRNA-Expression geben

kann.

Daher wurden in einem nachsten Schritt qPCR-Experimente durchgefuhrt. Dabei sollte
die Frage geklart werden, ob die Glucosetransporter 1,3 und 4 in gleicher Menge in
Wildtyp-BMDC wie in IRAP-defizienten BMDC vorhanden sind. Es wurden jeweils
mindestens flinf Experimente durchgefuhrt. In Abbildung 17 sind die Mittelwerte der
RNA-Expression der jeweiligen Glucosetransporter in den IRAP-defiziente BMDC
dargestellt. Als gestrichelte Linie ist die Expression der jeweiligen Glucosetransporter in
den Wildtyp-BMDC reprasentiert.
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Glucose-Transporterin IRAP-defizienten BMDC
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Abbildung 17: Dargestellt sind die relativen n-fachen Werte der mRNA-Expression fiir GluT1, GluT3 und GluT4 in
IRAP-defizienten BMDC im Vergleich zu Willdtyp-BMDC. Jeder Punkt stellt ein Experiment dar. Es wurden
mindestens fiinf Experimente pro Glucosetransporter angefertigt. In rot sind die Mittelwerte dargestellt. An der
gestrichelten Linie ist der Vergleich mit dem Wildtyp zu erkennen. ns: nicht signifikant; *p < 0,05; ***p < 0,001

In Abbildung 17 ist zu sehen, dass zwischen der Expression von GluT1 und GIuT3 in
BMDC im IRAP-Knockout und der des Wildtyps keine signifikanten Unterschiede
bestehen. Dagegen wies GluT4 in IRAP-Knockout-Zellen eine etwa sechsmal hohere

Expression als in den Wildtyp-Zellen auf. Dieses Ergebnis war signifikant (p<0,001).
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Es wurde eine Kontroll-gPCR mit cDNA aus Wildtyp-Muskelzellen angefertigt und die
GluT4-Expression in diesem Gewebe mit der in BMDC von Wildtyp-Mausen und IRAP-

defizienten Mausen verglichen.

GluT4-Expression BMDC im Vergleich zu insulinsensitiven Zellen
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Abbildung 18: Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen GluT4-Expression von IRAP-KO-BMDC
und  Wildtyp-Muskelzellen im Vergleich zu Wildtyp-BMDC mit Fehlerbalken und
Standardabweichung. ***p < 0,001

Abbildung 18 zeigt die Mittelwerte der GluT4-Expression von IRAP-defizienten BMDC und
Wildtyp-Muskelzellen im Vergleich zu IRAP-Wildtyp-BMDC. Es fallt auf, wie viel groRer der
Unterschied in der GluT4-Expression zwischen Wildtyp-Muskelzellen und Wildtyp-BMDC ist
als der Unterschied zwischen den beiden BMDC-Gruppen. Die Muskelzellen weisen eine
150-mal hohere GluT-Expression auf als die Wildtyp-BMDC. Im Vergleich zu den IRAP-
defizienten BMDC ist es eine 24-mal hohere GluT4-Expression. Alle auf Abbildung 18
reprasentierten Unterschiede sind signifikant.
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4 Diskussion

In dieser Studie wurde die Aktivitat des mTOR-Komplex im Zusammenhang mit IRAP
untersucht.  Hierfur ~ wurden das  Wachstums- und  Proliferationsverhalten
unterschiedlicher Zellen, direkte mTOR-Substrate in BMDC und Aktivatorproteine von
mTOR im |IRAP-Knockout-Mausmodell und im Wildtyp-Mausmodell zum Vergleich

untersucht.

