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Zusammenfassung

Diese Arbeit widmet sich der Kartierung extraneuronaler Gewebe bezüglich ihrer

Lphn-Expression. Die Latrophiline (kurz: Lphn), die im Zusammenhang mit dem Gift

der schwarzen Witwe (Latrodectus mactans) entdeckt wurden, zählen zur Subfamilie der

aGPCR [18]. Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (kurz: GPCR) im Allgemeinen stel-

len eine der größten bekannten Rezeptorklassen dar und haben auf vielfältige Arten

Bedeutung als Rezeptoren für Neurotransmitter, Hormone und Cytokine [33]. Dadurch

dienen die GPCR mittlerweile als Ziel für 60% der Pharmakotherapie [46]. Unter den

GPCR gibt es jedoch einige wenig erforschte Vertreter, die man Waisen-GPCR (engl.:

orphan-GPCR) nennt. Vertreter dieser Waisen-GPCR sind die Latrophiline. Diese wur-

den in ersten Arbeiten vor allem in neuronalem Gewebe erforscht, da man einen Zusam-

menhang zwischen dem Nervengift α-Latrotoxin und den Latrophilinen erkannte [20]. In

Folgearbeiten konnte für die Lphn durchaus eine klinische Relevanz über die der Neuro-

transmission hinaus aufgezeigt werden. Beispielsweise wird Lphn2 mit pulmonalen Er-

krankungen wie chronische Bronchitis (kurz: COPD, engl.: chronic obstructive pulmonal

disease) [36] und dem Plattenepithelkarzinom der Lunge [56] sowie mit immunologischen

Störungen wie Allgemeiner variabler Immundefekt (kurz: CVID, engl.: common variable

immunodeficiency) und juveniler idiopathischer Arthritis [31] in Verbindung gebracht.

Für Lphn3 konnte darüber hinaus ein Zusammenhang mit Erkrankungen wie Asthma

bronchiale [15] [34], dem pulmonalen Adenocarzinom [23] oder Diabetes mellitus [41]

hergestellt werden.

Dies veranlasst uns zur genaueren Untersuchung der GPCR in extraneuronalen Gewe-

ben. Hierzu werden in dieser Arbeit die Latrophiline auf mehreren Ebenen der Molekül-

expression beleuchtet. Als Ausgangsmaterial dienen Gewebe von genetisch modifizierten

Reportermäusen, deren Lphn-Gene mittels LoxP/FRT-Sequenzen (engl.: locus of X-over
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P1/ flippase recognation target) flankiert sind. Im ersten Schritt werden die Desoxy-

ribonukleinsäuren (kurz: DNS) dieser Mäuse mittels Polymerase-Kettenreaktion (kurz:

PCR, engl.: polymerase chainc reaction) untersucht. Somit wird sichergestellt, dass diese

homo- oder heterozygote Erbträger der genetischen Modifikation sind. Dies ist wichtig,

da es keine etablierten Antikörper gegen die Latrophiline selbst, sondern lediglich ge-

gen an Lphn angeheftete Markermoleküle gibt. Im nächsten Schritt wird der Nachweis

auf transkriptioneller Ebene geführt, indem mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-

Polymerase-Kettenreaktion (kurz: qRT-PCR, engl.: reverse transcriptation polymerase

chain reaction) mehrere Gewebe der modifizierten Mäuse gescreent werden. So gelingt

die Identifikation großer Lphn2 -Transkriptmengen in den Geweben Herz, Leber, Niere,

Gehirn, Retina, Rückenmark und Zunge. Darüber hinaus sind in den Geweben der Retina,

Niere, Lunge und des Rückenmarks große Lphn3 -Transkriptmengen zu finden. Darauf-

hin erfolgt in ausgewählten Geweben der qualitative Nachweis der Lphn im Immunoblot.

Hier können wir die Lokalisation von Lphn2 in Hirn-, Leber-, Nieren- und Zungengewebe

und jene von Lphn3 in Hirn- und Lungengewebe bestätigen [5]. Neu und demnach nicht

vorbeschrieben ist die Präsenz von Lphn2 in der Zunge [18]. Aufgrund dessen führen

wir im Rahmen dieser Arbeit explorativ histologische Untersuchungen an Zungengewebe

von Lphn2 -mVenus positiven und Lphn2 -mVenus negativen Mäusen durch. Hier zeigen

sich positive Signale in der Immunhistochemie an der Basis der Papillae filiformis von

Lphn2-mVenus positiven Mäusen, nicht jedoch an den Proben der Lphn2-mVenus nega-

tiven Kontrollgruppen. Somit gelingt der Nachweis von Lphn2 im basalen Bereich der

Fadenpapillen der Zunge.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen ergeben sich somit zusätzliche Möglichkeiten zur

weiterführenden Erforschung der Lphn. Zum einen geht aus Arbeiten an Drosophila me-

lanogaster hervor, dass dCIRL (der Vertreter der Lphn in Drosophila melanogaster) in

Zusammenhang mit der sensomechanischen Kopplung steht [44] [14]. Aufgrund der Funk-

tion der Papillae filiformis als Sinnesorgan für taktile Reize [12] [33] [45] könnte somit

Lphn2 als Rezpetor der sensomechanischen Reizweiterleitung in weiteren Arbeiten dis-

kutiert werden. Ebenfalls interessant wäre diese Methoden auf andere Organsysteme mit

sensomotorischer Komponente wie Nieren, Gefäßsystem, Leber oder Herz [45] [33] zu

erweitern. Zum anderen eröffnen sich mit Hilfe der durch diese Arbeit erfolgte Lphn-
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Kartierung und der Erkenntnisse über Dysregulationen im Rahmen von Erkrankungen

neue Forschingsansätze. In Anbetracht des oben beschriebenen pharmakologischen Po-

tentials der GPCR [46] wäre eine weiterführende Untersuchung der Lphn interessant für

die Entwicklung pharmakologischer Interventionen. Des Weiteren ergibt sich aufbauend

auf den Ergebnissen aus dem qRT-PCR-Screening auf alle putativen Spleißvarianten der

Lphn die Notwendigkeit zur Untersuchung spezifischer Lphn-Varianten. Mithilfe spezifi-

scher Assays für die Gene dieser Varianten wäre es möglich, die Lphn und deren Sybtypen

genauer zu untersuchen. Letzlich ist es notwendig, mit Hilfe verbesserter Nachweismetho-

den die Lokalisation von Lphn2 genauer zu definieren. Aufgrund des limitierten Auflö-

sungsvermögens der in dieser Arbeit verwendeten Immunhistochemie ist es erforderlich,

mit Hilfe von Spezialmikroskopen und Filtern Untersuchungen via Immunfluoreszens an

der Basis der Papillae filiformis durchzuführen.

Insgesamt betrachtet ergibt sich aus den Erkentnissen dieser Arbeit ein besseres Ver-

ständis für die Lphn und erleichtert somit die weiterführende Erforschung ihrer Funktion,

ihrer Rolle in physiologischen und pathophysiologischen Mechanismen, ihres Zusammen-

hangs mit Erkrankungen und ihres Potentials als Ziel pharmakologischer Interventionen.
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Abstract

The aim of our research was to map out the Lphn content of extraneuronal tissues.

The Lphn were discovered in studies about α-latrotoxin, the poison of the black widow

spider (latrodectus mactans) and are part of the aGPCR subfamily [19]. In general the

GPCR family is one of the most widespread receptors in nature and has multiple functi-

ons as receptors for neurotransmitters, hormones and cytokines [33]. In addition, they are

the target for nearly 60% of pharmacological interventions [46]. But there are also some

poorly understood GPCRs called orphan GPCRs. Some of these orphan receptors are the

Lphns. These were mainly studied in neuronal tissue, because of the interaction with the

neurotoxin of Latrodectus mactans [20]. Subsequent studies put Lphn2 into context with

deseases of the lung, e.g., COPD [36], squamous cell cancinoma [56] and immunological

disorders like common variable immunodeficiency (CVID) or juvenile idiopathic athritis

(JIA) [31]. Lphn3 could be assosiated with bronchial asthma [15] [34], adenocarcinoma

of the lung [23] and diabetes mellitus [41]. Thus, the study of Lphns in extraneuronal

tissues is appropriate. To achieve this we investigate the Lphns on all levels of molecular

expression. First, we analyzed the DNA of genetic modified reporter mice. Due to a lack

of established antibodies for Lphns, the modification through GFP/HA-tagging had to

be ensured. In a second step, the transcriptionlevel of Lphn in the selected tissues had to

be confirmed by qRTPCR. In the case of Lphn2 we found large quantities in the tissues

of heart, liver, kidney, brain, retina, spinal cord and tongue. In the case of Lphn3 we

discovered high transcriptlevels in kidney, spinal cord, retina, brain and lung. In addition,

immunoblotting has been used to confirm the presence of Lphn2. In this case, we could

confirm the presence of Lphn2 in brain, liver, kidney and Lphn3 in brain and lung [5].

As the appearance of Lphn2 in tongue was not described in previous studies [18] we

decided to explore the tissue of the tongue by histological examination via immunohisto-
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chemistry. In those studies we confirmed the presence of Lphn2 protein at the basis of

the papillae filiformis of the tongue.

The function of Lphn2 in this case as a part of the mechanosensory transmission

of haptic stimulation is up to further investigation. Studies in Drosophila melanogaster

have demonstrated an involvement of dCIRL, the Drosophila melanogaster homolog of

Lphn as a potential mechanosensor [44] [14]. It would also be interesting to apply the-

se methods to other organ systems with sensorimotor components such as the kidneys,

vascular system, liver or heart [45] [33]. Furthermore by using the mapping of Lphn and

the kowledge about dysregulations in the context of diseases, new research approaches

open up. Considering the pharmacological potential of the GPCR described above [46],

further investigation of the Lphn would be of interest for the development of pharmaco-

logical interventions. Moreover, based on the results of the screening via qRT-PCR on all

possible splice variants of the Lphn it is necessary to investigate specific variants of the

Lphn. By using specific assays of these variants, it would be possible to study the Lphn

and their sybtypes in more detail. At last, the localisation of Lphn2 needs to be defined

more precisely by utilising improved detection methods. Due to the limited resolution of

the immunohistochemistry used in this work, it is essential to carry out further investiga-

tions via immunofluorescence analysis at the base of the papillae filiformis using special

microscopes and filters.
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deutung für die gegenwärtige Forschung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

Literaturverzeichnis 69

Abbildungsverzeichnis I

A Publikation und Dank III
A.1 Publikation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . III

B Dank VIII

C Lebenslauf IX

x



xi



Inhaltsverzeichnis

Abkürzungsverzeichnis

α-LTX engl.: alpha-latrotoxin
ACTH Adrenocorticotropes Hormon
ADGRL 1-3 Adhesion G-Protein-Coupled Receptor Latrophilin

1-3
ATP Adenosintriphosphat
aGPCR Adhesion G-Protein-Coupled Receptor
AK Antikörper
AMP Adenosinmonophosphat
ASS Autismus-Spektrum-Störung
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CCDS engl.: consensus coding sequence
CIRL Calcium Indipendent Receptor of α-Latrotoxin
Cre engl.: cyclization recombination
CREb engl.: cAMP responsive element binding protein
CRF engl.: corticotrophin-releasing factor receptor
COPD engl.: chronic obstructive pulmonal disease
CVID engl.: Common Variable Immunodefiency)
DAG Diacylglcerol
Dlga Drosophila disc large tumor suppressor
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA engl.: desoxyribonucleic acid
DNS Desoxyribonukleinsäure
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1 Einleitung

1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

1.1.1 Allgemeiner Aufbau G-Protein gekoppelter Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (engl.: G-protein-coupled-receptor; Abk.: GPCR)

sind Proteine, die in der Regel als Membranrezeptoren fungieren [33]. Zur Zellveranke-

rung besitzen sie sieben helikale Transmembrandomänen, die die Zellmembran von extra-

nach intrazellulär durchspannen. Extrazellulär befindet sich ein N-terminaler und intra-

zellulär ein C-terminaler Rest [46]. Abb. 1.1 zeigt exemplarisch den allgemeinen Aufbau

eines GPCR mit intra- und extrazellulärer Domäne, die mittels sieben transmembran-

ärer Untereinheiten miteinander verbunden sind. Je nach Funktion unterscheiden sich die

unterschiedlichen GPCR bezüglich ihre Größe und des Aufbaus des extrazellulären Ami-

nosäurerestes, um durch Konformationsänderung als Ziel unterschiedlicher Liganden zu

fungieren [6]. Zwischen den transmembranären Domänen befinden sich jeweils drei intra-

und extrazelluläre Schleifen. Zur Signalweiterleitung ist an die intrazelluläre Schleife zwi-

schen der fünften und sechsten Transmembrandomäne ein in der Membran verankertes

heterotrimäres Guaninnucleotid-bindendes-Protein gekoppelt [33]. Die G-Proteine sind

GTP-hydrolysierende Proteine, die aus einer α-, β- und γ-Untereinheit aufgebaut sind,

wobei die α-Domäne mit dem GTP- bzw. GDP-Molekül verbunden ist. Die größte der

drei Domänen ist die α-Untereinheit mit einem Molekulargewicht von 40-50 kDa. Die

beiden kleineren β- und γ- Untereinheiten besitzen ein Molekulargewicht von 35 kDa

und 8 kDa [6].
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

NH2

COOH

1 2 3 4 5 6 7

*
Abb. 1.1: Aufbau eines typischen G-Protein gekoppelten Rezeptors.Ansicht von la-

teral: Extrazellulärer N-terminaler Rest (NH2), 7-fach membrangängigen Liganden-
bindungen und intrazullulärer C-terminaler Rest (COOH). An der intrazellulären
Schleife(*) zwischen der 5. und 6. Transmembrandomäne ist das G-Protein gekop-
pelt. Die Schleifen sind häufig untereinander oder mit der Zellmembran kovalent
verbunden (hier exemplarisch mittels gestrichelter Linien gekennzeichnet).
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1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

1.1.2 Funktionsweise G-Protein gekoppelter Rezeptoren

Die Bindung an die unterschiedlichen GPCR ist spezifisch, aber die daraus resultierende

Reaktion ist vielfältig. Entscheidend für die Wirkungsweise des GPCR ist die Konfigurati-

on der GTP-Molekül-bindenden α-Untereinheit. So entfalten die αs- und αq-Untereinheit

einen stimulierenden, die αi- und αo-Untereinheit einen inhibierenden Effekt [24]. Im in-

aktiven Zustand ist an die entsprechende α-Untereinheit ein GDP-Molekül gebunden.

Nach Bindung eines Liganden an das extrazelluläre N-termiale Ende wird durch eine

Konformationsänderung das intrazelluläre GDP-Molekül durch GTP ausgetauscht. So-

mit wechselt der GPCR in den aktiven Zustand, indem das trimere G-Protein in eine

monomere α-Untereinheit und in eine dimere βγ-Untereinheit zerfällt. Diese Unterein-

heiten aktivieren dann jeweils weitere Effektorproteine, wie die Adenylatcyclase oder die

Phospholipase C [33]. Dadurch werden intrazelluläre Signalkaskaden ausgelöst. Im Falle

der Adenylatcyclaseaktivierung wird ATP (Adenosintriphosphat) zu cAMP (zykliches

Adenosinmonophosphat) umgewandelt. cAMP dient als Botenstoff zur Aktivierung der

phosphorylierenden Proteinkinase A, welche wiederum den Transkriptionsfaktor CREB

(cAMP responsive element binding protein) aktivierten kann. CREB stimuliert letztend-

lich Prozesse auf Nukleinsäureebene und löst damit Effekte auf zellulärer Ebene aus. Bei

der Adenylatcyclaseinaktivierung wird cAMP zu AMP enzymatisch deaktiviert und der

Prozess damit inhibiert. Im Falle der Phosholipase-C-Aktivierung wird über bestimmte

Membranphospholipide (Phosphatidylinositolphosphaten) und IP3 (Inositoltriphosphat)

Ca2 + aus dem endoplasmatischen Retikulum freigesetzt. Die Konzentrationserhöhung

von Ca2 + im Zytosol führt zusammen mit dem PIP2-Spaltprodukt DAG (Diacylglycerol)

zur Aktivierung von PKC (Proteinkinase C). PKC wiederum reguliert Transportproteine,

dient der Vernetzung des Zytoskelettes und führt mittels Aktivierung von Transkripti-

onsfaktoren zur schnellen Anpassung der Zelle an veränderte Umweltbedingungen über

die sog. early response genes. Darüber hinaus fungiert Ca2+ als eigenständiger Signal-

transduktor bei der Regulation der Hormonausschüttung, bei der Muskelkontraktion, bei

der Aktivierung von Lymphozyten und der Initiierung der Apoptose [46]. Abbildung 1.2

zeigt einen exemplarischen Ablauf nach Aktivierung eines GPCR.
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

α
βγ

GDP

Ligand

(G-Protein inaktiv)

α
βγGTP

(G-Protein aktiv)

* Adenylatcyclase

ATP cAMP + PPi

GPCR

Proteinkinase A

Phospholipase C

PIP2

DAG

IP3

Endoplasmatisches Retikulum

Ca2 +

+Ca2

Proteinkinase C

Zellkern

(3a)

(3b)

Transkriptionsfaktoren

Ribosom

Protein

(1)

(2)

(5a)

(4a)

(5b)

(6) (7)

(I)

(II) (III)

(4b)

Abb. 1.2: Exemplarische Signalkaskaden nach Aktivierung eines GPCR. (1) Bin-
dung eines Guaninnucleotid-austauschenden Faktors (GEF= engl.: guanine nucleo-
tide exchange facor) an die extrazelluläre Ligandenbindungsstelle am N-Terminus
des GPCR. (2) Austausch von GDP mit GTP, Aktivierung des G-Proteins und
Dissoziation des G-Proteins in eine α und eine βγ-Untereinheit. (3a) Adenylatcy-
claseweg: Aktivierung der Adenylatcyclase durch die aktive βγ-Untereinheit und
Spaltung von ATP in cAMP und PPi. (4a) Aktivierung der Proteinkinase A durch
cAMP. (5a) Aktivierung von Transkriptionsfaktoren durch die Proteinkinase A.
(3b) Phospholipase-C-Weg: Aktivierung der Phospholipase C durch die aktive
βγ-Untereinheit. (4b) Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2)
durch Phospholipase C. (5b) Spaltung von PIP2 in Inositol- (1,4,5)-trisphosphat
(IP3) und Diacylglycerin (DAG). (6) Aktivierung der Proteinkinase C durch Dia-
cylglycerin (DAG) Inositol- (1,4,5)-trisphosphat (IP3) bzw. Ca 2 +. (7) Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren durch Proteinkinase C. (I) Initiierung der Transkription
durch Transkriptionsfaktoren. (II) Translation von mRNA durch Ribosomen (III)
Posttranslationale Modifikation zum Zielprotein. Abbildung basiert auf inhaltlichem
Konsens mehrerer Referenzen [24] [33] [46] [6]

Nach Dissoziation des Liganden vom GPCR wird das G-Protein vom aktiven in den

inaktiven Zustand erneut mittels Konformationsänderung überführt. So ergeben sich

aus der Kombination aus Liganden, aktivierenden bzw. inaktivierenden Untereinheiten
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1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

und unterschiedlichen Effektorproteine sehr unterschiedliche Wirkungen, die durch die

GPCR verursacht werden können. Diese Vielfalt erklärt die weite Verbreitung dieser

Rezeptorklasse.

