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Zusammenfassung

Die hepatozellulire Steatose ist die hiufigste Lebererkrankung in westlichen
Industrieldindern und geht mit einer erhohten Inzidenz fiir Steatohepatitis, Leberzirrhose
und hepatozelluldre Karzinome einher. Lipidtropfen-assoziierte Proteine der PAT-Familie
(Perilipin, Adipophilin, TIP47 und MLDP) spielen eine maBgebliche Rolle in der
Biogenese, Reifung und Degradation von Lipidtropfen. Im Rahmen dieser Dissertation
wurde gezeigt, dass Perilipin eine chronische Steatose in vivo und in vitro kennzeichnet und
dadurch das Endstadium der Lipidtropfenreifung charakterisiert. /n sifu in einem Kollektiv
von lber 30 Leberproben unterschiedlichen Verfettungsgrads wurden die Perilipin-
Isoformen A, B und C jeweils zusammen nachgewiesen und liber Massenspektrometrie
verifiziert; es bestand keine signifikante differentielle Expression der Perilipin-Isoformen.
In einem weiteren Kollektiv von iiber 80 Leberbiopsien von Patienten mit einer akuten
bzw. chronischen Leberzellschidigung unterschiedlicher Genese wurden Adipophilin und
Perilipin unabhiingig von Atiologie, Geschlecht und Alter bei chronischer
Leberparenchymverfettung gebildet. Bei akuter Leberparenchymverfettung wie bei
urspriinglich nicht-verfetteten Transplantatlebern wurden TIP47, MLDP und Adipophilin
verstirkt gebildet bzw. an Lipidtropfen rekrutiert; nicht jedoch Perilipin. In
Ubereinstimmung mit in situ Beobachtungen wurden TIP47, MLDP, und Adipophilin,
nicht jedoch Perilipin, in hepatozytiren Kurzzeitsteatose-Modellen in Kulturzellen der
Linien Huh7, HepG2, Hep3B, und PLC unter Verwendung steatogener Substanzen wie
BSA-gekoppelter Olsiure, Cholesterin, LDL, PPARy-Agonisten, oder bei Hypoxie
induziert. Perilipin wurde erst bei Langzeitbehandlung von Zellen von iiber 10 Tagen,
insbesondere mit kombinierter Zugabe von DMSO mit BSA-gekoppelter Olsiure oder einer
Mischung aus PPARy-Agonisten, Biotin, IBMX und Hormonen wie L-Thyroxin, Insulin,
und Dexamethason induziert. Die Lipidtropfenreifung ging mit einer sequentiellen
Assoziation der ePAT-Proteine TIP47 und MLDP und der cPAT-Proteine Adipophilin und
Perilipin mit Lipidtropfen einher. Neben den Transkriptionsfaktoren PPARa und PPARY
zeigten auch C/EBPPB und SREBP1 zunehmende Proteinmengen in behandelten und
unbehandelten Zellen, was auf kombinierte Faktoren fiir eine Perilipin-Induktion schlieBen
lasst. In Kulturzellen waren fiir die Induktion von Perilipin eine niedrige Proliferationsrate
und ein hoher Differenzierungsgrad der Zellen wichtig. In Kombinationen von
Langzeitsteatose-Modellen mit einer Herunterregulation von Adipophilin und / oder TIP47,

ersetzte TIP47 fehlendes Adipophilin, MLDP fehlendes TIP47 und Adipophilin sowie



Perilipin fehlendes Adipophilin. Die transiente Herunterregulation von Adipophilin oder
kombiniert TIP47 und Adipophilin in den Zellkulturen verursachte gro3e Perilipin-positive
Lipidtropfen, die durch Lipidtropfenfusion entstanden, wie durch ,.Live cell imaging*
gezeigt werden konnte. Moglicherweise sind Lipidtropfenfusionen Ausdruck einer
verminderten Lipidtropfenstabilitdt bei Fehlen von PAT-Proteinen, da Kontrollzellen dieses
Phinomen nicht zeigten. Zellen mit vermindertem Adipophilin bildeten zwar mehr
Perilipin, akkumulierten jedoch trotzdem weniger Triacylglyceride als Zellen mit
verminderter TIP47-Menge oder Kontrollzellen. Demzufolge stellt Adipophilin einen
entscheidenden Faktor in der intrahepatischen Lipidakkumulation dar. Der Einfluss von
Perilipin konnte noch nicht abschlieBend geklart werden. Perilipin konnte jedoch sogar
einen positiven Einfluss bei Patienten mit metabolischem Syndrom haben, da Perilipin
bekanntermaBlen iliber die Langzeitspeicherung von Triacylglyceriden die Lipotoxizitit
vermindert.

Antikorper gegen die PAT-Proteine TIP47, MLDP, Adipophilin und Perilipin sind
hilfreiche diagnostische Marker fiir die Definition nicht nur steatotischer
Lebererkrankungen, sondern auch akuter und chronischer Leberschdden. Langfristig sind
therapeutische Ansitze, insbesondere mit dem cPAT-Protein Adipophilin denkbar, so wie
es im Rahmen dieser Arbeit in Zellkulturmodellen und von anderen Autoren in der Maus

gezeigt werden konnte.



Summary

Hepatocellular steatosis is the most prevalent liver pathology in the western world and can
progress to steatohepatitis, liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Lipid droplet-
associated proteins of the PAT-family (perilipin, adipophilin, TIP47 and MLDP) play most
important roles in the biogenesis, maturation and degradation of lipid droplets. This study
demonstrates that perilipin characterizes chronic steatosis in vivo and in vitro thereby
characterizing the final stage of lipid droplet maturation. Perilipin isoforms A, B and C
were detected along with each other and were verified by mass spectrometry in a collective
of over 30 human liver specimens in situ with different degrees of steatosis. There was no
significant differential expression between the perilipin isoforms. Additionally, in a
collective of over 80 human liver biopsies of patients with an acute or chronic liver
damage, adipophilin and perilipin were expressed in chronic steatosis irrespective of
etiology, gender and age. TIP47, MLDP and adipophilin, but not perilipin, were
increasingly expressed or recruited to lipid droplets in acute liver steatosis in previously
non-steatotic transplant livers due to drug-therapy, parenteral nutrition or HCV-reinfection.
In accordance with the detection of TIP47, MLDP and adipophilin, but not Perilipin in
acute steatosis in situ, these PAT-proteins were induced in short term-steatosis models in
cultured hepatocytic cells of the lines Huh7, HepG2, Hep3B and PLC using steatogenic
substances like BSA-coupled oleic acid, cholesterol, LDL, a PPARy-agonist or in hypoxia.
Perilipin was induced in long term-steatosis culture models using combinations of DMSO
and BSA-coupled oleic acid or using a mixture consisting of a PPARy-agonist, biotin,
IBMX and the hormones L-thyroxine, insulin and dexamethasone. Lipid droplet maturation
was characterized by a consecutive lipid droplet association of the ePAT-proteins TIP47
and MLDP followed by the cPAT-proteins adipophilin and perilipin. The transcription
factors PPARa, PPARy, C/EBPB and SREBP1 showed increasing protein amounts in
treated and untreated cells, indicating that additional factors are needed for perilipin-
induction. Low proliferative capacity and the differentiation status of cultured hepatocytic
cells were important to induce perilipin. In combinations of long term-steatosis models with
a stable downregulation of adipophilin and/or TIP47, TIP47 substituted for absent
adipophilin, MLDP for absent TIP47 and adipophilin as well as perilipin replaced
adipophilin. Transient downregulation of adipophilin and/ or TIP47 lead to large perilipin-
positive lipid droplets, which arose from lipid droplet fusion as shown by live cell imaging.

This illustrates a reduced stability of lipid droplets in the absence of PAT-proteins, as



control cell did not show this phenomenon. Cells with downregulated adipophilin showed a
higher perilipin amount, but accumulated less triacylglycerides than control cells or cells
lacking TIP47. Therefore, adipophilin represents the major determinant of intrahepatic lipid
accumulation. The impact of perilipin could not be finally clarified. However perilipin may
even have a positive influence on patients with metabolic syndrome as perilipin is known to
reduce lipotoxicity by long term-storage of triacylglycerides.

Antibodies against the PAT-proteins TIP47, MLDP, adipophilin and perilipin represent
helpful diagnostic markers for the definition of not only steatotic liver diseases but also
acute and chronic liver damage. In long term-consideration, therapeutic approaches are
conceivable, especially with the PAT-member adipophilin, as shown in this and other

studies involving cell culture and mouse models, respectively.
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1. Einleitung

1.1 Intrazelluliire Lipidtropfen

Aufgrund der steigenden klinischen Relevanz Lipid-assoziierter Erkrankungen, gewann die
Erforschung der Regulation intrazelluldrer Lipidtropfen zunehmend an Bedeutung [1-4].
Die Fihigkeit iberschiissige freie Fettsduren in Neutralfette umzuwandeln und diese in
Form von intrazelluldren Lipidtropfen zu speichern [5], schiitzt eukaryotische Zellen wie
beispielsweise Hepatozyten [6-8], Myozyten des Herz- und Skelettmuskels [9-11] oder
pankreatische B-Zellen [12, 13] vor lipotoxischen Effekten und gewihrleistet die zellulédre
Energie- und Lipidhomdostase. Bei Stoffwechselerkrankungen iibersteigt das Lipidangebot
die Kapazitit der zelluldren Speicherung und bioaktive Lipide konnen eine Schiadigung des

Gewebes verursachen [1, 14, 15].

1.1.1 Funktion von Lipidtropfen

Lipidtropfen sind dynamische Zellorganellen mit kontrolliertem Auf- und Abbau [16]. Sie
sind der Hauptspeicherort von Neutralfetten wie Triacylglyceriden (TAG) und
Cholesterinestern, die bei Bedarf mobilisiert und fiir Stoffwechsel, Membran- und
Cholesterinsynthese verwendet werden konnen [17].

Um ihre Funktionen ausiiben zu konnen, interagieren Lipidtropfen unter anderem mit
Zellorganellen wie Mitochondrien, Peroxisomen oder mit der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) [18-20], wodurch méglicherweise der Lipidaustausch
vereinfacht wird [21]. So liefern beispielsweise Lipidtropfen den am ER-lokalisierten
Enzymen Lipide zur Steroidhormonsynthese in steroidogenen Zellen [20]. Lipidtropfen
spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Replikation des Hepatitis C Virus, wobei das

Kapsid-Protein (Core) an Lipidtropfen in Hepatozyten bindet [22].

1.1.2 Morphologie und Zusammensetzung von Lipidtropfen

Lipidtropfen bestehen aus einem hydrophoben Kern, der von einer Phospholipid-
Einzelschicht umgeben ist (Abb. 1. 1). Der hydrophobe Kern setzt sich vorwiegend aus
Neutralfetten von Sterinestern (meist Cholesterinester) und TAG zusammen, wobei
Adipozyten einen TAG-reichen [23], steroidogene Zellen [24] sowie Schaumzellen [25]

einen Cholesterinester-reichen und ,,Hepatic Stellate Cells* (HSC) einen Retinol-reichen
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Lipidtropfenkern besitzen [26]. Bartz und Koautoren [27] zeigten, dass die dufere
Lipidtropfenhiille aus einer komplexen Mischung aus {iiber 160 amphiphilen
Glycerophospholipiden (Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidyl-
inositol) und Cholesterin besteht. Tauchi-Sato und Koautoren [28] wiesen zusdtzlich auf
eine unterschiedliche Phospholipid-Zusammensetzung zwischen Lipidtropfen und rauer
ER-Membran bzw. Sphingolipid / Cholesterin-reiche Mikrodoméne hin. Der Phospholipid-
Einzelschicht sind amphiphile Proteine assoziiert, die jedem Lipidtropfen gemall Zelltyp
und metabolischem Zellzustand eine spezifische Proteinzusammensetzung an seiner

Oberflache geben [29].

Phospholipid

Sterin

Diacylglycerid

Sterinester

I
g
I
m Triacylglycerid
$\

PAT / Perilipin-Proteine

Abb. 1. 1: Morphologie eines Lipidtropfens. Der Neutralfett-reiche Lipidtropfenkern wird von einer
Phospholipid-Einzelschicht mit daran assoziierten amphiphilen Proteinen der PAT / Perilipin-Proteinfamilie

ummantelt. Modifiziert nach [21].

1.1.3 Biogenese und Reifung von Lipidtropfen

Da winzige Lipidtropfen oft in lokaler Néhe des ER beobachtet und Enzyme der
Lipidestersynthese dort nachgewiesen wurden, nimmt man an, dass das ER der
Entstehungsort der Lipidtropfen ist [30-32]. Die synthetisierten Lipidester sammeln sich in
einem lokalen Aggregat in der Phospholipid-Doppelschicht des ER an [33], was eine
ortliche Begrenzung der Lipidester voraus setzt. Es ist bis jetzt ungekldrt, ob dieser
Vorgang durch spezifische Proteine einer ER-Domine oder durch die Lipid-Eigenschaften
selbst reguliert wird. In 3 hypothetischen Modellen wird versucht, die Absonderung der
entstehenden Lipidtropfen mit einer Phospholipid-Einzelschicht von der ER-Membran zu

erkldaren (Abb. 1. 2):
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1. Abknospung von der zytoplasmatischen Phospholipidschicht der ER-Membran [34].

2. Micellenbildung, wobei die luminale und zytoplasmatische Membranseite des ER
ausgeschnitten wird und eine temporére Pore im ER entsteht [35].

3. Vesikelabknospung mit einer Phospholipid-Doppelschicht, der Intermembranraum

fiillt sich dann mit Neutralfetten [36].

Modell 1: Abknospung Modell 2: Micellenbildung Modell 3: Vesikelabknospung
—_— —_— Ol e B EF*I — —_— ' ER | — I I
, | 6 @ 5 O . {3
(NLS@ (- ) (Nﬁ@ € -) (- ) N‘-Sé ( 3

Abb. 1. 2: Modelle der Biogenese von Lipidtropfen am Endoplasmatischen Retikulum (ER). 3
hypothetische Modelle versuchen die Entstehung der Phospholipid-Einzelschicht zu erkldren. Abk.: NLSE:
Neutrallipid-synthetisierende Enzyme. Modifiziert nach [36].

Das weitere Wachstum (Reifung) der kleinen Lipidtropfen kann nun durch direkte
Neutralfett-Synthese am Fetttropfen [37], Fusion von bereits vorhandenen Lipidtropfen [38,
39] oder noch unbekannte Transportprozesse vom ER ermdglicht werden. Der Abbau
(Lipolyse) von Fetten in Adipozyten wird durch Lipasen ausgefiihrt und durch
Phosphorylierung von Perilipin A reguliert [40, 41] (zum Prozess der regulierten Lipolyse
vgl. Abschnitt 1.3).

1.2 Lipidtropfen-assoziierte Proteine

1.2.1 PAT-Proteine

In Saugetierzellen werden Lipidtropfen vorwiegend von amphiphilen Proteinen der PAT-
bzw. Perilipin-Familie ummantelt. Die PAT-Proteine spielen eine wichtige Rolle in
Bildung, Auf- und Abbau, Strukturerhaltung und Regulation von Lipidtropfen [42, 43].
2010 wurde eine einheitliche Nomenklatur fiir die 5 Mitglieder der PAT-Familie Perilipin
(Perilipin 1) [44], Adipophilin (Perilipin 2) [45], TIP47 (Perilipin 3) [46], S3-12 (Perilipin
4) [47] und MLDP / OXPAT (Perilipin 5) [48] von Kimmel und Koautoren vorgeschlagen
[49]. Charakteristisch fiir alle PAT-Proteine ist die Féhigkeit, an intrazelluldre Lipidtropfen
zu binden, sowie unterschiedlich stark ausgeprigte Aminosduresequenzéihnlichkeiten
einiger Bereiche untereinander (Abb. 1. 3). Die am stirksten konservierte Region ist die N-

terminale, ~100 Aminosduren lange PAT-Domine (Abb. 1. 3). Die PAT-Doméne ist
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weniger durch eine spezifische Aminosduresequenz, als durch die daraus resultierende
Sekundérstruktur charakterisiert. So sind nur 40 % der N-terminalen Sequenzen zwischen
Perilipin und Adipophilin und nur 60 % zwischen Adipophilin und TIP47 identisch [50].
Der genaue Lipidtropfen-Bindungsmechanismus ist noch unklar. Bussell und Koautoren
[51] wiesen Tandem-Wiederholungen von je 11 Aminosduren (11-mer) in PAT-Proteinen
nach, die hochstwahrscheinlich amphipathische o-Helices bilden und so die
Lipidtropfenbindung vermitteln konnten. Zwar verhindert das Fehlen dieser Tandem-
Wiederholungen die Lipidtropfenbindung von MLDP, jedoch nicht von TIP47 [48, 52]. Fiir
Perilipin A wurde gezeigt, dass die 2 N-terminalen hydrophoben und die saure D/E-reiche
Domine die Lipidtropfenassoziation vermitteln kdnnen [53, 54]. TIP47 ist das einzige
PAT-Protein, das bisher kristallisiert und strukurell analysiert werden konnte [55]. Der C-
Terminus von TIP47 besitzt Ahnlichkeit mit dem N-Terminus von Apolipoprotein E, der
mit dem LDL-Rezeptor im Beisein von Phospholipiden interagiert und somit einen Hinweis

auf den Lipidtropfen-Bindungsmechanismus von TIP47 gibt [56].

433 492 517

81 222 276
Perilipin A == - e e
Perilipin B = - —
Perilipin G e - e el =
ADRP = s 1 g 4. 8 ] e
Tip47y - — a— = = —

OXPAT e - S IESTRL WL ST

$3-12 Y A =
20

LSD-1 e e e T

LSD-2

—
99
MPL1 .

== PAT-Doméne === Perilipin B C-Terminus
=== 11-mer Wiederholung == Perilipin C C-Terminus
Saure D/E reiche Seuenz = CGI58 Interaktion
4 Helixblndel ~er mogliche LT-Zielhelix
== Hydrophobe Sequenz == Prolin-reiche hydrophobe Spalte

Abb. 1. 3: Schematische Darstellung der strukturellen Ahnlichkeiten von PAT-Proteinen. Perilipin A-
C, ADRP (Adipophilin), TIP47, OXPAT (MLDP) und S3-12 gehéren der Saugetierklasse an. LSD-1 und -2
wurden in Fliegen und MPL1 in Pilzen beschrieben. Die Ziffern betiteln Phosphorylierungsstellen. Abk.:
HSL: Hormon-sensitive Lipase, ATGL: ,,Adipose Triglyceride Lipase*. Modifiziert nach [43].
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PAT-Proteine werden aufgrund ihres Verhaltens in 2 funktionelle Gruppen eingeteilt [57].
Die ePAT-Proteine (e =,.exchangeable’) TIP47, MLDP und S3-12 bilden einen
zytoplasmatischen Pool und werden unter bestimmten metabolischen Zustinden an
Lipidtropfen rekrutiert [58]. Dagegen werden die cPAT-Proteine (c =,,constitutive®)
Perilipin und Adipophilin ohne Lipidtropfenassoziation schnell lysosomal oder proteasomal

abgebaut und sind damit nur an Lipidtropfen stabil [59, 60].

1.2.1.1 Perilipin (Perilipin-1)

Perilipin wurde 1990 als erstes Protein der PAT-Familie in Adipozyten und als Substrat der
Proteinkinase A (PKA) unter lipolytisch aktiven Stoffwechselbedingungen beschrieben [44,
61]. Durch alternatives Spleilen entstehen aus einer Vorldufer-RNA 4 Isoformen fiir
Perilipin mit sich verkiirzenden, distinkten C-Termini (Perilipin A-D; Abb. 1. 3) [50].
Wihrend Perilipin A (~56 kDa) und B (~46 kDa) in Adipozyten [44, 62], Talgdriisen-
Epithelzellen sowie humanen steatotischen Hepatozyten und den hiervon abgeleiteten
Tumoren exprimiert werden [63, 64], wird in steroidogenen Zellen auch Perilipin C (~42
kDa) exprimiert [65, 66]. Kiirzlich wurde von Hiesh und Koautoren gezeigt, dass Perilipin
D (~26 kDa) in steroidogenen Zellen nicht nur auf RNA-Ebene existiert [50, 65], sondern
auch auf Proteinebene [66]. Perilipin A, die am haufigsten vorkommende Isoform in
Adipozyten, ist mit 522 Aminosduren die ldngste Isoform (in Méusen 517 Aminoséduren)
[67]. Perilipin B ist um 95 Aminosduren C-terminal verkiirzt und teilt iiber die ersten 406
Aminosiduren die gleiche Peptidsequenz mit Perilipin A [62].

Wihrend der Differenzierung von murinen Préadipozyten zu Adipozyten wird Perilipin A
iiber den ,,Peroxisome Proliferator-activated Receptor y2* (PPARY2) reguliert, nach 3
Tagen Differenzierung exprimiert und gilt somit als Marker der Adipogenese [68, 69]. Die
Funktion von Perilipin A wurde fast ausschlieBlich in murinen 3T3-L1 (Prd) -Adipozyten
und transfizierten ,,Chinese Hamster Ovary* (CHO) -Zellen untersucht [70-74]. Perilipin A
ist der maBigebliche Regulator der hormonell vermittelten Lipolyse in Adipozyten [44] (vgl.
Abschnitt 1.3).

Eine Uberexpression von Perilipin A in 3T3-L1-Priadipozyten erhoht die Fetteinlagerung
durch reduzierte basale Lipolyse, welches den protektiven Effekt von Perilipin A gegeniiber
zytosolischer Lipasen widerspiegelt (Tab. 1. 1) [74]. Tansey [75] sowie Martinez [76] und
Koautoren entwickelten unabhingig voneinander Perilipin A-defiziente Mause (PLIN'/ ). In

beiden Mausmodellen fiihrt das Fehlen von Perilipin A zu einem schlanken Phanotyp mit
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erhohter basaler Lipolyse, Insulinresistenz und histologisch kleineren Lipidtropfen im
Fettgewebe im Vergleich zu Kontrollmiusen selbst bei hochkalorischer Erndhrung [75, 76].
Der hepatische Fettgehalt in PLIN"-Miusen reduzierte sich im Gegensatz zu Wildtyp-
Mizusen um 50-65 % [76]. Eine Kreuzung der PLIN"-Miuse mit Leptin-defizienten
adipésen Mausen fiihrte trotz Hyperplasie zu normal schlanken Maéusen [76].
Interessanterweise fiihrte eine hochkalorische Erndhrung in transgenen Méusen mit einer
Fettgewebs-spezifischen Uberexpression von Perilipin A ebenfalls zu einer geringeren
Gewichtszunahme und zu weniger Fettgewebe im Vergleich zum Wildtyp; moglicherweise
iiber eine Hochregulation oxidativer Gene des braunen und weniger des weillen

Fettgewebes [77].

1.2.2.2 Adipophilin (Perilipin-2)

Die mRNA von Adipophilin steigt wihrend der Differenzierung von Priadipozyten zu
Adipozyten in den ersten Tagen stark an und wurde in Praadipozyten 1992 zum ersten Mal
entdeckt [78, 79] (Synonyme ,.adipose differentiation related protein® ADRP, ADFP,
ADPH). Das ~50 kDa schwere Protein wird ubiquitdr exprimiert und assoziiert spezifisch
mit Lipidtropfen [45, 80, 81]. Eine Ausnahme bilden die Lipidtropfen von reifen
univakuoldren Adipozyten, an denen exklusiv Perilipin nachzuweisen ist [80].

Die Expression von Adipophilin wird durch PPAR-Transkriptionsfaktoren kontrolliert, die
gewebsspezifisch vorkommen: In Hepatozyten wird Adipophilin vorwiegend iiber PPAR«a
[69, 82, 83] reguliert, bis dato fehlt der Beweis fiir eine direkte Regulation von Adipophilin
iiber PPARy in Adipozyten [69]. Interessanterweise wurde von Dalen und Koautoren [84]
gezeigt, dass in PPARo"*- und PPARa”-Mausmodellen die Adipophilin-Expression in
Hepatozyten durch Fasten induziert wurde und somit PPARa nicht den alleinigen
Regulationsmechanismus darstellte. Beispielsweise zeigten Motomura und Koautoren eine
PPARy-abhéngige Regulation in HepG2-Zellen [85] und Gimm und Koautoren [86]
konnten nachgewiesen, dass unter hypoxischen Bedingungen Lipide vermehrt akkumuliert
wurden und die Adipophilin-Expression anstieg. In Ubereinstimmung wiesen Hu und
Koautoren [87] eine Regulation von Adipophilin {iber den ,,Hypoxia Inducible Factor 2-ao
(HIF2-a) in einer Nierenzellkarzinom-Zelllinie nach.