Im Gastlabor existierten Hinweise daflr, dass die Funktion von mTOR in IRAP-
defizienten Zellen reduziert ist: IRAP-defiziente BMDC wiesen deutlich mehr
Autophagie-Aktivitat auf, ein Prozess, der durch mTOR inhibiert wird. Dass IRAP in einer
Form in der hochst komplexen mTOR-Signalkaskade eingebunden sein konnte, war
eine vorstellbare Hypothese: In den intensiv studierten insulinsensitiven Zellen wie
Fett- und Muskelzellen wird IRAP bekanntermalRen Uber den PI3K/Akt-Signalweg
aktiviert. Akt ist gleichzeitig Regulator und Effektor von mTOR. Auch in dendritischen
Zellen ist das Modell einer Wechselwirkung von IRAP und mTOR denkbar: Das
Gastlabor fand heraus, dass IRAP eventuell mit AS160 und sicher mit Rab14 in einem
Endosom kolokalisiert. AS160 ist ein direktes Substrat von Akt und Rab14 wird

vermutlich Gber AS160 reguliert, ist also ein sekundares Target von Akt.

Im folgenden Abschnitt werden nacheinander die Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert.

4.1 Herabgesetzte mTOR-Aktivitat

4.1.1 Verlangsamtes Wachstumsverhalten im IRAP-Knockout

In dieser Arbeit konnte anhand von Wachstumskurven festgestellt werden, dass einige

IRAP-defiziente Zelllinien (MEF und BMDC) deutlich langsamer wachsen als der

Wildtyp-Vergleich. Das Proliferationsverhalten verschiedener IRAP-defizienter Zellinien

im Vergleich zum Wildtyp wurde noch nie anhand von Wachstumskurven Uberprift.

Keller und ihre Arbeitsgruppe untersuchten Grole und Entwicklung der IRAP-
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Knockout-Mause: Sie wogen die Mause alle 30 Tage zwischen den Lebenstagen 30 und
150 und nach einem Lebensjahr und konnten keine signifikanten Unterschiede
feststellen’®. Dies ist ein interessantes Resultat, da es eine wichtige Funktion von
mTOR abbildet. Verschiedene mTOR- oder S6K-Funktionseinschrankungen kénnen in
Fliege und Maus zu verminderter ZellgrolRe, KorpergroRe und/oder Letalitat fihren, je
nachdem wie schwerwiegend die Funktionseinschrankung ist’*. Die S6K scheint im
Wesentlichen fiir die Regulation der Zellgroke verantwortlich zu sein’4. Die in dieser
Studie gemessenen Proliferationsunterschiede zwischen Wildtyp- und IRAP-defizienten
Mauszellen konnten also eventuell dadurch erklart werden, dass nur ein bestimmtes
mTOR-Substrat fur die Proliferation verantwortlich ist und nur dieses im IRAP-Knockout
verandert ist. Dowling et al. untersuchten die Funktion der 4-EBP und konnten zeigen,

dass diese hauptachlich flr Proliferation und nicht fiir ZellgroRe verantwortlich sind”>.

Insgesamt lasst sich vermuten, dass die mit der IRAP-Defizienz einhergehende mTOR-
Funktionseinschrankung sich lediglich unter kontrollierten Zellkulturbedingungen zeigt,
nicht aber im groReren Mallstab des Gesamtorganismus. Dafur spricht, dass IRAP-
Knockout-Mause ohne grofde gesundheitliche Einschrankungen lebensfahig sind, was

bei einem massiven mTOR-Defizit nicht zu erwarten ware.

Bei der Beurteilung von Wachstumskurven muss zusatzlich berucksichtigt werden, dass
sie durch das manuelle Auszahlen der Zellen vergleichweise stark fehlerbehaftet sein
konnen. In dieser Arbeit wurden die Wachstumskurven fur MEF und BMDC jeweils drei
Mal angefertigt, um Fehlerquellen zu minimieren. Ein weiteres Fehlerrisiko ergibt sich
durch die Verwendung von Zelllinien, da kulturbedingt eine standige Selektion auf die
Zellpopulation ausgeubt wird, die zu linienspezifischen Unterschieden flhren kann.
Durch die Verwendung zweier unabhangiger Zelllinienpaare sowie niedrigen
Passagezahlen wurde in dieser Arbeit versucht, den Einfluss dieser Faktoren mdglichst

gering zu halten.