1.1.3 Bedeutung G-Protein gekoppelter Rezeptoren

Unter den Zelloberflächenrezeptoren stellen die GPCR mit etwa 950 identifizierten

Varianten die größte Rezeptorklasse dar [33]. Sie dienen der Signaltransduktion von Hor-

monen, Neurotransmittern und Cytokinen. Darüber hinaus können divalente Kationen,

Lichtquanten, Geruchs- und Geschmacksstoffe als Liganden fungieren [33]. Tabelle 1.1

zeigt einen Überblick möglicher Liganden zur Regulation zellulärer Effekte via GPCR.

Ligand G-Familie Effekt
Katecholamine Gs Aktivierung der Adenylatcyclase

Gi Hemmung der Adenylatcyclase
Gq Aktivierung der Phospholipase C

Histamin Gs Aktivierung der Adenylatcyclase
Gi Hemmung der Adenylatcyclase

Glucagon Gs Aktivierung der Adenylatcyclase
LH Gs Aktivierung der Adenylatcyclase
FSH Gs Aktivierung der Adenylatcyclase
TSH Gs Aktivierung der Adenylatcyclase
Vasopressin Gs Aktivierung der Adenylatcyclase
Angiotensin Gi Hemmung der Adenylatcyclase

Gq Aktivierung der Phospholipase C
Bradykinin Gq Aktivierung der Phospholipase C
Somatostatin Gi Hemmung der Adenylatcyclase
Opiate Gi Hemmung der Adenylatcyclase
Prsotaglandin E2 Gs Aktivierung der Adenylatcyclase
Chemokine Gi Hemmung der Adenylatcyclase
Geruchsstoffe Gs Aktivierung der Adenylatcyclase

Geschmacksstoffe Gi
Aktivierung der cGMP-Phosphodi-
esterase

Photonen, Opsin,
Rhodopsin

Gi
Aktivierung der cGMP-Phosphodi-
esterase

Glutamat Gi Hemmung der Adenylatcyclase

Tab. 1.1: Auswahl möglicher Liganden der GPCR [33]. Gs= stimulierendes G-Protein,
Gi= inhibierendes G-Protein, Gq= Phospholipase-C-senstitives G-Protein, LH= lu-
teinisierendes Hormon, FSH= follikelstimulierendes Hormon, TSH= thyreodeasti-
mulierendes Hormon, cGMP= cyclisches Guanosinmonophosphat
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

Die Vielfalt an Interaktionsmöglichkeiten macht die GPCR-Familie besonders inter-

essant als Ziel für pharmakologische Interventionen. So wirken ca. 60% aller Arzneimittel

über diese Rezeptorklasse [46]. Tabelle 1.2 zeigt eine Auswahl bereits etablierter Arznei-

stoffe, die an GPCRs ihre Wirkung entfalten.
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1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Rezeptorklassen Arzneistoffklassen Vertreter
α-Adrenorezeptoren α1-Rezeptoragonisten Midodrin

α1-Rezeptorantagonisten
Doxazosin
Phenoxybenzamin

α2-Rezeptoragonisten
Clonidin
α-Methyldopa

β-Adrenorezeptoren β1-Rezeptoragonisten Isoprenalin

β2-Rezeptoragonisten
Fenoterol
Salbutamol

semiselektive β-Rezeptoragonisten Orciprenalin

selektive β1-Rezeptorantagonisten
Metoprolol
Bisoprolol

unselektive β-Rezeptorantagonisten Propanolol
α und β
Adrenorezeptoren

semiselektive β-Rezeptoragonisten Adrenalin

semiselektive α-Rezeptoragonisten Noradrenalin

m-Cholinrezeptoren
unselektive Muskarinrezeptorant-
agonisten

Atropin
Butylscopolamin
Biperiden
Ipatropium

M3Rezeptor-Antagonisten Tiotropium
Dopaminrezeptoren unselek. Dopaminrezeptoragonisten L-Dopa

D2-Rezeptoragonisten

Apomorphin
Bromocriptin
Pramipexol
Cabergolin

D2-Rezeptorantagonisten
Haloperidol
Metoclopramid
Domperidon

D4-Rezeptorantagonisten Clozapin

Angiotensin-
rezeptoren

Angiotensin-II-rezeptorantagonisten
Candesartan
Olmesartan
Valsartan

Opioid-Rezeptoren µ- und κ-Rezptoragonisten

Morphin
Tramadol
Tilidin
Pethidin
Piritramid
Fentanyl

µ-Rezptoragonisten Buprenorphin
µ-,κ und δ-Rezptor-
antagonisten

Naloxon
Naltrexon

Tab. 1.2: Auswahl pharmakologischer Interaktion mit GPCRs [24].
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

Außerdem sind eine Vielzahl von aktivierenden und inaktivierenden Mutationen iden-

tifiziert, die aufgrund der daraus resultierenden dysregulierten GPCRs zu Erkrankungen

führen [46]. Tabelle 1.3 zeigt einen Überblick dieser Erkrankungen.

Rezeptor Erkrankung Vererbung
V2 Vasopressin
(inaktivierend)

nephrogener Diabetes inspidus X-chromosomal

TSH (inaktivierend) familiäre Hypothyreose autosomal-rezessiv
TSH (aktivierend) nicht-autonome Hyperthyreose keine (somatisch)
ACTH (inaktivierend) familiäre ACTH-Resistenz autosomal-rezessiv

GHRH (Inaktivierend)
familiäre Wachstumshormon-
resistenz

autosomal-rezessiv

GnRH (inaktivierend)
hypogonadotroper
Hypogonadismus

autosomal-rezessiv

GnRH (aktivierend)
familiäre weibliche
Pubertas präcox

autosomal-dominant

FSH (inaktivierend)
hypergonadotrophe
ovarielle Dysgenesis

autosomal-rezessiv

LH (inaktivierend)
männlicher
Pseudohermaphroditismus

autosomal-rezessiv

LH (aktivierend)
familiäre männliche
Pubertas präcox

autosomal-dominant

Calcium-sensing
(inaktivierend)

familiäre hyperkalziurische
Hyperkalziämie

autosomal-rezessiv,
autosomal-dominant

Calcium-sensing
(aktivierend)

familiäre hypokalziämische
Hyperkalzurie

autosomal-dominant

Melanocortin 4
(inaktivierend)

Adipositas autosomal-rezessiv

PTH/PThrP (inaktiv.) Bloomstrand-Chondrodysplasie autosomal-rezessiv
PTH/PThrP (aktiv.) Jansen-Chondrodysplasie autosomal-dominant

Tab. 1.3: Auswahl von Erkrankungen durch Mutationen an GPCR [46]. LH= lutei-
nisierendes Hormon, FSH= follikelstimulierendes Hormon, TSH= thyreodeastimu-
lierendes Hormon, ACTH=Adrenocorticotropes Hormon, GHRH= Growth-Hormon-
Releasing-Hormon, GnRH= Gonadotropin Releasing-Hormon, PTH= Parathormon,
PThrP= Parathormon related Hormon
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1.1.4 ”W aisenkinder” unter den GPCR

Obwohl man im Laufe der Jahre einer Vielzahl der entdeckten GPCR eine Funktion

zuweisen konnte, gibt es noch immer eine große Anzahl solcher Rezeptoren, deren Bedeu-

tung unklar ist. Diese werden orphan-receptors (engl.: orphan = dt.: Waisen) genannt.

Abbildung 1.3 zeigt einen Überblick des aktuellen Standes fubktionell charaktisierter

GPCR.

Abb. 1.3: Aktueller Stand der GPCR-Forschung im Überblick [49].Grün: 15% aller
GPCR gehören der Gruppe der GPCR unbekannter Funktion an. Gelb: 49% aller
GPCR wurden in Zusammenhang der olfaktorischen Signalverarbeitung entdeckt,
jedoch konnte vielen dieser GPCR noch keine eindeutige Funktion zugeordnet wer-
den. Blau: 30% aller GPCR sind als Ziel natürlicher Liganden identifiziert. Orange:
6% aller GPCR werden zur pharmakologischen Interaktion genutzt.

Somit erschließt sich, dass viele der entdeckten GPCR der weiterführenden Forschung

bedürfen, um deren Funktion zu identifizieren, ihren Zusammenhang mit Erkrankungen

zu verstehen und sie gegebenenfalls als Zielstruktur für pharmakologische Interventionen

zu nutzen. Eine der ersten teilweise entschlüsselten GPCR-Subfamilien war die der aGP-

CR [40]. So konnte Lphn1 als calciumunabhängiger Rezeptor für das Gift von Latrodectus

mactans identifiziert werden [11] [20] [17].
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1.2 Latrophiline

Latrophiline (engl.: Latrophilins) sind Proteine der GPCR-Familie, wobei man 3 Ver-

tretrer dieser Gruppe unterscheidet: Latrophilin 1, 2 und 3 (Lphn1-3 ). Die Nomenklatur

erklärt sich durch ihre Entdeckung im Zusammenhang mit dem α-Latrotoxin, dem Gift

der schwarzen Witwe (Latrodectus mactans). Dieses Gift entfaltet seine Wirkung vor al-

lem am peripheren Nervensystem, wodurch es innerhalb weniger Stunden zu Krämpfen

und Muskelschmerzen kommt. Diese neuronalen Entladungen ergeben sich aus der Wir-

kung des α-Latrotoxin, das präsynaptisch claciumabhängige Calciumkanäle bzw. prä-und

postsynaptisch calciumunabhängige GPCRs aktiviert. In älteren Arbeiten findet man

die Bezeichnung CIRL (Calcium Indipendent Receptor of α-Latrotoxin, dt.: calciumun-

abhängige α-Latrotoxin-Rezeptoren). Diese Bezeichnung weist auf die unterschiedliche

Wirkungsweise der Latrophiline im Vergleich zu den calcium-abhängigen α-Latrotoxin

sensiblen Neurexinen (NRXN, engl.: neurexins) hin. Nach neuester Nomenklatur werden

diese auch als ADGRL 1-3 (Adhesion G-Protein-Coupled Receptor Latrophilin 1-3 ) be-

zeichnet [17], da diese strukturell sowohl den GPCR als auch den Zelladäsionsproteinen

zugeordnet werden können [18] [20] [17].

1.2.1 Aufbau der Latrophiline

Latrophiline bestehen wie alle GPCR aus Transmembranproteinen, die mit 7 α-Helices

die Zellmembran durchspannen und den extrazellulären N-Terminus mit dem intrazellu-

lären C-Terminus verbinden. Außerdem werden sie zur Subklasse der Adhesions-GPCR

(aGPCR; engl.: adhesion GPCR) gezählt [18]. Diese Gruppe von GPCR enthält zu-

sätzlich intra- und extrazelluläre Domänen, die Protein-Protein-Interaktionen ermögli-

chen [18] [17]. Besonders charakteristisch für die aGPCR ist der bis zu 1000 Amino-

säuren lange extrazelluläre Rest [21] [18] [47]. Im Gegensatz zu sonstigen GPCR, die

lediglich mit Peptiden oder kleinen Molekülen interagieren können, ermöglicht dieser

lange extrazelluläre N-Terminus Interaktionen mit größeren und sogar mehreren Mole-

külen [18]. Von apikal nach basal findet man die lectinähnliche, die olfactomedinähnli-

che, die serin-/threoninreiche und die hormonbindende Domäne. An der extrazellulären

Basis des Latrophilin sitzt die sogenannte GPCR-autoproteolyseindzuierende Domäne
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1.2 Latrophiline

(GAIN-Domäne). Dieser Proteinbestandteil klassifiziert die aGPCR in Abgrenzung zu

den anderen GPCR-Subklassen [18] [17]. Die GAIN-Domäne ist über eine weitere Prote-

inuntereinheit, die sogenannte G-Protein-gekoppelte proteolytische Seite (GPS), an der

Zellmembran verankert. Am intrazellulären C-terminalen Ende befindet sich die PDZ-

Domäne (benannt nach den ersten Buchstaben der Aminosäureketten, die alle PDZ-

Domänen gemein haben: postsynaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large

tumor suppressor (DlgA) und zonula occludens-1 protein (ZO-1)) [39]. Abbildung 1.4

zeigt den schematischen Aufbau der Lphn [18].

Abb. 1.4: Aufbau eines Latrophilinmoleküls. [17] NH2= Aminogruppe, COOH=
Carboxylgruppe, GAIN-Domäne= GPCR-AutoproteolyseINdzuierende Domäne,
GPS-Domäne= G-Protein-gekoppelte Proteolytische Seite, PDZ-Domäne= PSD95
(postsynaptic density protein), DlgA (Drosophila disc large tumor suppressor), ZO-
1(zonula occludens-1 protein). 1-7= sieben Transmembrandomänen.

.

Die unterschiedlichen Domänen des extrazellulären N-Terminus fungieren als Ligan-

denbindungsstellen verschiedener Bindungspartner. Im Folgenden sind exemplarisch eini-
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

ge dieser bekannten Funktionen der extrazelluären Domänen aufgeführt. So dient die lec-

tinähnliche Domäne, die initial als Bindungspartner des seltenen Kohlenhydrats Rhamno-

se in Seeigeleiern entdeckt wurde, als Ligandenbindungsstelle für Transkriptionsfaktoren

wie TEN (engl.: teneurin) [17] [47]. Die olfactomedinähnliche Domäne konnte als Inter-

aktionspartner in Lphn1 für NRXN (engl.: neurexin), eine Klasse präsynaptischer Zell-

adhesionsproteine [7] [17], identifiziert werden. In Lphn2 und Lphn3 bildet die olfacto-

medinähnliche Domäne gemeinsam mit FLRT3 (engl.: fibronectin-like domain containing

leucine rich transmembrane protein 3 ) eine Ligandenbindungsstelle für TEN [32] [21] [17].

Die serin- bzw. threoninreiche-Sequenz scheint in Aufbau und Funktion noch weitest-

gehend unverstanden [17]. Die hormonbindende-Domäne, die Ähnlichkeit zum CRF-

Rezeptor (engl.: corticotrophin-releasing factor receptor) hat, dient der Signaltransduk-

tion nach Aktivierung durch Polypeptide und Hormone [19] [17]. Die aus einer C- sowie

N-terminalen Untereinheit bestehende GAIN Domäne wird als autoproteolytisches Zen-

trum zur funktionellen Modifikation der Lphn beschrieben [18] [17]. Die GPS-Domäne

verbindet den C-Terminus mit den transmembranären alpha-Helices, dient aber auch

der Signaltransduktion von extra- nach intrazellulär [17]. Des Weiteren konnte für die

intrazelluläre PDZ-Domäne des C-Terminus eine Funktion bei der exzitatorischen syn-

aptischen Signalübertragung zugeschrieben werden [42] [17].

1.2.2 Chronik der Latrophiline

Da die Latrophiline im Zusammenhang mit dem Gift der schwarzen Witwe (α-latro-

toxin) entdeckt wurden, konzentrierten sich die ersten Arbeiten auf die Lokalisation

innerhalb des Nervensystems [17] [20] [48]. Bereits 1996 konnte gezeigt werden, dass

αLTX (engl.: latrotoxin) via Ca2+-abhängigen sowie Ca2+-unabhängigen Mechanismen

die Neurotransmission beeinflusst [11] und dass die Signaltransduktion nach Auslösung

durch αLTX via GPCR mit konsekutiver PLC-Aktivierung stattfindet [18] [11]. In spä-

teren Arbeiten konnte dieser Mechanismus durch die Signalweiterleitung via intrazellulä-

rer cAMP-Regulation ergänzt werden [37]. Somit konnten zwei Rezeptortypen der durch

αLTX ausgelösten Neurotransmission identifiziert werden. NRXN (engl.: neurexin) als

Mediator der Ca2+-abängigen und Lphn (deshalb auch CIRL= Calcium Indipendent Re-
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ceptor of α-Latrotoxin) als Mediator der Ca2+-unabhängigen Signalweiterleitung [3] [11].