Das Fehlen von Adipophilin im Mausmodell durch Gendeletion [88] bzw. durch Gabe
eines Adipophilin-Antisense-Oligonukleotids [89] verhindert die Entwicklung einer Fett-

leber bei hochkalorischer Erndhrung (vgl. Tab. 1. 1). Eine in vitro Herunterregulation



Einleitung 11

mittels siRNA gegen Adipophilin in murinen AML12-Zellen und Fibroblasten sowie in
humanen Huh7-Zellen wurde durch TIP47 kompensiert [52, 90, 91]. Erst die kombinierte
Herunterregulation von Adipophilin und TIP47 in diesen Zellen verursachte vergroBBerte
Lipidtropfen mit einer verringerten Gesamt-TAG-Menge und eine verstdrkte Lipolyse
durch Rekrutierung der ,,Adipose Triglyceride Lipase* (ATGL) an Lipidtropfen [90, 91].
Im Gegensatz dazu stimulierte eine Uberexpression von Adipophilin in vitro die
Lipideinlagerung [92-94]. Zusammenfassend ldsst sich daraus schlieen, dass Adipophilin
wichtig fiir die Aufnahme langkettiger Lipide ist, intrazelluldre Lipidtropfen strukturell

stiarkt und sie vor dem Abbau schiitzt.

1.2.2.3 TIP47 (Perilipin-3)

TIP47 (,.tail-interacting protein of 47 kDa‘*) wurde zuerst als Sortierungsprotein der
Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren von Endosomen zum trans-Golgi-Apparat [95]
beschrieben und kurze Zeit spéter ebenfalls als Lipidtropfen-assoziiertes Protein der PAT-
Familie anerkannt [46, 96]. Hierbei transloziert TIP47 nach Oleat-Inkubation von z.B.
HeLa- oder MA10 Leydig-Zellen vom zytoplasmatischen Pool zur Lipidtropfenoberfldche
[46, 96, 97]. Diese Eigenschaft des ubiquitér exprimierten ePAT-Proteins unterscheidet es
maligeblich von den beiden cPAT-Proteinen Adipophilin und Perilipin. Ein weiterer
Unterschied von TIP47 zu anderen PAT-Proteinen besteht in dessen PPAR-unabhéngigen
Regulation [69, 84].

TIP47 spielt in der Biogenese von Lipidtropfen eine wichtige Rolle. Es kann Liposomen in
vitro reorganisieren [97] und assoziiert typischerweise an winzige Lipidtropfen in z.B. 3T3-
L1-Adipozyten nahe der zytosolischen ER-Membran [58]. Immunfluoreszenz-
mikroskopische Studien in Maus-Stromazellen zeigten zusétzlich eine Rekrutierung von
TIP47 an die zytosolische Seite der ER-Membran nach Stimulation der Lipidakkumulation
mit Ausbildung winziger, junger TIP47-positiver Lipidtropfen [98]. TIP47 scheint aber
nicht nur in der Lipidtropfenbildung eine Rolle zu spielen, sondern wurde ebenfalls als
moglicher Cofaktor fiir den Virus-Zusammenbau des Humanen Immundefizienz-Virus-1
(HIV-1) beschrieben, wobei es einen terndren Proteinkomplex mit den beiden
Virusproteinen Gag und Env bildete [99].

Transiente Herunterregulation von TIP47 in murinen AML12-Leberzellen verursachte nach
Inkubation mit Olsiure eine Erhdhung der Lipidtropfenzahl mit gleichzeitiger Verringerung

der Lipidtropfengrole und unverdndertem Gesamt-TAG-Gehalt im Vergleich zu
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Kontrollzellen (Tab. 1. 1) [91]. Das Fehlen von TIP47 nach siRNA-Behandlung zeigte
keine Auswirkung auf die Adipophilin-Expression in Huh7-Zellen [52].

1.2.2.4 S3-12 (Perilipin-4)

S3-12 wurde zum ersten Mal in einer Screening-Untersuchung auf Adipozyten-spezifische
Plasmamembranproteine beschrieben [100]. S3-12 ist ein ~150 kDa grofes ePAT-Protein,
das hauptsédchlich in Adipozyten des weillen Fettgewebes exprimiert wird (Tab. 1. 1) [47,
100]. S3-12 Transkripte wurden zusétzlich in Herz- und Skelettmuskel nachgewiesen [69].
S3-12 besitzt keine PAT-Doméne, wird jedoch aufgrund des Vorhandenseins einer
tandemartigen Wiederholungssequenz von 33 Aminosduren ebenfalls zur PAT-Familie
gezdhlt [100]. Diese Wiederholungssequenz entspricht den 11 Aminosduren langen
Tandem-Wiederholungen der anderen PAT-Proteine [51, 57]. Wolins und Koautoren [47,
58] wiesen nach, dass S3-12 an neu entstehende periphere Fetttropfen in 3T3-L1-
Adipozyten bindet, wenn diese mit Oleat inkubiert wurden. S3-12 wird durch den

Transkriptionsfaktor PPARY reguliert [69].

1.2.2.5 MLDP/OXPAT (Perilipin-5)

Das ,,Myocardial Lipid Droplet Protein” (MLDP) [48] / OXPAT [101] bzw. ,,Lipid Storage
Droplet Protein 5 (LSDP5) [102] wurde von 3 unabhidngigen Arbeitsgruppen fast
zeitgleich als Lipidtropfen-assoziiertes Protein beschrieben. MLDP (~52 kDa) wird
vorwiegend in Geweben mit einer hohen Fettsdureoxidationsrate, wie z.B. dem
Herzmuskel, dem Skelettmuskel und der Leber nach Fasten sowie in Adipozyten des
braunen Fettgewebes exprimiert [101, 102]. MLDP transloziert entsprechend seines ePAT-
Protein-Charakters bei Fettsdurebeladung in vitro vom Zytoplasma an die Oberfliche von
Fetttropfen [48, 101-103]. Transkriptionsfaktoren der PPAR-Familie regulieren die MLDP-
Expression. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe des PPARa-Agonisten WY-14643 in
Mausen eine Expressionserhohung von MLDP in Leber, Herz und Skelettmuskel bewirkte
[48] und PPARa-defiziente Méuse eine reduzierte MLDP-Expression aufwiesen [101]. Im
Gegensatz dazu beschrieben Takahashi und Koautoren [104] eine Regulation von MLDP
durch PPARy in Adipozyten subkutanen Fettgewebes. Trotz der transkriptionellen
Regulation durch PPARs konnte kein PPRE in der Promotorregion des MLDP-Gens

1dentifiziert werden.
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Die humanen Gene fiir S3-12 und MLDP sind tandemartig auf Chromosom 19 angeordnet
(in Maus auf Chromosom 17) [57, 102]. MLDP liegt interessanterweise nur ~160 kb
entfernt vom TIP47-Genlocus. Diese Anordnung der 3 PAT-Proteine TIP47, S3-12 und
MLDP legt eine Entwicklung aus einem Vorldaufer-Gen nahe [102, 105].

Einzelne Hinweise auf die Funktion von MLDP wurden meist mittels
Uberexpressionsstudien gewonnen. Wolins [101] sowie Li [103] und Koautoren
iberexprimierten MLDP in OP9-, COS-7- bzw. AMLI12- Zellen, wodurch die
Lipidakkumulation und die Fettsdureoxidation bei Oleat-Inkubation verstirkt wurde (Tab.
1. 1). In transfizierten murinen AML12-Zellen erhdhte sich die MLDP mRNA-Expression
und Proteinmenge aufgrund von Oleat-Behandlung [103]. Eine Herunterregulation von
MLDP in AML12-Zellen verminderte die Lipidakkumulation verursacht durch eine erhohte
Lipolyse [103]. Funktionelle Studien beschrieben, dass an Fetttropfen gebundenes MLDP
entweder ATGL oder ihren Coaktivator CGI58 binden, konzentrieren und dadurch die
Interaktion von ATGL und CGIS58 erleichtern konnen [106, 107]. Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass MLDP ein wichtiger Regulator dieser ubiquitir exprimierten Lipase ist

[105, 108, 109].
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Tab. 1. 1: In der Literatur beschriebene Funktionen der PAT-Proteine auf Lipidmetabolismus und

Lipidtropfen.
Perilipin Adipophilin TIP47 S3-12 MLDP
PLIN2, PLINS, OXPAT,
Synonyme PLINI ADRP, ADFP PLIN3 PLIN4 LSDPS
Gruppe cPAT cPAT ePAT ePAT ePAT
LT-
Regulation der Biogenese, Regulation der
Funktion bis hormonellen Lipolyse " Cofaktor * basalen Lipolyse
dato * HIV-1- *
Zusammen-
bau *
Interaktion mit
Lipasen /Co- HSL, CGI-58 n.b. n.b. n.b. ATGL, CGI-58
Aktivatoren
Pluri- und D
unlil\rllakl:;lﬁre Oxidative Z.:
Adivozvien Ubiquitér Univakuo- | Myozyten (Herz,
Gewebs- P y " Ausnahme: . lare Adipo- | Skelett), Leber
e Talgdriisenepithel-Z., . . Ubiquitér
spezifitit . univakuoldre zyten (nach Fasten),
steroidogene Z., . . N
. Adipozyten plurivakuolére
steatotische .
Adipozyten
Hepatozyten
1 Oxidation in .. .
Einfluss der braunem FG, 1 Lipid- . f Lipid- .
.. . .. akkumulation, akkumulation,
Uberexpression | 1 Lipid- n.b. n.b. .
. | basale 1 Fettsdure-
auf LT akkumulation, . L
. Lipolyse Oxidation
| basale Lipolyse
. 1 bas?le Li.p.olyse, | Lipid-
Einfluss der 1 Adipophilin, 1 TIP47 an )
. TLT- akkumulation,
Herunter- | LT-GroBe, LT, .
. . . Anzahl, n.b. 1 basale Lipolyse,
regulation auf | | weilles FG, | hepatischer .
. | LT-GroB3e
LT | hepatischer Fettgehalt
Fettgehalt

* Jedes PAT-Protein erhdlt die strukturelle Integritit von Lipidtropfen. Abk.: c: ,constitutive, e:

exchangeable®, LT: Lipidtropfen, FG: Fettgewebe, Z.: Zellen, n.b.: nicht bekannt

1.2.2.6 PAT-Proteine auflerhalb der Saugetierklasse

Perilipine sind evolutionir konservierte Proteine und auch auflerhalb der Sdugetierklasse zu
finden wie beispielsweise in Pilzen, Schleimpilzen, Fliegen und Froschen [96, 110-112].
Wie die Sidugetier-PAT-Proteine, sind auch diese PAT-Proteine wichtig fiir die
Lipidhomoostase. Beispielsweise unterstiitzen die PAT-Proteine von Drosophila
melanogaster (LSD-1 und 2) [111] und des pathogenen Pilzes Metarhizium anisopliae

(MPLT) [112] die Akkumulation von Neutralfetten (Abb. 1. 3)
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1.2.3 Weitere Lipidtropfen-assoziierte Proteine

Mittels Proteom-Studien wurden neben den PAT-Proteinen weitere Lipidtropfen-assoziierte
Proteine in einer Vielzahl von Zelllinien und Geweben entdeckt, die wichtige Rollen im
Lipidmetabolismus, der  Signaltransduktion, der Proteinsortierung und der
Strukturerhaltung spielen (Tab. 1. 2) [113-117]. Lipidtropfen interagieren eng mit dem
Zytoskelett und Zellorganellen wie z.B. ER und Mitochondrien (Abschnitt 1.1.1) und
konnen damit mittels Fraktionierung schwer von Proteinen anderer Organellen getrennt
werden. Einige dieser Proteine weisen auf mogliche Funktionen neben der
Lipidspeicherung hin (zusammengefasst in [118]); beispielsweise wurde filir Lipidtropfen
eine transiente Speicherung von iberschiissigen Signaltransduktionsproteinen und von
Membrantransportproteinen beschrieben [114]. Andere Arbeitsgruppen zeigten, dass
Proteine, die in Lipidtropfen zwischengelagert werden, die Zelle vor toxischen

Proteinaggregaten schiitzten, bis diese abgebaut wurden [119, 120].

Tab. 1. 2: Lipidtropfen-assoziierte Proteine.

Proteingruppe Beispiele Referenz
Struktur Perilipin, Adipophilin [44, 45]
Strukturell
Zytoskelett Aktin, Vimentin [121, 122]
Lipidmetabolismus ACSL, ATGL, CIDE [115, 123]
Membrantransport Caveoline, Rab18 [113, 124, 125]
Lipidtropfenmobilitit Kinesine [126]
Funktionell ER, Mitochondrium Calnexin [115]
Signaltransduktion 14-3-3 [113,115]
Degradation AUP1 [127]
Chaperone BiP, HSPs [128]

Abk.: ACSL: Acyl-CoA-Synthetase; AGTL: ,,Adipose Triacylglycerid Lipase*; AUP1: ,Ancient Ubiquitous
Protein 1“; BiP: ,,Binding Immunoglobulin Protein*; HSP: ,,Heat Shock Protein*.

1.3 Regulation des Lipidtropfenauf- und -abbaus

Aufgrund von hormonellen Stimuli durchlaufen murine Pridadipozyten der Linie 3T3-L1
nach Kontaktinhibition mehrere Zellteilungen (mitotische klonale Expansion [129]) und die
Transkriptionsfaktoren ,,CAAT/enhancer-binding protein®  und & (C/EBPP und C/EBPJ)

werden aktiviert [130]. Die folgende terminale Differenzierung ist charakterisiert durch
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einen Zellzyklus-Arrest und die Expression der Transkriptionsfaktoren PPARy (Isoform 1
(~53 kDa) und 2 (~57 kDa)) und C/EBPa [131]. PPARy aktiviert die Expression von
adipogenen und lipogenen Genen, die wichtig fiir die Differenzierung von Praadipozyten
[68, 132, 133], die Lipidakkumulation [133] und den Insulin-sensitiven Glukosetransport
[134] sind. Da keine terminale Differenzierung ohne PPARy stattfindet und transgene
PPARy-defiziente Miause Fettgewebe nicht vollstindig ausbilden, wird PPARy als der
essentielle Transkriptionsfaktor der Adipogenese angesehen [132, 135].

Eine Deletion von PPARY verhindert die Entwicklung einer Fettleber in Mdusen unter
hochkalorischer Erndhrung [136]. Schadinger und Koautoren beschrieben eine
unterstiitzende Funktion von PPARY?2 in der Lipidakkumulation von Hepatozyten [137].
Eine weitere wichtige Transkriptionsfaktorfamilie sind die ,,Sterol Regulatory Element
Binding Proteins* (SREBPs), die die Lipidhomdostase regulieren, indem sie die Expression
der Enzyme der Cholesterin-, TAG-, Fettsdure- und Phospholipidsynthese kontrollieren
[138]. In vitro werden SREBPs wihrend der Adipogenese induziert und veranlassen somit
die Synthese von PPARy-Liganden wie z.B. freien Fettsduren [139, 140].

Der regulierte Abbau von Lipidtropfen ist am besten in Adipozyten erforscht (Abb. 1. 4).
Bei basaler Stoffwechsellage liegt Perilipin A unphosphoryliert vor und schiitzt den TAG-
Kern vor dem Abbau [74]. Katecholamine und (Nor-) Adrenalin binden an G-Protein
gekoppelte B-adrenerge Rezeptoren, wodurch iiber eine Adenylatzyklase die intrazellulére
cAMP-Menge erhoht wird [40]. cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), die unter
anderem die Hormon-sensitive Lipase (HSL) und Perilipin A phosphoryliert [44, 141].
Phosphoryliertes Perilipin A entlédsst den Coaktivator ,,a-f-hydrolase containing domain 5
(Abhd5, Synonym CGI58) der ATGL [72, 73] und ATGL gelangt somit an die
Lipidtropfenoberfliache. Dort katalysiert ATGL den Abbau von Tri- zu Diacylglyceriden
(Abb. 1. 4) [142]. Die phosphorylierte Form der HSL assoziiert an den Lipidtropfen und
hydrolysiert Di- zu Monoacylglyceriden [143, 144]. Schlussendlich katalysiert die
Monoacylglycerid-Lipase die Abspaltung der letzten Acylgruppe [145, 146]. Das
Vorhandensein von 6 PKA-Phosphorylierungsstellen (Serin-Reste 81, 222, 276, 433, 492,
517, Abb. 1. 3) im murinen Perilipin A zeugt von einer komplexen Regulation der Lipolyse
(Abb. 1. 4). Untersuchungen in murinen Adipozyten zeigen beispielsweise, dass die
Phosphorylierung am C-terminalen Serin (S517, human S522) essentiell fiir die PKA-
stimulierte Lipolyse ist und dass eine zusétzliche Phosphorylierung weiterer Serin-Reste die

Lipolyse-Rate erhoht [70].
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Abb. 1. 4: Funktion von Perilipin A bei der hormonell regulierten Lipolyse in Adipozyten.
Katecholamine (CA) aktivieren den [B-adrenergen Rezeptor, der iiber eine Erhéhung des intrazelluldren
cAMP-Spiegels die PKA aktiviert. PKA phosphoryliert HSL und Perilipin A, das dann den Coaktivator
CGI58 der ATGL entlésst und der HSL sowie der ATGL Zugang zum Lipidtropfen gewahrt. Modifiziert nach
[43].

1.4 Lipidtropfen-assoziierte Erkrankungen der Leber

In Siugetieren 1ist die Leber neben dem reifen Fettgewebe das zentrale
Lipidstoffwechselorgan. Hepatozyten nehmen dazu veresterte oder freie Fettsduren auf und
speichern diese je nach metabolischem Zustand entweder als intrazelluldre Lipidtropfen,
sezernieren diese als Lipoproteine (VLDL (,,very low density lipoprotein®), IDL
(,,intermediate density lipoprotein‘) und LDL (,,low density lipoprotein®)) oder schleusen

sie in weitere Fettsdure- oder Sterinsynthesen ein [17].

1.4.1 Steatose

Die Steatose oder Leberparenchymverfettung ist die hdufigste Lebererkrankung in den
westlichen Industrielindern [147]. Bei Leberparenchymverfettung iibersteigt der TAG-
Gehalt definitionsgemall 5 % [148], bei einer Fettleber 50 % des Lebergewichts. Als
haufigste Ursachen einer Leberparenchymverfettung in den westlichen Industrieldndern
gelten libermidBiger Alkoholkonsum (alkoholische Fettlebererkrankung, ,,Alcoholic Fatty
Liver Disease* AFLD / ,,Alcoholic Steatohepatitis* ASH) [149-152] und das metabolische
Syndrom (nicht-alkoholische Fettlebererkrankung, ,,Nonalcoholic Fatty Liver Disease*
NAFLD / ,,Nonalcoholic Steatohepatitis“ NASH) [153-155]. Das metabolische Syndrom
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umfasst Verdnderungen wie Hypertriglyceriddmie, erniedrigte HDL-Cholesterin-Werte,
Hypertonie, Adipositas und Diabetes mellitus / Insulinresistenz [156]. Bei Fettleibigkeit
liegt das Risiko einer Steatose bei 75 % und das einer Steatohepatitis bei 25 % [156].

Eine Steatose kann durch erhohte Fettaufnahme, erhohte de novo Fettsduresynthese,
verminderten Fettsdureabbau und / oder gestorte Lipoproteinsekretion entstehen [155, 157-
160]. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass PPARy [137] und SREBP1c [161] in Patienten
mit einer Steatose erhdht waren und die de novo Lipogenese positiv beeinflussten.

Neben den erwihnten Faktoren konnen auch das Hepatitis C Virus (insbesondere Genotyp
3a), genetische Faktoren wie Lipodystrophien und Speichererkrankungen, endokrine
Storungen wie Hypothyroidismus, sowie zahlreiche Medikamente (z.B. Kortikosteroide)
und Toxine (z.B. organische Lésungsmittel) zu einer Verfettung der Hepatozyten flihren

[162].

1.4.2 Steatohepatitis

Noch vor 30 Jahren war die NASH nahezu unbekannt, die Inzidenz steigt jedoch aufgrund
der Zunahme an Patienten mit metabolischem Syndrom in den westlichen Industrieldndern
stetig an. 10-20 % der Steatohepatitisfille entwickeln eine Leberzirrhose [156] und haben
dann ein hoheres Entstehungsrisiko fiir hepatozelluldre Karzinome (Abb. 1. 5) [163-165].
Eine Steatohepatitis unterscheidet sich von einer blanden Steatose nicht nur durch das
Entziindungsinfiltrat, sondern zusitzlich durch das Vorhandensein von ballonierten und
absterbenden Hepatozyten und / oder Kollagen-Ablagerungen [153].

Die ,,Two-Hit"“-Theorie der Steatohepatitis von Day und James [166] besagt, dass die intra-
zelluldre Akkumulation von Fettsduren zu metabolischen und molekularen Verdnderungen
fiihrt (,,First Hit) und die Leber dann fiir den ,,Second Hit*“ durch oxidativen Stress und
Zytokine sensibilisiert ist. Shi [167] sowie Shah [168] und Koautoren belegten, dass durch
gesittigte Fettsduren infiltrierende und hepatisch residierende Leukozyten moglicherweise
iiber den Toll-like Rezeptor (TLR) aktiviert werden koénnen und dies einen pro-
inflammatorischen Effekt haben kann. So wurde ebenfalls gezeigt, dass von Kupffer-Zellen
sezerniertes Interleukin-6 (IL-6) an der Hepatokarzinogenese beteiligt ist [169]. In
Ubereinstimmung beobachteten Tilg und Koautoren [170] erhohte IL-6-Spiegel bei
Fettleber, Zirrhose und HCC und es ist bekannt, dass IL-6 ein Hauptaktivator des pro-
tumorigenen Transkriptionsfaktors STAT3 ist [171].
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1.4.3 Hepatozelluldres Karzinom

Das hepatozelluldre Karzinom (HCC) ist weltweit die dritthdufigste krebsbedingte
Todesursache [172]. Wiahrend in den Entwicklungslidndern eine chronische Hepatitis B-
sowie toxische Leberschiden bedingt durch hdufige Aflatoxin B1l-Aufnahme positiv mit
dem Auftreten von HCCs korrelieren [173-177], sind die Hauptgriinde fiir eine HCC-
Entwicklung in den westlichen Industrieldindern und Japan eine chronische Hepatitis C
sowie der Alkoholkonsum (Abb. 1. 5) [178-181]. Die Kombination von
alkoholischer / kryptogener Leberzirrhose und Ubergewicht erhdht das Risiko einer HCC-
Entwicklung [182]. Neuere Studien assoziieren Ubergewicht iiberdies als direkten bona
fide Promotor fiir die HCC-Entwicklung, in denen sie zeigten, dass C57/BL6 und Leptin-
defiziente Méduse in einem chemisch induzierten HCC-Modell unter einer hochkalorischen

Erndhrung verstarkt HCCs im Gegensatz zu den Kontrollméusen entwickelten [171].

Steatose:
Haufig Oft reduziert Haufigin friihenHCC

b

Chronische virale B = = » Zirrhose

Hepatitis

Alkohol, Chronischer Dysplas- Dysplas- H1§;,:’
Medikamente Leber- - tischer tischer |:> .
schaden Herd Knoten auffallige
Steatose

Genetische
Storung

OSe==——=———= >» Zirrhose

Abb. 1. 5: Schematische Darstellung der Progression eines chronischen Leberschadens zum

hepatozelluliren Karzinom.

Die molekulare Pathogenese der Karzinogenese ist ein komplexer Prozess, in dem Gene
und Chromosomenstrukturen in Hepatozyten irreversible Anderungen erfahren [183-186].
Diese Anderungen umfassen iiberwiegend Signaltransduktionswege, die in der
Zellproliferation, Zellvitalitdt und / oder Entwicklung eine Rolle spielen, Hochregulation
von Wachstumsfaktoren, Hemmung von Zellzyklusregulatoren oder Inaktivierung von
Tumorsupressoren [174, 187]. Mutationen im CTNNBI1-Gen (B-Catenin, [188-190]), dem
Hauptregulator des ,,Wingless* (Wnt) -Signalwegs, oder im Tumorsupressorgen TP53 (P53
Protein, [191, 192]) treten beispielsweise in bis zu 30-45 % der HCCs auf.