Weitergehend lieRe sich diskutieren, inwiefern zelltypspezifische Unterschiede in der

mTOR-Signalkaskade zu den beobachteten Effekten beitragen. Gewebespezifische
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Unterschiede in der IRAP-Expression konnten ebenfalls eine Rolle spielen.
Schlussendlich kann mit den durchgefuhrten Experimenten nicht ausgeschlossen
werden, dass es noch einen anderen Mechanismus gibt, der die

Proliferationsverlangsamung erklart.
4.1.2 mTOR Substrate

Akt und S6K lagen in unseren Experimenten in IRAP-defizienten BMDC weniger stark
phosphoryliert vor als im Wildtyp. Dies weist auf eine verminderte Aktivitat von mTORC1
und mTORC2 hin. Die Akt-Analysen der unbehandelten Zellen zeigen eine vermehrte
Phosphorylierung von Akt im Wildtyp im Vergleich zum IRAP-Knockout. Nach der
Rapamycin-Behandlung wurde bei gleicher Menge an Gesamt-Akt in den IRAP-
defizienten Zellen mehr Akt phosphoryliert. Rapamycin inhibiert mTORC1, Akt ist ein
Substrat von mTORC2. Es ist also zu erwarten, dass die Akt-Phosphorylierung durch
eine Rapamycin-Behandlung nicht beeintrachtigt wird. Unklar ist, warum sich das
Verhaltnis andert und die IRAP-defizienten Zellen nach Rapamycin-Behandlung

vermehrt Akt phosphorylieren.

In den S6K-Analysen sehen wir einen deutlichen Mengenunterschied zwischen Wildtyp
und IRAP-Knockout, dies weist auf eine verminderte mTORC1-Aktivitat im IRAP-
Knockout hin. Die Rapamycin-Behandlung war demnach erfolgreich, sie fuhrt zu
kompletter Inhibition der Phosphorylierung von S6K. Dies ist also ein weiterer Hinweis
auf eine mTORC1-Aktivitatsminderung bei IRAP-Defizienz und insofern kompatibel mit
den Ergebnissen der Wachstumskurven. Allerdings gibt es in der Literatur Hinweise,
dass die S6K eher mit der Regulation der ZellgroBe als der Proliferation in

Zusammenhang steht, was wir mit unseren Ergebnissen nicht bestatigen konnten.

Fur die Mengen an Phospho-4EBP sehen wir keinerlei Unterschied zwischen Wildtyp
und IRAP-Knockout, auch nicht nach Rapamycin-Behandlung. Dieses Ergebnis ist
Uberraschend. Rapamycin inhibiet mMTORC1 und musste somit einen Effekt auf die

Phosphorylierungslevels von 4EBP haben vergleichbar mit dem Effekt auf S6K. In der
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Literatur finden wir allerdings Hinweise, dass nach Langzeitbehandlungen mit dem
Wirkstoff eine rapamycinresistente Phosphorylierung von 4EBP beginnt. Choo et al.
zeigen, dass Rapamycin in einer Konzentration von 20 nM in den ersten drei Stunden
eine Inhibition der Phosphorylierung von 4EBP erreicht, diese allerdings ab dann
abnimmt und schon sechs Stunden nach Beginn der Behandlung die 4EBP-
Phosphorylierung rapamycinresistent stattfindet’®. Unsere Zellen waren zwar nur drei
Stunden in Rapamycin inkubiert, dafur aber in einer deutlich hdheren Konzentration (0,5
MM). AuRerdem zeigt die Studie von Choo et al. keine Messung zwischen drei und
sechs Stunden und demnach ist es schwer, die Phosphorylierungskinetik in dieser
Zeit einzuschatzen. Demnach koénnte beispielsweise bereits nach vier Studen ein
grolRer rapamycinresistenter Effekt stattfinden, der sich in dem hier durchgefihrten
Experiment nach vorn verschoben hat. Gingras et al. finden auch eine
rapamycinresistente Phosphorylierung von 4EPB”7. Uberraschend ist darliber hinaus,
dass die Phosphorylierung der 4-EBP in unbehandelten |IRAP-defizienten Zellen
keinen Unterschied zum Wildtyp zeigt. Wie oben diskutiert, regulieren diese Proteine
hauptsachlich die Proliferation einer Zelle und nach den Ergebnissen der
Wachstumskurven ware eine verminderte 4-EBP-Phosphorylierung denkbar gewesen.
Da der Antikorper fur 4-EBP nicht vorhanden war, konnte in dieser Arbeit lediglich
Phospho-4-EBP gemessen werden. Wir haben also kein Ergebnis fur 4-EBP in Wildtyp
und IRAP-Knockout. Insofern sollte man mit der Interpretation dieses Ergebnisses

vorsichtig sein.