Hierbei wirken beide Rezeptoren kooperativ, wohingegen diese unabhängig voneinander

ausgelöst werden [51]. Obwohl αLTX primär seine Wirkung über das periphere Nerven-

system entfaltet, wurden die Lphn-Subklassen auch in extraneuronalen Geweben beireits

1999 gefunden [20]. Vor allem Lphn2 nimmt in diesem Zusammenhang eine Sonder-

stellung ein. Tabelle 1.4 gibt einen Überblick der bisher nachgewiesenen Lphn-haltigen

Gewebe [18].
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Gewebe Lphn1 Lphn2 Lphn3
Neuronale Gewebe

ZNS Protein Protein Protein
PNS Protein Protein unbekannt
Rückenmark unbekannt unbekannt unbekannt
Retina unbekannt unbekannt unbekannt

Muskuläre Gewebe
Skelettmuskulatur mRNA Protein mRNA
Zunge unbekannt unbekannt unbekannt

Kardiovaskuläre Gewebe
Herz Protein mRNA Protein

Respiratorische Gewebe
Lunge Protein mRNA Protein
Trachea unbekannt unbekannt unbekannt

Gastrointestinale Gewebe
Magen unbekannt unbekannt unbekannt
Duodenum unbekannt unbekannt unbekannt
Ileum unbekannt unbekannt unbekannt
Colon unbekannt unbekannt unbekannt
Leber Protein mRNA Protein
Galle unbekannt unbekannt unbekannt
Exokrine Pankreas Protein Protein abwesend

Urogenitale Gewebe
Niere mRNA Protein abwesend
Blase unbekannt unbekannt unbekannt

Reproduktive Gewebe
Uterus unbekannt unbekannt unbekannt
Ovarien unbekannt unbekannt unbekannt
Testikel unbekannt unbekannt unbekannt
Plazenta mRNA mRNA mRNA
Brustdrüsengewebe unbekannt Protein Protein

Lymphatische Gewebe
Milz unbekannt unbekannt unbekannt
Thymus unbekannt unbekannt unbekannt
Blut unbekannt unbekannt unbekannt

Endokrine Gewebe
Protein unbekannt unbekannt

Hypophysenvorderlappen Protein unbekannt
Nebennierenmark Protein unbekannt unbekannt

Tab. 1.4: Überblick der bisher nachgewiesenen Lokalisationen der Lphn . [19] [17]

In den folgenden Jahren konnte die Funktionsweise der Lphn besser verstanden und

darüber hinaus Zusammenhänge mit Erkrankungen bei Dysregulation hergestellt werden.
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1.2.3 Bedeutung der Latrophiline

Wie unter 1.1.3 beschrieben, konnte den GPCR bereits vielfältige Funktionen, Fehl-

funktionen bei Erkrankungen sowie medikamentöse Beeinflussbarkeit zugeordnet wer-

den [33] [6] [46]. Als ein Vertreter der GPCR wurden die Lphn ebenfalls in Kontext

einiger Regulationsmechanismen und Störungen bei Dysregulation untersucht [17]. So

konnte für die Lphn neben physiologischer Funktionen bei der kardiovasculären Gene-

se [9] [30], der sensomotorischen Kopplung von Mechanosensoren [44] [14], der cerebellä-

ren und hippocampalen Neurotransmission [1] [55], ein Zusammenhang mit Erkrankun-

gen bzw. Störungen hergestellt werden. In mehreren Arbeiten wurden die Lphn bezüglich

ihrer Bedeutung bei Erkrankungen des Nervensystems, der Lunge, des Immunsystems,

des Gastrointenstinaltraktes und des Soffwechsels untersucht. Tabelle 1.5 bietet einen

exemplarischen Überblick dieser Zusammenhänge.

Erkrankungen und Störungen beteiligtes Lphn
Neuropsychiatrische Störungen

Mentale Retadierung [4] Lphn1
bilaterale frontoparietale Mikrogyrierung [29] Lphn1
Rhombenzephalosynapsis (RS) und Mikrozephalie
[52] [35]

Lphn2

Schizophrenie [35] Lphn2
Epilepsie [35] Lphn3
Autismus-Spektrum-Störungen (ASS) [35] Lphn3
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitätsstörung (ADHS)
[13] [2] [38] [26] [28] [8] [16]

Lphn3

Störungen der Lunge
Asthma bronchiale [15] [34] Lphn1, Lphn3
Chronisch obstruktives pulmonales Defizit (COPD) [36] Lphn2
Pulmonales Plattenepithelkarzinom [56] Lphn2
Pulmonales Adenokarzinom [23] Lphn3

Störungen des Immunsystems
Neuroinflammation [50] Lphn2
Akute-Phase-Reaktion via IL6 [27] Lphn2
Variables Immundefektsyndrom
(CVID= engl.: Common Variable Immunodeficancy) [31]

Lphn2

Juvenile idiopatische Arthritis [31] Lphn2
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Erkrankungen und Störungen beteiligtes Lphn
Störungen des Stoffwechsels

Diabetes mellitus Typ 2 [41] Lphn3
Gastrointestinale Störungen

Cisplatin-sensitives Kolorektales Karzinom [22] Lphn2

Tab. 1.5: Exemplarischer Überblick von Störungen, die mit dysregulierten Lphn in
Zusammenhang gebracht werden.
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1.3 Anatomie und Physiologie der Zunge

1.3.1 Makroskopischer Aufbau der Zunge

Makroskopisch betrachtet gliedert man die Zunge von oral nach aboral in Radix,

Corpus und Apex linguae. Die Zunge besteht zum größten Teil aus Muskelgewebe und

ist von Schleimhaut bedeckt. Die Zungenmuskeln (Mm. linguae) gliedern sich in innere

und äußere Zungenmuskeln. Die äußeren Muskeln (M. genioglossus, M. hyoglossus und

M. styloglossus) bewegen die Zungen in allen drei Dimensionen des Raumes. Die inneren

Zungenmuskeln (Mm. longitudinales superior und inferior, M. transversus linguae und

M. verticales linguae) hingegen verformen die Zunge. Beide Muskelgruppen werden vom

N. hypoglossus innerviert. Charakteristisch für die Zunge ist ihr Schleimhautrelief am

Dorsum linguae. Hier erkennt man den V-förmigen Sulcus terminales, der die Zunge in

einen vorderen und hinteren Anteil teilt. Im vorderen Teil befinden sich papilläre Auf-

faltungen, die von Speicheldrüsen untermauert werden. Zwischen den einzelnen Papillen

sind die Geschmacksknospen zu finden, die auch als Von-Ebner-Spüldrüsen bezeichnet

werden. [45]

Abb. 1.5: Makroskopischer Aufbau der Zunge. [45] Ansicht von kranial. A: Apex linguae.
B: Corpus linguae. C: Radix linguae. D: Sulcus terminales.
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1.3.2 Mikroskopischer Aufbau der Zunge

Mikroskopisch betrachtet besteht die Zunge aus quergestreifter Muskulatur, die durch

mehrschichtiges, unverhorntes Plattenepithel bedeckt ist. Diese Schleimhaut bildet die

charakteristischen Zungenpapillen, die man in unterschiedliche Typen untergliedert. Die

Papillae valatae (die von einem Ringwall umgeben sind) und die blattförmigen Papillae

foliatae enthalten sehr viele Geschmacksknospen und sind vor allem am Zungengrund

lokalisiert. Die pilzförmigen Papillae fungiformes befinden sich vor allem am Zungenrand

und sind zahlreich an Geschmacksknospen, Mechano- und Thermosensoren. Die faden-

förmigen Papillae filiformis verteilen sich über die gesamte Zungenoberfläche und dienen

hauptsächlich der Tastempfindung [45]. In Kapitel 3.4 werden die Papillae filiformis dif-

ferenzierter betrachtet, da dort im Rahmen dieser Doktorarbeit der Nachweis von Lphn2

gelang. Die schlundwärts gerichteten fadenförmigen Papillen sind bei vielen Tieren sehr

stark ausgebildet und verleihen der Zunge die raue Oberfläche [12].

Abb. 1.6: Schleimhautrelief der Zunge. [45] A: Papillae valatae. B: Papillae foliatae. C:
Papillae fungiformis. D: Papillae filiformis.

1.3.3 Physiologie der Zunge

Die Zunge als muskuläres Organ des Verdauungstraktes befindet sich in der Mund-

höhle. Dort dient sie neben der mechanischen Zerkleinerung und dem Transport der auf-

genommenen Nahrung als Tast- und Geschmacksorgan. Sobald Nahrung in die Mund-

höhle gelangt, wird diese auf Form, Konsistenz, Temperatur und Geschmack getestet.
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Somit kann vermieden werden, dass scharfkantige, zu heiße oder gar giftige, meist bitter

schmeckende Stoffe, inkorporiert werden. Hierfür befinden sich auf der Zunge Rezeptoren

unterschiedlichen Typs und unterschiedlicher Funktion. Wie bereits unter 1.3.2 beschrie-

ben, befinden sich die meisten dieser Rezeptoren im Bereich der verschiedenen Papillen

der Zunge.
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2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Biosphere® FilterTips 0,1-10 µl SARSTEDT, Nümbrecht
Cellstar® TUBES 15 ml / 50 ml Greiner Bio One, Gremsmünster
cOmplete Protease-Inhibitor Merck, Darmstadt
Desoxynukleotidtriphosphate Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
eT.I.P.S. PCR clean / steril Dualfilter Eppendorf, Hamburg
200 µl / 1000 µl
Eis AF 100 Scotsman

Flockeneisbereiter
Eppendorf TUBES 5,0 ml Eppendorf, Hamburg
PAP-Pen Mini Liquid Repellent Slide Science Services, München
Marker Pen
Magermilchpulver Sucofin, leicht löslich TSI, Zeven
Midori Green Advance NIPPON Genetics EUROPE, Düren
Mikroschraubenröhren 2 ml SARSTEDT, Nümbrecht
Mikrotiterplatte Bio-Rad, München
Multititerplatte, 96 well, TC Platte, SARSTEDT, Nümbrecht
Standard F
Multititerplatte 96 well, thin wells, HARD-Shell
PCR plates
Objektträger und Deckgläser 14 x 60 mm Roth, Karlsruhe
Objektträger Wärmetisch Medax, Neumünster
Pipetten, serologisch 2 ml/5 ml/10 ml/25 ml SARSTEDT, Nümbrecht
Pipettierhilfen LABSOLUTE® Th. Geyer, Renningen
Probenleiter Precesion Plus Protein Bio-Rad, München
All Blue Standards
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Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder Thermo Scientific, Waltham, Massa-
chusetts

Reaktionsgefäße 0,5 ml / 1,5 ml / 2 ml SARSTEDT, Nümbrecht
Tissue-Tek® O.C.T Compound, Sakura® Fine Tek, Torrance, USA
Tissue Freezing Medium Leica, Nussloch
Vasco® Einmalhandschuhe Nitril long L B. Braun, Melsungen

2.1.2 Geräte

Absaugeinheit Knf LAB Laboport Knf Neuberger, Freiburg
CFX-Connect Real-Time System Bio-Rad, München
Chemi Doc XRS + System Bio-Rad, München
Fisherbrand accuSpin Micro17 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Mikrozentrifuge USA
Fluoreszenzmikroskop, Axio Imager M.2 Zeiss, Oberkochen
mit Axiocam 512 color
Sub-Cell® GT Gelelektrophoresekammer Bio-Rad, München
mit PowerPac Basic Supply
Kryostat CM 1950 Leica, Nussloch
Lichtmikroskop CHK Olympus, Hamburg
Magnetrührer IKAMAG® RET G Kurt Migge, Heidelberg
Sigma 3-18KS Tischkühlzentrifuge Sigma Laborzentrifugen, Osterode

am Harz
Ultraschall-Homogenisator Sonoplus Bandelin electronic, Berlin
HD 2070
Schüttelgerät ST 5, wippend M. Zipperer, Ballrechten-Dottingen
Thermalcycler T100 Bio-Rad, München
Homogenisator TissueRuptor Qiagen, Hilden
Vortexer RS-VA 10 Phonix Instrument, Garbsen
VWR OS-500 Shaker Marshall Scientific, Hampton, USA
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2.1.3 Chemikalien

ABC Peroxidase Staining Kit Vectorlabs, Burningham, CA, USA
Acrylamid/Bis-acrylamid 30%/0,8% Bio-Rad, München
Agarose Biozym LE Biozym Scientific, Oldendorf
Ambion® Nuclease-free water Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA
Ammoniumpersulfat Bio-Rad, München
BCA-Protein-Assay Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA
Rinderserumalbumin Biomol, Hamburg
Betaine Sigma Aldrich, Steinheim
Beta-Mercaptoethanol Gibco® Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA
Coomassie brilliant blue Bio-Rad, München
cOmplete Protease-Inhibitor Sigma Aldrich, Steinheim
Destilliertes Wasser (Aqua bidest) B. Braun, Melsungen /

Zentrales Chemikalienlager, UKS
DMSO for molecular biology Sigma Aldrich, Steinheim
Ethanol 70% Zentrales Chemikalienlager, UKS
EDTA disodium salt dihydrate Sigma-Aldrich, Steinheim
Essigsäure p.a. (Acetic acid glacial) VWR CHEMICALS, Radnor, PA
MgCl2 Merck, Darmstadt
Polyvinylalkohol (Mowiol®) Sigma Aldrich, Steinheim
Orange G Sigma Aldrich, Steinheim
Ponceau S Roth, Karlsruhe
Super Signal West Pico Peroxide Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Solution USA
TEMED Bio-Rad, München
Trizma base Sigma-Aldrich, Steinheim
TRIzol® Ambion by life technologies, CA, USA
Tween 20 Sigma Aldrich, Steinheim
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2.1.4 Puffer und Lösungen

APS Stammlösung 10% (w/v) 1 g Ammoniumpersulfat
ad 10 ml Aqua bidest, Lagerung

bei 4 ◦C
Coomassie-Entfärber 10% (v/v) 50 ml Essigsäure

30% (v/v) 150 ml Methanol
ad 500 ml Aqua bidest

Coomassie-
Färbelösung

0,25% (w/v) 1,25 g Coomassie Brilliant Blue
R-250 Essigsäure

10% (v/v) 50 ml Methanol
50% (v/v) 250 ml Aqua bidest, filtrieren

durch Faltenpapier bei
RT lichtgeschützt lagern

Complete (25x) 1 Tbl. Complete (Roche)
ad 2 ml Aqua bidest; Lagerung

bei -20 ◦C
DEPC-H2O 0,1% (v/v) Aqua bidest mit Diethyl-

pyrocarbonat versetzten,
über Nacht rühren, 1h
autoklavieren

Gewebe-Lysis-Puffer 1% (v/v) 10 µl ProteinaseK-
Stammlösung

ad 1 ml Larid-Puffer
Histoblocklösung 10% 10 ml Pferde-Serum

0,5% 0,5 ml Tween
0,1% 0,1 g BSA

89,4 ml PBS, pH 7,4
Immunoblot-
Blockierungslösung

5% (w/v) 2,5 g Magermilchpulver (Suco-
fin)

ad 50 ml Waschblotpuffer.
frisch ansetzen

Laird-Puffer 0,1 M 12,1 g Tris
5 mM 1,86 g EDTA
0.2 M 11,69 g NaCl
0,2% (v/v) 20 ml SDS-Lösung (10%)

ad 1 l Aqua bidest; pH 8,5
Lysozym-
Stammlösung

10 µl / mg 0,5 g Lysozym

ad 50 ml Aqua bidest, Lagerung
bei -20 ◦C

NaCl-Lösung, 0,9% (w/v) 4,5 g NaCl
isotonisch ad 500 ml H2Odd; pH 7,4; 1 h auto-

klavieren
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Paraformaldehyd-
Lösung

4 g Paraformaldehyd-Pulver

ad 100 ml H2Odd; pH 7,4 Titration
mit Natronlauge bis sich
durch das Paraformalde-
hyd eine milchig, wei-
ße Flüssigkeit bildet (pH
>7)

Phosphat-gepufferte
Salzlösung

137 mM 0,8 g NaCl

2,7 mM 0,2 g KCl
8,1 mM 1,44 g Na2HPO4 x 2 H2O

PCR 10x Reaktions-
puffer

500 mM KCl,

100 mM Tris-HCl (pH 9,0 bei
25◦C)

1% Triton® X-100
Ponceau-Färbelösung 0,2% (w/v) 1 g Ponceau S

3% (v/v) 15 ml Trichloressigsäure
ad 500 ml Aqua bidest

ProteinaseK-
Stammlösung

20mg/ml 1 g ProteinaseK

ad 50 ml Aqua bidest, Lagerung
bei -20 ◦C

RIPA Puffer 1,5 ml Na2HPO4x2H2O-
Lösung (0,5 M)

10 mM 0,5 ml Na2HPO4-Lösung
(0,5M)

0,1% (v/v) 1 ml SDS-Lösung (10%)
40 mM 0,168 g Natriumfluorid
2 mM 74,4mg EDTA
1% (v/v) 1 ml Triton X-100
0,1% (v/v) ad 100 ml Aqua bidest; pH 7,2, 1 h

autoklavieren, dann
1 ml 10%ige Deoxycholat Lsg.

SDS-Elektrophorese-
Puffer

0,25 M 15 g Tris-Base

1,92 M 72 g Glycin
1% (v/v) 50 ml SDS-Lösung, 10%

ad 5 l Aqua bidest, pH 8,3
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SDS-Probenpuffer 62,5 mM 0,757 g Tris
3% (w/v) 3 g SDS (Pulver)
10% (v/v) 10 ml Glycerin
0.01% (w/v) 10 mg Bromphenolblau
5% (v/v) 5 ml β-Mercaptoethanol

ad 100 ml Aqua bidest; pH 6,8;
Lagerung bei
Raumtempe-
ratur ohne β-Mercapto-
ethanol

1x SDS-Transferpuffer 200 ml 5x SDS-Transferpuffer
20% (w/v) 200 ml Methanol

ad 1 l Aqua bidest
5x SDS-Transferpuffer 50 mM 15,4 g Tris-HCl

0,1 M 18,5 g Tris-Base
0,8 M 144,2 g Glycin

ad 2 l Aqua bidest; pH 8,3
50x TAE-Puffer 20mM 242g Trizma Base

1 mM 37,2 mg EDTA
57,1ml Essigsäure
ad 1000 ml Aqua bidest

1x TAE-Puffer 50x TAE-Puffer 1:5 ver-
dünnen mit Aqua bidest

TE-Puffer 10 mM 121 mg Tris
1 mM 37,2 mg EDTA

ad 100 ml Aqua bidest, pH 8,0; 1h
autoklavieren

Tris-HCl 500 mM 6,06 g Tris
ad 1 l Aqua bidest, pH 7,6

Tris HCl 1,5 M (pH
8,8)

1500 mM 45,43 g Trizmabase

ad 250 ml Aqua bidest, titriert mit
HCl auf pH 8,8

Tris-HCl 0,5M (pH
6,8)

500 mM 30,29 g Trizmahydrochlorid

ad 250 ml Aqua bidest, titriert mit
NaOH auf pH 6,8

Waschblotpuffer 8,5 mM 2,68 g Tris-HCl
1,7 mM 0,4 g Tris-Base
50 mM 5,8 g NaCl
0,1% 2 ml Tween 20

ad 2 l Aqua bidest

25



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODIK

2.1.5 Antikörper

Bezeichnung
Verwendung
(Verdünnung)

Referenz

HA-Tag (C29F4) Rabbit mAb
IHC (1:1000)
IB (1:2000)

Cell Signaling Technology,
Danvers, USA

GFP Polyclonal Antibody
IHC (1:1000),
IB (1:2000)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Tab. 2.1: Primäre Antikörper. IB = Immunoblot, IHC = Immunhistochemie.