10 % aller HCCs besitzen eine lichtmikroskopisch deutlich erkennbare hepatozelluldre

Verfettung [193]. In unseren eigenen Studien wurde in bis zu 80 % der Fille
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immunhistochemisch  eine  zumindest geringe  Steatose nachgewiesen [64].
Interessanterweise korrelierte die Steatose nicht mit der Atiologie der HCCs und reflektiert
eher einen verdnderten Tumorstoffwechsel. HCCs weisen beispielsweise oft eine erhohte
Aktivitét der Fettsduresynthase (FAS), dem Schliisselenzym der de novo Fettsduresynthese,
auf [194, 195]. Die Gabe von Metformin, einem Antidiabetikum, verminderte die
Expression hepatischer lipogener Gene und schiitzte Mause gegen eine chemisch induzierte
HCC-Entwicklung  [196]. Interessanterweise  scheint PPARy, der in der
Leberparenchymverfettung eine prosteatotische Rolle aufweist, in der HCC-Entwicklung in

vivo und in vitro als Tumorsupressor zu wirken [197-199].

1.5 Zielsetzung

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass bei humaner Leberparenchymverfettung in situ
neben den PAT-Proteinen Adipophilin und TIP47 de novo auch Perilipin in Hepatozyten
vorkommt, die PAT-Proteine differentiell exprimiert werden [63] und selbst in
hepatozelluldren Karzinomen nachweisbar sind [64].

Aufgrund der Hiufigkeit und klinischen Bedeutung der Steatose und beteiligter
Lipidtropfen-assoziierter Proteine der PAT-Familie war Ziel dieser Arbeit, die Dynamik der
PAT-Proteinexpression in menschlicher Leberparenchymverfettung in situ und in
hepatozytéren Zellkulturen in vitro zu untersuchen und insbesondere Umstidnde, die zu
einer de novo Perilipin-Expression fiihren, festzustellen. Hierfiir sollten in vitro Steatose-
Modelle ohne Zuhilfenahme artifizieller Uberexpressionsstudien etabliert werden, die der
menschlichen Situation in situ insbesondere beziiglich ihrer PAT-Proteinexpression
moglichst nah  kommen sollten. Diese Modellsysteme sollten dann mit
molekularbiologischen, proteinbiochemischen, und immunfluoreszenzmikroskopische
Methoden weiter analysiert werden. Mittels siRNAs und lentiviralen Assays sollten Effekte
einer singuliren bzw. kombinierten Verminderung von PAT-Proteinen auf die
Steatoseentwicklung untersucht werden. Dariiber hinaus sollten in vitro und in vivo
Interaktionspartner der PAT-Proteine sowie Perilipin-Isoformen und -Modifikationen
mittels Immunprazipitation und massenspektrometrischer Verfahren untersucht werden.
Diese Dissertation sollte damit den Ansatzpunkt schaffen, PAT-Proteine wie insbesondere
Perilipin und Adipophilin diagnostisch und langfristig auch therapeutisch bei Steatose,

Steatohepatitis und hepatozelluldren Karzinomen nutzbar zu machen.
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2. Material

2.1 Geriite

CO;-Inkubator
Elektrische Pipettierhilfe
Fotografie

Fluoreszenzmikroskope

Gelelektrophorese-
Apparaturen

Gel-Dokumetationssystem
Heizblock

Immunblot-Detektion

Kilteplatte

Kryotom
Lichtmikroskope

Magnetriihrer
Magnetstiander
Mikrotom
Mikrowelle

UV-VIS Photometer

Netzgerite

pH-Meter

Rontgenbedarf

Schwingmiihle

HERA Cell 150 (Thermo Scientific / Heraeus, Hanau)
Pipetboy (Integra Biosciences, Fernwald)

Kamera Altra 20 (Olympus, Hamburg)
Kamera Colorview IITu (Soft Imaging Systems, Miinster)

Epifluoreszenz IX81 (Olympus)
Konfokales  Laserscanning-Mikroskop  AR1
Instruments, Diisseldorf)

“Mini Protean” 3 System” (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen)
Agarosegelelektrophorese System (Keutz, Reiskirchen)

Alpha Imager™ (Biozym, Oldendorf)
Techne DB-3D (Duxford, Cambridge, GroB3britannien)

FluorChem® SP Imaging System (Alpha Innotech, San
Leandro, USA)

TypNr.: 1.411.50 K (Griinewald Priif- und Messtechnik,
Reimscheid)

Frigocut E 2800 (Reichert-Jung, Heidelberg)

BX51 (Olympus)
CKX41 (Olympus)
Labolux S (Leitz, Wetzlar)

MR-Hei Standard (Heidolph, Schwabach)
12-Tube Magnet (Qiagen, Hilden)

SM 2000 R (Leica Instruments, Nussloch)
Typ NN-5256 (Panasonic, Osaka, Japan)

Nanodrop ND-1000 (Peqlab Biotechnologie, Erlangen)
Multiscan Ascent (Thermo Electron Corporation, Dreieich)
Eppendorf (Hamburg)

E861 and EV231 (Consort, Turnhout, Belgien)

pH 210 Microprocessor (Hanna Instruments, Kehl am
Rhein)

Rontgenkassetten (rego universal, Augsburg)
Entwickler fiir Rontgenfilme (Optimax Typ TR, Protec,
Dielheim bei Heidelberg)

Retsch MM200 (VWR, Darmstadt)

(Nikon
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Taumel-Rollenschiittler
Taumelschuttler

Thermocycler

Ultraschallsonde
Vortex-Mixer
Waagen

Wasserbad
Zellkultur-Werkbank

Zentrifugen

Zellzahlkammer

CAT RM 5, (NeoLab, Heidelberg)
WT 17, (Biometra, Géttingen)

PCR Block (Multi Cycler PTC, Biozym, Oldendorf)
ABI Prism 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Darmstadt)

Misonix 4000 (QSonica LLC., USA)

7-2020 (NeoLab, Heidelberg)

L4205 (Sartorius Laboratory, Gottingen)
WB693 (Vogel, Leipzig)

HeraSafe (Heraeus, Hanau)

Mikro 200 R, Rotina 380R (Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen)
Tischzentrifuge Galaxy Mini (VWR International,
Darmstadt)

Neubauer (Brand, Frankfurt am Main)

2.2 Alligemeine Verbrauchsmaterialien

Blotting-Papier

Einwegpipetten,
Pipettenspitzen und
Reaktionsgefafle

PVDF-Membran

Objekttrager, Deckgldser

Objekttrager fiir
Kryoschnitte

Plastikware (Zellkultur)

Rontgenfilm

Macherey-Nagel, Diiren

Eppendorf
Greiner, Niirtingen
ABImed, Langenfeld

Immun-Blot™ (Bio-Rad Laboratories GmbH)
Marienfeld, Lauda-Konigshofen

Superfrost Plus, Menzel-Glidser, Braunschweig

Corning Incorporation, Kaiserslautern
Falcon, Heidelberg

Greiner, Niirtingen

NuncTM, Wiesbaden

TPP, Basel, Schweiz

Orange Scientific, Braine-1'Alleud, Belgien

Super RX Fujifilm, Diisseldorf

2.3 Chemikalien, Losungen und Enzyme

Antikdrper-
Verdiinnungslosung

DakoReal (DakoCytomation, Glostrup, Danemark)
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Bradford-Losung

Enzyme und Puffer, ANTPs
und polydT-Primer

DynaBeads Protein A
DNA-Standard

EUKITT

Eindeckmedium mit DAPI
Mayer’s Himalaun-Losung
MTT

DNase /
Wasser

RNase-freies

Standardchemikalien
(wenn nicht anders
vermerkt)

TagMan-Master Mix
Protease-Inhibitorcocktail

Proteinlysispuffer
Proteinstandard

Chemilumineszenz-Losung
Coumarin / Luminol

2.4 Puffer und Medien

2.4.1 Allgemein

10x PBS

5x-Reagenz (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Invitrogen, Karlsruhe

O’RangeRuler™ (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
O. Kindler GmbH, Freiburg

Fluoromont G (SouthernBiotech, Eching)
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

UltraPURE™ (Invitrogen/Gibco, Karlsruhe)

Bio-Rad Laboratories GmbH
BD-Bioscience (Heidelberg)
Merck

Roche (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Sigma

SERVA (Heidelberg)
JTBaker (Griesheim)
Thermo scientific (Schwerte)
AppliChem (Darmstadt)

SYBR® Green (ABImed)
Sigma

Cell SignalingTechnology / New England Biolabs, Frankfurt
a.M.

PageRuler™ (MBI Fermentas)

Western Lightning Plus-ECL™ (Perkin Elmer, Waltham,
USA)
SuperSignal West Femto Chemiluminscent Substrate (Perkin
Elmer).

1,3 M NaCl

90 mM Na,HPO4x 2H,0O
25 mM NaH2PO4X 2H20
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10x TBST

10x Laufpuffer fiir
Gelelektrophorese

20x Boratpuffer fiir
Nassblot

3x Ldmmli-
Proteinladepuffer

50x TAE-Puffer

5x Stripping-Puffer

RIPA-Puffer

2.4.2 Bakterienkultur

LB-Medium

0,2 mM Tris, pH 7,6
1,4 M NaCl
1 % (v/v) Tween 20

250 mM Tris, pH 8,8
1,9 mM Glycerin
1 % (w/v) SDS

400 mM Borsaure, pH 8,8
20 mM EDTA

6 % (w/v) SDS
15 % (v/v) B-Mercaptoethanol
30 % (v/v) Glycerin
200 mM Tris, pH 6,8
+ Bromphenolblau

2 M Tris, pH 8,0
1 M Eisessig
50 mM EDTA

1 M Glycin, pH 2,2
0,5 % (w/v) SDS
5% (v/v) Tween 20

20 mM Tris pH 7,5

150 mM NacCl

5mM EDTA

1 % (v/v) Triton X-100

0,5 % (w/v) Natriumdesoxycholat
0,1 % (w/v) SDS

1x Protease Inhibitor Mix G

1 mM DTT

1 mM PMSF

1x Phosphostop

1 % (w/v) Trypton
1 % (w/v) NaCl
0,5 % (w/v) Hefeextrakt, pH 7,0
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LB-Agar LB-Medium

1,4 % (w/v) Agar

2.4.3 Zellkultur

Die aufgefiihrten Produkte wurden, sofern nicht anders vermerkt, von dem Hersteller PAA

(Colbe) erworben.

Produkt

Zusatzstoffe / Verwendung / Firma

“Dulbecco’s modified Eagle’s Medium”
(DMEM)

mit Glukose (4,5 g/ L) und L-Glutamin

Dimethylsulfoxid

Zusatz zur Kryokonservierung der
Zelllinien (AppliChem)

Fetales Kélberserum (FBS)

Zusatzstoff fiur Zellkulturmedien

“Modified Eagle’s Medium”™ mit

mit Earle’sches Salz und L-Glutamin

Naz(CO3)2 (MEM)
Oligofectamin siRNA-Transfektionsreagenz (Invitrogen)
OptiMEM Transfektionsmedium fiir siRNA

(Invitrogen)

Penicillin / Streptomycin Antibiotika-
Losung

10.000 U / mL Penicillin und 10 mg / mL
Streptomycin (antibakterieller Zusatz zum
Kulturmedium)

Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI)

mit L-Glutamin

Trypsin-EDTA-L6sung

0,5g/L Trypsinund 0,2 g/ L EDTA,
(Abldsen und Passagieren der Zellen)

2.5 ,,Kits*

Avidin / Biotin Blocking Kit

Cell Proliferation ELISA Biotrak ™
System Version 2

DAB Substrat Kit

EpiTect Bisulfite Conversion Kit
Gentra Puregene Kit

Mycoplasma Test Kits 1/C

NucleoSpin RNA II

Pure Yield™ Plasmid Midiprep System
Triacylgylcerid-Messlosung

Vector Laboratories, Burlingame, USA

GE Healthcare Amersham, Freiburg

Vector Laboratories

Qiagen, Hilden

Qiagen

PromoCell GmbH, Heidelberg
Macherey-Nagel, Diiren
Promega, Mannheim

2100-430, (Stanbio / BDS
GmbH, Schwetzingen)

International
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Vectastain ABC Standard Kit

Vector Laboratories

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Promega
2.6 Antikorper
2.6.1 Primérantikorper
Tab. 2. 1: Ubersicht der verwendeten Antikérper.
Eingesetzte
Verdiinnung
Name Klon Spezies Produkt, Hersteller
IF / WB
IHC
Abhd5 H00051099M01, ) )
/ CGI5S 1F3 mAb Maus Biozol, Eching 1:300 1:2.000
Aktin C4 mADb Maus Millipore, Darmstadt | - 1:10.000
651102, Progen
Adipophilin | AP125 mAb Maus Biotechnik, 1:50 1:200
Heidelberg
pAb
Adipophilin | - Meerschwein- | GP40, Progen 1:250 1:500
chen
610057, BD
Caveolin-1 | C060 mADb Maus Biosciences, 1:50 1:1.000
Heidelberg
. mAb 2590-1, Epitomics, ) )
Caveolin-2 | EPR2220 Kaninchen Burlingame, USA 1:100 1:1.000
C/EBPa | EPT08Y | MAP 1703-1, Epitomics | - 1:2.000
Kaninchen
mADb o _
C/EBPp E299 Kaninchen 1479-1, Epitomics - 1:500
C/EBPS |- pAb Kaninchen | Mo 10-85519, : 1:5.000
Novus Biologicals
CIDE-A | 4B9 mAbMaus | HOCOOTI4OMOL 5011500
Biozol
CIDE-B  |2A10  |[mAbMaus | poooa/MHIMOL 50 1500
Biozol
CIDE-C | 2E2 mAbMaus | Ho0003924MOT. 50 | 1500
Biozol
Ki67 - pAb Kaninchen | Dako, Hamburg 1:100 -
pAb
MLDP - Meerschwein- | GP31, Progen 1:100 1:1.000
chen
. 1.1., Beate Straub / ) )
MLDP - pAb Kaninchen Merita Hashani 1:20 1:100
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Eingesetzte
Verdiinnung
Name Klon Spezies Produkt, Hersteller
IF / WB
IHC
Perilipin 112.17 mAb Maus 651156, Progen 1:50 1:100
Perilipin A | - pAb Kaninchen | P1998, Sigma Immunprézipitation
. . HPA024299, e
Perilipin - pAb Kaninchen Prestige AB Atlas Immunprazipitation
- 4854, Vala Sciences, | , . )
Perilipin k.A. mADb Maus San Diego, USA 1:300 1:2.000
Phospho-
Perilpin k.A. mADb Maus 4856, Vala Sciences | 1:30 1:300
(S522)
PPARa - pAb Kaninchen 89_9000’ Santa Cruz | 1:250
Biotechnology
. 101700, Cayman )
PPARy - pAb Kaninchen Chemical - 1:1.000
SREBP1 | 2A4 mAbMaus | NDC0O-982, Novus 1:1.000
Biologicals
pAb
TIP47 - Meerschwein- | GP30, Progen 1:300 1:1.000
chen
70-1 - pAb Kaninchen | 40-2300, Invitrogen | 1:200 -

Abk.: IF: Immunfluoreszenz, IHC: Immunhistochemie, WB: Immunblot, mAb: monoklonaler Antikérper,
pAb: polyklonaler Ab, k.A.: keine Angabe.

2.6.2 Sekundirantikorper

Fiir Immunfluoreszenzfiarbungen wurden mit den Fluorophoren Cy3 und Cy5 (Dianova,
Hamburg) sowie Alexa 488 (Mobitec, Gottingen) konjugierte Antikorper gegen Kaninchen,
Maus und Meerschweinchen in Verdiinnungen von 1:500 (Cy3, Cy5) bzw. 1:300 (Alexa
488) eingesetzt. Biotinylierte Sekundirantikorper gegen Maus (Dianova), Kaninchen
(Dako) und Meerschweinchen (Vector Laboratories Inc.) wurden 1:200 fir
immunhistochemische Firbungen eingesetzt. Meerrettichperoxidase (HRP) -gekoppelte
Sekundirantikorper (anti-Kaninchen, -Maus, -Meerschweinchen) wurden von Cell
Signaling Technology / New England Biolabs und Dianova zur Immunblotdetektion

erworben und in einer Arbeitsverdiinnung von 1:2.000 verwendet.
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2.7 Oligonukleotid-Sequenzen

2.7.1 Primer-Sequenzen

Oligonukleotid-Primer wurden mit Hilfe der Online Programme Primer 3 Plus
(http://www .bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) und NCBI Primer
Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome)
designt und von der Firma Thermo Scientifc / Biopolymers synthetisiert. (Stocklosung
100 uM, eingesetzte Konzentration 10 uM). Es wurde darauf geachtet, dass der GC-Gehalt

der Primer zwischen 50 - 60 % aufwies (beziiglich Primersequenzen siehe Tab. 2. 2 und

Tab. 2. 3).

Tab. 2. 2: Primer fiir real-time PCR.

Primerpaare (5° — 3’) und
GeneBank Accession-Nummer

Gleichung der Standardkurve,
Korrelationsquoeffizient R

Adipophilin | NM 001122.3

Fw GAT GGC AGG CGA CAT CTA CT

Rev GGA CCT ACC AGC CAG TTG AG

y =-2.7666x + 15.939,
R%*=0,996

B2-Mikroglobulin | NM_004048.2

Fw CAC GTC ATC CAG CAG AGA AT

Rev TGC TGC TTA CAT GTC TCG AT

y=-2,933x + 12,88
R%*=0,997

C/EBPa | NM_004364.3

Fw CCA AGA AGT CGG TGG ACA AG

Rev TTG TCA CTG GTC AGC TCC AG

y=-3.6146x + 17.335
R*=0,993

C/EBPB-LAP | NM_005194.2

Fw GGC ACC CGC GTT CAT GCA AC

Rev ACG CAG CAG CCA AGC AGT CC

y=-3.0218x +22.103
R*=0,994

C/EBPp | NM_005194.2

Fw ACGTCCTCCTCG TCC AGC CC

Rev CGG CGA TGT TGT TGC GCT CG

y =-3.4492x + 21.471
R*=0,993

C/EBP? | NM _005195.3

Fw CGG AGC CTG CGC CCT TCT ACG AA

Rev GGT GGG CAC GGC GGC CAT GGA GT

y = -4.0213x + 24.609
R?=0,983

MLDP | NM 001013706.2

Fw GCT GTG GAT GTT GTA CTG GA

Rev CTG CTG TCT CCT CTG ATC CT

y=-3.1665x + 19.118
R?=0,998

Perilipin | NM_002666.4

Fw CTG CCG GTG GTG AGT GGC AC

Rev CAC AGA GGC CAC CAG GGG GT

y =-2.9587x + 20.997
R?=10,996

PPARa | NM_005036.4

Fw CGG CAG CGT GGA CGA GTCTC

Rev TTG CAG CTG CGG TCG CACTT

y=-2.8347x + 18.738
R?=0,992
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Primerpaare (5 — 3’) und Gleichung der Standardkurve,
GeneBank Accession-Nummer Korrelationsquoeffizient (Rz)
PPARy | NM_005037.5

Fw CCC CCT GCA GGA GCA GAG CA

Rev TCC TGC ACA GCC TCC ACG GA

y=-3.0778x + 18.622
R?=0,992

PPARy2 | NM 015869.4

Fw CCC AGA AAGCGATTCCTT CACTGAT

Rev TGG TGG GCC AGA ATG GCA TCT

y = -3.2545x + 25.682
R?=0,984

SREBPI1c | NM _004176.4

Fw CCC TGT AAC GAC CAC TGT GA

Rev ACA GTG GCT CCG TCT GTC TT

y =-3.4709x + 18.56
R%?=0,997

TIP47 | NM 005817.4

Fw ATC GGT CAT GGG CTC CCG CT

Rev CTG TTC CTG CCG CTG CTG CT

y =-3.5877x + 19.159
R?=0,991

Abk. : Fw : Vorwirtsprimer, Rev : Riickwértsprimer.

Tab. 2. 3: Verwendete Primer fiir PCR- und Sequenzierungssanalysen.

Vorwirtsprimer 5° — 3’

Riickwirtsprimer 5> —3’

Perilipin-Isoformen-Primer fiir PCR

Perilipin A

NM 002666.4 GCA GCATTG AGA AGG TGG | CCA TCA GCG ACA GCC TGG
Perilipin B

NM 002666.4 CAT GGC TCT GGC CTG AGG | GCA GCC CAC ACA GTG ACC
Perilipin C ACA GAA GGG GTG AGA

NM 002666.4 | AGC CAA AGC AGG GTC AGT GCC

Primer der Hygromycin B-Resistenz (Kolonie-PCR und Sequenzierung)

GCC AGT CCT CCG ACA GAC

pAHMNT

CGA AGC GAG CACTTA ACA
AG

2.7.2 siRNA- und shRNA-Sequenzen

Spezifische siRNA-Sequenzen wurden unter Verwendung von “Online Design-Tools*

(Dharmacon

(http://www.dharmacon.com/),

Whitehead M.IT.

(http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNA und eRNAi (http:/www.dkfz.de/signaling/e-rnai-3//))

ausfindig gemacht. Dabei wurde darauf geachtet, dass die siRNA-Sequenz 19 Nukleotide

lang war, der GC %-Gehalt zwischen 30-50 % lag und ein UU-3’-Uberhang angehiingt

wurde. Sequenzen mit mehr als 4 U’s oder A’s wurden vermieden, da dies als

Terminationssignal der RNA-Polymerase III dient [200]. Die ausgewéhlten siRNA-

Sequenzen wurden in der NCBI Datenbank (Blast) auf eine hochstmogliche Genspezifitit
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untersucht. siRNAs mit Homologien von mehr als 15 Nukleotiden zu anderen Genen
wurden ausgeschlossen. Die siRNAs (Eurofins, MWG Operon, Ebersberg) wurden als
Lyophilisate geliefert und mit 50 mM TrisHCL pH 7,5-8,0 mit 100 mM NaCl zu 100 uM
oder 20 uM Stocks verdiinnt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Die siRNAs wurden nicht
mehr als 3 Mal aufgetaut. Es wurden je 2 siRNAs gegen Adipophilin (Exon 8 (#1), 3’UTR
(#2)) und TIP47 (Exon 5 (#1), Exon 6-7 (#2)) verwendet (Tab. 2. 4). Die verwendeten
shRNA-Sequenzen zur lentiviralen Herunterregulation wurden freundlicherweise von Dr.
Marie Hiet und Dr. Gualtiero Alvisi der Abteilung ,,Molekulare Virologie® des
Hygieneinstituts des Universititsklinikums Heidelberg zur Verfiigung gestellt (Tab. 2. 4).

Tab. 2. 4: siRNA- und shRNA-Sequenzen.

Gen, G.eneBank Nummer Position siRNA-Sequenz 5°— 3’
Accession-Nummer 5-3
GCA CAU UGA GUC ACG UAC
Adipophilin, #l 1122-1140 U[dUdU]
NM_001122.3 GAA GCA AGU AGC UAG UAU
#2| 16141632 | i
GAA CAG AGC UACUUC GUA
TIP47, #L8TI889 ) g duy
NM 005817.4 GUC CUA AGC CUG AUG GAA
#2 1000-1018 A[dUdU]
41 i UGG UUU ACA UGU CGA CUA
Negativkontrolle A[dUdU] (Dharmacon #1)
siRNA 4 i UUC UCC GAA CGU GUC ACG
U[dUdU] (Quiagen, #1022076)
Gen, G.eneBank Nummer Position shRNA-Sequenz 5°— 3’
Accession-Nummer 55-3
. 3 41 1216-1236 CCC ACA GAA CAU CCA AGA UCA
Adipophilin, A
NM_001122.3 4 229-319 iCC UCA GCC UAU CUC AGU ACA
TIP47, 41 2292-2315 iUG GUA UUC AGU AUU GCC UUA
NM_005817.4 ¥ | 21452164 | AUC CCU GAA UAU CAG CCU GUA
Negativkontrolle 41 i CA}gA CAA ACG CUC UCA UCG ACA
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2.8 Vektoren

Zur Durchfithrung der stabilen lentiviralen Transfektion der zweiten Generation wurden 3
Vektoren verwendet (beziiglich Vektorkarten fiir die Verpackungsvektoren psPAX2 und
pMD2.G, sowie fiir den Transfervektor pAPMshRNA siehe Anhang (Abb. 8. 1 - 3).