Die Phosphorylierung von Akt ist ebenfalls in IRAP-defizienten Zellen vermindert. Akt
wird von mTORC2 an S473 phosphoryliert, dieses wird von der PI3K aktiviert — die PI3K

ist also im IRAP-Knockout weniger aktiv.

Es existiert bisher keinerlei Literatur, die IRAP mit der mTOR-Signalkaskade in
Zusammenhang stellt und es ist das erste Mal, dass mTOR-Substrate in IRAP-
defizienten Zellen per Western Blot untersucht wurden. Die Ergebnisse passen sehr gut

zu den Vorversuchen des Gastlabors, in denen vermehrte Autophagieaktivitat im
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IRAP-Knockout gemessen werden konnte. Die autophagiebezogenen Ergebnisse
weisen genau wie die verminderte S6K-Phosphorylierung auf eine mTORC1-Defizienz
hin. Zusammen mit den Akt-Western-Blots ergibt sich eher das Bild einer kombinierten
Funktionseinschrankung. Dies ist nicht verwunderlich, da Akt als simultaner Regulator
und Effektor von mTOR eine sehr spezielle Rolle hat und damit zur Komplexitat der

regulatorischen Schaltkreise beitragt.

4.2 Kein detektierter Einfluss von IRAP auf die Regulatoren von mTOR

421 LAT1-Expression

Der Aminosaurentransporter CD89 oder LAT1 ist ein wichtiger Aktivator von mTOR, da
er Aminosauren zur Verfligung stellt. Die Expression dieses Transporters war nicht
sigifikant unterschiedlich in Wildtyp- und IRAP-defizienten BMDC. Es existiert keine
Literatur, die LAT1 mit IRAP in Zusammenhang stellt. Die Hypothese, dass LAT1
eventuell ein Effektorprotein sein koénnte, an dem IRAP wirkt, wurde vom Gastlabor
aufgestellt, da dieser Transporter in einer Massenspektometrie zusammen mit IRAP in
frthen Phagosomen identifiziert wurde. Eine Kolokalisation von IRAP mit dem
Transporter ist demnach nicht unwahrscheinlich, jedoch fuhrt diese nicht zu einem
Expressionsdefizit von LAT1 in IRAP-defizienten Zellen, dies ist somit auch keine

Erklarung fur die herabgesetzte mTOR-Aktivitat.

4.2.2 Glucosetransporter

4.2.2.1 Glucosetransporterexpression in dendritischen Zellen

In dieser Arbeit konnten die Glucosetransporter GIluT1, GIuT3 und GluT4 in

dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich eher um eine

vergleichsweise schwache Expression. Der gqPCR-Vergleich mit den Muskelzellen

zeigte, dass diese GluT4 in 155-mal hoherer Menge exprimieren als die Wildtyp-BMDC.

Literatur zur Expression von Glucosetransportern in dendritischen Zellen gibt es keine.