Bezeichnung
Verwendung
(Verdünnung)

Referenz

Peroxidase Conjugate- Goat Anti-
Rabbit

IF (1:2000) Sigma Aldrich, Steinheim

Anti-Mouse IgG (γ-chain specific)-
Peroxidase antibody produced
in goat

IB (1:10000) Sigma Aldrich, Steinheim

Anti-Rabbit-IgG (whole molecule)-
Peroxidase antibody produced
in goat

IB (1:10000) Sigma Aldrich, Steinheim

Tab. 2.2: Sekundäre Antikörper. IB = Immunoblot, IHC = Immunhistochemie.

2.1.6 Enzyme

Produkt
Enzyme und
(Komponenten)

Herkunft

Taq-Polymerase aus
Laborbestand

Taq-DNA-Polymeras
Überstand aus induzierter
E. coli Kultur

Luna® WarmStart®

RT Enzyme Mix
#M3002S

Reverse-Transkriptase
Murine-RNase-Inhibitor

New England BioLabs,
Ipswich, USA

Luna® Universal Probe
One Step Reaction Mix
#M3006S

Taq-DNA-Polymerase
Desoxynukleotide
fluoreszierender dsDNA
bindender Farbstoff

New England BioLabs,
Ipswich, USA

Tab. 2.3: Enzyme
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2.1.7 Oligonukleotid-Startermoleküle und DNA Sonden

Tabelle 2.4 zeigt die verwendeten Oligonukleotid-Startermoleküle, die ausnahmslos
von Integrated DNA Technologies bezogen wurden.
Bezeichnung Assay Name Basenfolge und (-länge)
PrimeTime® Assay

Std Probe 5’

6-FAM™/ZEN™/3’ IB®FQ

PRB.mmLphn1.pt
/56-FAM/AGC CAC CTC /ZEN

ACC/AAC TTC GCA /3IABkFQ/ (21)

PrimeTime® Std DNA

Primer I
FOR.mmLphn1.pt

TCC AAT AAG ACC CAT ACC ACA

TG (23)

PrimeTime® Std DNA

Primer I
REV.mmLphn1.pt

AGA TGA CAA TAC CAA CCC AGG

(23)

PrimeTime® Assay Std Probe

5’6-™/ZEN™/3’ IB®FQ

PRB.Lphn2q

RTPCRassay.1.pt

/56-FAM/AGA CGA GGG /ZEN/AGA

CAA CGA TGC C/3IABkFQ/ (22)

PrimeTime® Std DNA

Primer I

FOR.Lphn2qRTPC

Rassay.1.pt

CAG CCA CCT AAC CAA TTT TGC

(21)

PrimeTime® Std DNA

Primer I

REV.Lphn2qRTPC

Rassay.1.pt

GTG AAG ATG CAG ATA GCC AGG

(21)

PrimeTime® Assay Std Probe

5’6-FAM™/ZEN™/3’ IB®FQ
PRB.mmLphn3.pt

/56-FAM/AGA ACA TGG /ZEN

/GCC ACG GAA GTA CC/3IABkFQ/

(23)

PrimeTime® Std DNA

Primer I
FOR.mmLphn3.pt

CAA GAC TGA GCA CGG AAG G

(19)

PrimeTime® Std DNA

Primer I
REV.mmLphn3.pt

AGG ACA AAA GCC ACT CTA ATC

TC (23)

PrimeTime® Assay XL Probe

5’HEX™/ZEN™/3’ IB®FQ

Mm.PT.39a.

22214843.g

/5HEX/CTG GCC TCA /ZEN/CTG

TCC ACC TTC C/3IABkFQ/ (22)

PrimeTime® XL DNA

Primer II

Mm.PT.39a.

22214843.g

GAT TAC TGC TCT GGC TCC TAG

(21)

PrimeTime® Std DNA

Primer I

Mm.PT.39a.

22214843.g

GAC TCA TCG TAC TCC TGC TTG

(21)

Tab. 2.4: Oligonukleotid-Startermoleküle
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2.1.8 Mausstämme und Mäuse

C57BL/6 Wildtyp-Mausstamm mit Charles River,
schwarzer Fellfarbe für eigene Zucht
Züchtungen und Rück-
kreuzungen

B6;129S6- Mauslinie mit LoxP/FRT- Dr. Stephan
Adgrl2tm1sud/J Seqzenzen flankiertem Maxeiner

Lphn2 -Gen modifiziert mit der
GFP-Variante mVenus

B6;129S6- Mauslinie mit loxP/FRT- Dr. Stephan
Adgrl3tm1sud/J Seqzenzen flankiertem Maxeiner

Lphn3 -Gen mit zusätzlichem
HA-Epitop
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2.2 Methoden

2.2.1 Genotypisierung

Bei der Genotypisierung handelt es sich um ein analytisches Verfahren zur Identifika-

tion bestimmter Genabschnitte. In dieser Arbeit dient es explizit der Klassifikation der

Proben bezüglich ihrer genetischen Herkunft (Wildtyp- oder genetisch veränderter Maus-

stamm). Hierfür werden Methoden zur Reinigung, Auftrennung und zur Visualisierung

der DNS eingesetzt, die im Folgenden genauer beschrieben sind.

Beim Umgang mit DNS sollte man zur Vermeidung von Fragmentationen darauf ach-

ten, dass die Proben keinen Scherkräften oder mechanischem Stress ausgesetzt werden.

Die Proben sollten während der Arbeiten auf Eis gelagert werden, um eine enzymatische

Aufspaltung durch DNasen nicht zu begünstigen. Zur Prophylaxe von Kontaminationen

sollten alle Arbeiten mit Einmalhandschuhen, Einmalmaterial und mit größter Sorgfalt

durchgeführt werden.

2.2.1.1 Isolierung der DNS

Zur in-vitro Bestimmung des Genotyps muss die DNS aus Geweben der Maus isoliert

werden. Zwecks Probengewinnung nimmt man eine Gewebebiopsie und überführt sie in

ein 1,5 ml Reaktionsgefäß. Nun fügt man 400 µl Laird-Puffer mit 1% (v/v) ProteinaseK-

Stammlösung hinzu und inkubiert sie über Nacht bei 56◦C im Wasserbad. Nicht lösliche

Gewebe wie Haare, Knochen und Knorpel können am Folgetag verworfen werden. Dazu

zentrifugiert man die Proben (5 min, 13 000 Upm, bei RT) und überführt den Überstand

in ein neues Reaktionsgefäß. Mittels Zugabe von 400 µl Isopropanol und anschließendem

Schütteln der Probe flockt die DNS in Form eines weißen Präzipitats aus. Der Überstand

wird dekantiert und das Präzipitat mit 70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert

(5 min, 13 000 Upm, bei 4◦C). Der Überstand wird verworfen und das Präzipitat ge-

trocknet bis die Alkoholreste verdunstet sind. Anschließend bringt man den Bodensatz

in TE-Puffer in Lösung (bei 56◦C im Wasserbad) und lagert die Proben bei 4◦C bis zur
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weiteren Verwendung.

2.2.1.2 Amplifikation der DNS mittels PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine molekularbiologische In-vitro Methode zur

Amplifikation spezifischer DNS-Doppelstrang-Sequenzen, um größere Mengen des glei-

chen Moleküls zu erhalten. Das Grundprinzip besteht aus drei sich mehrfach wiederho-

lenden Phasen: der Denaturierung, der Anheftung der Oligonukleotid-Startermoleküle

und der Elongation zu komplementären Doppelstrang DNS-Sequenzen.

Zyklische Temperaturveränderung gewährleisten den optimalen Ablauf der einzelnen

Reaktionen, die in dieser Arbeit mithilfe eines Thermalcyclers wie folgt programmiert

wurden: Denaturierung bei 95◦C für 5 min und dann für je 30 s pro Zyklus, Anheftung

der Oligonukleotid-Startermoleküle bei 63◦C für je 30 s und Elongation der Oligonu-

kleotide mittels Taq-DNA-Polymerase bei 72◦C für je 45 s. Entscheidendes Enzym ist

die Taq-DNA-Polymerase, die als hitzestabiles Enzym aus dem Organismus Thermus

aquaticus entstammt und damit der für die Denaturierung notwendigen Temperatur von

95°C standhält. Zusätzlich zur DNS und der Taq-DNA-Polymerase werden Puffer, Des-

oxynukleotide, Oligonukleotid-Startermoleküle und Kofaktoren benötigt, die man als Re-

aktionsansatz vorpipettiert. In dieser Arbeit wurden folgende Reaktionspartner pro 1 µl

DNS-Probe hinzugefügt:
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Reaktionspartner Konzentration Menge
Nuklease freies Wasser N/A 12,82 µl
PCR Puffer 10fach konzentriert 2,5 µl
MgCl2 25 mM 1,5
Rinderserumalbumin 10 mg/ml 0,25 µl
Betaine 5 M 5 µl
Dimethylsulfoxid 100% 0,83 µl
Desoxyribonukleosid-
triphospahte

25 mM 0,2 µl

Oligonukleotid-
Startermoleküle

100 µM 0,2 µl

Taq-DNA-Poly-
merase

N/A 0,5 µl

Tab. 2.5: PCR-Reaktionsansatz zur PCR

2.2.1.3 Auftrennung und Nachweis mittels Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese werden DNS-Fragmente in einem elektrischen

Feld anhand ihrer Molekülmasse aufgetrennt, um anschließend mittels fluoreszierenden

Farbstoffes sichtbar gemacht zu werden. Hierzu gießt man ein Agarose-Gel, dessen Kon-

zentration entsprechend der Molekülmasse der zu untersuchenden DNS angepasst werden

muss. Um eine optimale Auflösung im Bereich von 300 Basenpaaren zu erreichen, wurden

in dieser Arbeit einprozentige Gele (2 g Agarose, auf 200 ml TAE-Puffer), die mit 10 µl

Midori-Green (Nippon Genetics Europe, Düren) versetzt wurden, gegossen. Anschließend

pipettiert man ca. 20 µl jeder Probe zusammen mit je 5 µl Orange G Ladepuffer in je-

weils eine der Geltaschen. Parallel dazu gibt man in jeweils eine weitere Geltasche circa 5

µl DNA-Leiter (in dieser Arbeit 100 Basenpaar-DNA-Leiter, Fisher Scientific, Schwerte)

und 25 µl Negativkontrolle (Reaktionsansatz mit 1 µl H2Odd statt DNS-Probe und 5

µl Orange G). Nach der elektrophoretischen Auftrennung können die DNS-Fragmente in

einem Chemifluoreszenzdetektionssystems (Chemi Doc XRS+ System) mittels UV-Licht

im 490 nm Bereich exponiert und mithilfe der darauffolgenden Midori-Green-Emissionen

im 530 nm Bereich detektiert und dokumentiert werden.

31



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODIK

2.2.2 Nachweis ribonukleärer Transkriptmengen

Zum Nachweis von Ribonukleinsäuren müssen diese ähnlich wie bei der Aufbereitung

von DNS isoliert, aufgetrennt und visualisiert werden. Beim Umgang mit RNS gibt es

jedoch Unterschiede, die im Folgenden erläutert werden.

Zur Vermeidung von Kontaminationen mit RNasen, sollten alle Arbeiten mit Einmal-

handschuhen, Einmalmaterial und mit Diethylpyrocarbonat behandeltem (d.h. RNase

freiem) Wasser durchgeführt werden. Die Verarbeitung der Proben sollte auf Eis, die

längerfristige Lagerung bis zur Weiterverarbeitung bei -70◦C erfolgen. Es empfiehlt sich

ferner das Arbeiten in einer störfaktorarmen Umgebung, um Kontaminationen zu ver-

meiden.

2.2.2.1 Auswahl geeigneter Primer zur qRT-PCR

Zur qRT-PCR benötigt man hochspezifische Primer, um den Start der Polymerase-

Kettenreaktion zielgenau an der zu untersuchenden RNS zu ermöglichen. Dabei müssen

die Primer komplementär zur gewünschten RNS sein und der entsprechende Genabschnitt

sollte so gewählt werden, dass es sich um einen kodierenden Genabschnitt (Exon) han-

delt, denn nur dort entstehen Transkriptionsprodukte, die mithilfe der qRT-PCR nach-

zuweisen sind. Außerdem sollte der Genabschnitt so gewählt werden, dass alle putativen

Splicevarianten enthalten sind, um quantitative Aussagekraft über alle RNS-Produkte

und nicht nur über eine Teilmenge zu erhalten, außer wenn es eine bestimmte Fragestel-

lung veranlasst.

Hierzu wurde in dieser Arbeit mithilfe der NCBI-Datenbank (National Center for

Biotechnology Information, Bethesda, VA, USA) aus allen möglichen Genvarianten ein

Genabschnitt ausgewählt, der in allen putativen Splicevarianten enthalten ist. Die Nu-

kleotidsequenz zum Design der Primer kann über die CCDS-Sequenz-Datei (engl.: con-

sensus coding sequence) abgelesen werden.
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2.2.2.2 Isolierung von RNS

Der Nachweis von RNS erfordert eine physikalische und chemische Auftrennung des zu

untersuchenden Gewebes. Hierfür werden die Proben nach Gewebeentnahme in ein be-

schriftetes Reaktionsgefäß überführt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die me-

chanische Auftrennung erfolgt mit Hilfe eines Homogenisator, in dem das mit TRIzol®-

Reagenz versetzte Gewebe (1 ml TRIzol®-Reagenz pro 100 mg Gewebe) homogenisiert

wird. Nach jedem Schritt sollte der Homogenisatorschaft in RNase freiem Wasser gerei-

nigt werden. Anschließend wird das Homogenisat mit 1300 Upm zentrifugiert. Es entsteht

eine Phasentrennung in eine obere, klare und eine untere, rötliche Phase. Nach Sedimenta-

tion verbliebener Zelltrümmer kann mit dem klaren Überstand weitergearbeitet werden.

Die RNS-haltige klare Phase wird in ein neues Reaktionsgefäß überführt.

Alle folgenden Schritte der RNS-Isolierung wurden in dieser Arbeit mithilfe des Direct-

zol®RNA Mini Prep Plus Kits (ZYMO RESEARCH, Freiburg) durchgeführt. Danach

können die Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei -70◦C gelagert werden.

2.2.2.3 Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Um eine quantitative Aussage bezüglich der RNS-Transkriptmengen treffen zu können,

muss die RNS (Boten-RNA; engl.: messenger RNA) mithilfe einer reversen Transkriptase

in komplementäre DNS umgeschrieben, amplifiziert und anschließend detektiert werden.

Nach der reversen Transkription gliedert sich die PCR der DNS-Matrize wie in Kap.

2.2.1.1 beschrieben in drei sich mehrfach wiederholende Phasen.

In dieser Arbeit wurden zur qRT-PCR Enzymmixturen von New England BioLabs,

Primer und DNS Sonden von Integrated DNA Technologies verwendet. Damit ist es mög-

lich, Reverse-Transkription und PCR in einem Reaktionsansatz durchzuführen. Pro 1 µl

RNS-Probe (bei 100 ng RNS/µl) wurden folgende Reaktionspartner pipettiert:
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Reaktionspartner Menge
Nuklease freies Wasser 6 µl

Luna® Universal Probe One Step
Reaction Mix

10 µl

Luna® WarmStart® RT
Enzyme Mix

1 µl

Prime Time Std qPCR Assay Actin (HEX) 1 µl
Prime Time Std qPCR Assay
Lphn1/ 2/ 3 (FAM)

1 µl

Tab. 2.6: RT-PCR Reaktionsansatz

Die reverse Transkription der RNS in DNS und die anschließende Amplifikation der

komplementären DNS (analog zu Kapitel 2.2.1.2) erfolgt in einem Thermalcycler. Hierzu

wurde in dieser Arbeit das CFX-Connect Real-Time System verwendet. Warm-Up für

50 s, Denaturierung bei 95◦C für 1 min und dann für je 10 s pro Zyklus, Anheftung

der Oligonukleotid-Startermoleküle und Elongation der Oligonukleotide mittels DNA-

Polymerase bei 60°C für je 30 s.

Die in diesem Ansatz verwendeten sondenbasierten Assays ermöglichen das Ablesen

der amplifizierten RNS-Mengen in Echtzeit (Echtzeit PCR; engl.: Real Time PCR). Da-

bei werden die fluorogenen Signale, die proportional zur amplifizierten RNS entstehen,

mit Hilfe des CFX-Connect Real-Time Systems detektiert, was ein weiteres Nachweis-

verfahren im Sinne eines Gelelektrophoreseverfahrens erübrigt.
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2.2.3 Proteinanalytik

Um Proteine direkt nachzuweisen, müssen diese aus ihrer ursprünglichen Umgebung

extrahiert, ihre Konzentration zum Vergleichsgewebe standardisiert, sie im Hinblick auf

ihre Molekülgröße aufgetrennt und letztendlich methodisch sichtbar gemacht werden. Die

in dieser Arbeit verwendeten Methoden werden im Folgenden genauer beschrieben.

Beim Umgang mit Proteinen ist es wichtig, die Proben während der Arbeiten auf Eis

zu lagern, um Fragmentation durch Proteinasen nicht zu begünstigen. Die längerfristige

Lagerung bis zur weiteren Verarbeitung kann bei -70◦C erfolgen. Außerdem erfordert die

Prophylaxe vor Kontaminationen das Arbeiten mit Einmalhandschuhen, Einmalmaterial

und größter Sorgfalt.

2.2.3.1 Isolierung von Proteinen

Zur Isolierung von Proteinen werden die Proben direkt nach Gewebeentnahme in ein

entsprechend großes, beschriftetes Reaktionsgefäß überführt und dann in flüssigem Stick-

stoff schockgefroren. Zum mechanischen und chemischen Aufschluss der Gewebe bietet

sich analog zu Kap. 2.2.2.2 das Arbeiten mit einem Homogenisator an. Hierzu gibt man

pro 100 mg Gewebe 1,5 ml Lysispuffer (1 Tablette Complete® auf 50 ml RIPA-Puffer)

und homogenisiert die Proben solange, bis eine gleichmäßige Masse entsteht. Dabei ist

es wichtig, den Homogenisatorschaft zwischen jeder Probe mit Wasser zu reinigen, um

Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Das Homogenisat lagert man im Anschluss auf Eis

und inkubiert es zusammen mit dem Lysat auf Eis für ca. 1 h auf einem Kippschüttler.