2.9 Gewebe

Kryokonserviertes und Paraffin-eingebettetes humanes Lebergewebe wurde von der
Gewebebank des Nationalen Centrums fiir Tumorerkrankungen (NCT) Heidelberg mit der
Genehmigung der Ethikkommission der Universitit Heidelberg zur Verfiligung gestellt
(Ethikantrag 206 / 2005: ,,Feingewebliche, immunhistologische und molekularbiologische
Untersuchungen an langzeitarchiviertem Gewebematerial des Pathologischen Instituts des
Universitdtsklinikums Heidelberg® und Ethikantrag 207 /2005: ,Etablierung einer
humanen Gewebe- und Tumorbank am Pathologischen Instituts des Universitdtsklinikums
Heidelberg im Rahmen des NCT*). Das Gewebe wurde bei -80°C gelagert. Klinisch-
pathologische Daten der in dieser Studie verwendeten Leberproben sind in Tab. 2. 5
aufgelistet. Es wurde jeweils nicht-neoplastisches Lebergewebe mit moglichst groem

Abstand vom Tumor bei Tumorfillen verwendet.
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Tab. 2. 5: Menschliche Leberproben.

# Geschlecht Alter e Trlacylgly.cerld / Diagnose
mg Protein
1 m 51 0,49 Leberzirrhose bei M. Wilson
2 m 76 0,57 Leberresektat bei Metastase CRC
3 w 84 0,66 verworfene Transplantatleber
4 m 70 0,8 Leberresektat bei GIST-Metastase
5 m 55 0,82 Leberresektat bei Cholangiokarzinom
6 w 44 0,89 Leberzirrhose
7 w 63 0,89 Leberresektat bei Cholangiokarzinom
8 m 69 1,59 Leberresektat beit HCC
9 w 49 1,63 Leberresektat bei Metastase Mammakarzinom
10 w 47 1,66 Leberresektat bei HCC
11 m 50 1,8 Leberresektat bei Klatskin-Tumor
12 w 46 2,28 Leberversagen
13 m 52 2,54 Hepatitis C, Leberzirrhose
14 n.b. n.b. 3,55 verworfene Transplantatleber
15 w 58 5,17 Leberresektat bei Metastase CRC
Leberresektat bei Metastase,
16 m 72 8.5 Azinuszellkarzinom der Speicheldriise
17 m 74 9.8 Leberresektat bei Metastasen, endokriner
Pankreastumor
18 w 33 10,8 Leberresektat bei Leberadenom
19 m 0,5 12,9 Glycogenose
20 m 63 13,26 Leberresektat bei HCC
21 w 67 13,17 Leberresektat bei Cholangiokarzinom
22 m 77 13,74 Leberresektat bei Cholangiokarzinom
23 m 57 25,67 Leberresektat bei D. cysticus Karzinom
24 m 34 29,31 Leberresektat bei Metastase CRC
25 n.b. n.b. 40,76 verworfene Transplantatleber
26 m 70 42,97 verworfene Transplantatleber
27 m 59 46,74 verworfene Transplantatleber
28 m 49 46,96 verworfene Transplantatleber
29 n.b. n.b. 64,23 verworfene Transplantatleber
30 m 66 64,76 Leberresektat bei Metastasen CRC
31 w 13 81,32 verworfene Transplantatleber

Abk.: m: ménnlich, w: weiblich, CRC: kolorektales Karzinom, GIST: Gastrointestinaler Stromatumor, n.b.:

nicht bekannt.

2.10 Bakterienstimme

In dieser Arbeit wurde der kommerziell erhiltliche Escherichia coli XL1-Blue Stamm

(#200249, Agilent Technologie) verwendet.
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2.11 Zelllinien
Die Zellen wurden von der ,Japanese Collection of Research Biosources* (JCRB; Osaka,
Japan), der ,,American Type Culture Collection (ATCC)/ LGC Standards* (Wesel) oder
iiber ,,Cell Line Services* (CLS; Heidelberg) erworben.

Tab. 2. 6: Verwendete humane Zelllinien.

Zelllinie Herkunft Firr.na / Organisation, Kult-ivierungs-
Artikelnummer medium
Caki-2 Nierenzellkarzinom ATCC, HTB-47 RPMI
HaCaT Immortalisierte, nicht- CLS, 300493 DMEM
neoplastische Keratinozyten
der Epidermis
HCT 116 kolorektales Adenokarzinom | ATCC, CCL-247 DMEM
HEK Embryonale ATCC, CRL-11268 DMEM
293T/17 Nierenepithelzellen
Hela Adenokarzinom (Zervix) ATCC, CCL2 DMEM
Hep3B Hepatozellulires Karzinom ATCC, HB-8064 MEM
HepG2 Hepatozellulires Karzinom ATCC, HB-8065 RPMI
Huh7 Hepatozellulidres Karzinom JCRB, 0403 DMEM
LN-229 Glioblastom ATCC, CRL-2611 DMEM
LS174T Kolorektales Adenokarzinom | ATCC, CL-188 DMEM
MCF7 Mammakarzinom ATCC, HTB-22 RPMI
PLC/PFR/5 | Hepatozellulires Karzinom ATCC, CRL-8024 DMEM
U-251 MG | Glioblastom CLS, 300385 DMEM

Abk.: ATCC: “American Type Culture Collection”, JCRB: , Japanese Collection of Research Bioresources
Cell Bank*, CLS: “Cell Line Service”.
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3. Methoden

3.1 Mikroskopische Techniken

3.1.1 Immunfluoreszenzmikrokopie

Mit Immunfluoreszenzmikroskopie kdnnen Proteine spezifisch in kultivierten Zellen und in
kryokonservierten Geweben mittels spezifischer Antikorper detektiert und lokalisiert
werden. Grundsitzlich wurde in dieser Arbeit die indirekte Farbemethode angewandt, in
der zuerst ein spezifischer Primidrantikorper das Protein und danach ein
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Sekundirantikorper gegen die Spezies des Erstantikorpers
bindet. Man unterscheidet hierbei eine Lipid-erhaltende und eine Lipid-zerstdrende

Methode, die mit Hilfe verschiedener Fixierungen realisiert werden.

3.1.1.1 Herstellung und Fixierung

Kryogewebe wurde mit einem Kryotom in 5 pm dicke Gewebsschnitte geschnitten, auf
Objekttragern (Superfrost Plus, Menzel-Gldser, Braunschweig) aufgezogen und fiir 1 h bei
RT getrocknet. Kulturzellen wurden auf sterile Deckglidser ausgesidt und an definierten
Zeitpunkten 3x mit 37 °C warmer Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) mit 1 mM MgCl,
kurz gewaschen. Zellen oder Gewebe wurden danach entweder mit 4 %-iger
Paraformaldehydlosung (PFA) fiir 10 min fixiert (Lipid-erhaltendes Protokoll) und danach
mindestens 4x 5 min in PBS gewaschen, oder wenn Lipide nicht angeférbt werden sollten,
fiir 5 min in -20 °C kaltem Methanol und fiir 5 min (Schnitte) oder 30 sec (Zellen) in -20 °C
kaltem Aceton fixiert und luftgetrocknet (Lipid-zerstorendes Protokoll).

3.1.1.2 Immunfluoreszenzfarbung

Nach der Fixierung folgte zunichst die Permeabilisierung mit 0,2 % Triton X-100 in PBS
fiir 5-8 min, um die Zellen oder das Gewebe zugdnglicher fiir die Antikérper zu machen.
Nach zwei weiteren Waschschritten in PBS fiir 5 min wurden Antikorper gegen die zu
untersuchenden Proteine aufgetragen. Antikorper wurden in einer
Antikorperverdiinnungslosung (DakoCytomation, Glostrup, Danemark), der Natriumazid
zugesetzt war, angesetzt. Nach 1 h Inkubation bei RT in einer feuchten Kammer folgten
zwei Waschschritte in PBS fiir 5 min. Danach wurden die Zellen oder das Gewebe 30 min

mit dem entsprechenden Sekundirantikérper bei RT in einer feuchten, dunklen Kammer
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inkubiert (bzgl. Antikdrperverdiinnungen siehe Tab. 2. 1 bzw. Abschnitt 2.6.2). Es folgten
2x 5 min Waschen mit PBS und ein kurzes Spiilen in doppelt destilliertem Wasser. PFA-
fixierte Zellen wurden nass mit Eindeckmedium mit DAPI eingedeckelt. Bei Methanol-
Aceton-Fixierung wurden die Zellen vor dem Eindeckeln 5 min in 100 % Ethanol
entwéssert und luftgetrocknet. Neutralfette wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff
BODIPY™ 493 / 503 (D3922, Invitrogen) angeférbt. Hierzu wurde eine Stocklosung (1 mg
BODIPY®/mL Ethanol, entsprechend 4 mM) 1:1,500 in der Sekundirantikérperlosung
verdiinnt, entsprechend einer Arbeitskonzentration von ca. 2,7 uM BODIPY®. Die
gefiarbten Gewebsschnitte bzw. Zellen wurden bei 4 °C in Dunkelheit gelagert.

Um die Lokalisation mehrer unterschiedlicher Proteine in Bezug zueinander bestimmen zu
konnen, wurden Doppel- wund Tripelimmunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt.
Grundsitzlich wurde die Farbung wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben durchgefiihrt, jedoch
wurden Primérantikdrper aus unterschiedlichen Spezies in entsprechend angepasster
Verdiinnung (Faktor 2 bzw. 3) verwendet. Entsprechend wurden die Sekundérantikorper

mit unterschiedlichen Fluorophoren benutzt.

3.1.2 Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen (IHC) an Formalin-fixierten und Paraffin eingebettetem
Gewebe (FFPE) werden vor allem in der pathologischen Routinediagnostik eingesetzt. Wie
bei der Immunfluoreszenzfiarbung wurde auch bei der IHC eine indirekte Farbemethode
durchgefiihrt, wobei jedoch der Sekundirantikdrper, der den Avidin/ Biotin-

Enzymkomplex bindet und somit eine Farbreaktion katalysiert, biotinyliert war.

3.1.2.1 Herstellung und Fixierung von Paraffinschnitten

FFPE-Gewebe wurde mit einem Mikrotom in 2-3 um dicke Schnitte geschnitten, die in
einem warmen Wasserbad (40 °C) gestreckt und auf Objekttrager (Histobond)
aufgenommen wurden. Die Gewebsschnitte wurden iiber Nacht bei 37 °C getrocknet. Die
Deparaffinierung wurde in Xylol (3x je 10 min) durchgefiihrt. Danach wurde das Gewebe
in einer absteigenden Ethanolreihe (2x 100 %, 96 %, 70 %, 50 %, H,O je 5 min) rehydriert.

3.1.2.2 ,,Antigen-Retrieval und Immunhistochemische Firbung
Formaldehyd quervernetzt die Aminosduren Histidin, Thyrosin, Lysin, Arginin, Asparagin,

Glutamin, Serin unter Ausbildung von Methylen-Briicken, wodurch die dreidimensionale
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Proteinstruktur, jedoch nicht dessen Primirstruktur, verdndert wird [201-204]. Um
Antikorperbindungsstellen zugénglich zu machen, wurde ,,Antigen-Retrieval®“ angewandt.
Die rehydrierten Gewebeschnitte wurden hierfiir in Kunststoffkiivetten in Tris / Harnstoft-
Puffer (0.1 M, pH 9,5 Tris; 5 % (v/w) Harnstoff) 3x 5 min in der Mikrowelle (600 W)
gekocht. AnschlieBend wurden die Proben 15 min bei RT abgekdihlt.

Immunhistochemische Firbungen wurden mit den ,,Avidin/Biotin Blocking®, ,, ABC
Standard* und ,, DAB Substrat* Kits (Vectastain, Vector Laboratories, Burlingame, USA)
nach der ABC-Methode durchgefiihrt. Die endogene Peroxidaseaktivitdt wurde durch die
Behandlung mit 3 % Wasserstoffperoxid in PBS fiir 30 min blockiert. Danach wurden die
Gewebeschnitte kurz in Wasser und 2x 5 min in PBS gewaschen. Endogenes Biotin,
Biotinrezeptoren und Avidin-Bindungsstellen wurden zuerst 30 min mit einer Ldsung
bestehen aus 4 Tropfen Avidin D in 1 mL 5 % (w/v)-igen Milchpulver in PBS und 10 %
Normalserum (der Spezies des Sekundirantikdrpers) blockiert. Nach kurzem Waschen (2x
5 min in PBS) folgte das zweite Blocken fiir 30 min mit 4 Tropfen Biotin in 1 mL 5 %
(w/v)-igen Milchpulver in PBS wund 10% Normalserum (der Spezies des
Sekundérantikorpers). Nun wurde der Erstantikorper iiber Nacht bei 4 °C in einer feuchten
Kammer inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Probe 2x 5 min in PBS gespiilt und der
entsprechende Sekunddrantikorper fiir 30 min zugefiigt. Nach erneutem Waschen in PBS
wurde der Gewebeschnitt mit dem frisch angesetzten Avidin / Biotin-Enzymkomplex fiir
30 min inkubiert. Dieser Komplex bindet an den biotinylierten Sekundérantikrper, und das
Enzym HRP katalysiert die Farbreaktion. Hierfiir wird nach Waschen in PBS die DAB-
Substratlosung auf den Gewebeschnitt hinzugefiigt und die Umwandlung des Farbstoffs
unter dem Mikroskop beobachtet. Um die Reaktion abzustoppen, wurden die Proben in
doppelt destilliertes Wasser getaucht.

Zellkerne wurden 15-20 sec mit einer Himatoxylin-Eosin-(HE)-Losung blau gegengefirbt
und anschlieBend 5 min unter laufendem Leitungswasser gewaschen. In einer in der
Konzentration aufsteigenden Reihe aus 50 %, 70 %, 96 % und 100 % Ethanol sowie 2x
Xylol wurden die Gewebeschnitte fiir je 5 min dehydriert und mit EUKITT beschichtet.

3.1.3 ,Live cell imaging*
Fir Videoaufnahmen wurden Zellkulturzellen in 6-Mehrlochplatten in eine
Inkubationskammer gestellt, die das Mikroskop zum Teil umschloss. Die Kammer

gewihrleistete 37 °C, 5 % CO; und 50 % Luftfeuchtigkeit. Die Aufnahmen intrazelluldrer
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Lipidtropfen wurden mit Hilfe der CellR-Software (Olympus) und der CCD-Kamera
ORCA-R”> (Hamamatsu, Japan) aufgenommen. Es wurde eine 200x oder 400x
VergroBerung mit Phasenkontrasteinstellung gewdhlt. Lipidtropfen wurden mit BODIPY™
angefarbt, indem 4 pL der Stock-Losung (Abschnitt 3.1.1.2) mit 1 mL Medium vermischt
und fiir 30 min mit den Zellen bei 37 °C inkubiert wurde. Zellkerne lebender Zellen wurden
zeitgleich mit 1 pg Hoechst 33342 / mL Medium (Stock 10 mg / mL H,0O) angefarbt. Nach
der Inkubationszeit wurden die Zellen 2-3x mit Medium gewaschen und in phenolrotfreies

Medium umgesetzt.

3.2 Bakterienkultur

3.2.1 Transformation rekombinanter DNA in Bakterien

Kompetente XL1blue E.coli (#200249 Alginet Technologies / Stratagene) wurden geméal
dem Protokoll von Stratagene transformiert. Abweichend zum Protokoll wurden 500-
1.000 ng Vektor-DNA und nur 50 uL kompetente Zellen pro Transformation verwendet.
Vor dem Ausplattieren wurde der Transformationsansatz fiir 2 min bei 2.000 g
abzentrifugiert, das Bakterienpellet in 100 pL. LB-Medium resuspendiert und 10 uL bzw.
90 uL ausgestrichen. Fiir eine Retransformation, die zur Vervielfdltigung bereits
vorhandener  Vektor-DNA  eingesetzt wurde, wurden 10puL des gesamten
Retransformationsansatzes  ausgestrichen. Es wurde kein Blau-Weill-Screening
durchgefiihrt, weswegen die LB-Agarplatten nur mit 50 ug Ampicillin / mL angesetzt

wurden.

3.2.2 Ubernachtkultur

Ausgewihlte Baktierenkolonien von LB-Agarplatten wurden mit sterilen Pipettenspitzen
punktiert und in 2-5 mL 37 °C warmes LB-Medium iiberfiihrt. Nach 6-8 h bei 37 °C und
250 rpm wurde die Bakteriensuspension in 80-100 mL warmes LB-Medium transferiert
und ebenfalls bei 37 °C unter Schiitteln bei 250 rpm iiber Nacht kultiviert. Das LB-
Medium bzw. die LB-Agarplatten waren jeweils mit 50 pug Ampicillin / mL versetzt.

3.2.3 Einfrieren von Bakterien
1 mL Bakterien einer frischen Ubernachtkultur wurde mit 330 pL 60 % Glycerin vermischt
(Glycerin-Endkonzentration 15-20 %) und bei -80 °C eingefroren.
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3.3 Zellkultur

3.3.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Alle verwendeten Zelllinien waren adhdrent wachsend und wurden entweder in sterilen
Petrischalen oder Mehrlochplatten in entsprechenden Medien bei 37 °C, 5 % CO,-Gehalt
und gesittigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei Erreichen einer 80-90 %-igen Konfluenz
wurden die Zellen wie folgt passagiert. Das Zellkulturmedium wurde entfernt und die
Zellen einmal mit der Trypsin / EDTA-Losung gewaschen. Danach wurden die Zellen mit
1-2 mL Trypsin/ EDTA-L6sung beschichtet und ca. 5 min bei 37 °C abgeldst. Die Zellen
wurden in 50 mL Zentrifugenréhrchen {iberfiihrt und die Enzymreaktion mit doppeltem
Volumen Medium gestoppt. Nach einer Zentrifugation fiir 5 min bei 110 g wurde das
Zellpellet in 4-6 mL Medium pro 10 cm Zellkulturschale resuspendiert. AnschlieBend
wurde 1 mL der Zellsuspension in eine neue Petrischale ausgesit und im Brutschrank

kultiviert.

3.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Das Zellpellet von Zellen mit einer 90 %-igen Konfluenz einer 10 cm Zellkulturschale
wurde flir die Kryokonservierung in 1,8 mL Zellkulturmedium, versetzt mit 10 % (v/v)
DMSO, resuspendiert und ziigig in Kryordhrchen (Greiner) transferiert und kurzzeitig auf
Eis gelagert. Danach wurden die Zellen um je 1 °C/ min bis auf -80 °C abgekiihlt und am
folgenden Tag zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff iiberfithrt. Um Zellen wieder in
Kultur zu nehmen, wurden sie aus dem fliissigen Stickstoff zligig auf 37 °C erwérmt, in
10 mL Medium tiberfiihrt und bei 110 g flir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit

Medium resuspendiert und die Zellen ausgesit.

3.3.3 Zellzahlbestimmung

Fiir Zellkulturexperimente war es wichtig, eine bestimmte Anzahl von Zellen auszusden.
Hierfiir wurde die Zellzahl unter Zuhilfenahme der Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Der
Mittelwert aus 4 GroBquadraten wurde mit dem Kammerfaktor 10* multipliziert und ergab

die Zellkonzentration in Zellen / mL Medium.

3.3.4 Kontaminationsiiberpriifung
Alle 3 Monate wurden die Zellen auf eine Kontamination mit Mykoplasmen untersucht.

Dabei diente das ,,Mycoplasma Test Kit 1/C* Kit zur Uberpriifung. Hierbei wurde der
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Kulturiiberstand auf Mykoplasmen-DNA mittels PCR untersucht. Die Durchfiihrung
erfolgte gemdl Herstellerangaben. Die im Rahmen der Dissertation verwendeten Zellen
waren stets negativ. Zusétzlich wurden zweimal pro Woche die Zellen lichtmikroskopisch

auf Kontaminationen mit Pilzen oder Bakterien hin untersucht.

3.3.5 Steatose-Modelle

Unterschiedliche Zellkulturmodelle wurden entwickelt, um eine hepatozelluldre Verfettung
zu induzieren. Hierfiir wurden Zellen entweder nach einem Protokoll fiir Praadipozyten-
Differenzierung, mit BSA-gekoppelter Olsiure bzw. anderen Lipiden / Fettsiuren, DMSO
oder Kombinationen behandelt (Abschnitte 3.3.5.1-3). Die Zellaussaat-Konzentrationen der
einzelnen Versuche sind in Tab. 3. 1 aufgelistet. Die Medien wurden stets nach 3-4 Tagen

gewechselt.

Tab. 3. 1: Zellaussaatkonzentrationen der verschiedenen Steatose-Modelle.

DMSO-Oleat, PAM-DMSO, Oleat, Cholesterin, LDL,
Zelllinie 1 Tag vor 2 Tage vor Hypoxie, MG-132, NH,Cl
Induktion Induktion 1 Tag vor Induktion
Huh?7 ~300.000 ~350.000 ~75.000-100.000
HepG2 ~600.000 ~700.000 ~100.000-150.000
PLC ~300.000 ~350.000 ~75.000-100.000
Hep3B ~300.000 ~350.000 ~75.000-100.000
HeLa n.d. ~400.000 ~100.000
HaCaT n.d. ~400.000 ~100.000
LN-229 n.d. ~350.000 ~90.000
MCF-7 n.d. ~400.000 ~100.000
Caki-2 n.d. ~350.000 ~90.000
HEK-293T/17 n.d. ~500.000 ~125.000
HCT 116 n.d. ~500.000 ~125.000
HT-29 n.d. ~500.000 ~125.000

X Zellen / Vertiefung einer 6-Lochplatte. Abk.: PAM: Priadipozyten- / Adipozyten-Differenzierungsmedium,
Oleat: BSA-gekoppelte Olsiure.

3.3.5.1 Olsiiure-Modell

Zellen wurden entweder kurzzeitig (1-6 Tage) oder bis zu 40 Tage lang mit verschiedenen
steatogenen Substanzen wie BSA-gekoppelter Olsidure (03008, Sigma), Cholesterin
(SyntheCol NSO, S5442, Sigma), LDL (437644, Merck), oder Ciglitazon behandelt.
Zusitzlich wurde die Proteindegradation mittels MG-132 (474790, Merck) oder
Ammoniumchlorid (NH4Cl) inhibiert (beziiglich Arbeitskonzentrationen sieche Tab. 3. 2).
Nach 0, 3, 6, 10, 20, 30, 40 Tagen wurden Gesamtprotein- und RNA-Lysate hergestellt und
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Immunfluoreszenzfiarbungen durchgefiihrt (Abschnitte 3.5.1, 3.4.1, 3.1.1). Einen Tag vor
Induktion wurden die Zellen zu 70 % Konfluenz ausgesit (Tab. 3. 1). Als Kontrolle diente
das entsprechende Medium ohne Supplementation. Zusitzlich wurden Zellen zu einer
Konfluenz von 90-95 % einen Tag vor Induktion ausgesét (Tab. 3. 1) und mit Medium mit

1 % (v /v) DMSO und Oleat mit DMSO inkubiert (DMSO-Oleat-Modell).

3.3.5.2 Hypoxie

Die Herstellung hypoxischer Kulturbedingungen wurde entweder durch Zusatz von DMOG
(D3695, Sigma, Tab. 3. 2) oder durch Inkubation der Zellen in einer Hypoxiekammer (Dr.
Jonas Blis, Neuroonkologie, DKFZ) unter 0 % Sauerstoff bis zu 12 Tage durchgefiihrt und
Gesamtproteinlysate hergestellt (Abschnitt 3.5.1). Einen Tag vor Behandlung wurden die
Zellen ausgesét (Tab. 3. 1). Kontrollzellen wurden in Medium ohne DMOG-Zusatz bzw. in

einem Inkubator mit Normalsauerstoffgehalt inkubiert.