Maratou et al. forschten an der Expression von GluT1, GIuT3 und GluT4 in humanen
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Leukozyten’®. Mithife von Durchflusszytometrieversuchen fanden sie heraus, dass
GluT1, GIuT3 und GluT4 an den Zelloberflachen von B-Zellen, T-Zellen, Monozyten,
Granulozyten und NK-Zellen exprimiert werden. Unterschiede fanden sie in der
Expression nach Insulinstimulus zwischen ruhenden und aktivierten Zellen. Im
Ruhezustand reagierten Monozyten und B-Zellen auf Insulinstimulus mit erhohter
GIuT3- und GluT4-Expression. Alle anderen Zellen reagierten im Ruhezustand nicht auf
den Insulinstimulus. Im aktivierten Zustand waren die Expressionen der drei
Glucosetransporter sowie die Reaktivitat auf Insulin erhdoht. Die Autoren unterscheiden
so insulinsensitive Leukozyten wie Monozyten und B-Zellen und insulininsensitive Zellen
wie T-Zellen und Granulozyten. Dendritische Zellen wurden in dieser Arbeit leider nicht
untersucht. Bezuglich der Daten dieser Dissertation wurde mit den Autoren Maratou
und Dimitriadis Rucksprache gehalten: In  deren Publikation wurde mit
Durchflusszytometrie gearbeitet, diese Methode lasst leider keine Aussage Uber die
Quantitat der Glukosetransporter zu. Allerdings berichteten uns die Kollegen, dass sich
die ldentifikation der GIuT in Vorversuchen mit Western Blots als sehr schwierig
herausstellte, wie oben erwahnt versuchten die Autoren es in Monozyten, Granulozyten,
B- und T-Zellen. Die Gruppe schaffte es nur mit extrem hohen Zelllysatmengen, die
Glucosetransporter in Western Blots darzustellen. Unser Ergebnis zur Expression von
GIuT3 und GIuT4 in dendritischen Zellen passt hierzu, auch in diesen Zellen ist sie

vergleichsweise niedrig.

4.2.2.2 IRAP Wechselwirkung mit Glucosetransportern

Die Expression von GIluT1,3 und GluT4 wurde in der mRNA von IRAP-defizienten
BMDC gemessen und mit denen des Wildtyps verglichen. Wir fanden keinen
signifikanten Unterschied fur GIluT1 und GIuT3. Demnach scheint es eher
unwahrscheinlich, dass IRAP eine Wechselwirkung mit einem dieser Transporter eingeht,
die funktionelle Unterschiede im Energiestoffwechsel in IRAP-defizienten Zellen
begrinden kénnte. Fir GluT4 wurde ein signifikanter Unterscheid gefunden: Die IRAP-

defizienten Zellen exprimierten in dieser Studie etwa sechsmal mehr GIluT4 als die
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Wildtyp-Zellen. Dies passt nicht zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die
allerdings alle aus anderen Zelltypen stammen und mit anderen Methoden angefertigt
wurden. In Adipozyten und Muskelzellen fanden Keller et al., dass IRAP mit GluT4
kolokalisiert®. Kellers Arbeitsgruppe konnte in Fett- und Muskelgewebe von Mausen eine
erniedrigte GluT4-Expression messen'®. Die Kollegen wiesen diese Resultate mit

Gelelektrophorese und Immunoblotting nach.

Auch in anderen Zellen versuchten Autoren bereits, eine Wechselwirkung von IRAP mit
Glucosetransportern zu untersuchen: Fernando et al. fanden eine GluT4-IRAP-
Kolokalisation in pyramidalen Neuronen des Hippocampus, die eine hohe GluT4-
Expressivitat haben, jedoch nicht in den Zellen des Cerebellums’. Diese Arbeitsgruppe
untersuchte auch eine maogliche Kolokalisation von IRAP mit GluT3 und GIuT8, die nicht
bestatigt werden konnte®. Albiston et al. zeigten, dass IRAP und GluT4 auch in Zellen

der Niere nicht kolokalisieren®,

In dieser Arbeit wurde ein Unterschied in der GluT4-Expression zwischen Wildtyp-
BMDC und IRAP-defizienten BMDC gefunden, dahingehend dass die IRAP-defizienten
Zellen relativ etwa sechsmal mehr GluT4 exprimierten als die Wildtyp-Kontrollen. Dies
widerspricht den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die finden, dass eine IRAP-
Defizienz mit einer erniedrigten GluT4-Expression einhergeht'?. Es gibt also in der GluT-
4-Expression in IRAP-defizienten Zellen einen manifesten Unterschied zwischen
dendritischen Zellen und insulinsensitiven Zellen. Mogicherweise hat eine IRAP-
Defizienz durch einen noch unbekannten Mechanismus eine Auswirkung auf ein anderes

Protein, das dann in dendritischen Zellen zu einer GluT4-Expressionserhohung fuhrt.