Nach der Inkubation werden die Proben zur noch feineren Auftrennung und Fragmen-

tierung der DNS sonifiziert (Leistung 20%, Puls à 1 s, für 20 s). Die Separation erfolgt

mittels Zentrifugation (4200x G, für 30 s). Dabei ist es wichtig, die Zentrifuge auf 4◦C

vorzukühlen, um ein Erwärmen der Proben zu vermeiden. Der proteinhaltige in der Regel

klare Überstand wird nun in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -70◦C bis zur

weiteren Verarbeitung gelagert werden.
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2.2.3.2 Messung und Standardisierung der Proteinkonzentration

Zur Messung und Standardisierung der Proteinkonzentrationen wurde in dieser Arbeit

das BCATM Protein Assay Kit (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben in einer 96

well Mikrotiterplatte verwendet.

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekülmasse erfolgt mithilfe der Gelelek-

trophorese. Um eine hochauflösende Separation der Proteine zu ermöglichen, muss die

Sekundär- und Tertiärstruktur der nativen Proteine aufgefaltet werden. Hierzu wird den

Proben ein sogenannter SDS-Probenpuffer hinzugefügt. Natriumdodecylsulfat (engl.: so-

dium dodecyl sulfate oder SDS) ist ein negativ geladenes Detergens, dessen Lipidrest

an lipophile Bereiche des Proteins bindet. Dadurch werden die Proteine aufgefaltet und

deren Gesamtladung negativiert. Eine negative Gesamtladung ermöglicht ein gleichmä-

ßiges Wanderungsverhalten aller Proteine in Richtung der Anode. Außerdem wird dem

SDS-Probenpuffer zwecks zusätzlicher Denaturierung β-Mercaptoethanol, ein reduzieren-

der, disulfidbrückenspaltender Stoff, hinzugefügt. Der Farbstoff Bromphenolblau wird als

Lauffrontmarker zugesetzt. Als Grundlage der Auftrennung dient neben der Elektropho-

rese ein gelatineartiges Laufmedium aus polymerisiertem Acrylamid. Entsprechend der

Molekülmasse der zu untersuchenden Proteine kann das Gel unterschiedlich konzentriert

werden, um ein optimales Abbild nach elektrophoretischer Auftrennung zu erreichen. In

dieser Arbeit wurden zehnprozentige Gele gegossen, um eine optimale Auflösbarkeit im

Bereich von 100-150 kDa zu erreichen.
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Komponente Trenngel Sammelgel
H2Odd 12,3 ml 6,15 ml
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 7,5 ml
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 2,5 ml
Natriumdodecylsulfat
10% (w/v)

300 µl 100 µl

30% / 0,8% (w/v)
Acrylamid / Bisacrylamid

9,9 ml 1,34 ml

Ammoniumpersulfat
10% (w/v)

150 µl 50 µl

TEMED 20 µl 10 µl

Tab. 2.7: Pipettierschema zur Herstellung von Polyacrylamid-Gelen

Hierzu benötigt man ein Trenn- und Sammelgel. Das Sammelgel dient dem Sammeln

der Probe bis zum Start der Elektrophorese. Im Trenngel werden die durchwanderten

Proteine entsprechend ihrer Molekülmasse separiert. Um dies zu gewährleisten, werden

die Gele zwischen zwei Glasplatten pipettiert, die parallel zueinander senkrecht zur Ober-

fläche in eine spezielle Apparatur eingespannt sind. Das Trenngel wird zuerst gegossen.

Nach Aushärten des Trenngels durch Abwarten der Polymerisation des Polyacrylamids

für ca. 1h wird das Sammelgel darüber gegossen und ebenfalls ausgehärtet. Nachdem die

Gele gegossen und die Proben mit dem Probenpuffer versetzt worden sind, erfolgt die gel-

elektrophoretische Auftrennung. Hierzu werden ein Probenleiter (Precesion Plus Protein

All Blue, Bio-Rad, München) und die Proben analog zu Kap. 2.2.1.2 in Geltaschen des

Sammelgels pipettiert und die Elektrophorese mit 50-80 mA gestartet. Niedermolekulare

Proteine können die Poren des Polyacrylamid-Gels schneller passieren und führen damit

die Lauffront an. Hochmolekulare Proteine bewegen sich langsamer durch das Gel und

werden so von den niedermolekularen Preoteinen abgehängt. Somit gelingt die Separation

der Proteine anhand ihrer Molekülmasse. Mithilfe des Probenleiters und des Lauffront-

markers gelingt die Abschätzung der optimalen Laufzeit. Sind die Proben ausreichend

aufgetrennt, kann die Gelelektrophorese gestoppt werden.
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2.2.3.4 Visualisierung der aufgetrennten Proteine im Gel

Mithilfe der Coomassie-Färbung können die Proteine in dem Gel sichtbar gemacht

und anhand des Probenleiters verglichen werden. So können die Proteine entsprechend

ihrer Molekülmasse eingeordnet werden. Hierzu werden die Gele entweder unmittelbar

nach der Gelelektrophorese oder nach einem Proteintransfer mit Coomassie-Färbelösung

(Coomassie brilliant blue, Bio-Rad, Münschen) auf einem Kippschüttler inkubiert (für 1

h bei Raumtemperatur) und anschließend entfärbt. Somit stellen sich die Banden durch

den Entfärbeprozess mit Coomassie-Entfärblösung dar. Diese Methode wird in der Regel

nach einem Transfer auf eine Nitrocellulosemembran durchgeführt, um den Erfolg des

Transfers zu evaluieren.

2.2.3.5 Transfer der Proteine auf Nitrocellulosemembran

Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (das soge-

nannte ”Blotting”) erfolgt in SDS-Transferpuffer. Dazu werden die Gele mit den auf-

getrennten Proteinen zusammen mit der Nitrocellulosemembran in die Elektrophorese-

kammer eingespannt. Zusätzlich benötigt man ein vertikal zur Nitrocellulosemembran

und zum Polyacrylamid-Gel angelegtes elektrisches Feld, um eine Wanderung der nega-

tiv geladenen Proteine in Richtung Anode zu ermöglichen. Bei der Durchwanderung der

Proteine werden diese entsprechend ihrer Position auf dem Gel an der Nitrocellulose-

membran immobilisiert. In dieser Arbeit wurden so für jeweils 2 Stunden bei 250 mA die

Proteine entlang des elektrischen Feldes auf die Nitrocellulosemembran übertragen.

2.2.3.6 Visualisierung spezifischer Proteine auf der Nitrocellulosemembran

Um die aufgetrennten Proteine einzeln analysieren zu können, müssen diese mittels

spezifischer Antikörper markiert und anschließend sichtbar gemacht werden. Dieser Vor-

gang lässt sich grob in das Absättigen unspezifischer Bindungsstellen mittels Blockie-
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rungslösung (5% Milchpulver in TBST-Puffer), das Inkubieren mit primärem bzw. se-

kundärem Antikörper und das Visualisieren mittels Chemifluoreszenz einteilen.

Zum Absättigen der unspezifischen Bindungsstellen wird die Nitrocellulosemembran

für ca. 60 min auf einem Kippschüttler in der Blockierungslösung inkubiert. Danach er-

folgt die Inkubation der Nitrocellulosemembran mit dem primären AK über Nacht bei

4°C im abgedunkelten Raum. Hierzu wurde in dieser Arbeit die Nitrocellulosemembran

zusammen mit dem primären Anitkörper in Blockierungslösung in eine Klarsichtfolie

eingeschweißt. Am Folgetag kann nach dreimaligem Waschen in TBST-Puffer für je-

weils 10 min auf einem Kippschüttler die 1,5 stündige Inkubation mit dem sekundären

Antikörper erfolgen. Nach erneutem dreimaligem Waschen werden die Proteine auf der

Nitrocellulosemembran mit der Chemofluoreszenzlösung beträufelt. Die auf Basis der che-

mischen Reaktion von Luminol mit Horseradish-Peroxidase emittierten Photonen können

anschließend mit Hilfe eines Detektionssystems aufgezeichnet werden. Nach Ablauf der

Reaktion können sowohl die antikörpermarkierten Proteine, als auch die Referenzbanden

des Probenleiters als
”
Banden“ dokumentiert werden.

2.2.4 Histologische Untersuchung

Um mikroanatomische Strukturen innerhalb eines Gewebes darzustellen, müssen die

Proben zu mikrometerdünnen Gewebsschnitten verarbeitet und anschließend angefärbt

werden. Zur vorbereitenden Fixierung der Gewebe wurde in dieser Arbeit das Gewebe

entweder in flüssigem Stickstoff (-196◦C) schockgefroren oder bei Raumtemperatur in

4%iger Paraformaldehydlösung (PFA) fixiert. Fixierung und Gewebeentnahme wurden

von Herrn Dr. Maxeiner durchgeführt. Zur Fixierung mit Paraformaldehyd wurden die

Tiere nach Tötung transkardial heparinisiert (300µl 5000IE/ml Heparin), daraufhin mit

19 ml 1x PBS und anschließend mit 50 ml PFA 4% durchspült. Schockgefrorenes Gewebe

kann bis zur weiteren Verwendung bei -80◦C gelagert werden, in PFA-Lösung fixiertes

Gewebe wird bis zur Weiterverarbeitung bei 4◦C gelagert. Die darauffolgenden 10 µm

Gewebsschnitte erfolgten am Kryostat bei -20 bis -25◦C. Um die histologischen Schnitte

beurteilen zu können, wurden diese im Anschluss auf einen Objektträger übertragen und

eine Antikörperfärbung durchgeführt. Vor der Inkubation mit Antikörpern ist es wichtig,
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unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Hierzu beträufelt man die Gewebsschnitte

mit Histoblocklösung und lässt diese für 1 h in einer Feuchtkammer einwirken. Nachdem

man Histoblocklösung wieder entfernt und die Proben dreimalig für 10 min. mittels PBS

(pH7,4) auf einem Kippschüttler gewaschen hat, kann man die Gewebsschnitte mit den

Antikörpern inkubieren (Immunhistologie).

2.2.4.1 Immunhistologie

Die Immunhistologie dient der Visualisierung von spezifischen Antigenen in einem Ge-

websschnitt mittels enzym- oder farbstoffgekoppelter Antikörper. In dieser Arbeit wurden

zur Darstellung der Proteine im Gewebsschnitt die Immunhistochemie (IHC) eingesetzt.

Bei der IHC wird die katalytische Aktivität von an Antikörpern oder an Streptavidin-

gekoppelten Enzymen genutzt, um die zu untersuchenden Antigene anzufärben. Da-

bei setzt man entweder Primärantikörper-Enzym-Konjugate (direkte Methode) oder die

Kombination aus primärem Antikörper und darauffolgendem Sekundärantikörper-Enzym-

Konjugat (indirekte Methode) ein. Bei der Arbeit mit einem Primärantikörper-Enzym-

Konjugat ist das katalytisch aktive Enzym an den Antiköper gebunden, der direkt an

das zu untersuchende Antigen spezifisch bindet. Im Gegensatz dazu müssen bei der Ar-

beit mit Sekundärantikörper-Enzym-Konjugaten die Antigene zuerst mittels antigen-

spezifischer primärer Antikörper markiert werden, da der sekundäre Antikörper spezi-

fisch an das Fc-Fragment des primären Antikörpers bindet. Da in dieser Arbeit zur IHC

Peroxidase-Antikörper verwendet wurden, müssen endogene Peroxidaseaktivitäten vor

der Inkubation mit den Antikörpern blockiert bzw. zerstört werden. Dies wird erreicht,

indem man die Gewebsschnitte (vor der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen) für

ca. 1 h auf dem Kippschüttler mit Pox-Blocklösung absättigt. Nach dreimaligem Wa-

schen in PBS für 5-10 min. und darauffolgender Histoblockierung kann die Inkubation

bei Raumtemperatur über Nacht mit dem primären Antikörper gestartet werden. Hier-

zu umrandet man nach 10 minütigem Waschen in PBS auf einem Kippschüttler die

auf dem Objektträger befindlichen Gewebe mit einem Fettstift (PAP-Pen Mini Liquid

Repellent Slide Marker). Dann pippetiert man die Blockierungslösung auf die Gewebs-
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schnitte. Nach Blockierung für 1 h in einer Feuchtkammer und anschließendem dreima-

ligem Waschen für je 5 min. in PBS, pippetiert man den primären Antikörper in Trä-

gerlösung (engl.: Carrier Solution) auf das anzufärbende Gewebe, sodass das Antiköper-

Trägerlösung-Gemisch den Fettrand nicht überschreitet. Danach werden die antikörper-

beschichteten Gewebsschnitte zur Inkubation über Nacht bei Raumtempereatur gelagert.

Arbeitet man mit Sekundärantikörper-Enzym-Konjugaten, müssen die Gewebsschnitte

am Folgetag nach dreimaliger Waschung in PBS für 5-10 min. auf dem Kippschüttler

für ca. 2 h dem sekundären Antikörper in Trägerlösung ausgesetzt werden. Mithilfe ge-

eigneter Färbelösungen, die das Antikörper-Enzym-Konjugat in Reaktion bringen, ent-

stehen im Hellfeld detektierbare Präzipitate. Dies wurde in dieser Arbeit mithilfe von

peroxidase-detektiernde Färbelösungen (NovaRED®) umgesetzt. Zur Signalverstärkung

und Verbesserung der Sensitivität wurden zusätzlich Avidin-Biotin-Komplexe eingesetzt.

Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, bei dem die Gewebsschnitte für 30 min. dem so-

genannten ABC-Reagens ausgesetzt werden. Währenddessen bindet der Avidin-Komplex

an den mit Biotin gekoppelten sekundären Antikörper, wodurch sich die Konzentration

des Enzyms Horseradish-Peroxidase am Antigen erhöht. Dadurch erhöht sich die Inten-

sität der peroxidase-detektierenden Färbelösungen.

Nach abgeschlossener Färbung der auf einem Objektträger befindlichen Gewebsschnit-

te müssen diese eingedeckt werden, um ein Ausbleichen der Präparate zu verhindern.

Dies erfolgte in dieser Arbeit mittels Polyvinylalkohol. Danach können die vollständig

ausgehärteten Präparate bei Raumtemperatur gelagert und im Hellfeld mikroskopisch

untersucht werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Klassifikation der Reporter-Mäuse

Zum Nachweis, dass das zu untersuchende Gen tatsächlich im Mausgenom vorhan-

den ist, wurde in dieser Arbeit eine PCR, wie unter 2.2.1 beschrieben, durchgeführt.

Dies dient vor allem der Probenauswahl, um methodische Fehler im Sinne einer falschen

Versuchstierauswahl zu minimieren.

3.1.1 Mauslinie zur Untersuchung der Lphn2 -Expression

Bei den Lphn2 -Knockin-Mäusen handelt es sich um eine gentechnisch modifizierte

Mauslinie zur Detektion der Lphn2 Expression. Hierzu wurde mittles homologer Rekom-

bination dem Lphn2 -Gen eine Sequenz eines Markerproteins names mVenus hinzugefügt.

Dieses Markerprotein, welches sich von GFP ableitet, das in Quallen der Gattung Aequo-

rea victoria entdeckt wurde, dient als Epitop für Antikörper zur Detektion der modifi-

zierten Lphn2 -Proteine analog zu Kapitel 2.2.3. Diese Mauslinie wurde mittels homologer

Rekombination an embryonale Stammzellen hergestellt und mir von Dr. Maxeiner zur

Verfügung gestellt [1].

Zur Klassifikation der Mauslinie wurde in dieser Arbeit eine PCR mithilfe von DNS-

Proben aus Schwanzspitzen der zu untersuchenden Mäuse angefertigt (Abb. 4.1). Zur

Vergleichbarkeit wurden sowohl eine Negativ- als auch eine Positivkontrolle hinzugefügt,

um Missinterpretationen zu vermeiden. Mithilfe der Positivkontrolle gelingt die Zuord-

nung der hetero- bzw. homozygoten Mäuse bzgl. des modifizierten Lphn2 -Gens. Mäuse

ohne das modifizierte Lphn2 -Allel sind anhand der Negativkontrolle als Wildtyp zu iden-

tifizieren. Des Weiteren wurde zur Detektion von möglichen Verunreinigungen eine PCR-
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Reaktion mit H20 statt Probenmaterial hinzugefügt. Somit ergibt sich beispielsweise für

die Mäuse #3, 5-11, 14 und 16 eine heterozygote und für die Maus #13 eine homozygote

Ausprägung des modifizierten Lphn2 -Gen. Die Mäuse #1-2,4,12 und 15 entsprechen auf

Lphn2 bezogen einem Wildtyp.

Abb. 3.1: Genotypisierung der Mäuse #1-16. Repräsentative PCR-Analyse der DNS aus
Gewebeproben verschiedener Mäuse. Anhand des Vergleichs der Proben mit der
Positiv- und Negativkontrolle gelingt die Zuordnung des Genotyps. Im Vergleich mit
der Positiv- und Negativkontrolle ergibt sich für die Proben #1-2,4, 12 und 15 eine
Wildtypsituation. Bei den Proben #3,5-11,14 und 16 zeigt sich eine heterozygote
Ausprägung des ca. 400 bp großen Lphn2 -Gens. Bei Probe #13 handelt es sich um
eine homozygote Lphn2 -Maus.

3.1.2 Mauslinie zur Untersuchung der Lphn3 -Expression

Bei den Lphn3 -Knockin-Mäusen handelt es sich um eine gentechnisch modifizierte

Mauslinie zur Detektion der Lphn3 Expression. Hierzu wurde mittles Rekombinasen dem

Lphn3 -Gen eine Sequenz eines Markerproteins names Hämagglutinin (HA) hinzugefügt.

Dieses Markerprotein dient als Epitop für Antikörper zur Detektion der modifizierten

Lphn3 -Proteine analog zu Kapitel 2.2.3. Diese Mauslinie wurde mittels homologer Re-

kombination an embryonale Stammzellen hergestellt und mir von Dr. Maxeiner zur Ver-

fügung gestellt [43].