3.3.5.3 Praadipozyten-Differenzierungs-Modell

Die Zellen wurden gemdl} einem Standardprotokoll fiir Differenzierung von Praadipozyten
(C-27437, Promocell) behandelt. Hierfiir wurden fiir 2 Tage postkonfluente Zellen (Tab. 3.
1) fir weitere 3 Tage in einem Prdadipozyten-Differenzierungsmedium ohne FBS und
danach in einem Adipozyten-Ndhrmedium (C-27439, Promocell) mit 3 % FBS bis zu 37
Tage lang inkubiert (Tab. 3. 2). Als Kontrolle diente das Medium ohne die zusétzlichen
Faktoren mit entsprechender FBS-Konzentration und normales Medium mi 10 % FBS. An
definierten Zeitpunkten (0, 1 h, 6 h und 1, 2, 3, 6, 10, 20, 30, 40 Tage) wurden
Gesamtprotein- und RNA-Lysate hergestellt und Immunfluoreszenzfiarbungen durchgefiihrt
(Abschnitte 3.5.1, 3.4.1, 3.1.1).

Zusitzlich wurde eine Kombination mit DMSO gewéhlt, wobei 1 % (v/v) DMSO iiber die

gesamte Versuchsdauer in das Medium hinzugefiigt wurde.
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Tab. 3. 2: Eingesetzte Substanzen in der Zellkultur.
Substanz Effekt Endkonz- - Refe-
entration renz
PAM- Ciglitazon . [205,
Medium [ (Thiazolidin) PPARy-Agonist Sug/mb 1 H06)
c - Inhibitor von Phosphodiesterasen
=> erhoht cAMP-Level [207-
=
= IBMX - Erhoht PPAR-Expression 44 pg /mL 210]
g - Induziert C/EBPB
&n
§ & - Wird in Zielzellen in aktives
5 S L-Thyroxin (T4, Triiodthyronin (T3) umgewandelt und 9ng/mL [211,
5 o Schildriisenhormon) unterstiitzt u.A. Lipidakkumulation & 212]
L é - Induziert C/EBPs and PPARs
3]
= [ =
A = - Prosthetische Gruppe von Acetyl-CoA-
5] 3 Carboxylase, die den ersten irreversiblen 213
ep g d-Biotin Schritt in der Fettsduresynthese 8 nug/mL 2 4]’
= =) katalysiert und dadurch u.A. die
«@ = Lipidakkumulation erhoht
S 5)
& i
= 5 Insulin - Erhoht Glukose-Aufnahme [215-
g JQ su - Unterstiitzt adipogene Differenzierung 500 ng / mL 217]
'?g ?*Q: - Aktiviert PPARy und SREBP-1¢
g Dexamethason - Aktiviert C/EBP- und PPAR- [208,
52 (Glx kokortikoid) Transkription und induziert dadurch u.A. | 400 ng / mL 218,
\ K " ot Lipidakkumulation 219]
- wird zu Triacylglycerid konvertiert
Oleat, Oleat- P => Lipidtropfenbildung _ [220,
DMSO Olsdure - PPAR-Agonist 240uM 1500
- Erhoht C/EBPa
PAM-DMSO, . i . . N [222-
Oleat-DMSO DMSO - Induziert und erhilt Zelldifferenzierung 1 % (v/v) 224]
LDL LDL - Cholesterin-tragendes Lipoprotein 40 pg /mL [225]
Cholesterin Cholesterin - Bestandteil von Lipidtropfen 1:250-500 [226]
- Inhibitor der 2-Oxoglutarat-abhdngigen
Hypoxie DMOG Dioxygenase 1 mM [227]
- Induziert HIF1-a
- Inhibiert proteasomale
MG-132 MG-132 Proteindegradation 3-15uM [60]
NH,CI NH,CI - Inhibiert lysosomale Proteolyse 10 mM [60]

Abk.: LDL: ,,low density lipoprotein*, IBMX: 1-Methyl-3-Isobutylxanthin, ASH: “alcoholic steatohepatitis”.
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3.3.6 siRNA-Transfektion

Fiir siRNA-Transfektionen wurden Zellen einen Tag vor Transfektion ausgesdt (Kavitdt
einer 12-Mehrlochplatte: 20.000 Huh7-Zellen bzw. 35.000 HepG2-Zellen; Kavitét einer 6-
Mehrlochplatte  50.000 Huh7-Zellen bzw. 100.000 HepG2-Zellen). Die transiente
Transfektion wurde mittels des kationischen Trigers Oligofectamin realisiert, da siRNAs
ihre hydrophoben Eigenschaften durch die Anlagerung von Kationen verlieren und somit
durch Zellmembranen diffundieren konnen. Je nach Art der Analyse wurden Zellen in
verschiedenen Formaten ausgesit. Vor der Transfektion wurden die Zellen in zelltypischem
Medium ohne FBS gewaschen und die entsprechende Menge OptiMEM vorgelegt. Die
siRNA-Transfektion wurde nach optimierten Protokoll (Tab. 3.3) durchgefiihrt. Die
Transfektionslosung wurde vorsichtig auf die Zellen getropfelt. Zeitpunkte fiir funktionelle
Analysen waren 48 bzw. 72 h. Es wurden jeweils zwei siRNAs gegen Adipophilin und
TIP47 hergestellt (Tab. 2. 4). Typischerweise wurden siRNAs gegen Adipophilin und
TIP47 in einer Konzentration von 20 nM eingesetzt. Wurden siRNAs gemischt (z.B.
siRNA Adipophilin #1 und #2), so wurden sie jeweils in einer Konzentration von 10 nM
verwendet. In einer Doppel-siRNA-Transfektion gegen Adipophilin und TIP47 wurden alle
4 siRNAs (Adipophilin #1 und #2, TIP47 #1 und #2) mit 10 nM verwendet und die

Negativkontrolle in einer Konzentration von 40 nM.

Tab. 3. 3: Protokoll zur transienten siRNA-Transfektion am Beispiel der siRNA-
Standardkonzentration von 20 nM.

12-Mehrlochplatte
Schritt Losung Unbehandelte Oligofectamin- siRNA -
Zellen Kontrolle Transfektion
OptiMEM
(auf Zellen vorlegen) 500 uL 350 uL 350 ul.
1. Lésung A Ogj\iEM - 75 uL 74,5 uL
Endvolumen 150 pL. S1 - -
( ML) (Stock 20 uM) 0.5 uL
2. Lésung B OptiMEM - 73,5 uL 73,5 uL
(Endvolumen 150 pL) Oligofectamin - 1,5 uL 1,5 uL
Inkubation von Losung A und B fiir 10 min bei RT;
3. Vermischen beider Losungen,;
Inkubation von Lésung A / B fiir 20 min bei RT
4. Transfektions-
endvolumen 500 uL 500 uL 500 pL

5. Nach 4 h Zugabe von 500 pL. Medium mit FBS ohne P/ S

6. Vollstindiger Medienwechsel nach 24 h mit FBSund P/ S

Abk.: RT: Raumtemperatur, FBS: Fetales Rinderserum, P / S: Penicillin / Streptomycin.
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3.3.7 Herstellung stabiler Zellen durch lentivirale Transfektion
Eine stabile Herunterregulation von TIP47 und / oder Adipophilin in Huh7-Zellen mittels
eines lentiviralen Systems zweiter Generation wurde mit freundlicher Unterstiitzung von
Prof. Dr. rer. nat. Bartenschlager und Dr. rer. nat. Gualtiero Alvisi vom Hygieneinstitut,
Abteilung ,,Molekulare Virologie® des Universititsklinikums Heidelberg durchgefiihrt
[228, 229].
Die virale Transfektion der zweiten Generation arbeitet mit 3 Vektoren: Der erste Vektor
(psPAX2) ist der Verpackungsvektor, der die enzymatischen und strukturellen Proteine Pol
und Gag, sowie die regulatorischen Proteine Tat und Rev kodiert. Der zweite Vektor
(pMD2.G) kodiert das Hiillprotein VSV-G (Glykoprotein (G) des Vesikuldren Stomatitis
Virus (VSV). Die dritte Komponente ist der Transfervektor, fiir den pAPMshX fiir eine
stabile Herunterregulation verschiedener PAT-Proteine eingesetzt wurde. ,,X* steht hierbei
universell fiir die entsprechende shRNA. Im ersten Schritt wird eine Helferzelllinie
(HEK293T) mit allen drei Konstrukten transient transfiziert. Dadurch entstehen
replikationsdefekte lentivirale Vektorpartikel, die von den Helferzellen in den
Zellkulturiiberstand abgegeben werden. Dieser Uberstand wird auf die Zielzellen
transferiert. Der Transfervektor wird nun revers transkribiert und mit Hilfe viraler Proteine
in das Genom der Zelle stabil integriert. Der integrierte Vektor fiihrt durch den zelluldren
Prozess der RNA-Interferenz zum Abbau komplementdrer mRNA und somit zu einer
stabilen Reduktion der PAT-Gene.
In dieser Arbeit wurden je 2 Transfervektoren mit unterschiedlichen shRNA-Sequenzen
gegen TIP47 bzw. Adipophilin verwendet (Tab. 2. 4). Die 2x HEPES-gepufferte
Salzlosung (HBS) und 2 M Kalziumchlorid-Losung fiir die Kalziumphosphat-Transfektion
wurden teils von Takara Bio Europe/Clonetech (Saint-German-en-Laye, Frankreich)
erworben, teils selbst hergestellt:
2x HBS 280 mM NacCl

50 mM HEPES pH 7,0

1,5 mM Na,HPO,

12 mM Dextrose

10 mM KCI
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Fiir eine 6 cm Zellkulturschale wurden 1,2x10°/HEK293T Helferzellen ein Tag vor
Transfektion gleichmiBig ausgesit. Am folgenden Tag wurde das DMEM-Medium (4 mL)
der Helferzellen 30 min vor Transfektion gewechselt. Wéhrenddessen wurden die 3
benoétigten Vektoren pAPMshX, psPAX2 und pMD2.G in einem 3:3:1 Verhiltnis
(6,4 ng: 6,4 ng: 2,1 pg) mit sterilem und DNase /RNase-freiem Wasser in einem
Endvolumen von 438 pL verdiinnt. Es wurden 62 pL 2 M Kalziumchlorid und 500 pL 2x
HBS hinzugefiigt. Hierbei wurde ein positiver Druck mit der Pipettierhilfe (1 mL) fiir ca.
45 sec ausgelibt, da durch den Sauerstoffkontakt die Komplexbildung unterstiitzt wird, und
sofort tropfenweise zu den HEK293T-Zellen zugegeben. Ein Prizipitat war nach 3-4 h
unter dem Mikroskop sichtbar. Nach einer 8 h Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen 2x
mit PBS gewaschen und mit 5mL DMEM-Medium fiir 36h kultiviert. Die
Transfektionseffizienz wurde anhand der Positivkontrolle (GFP-Vektor) kontrolliert. Des
Weiteren dienten nicht transfizierte Zellen als Kontrolle. Einen Tag nach Transfektion der
Helferzellen wurden die Zielzellen (Huh7) in 6-Mehrlochplatten (je Kavitdt 90.000 Zellen)
ausgesdt. Der virale Zellkulturiiberstand der HEK293T-Zellen wurde nach der 36-stiindigen
Inkubation abgenommen, filtriert (45 pm), 1:1 mit frischem Medium versetzt und als 2 mL-
Aliquot bei 4 °C gelagert. 4 mL DMEM- Medium wurden erneut auf die Helferzellen
gegeben. Das Medium der Huh7-Zellen wurde abgesaugt und 2 mL des viralen
Uberstandes hinzugegeben (erste Transfektionsrunde). Nach 6 h bei 37 °C wurde der
Uberstand der Huh7-Zellen mit 2 mL viralen Uberstands aus 4 °C ersetzt und das
kationische Polymer Polybren (H9268, Sigma) in einer Endkonzentration von 4 pg/ mL
hinzugefiigt (zweite Transfektionsrunde). Polybren neutralisiert sich abstoBende Ladungen
von Pseudoviruspartikeln und Zelloberflache, wodurch die Transfektionseffizienz erhoht
wird. Am darauffolgenden Tag wurde auf gleiche Weise eine dritte Transfektion ohne
Polybren durchgefiihrt. Nach 6h wurde der virale Uberstand der Huh7-Zellen
abgenommen, die Zellen 2x mit PBS gewaschen und durch DMEM-Medium mit 20 % FBS
ersetzt. Nach 30 h wurde das Medium gewechselt und mit der Selektion begonnen
(Puromycin 1 pg/ mL DMEM mit 20 % FBS). Die Zellen wurden mindestens 10 d mit
Puromycin selektiert und die Herunterregulation von TIP47 und Adipophilin auf
Proteinebene untersucht. Das Selektionsmedium wurde wihrend dieser Zeit jeden Tag
erneuert. Im Falle eines starken Vitalititsverlusts wurde nach 5d Selektion die
Puromycinbeigabe fiir 3d wunterbrochen und danach wieder aufgenommen. Die

Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe der Positivkontrolle (GFP-Vektor) kontrolliert. Um
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zu gewahrleisten, dass nur Zellen mit der stabilen shRNA-Integration kultiviert wurden,
wurde ein Viertel der Selektionskonzentration von Puromycin nach der Selektion stindig
dem Medium zugesetzt.

Um Huh7-Zellen mit einer doppelt stabilen Herunterregulation von TIP47 und Adipophilin
herzustellen, wurde die Puromycinresistenz gegen eine Hygromycinresistenz ausgetauscht
(Abschnitt 3.4.10). Die Hygromycin B-Resistenz-tragenden Vektoren wurden nach oben
beschriebenem Protokoll in die bereits stabilen Puromycin-resistenten Huh7-Zellen

eingebracht.

3.3.8 Vitalititstest (MTT)

Vitale Zellen konnen das Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-1-yl)-2,5
diphenyltetrazoliumbromid) durch eine mitochondriale Dehydrogenase zu Formazan
reduzieren. Formazan bildet wasserunldsliche violette Kristalle. Die sterilfiltrierte MTT-
Stammlosung (5 mg / mL PBS) wurde in Aliquots bei -20 °C gelagert. Um die Vitalitit von
Zellen zu bestimmen, wurden diese in 24-Mehrlochplatten ausgesét und entsprechend des
gewiinschten Versuches behandelt. Zum definierten Zeitpunkt wurde das Zellkulturmedium
durch MTT-haltiges Medium ersetzt (Stammlosung 1:10 verdiinnt) und fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde das MTT-Medium entfernt und die Formazan-Kristalle mit
I mL DMSO /Ethanol (1:2) geldst. 5x 100 uL wurden nun von der violett-gefdrbten
DMSO / Ethanol-Losung in eine 96-Mehrlochplatte pipettiert und bei 570 nm im
Photometer gemessen. Fiir die Auswertung wurde die relative Zellvitalitit prozentual zu

den Kontrollzellen bestimmt.

3.3.9 Proliferationstest (BrdU-Einbau)

Zellen wurden in einer 96-Mehrlochplatte ausgesét und Zellzahlen entsprachen den auf die
96-Kavitit relativierten Zellkonzentrationen der dementsprechenden Versuche. Nach
entsprechender Behandlung wurde die Zellproliferation mit Hilfe des BrdU-
Proliferationskits ,,Cell Proliferation ELISA Biotrak'™ System Version 2 analysiert. Die
Durchfiihrung erfolgte gemdfl Herstellerangaben. Der BrdU-Antikdrper wurde 1:100
eingesetzt und fiir 2 h inkubiert. Die Farbreaktion mittels TMB-Substrat wurde fiir 5 min
entwickelt und nach dem Abstoppen mit 1 M Schwefelsdure bei 450 nm im Photometer
gemessen. Fir die Auswertung wurde die relative Proliferation prozentual zu den

Kontrollzellen bestimmt.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben und Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des ,,NucleoSpin RNA II* Kits gemil
Herstellerangaben  durchgefiihrt. Die  Methode  basiert auf einer  Sdulen-
Affinitdtschromatographie. Abweichend vom Standardprotokoll fiir Zellen wurden 10 pm
dicke Gewebeschnitte der kryokonservierten humanen Proben in 2 mL Zentrifugenrdhrchen
mit RAI1-Puffer vermischt und 10 min bei 30 Hz in der Schwingmiihle mit 2-3
Metallkiigelchen lysiert. Von humanem Lebergewebe wurde ~50 mg verwendet. Die
Elution der RNA erfolgte in 50 uL. DNase / RNase-freiem Wasser.

Aufgrund des hohen Lipidgehalts wurden RNA und Proteine aus kryokonserviertem
humanem Fettgewebe mit Phenol / Cholorform extrahiert. 150 mg humanes Fettgewebe
wurde dazu mit 1,5 mL monophasischer Phenol / Guanidinthiocyanat-Losung (TriFast 30-
2010, Peqlab) vermischt und bei 10 min und 30 Hz in der Schwingmiihle lysiert. Alle

weiteren Schritte wurden geméll Herstellerangaben durchgefiihrt.

3.4.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

DNA- bzw. RNA-Konzentrationen wurden photometrisch mit Nanodrop bestimmt. Hierzu
wurde die Absorption bei 260 nm gemessen und mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes
in die Nukleinsdurenkonzentration umgerechnet. Das Lambert-Beersche Gesetz
beriicksichtigt neben der Absorption (A), die Konzentration der Losung (c) in ng / pL, die
Pfadldnge (d) in cm und den molaren dekadischen Extinktionskoeffizient (¢) in x ng-

cm / pL. Fiir dsDNA ist € = 50 ng-cm / pL. und fiir RNA 40 ng-cm / uL.
cng/pLl=(A*¢g)/d

Zusitzlich ermittelt das Photometer das Absorptionsverhiltnis 260 /280 nm. Dies gibt
Aufschluss iiber die Reinheit der DNA bzw. RNA. Der Quotient sollte ca. 1,8 fiir DNA und
2,0 fiir RNA betragen. Bei einem niedrigeren Quotienten ist die Probe durch Proteine oder
Phenole, die bei 280 nm ihr Absorptionsmaximum besitzen, verunreinigt. Die Umrechnung

von x ug DNA in x pmol DNA wurde wie folgt durchgefiihrt:

0.662 * y kb =x ng DNA 2 1 pmol DNA

Dabei gibt ,,y kb* die Grof3e der DNA in Kilobasen an.
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3.4.3 Reverse Transkription / cDNA-Synthese
0,5-1 pg isolierte Gesamt-RNA wurde mit dem Enzym reverse Transkriptase ,,RevertAi

HminusM MuLV* (EP0451, Fermentas) in komplementidre DNA (cDNA) umgeschrieben (

dTM

Tab. 3. 4). Die Denaturierung der Sekundirstruktur der RNA wurde durch Erhitzen auf
75 °C fiir 5 min gewéhrleistet. Nach Zugabe des RT-Puffers folgte eine 5 min Inkubation
bei 25 °C, damit sich die Primer an die RNA anlagern konnten. Die reverse Transkription
folgte nun bei 42 °C fiir 1 h. Schlussendlich wurde das Enzym 10 min bei 70 °C inaktiviert.
Die generierte cDNA diente als Template fiir PCR und real-time PCR.

Tab. 3. 4: Zusammensetzung eines Ansatzes einer reversen Transkription.

PCR-Ansatz Volumen

0,5-lpng RNA in  H)O|12puL

(DNase / RNase frei) o .
Oligo(dT)-Primer 1 ul 75°C, S min

10 uM dNTP 2 ulL

5x RT-Puffer 4 pL } 25°C, 15 min ‘

1 U/ pL rev.Transkriptase 1 uL Zugabe wihrenddessen in 5-
y 20 uL miniitigen zeitlichen Abstand

3.4.4 Amplifikation von cDNA mit Hilfe der Polymerase-Kettenreation (PCR)

Primer, die fiir die Amplifikation von cDNA in der real-time PCR eingesetzt wurden,
wurden zuerst in einer konventionellen PCR auf ihre Genspezifitit und die optimale
Schmelztemperatur getestet (Tab. 3. 5). Als ¢cDNA diente ein ¢cDNA-Pool, welcher zur
Erstellung der Standardkurve in der real-time PCR verwendet wurde. Folgendes PCR-
Programm wurde angewandt: Initiale Denaturierung (95 °C, 2 min), 35x Denaturierung
(95 °C, 30 sec) — Annealing (60 °C, 30 sec) — Extension (72 °C, 45 sec), und eine finale
Extension (72 °C, 5 min). Nach Beendigung der PCR wurden 10 puL. des Reaktionsansatzes

iiber eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.
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Tab. 3. 5: Zusammensetzung eines 1x PCR-Ansatzes.

PCR-Ansatz Volumen
H,O (DNase / RNase frei) 15,4 uL
Taq-Polymerase 0,1 pL.
10x (NH4)ZSO4 -Puffer 2,5 ML
10 mM dNTP Mix 0,5 uL
25 mM MgSO4 1,5 uL
cDNA (1:10) 2 uL

10 uM Vorwirts-Primer 1,5 uL
10 uM Riickwérts-Primer 1,5 uL

> 25 uL

Das PCR-Programm sowie der PCR-Ansatz dnderten sich unter Verwendung von Perilipin-
Isoform-spezifischen Primern (Tab. 3. 6, Tab. 2. 3) folgendermalen: Initiale Denaturierung
(95 °C, 3 min), Touchdown fiir 10 Zyklen mit je 1 °C Abnahme der Annealingtemperatur
Denaturierung (92 °C, 20 sec) — Annealing (60 — 1 °C, 30 sec) — Extension (72 °C, 30 sec),
nachfolgend 25x Denaturierung (92 °C, 20 sec) — Annealing (55 °C, 30 sec) — Extension
(72 °C, 30 sec), finale Extension (72 °C, 5 min).

Tab. 3. 6: Zusammensetzung eines 1x PCR-Ansatzes fiir Perilipin-Isoform spezifische Primer.

PCR-Ansatz Volumen
H,0 (DNase / RNase frei) 15,6 uL
Tag-Polymerase 0,4 pL
10x (NH4)2SO4 -Puffer 2,5 uL
10 mM dNTP Mix 1 pL

25 mM MgSO4 1,5 uL
DMSO 1,5 uL
cDNA (1:10) 1,5 uL
10 uM Vorwirts-Primer 0,5 uL
10 uM Riickwérts-Primer 0,5 L.
> 25 uL

3.4.5 Semiquantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Untersuchung der Expression einzelner Gene wurde mit Hilfe der TagMan®-PCR
Technologie im ABI Prism® 7300 real-time System durchgefiihrt. Als endogene Kontrolle
diente das Haushaltsgen B2-Mikroglobulin, das keiner maf3igeblichen Expressionsdnderung
durch die Experimente unterlag. Wéhrend der Amplifikationsreaktion wird das
Fluoreszenzsignal von SYBR®Green gemessen, das nur nach Interkalation in
doppelstrangige (ds) DNA an Fluoreszenzintensitit zunimmt. Jedoch steigt dieses

Fluoreszenzsignal auch bei Bildung unspezifischer Produkte an. Folglich wurden
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hochspezifische Primer ausgewéhlt und deren Spezifitit im Anschluss an die
Amplifikations-PCR mittels einer Schmelzkurvenanalyse bestitigt. Jedes doppelstrangige
PCR-Produkt besitzt eine charakteristische Schmelztemperatur (Ty), bei der 50 % als
dsDNA und 50 % als einzelstringige DNA vorliegen. Wahrend der Schmelzkurvenanalyse
wurde der Reaktionsansatz langsam auf 95 °C erhitzt. Wenn die Temperatur die spezifische
Tm des Produktes erreichte, nahm das Fluoreszenzsignal ab. Ein einzelner, schmaler
Fluoreszenzpeak wies auf ein spezifisches PCR-Produkt hin.

Fir jedes Primerpaar (Tab. 2. 2) wurde eine Standardkurve mit Hilfe einer
Verdiinnungsreihe (1:12,5; 1:25; 1:50; 1:100; 1:200; 1:400) eines cDNA-Pools erstellt. Die
Steigung gibt Auskunft iiber die Effizienz der Amplifikationsreaktion. Geméil der
Standardkurve wurde die je nach Gen unterschiedlich verwendete cDNA-Verdiinnung
festgelegt (meist 1:25 — 1:200). Die cDNA-Verdiinnung zur Expressionswert-Ermittlung
des Haushaltsgens betrug 1:50 fiir p2-Mikroglobulin. Die entsprechenden
Standardkurvengleichungen wurden zur Berechnung der relativen Expressionswerte
verwendet. Des Weiteren wurden die Expressionswerte als Dreifachbestimmung fiir jede

Probe erhoben. In Tab. 3. 7 ist der 1x Ansatz fiir eine Reaktion aufgelistet.