Bei dem Vergleich der Ergebnisse dieser Dissertation mit der Literatur missen die

methodischen Unterschiede der jeweiligen Arbeiten berucksichtigt werden: In dieser

Dissertation wurde die Expression der GIuT in mRNA untersucht, wahrend die anderen

hier zitierten Autoren die Expression auf Zelloberflachen (per FACS) oder die

Kolokalisationen der Proteine (mit Fluoreszenzmikroskopen) messen. Die qPCR misst die

Ableseaktivitat eines Gens Uber dessen mRNA-Aktivitdt. Zu beachten ist dabei, dass
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sich nicht unmittelbar die Starke der Proteinsynthese ableiten lasst und grundsatzlich
auch keine Aussage Uber die Lokalisation des Proteins getroffen werden kann. Dieses
kann intrazellular oder an der Zelloberflache situiert sein. Ergebnisse aus qPCR-
Versuchen sind aufgrund ihrer Abhangigkeit von den ,Housekeeping Genes“ unter
Vorbehalt zu interpretieren. Hier wurden zwei ,Housekeeping Genes® benutzt, trotzdem
kann es zu Fehlern kommen, wenn diese von der zu untersuchenden Zielstruktur
beeinflusst werden. Ferner muss bei den Versuchen dieser Arbeit bericksichtigt
werden, dass es sich nur um Ex-vivo-Daten handelt. Kulturbedingungen in vitro geben
bekanntermal3en die komplexe physiologische Umgebung nur begrenzt wieder, so kann
es zu von der In-vivo-Situation abweichenden Aussagen kommen. Ein Vorteil unserer
Versuche gegenlber anderen ist, dass qPCR auch kleine Mengen Protein detektieren
kénnen und dass diese Methode eine Aussage Uber Quantitdten erlaubt. Das ist auch
die wichtige Einschrankung unseres Ergebnisses, die im oberen Abschnitt bereits
diskutiert wurde: GluT4 scheint in dendritischen Zellen nur in sehr geringer Menge
vorhanden zu sein, sowohl in den Wildtyp-BMDC als auch in den IRAP-defizienten
BMDC.

4.3 Reevaluation der Arbeitshypothesen

H1: IRAP hat eine Bedeutung fiir den mTOR-Signalweg und eine IRAP-Defizienz

geht mit einer verminderten mTOR-Aktivitat einher.
Diese Hypothese wurde bestatigt.

H2: IRAP steht in einer regulatorischen Beziehung mit LAT1, einem wichtigen
Upstream-Faktor von mTORCA1.

Diese Hypothese kann abgelehnt werden.

H3: IRAP geht auch in dendritischen Zellen eine regulatorische Wechselwirkung mit
einem Glucosetransporter ein.

Diese Hypothese kann nicht abschlieRend beantwortet werden.
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4.4 Klinischer Bezug der Arbeit

Im klinischen Kontext sind die Ergebnisse dieser Arbeit dulerst interessant. Die
Arbeitsgruppen, die IRAP im onkologischen Zusammenhang untersucht haben,
assoziierten IRAP mit einem maligneren Verhalten des Tumors: Ino et al. bewiesen eine
positive Korrelation zwischen der IRAP-Expression von Endometrium-CA-Zellen und
einen Fortschritt des histologischen Grades, Staging, myometrialer Invasion des
Tumors und vaskularer Infiltration®!. Die Autoren schlugen als Erklarung dafiir den
aufgehobenen protektiven Effekt von Oxytocin vor. Auf Grundlage der Ergebnisse und
Uberlegungen dieser Dissertation lasst sich spekulieren, ob jene Effekte nicht auch tber
eine veranderte mMmTOR-Funktion zu erklaren sind. In zahlreichen onkologischen
Erkrankungen ist der Effekt von mTOR bereits gut untersucht; die Signalkaskade ist im
Zusammenhang mit Tumorgenese und —zellproliferation, auch Uber Neoangiogenese
bedeutsam®. In diesem Kontext ware es hochinteressant, die mTOR-Funktion in IRAP-
positiven Karzinomzellen zu untersuchen und mit IRAP-negativen Karzinomzellen zu
vergleichen. Sollten sich die Resultate fur das Endometrium- und Zervix-CA
bestatigen, konnten IRAP-Inhibitoren eine additive Therapiemdglichkeit fur diese

onkologischen Erkrankungen darstellen.