Analog zu 2.2.1 wurde die Klassifikation der Lphn3-Mäuse durchgeführt 3.2. Hierbei

zeigt sich für die Mäuse #17-43 eine Homozygotie bezüglich des Lphn3 -Gens.
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Abb. 3.2: Genotypisierung der Mäuse #17-43.Repräsentative PCR-Analyse der DNS aus
den Schwanzspitzen verschiedener Mäuse angefertigt. Anhand des Vergleichs der
Proben mit der Positiv- und Negativkontrolle gelingt die Zuordnung des Genotyps.
Bei den Proben #17-43 zeigt sich eine homozygote Ausprägung des ca. 400bp großen
Lphn3 -Gens.
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3.2 Untersuchung des Lphn2 - und

Lphn3 -mRNA-Gehaltes

Wie bereits unter 1.2 beschrieben, ist das Kernstück dieser Arbeit die Untersuchung

der Latrophiline in extraneuronalen Geweben. Da ein auf dem DNS-Doppelstrang kodier-

tes Gen nicht zwangsläufig ubiquitär transkribiert wird, sollte zusätzlich zum qualitati-

ven Nachweis des Allels ein quantitativer Nachweis der Transkriptmengen in ausgewähl-

ten Geweben erfolgen. Nach der Identifikation der Lphn2 - und Lphn3 -Reportermäuse

auf kodierender Ebene wurde in dieser Arbeit ein Überblick der Transkriptmengen mit-

tels qRT-PCR, wie unter 3.2.2 beschrieben, sowohl für Lphn2 als auch Lphn3 geschaf-

fen. Um quantitative Aussagen treffen zu können, müssen die Proben mit sogenannten

”Housekeeping − Genen” verglichen werden. ”Housekeeping − Gene” sind Gene, die

konstitutiv in allen Zellen zur Aufrechterhaltung der Basisfunktionen exprimiert wer-

den. Dadurch dienen sie der internen Kontrolle, um Ungenauigkeiten durch fehlerhaftes

Pipettieren oder Unterschiede in den Ausgangsmengen zu minimieren. In dieser Arbeit

wurden alle Proben zu Aktin (Actb) in Relation gesetzt. Des Weiteren dienen die bereits

beschriebenen Gewebe des ZNS [17] als Referenzproben, wodurch eine Abschätzung der

relativen Transkriptmengen extraneuronaler Gewebe ermöglicht wird.

3.2.1 Relative Quantifizierung der Lphn1 -Transkriptmengen

Als Referenz zu den folgenden Untersuchungen wurde das bereits in zahlreichen Vor-

untersuchungen gut beschriebene Lphn1 reevaluiert [5]. Somit konnten die erbrachten

Ergebnisse nicht nur als rein quantitative Größe erfasst werden, sondern standen im

Kontext zu bereits gewonnen Erkenntnissen. So zeigten sich große Transkriptmengen in

neuronalen Geweben wie Gehirn, Retina und Rückenmark im Vergleich zu den extraneu-

ronalen Geweben Hypophyse, Herz, Nebenniere, Niere und Lunge.
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Abb. 3.3: Übersicht der Lphn1 -Transkriptmengen unterschiedlicher Gewebe rela-
tiv zu Aktin. Gewebe mit sehr hoher Lphn1 -Transkriptmengen (> 10%): Gehirn.
Gewebe mit hoher Lphn1 -Transkriptmengen (2,5-10%): Retina und Rückenmark.
Gewebe mit mittlerer bis geringer Lphn1 -Transkriptmengen (<2%): Hypophyse,
Herz, Nebenniere, Niere und Lunge. Wildtyp-Mäuse (C57BL/6, n=1) von S. Ma-
xeiner zur Verfügung gestellt

3.2.2 Relative Quantifizierung der Lphn2 -Transkriptmengen

3.2.2.1 Auswahl geeigneter Primerpaare zur Quantifizierung der Lphn2 - Tran-

skriptmengen

Wie bereits unter 2.2.2.1 beschrieben, benötigt man zur qRT-PCR hochspezifische Pri-

mer zur spezifischen Quantifizierung von RNS. Aus teils theoretischen Überlegungen und

teils experimentellen Ergebnissen geht hervor, dass Lphn2 in unterschiedlicher Variation

genetisch kodiert auf Chromosom 3 in Mus musculus vorliegt. Darum wurde mithilfe der

NCBI-Datenbank aus allen putativen Splicevarianten ein repräsentativer Genabschnitt

auf Chromosom 3 in Mus musculus gewählt, der möglichst all diese Varianten abdeckt.

Abb.3.4 zeigt einen Ausschnitt der NCBI-Datenbank und den daraus gewählten Ab-

schnitt (rot umrandet) für das Design der Primer.
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Abb. 3.4: Ausschnitt der NCBI Datenbank bezüglich der putativen Splicevarianten
von Lphn2 auf Chromosom 3 in Mus musculus [10]. Die horizontalen grünen
Linien stehen jeweils für eine theoretisch mögliche Splicevariante von Lphn2, wo-
bei die vertikalen grünen Striche kodierende Genabschnitte (Exone) repräsentieren.
Dazwischenliegend die nicht-kodierenden Genabschnitte (Introne). Somit umrandet
das rote Kästchen einen Genabschnitt von möglichst vielen Exonen, die in allen
zum Teil theoretisch ermittelten Splicevarianten vorhanden sind. Die Übersicht fin-
det man unter der Gene ID:99613

3.2.2.2 qRT-PCR zur relativen Quantifizierung von Lphn2

Ein Ziel dieser Arbeit war vor allem die Kartierung der extraneuronalen Gewebe

bezüglich ihrer Lphn2 - Konzentration. Somit wurde an dieser Stelle ein Screening der

Gewebe mittels qRT-PCR auf Lphn2 durchgeführt und dessen Resultate mit den Ergeb-

nissen der neuronalen Gewebe verglichen. Abb. 3.5 und 3.6 bieten einen Überblick dieser

Ergebnisse.
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Abb. 3.5: Übersicht der Lphn2 -Transkriptmengen unterschiedlicher Gewebe re-
lativ zu Aktin. Gewebe mit relativ zu den übrigen Proben sehr hohen
Lphn2 -Transkriptmenge (> 4%): Retina. Gewebe mit relativ hoher Lphn2 -
Transkriptmenge (3-4%): Zunge, Herz und Gehirn. Gewebe mit mittlerer Lphn2 -
Transkriptmenge (2-3%): Leber; Niere und Rückenmark. Gewebe mit relativ gerin-
ger Lphn2 -Transkriptmenge (1-2%): Galle, Uterus, Nebenniere, Lunge, Ovar, Hy-
pophyse, Blase, Trachea und M. iliopsoas. Gewebe mit relativ sehr geringer Lphn2 -
Transkriptmenge (<1%): Magen, Duodenum, Colon, Ileum, Testis, Pankreas, Milz,
Thymus und Blut. Lphn2 -Gen modifizierte Mäuse (B6;129S6-Adgrl2tm1sud/J, n=1)
von S. Maxeiner zur Verfügung gestellt.
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Abb. 3.6: Vergleich unterschiedlicher Gewebetypen bzgl. der Lphn2 -
Transkriptmengen relativ zu Aktin (Actb). Grau: Neuronale Gewebe.
Rot: Muskuläre Gewebe. Blau: Respiratorische Gewebe. Gelb: Gewebe der
ableitenden Harnwege. Grün: Gewebe des Gastrointestinaltraktes. Orange: Genital-
organe. Lila: Lymphatische Gewebe. Schwarz: Hormonaktive Gewebe. Lphn2 -Gen
modifizierte Mäuse (B6;129S6-Adgrl2tm1sud/J, n=1) von S. Maxeiner zur Verfügung
gestellt.

Hier zeigte sich gemäß der Erwartung aus Vorarbeiten [5] eine ausgeprägte Präsenz

von Lphn2 in neuronalen Geweben wie Gehirn und Retina. Überraschenderweise zeigte

sich eine relativ große Menge an Lphn2 -mRNA in Zungengewebe, wohingegen in ande-

ren extraneuronalen Geweben verhältnismäßig wenig Lphn2 -mRNA zu finden war. Da

jedoch eine reine mRNA-Produktion nicht zwangsläufig zu großen Mengen von Protei-

nexpression führt, wurde dies unter 3.3.1 und 3.4 genauer untersucht. Eine quantitativ

ähnlich stark ausgeprägte Lphn2 -mRNA-Produktion zeigte sich in den Geweben Herz,

Leber und Niere. Dies entspricht ebenfalls den Erkenntnissen aus Voruntersuchungen [5].

3.2.3 Relative Quantifizierung der Lphn3 -Transkriptmengen

Ein weiterer elementarer Bestandteil dieser Arbeit war es, extraneuronale Gewebe

bezüglich ihrer Lphn3 -Konzentration zu untersuchen. Auch hier ergab sich aus Vorun-
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tersuchungen eine starke Produktion von Lphn3 -mRNA in neuronalen Geweben [17].

Dies bestätigte sich auch in den Untersuchungen dieser Arbeit. So zeigte sich Lphn3 -

mRNA ausgeprägt in Retina, Gehirn und Rückenmark. Abb. 3.7 bietet einen Überblick

über die Lphn3 -mRNA-Mengen in allen untersuchten Geweben.

Abb. 3.7: Übersicht der Lphn3 -Transkriptmengen unterschiedlicher Gewebe rela-
tiv zu Aktin. Gewebe mit relativ zu den übrigen Proben sehr hohen Lphn3 -
Transkriptmengen (> 15%): Retina und Gehirn. Gewebe mit relativ hohen Lphn3 -
Transkriptmengen (5%): Rückenmark. Die übrigen untersuchten Gewebe zeigten
lediglich relativ geringe bis mittlere Lphn3 -Transkriptmengen (<5%). Lphn3 -Gen
modifizierte Mäuse (B6;129S6Adgrl3tm1sud/J , n=1) von S. Maxeiner zur Verfügung
gestellt.

Zur differenzierteren Betrachtung wurden in Abb. 3.8 die Lphn3 -mRNA-Mengen

in ausschließlich extraneuronalen Geweben aufgetragen. Hier zeigte sich im Verhältnis

zu anderen extraneuronalen Geweben ein relativ höherer Gehalt an Lphn3 -mRNA in

Lungengewebe. Dies deckt sich mit Erkenntnissen aus früheren Arbeiten, die Lphn3 mit

Lungenerkrankungen wie Asthma bronchiale in Verbindung gebracht haben [34]. Überra-

schend war hier die relativ starke Produktion von Lphn3 -mRNA in testikulärem Gewebe.
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Abb. 3.8: Übersicht der Lphn3 -Transkriptmengen extraneuronaler Gewebe rela-
tiv zu Aktin. Da Lphn3 vor allem in zentralnervösen Geweben exprimiert wird,
dient diese Abbildung zur besseren Vergleichbarkeit extraneuronaler Gewebe mit
mittlerer und niedriger Expressionsstärke. Zu sehen sind die relativ hohen Lphn3 -
Transkriptmengen (>1%) in der Lunge und den Testikeln. Niedrigere Konzentra-
tionen (0,5-1 %) zeigen sich in den Geweben Herz und Hypophyse. In den übri-
gen untersuchten Geweben konnten sich nur geringste Konzentrationen (<0,5%)
derLphn3 -Transkriptmengen nachweisen lassen. Lphn3 -Gen modifizierte Mäuse
(B6;129S6Adgrl3tm1sud/J , n=1) von S. Maxeiner zur Verfügung gestellt.
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3.3 Proteinanalytik von Lphn2 und Lphn3

Da nicht jedes transkribierte Gen zwangsläufig translatiert wird, müssen die mittels

qRT-PCR erhobenen Daten verifiziert werden. Der Nachweis von Proteinen bzw. der La-

trophiline in unterschiedlichen Geweben erfolgte in dieser Arbeit mittels des sogenannten

Immunoblottings, wie unter 2.2.3 beschrieben. Zur Interpretation des Immunoblots ist

es wichtig, die Molekülmasse des zu untersuchenden Proteins zu ermitteln. Aufgrund

der autoproteolytischen Spaltung der Lphn ergibt sich für die beiden Lphn-Varianten

unterschiedliche Molekülmassen und damit auch verschiedene Laufzeiten im Agarosegel

(Vgl. Abb. 3.9). Somit erwarten wir, wie unter 1.2.1 beschrieben, eine positive Bande

für Lphn2 bei 40-90 kDa und Lphn3 bei 110-140 kDa. Zur Gewährleistung der internen

Validität wurde, wie bereits bei der Analyse der mRNA-Transkriptmengen geschehen,

das in früheren Arbeiten (Anderson et al 2017) beschriebene Hirngewebe als Referenz

mituntersucht.
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Abb. 3.9: Autoproteolyse von Lphn2 und Lphn3. Autoproteolytische Splatung der Lphn
an der GPS-Domäne (*). Entsprechend der genetischen Modifikationen entste-
hen unterschiedliche Spaltprodukte bei der Autoprotelyse. Am C-terminus befin-
det sich die mVenus-Modifikation von Lphn2 und am N-terminalen Ende die HA-
Modifikation von Lphn3. Somit ergibt sich zur Detektion von Lphn2 ein relativ
niedermolekulares und für Lphn3 ein relativ höhermolekulares Spaltprudukt.
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3.3.1 Lphn2 -Expression unterschiedlicher Gewebe

Aus der Analyse der mRNA unterschiedlicher Gewebe ergab sich die Erkenntnis, dass

große Lphn2 -Transkriptmengen in den Geweben Leber, Niere und Zunge zu finden sind.

Mittels Immunoblot konnte diese Erkenntnis auf translationaler Ebene bestätigt werden.

Hierzu wurden in dieser Arbeit interessante Gewebe, die bereits in Vorarbeit von Ma-

xeiner et al [17] auf transkriptioneller Ebene nachgewiesen wurden, mittels spezifischer

Proteinanalyse untersucht. Wie unter 2.1.8 beschrieben, wurde das Lphn2 -Gen der un-

tersuchten Mäuse so modifiziert, dass am intrazellulären Abschnitt die GFP-Variante

mVenus zusammen mit Lphn2 abgelesen und konsekutiv exprimiert wird. Somit gelang

der Nachweis von Lphn2 über Antikörper, die spezifisch gegen GFP gerichtet sind. Abb.

3.10 zeigt die Lphn2 -Expression in intraneuronalen und extraneuronalen Geweben.

Abb. 3.10: SDS-Gelelektrophorese: anti-GFP-Ak (1:2000), bei RT. Lphn2 -
Expression unterschiedlicher Gewebe. In den Geweben Leber (A), Niere (C)
und Zunge (F) zeigten sich positive Banden bei 90 kDa, was dem zu erwartenden
Molekulargewicht von Lphn2 entspricht. Wie unter 2.2.3 beschrieben, wurden als
Negativkontrollen zusätzlich die Proben des genetischen Wildtyps mitaufgetragen.
Probe B dient hierbei als Negativkontrolle zur Leber, Probe D zur Niere und Probe
E zur Zunge.

So findet man ähnlich starke Banden in den extraneuronalen Geweben Niere, Leber
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und Zunge wie in neuronalem Gewebe (siehe hierzu Abb.3.10 und 3.11). Zusätzlich zu den

Geweben Lphn2 -positiver Mäuse wurden parallel Proben von Wildtypmäusen untersucht.

Im direkten Vergleich erkennt man positive Banden im zu erwartenden Spektrum von

90-100 kDa, die sich in den Wildtypproben nicht widerspiegeln. Somit konnte in dieser

Arbeit gezeigt werden, dass sich Lphn2 -Proteine nicht nur innerhalb des ZNS sondern

auch in den Geweben Leber, Niere und Zunge ausgeprägt wird.

Abb. 3.11: Immunoblot: anti-GFP-AK (1:2000), bei RT. Lphn2-Expression in
Hirngewebe. Zur Verifizierung der Ergebnisse der Abb.3.6 wurden Hirnproben
der Lphn2 -Reportermäuse als Referenzgewebe entsprechend 2.2.3 analysiert. Hier-
bei zeigte sich analog zu Abb.3.6 eine positive Bande bei 90 kDa, die sich anhand
der Negativkontrolle (B) als spezifische Bande identifizieren ließ.

Wie bereits unter 3.2.2 beschrieben, war vor allem die Präsenz von Lphn2 in der

Zunge von besonderem Interesse, da diese bisher in keiner vorherigen Arbeit beschrieben

wurde.
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3.3.2 Etablierung des HA-Antikörpers zur Lphn3 -Detektion

Zur Visualisierung von Proteinen auf der Nitrocellulosemembran müssen diese mit-

tels spezifischen Antikörpern markiert werden, die wiederum in einer Folgereaktion ein

detektierbares Signal emittieren. Ein wichtiger Schritt zur Gewährleistung der Sensivti-

vität der Antikörper ist die Ermittlung der optimalen Temperatur, da Membranproteine

zur Aggregation neigen und deren Epitope damit unzugänglich für die Antikörper wer-

den. Bis dato wurden diese Verfahren für die HA-Antikörper, im Gegensatz zu mVenus-

Antikörpern für Lphn2, noch nicht etabliert. Um hier optimale Bedingungen zu schaffen,

wurden Hirnproben unterschiedlich erhitzt und anschließend analog zu Kap. 2.2.3 aufge-

trennt und mithilfe des HA-Antikörpers sichtbar gemacht (siehe Abb.3.12). Wie bereits

unter 2.1.8 beschrieben, wurde das Lphn3 -Gen so modifiziert, dass am intrazellulären

N-Terminus das Lphn3 -Gen zusammen mit einem Hämagglutinin-Epitop abgelesen und

somit exprimiert wird. Zur Gewährleistung der externen Validität wurde hier ein HA-

Antikörper gewählt, der bereits in Vorarbeiten von Sando et al benutzt wurde [43].