Tab. 3. 7: 1x real-time PCR-Ansatz.

real-time PCR-Ansatz Volumen, Molaritit

SYBR® Green Mastermix 12,5 uL

Je Primer 300 nM

H,0 (DNase / RNase frei) 6 uL

Template * 5uL

) 25 uL
* Die cDNA wurde entsprechend des zu untersuchendes Gens unterschiedlich
verdiinnt.

Programm der real-time PCR

1. Hotstart 95 °C, 15min
2. Denaturierung 95 °C, 15 sec }
3. Annealing/Extension 60 °C, 1 min 40x

Programm der Schmelzkurvenanalyse
1.95 °C, 15 sec
2.60 °C, 30 sec
3.95°C, 15 sec
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Die Auswertung wurde wie folgt durchgefiihrt:

1. Umrechnung der Messwerte in durchschnittliche, relative Mengeneinheiten anhand
der entsprechenden Standardkurve.

2. Ermittlung der Mittelwerte und Standardabweichungen von 1.

3. Normalisierung der  durchschnittlichen relativen = Mengeneinheit  einer
Genexpression gegen die durchschnittliche relative Mengeneinheit der endogenen
Kontrolle (Haushaltsgen) einer Probe.

4. Errechnung der weiterfiihrenden Standardabweichung gema8 statistischer Verfahren
[230].

5. Die normalisierten Genexpressionsdaten eines Versuches wurden dann in Relation
zu der normalisierten Genexpression unbehandelter Kontrollzellen (Kalibrator)

gesetzt.

3.4.6 Isolierung von Vektor-DNA
Vektor-DNA wurde aus einer Plasmidpriparation aus Bakterien einer Ubernachtkultur
isoliert. Hierfiir wurde das ,,Pure Yield"™ Plasmid Midiprep System* verwendet und das

Protokoll des Herstellers befolgt.

3.4.7 Restriktionsverdau und Ligation von Vektor-DNA

Die Ausgangsvektoren fiir die Klonierung wurden freundlicherweise von Dr. Marie-Sophie
Hiet (Hygieneinstitut, Abteilung ,,Molekulare Virologie*, Universitéitsklinikum Heidelberg)
zur Verfiigung gestellt. Die Ausgangsvektoren pAPMshADRP.1, pAPMshADRP.2,
pAPMshTIP47.A und pAPMshTIP47.C unterschieden sich nur in der spezifischen shRNA-
Sequenz der miR-Kassette (Tab. 2. 4). Ziel der Klonierung war es, die Puromycin-
Resistenz gegen eine Hygromycin B-Resistenz aller Ausgangsvektoren auszutauschen. Der
Vektor fiir die Negativkontrolle pAHMNT besal3 die gewiinschte Hygromycin B-Resistenz,
welche sich an gleicher Position der Puromycin-Resistenz der Ausgangsvektoren befand.

1 pg Vektor-DNA wurden mit 1-10 U Enzym (Notl / Xbal) in einem Reaktionsvolumen
von 50 pL. verdaut. Die Bedingungen des Verdaus, wie Puffer, Inkubationszeit und
Temperatur wurden geméll den Herstellerangaben der verwendeten Enzyme (Fermentas)
durchgefiihrt. Typischerweise dauerte der Restriktionsverdau 1-2 h bei 37 °C. Durch den
Notl / Xbal Verdau wurde die Puromycin-Resistenz aus den Ausgangsvektoren bzw. die

Hygromycin B-Resistenz aus dem Vektor pAHMNT geschnitten. Nach dem
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Restriktionsverdau diente eine préparative Agarose-Gelelektrophorese zur Isolierung
geschnittener DNA. Die entsprechenden DNA-Banden wurden unter UV-Licht aus dem
Gel ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des ,,Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up* Kits
nach Herstellerangaben aus dem Agarosegel aufgereinigt.

Nun wurde die Hygromycin B-Resistenz (Insert) in die Ausgangsvektoren ligiert, wobei
50 ng Vektor (= 0,01 pmol) und 24 ng Insert (= 0,03 pmol) verwendet wurden. Die
Ligation wurde mit der T4-DNA-Ligase in einem Endvolumen von 15 puL mit 1 U 1 h bei
RT durchgefiihrt. Als Negativkontrollen dienten hierbei ein Ligationsansatz ohne Ligase
und ein Ligationsansatz ohne Insert. Nach der einstlindigen Inkubation wurden 7,5 uLL der
Ansitze in kompetente E.coli transformiert (Abschnitt 3.2.1) und mittels Kolonie-PCR,
Testverdau mit Xbal / Xhol und DNA-Sequenzierung auf ihre Richtigkeit kontrolliert
(Abschnitte 3.4.8 und 3.4.9).

3.4.8 Kolonie-PCR

Mittels der Kolonie-PCR wurden Einzelkolonien nach der Transformation auf die
Richtigkeit des Inserts im Vektor iberpriift. Es wurden 8-10 Kolonien pro Vektor
iiberpriift. Die Primer wurden so gewéhlt, dass sie das neue Insert einschlossen (Tab. 2. 3).
Kolonien wurden mit einer weillen sterilen Pipettenspitze punktiert und die Spitze in 10 pL
DNase / RNase-freiem Wasser ausgespiilt. Nach Durchmischung der Proben, wurden sie
10 min bei 95 °C erhitzt, erneut gemischt und auf Eis abgekiihlt. Danach wurden sie 10 min
bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und 2 uL des Uberstandes in der Kolonie-PCR
eingesetzt (Tab. 3. 8). Parallel dazu wurden alle getesteten Kolonien auf eine Meisterplatte

(LB-Agarplatte mit Ampicillin) {ibertragen.

Tab. 3. 8: Kolonie-PCR-Ansatz.

PCR-Ansatz Volumen
DNA-Template aus Einzelkolonie | 2 pL
10x KCI Puffer SpuL

25 mM MgCl, 3uL

10 uM dNTP 1 uL

10 uM Vorwirts-Primer 3uL

10 uM Riickwirts-Primer 3uL

5 U/ uL Tag-Polymerase 0,2 uL
H,0 (DNase / RNase frei) 32,8 uL
> 50 uLL
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Die Kolonie-PCR wurde in einem Thermocycler (Biozym, Oldenburg) wie folgt
durchgefiihrt:

1. Denaturierung 98 °C, 30 sec

2. Denaturierung 98 °C, 30 sec

3. Annealing 54 °C, 30 sec 30x

4. Extension 72 °C, 30 sec

5. Extension 72 °C, 30 sec

3.4.9 Sequenzierung
Die Sequenzierung von DNA erfolgte iiber die Firma SeqlLab (Géttingen). Es wurden
700 ng DNA und 7 pLL Primer (10 uM, Tab. 2. 3) in ein Endvolumen von 7 pL pipettiert.

Das entstehende Differenzvolumen wurde mit DNase / RNase-freiem Wasser aufgefiillt.

3.4.10 Agarose-Gelelektrophorese

Eine Agarose-Gelelektrophorese wurde zur qualitativen Uberpriifung oder zur
Aufreinigung von PCR-Produkten durchgefiihrt. Je nach PCR-Produktgroe wurden 1-2 %-
ige Agarosegele mit 3 uL GelRed™ (Biotium / VWR, Darmstadt) / 150 mL 1x TAE-Puffer
mit Agarose angefertigt. Die PCR-Produkte wurden vor dem Beladen mit DNA-Ladepuffer
versetzt (6x Ladepuffer: 6x TAE-Puffer; 33 % (v/v) Glycerin; 0,25 % (w/v) Orange G). Die
Spannung betrug je nach Grofle des Agarosegels zwischen 80-150 V. AnschlieBend wurden
die nach ihrer GroBe aufgetrennten DNA-Fragmente mittels UV-Licht sichtbar gemacht
und mit dem Alpha Imager™ digital dokumentiert. Bei préparativen Agarosegelen wurden

die gewiinschten DNA-Banden ausgeschnitten.

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Isolierung von Gesamtprotein aus Kulturzellen und Gewebe

Fiir die Isolierung von Gesamtprotein aus Zellkulturschalen wurden diese 3x mit eiskaltem
PBS gewaschen und die Zellen in Proteinisolierungspuffer aufgenommen (Kavitét einer 12-
Mehrlochplatte in 20 pL, einer 6-Mehrlochplatte in 30-50 pL, eine 6 cm Schale in 50-
60 uL).
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Proteinisolierungspuffer:
1x Zelllysispuffer (Cell Signaling)
2,5x Protease Inhibitor Mix G (SERVA)
I mM DTT
1 mM PMSF

Mit Hilfe eines Zellkulturschabers wurden die Zellen in 1,5 mL Zentrifugenrohrchen
iiberfiihrt und 10 min unter gelegentlichem Durchmischen auf Eis inkubiert. Nach zwei
Einfrier-/Auftauzyklen in fliissigem Stickstoff und 2x 30 sec Ultraschallbad-Behandlungen
wurden die Zelllysate bei 4 °C fiir 10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Rohrchen iiberfiihrt und die Proteinextrakte bei -20 °C gelagert.

Fiir die Isolierung von Gesamtprotein aus kryokonserviertem Gewebe wurde dieses in 10-
15 um dicke Schnitte geschnitten. In einem 2 mL Zentrifugenréhrchen wurden ~50 mg
Gewebsschnitte mit Proteinisolierungspuffer vermischt und 10 min bei 30 Hz in einer
Schwingmiihle mit 2-3 Metallkiigelchen lysiert. Die Lysate wurden 10 min bei 4 °C und

14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB transferiert.

3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration der aufgereinigten Proteinlysate wurde mit der Methode nach
Bradford bestimmt. Fiir die Messung wurden 2,5 pul. Proteinprobe mit 22,5 pL.
Reinstwasser (1:10 Verdiinnung) und 1,25 mL 1x Bradfordldsung in einer Einwegkiivette
vermischt. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei RT wurde die Absorption bei 595 nm in
einem Photometer gemessen und mit Hilfe einer BSA-Eichgeraden die

Proteinkonzentration errechnet.

3.5.3 Diskontinuierliche Proteingelelektrophorese nach Lammli (SDS-PAGE)

Proteinlysate wurden nach Lidmmli [231] in einem 10 %-igen Polyacrylamidgel, das aus
einem Sammel- und einem Trenngel bestand, nach ihrer GrofBle -elektrophoretisch
aufgetrennt (Tab. 3. 9). Ein 10 %-iges Trenngel wurde dabei zur Auftrennung von
Proteinen iiber 50 kDa und ein 12 %-iges Trenngel von Proteinen unter 50 kDa verwendet.
Aliquots mit gleicher Proteinmenge wurden vor dem Auftragen in die Geltaschen mit 3x
Lammlipuffer vermischt, 5 min bei 95 °C inkubiert und kurz abzentrifugiert. Die

Elektrophorese wurde in 1x Laufpuffer in zwei Schritten durchgefiihrt: Zuerst 20-30 min
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bei 70 V, dann 1-2h bei 120 V. Ein vorgefirbter Proteinstandard (BP3603, Fisher

BioReagents) diente als GroBenmarker (5 uL pro Geltasche).

Tab. 3. 9: Zusammensetzung von Polyacrylamidgelen unterschiedlicher Prozentualitiiten.

Komponenten

Trenngel (10 %)

Trenngel (12 %)

Sammelgel

Acrylamid-Mix (v/v)

10 %

12 %

5%

Tris-HCl 375 mM (pH 8.,8) | 375 mM (pH 8,8) | 127 mM (pH 6,8)
SDS (w/v) 0,1 % 0,1 % 0,1 %
Ammoniumpersulfat (v/v) | 0,1 % 0,1 % 0,1 %

TEMED (v/v) 0,04 % 0,04 % 0,01 %

3.5.4 Immunblot, Signaldetektion und densitometrische Auswertung

Die in der SDS-PAGE gemil ihrer Grofle aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF-
Membran transferiert. Hierfiir wurde die Membran in Methanol 1 min aktiviert und
anschliefend in Boratpuffer gewaschen. Der Nassblot wurde bei 90 V /52 em? fiir 70 min
in Boratpuffer durchgefiihrt. Das Blocken mdglicher unspezifischer Bindungsstellen wurde
in TBST mit 5 % (w / v) Milchpulver fiir 1 h bei RT in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen
auf einem Rollenschiittler durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Blockierungslosung
gegen eine frische Losung, in der der Erstantikdrper entsprechend verdiinnt war,
ausgetauscht. Die Inkubation mit dem Erstantikdrper erfolgte unter stindigem Rollen bei
4 °C 1i.N. Die Membran wurde 3x fiir je 10 min in TBST gewaschen. Danach folgte die 1-
stiindige Inkubation bei RT mit dem Spezies-spezifischen HRP-gekoppeltem
Zweitantikorper (1:2.000), welcher in der Blockierungslosung verdiinnt wurde. Vor der
Signaldetektion wurde die Membran 3x in TBST fiir je 5-10 min gewaschen. Die
Signaldetektion mit ,,ECL plus Western Blotting* oder ,,SuperSignal West Femto” wurde
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die digitale Dokumentation wurde mit Hilfe der
AlphaEase”™ FC Software und des FluorChem® SP Systems realisiert.

Die semiquantitative densitometrische Auswertung der Intensititen von Proteinbanden
erfolgte mit dem Programm ,,Quantify One* (BioRad). Fiir die Auswertung wurde darauf
geachtet, dass keine gesittigten Signale und nur zu vergleichende Gele mit identischen
Detektionsbedingungen verwendet wurden. Es wurde zunéchst ein Rechteck gleicher Grofe
um die zu quantifizierenden Proteinbanden und in einen reprédsentativen Hintergrundbereich
der Membran gelegt und die Signalstirke des Hintergrundrechtecks von der Signalstirke
der Proteinbanden in der

subtrahiert. Um Abweichungen Auftragsmenge zu
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beriicksichtigen, wurden die Signalstirken der entsprechenden Aktinbanden
(Ladekontrolle) analysiert und mit der Signalstirke der dazugehorigen Proteinbanden

verrechnet.

Signalstarke Zielprotein

Relative Signalstirke ziciprotein = - -
Signalstérke aktin

Fiir die densitometrische Auswertung von Perilipin und MLDP von in vitro Experimenten
wurde ein kiinstlicher Anfangswert (= 1) gewdihlt, wenn keine Proteinbande bei 0d

vorhanden war.

3.5.5 Entfernen gebundener Antikorper von PYDF-Membranen (,,Strippen*)

Der Zweitantikdrper wurde von PVDF-Membranen entfernt, um andere Antigene mit
einem AntikOrper einer anderen Spezies auf derselben Membran zu detektieren. Hierzu
wurde die Membran 1h in TBST gewaschen, um Riickstinde der Detektionslosung
vollstdndig zu entfernen. Danach folgte eine Inkubation der PVDF-Membran in ca. 60-
70 °C warmen Strippingpuffer. AnschlieBend wurde die Membran 3x fiir je 10 min in

TBST gewaschen, 1 h blockiert und dann mit einem neuen Erstantikorper inkubiert.

3.5.6 Immunprizipitation aus Gewebslysaten

Mit einer Immunprizipitation (IP) kann spezifisch ein Protein und dessen
Interaktionspartner aus Proteinlysaten angereichert und analysiert werden. Ein
Primédrantikdrper bindet hierbei zum einen das gewiinschte Protein und zum anderen
Protein A, welches wiederum an magnetischen Kiigelchen (Beads, 10001D, Invitrogen)
gebunden ist. Der Protein-Antikorper-Protein A-Komplex wird dann gewaschen, die
gebundenen Proteine abgelost und iiber ein Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Proteine
konnen nun entweder mittels Immunblot oder nach Silbernitratfirbung {ber
Massenspektrometrie analysiert werden.

Fiir eine IP wurden 100-120 mg 15 um dick geschnittenes humanes Kryolebergewebe
benutzt. Das Gewebe wurde in 500-600 pL RIPA-Puffer lysiert. Es wurde je 50 uL Bead-
Losung fiir einen Vorklarschritt (pc) fiir die IP verwendet. Um iiberschiissiges Protein A
von den Beads zu entfernen, wurden diese 8 min bei RT in 500 pL 50 mM Glycin pH 2,8
inkubiert, anschliefend mit PBS mit 0,02 % Tween-20 (PBST) und 3x in 50 mM Tris pH
7,5 (IP-Beads) bzw. 3x in RIPA-Puffer (pc-Beads) gewaschen. Alle Waschschritte wurden
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in 500 pL Volumen auf Eis durchgefiihrt. Das Lysat wurde nun 3 h bei 4 °C unter Rotation
mit den pc-Beads vorgekldrt, um unspezifische Bindungen in der IP zu minimieren.
Gleichzeitig wurde der entsprechende Antikorper (8-10 uL) bzw. das Normalserum der
Antikorperspezies (Dianova) in 150 L. 50 mM Tris pH 7,5 an die IP-Beads fiir 3 h bei 4 °C
unter Rotation gekoppelt. AnschlieBend wurden die IP-Beads 2x mit 50 mM Tris pH 7,5
und 2x mit RIPA-Puffer gewaschen, das vorgeklirte Lysat (pc-UB) zur Hilfte mit den
Antikorper-IP-Beads und zur anderen Hélfte mit den Normalserum-Kontroll-Beads iiber
Nacht bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Die pc-Beads wurden ebenfalls gewaschen und
iiber Nacht bei 4 °C mit RIPA-Puffer unter Rotation inkubiert. Am nichsten Tag wurde der
IP-Uberstand (IP-UB) von Antikdrper- und Kontroll-Beads abgenommen. Nach 5x
Waschen der Beads mit je 500 uL RIPA-Puffer und 2x mit 50 mM Tris, pH 7,5 wurden die
Beads in ein neues Zentrifugationsrohrchen tiiberfiihrt und die gebundenen Proteine in
20 pL Glycin pH 2,8 fiir 8 min bei gelegentlicher Durchmischung abgelost (IPP bzw pcP).
Um die noch gebundenen Proteine abzulosen, wurden die Beads 2x mit 50 mM Tris pH 7,5
gewaschen und die Beads in 1x Laemmli-Probenpuffer bei 70 °C fiir 10 min abgekocht
(IPPrest bzw. pcPrest). Die Proben der IP (20 uL von je pc-UB, pcP, IP-UB, IPP) wurden
mit 3x Laemmli-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Danach folgte eine
SDS-PAGE (Abschnitt 3.5.3). Proteine wurden dann entweder mittels Immunblot
(Abschnitt 3.5.4) oder nicht-destruktiver Silberfarbung / Massenspektrometrie untersucht
(Abschnitt 3.5.7). Fiir die Immunblotdetektion wurde darauf geachtet, dass der Antikorper
der IP und der Antikérper des Immunblots in unterschiedlichen Spezies hergestellt wurden,
damit die schweren und leichten IgG-Ketten bei 55 kDa und 30 kDa nicht mit dem
Zweitantikorper des Immunblots reagierten.

AntikSrper kénnen mit Hilfe von chemischen Crosslinkern wie z.B. BS® vor der IP an
Protein A bzw. G Beads stabil gebunden werden. 50 pL. magnetische Beads wurden dafiir
2x in 250 uL. PBST gewaschen und in 200 uL PBST aufgenommen. Der entsprechende
Antikorper (5-10 uL) wurde hinzugefiigt und 20 min bei RT rotiert (alternativ: 3 h bei
4 °C). Uberschiissiger Antikdrper wurde nach der Inkubation durch 2x Waschen in PBST
entfernt. Es folgten 2 Waschschritte mit Konjugationspuffer (PBS). Die 10 mM BS™-
Losung wurde in 250 pL. Konjugationspuffer zu 5 mM verdiinnt und die Beads mit dieser
Losung fiir 30 min bei RT rotiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 12,5 pL
Quenchpuffer (1 M Tris pH 7,5) 15 min bei RT gestoppt. AnschlieBend wurden die Beads
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2x in PBST gewaschen, kurz fiir einige Sekunden in 50 mM Glycin pH 2,8 inkubiert und
3x in PBST und 3x in RIPA-Puffer gewaschen.

3.5.7 Nicht-destruktive Silberfirbung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen

Mit Hilfe einer Silberfirbung konnen bereits geringste Mengen Protein in
Polyacrylamidgelen sichtbar gemacht werden.

In dieser Arbeit wurden silbergefirbte Proteinbanden ausgeschnitten und mit
massenspektrometrischen Methoden analysiert. Hierzu wurde ein Protokoll einer nicht-
destruktiven Silberfarbung, das mit der Massenspektrometrie kompatibel ist, verwendet
(abgesprochen mit Dr. Martina Schndlzer (DKFZ)). Es wurde darauf geachtet, dass doppelt
destilliertes Wasser und sehr saubere Férbebehiltnissen benutzt wurden. Alle Losungen
wurden stets frisch angesetzt und die Farbung auf einem Wankelschiittler durchgefiihrt. Pro
Gel wurden jeweils 100 mL Losung verwendet. Das zu farbende Polyacrylamidgel wurde
iiber Nacht in der Fixierlosung inkubiert, wobei diese nach den ersten 30 min gewechselt
wurde. Am darauf folgenden Tag wurde das Gel 45 min in der Sensibilisierungslosung
geschwenkt und anschlieBend 6x 10 min in doppelt destilliertem Wasser gewaschen. Die
Inkubation mit der Silbernitratlosung wurde fiir 1 h im Dunkeln durchgefiihrt. Danach
wurde das Gel fiir maximal 15 sec in destilliertes Wasser getaucht, um es dann in die
Entwicklungslosung fiir 8-15 min zu transferieren. Die Entwicklung wurde mit der
Stopplosung gestoppt (45 min). Schlussendlich folgten 2x 30 min Waschschritte in
destilliertem Wasser und die gefarbten Gele wurden dann bei 4 °C in Wasser fiir wenige
Tage gelagert. Die silbergefarbten Proteine wurden fiir weitere Analysen von Dr. Martina
Schnolzer der ,,Core Facilicty Proteinanalysis W120*“ des DKFZs prozessiert (Abschnitt
3.5.8).

Fixierungslosung 30 % (v/v) Ethanol

10 % (v/v) Eisessig
Sensibilisierung- 0,3 % (w/v) Kaliumtetrathionat
Losung 0,5 M Kaliumacetat

30 % (v/v) Ethanol
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Silbernitrat-Losung 0,2 % (w/v) Silbernitrat

Entwicklungslosung 220 mM Kaliumcarbonat
12,5 pL einer frischen 10 % (w/v)
Natriumthiosulfatpentahydrat-Losung
30 uL 37 % Formalin (kurz vor Gebrauch hinzu)

Stopp-Losung 330 mM Tris
2 % (v/v) Eisessig

3.5.8 Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Proteine konnen enzymatisch in definierte Peptide gespalten werden. Die héufig
verwendete Endopeptidase Trypsin spaltet Proteine spezifisch an der carboxyterminalen
Seite von Lysin- und Argininresten, wodurch ein fiir das Protein spezifisches
Peptidgemisch entsteht. Bei Verwendung komplexer Proteingemische aus Proteinbanden
eines silbergefarbten 1D-Polyacrylamidgels, wurden die Peptidgemische zuerst {iber eine
Flissigkeitschromatografie (,,Ultra Pressure Liquid Chromatography*‘, UPLC) aufgetrennt.
Daraufhin wurden die Peptide mittels Elektrospary-lonisation (ESI) [232] ionisiert und in
einer linearen Ionenfalle (LTQ) entsprechend ihres Masse / Ladungs-Verhéltnis (m/ z)
gespeichert. Ausgewdhlte Peptidionen konnen zur zweiten nachfolgenden Ionenfalle
(,,Orbitrap*), mit oder ohne vorherige Fragmentierung, geschleust werden, um dort MS-
oder MS / MS-Spektren zu erzeugen, die in einer Datenbank abgeglichen wurden (3.5.8.2).
Zusitzlich  erstellte MS/MS-Spektren von fragmentierten Peptidionen geben
Aminosduresequenzinformationen der entsprechenden Peptide und sichern unter anderem
das Ergebnis des MS-Spektrums ab. Der Verdau, die ESI-MS und Proteinidentifizierung
(Abschnitt 3.5.8.1-2) wurden von Dr. Martina Schnélzer (DKFZ) durchgefiihrt.