Nicht nur im onkologischen Zusammenhang konnte eine IRAP-Inhibition therapeutisch
genutzt werden. IRAP-Inhibitoren haben aufgrund ihrer antidementiven Wirkung bereits

Einzug in die Forschung gefunden®:.

4.5 Ausblick

Die mTOR-Aktivitat im Zusammenhang mit IRAP erfordert weitere Studien. In diesem
Zusammenhang ware es interessant, mit neuen Methoden wie z. B. der
Genexpressionsanalyse mit Microarray oder Next Generation Sequencing den mTOR-
Pathway zu untersuchen. Die Arbeitsgruppe von lkenoue hat verschiedene Methoden
publiziert, mit denen die mTOR-Aktivitat Uberpruft werden kann: Aulier direkter mTOR-

Substratmessung per Western Blot, was in dieser Dissertation erfolgt ist, stellt die
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Arbeitsgruppe einen In-vitro-Assay vor, das die mTOR-Aktivitat misst, und zeigt, wie

die mTOR-Aktivitdt im Gewebe mit Immunhistochemie untersucht werden kann84.

Wenn das mTOR-Defizit in IRAP-defizienten BMDC mit weiteren Untersuchungen
bestatigt werden kann, sollte man sich der Frage widmen, ob es auch in
insulinsensitivem Gewebe zu finden ist. Mit den gleichen Methoden ware eine
Untersuchung der mTOR-Aktivitat in  Muskelzellen interessant. Da dort die
Regulierung besser verstanden ist, konnte dies unter Umstanden Aufschluss auf

analoge Signalwege in anderen Zelltypen geben.

Zudem konnte untersucht werden, ob die Beziehung zwischen IRAP und mTOR
wechselseitig ist. Wie verhalt sich die Expression von IRAP in einem mTOR-defizienten
Zellmodell? Kann IRAP in einem mTOR-defizienten DC-Modell weiterhin eine

einwandfreie Kreuzprasentation garantieren?

4.6 Fazit

Zusammenfassend ergeben sich aus dieser Dissertation zwei wichtige Hauptergebnisse:
Erstens ist die Expression der Glucosetransporter GluT1 und GIuT3 in dendritischen
Zellen mit IRAP-Knockout nicht verandert. Die Glucosetransporter-4 werden vermehrt in
IRAP-defizienten BMDC exprimiert. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den

Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die jedoch andere Methoden benutzt haben.