Abb. 3.12: Immunoblot: anti-HA-AK (1:1000). Lphn3-Expression in Hirngeweben
zur Etablierung des Temperaturoptimums. Die Abbildung stellt Hirngewebe
mit unterschiedlichem Erhitzungsgrad dar. Die Proben B, D, F und H entstammen
jeweils einer Lphn3 -Reportermaus. Die Proben A, C, E und G dienen als Negativ-
kontrolle von Wildtypmäisen. A und B: Hirngewebe bei Raumtemperatur. C und
D: Hirngewebe bei 37◦C. E und F. Hirngewebe bei 65◦C. G und H: Hirngewebe
bei 95◦C. Die Proben der Lphn3 -Reportermaus zeigen positive Signale bei ca. 140
kDa, die in der jeweiligen Negativkontrolle nicht auftauchen.
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Da keine signifikanten Unterschiede in der Signalstärke der unterschiedlich erhitzten

Proben zu erkennen sind, aber die Hintergrundsignale bei 95◦ am geringsten ausgeprägt

sind, wurden alle folgenden Arbeiten mit dem HA-Antikörper bei 95◦ durchgeführt. Eine

weitere Möglichkeit zur Reduktion von Hintergrundsignalen ist, eine optimale Verdün-

nung des Antikörpers zu wählen. Hierbei sollte der Antikörper so verdünnt werden, dass

er gerade noch an spezifische, nicht aber an unspezifische Bindungsstellen bindet. Wie in

Abb. 3.13 zu sehen ist, wurde hierzu eine Verdünnungsreihe des HA-AK erstellt und mit

Hirngewebe nach vorherigem ”Blotting” inkubiert.

Abb. 3.13: Immunoblot: Anti-HA-AK, bei RT. Lphn3-Expression in Hirngewebe
bei unterschiedlicher Verdünnung des HA-Antiköpers. Verdünnungsreihe
des HA-AK. Proben A und B: HA-AK 1:1000. Proben C und D: HA-AK 1:2000.
Proben E und F: HA-AK 1:4000. Proben G und H: HA-AK 1:8000. Als Proben
wurden Hirngewebe von Lphn3 -Reportermäusen und des genetischen Wildtyps
verwendet. Die Proben A, C, E und G entstammen Lphn3 -Reportermäusen. Die
Proben B, D F und H dienen als Negativkontrolle.

Somit ergibt sich ein geringeres Hintergrundsignal bei einer Verdünnung des HA-

Antikörpers von 1:8000 bei durchaus vergleichbarer Signalintensität der Lphn3 -Banden.

Daraufhin wurden alle folgenden Analysen von Lphn3 mit dem HA-Antiköper in 8000-

facher Verdünnung durchgeführt. Hierbei wurde der Fokus auf extrakranielle Organsys-

teme gelegt und die Gewebe Lunge, Herz, Niere, Leber und Zunge untersucht (Abb.
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3.14). Entsprechend den Ergebnissen aus der mRNA-Analyse konnte Lphn3 vor allem

in Lungengewebe detektiert werden. Diese Erkenntnis deckt sich mit Ergebnissen aus

früheren Arbeiten, die Lphn3 in Verbindung mit pulmonalen Erkrankungen wie Asthma

bronchiale gebracht hatten [34].

3.3.3 Lphn3 -Expression unterschiedlicher Gewebe

Abb. 3.14: Immunoblot: anti-HA-Ak (1:8000) bei 95◦. Lphn3-Expression in unter-
schiedlichen Geweben. Lphn3 -Expression in unterschiedlichen Geweben. Probe
A: Hirngewebe des genetischen Wildtyps als Negativkontrolle. Gewebe B-G ent-
stammen einer Lphn3 -Reportermaus. Positive Bande bei 140 kDa in Hirngewebe
(B) und Lunge* (F). Kein positives Signal in den restlichen untersuchten Geweben:
Herz (C), Niere (D), Leber (E) und Zunge (G).
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3.4 Histologischer Nachweis Lphn2

Wie unter 3.2.2 und 3.3.1 beschrieben, wird Lphn2 in mehreren Organen sowohl

trans-kribiert, als auch translatiert. In vorherigen Arbeiten wurden bisher Gewebe wie

Herz, Hirn und Niere ausführlich untersucht. Neu jedoch ist das Vorkommen von Lphn2

in der Zunge. Deshalb wurde an dieser Stelle die Zunge histologisch untersucht, um die

Lokalisation und die Funktion des Proteins in diesem Gewebe beurteilen zu können. Abb.

3.15 zeigt einen histologischen Sagittalschnitt durch die Zunge einer Lphn2-mVenus po-

sitiven Maus (A, C und E) im Vergleich zu einer Wildtypmaus (B, D und F). Sowohl in

10-facher (A), als auch in 20-facher (C) und 40-facher Vergrößerung (E) erkennt man an

der Basis der Papillae filiformis mittels IHC angefärbte Lphn2-mVenus-Fusionsprotein,

die man in der Kontrollhistologie (B, D und F) nicht wiederfindet. Wie unter 2.2.4.1

beschrieben, wurde in dieser Arbeit mit spezifischen Antikörpern gegen die zu untersu-

chenden Proteine gearbeitet. In diesem Fall wurde ein Antikörper gegen GFP gewählt, da

diese spezifisch an die GFP-Variante mVenus der Lphn2 -positiven Maus bindet. Somit

konnte gewährleistet werden, dass keine unspezifischen Signale detektiert werden und

damit der Vergleich mit der Wildtypsituation den eindeutigen Nachweis von Lphn2 im

untersuchten Gewebe liefert.
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Abb. 3.15: Histologischer Nachweis von Lphn2 an der Basis der Papillae filifor-
mis der Zunge. Schwarze Pfeile zeigen in NovaRed angefärbte Lphn2-mVenus-
Fusionsproteine. Weiße Pfeile weisen auf gleicher Position die ausbleibende Anfäb-
barkeit der Wildtypproben. A: Histologie der Zunge einer Lphn2-mVenus positi-
ven Maus in NovaRed (10-fach vergrößert). A’: Histologie der Zunge einer Wild-
typmaus in NovaRed (10-fach vergrößert). B Histologie der Zunge einer Lphn2-
mVenus positiven Maus in NovaRed (20-fach vergrößert). B’: Histologie der Zun-
ge einer Wildtypmaus in NovaRed (20-fach vergrößert). C: Histologie der Zunge
Lphn2-mVenus positiven Maus in NovaRed (40-fach vergrößert). C’: Histologie der
Zunge einer Wildtypmaus in NovaRed (40-fach vergrößert).
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4 Diskussion

4.1 Bedeutung der Auswahl geeigneter Primerpaare

Mithilfe der NCBI-Datenbank werden anhand eines Algorithmus alle putativen Spleiß-

varianten eines Gens vorhergesagt, die im Falle der Lphn noch in keinem konkreten Ver-

fahren für alle Lphn-Varianten verifiziert wurden [5]. Beim Spleißen handelt es sich um

einen Prozess, bei dem die Introns (nicht kodierende Abschnitte) der prä-mRNS heraus-

geschnitten und die Exons (kodierende Abschnitte) miteinander verknüpft werden. Somit

entsteht die mRNS, die zur Herstellung von Proteinen weiterverarbeitet werden können.

Jedoch sei an dieser Stelle betont, dass die Präsenz einer mRNS nicht zwangsläufig die

Herstellung eines bestimmten Proteins bedeutet. Dies hat mehrere Gründe: Die mRNS

muss nach ihrer Herstellung erst noch via Translation zu den fertigen Proteinen wei-

terverarbeitet werden. Dieser Prozess unterliegt eigenen Regulationsmechanismen und

kann sich abhänging vom Gewebe und Umgebungsfaktoren, wie zum Beispiel pH-Wert

oder Oxygenierung eines Gewebes, unterscheiden [33] [46]. Darüber hinaus steht nicht

jede mRNS zwangsläufig für jeweils das gleiche Protein, da diese häufig posttranslational

modifiziert werden und damit eine sowohl morphologische als auch funktionelle Varianz

des Proteins entsteht [33]. Außerdem besteht die Möglichkeit, aus der prä-mRNA mit-

tels alternativen Spleißens unterschiedliche mRNSs zu produzieren, die wiederum zur

Herstellung unterschiedlicher Proteine weiterverarbeitet werden kann [33]. Aufgrund der

veränderten Aminosäuresequenz nach Ablesen der alternativ gespleißten mRNS unter-

scheiden sich die Proteine in Konfiguration und/oder Länge. Die Proteine wiederum vari-

ieren in Abfolge ihrer Exone. In Vorarbeiten konnten für die Lphn bereits unterschiedliche

Spleißvarianten mit sogar funktionellen Alterationen nachgewiesen werden [5] [25]. Da im

Sinne eines Screeningverfahrens mehrere Organe mit unklarer Lokalisation, Funktion und
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Struktur der Lphn untersucht wurden, wurde ein Abschnitt auf der DNA des Lphn2 -Gens

gewählt, welcher alle alternativen Spleißvarianten abdeckt. Würde man einen Genab-

schnitt wählen, bei dem nicht alle putativen Varianten abgedeckt würden, so hätten man

ein unvollständiges Abbild beim Screening der Gewebe erstellt. Die aktuelle Kartierung

erlaubt somit die Untersuchung der einzelnen Gewebe im Hinblick auf ganz bestimmte

Spleißvarianten.

Mithilfe von individuellen Assays gegen bestimmte Varianten der Lphn-Gene ist es

möglich, die Ausprägung bestimmter Spleißvarianten in den unterschiedlichen Organen

zu untersuchen. Da sich die aus dem alternativen Spleißen resultierenden Proteine struk-

turell unterscheiden, wäre es via qRT-PCR und Proteinanalytik machbar, den verschie-

denen Spleißvarianten eine bestimmte strukturelle Ausprägung und mögliche funktio-

nelle Eigenschaft des konsekutiv entstehenden Proteins zuzuordnen. Dies wäre möglich

aufgrund der veränderten elektrophoretischen Eigenschaften eines in Länge und/oder

Konfiguration modifizierten Proteins. In der Agarose-Gelektrophorese würden diese als

positive Banden vor oder nach der in 3.10 und 3.11 dargestellten Position erscheinen. So-

mit könnte man die unterschiedlichen Spleißvarianten in den verschiedenen Organen in

Korrelation mit dem daraus veränderten Protein untersuchen. Mithilfe dieser Ergebnisse

wäre es möglich, den verschiedenen Organen bestimmte Lphn2 -Varianten zuzuordnen,

um der Funktion der unterschiedlichen Splicevarianten näher zu kommen. So zeigte sich

beim Screening von Lphn2 mittels qRT-PCR (vgl. Abb. 3.6) eine relativ ausgeprägte Prä-

senz von Lphn2 -Transkripten sowohl in neuronalen Geweben als auch in den Geweben

der Niere, Leber, Herz und Zunge. Der funktionelle Zusammenhang in diesen Geweben

erscheint nicht ganz klar. Es liegt somit die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um

mittels alternativen Spleißens modifizierte Proteine handeln könnte. Daraus resultierend

erscheint es möglich, mit Hilfe von spezifischen Antikörpern gegen bestimmte Splicevari-

anten von Lphn2 die einzelnen Gewebe bezüglich der spezifischen Varianten zu untersu-

chen. Aus der Erkenntnis der Splicevarianten-Organ-Korrelation wäre eine Abschätzung

der funktionellen Zusammenhänge der einzelnen Varianten denkbar. Somit könnte man

die Funktion von Lphn2 in den einzelnen Organen verständlicher machen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper sind im Fall von Lphn2 gegen die mVe-

nus-Modifikation gerichtet. mVenus wurde am intrazellulären C-terminus platziert, so-
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dass diese wie in 1.4 ersichtlich nicht der Autoproteolyse von Lphn unterliegt. Somit

erfassen die Antikörper gegen Lphn2 alle putativen Varianten. Außerdem wurde mVenus

so platziert, dass es sich bei den abgebildeten Proteinen weitestgehend um membran-

ständige handeln muss. Dies wiederum ist von besonderer Bedeutung in Bezug auf die

Entdeckung von Lphn2 in der Zunge. Hier konnten wir, wie in 3.15 zu sehen, Lphn2

als basales Protein an der Basis der Papillae filiformis identifizieren. Dies bekräftigt die

Vermutung der Funktion von Lphn2 als membranständiger Signaltransduktor der Zunge

(vgl. Kap. 4.4).
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4.2 Etablierung des HA-Antikörpers zum Nachweis

von Lphn3

Zur Analyse von Lphn3 wurde im Vorfeld dieser Arbeit mittels homologer Rekombina-

tion eine Hämagglutinin markierte Variante von Lphn3 geschaffen. Somit war es möglich,

Antikörper bei der Proteinanalyse zu verwenden, die spezifisch an den Hämagglutinin-

Teil binden und Lphn3 damit detektierbar machen. Anders als mVenus in Lphn2 wurde

bei Lphn3 die Hämagglutinin-Modifikation am extrazellulären N-Terminus platziert, so-

dass dieser nach Autoproteolyse vom membranständigen Rest dissoziiert. Somit ist Lphn3

via Nachweis mit Hämagglutinin nicht eindeutig als membranständiges Protein zu inter-

pretieren. Im Gegensatz dazu ist der membranständige Anteil aufgrund des gegebenen-

falls bereits dissoziierten HA-Epitop-markierten N-terminalen Rest nicht nachweisbar.

Somit erscheint es notwendig, Antikörper gegen sowohl intra-, als auch extrazelluläre

Epitope zu verwenden, um ein umfassenderes Bild der Lokalisation von Lphn3 zu erhal-

ten. Unter Zuhilfenahme zusätzlicher Epitope am intrazellulären C-Terminus, wie zum

Bespiel bei der mVenus-Variante von Lphn2, wäre es möglich, den membranständigen

Anteil von Lphn3 näher zu untersuchen. In den konsekutiv durchgeführten Immunoblots

würden sich Banden in Bereichen größerer Molekülmasse zeigen. Durch den Vergleich der

Proben mit und ohne C-terminalem Epitop könnte man Aussagen über das Verhalten

von Lphn3 treffen. Beispielsweise ließe sich aufzeigen, in welchen Geweben Lphn3 dazu

neigt, den N-terminalen Rest abzuspalten und in welchen nicht.

Des Weiteren unterliegt der N-Terminus als Ligandenbindungsstelle der Signaltrans-

duktion erwartungsgemäß vermehrter morphologischer Variation im Sinne des alternati-

ven Spleißens und der posttranslationalen Modifikation. Dies bedeutet, dass eine gewis-

se Varianz der Ergebnisse innerhalb und zwischen den einzelnen Geweben zu erwarten

ist. Aufgrund des wahrscheinlich veränderten Molekulargewichts der einzelnen Varianten

würde diese im Immunoblot Signale auf unterschiedlicher Höhe zeigen. Somit wären diese

modifizierten Lphn3 -Varianten dem Nachweis entgangen. Mithilfe eines mittels homolo-

ger Rekombination veränderten C-Termius zur Antikörpermarkierung wäre es möglich,

die Gewebe unabhängig von den oben beschriebenen Variationen zu untersuchen. Dar-
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aufhin könnte man ebenfalls mittels Immunoblot potenziell weitere Lokalisationspunkte

von Lphn3 identifizieren.

Außerdem gab es zum Zeitpunkt der Untersuchungen im Gegensatz zum Lphn2-

mVenus-Fusionsprotein keine etablierten Antikörper gegen die Hämagglutinin-Variante

von Lphn3. Darüber hinaus sind die kommerziell verfügbaren Antikörper zumeist in vi-

tro oder an Zellkulturen getestete Produkte, deren Qualität unter in vivo Bedingungen

unsicher vorhersagbar sind. Somit war es notwendig, Voraussetzungen zu schaffen, unter

denen eine Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Gewebe durch Ausschaltung von Ver-

zerrungseffekten möglich ist. Ein wichtiger Parameter bei der Arbeit mit Antikörpern

ist die Spezifität. Diese ist nur gewährleistet, wenn der verwendete Antikörper nahezu

ausschließlich an die Epitope der Proteine bindet, die zu untersuchen sind. Damit ein An-

tikörper optimal binden kann, ist es notwendig, das Epitop zugänglich für den Antiköper

zu machen. Jedoch neigen Membranproteine wie die Lphn zur Aggregation und deren

Epitope werden damit unzugänglich für die Antikörper. Eine Möglichkeit, die Epitope

”freizulegen”, ist die thermische Denaturierung zur Zerstörung der Tertiär- und Quar-

tärstruktur des Proteins. Deshalb wurde in dieser Arbeit zunächst mittels explorativer

Testung an unterschiedlich erhitzten Geweben für die HA-Antikörper ein Temperatur-

optimum festgelegt. Außerdem war es notwendig, eine optimale Verdünnung zu wählen,

damit möglichst wenig Hintergrundsignale bei ausreichender Signalstärke erreicht wer-

den. Hierzu wurden konsekutiv explorative Untersuchungen durchgeführt, um die opti-

male Verdünnung in Bezug auf Spezifität und Sensitivität der Antikörper zu finden. Zur

Verbesserung der internen und externen Validität der Nachweisverfahren sind weitere

Untersuchungen unter Zuhilfenahme der verwendeten Antikörper notwendig.
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Zum Nachweis von Lphn2 gab es bis dato wenig erprobte Verfahren. Vor allem sol-

che, die in-vivo getestet wurden. Somit erschien es schwierig, Antikörper zu etablie-

ren, die zuverlässig in Spezifität und Sensitivität den Nachweis der zu untersuchenden

Lphn-Proteine erbringen. Außerdem wurden bis dato verwendete Antikörper nicht im

Knock-Out getestet, da dieser sich im Falle von Lphn2 embryonal letal auf die zu unter-

suchenden Mäuse auswirkt [1]. Deshalb wurde hierzu mittels homologer Rekombination

dem Lphn2 -Gen die GFP-Variante mVenus hinzugefügt. Mithilfe dieses Lphn2-mVenus-

Fusionsproteins war es nun möglich, bereits etablierte Antikörper gegen GFP einzusetzen.