3.5.8.1 Tryptischer Verdau und ESI-MS

Die aus dem 1D-Gel ausgeschnittenen silbergefarbten Proteinbanden wurden mit 10 mM
DTT bei 56°C fiir 1 h erhitzt und freie Sulthydrylreste der Cysteine mit 55 mM
Jodacetamid bei RT in 30 min zu Carbamidomethyl modifiziert. Danach wurden die
Gelstiicke in 40 mM Ammoniumhydrogencarbonat und Ethanol gewaschen und
anschlieend 5 min in reinem Acetonitril inkubiert. Die getrockneten Gelstiicke wurden mit

40 mM Ammoniumcarbonatlosung mit 100 ng Trypsin (Promega) rehydriert und die
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Proteine 1.N. bei 37 °C verdaut. Die Extrakte mit 0,1 % Trifluoressigsdure in 50 %
Acetonitril und mit 0,1 % Trifluoressigsdure in 100 % Acetonitril wurden gesammelt und in
einem Konzentrator fiir 2 h bei 37 °C getrocknet. Die Peptide wurden in 5 pL 0,1 %
Trifluoressigsdure fiir 15 min in einem Ultraschallbad resuspendiert und in einer C18-Sédule
(180 pm x 20 mm, PartikelgroBe 5 um) einer ,,nanoAcquity UPLC* (Waters GmbH,
Eschborn) gefangen. Die Sdulenchromatografie wurde mit einer FlieBgeschwindigkeit von
400 nL / min auf einer BEH 130 C18 Séule (100 um x 100 um, Partikelgrée 1,7 um,
Waters GmbH) bei folgenden Gradienten durchgefiihrt (Losung A bestehend aus 98,9 %
Wasser, 1 % Acetonitril und 0,1 % Ameisensdure und wurde durch Losung B bestehend
aus 99,9 % Acetonitril und 0,1 % Ameisensdure ersetzt): 1 min 0-4 % B; 40 min 4-40 % B;
5 min 40-60% B; 0,1 min 60-85 % B; 6 min 85 % B; 0,1 min 85-0 %; 9 min 0 % B. Die
nanoAcquity UPLC war an das Massenspektrometer ,,LTQ Orbitrap XL* (Thermo Fisher
Scientific) gekoppelt. Daten wurden durch Scanzyklen eines Scans mit einer Auflésung von
60.000 bei 400 m / z und einer Breite von 370-2.000 m / z parallel zu 6 MS / MS-Scans in

der Ionenfalle der am meisten vorkommenden lonen ermittelt.

3.5.8.2 Proteinidentifizierung

Die Datenbanksuche mit den ermittelten m / z-Verhéltnissen der Peptide eines Proteins in
der ,,NCBIInr*“-Datenbank (Veroffentlichungen 3.11.2010, 30.3.2011, 31.7.2011) mit Hilfe
der Mascot-Software (Version 2.2), entwickelt von Matrix Science (London, UK), diente
zur Identifizierung der Proteine. Die Taxonomie wurde auf die Sdugetierklasse begrenzt,
die Peptidmassentoleranz auf 0,4 Da festgelegt und eine fehlende Schnittstelle zugelassen.
Carbamidomethyl wurde als feste Cystein-Modifikation, die variable Oxidation von
Methionin sowie die Desaminierung von Asparagin und Glutamin beriicksichtigt. Fiir
einige Proteinbanden wurde die Suche auf phosphorylierte Serin-, Tyrosin- oder
Threoninreste ausgeweitet. Mascot vergleicht die experimentell ermittelten Massenspektren
mit theoretischen Massenspektren der Datenbank und errechnet einen ,,Score®, der die
Ubereinstimmung beider Spektren angibt. Proteine wurden als identifiziert anerkannt, wenn

mehr als ein Peptid einen individuellen Score liber dem Mascot-Schwellenwert besal.
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3.6 Triacylglycerid-Bestimmung

3.6.1 Vorbereitung der Proben

25-30 mg kryokonserviertes humanes Lebergewebe wurden in 500 uL PBS mit 2 mM
EDTA lysiert (Abschnitt 3.5.1). Kultivierte Zellen aus 6-Mehrlochplatten wurden 2x mit
kaltem PBS gewaschen und mit 500pL PBS/EDTA in ein 1,5mL
Zentrifugationsrohrchen transferiert. Die Zellen wurden mit Hilfe einer Ultraschallsonde
aufgeschlossen (Amplitude 15, 2x 20sec, dazwischen 1 min auf Eis). Unlosliche
Bestandteile =~ wurden  kurz  abzentrifugiert (15sec, 14.000g). Fir die
Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Nanodrop wurden je 2,5 pL des Uberstandes

entnommen.

3.6.2 Lipidextraktion nach Bligh&Dyer

350 uL. des Lysates wurden in ein 15 mL Zentrifugationsrohrchen tiberfithrt und mit
1330 uL Methanol / Cholorform (2:1) fiir 1 min gemischt [233]. Es folgte eine 15-miniitige
Inkubation bei RT. AnschlieBend wurden 437,5 uL. Chloroform addiert und die Probe
erneut 1 min gut gemischt. Danach wurden 437,5 uL doppelt destilliertes Wasser fiir 1 min
mit der Probe gut vermischt. Zur Phasenbildung wurde eine Zentrifugation bei 1.000 rpm
bei RT fiir 5 min durchgefiihrt. Es entstand eine wissrige obere, eine milchige Inter- und
eine organische untere Phase, in der die Fette gelost waren. 700 uL der unteren Phase
wurden mit einer 1 mL Pipette entnommen. Dabei wurde ein positiver Druck beim
Durchstechen der oberen und Interphase ausgelibt. Die untere Phase wurde in ein 2 mL
Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und unter Stickstoffbegasung fiir 20 min verdampft.
AnschlieBend wurde das Pellet mit 100 puL Isopropanol / 1 % Triton X-100 gelGst.

Die Bestimmung der Triacylglycerid-Konzentration erfolgte unter Zuhilfenahme der
Triacylglycerid-Bestimmung-Kits. Eine Standardgerade des mitgelieferten Triacylglycerid
(TAG)-Standard wurde von 2-200 pg / mL TAG erstellt. Die Messung bei 500 nm wurde
mit je 10 uL Probe und 90 pL aktivierter Reagenz in einer 96-Mehrlochplatte nach 15-20-
miniitiger Inkubation bei RT durchgefiihrt. Die Proben wurden in Triplikaten gemessen und

auf 1 mg Protein der Probe bezogen.
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4. Ergebnisse

4.1 Analyse der Perilipin / PAT-Proteinexpression in situ und in vitro

4.1.1 Differentielle PAT-Proteinexpression in Lebern unterschiedlichen
Steatosegrades

In Voruntersuchungen konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass bei humaner
Leberparenchymverfettung in situ Adipophilin, TIP47 und de novo Perilipin in
Hepatozyten vorkommen und differentiell exprimiert werden [63]. In dieser Arbeit wurde
nun das bestehende Kollektiv erweitert und iiber 30 Kryoproben humanen Lebergewebes
mit unterschiedlich stark ausgeprigter Parenchymverfettung mit mikroskopischen,
proteinbiochemischen und molekularbiologischen Methoden hinsichtlich der PAT-
Proteinexpression und deren Regulation untersucht. Perilipin- und Adipophilin-positive
Lipidtropfen mikrovesikulédr verfetteter Hepatozyten waren in Richtung des basolateralen
Zellpols verteilt (sieche Anhang Abb. 8. 4). TIP47 und MLDP waren, passend zu ihrer
beschriebenen Lokalisation, um winzige Lipidtropfen angelagert und zytoplasmatisch
nachweisbar. In stark verfetteten humanen Hepatozyten mit vorwiegend makrovesikuldrer
Steatose lokalisierten Perilipin und Adipophilin um mittelgroB3e bis grofe und gelegentlich
MLDP um mittelgroBe Lipidtropfen. Perilipin-positive Lipidtropfen waren vorwiegend
perizentral (Zone 3 des Leberldppchens) vorhanden, wie bereits beschrieben. Zur Frage
einer Kolokalisation bzw. differentiellen Lokalisation der PAT-Proteine an Lipidtropfen,
wurden Mehrfachimmunfluoreszenzfiarbungen durchgefiihrt. Adipophilin und Perilipin
wiesen eine Kolokalisation an einzelnen, als auch eine differentielle Expression an anderen
Lipidtropfen auf. MLDP kolokalisierte mit Perilipin und / oder Adipophilin, jedoch nur
sehr selten mit TIP47. TIP47 in HSCs kolokalisierte mit Adipophilin (Abb. 4. 1).
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TIP47

Abb. 4. 1: Konfokale Laser-Scanning-Immunfluoreszenzmikroskopie von PAT-Proteinen in humaner
Leberparenchymverfettung. Perilipin (Peri, griin), Adipophilin (AP, rot), MLDP (blau) und TIP47 (rot)

zeigen ein differentielles Verteilungsmuster an Lipidtropfen. Kolokalisation von Perilipin und Adipophilin
(gelbe Mischfarbe) mit gelegentlich MLDP (weille Mischfarbe) an Lipidtropfen sind nachzuweisen, jedoch
nur vereinzelt Kolokalisation von MLDP mit TIP47 (pinkfarbene Mischfarbe). Messbalken: 25um.

Die Triacylglycerid (TAG)-Konzentrationen der 31 humanen Lebern wurde bestimmt und
diese entsprechend ihres TAG-Gehalts fiir weitere Analysen geordnet (Abb. 4. 2A).
Nachfolgend wurden Immunblot-Analysen mit Antikorpern gegen die PAT-Proteine
Perilipin, Adipophilin (~55 kDa), TIP47 (~47 kDa) und MLDP (~56 kDa) und gegen die
bereits in der Literatur bekannten Haupttranskriptionsfaktoren des Lipidmetabolismus
PPARa (~55 kDa, [234]), PPARy (~57 kDa Isoform 2, [137]), sowie SREBP1 (~60-
70 kDa, [235]) durchgefiihrt (Abb. 4. 2B). Es wurde ein monoklonaler Antikdrper (Progen)
gegen ein Epitop am N-Terminus von Perilipin verwendet, welcher 3 Proteinbanden
verschiedener Grofen in den Lebergewebelysaten detektierte, die geméfl Lu und Koautoren
[50] am ehesten Perilipin A, B und C (~68 kDa, ~52 kDa und ~36 kDa) entsprachen. Die
GroBen der Proteinbanden stimmten mit den beschriebenen Isoformen des humanen
Fettgewebes liberein (siche Anhang Abb. 8. 5). Die beiden niedrigeren Banden (Perilipin B
und C) wurden nur in Zusammenhang mit einer starken Expression von Perilipin A
(~68 kDa) beobachtet. Die detektierten Perilipin-Banden wurden nach Immunprizipitation
in parallel durchgefiihrten silbergefiarbten SDS-PAGE zusitzlich massenspektrometrisch
analysiert und die Proben zur Frage der Isoform-Expression auf mRNA-Ebene untersucht

(vgl. hierzu Abschnitt 4.1.2). Zusitzlich wurde ein Antikorper, der die phosphorylierte
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Form von Perilipin A an Serin 522 erkennt, verwendet. Die Menge an Phospho-Perilipin
korrelierte positiv mit der detektierten Perilipin A-Menge im Immunblot.

Um die detektierte Proteinmenge untereinander vergleichen zu konnen, wurden
densitometrische Analysen durchgefiihrt und diese mit den entsprechenden Aktin-
Ladekontrollen verrechnet (Abb. 4. 3A). AnschlieBend wurde der prozentuale Anteil der
densitometrischen Werte fiir das jeweilig untersuchte Protein ermittelt, indem die Summe
der Werte von Lebern mit einer geringen Verfettung und denjenigen mit einer mittleren bis
hohen Verfettung dem Gesamtwert gegeniiber gestellt wurden (Abb. 4. 3B). Die PAT-
Proteine Perilipin, Adipophilin und MLDP, sowie PPARy und SREBP1 zeigten jeweils
eine positive Tendenz mit dem Grad der Verfettung der Hepatozyten. Im Gegensatz dazu
zeigten TIP47 (60,4 % zu 39,6 %) und PPARa (53,5 % zu 46,5 %) tendenziell eine hohere

Expression in Lebern mit geringerem Verfettungsgrad.
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Abb. 4. 2: Immunblot-Analyse von PAT-Proteinen in menschlichen Lebergewebelysaten. A)
Gesamtzelllysate von  Leberproben (1-31) wurden nach aufsteigender TAG-Konzentration
(ng TAG / mg Protein) aufgetragen. B) Antikérper gegen phosphoryliertes Perilipin (pPeri, Serin 522),
Perilipin (Peri, ~68 kDa, ~52 kDa, ~36 kDa), Adipophilin (AP, ~55kDa), TIP47 (~47 kDa), MLDP
(~56 kDa), PPARa (~55 kDa), PPARy (~57 kDa) und SREBP1 (~60-70 kDa) reagierten mit Proteinbanden in
entsprechenden Hohen auf Immunblots. Jeweils 120 pg Protein pro Spur wurde aufgetragen (vgl. hierzu

Aktin (~42 kDa)). Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten Seite angegeben.



Ergebnisse

67

A

Perilipin ; PPARa
160
140 4
120
3
=_100 :
© 8 ©
2
60
: | | |H | ”
20
12345678 91011121314151617 181920212223 2425262728293031 12345678 910111213141516171819202122232425262728293031
79 - ags 5
Adipophilin PPARy
° 4
5
4 .3
5 S
<, ©
2
2
1
0 I snlunla I n 0. I 1 I 0 I
123 456 7 8 910111213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 23 456 78 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
15 2
TIP47 SREBP1
15
1
E .
o s
05
Al | il || LT 11 |||.‘|,.I||,|,”|,|,II|I \\\\\\ 1
23456789101 121314151617 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 12345678 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
18
MLDP B
16
" Prozentualer Anteil [%] der
12 densitometrischen Werte
510 Perilipin| Adipophilin|  TIP47 MLDP
D5 #1 - #16 8,3 14,00 60,4 29,8
6 #17 - #31 91,7 86,0, 39.6 70,2
PPARQ PPARy| SREBP1
. I I IIII II II|| #1 - #16 53,5 43.9| 464
Uy T T T T IS R W TS T R T LT T n BT T #17 - #31 46,5 56,1 53,6

234567 8 910111213 14151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Abb. 4. 3: Densitometrische Auswertung der Immunblots von Abb. 4. 2. A) Fiir Perilipin wurden die 3

Perilipin-Isoform-Banden summiert. Werte wurden mit entsprechenden Aktinen verrechnet und auf

Leberprobe Nr.

1 normalisiert (fiir Perilipin Leberprobe Nr.

3). B) Der prozentuale Anteil der

densitometrischen Werte der analysierten Proteine wurde von Leberproben mit geringer (Nr. 1-16) und

mittlerer bis hoher (Nr. 17-31) Verfettung ermittelt (bzgl. Nummerierung siche Abb. 4. 2A). Abk.: a.u.:

willkiirliche Einheit.
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Der Zusammenhang zwischen PAT-Proteinmenge und PAT mRNA-Expression wurde
anhand einer kleineren Auswahl an Leberproben untersucht. Die mRNA-Werte wurden zur
besseren Vergleichbarkeit auf die Leberprobe Nr. 10 mit der geringsten Verfettung
normalisiert. Die PAT mRNA-Expression korrelierte partiell mit der entsprechenden
Proteinmenge (Abb. 4. 4). Beispielsweise stimmten die relative Perilipin mRNA-
Expression der Leberproben Nr. 25, 27, 30 und 31 mit den analysierten Proteinbanden in
Abb. 4. 2B iiberein. Vergleicht man jedoch Proben Nr. 23 und 24 miteinander, so zeigten
diese sehr unterschiedliche mRNA-Expressionen in Bezug zur Perilipin-Proteinmenge. Da
die verwendeten Primer der real-time PCR alle Perilipin-Isoformen erkannten, wurde in der
densitometrischen Analyse die Summe aller 3 detektierten Perilipin-Banden einbezogen.
Lebern Nr. 25 und 27 zeigten in Ubereinstimmung mit dem Proteingehalt die hdchste
Adipophilin mRNA-Expression innerhalb der untersuchten Proben. Im Gegensatz dazu
reflektierte die Adipophilin mRNA der Probe Nr. 31 nicht die relativ hohe Proteinmenge.
Die Tendenz einer hoheren Proteinmenge von TIP47 in gering verfetteten Leberproben
gegeniiber den Fettlebern und vice versa fir MLDP korrelierte nicht mit der mRNA-
Expression (Abb. 4. 3A, Abb. 4. 4). Allgemein betrachtet wies die mRNA-Expression der
cPATs Perilipin und Adipophilin groBere Schwankungen auf, als die mRNA-Expression
der ePATs TIP47 und MLDP. Die mRNA-Expression fiir PPARa und PPARY zeigte keine
signifikanten Unterschiede in den Proben. Interessanterweise korrelierte jedoch die hohere
PPARY2 mRNA-Expression der Leberproben Nr. 15, 24, 30 und 31 mit der relativen
Perilipin mRNA-Expression. Die SREBP1c mRNA-Expression korrelierte positiv mit
Leberparenchymverfettung.
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Abb. 4. 4: Semiquantitative real-time PCR von PAT- und Transkriptionsfaktoren-mRNAs in
menschlichen Leberproben. Ermittelte mRNA-Expressionen wurden auf die entsprechende mRNA-
Expression von Leber Nr. 10 (mit dem geringsten TAG-Gehalt) normalisiert (bzgl. Nummerierung siehe Abb.
4.2A).
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4.1.2 Analyse des Vorliegens von Perilipin-Spleilvarianten und -Modifikationen

In Adipozyten wird die Lipolyse durch die Phosphorylierung mehrerer Serine von Perilipin
reguliert [44, 141]. Aus Arbeiten in murinen Adipozyten, davon abgeleiteten Zelllinien
(3T3-L1) und steroidogenen Zellen ist bekannt, dass es mindestens 3 Isoformen von
Perilipin gibt, welche C-terminal verkiirzt sind (siche Abschnitt 1.2.1.1, [50]). Da
Untersuchungen zu Perilipin-Spleilvarianten und Modifikationen in humanen Lebern
fehlen, haben wir wunser Leberkollektiv darauthingehend mittels Immunblot,

Immunfluoreszenzmikroskopie und Massenspektrometrie untersucht [1].

4.1.2.1 Phospho-Perilipin

Mit Antikdrpern, die die phosphorylierte Form an Serin 522 von humanem Perilipin
erkennen, war im Immunblot eine schwache Bande in allen Perilipin-positiven Leberproben
nachweisbar (Abb. 4. 2B). In Doppelimmunfluoreszenzfarbungen verschiedener humaner
Leberproben (Nr. 15, 22, 23) kolokalisierte Phospho-Perilipin vollstdindig mit Perilipin
(Abb. 4. 5). Mittels Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie von Dr. Martina
Schnolzer (DKFZ) konnten Phosphorylierungen an Serin 130 und 382 festgestellt werden
(siche Abschnitt 4.1.4.1).
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Abb. 4. 5: Phosphoryliertes Perilipin (Serin 522) kolokalisiert vollstiindig mit Perilipin in humanem
Lebergewebe. Die Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie zeigt Positivitit von Phospho-Perilipin (pPeri,
griin) an Perilipin-positiven Lipidtropfen (Peri rot; gelbe Mischfarbe) und nur wenige ausschlielich Perilipin-
positive Lipidtropfen (bzgl. Nummerierung siche Abb. 4. 1A). Zellkerne sind blau (DAPI) dargestellt.
Messbalken: 20 um.

4.1.2.2 Untersuchung von Perilipin-Spleiivarianten mittels PCR

Immunblot-Untersuchungen mit Perilipin-Antikdrpern zeigten 3 Perilipin-Banden in
humanem Lebergewebe (Abb. 4. 2A). Weiterfithrend wurden die Isoformen von Perilipin
unter Verwendung bereits bekannter Primer in cDNA-Lysaten von Lebergewebe und
weillem Fettgewebe untersucht [63]. Es wurden alle 3 Perilipin-Isoformen in humanem

Lebergewebe und weilem Fettgewebe nachwiesen (Abb. 4. 6). Die Banden auf dem
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Agarosegel entsprachen den erwarteten GroBen: Perilipin A - 687 bp, Perilipin B - 497 bp,
Perilipin C - 374 bp. In weilem Fettgewebe waren Perilipin B und C im Gegensatz zu
Perilipin A nur sehr gering vorhanden. Die Leberproben Nr. 22, 24, 30 und 31 zeigten im
Immunblot je 3 Proteinbanden bei ~68 kDa, ~52 kDa und ~36 kDa (Abb. 4. 2B). In
Ubereinstimmung konnten die mRNAs von Perilipin A, B und C in diesen Lebern
nachgewiesen werden (Ausnahme Nr. 30, Peri C). Die 3 mRNAs fiir Perilipine A-C waren
auch in Nr. 15 nachweisbar, wohingegen auf Proteinebene nur Perilipin A und B detektiert
werden konnten. Die Leberproben Nr. 2 und 11 zeigten positive Signale fiir Perilipin B und
C mittels PCR, waren jedoch negativ fiir Perilipin im Immunblot, passend zur besseren

Sensitivitdt der cDNA-Amplifikation mittels PCR.

Leber

16 22 23 24 25 30 31

Peri B - 500bp

. - 400b
Peri C P

p2m 200bp

Abb. 4. 6: PCR-Analyse von Perilipin-Isoformen in humanem Leber- und weiflem Fettgewebe. Agarose-
Gelelektrophorese der PCR-Amplifikate mit Primern fiir Perilipin (Peri) A (687 bp), Peri B (497 bp) und Peri
C (374 bp). B-2-Mikroglobulin (f2m) diente zur Ladekontrolle (bzgl. Nummerierung siche Abb. 4. 1A). Die
DNA-Marker-Referenz ist auf der rechten Seite angegeben. Abk.: bp: Basenpaare.

4.1.2.3 Untersuchung der Spleifivarianten mittels Immunprizipitation und
Elektrospray-lonisation Massenspektrometrie

Um die Perilipin-Spleilvarianten auf Proteinebene zu verifizieren, wurden diese mittels
Immunprézipitation (IP) aus einem Leberlysat angereichert. Hierzu wurde ein N-terminaler
panPerilipin-Antikorper (polyklonal, aus Kaninchen, Atlas Antibodies) verwendet. Der
Immunblot des Immunprézipitats zeigte mehrere Perilipin-spezifische Banden von ~68 kDa
bis 25 kDa, wihrend die Kontroll-IP mit Kaninchen-Normalserum (NS) keine Banden
aufwies (Abb. 4. 7A). Um die Banden massenspektrometrisch analysieren zu konnen,

wurde die IP-Fraktion in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteine mit einer fiir
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die Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) kompatiblen Silberfarbung
gefirbt (Abb. 4. 7B).

A Perilipin NS B

kDa L pcUB pcP pcPriIPUB IP IPr IPUB IP IPr IP-Peri IP-MS

170- 170-
130- 130-

100- 100-

72- By

1
56- 2

72-

56-

43-

34-
3
4

Abb. 4. 7: Immunprizipitation (IP) von Perilipin mit Immunblot (A) und korrespondierender

43-

34-

26-

Silberfirbung (B). A) Immunblot (mit monoklonalem Mausantikorper) der IP-Fraktionen von panPerilipin
(Peri) mit mehreren Banden zwischen ~68 kDa und ~25kDa. B) Silberfarbung der IP-Fraktionen.
Molekulargewichtsmarker sind auf der linken Seite angegeben. Abk.: NS: Normalserum, L: Lysat, pc:
Vorklirschritt, UB: Uberstand, P: Sediment, Pr: Sedimentrest nach nochmaligem Aufschluss.