Zweitens liegen Hinweise vor, dass eine IRAP-Defizienz mit einer eingeschrankten
mTOR-Funktion einhergeht. Dass die Ergebnisse nicht kongruent sind, ist bei der
Komplexitdt der mTOR-Signalkaskade nicht verwunderlich. Dadurch, dass der IRAP-
defiziente Phanotyp keine massiven mTOR-Fehlfunktionen aufweist, muss man auch
die Mdglichkeit in Erwagung ziehen, dass IRAP nicht essenziell flr eine physiologische
mTOR Funktion ist, jedoch mTOR auf bisher unbekannte Weise aktivieren kann. Diese
Aktivierung fiele dann im IRAP-Knockout weg, was sich anhand der vermindert
phosphorylieten mTOR-Substrate und der eingeschrankten Zellproliferation zeigt. Als
Erklarung fur den Einfluss von IRAP auf den mTOR-Signalweg kame ein
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Ruckkopplungsmechanismus auf Akt infrage. In dem Modell in insulinsensitiven Zellen
wird IRAP durch Akt aktiviert. Man konnte sich vorstellen, dass IRAP einen positiven
Rukkopplungsmechanismus auf Akt oder einen anderen Mitspieler der mTOR-
Signalkaskade ausubt. Dieser fuhrt im Wildtyp zu einer vermehrten Aktivitat und fallt im
IRAP-Knockout weg, sodass die TOR-Funktion abnimmt. Es gibt mehrere Modelle,
welche die eingeschrankte mTOR-Aktivitat, die mit einer IRAP-Defizienz einherzugehen
scheint, erklaren konnten: IRAP konnte einen direkten regulatorischen Einfluss auf
mMmTOR oder auf ein Substrat der mTOR-Signalkaskade haben. Auch konnte die
Wirkung uber eine Komplexbildung zwischen IRAP und einem anderen Protein zu
erklaren sein. Vorstellbar ist auch, dass das IRAP-Vesikel die entscheidende Rolle flr
die Funktionalitdt der mTOR-Signalkaskade spielt. Es konnte sich um eine sogenannte
»oignaling Platform® handeln, ob mit direkter Wirkung von IRAP auf mTOR oder nicht.
Ein solches Modell ist z. B. von Schenck et al. in Zusammenhang mit Rab5 und der Akt-
Signalkaskade prasentiert worden: Das APPL1-Endosom ist hier eine sogenannte
»oignaling Platform®, in der internalisierte Rezeptoren an die Membran reguliert werden,
um dort in Préasenz von Rab5 die Akt-Signalkaskade zu leiten8. Das APPL1-Endosom
ist als Signaling Platform interessanterweise auch fur die Funktionalitat anderer
Signalkaskaden notwendig, wie z. B. der von TLR®. Im Zusammenhang mit den
Ergebnissen dieser Dissertation ware es also vorstellbar, dass das IRAP-Endosom eine
solche Signalplattform darstellt, eventuell andere internalisierte Rezeptoren im IRAP-
Vesikel an der Oberflache mit anderen Proteinen interagieren und so einen Effekt auf
die Funktionalitat der mTOR-Signalkaskade haben.

Ein anderer Erklarungsansatz fur das aus dieser Studie resultierende Gesamtbild kdnnte
auch an folgendes Modell anknipfen: Die Arbeitsgruppe von Kraniou zeigte, dass eine
erhohte AMPK-Aktivitat (z. B. bei physischer Belastung) in Muskelzellen zu einer
vermehrten GluT4-Genexpression (per PCR gemessen) fihrt®”. Eine ausgepragte
AMPK-Aktivitat in DC wirde auch zu eingeschrankter mTOR1-Funktion fihren und ware
somit eine mogliche Erklarung fur beide Hauptergebnisse dieser Studie, wenn GluT4
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auch in BMDC uber AMPK reguliert wird. Die Beantwortung dieser Frage wuirde helfen,

weitere Einsicht Uber den regulatorischen Zusammenhang zwischen der mTOR-

Signalkaskade und IRAP zu gewinnen.

64



Abkurzungsverzeichnis

ADH
AMPK
APC
ATP
BMDC
DC
4EBP1
EEA1
ER
ERAP
FCS
GLUT

GMCSF

LPS

Antidiuretisches Hormon

AMP-aktivierte Proteinkinase
Antigenprasentierende Zelle

Adenosintriphosphat

Bone Marrow derived Dendritic Cell

Dendritische Zelle

Eukaryotic initiation factor 4E (elF-4E) Binding Protein-1
Early Endosome Antigen 1

Endoplasmatisches Retikulum

Endoplasmatic Reticulum Aminopeptidase

Fetales Kalbserum

Glucosetransporter

Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
Interferon-gamma

Insulin-like Growth Factor

Immunglobulin E

Insulinregulierte Aminopeptidase

Knockout

Lipopolysaccharide
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https://de.wikipedia.org/wiki/Proteinkinase

MEF Murine Embryonale Fibroblasten

MHC Major Histocompatibility Complex

MTOR Mechanistic Target of Rapamycine

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PIK3 Phosphoinositid-3-Kinasen

P-LAP Plazentare Leucin-Aminopeptidase

RT Reverse Transkriptase

SDS PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
STX6 Syntaxin-6

TAP Transporter associated with Antigen Processing
TCR T-Zell-Rezeptor

TREG Regulatorische T-Zelle

WT Wildtyp

ZNS Zentrales Nervensystem
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