Dies hat auch den Vorteil, dass man weniger Hintergrundsignale durch Kreuzreaktivitäten

erwartet, da GFP in Wirbeltieren nicht vorkommt. Bei der histologischen Untersuchung

war auffällig, dass Methoden der Immunfloureszenz deutlich mehr unspezifische Signale

erbrachten als mit der Immunhistochemie. Dies könnte an der Größe der zu untersuchen-

den Proteine bzw. Fusionsproteine liegen. Das mit 25 kDa relativ große GFP erbrachte

zwar in der Immunhistochemie einen hintergrundsignalarmen Nachweis, konnte jedoch

mittels Immunfluoreszenz nicht weiter aufgelöst werden. Hier zeigten sich viele Signale,

die keine klare Lokalisation zulassen. Somit wurden alle histologischen Untersuchungen

dieser Arbeit mittels Immunhistochemie durchgeführt. Zur Detektion von Lphn2 im sub-

zellulären Bereich wäre in Folgearbeiten weitere Nachweisverfahren zu etablieren, die eine

genauere Auflösung von Lphn2 erlauben.
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4.4 Folgearbeit zur Beurteilung der Funktion von

Lphn2 als Mechanosensoren

Ein Problem bei der Beurteilung der Funktion von Lphn2 an der Basis der Papillae

filiformis ist der Umstand, dass ein kompletter knock-out embryonal letal verläuft [1].

Um dieses Problem zu umgehen müsste man einen gewebespezifischen knock-out durch-

führen. Dies wäre zum Beispiel mithilfe von Cre-Rekombinasen möglich. Darauffolgend

könnten, wie bereits in Vorarbeiten an Drosophila melanogaster beschrieben wird, Ver-

fahren zur Detektion der Mechanosenorik an knock-out- und Wildtypmäusen angewendet

werden [44] [14]. Abgeleitete sensorisch evozierte Potentiale an Mäusen, die taktil an den

Papillae filiformis stimuliert werden, könnten im Vergleich der knock-out- und Wild-

typmaus die Funktion von Lphn2 verständlicher machen. Hierbei wäre folgender Ver-

suchsaufbau denkbar: Taktile Reizung der Zunge mittels mit zuckerhaltiger Flüssigkeit

bestrichenen rauen und glatten Oberflächen. Durch Platzierung von Elektroden auf der

Schädelkalotte der Maus gelingt die Ableitung der evozierten Potentiale mittels Elektro-

neurographie. Im Vergleich der Potentiale aus dem Versuchsaufbau mit und ohne rauer

Oberfläche kann zwischen vermehrter taktiler- und gustatorischer Reizung differenziert

werden. Der abschließende Vergleich dieser Potentiale der Lphn2 -selektiven-knock-out

Maus, mit deren der Wildtypmaus erbrächte den Nachweis, dass Lphn2 eine Funktion

bei der sensomechanischen Kopplung der Zunge übernimmt.

Darüber hinaus wären Untersuchungen an weiteren Organen interessant, die ebenfalls

der Mechanosensorik bedürfen wie Niere, Gefäßsystem, Leber und Herz. Zumindest konn-

te bereits in dieser Arbeit in diesen Organen das Vorhandensein von Lphn2 nachgewiesen

beziehungsweise bestätigt werden.
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Insgesamt betrachtet können die Lphn als Vertreter der GPCR mit Hilfe dieser Arbeit

besser verstanden werden. Für die GPCR im Allgemeinen wurden bereits vielfältige phy-

siologische Funktionen (Tab.1.1), pathophysiologische Störungen (Tab.1.3) sowie phar-

makologische Beeinflussbarkeit (Tab.1.2) nachgewiesen. Darüber hinaus konnte den Lphn

als Subklasse der aGPCR ebenfalls eine Bedeutung als Korrelat physiologischer (Tab.1.4)

und pathophysiologischer (Tab.1.5) Prozesse zugeordnet werden. Somit ergibt sich aus

den Erkenntnissen dieser Arbeit, dass die Lphn in den neu identifizierten Geweben eben-

falls eine Rolle bei physiologischen sowie bei pathophysiologischen Abläufen einnehmen

könnten. So konnte in Vorarbeiten von Scholz et al Lphn2 als wichtiger Faktor der Mecha-

nosensorik in Drosophila melanogaster identifiziert werden [44] [14]. In direktem Bezug

hierauf wurde in dieser Arbeit Lphn2 an der Basis der Papillae filiformis der Zunge, die

als Tastorgan der mechanosensorischen Kopplung bedürfen, immunhistochemisch nach-

gewiesen. Daraus lässt sich schließen, dass Lphn2 in der Zunge von Mus musculus als

Element der mechanosensorischen Kopplung von haptischen Reizen fungieren könnte.

Außerdem gelang in dieser Arbeit die Bestätigung der Präsenz von Lphn2 in den Or-

ganen Herz, Niere und Leber [5] mittels molekularem Nachweises von Lphn2 in diesen

Geweben (Abb. 3.10). Auch hier scheint noch unklar, welche Funktion Lphn2 in diesen

Organsystemen im Detail erfüllt und damit ist ein Anlass für weitere Untersuchungen

gegeben. Vergleicht man das pharmakologische Potential der GPCR mit den Erkenntnis-

sen dieser Arbeit, so scheinen sich auch die Lphn als Ziel pharmakologischer Interaktion

anzubieten. Zum Beispiel interagieren bereits einige kardial wirksame Medikamente wie

ß1-Rezeptoragonisten (Isoprenalin), ß2-Rezeptorblocker (Bisoprolol, Metoprolol), Mus-

karinrezeptorantagonisten (Atropin) oder alpha/beta-Rezeptorenblocker (Adrenalin, No-

radrenalin) mit GPCR. Diese finden bereits breite Anwendung in der Behandlung von

Herzrhythmusstörungen und Bluthochdruck [24]. Des Weiteren sind die GPCR als In-

teraktionspartner mit vasoaktiven Substanzen wie Angiotensin-II-Rezeptorantagonisten
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(Candesartan, Olmesartan, Valsartan) bekannt, die ihre Wirkung unter anderem via Mo-

dulation der prä- und glomerullären Regulation, der Mesangiumzellen und verschiedenen

tubulären Abschnitten entfalten [24] [53]. Somit wäre ein Einfluss von Lphn auf diese

Prozesse ebenfalls denkbar. Außerdem existieren bereits zahlreiche etablierte Medika-

mente wie ß2-Rezeptoragonisten (Feniterol, Salbutamol) oder Muskarinrezeptorantago-

nisten (Ipatropium, Tiotropium) mit Wirksamkeit an der Lunge, die zur Behandlung

von Asthma bronchiale und COPD zum Einsatz kommen [24]. In diesem Zusammen-

hang ist zu erwähnen, dass die Lphn bereits mit Erkrankungen der Lunge in Verbindung

gebracht wurden. Zum Beispiel konnte für Lphn2 ein Zusammenhang mit COPD [36]

und für Lphn1 und 3 mit Asthma bronchiale [15] [34] hergestellt werden. Somit wären

weitere Untersuchungen zum tiefergehenden Verständnis dieser Zusammenhänge durch-

aus interessant. So wurde Lphn2 im Rahmen dieser Arbeit auf transkriptioneller Ebene

in respiratorischem Gewebe nachgewiesen. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen aus

Vorarbeiten [5] und bekräftigt die Theorien zum Zusammenhang von Lphn2 mit Er-

krankungen der Lunge wie COPD [36] und dem pulmonalen Plattenepithelkarzinom [56]

sowie von Lphn3 mit dem Adenokarzinom [23]. Aufgrund dessen wurde Lphn3 bereits

in Vorarbeiten als mögliches Ziel pharmakologischer Intervention bei der Behandlung

von Asthma bronchiale diskutiert [15]. Außerdem wäre es denkbar, mittels Folgearbeiten

eine klinisch relevante, therapeutische Option im Sinne einer zielgerichteten Therapie

(engl.: targeted therapy) mittels Biologika aus den Erkenntnissen zu Lphn3 zu gewinnen.

Gleiches gilt einen möglichen neuen Therapieansatz für Lphn3 -mutierte Adenokarziome

der Lunge [23]. Des Weiteren wurde Lphn2 in Vorarbeiten von Jeon et al in Verbin-

dung mit cisplationsensitiven kolorektalen Karzinomen gebracht [22]. Hierzu liefert diese

Arbeit den Nachweis von mRNA-Transkriptmengen in den Geweben des Gastrointes-

tinaltraktes. Somit erscheint eine dysregulierte Lphn2 -Expression denkbar als möglicher

Therapieansatz zur Verbesserung der bisherigen Behandlung von cisplatinsensitiven ko-

lorektalen Karzinomen.
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[55] Zhang and T.C. Südhof. Latrophilin-2 and latrophilin-3 are redundantly essential

for parallel-fiber synapse function in cerebellum. eLife 2020;9:e54443. DOI: htt-

ps://doi.org/10.7554/eLife.54443.

[56] C.X. Zheng and H.Y. Wan. Whole-exome sequencing to identify novel somatic

mutations in squamous cell lung cancers. INTERNATIONAL JOURNAL OF ON-

COLOGY 43: 755-764, DOI: 10.3892/ijo.2013.1991.

75





Abbildungsverzeichnis

1.1 Aufbau eines typischen G-Protein gekoppelten Rezeptors. . . . . 2

1.2 Exemplarische Signalkaskaden nach Aktivierung eines GPCR. . 4

1.3 Aktueller Stand der GPCR-Forschung im Überblick . . . . . . . 9
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A Publikation und Dank

A.1 Publikation

Im Rahmen eines Nebenprojekts bei den Arbeiten mit DNA wurden Analysen zur

Geschlechtsdifferenzierung mittels NLGN4-Allel durchgeführt. Ähnlich wie AMELX/Y

ist das NLGN4 -Allel in direkter Nachbarschaft zur pseudoautosomalen Region des X-

Chromosoms von Mensch und Pferd lokalisiert. Bisher wurden vor allem Verfahren ein-

gesetzt, die auf der Analyse des Y-Chromosom-spezifischen SRY-Gens beruhen. Jedoch

zeigt dieses Verfahren Unsicherheiten bei Personen, die in dieser Region Mutationen auf-

weisen, wie es zum Beispiel im Rahmen der 46,XY-Gonadendysgenesie (Swyer-Syndroms)

vorkommt. Deshalb benötigt dieses Verfahren weitere Methoden zur SRY-unabhängigen

Geschlechtsbestimmung. Hierzu wurden Verfahren wie die AMELX/Y -Genanalyse ent-

wickelt, welche die Ergebnisse der SRY-Analyse valide bestätigen können und die bereits

weitläufig eingesetzt werden. So entstand analog zur AMELX/Y -Genanalyse die Idee,

das NLGN 4 -Allel zur Geschlechtsidentifikation mittels PCR zu nutzen. Hierzu wurden

PCR-Analysen an equinen Proben durchgeführt und mit Ergebnissen der SRY-Analyse

verglichen [54]. Abb. A.1 zeigt ein repräsentatives Ergebnis dieser Analysen. Somit konn-

te ein komplementäres Verfahren zur Geschlechtsdifferenzierung etabliert werden. Diese

Ergebnisse wurden dann im Journal Animal Genetics publiziert (Abb. A.3).
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ANHANG A. PUBLIKATION UND DANK

Abb. A.1: Gelelektrophorese zur NLGN4Y/NLGN4X -Analyse im Vergleich zur
SRY-Analyse. In Wallachen (engl.: gelding) zeigen sich positive Banden für
NLGN4X und NLGN4Y, im Gegensatz zu den Proben von Stuten (engl.: mare).
Dies spiegelt sich in den SRY-Analysen wider, die lediglich in den Proben der
Wallache positive Signale zeigen [54].

Abb. A.2: NLGN4X/Y - und SRY -Oligonukleotid- Startermoleküle zur PCR-
Amplifikation. Auschnitt aus der Publikation: Sex identification in horses (Equs
caballus) based on the gene pair NLGN4X/NLGN4Y [54].
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A.1 Publikation

Abb. A.3: Geschlechtsdifferenzierung von Pferden (Equs caballus) anhand des
GenpaaresNLGN4X/NLGN4Y. Publikation in originärer Darstellung: Sex
identification in horses (Equs caballus) based on the gene pair NLGN4X/NLGN4Y
im Journal of Animal Genetics [54].
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ANHANG A. PUBLIKATION UND DANK

Abb. A.4: Anordnung der NLGN4X/NLGN4Y -Gene. Darstellung der für die Ge-
schlechtsdifferenzierung von Pferden geeigneten und somit verwendeten Gensequen-
zen sowie darunter der Nachweis dieser Gensequenzen mittels PCR. Hier zu erken-
nen der Unterschied zwischen NLGN4X und NLGN4Y anhnad des Vergleichs der
10pg-Verdünnung [54].
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A.1 Publikation

Der Übersichtlichkeit halber wurde der Publikation ein Poster (Abb. A.2) hinzugefügt.

Stephan Maxeiner1, Simon Zaffalon1, Martina Sester2, and Gabriela Krasteva-Christ1 
1 Institute of Anatomy and Cell Biology, Saarland University, Homburg, Germany 

2 Department of Transplant and Infection Immunology, Saarland University, Homburg, Germany  

Novel Sex-typing Strategies in Humans and Horses 
based on the NLGN4X/NLGN4Y gene pair  

Introduction Materials & Methods 

1.  The pseudoautosomal region, PAR 
2. NLGN4X/Y sex-typing in horses (Zaffalon et al. 2019) 

A) TRPM5 is expressed in a subset of tracheal epithelial cells named brush cells    
Results 

A fundamental question in molecular forensics as well as strategic live-stock breeding 
is to determine the sex from a given DNA sample. In mammals the determination of 
the sex determining region on Y (SRY gene) yields a positive result for males. The 
absence of SRY, however, does not necessarily point to a female sample, since SRY 
detection is missing internal controls for PCR performance in samples from both 
sexes. This problem was eventually overcome employing PCR strategies based on 
length polymorphisms of AMELX and AMELY, two gene loci on the X and Y 
chromosome, respectively, that share substantial similarity. In our analysis, we 
conclusively demonstrate that testing for neuroligin-4 (NLGN4X/Y) by PCR and SNP-
detection methods establishes a reliable alternative in humans and horses. 

We have collected a total of n=111 human and n=28 horse saliva as well as blood 
samples and extracted the genomic DNA. Upon gene alignment of both neuroligin-4 
gametologues in either species, we identified oligonucleotides that allowed us to amplify  
a length polymorphism by standard PCR strategies. Among numerous potential SNPs, 
single nucleotide polymorphisms, we tested a SNP in exon 7 of both human NLGN4X/Y 
genes using a novel PCR strategy employing blocked DNA/RNA-oligonucleotides that are 
released upon cleavage by RNaseH (rhAMP-genotyping, IDT; Dobosy et al., 2011). Upon 
cleavage oligos can be used for PCR amplification and conjugated fluorescent dyes allow 
to discriminate different templates resulting in an “allelic discrimination” of NLGN4X and 
NLGN4Y by any thermocycler software used for qPCR analysis applications. 

Conclusions 
•  A shift of the pseudoautosomal boundary in mammals results in two different neuroligin-4 copies found in humans and horses. 
•  Sequence alignment between NLGN4X/Y gametologues reveals length polymorphisms that can be detected using PCR strategies. 
•  rhAMP-genotyping as a tool to distinguish allelic SNP variants can be employed to infer the sex based on the presence of NLGN4X/Y. 
•  All tested samples resulted in the correct detection of the given sex, thus, suggesting NLGN4X/Y as an alternative to AMELX/Y. 

C 

X chr. 
Y chr. 

Figure 1: (A) Both, X and Y, chromosomes in mammals share a common region which 
is able to undergo crossing-over events during male meiosis similar to autosomes, 
therefore, called pseudoautosomal region (PAR, blue frame; ideograms, NCBI). (B) The 
PAR is separated from X- and Y- specific regions comparable to a “zipper” that cannot 
close completely. Some genes are retained on the male specific region on Y, which are 
steadily deviating from their homologues on the X-chromosome. These genes are 
called gametologues. (C) A full overview of the presumptive ancestral mammalian PAR 
genes reveals a shift in the PAR boundary in different mammalian species towards the 
telomers. Horses and humans, for instance, are keeping a copy of the ancestral 
neuroligin-4 gene as gametologuous copies, NLGN4X and NLGN4Y. 

B  

A 
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3. NLGN4X/Y sex-typing of human DNA samples 
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Figure 3: (A) Schematic overview of the organization of the human NLGN4X/Y genes. 
Arrows indicate the hybridization site of shared oligonucleotides to detect a length 
polymorphism upstream of the start codon. Arrowheads identify a non-synonomous 
base change within exon 7 (G/A; Ala/Thr) that served as a single nucleotide 
polymorphism to distinguish both genes as allelic variants. (B) Representative agarose 
gel electrophoresis of PCR products from male and female DNA samples. Male and 
females samples share a PCR amplicon representing NLGN4X (381 bp), male samples 
additionally display a shorter amplicon representing NLGN4Y (187 bp). Amlicon sizes 
are consitent over a range of different ethnicities. (C) Separation of allelic variants 
(NLGN4X/Y) are displayed in a clustering of allelic distributions identifying males as 
NLGN4X/NLGN4Y-positive (blue cluster) and females as NLGN4X/NLGN4X-positive 
(magenta cluster). Labeling of axes in relative fluorescent units (RFU). Separation 
corresponds 100% to self reported sex and PCR results. 

Figure 2: (A) Schematic overview of the organization of the horse NLGN4X/Y genes. 
Dashed lines are indicating the relative position of the sequence alignment displayed 
in (B). Sequences highlighted in yellow represent oligonucleotides that have been 
used for PCR compromising for a single base difference, respectively. (C) 
Representative agarose gel to separate both PCR amplicons. Male and female samples 
share an amplicon for NLGN4X (435 bp), representing the X chromosome, additionally, 
males display a PCR product of 199 bp (NLGN4Y). The allelic distribution of both 
gametolgues is paralleled by separate testing for the SRY gene (below, 502 bp). 

Reference: Zaffalon S, Latz A, Krasteva-Christ G, Maxeiner S. Sex 
identification in horses (Equus caballus) based on the gene pair 
NLGN4X/NLGN4Y. Anim Genet (2019) 50(5):551 
Dobosy JR, Rose SD, Beltz KR, Rupp SM, Powers KM, Behlke 
MA, Walder JA. RnaseH-dependent PCR (rhPCR): improved 
specificity and single nucleotide polymorphism  detection using 
blocked cleavable primers. BMC Biotechnol (2011) 11:80.  

Abb. A.5: Poster zur Publikation: Sex identification in horses (Equus caballus)
based on the gene pair NLGN4X/NLGN4Y. Beitrag zur Jahrestagung der
Anatomischen Gesellschaft, Würzburg. 2019. [54]
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