Banden, die ausschlieBlich im Perilipin-Immunpréizipitat und nicht im Kontroll-Prézipitat
nachweisbar waren (rot umrandet in Abb. 4. 7B), die den Bandengréf3en des Immunblots
entsprachen (rot gestrichelt umrandet in Abb. 4. 7A), und ein zusétzlicher Bereich zwischen
27-30 kDa wurden mittels ESI-MS von Dr. Martina Schnolzer (DKFZ) untersucht. Fiir
Probe 1 konnten Peptide iiber die gesamte Perilipin A-Proteinsequenz nachgewiesen
werden (Abb. 4. 8). Damit konnten wir nochmals sichern, dass es sich um Volle-Linge
Perilipin in humaner Leber handelt und nicht um eine leberspezifische Perilipin-Variante.
Interessanterweise nahm die Sequenzabdeckung der Peptide von Probe 1 zu 4 C-terminal
ab. Da die in der Literatur beschriebenen murinen Perilipin-Isoformen ebenfalls C-terminal
verkiirzt sind [50], unterstiitzt dieses Ergebnis zusammen mit den detektierten Perilipin-

Proteinbanden das Vorhandensein von Perilipin-Isoformen in humanem Lebergewebe.



74

Ergebnisse

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

MAVIHEGLTLL
VASVCHAYEE
KIPALQYPPE
ELLWGVARDT
PAPGHQQAQK
IPGVVELSSL
TEGEDTEEEE
TWAPRAVLGH
TVPLPELSLM
CPERSLESALQ
FRESVMEPIL

MAVNEGLTLL
VASVCHAYEE
EIPALQYPPE
ELAWGVARDT
PAPGHQQAQE
IPGVVPLSSL
TEGEDTEEEE
TWLP LAVLGH
¥YPLPRLSLH
CPRERSLRSAC
FEPSVMEP IV

MAVNESLTLL
VASVCHAYEE
KIPALQYPPE
ELAWGVARDT
PAP GHOQAQK
IPGVVPLSSL
TEGEDTEEEE
TWALP LAVLGH
TVPLPELSLHM
CPRESLESAC
FRESVHER IV

MAVNEGLTLL
VASVCHAYEE
KIPALQYPPE
ELLUGVARDT
PAP GHQQAQK
IPGVVELSSL
TEGEDTEEEE
TWAP RAVLGH
TVPLPRELSLM
CPRRESLESAD
FRESVNEFR IV

DGDLFEQERY
GVSASSLADL
KIASELEDTI
AFEFAAHTRAG
IPEAEP3LLS
AOWGASVAMO
ELETEENEFS
AGREVLHLTPA
EPESEFERDID
SPGAPFGPGL
GRTHYZOLRE

DGDLPEQEHY
GFVSASSLAD
EIASELEDTI
AFFAANTRAG
SPEKAKPSLLS
AQWGASVANMD
ELETEENEES
AGENLHLTPA
EFPESEFEDID
SPGAPFPGPGL
GETHYTIOLRE

DGDLPEQENY
GWOSASSLALA
KIASELEDTI
AFEFAAHNTRAG
SPEALKPILLS
LOQWGEASTAMO
ELETEENEFS
AGREVLHLTFA
EFESEFRDID
SPGAPPGPGL
GETHY3IOLERE

DGDLPEQERY
GWOSASSLAA
KIASELEDTI
AFFAAHTRAG
SPEAKF3LLS
AQWGAIVAMO
ELETEEMNEFS
AGRVLHLTPA
EFPESEFRDID
3PGAPFGPGL
GRETHY3OLRE

LORVLQLPYY
WSMEPVVEEL
STRLES LENS
PLASGGADLA
RYGALTHTLS
LVSRERSEVE
EVLALPGERG
PAVSSTKGEA
NPFLEVERRE
EDEVATPAAP
ES

LORVLQLPVYV
WSHEPVVRRL
STRLESARNS
FLASGGADLA
FVGALTHTLE
LVSRRRSEVE
EVARALPGPRG
PAVSSTKGRL
HPPAEVERRE
EDEVATELAF
ES

LORVLQLEVV
WSMEPVVEERL
STRLESARHS
FLASGGADLA
FVGALTHTLS
LVSRRRESEVE
EVLALPGPRG
PAVSSTHESRL
NPFAEVERRE
EDEVATPLAP
ES

LORVLOLFVV
WSMEPVVERRL
STRELESARHS
FLASGGADLA
REVGALTHTLS
LVSERRESEVE
EVLALPGPRG
PAVSSTHEGRL
NPFALEVERRE
EDEVATPLAF
ES

SGTCECFQET
STOFTAAHEL
ISVPIASTSD
LGSIEEVVEY
BRYTWVQ)TMAR L
VPWLHZLARA
LLGGAAHTL]
MSLSDALEGY
AERPASGAPS
RF GEPAVPRE

SGTCECFQET
STQF TAANEL
ISVPIASTSD
LGSIEEVVYEY
BYTV(THMARA
YPWLHSLAAL
LLGGAVAHTLO
MSLESDALEGWY
AERRAIGAPS
RFGFFAVPERE

SGTCECEQET
STQFTAAWEL
ISVYPIASTSD
LGSTEEVVEY
BRYTWVQTHAR L
WPWLHSLAAL
LLGGVAHTLO
M3LI3DALEGWV
AERRAIGAPS
RPGFPAVPERE

SGTCECFQET
STOFTAAHEL
ISVPIASTSD
LGSTEEVVYEY
BYTWV)THMAR L
YPWLHZLARA
LLGGEVAHTLO
M3L3DALEGY
AERRAIGAPS
RPGFPAVPEREE

YTTZTEELHFPL
ACRGLDHLEE
EVLGALRLAGC
LLPADEEESA
LEQGHTWVAMIW
QEEDHEDQTD
ETLOTTISAV
TONWVWDTWVWVH
AGPEPAPRL A
KPEREWSDSF

YTZTEEAHPL
ACRGLDHLEE
FVLGAALAGC
LLFADEEESA
LEQGHTWV AMW
QEEDHEDQTD
KTLOTTISAV
TDIVVDTWVVH
AGPEPAFRLA
FKFEREVIDIF

YTTSITEEAHFL
ACBRGLDHLEE
EVLGARLAGC
LLPADKEEESA
LEQGHTWVAMW
QEEDHEDQTD
ETLOTTIZAV
TDIWVWD TV H
LGPEFPAPRLA
KPERRVIDSF

YTT3ITEEAHFPL
ACRGLDHLEE
EVLGALALAGC
LLPADEEESA
LEQGHTWVAMW
QEEDHEDQTD
ETLOTTIZAV
TONWVWDTWWVH
LGPEPAPELA
KPEREWV3IDIF

Abb. 4. 8: Sequenzabdeckung von Perilipin in der Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie.
Proteinproben der Immunprézipitation mit Antikdrpern gegen panPerilipin aus Abb. 4. 7B wurden analysiert.
Rot markiert sind Peptide, die durch die ESI-MS-Analyse in den jeweils 4 Proteinbanden gefunden wurden.
Dargestellt ist jeweils das Volle-Léange Perilipin A.
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4.1.3 Die Perilipin-Expression in chronischer Leberparenchymverfettung ist
unabhéngig von der Atiologie

Es wurde in Vorarbeiten gezeigt, dass die PAT-Proteinexpression sich nicht beziiglich der
Fettleberitiologie, wie z.B. AFLD / ASH, NAFLD / NASH und chronischer Hepatitis C
(HCV) unterscheidet [63]. Da die Perilipin-Expression in einigen Féllen von
mikrovesikuldrer Steatose besonders niedrig war, filhrten wir zusétzlich weitere
immunhistochemische PAT-Proteinanalysen mit Lebergewebe anderer, auch seltener
Atiologien durch. Als Positivkontrolle waren Lebergewebe mit nicht-alkoholischer
Steatohepatitis (NASH) und chronischer Hepatitis C stark positiv flir Perilipin. Zusitzlich
konnte Perilipin bei 16 Leberproben mit Leberparenchymverfettung, die durch
Medikamenteneinnahme, wie bei Kortison- oder Tetracyclin-Therapie (8), Morbus Wilson
(3) oder durch genetische Erkrankungen (z.B. Glykogenose (2), Mitochondriopathie (3))
bei Kindern verursacht wurden, nachgewiesen werden (Abb. 4. 9). Die Perilipin-Expression
war nicht nur unabhiingig von verschiedenen Atiologien, sondern auch von Alter und

Geschlecht.
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Perilipin Adipophilin

Kortison

Abb. 4. 9: Immunhlstochemle von PAT-Protelnen in humaner ‘ Leberparenchymverfettung
unterschiedlicher Atiologie. Perilipin und Adipophilin werden in NASH, Kortison-induzierter
hepatozelluldrer Steatose, chronischer Hepatitis C (HCV), Morbus Wilson und Mitochondriopathie (MCP)
exprimiert. MLDP und TIP47 lagern sich vor allem um Lipidtropfen in mikrovesikuldrer Steatose und in

ballonierten Hepatozyten (NASH, schwarzer Pfeil). Messbalken: 200 pm.

In differenzierenden 3T3-L1-Priadipozyten ldsst sich Perilipin auf mRNA- und
Proteinebene erst nach 3 Tagen nachweisen [80]. Um zu {iberpriifen, ob Perilipin ebenfalls
charakteristisch fiir eine Langzeitspeicherung aber nicht Kurzzeitspeicherung von
Triacylglyceriden in Hepatozyten ist, wurden Biopsien von Patienten nach
Lebertransplantation (LTX) untersucht, bei denen in kurzen Abstinden Kontrollproben
vorlagen. In einem Fall waren zum Zeitpunkt der Transplantation nur sehr geringe Mengen
der PAT-Proteine nachweisbar (Abb. 4. 10A). 2 Wochen nach Transplantation entwickelte
sich eine milde mikrovesikulire Steatose mit Adipophilin-, MLDP-, und TIP47-positiven
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Lipidtropfen aufgrund parenteraler Erndhrung und Medikamenteinnahme. Nach 10
Monaten nach Lebertransplantation war eine schwergradige Kortison-induzierte
Leberparenchymverfettung nachweisbar. Nun waren neben Adipophilin-, MLDP-, und
TIP47-positiven Lipidtropfen auch schwach Perilipin-positive Lipidtropfen nachweisbar. In
Abb. 4. 10B, ist eine weitere Transplantatleberbiopsie mit einer Medikamenten-induzierter
Steatose (TX) eines anderen Kindes gezeigt, die positiv fiir Adipophilin, TIP47 und MLDP,
jedoch negativ fiir Perilipin war. Ahnliche Ergebnisse konnten in weiteren 21 Patienten

nachgewiesen werden (Pawella et al. in Vorbereitung).
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Abb. 4. 10: Fehlen von Perilipin bei akuter Steatose. Inmunhistochemische Analysen der PAT-Proteine in
Leberbiopsien nach Lebertransplantation (LTX). A) Nullbiopsie bei LTX eines 4-Monate alten Kindes.
Mittlere Reihe: 2 Wochen nach LTX: Steatose durch parenterale Erndhrung (PN). Untere Reihe: 10 Monate
nach LTX eine starke Kortison-induzierte Leberparenchymverfettung mit Positivitédt fiir alle PAT-Proteine
(einschlieBlich Perilipin). B) Leberbiopsie aus einer Transplantatleber eines Kindes mit Steatose ohne
Perilipin-positive Lipidtropfen. Pfeile: kleine Perilipin-, Adipophilin, oder TIP47-positive Lipidtropfen.
Messbalken: 200 pm.
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4.1.4 Interaktion von PAT-Proteinen mit anderen Proteinen

In der Literatur wurden neben den PAT-Proteinen weitere Lipidtropfen-assoziierte Proteine
in einer Vielzahl von Zelltypen beschrieben (Abschnitt 1.2.2). Wir waren nun daran
interessiert, mogliche Interaktionspartner von Perilipin in Hepatozyten und weitere
hepatische Lipidtropfen-assoziierte Proteine zu identifizieren. Hierzu wihlten wir die
folgenden zwei Ansétze: Co-Immunprizipitation aus Lebergewebe, um mogliche
unbekannte  Interaktionspartner mittels ESI-MS zu finden sowie gezielte
Immunfluoreszenzfiarbung bereits bekannter Lipidtropfen-assoziierter Proteine in situ. In
der Immunfluoreszenz waren CIDEB, CGI58, Caveolin-1 und -2 nicht mit Lipidtropfen in

Hepatozyten in situ assoziiert.

4.1.4.1 Co-Immunpriézipitation in situ

Fir Co-Immunprizipitationsanalysen wurde ein Perilipin A-spezifischer Antikorper
gewahlt (Sigma, Kaninchen, Abb. 4. 11, Immunblot). Diese Perilipin A-Bande war
ebenfalls in der Silberfarbung des Perilipin-Prézipitats gut sichtbar (Abb. 4. 11, rote
Umrandung, massenspektrometrische Analyse sieche Anhang Abb. 8. 6). Da die IgG-
Banden des Antikorpers sehr stark waren, wurde versucht, diese durch chemisches
Crosslinking des Perilipin-Antikérpers an die Beads zu reduzieren. Der Protein-Antikorper-
Komplex 16ste sich damit erst durch Abkochen von den Beads (IP-Restfraktion (IPr), Abb.
4. 11) und nicht durch Anderung des pH-Werts (IP-Fraktion). Wir analysierten 5 Banden
mit Hilfe von ESI-MS, die nicht im Vorklarschritt und Kontrollserum prézipitierten (siche
Anhang Abb. 8. 7). Ein mdglicher Interaktionspartner von Perilipin kénnte das ,,WD
repeat-containing protein 11*  (WDRI11, Bandel, Abb. 4. 11) mit 53%
Proteinsequenzabdeckung und {ibereinstimmenden Molekulargewicht sein. WDR-Proteine
sind ubiquitdr exprimiert und spielen vielseitige Rollen in zelluliren Prozessen, wie z.B.
auch in Vesikeltransportprozessen. Banden 2 und 3 (Abb. 4. 11) préasentierten aufgrund der
niedrigen Sequenzabdeckung und nicht korrelierender Proteingrofen keine signifikanten
Interaktionspartner. Die Doppelbande bei ~68 kDa entsprach Perilipin A (Bande 4 und 5,
Abb. 4. 11). Perilipin A in Bande 5 lag an Serin 130 und 382 phosphoryliert vor. Die
Doppelbande konnte demnach entweder durch die Phosphorylierung verursacht werden,

oder durch Degradation des Proteins wéhrend des zeitaufwendigen IP-Protokolls.
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Blot Silberfarbung
ohne crosslink mit crosslink
Peri NS Peri NS
kDa IP-Pen IP IP P IPr P IPr
f —_—
170- ‘
130-
100-
-
56- .
43-
34-
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Abb. 4. 11: Immunprézipitation (IP) von Perilipin A aus humanem Lebergewebe. Der Antikorper
reichert Perilipin A an, welches als Proteinbande gut in der Silberfiarbung zu erkennen ist (rote Umrandung).
Die IP-Kontrolle wurde mit Normalserum (NS) durchgefiihrt. Perilipin A-Antikdrper (Peri) wurde an Beads
durch Crosslink gekoppelt. Die Proteine dissoziierten erst in der IPr-Fraktion. Die Protein-Banden 1-5 wurden
mittels ESI-MS analysiert (vgl. Anhang Abb. 8. 7). Molekulargewichtsmarker sind auf der linken Seite

angegeben. Abk.: IPr: Sedimentrest nach nochmaligem Aufschluss des Immunprézipitats.

Weitere Co-IP-Analysen ergaben, dass Perilipin und Adipophilin nicht miteinander
interagieren (Abb. 4. 12). Hierzu wurde eine IP im Gewebelysat humaner Fettleber mit
Antikorpern gegen Adipophilin durchgefiihrt (Abb. 4. 12A). Perilipin-Antikorper reagierten
mit einer fiir Perilipin A spezifischen Bande bei ~68 kDa im IP-Uberstand, jedoch nicht im
Immunprézipitat von Adipophilin. Das Immunprézipitat von Perilipin zeigte wiederum im

Immublot keine Bande fiir Adipophilin (Abb. 4. 12B).
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A B

IP: Adipophilin IP: Perilipin
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Abb. 4. 12: Co-Immunprizipitation (IP) zur Uberpriifung einer méglichen Interaktion zwischen
Adipophilin und Perilipin. A) IP mit Antikérpern gegen Adipophilin; Immunblot mit Antikdrpern gegen
Perilipin. Die Bande bei ~55kDa in IPr-Spur des Perilipin-Immunblots entspricht Adipophilin. B)
Immunprézipitation mit Antikorpern gegen Perilipin; Immunblot mit Antikérpern gegen Adipophilin. Die
Bande bei ~68 kDa in IPr-Spur entspricht Perilipin. Abk.: UB: Uberstand, IPr: Sedimentrest nach

nochmaligem Aufschluss.

4.2 Mechanismen einer PAT-Proteininduktion in vitro

4.2.1 Perilipin wird in Kurzzeitsteatose-Modellen nicht induziert

Da primire humane Hepatozyten oft schon Perilipin exprimieren und in vitro schnell
dedifferenzieren, wurden die hepatozytiren Zelllinien PLC, Huh7, Hep3B und HepG2 fiir
nachfolgende Versuche herangezogen.

Um die Effekte einer Fettbeladung auf das Expressionsniveau der PAT-Proteine zu
untersuchen, wurden die Zelllinien PLC, Huh7, Hep3B und HepG2 zuerst bis zu 6 Tage
lang mit BSA-gekoppelter Olséiure inkubiert und mit unbehandelten Kontrollen verglichen
(Abb. 4. 13A, C, D, E). Durch die Oleat-Behandlung stieg in allen Zellkulturen die
Adipophilin-Proteinmenge schneller iiber die Zeit an als in den unbehandelten
Kontrollzellen. Die TIP47-Proteinmenge blieb von der Oleat-Inkubation in Huh7-, Hep3B-
und PLC-Zellen unbeeinflusst. In HepG2-Zellen erhohte sich die TIP47-Proteinmenge nach
24 h. Mit ansteigendem TAG-Gehalt wurde eine abnehmende zytoplasmatische Fiarbung
von TIP47 beobachtet (Abb. 4. 14). Fiir MLDP war eine Erhohung in HepG2-Zellen mit
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der Zeit mit und ohne Oleat-Inkubation nachweisbar (Abb. 4. 13C). Gleichzeitig mit der
Zunahme der TAG-Menge in Oleat-behandelten HepG2- und Huh7-Zellen, stieg die
Adipophilin-Proteinmenge an. In Kontrollzellen war erst zu spéteren Zeitpunkten eine
geringe TAG-Erhohung zu beobachten (Abb. 4. 13B). Perilipin A war in den

Kurzzeitsteatose Experimenten nicht nachweisbar.
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Abb. 4. 13: Kurzfristige Induktion einer Steatose mit BSA-gekoppelter Olsiure. Immunblot von
Gesamtzelllysaten (jeweils 50 ug Protein pro Spur) mehrerer Tage Oleat-behandelter Huh7- (A), HepG2- (C),
Hep3B- (D) und PLC-Zellen (E) sowie von Kontrollzellen (Kont) ohne Oleat-Behandlung. Antikdrper gegen
Perilipin (Peri, ~68 kDa), Adipophilin (AP, ~55kDa), TIP47 (~47 kDa), MLDP (~56 kDa) und Aktin
(~42 kDa) wurden verwendet. Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten Seite angegeben. B) Relative
TAG-Konzentrationen (ug TAG / mg Protein) von Huh7- und HepG2-Zellen mit und ohne Oleat-Inkubation

(OA, Kont) normalisiert auf den entsprechenden Nullwert (n = 3).
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Immunfluoreszenzmikroskopisch stieg nach 2-tdgiger Inkubation von Huh7-Zellen mit
Oleat die Anzahl und Grof3e Adipophilin-positver Lipidtropfen zusammen stark an (Abb. 4.
14b). TIP47 translozierte vom Zytoplasma zur Oberfliche einiger groferer Lipidtropfen
(Abb. 4. 14d). Perilipin konnte immunfluoreszenzmikroskopisch nicht um Fetttropfen

nachgewiesen werden (Abb. 4. 14f).

Adipophilin E

BODIPY

yard

BODIPY

Abb. 4. 14: Immunfluoreszenzmikroskopie von PAT-Proteinen in einem Kurzzeitsteatose-Modell von
Huh7-Zellen. Adipophilin (a, b), TIP47 (c, d), und Perilipin (e, f) in unbehandelten (rot, jeweils links) und 2-
tagig Oleat-behandelten Huh7-Zellen (rot, jeweils rechts). Bzgl. Kolokalisation mit BODIPY-positiven
Lipidtropfen (griin) siche Einsatz. Die Zellkerne sind blau (DAPI) dargestellt. Messbalken jeweils 20 pm.

Immunfluoreszenzmikroskopie bekannter Lipidtropfen-assoziierter Proteine aullerhalb der
PAT-Proteinfamilie zeigte CGI58- und CIDEB-positive Lipidtropfen nach einer 2-tdgigen
Oleat-Inkubation von Huh7-Zellen. Caveolin-2 translozierte vom ER / Golgi-Komplex zu

Lipidtropfen (Abb. 4. 15).
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Abb. 4. 15: Immunfluoreszenzfirbung 2-tigig Oleat-behandelter Huh7-Zellen. CGI58 und CIDEB

assoziieren mit Lipidtropfen und Caveolin-2 (rot) transloziert vom ER/Golgi-Komplex zu Lipidtropfen nach
Oleat (OA)-Inkubation. Lipidtropfen wurden mit BODIPY gefdarbt (griin). Zellkerne sind blau (DAPI)
dargestellt. Messbalken jeweils 20 pm.

Zusétzlich zu BSA-Oleat wurde die PAT-Expression in Huh7- und HepG2-Zellen nach
Inkubation mit Kombinationen von Oleat, Cholesterin, LDL und dem PPARy-Agonisten
Ciglitazon untersucht (Abb. 4. 16A, B, C). In HepG2-Zellen verursachte die kombinierte
Gabe von Oleat und Cholesterin nach 3 Tagen eine hohere Adipophilin-Menge als in
HepG2-Zellen mit alleiniger Oleat-Inkubation (Abb. 4. 16A); dieser Effekt war jedoch nach
6 Tagen nicht mehr zu beobachten. Die alleinige Gabe von Cholesterin verursachte nach 6-
tagiger Inkubation in HepG2-Zellen eine hohere Adipophilin-Menge als in den
Kontrollzellen (Abb. 4. 16A, B). Die Adipophilin-Proteinmenge korrelierte positiv mit der
Zelldichte bei Aussaat. Je konfluenter die Zellen zu Beginn des Experiments waren, desto

mehr Adipophilin wurde exprimiert (vgl. z.B. die Adipophilin in Abb. 4. 16B). In Zellen,
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die bei Aussaat bereits 100 % konfluent waren, konnte keine oder nur cine allenfalls
schwache  Adipophilin-Zunahme  bei  unterschiedlichen = Oleat-Konzentrationen
nachgewiesen werden (Abb. 4. 16C). Ciglitazon und / oder LDL hatten keinen Einfluss auf
die PAT-Proteinexpression (Abb. 4. 16A, C). Perilipin konnte in keinem dieser
Kurzzeitsteatose-Modelle in signifikanter Proteinmenge detektiert werden. TIP47 zeigte

keine Anderung der Proteinmenge in den Immunblots.
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Abb. 4. 16: PAT-Proteine nach Inkubation von HepG2-Zellen mit unterschiedlichen steatogenen
Substanzen. Immunblot-Analyse (jeweils 50 pg Protein pro Spur) von Perilipin (Peri, ~68 kDa), Adipophilin
(AP, ~55 kDa), TIP47 (~47 kDa) und Aktin. A) HepG2-Zellen wurden 3 und 6 Tage lang mit Kombinationen
aus Cholesterin (C), LDL und Oleat (OA) inkubiert. Cholesterin wurde in einer Verdiinnung von 1:250 und
1:500 eingesetzt. B) Immunblot von HepG2-Zellen nach Inkubation mit Cholesterin-haltigem Medium
(1:250) fiir bis zu 10 Tage mit 2 verschiedenen Aussaatzelldichten. C) Immunblot von HepG2-Zellen nach
Inkubation mit 2 verschiedenen Oleat-Konzentrationen und / oder Cholesterin (1:250) und / oder Ciglitazon

(Cig) fiir 6 Tage. Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten Seite dargestellt. Abk.: C: Cholesterin.
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4.2.1.1 Untersuchung der PAT-Proteine in in vitro Hypoxie-Modellen

Da Perilipin in situ vorwiegend im sauerstoffirmeren perizentralen Bereich des
Leberldppchens exprimiert wird, untersuchten wir den Einfluss von hypoxischen
Kulturbedingungen (mittels DMOG oder Hypoxiekammer) in Huh7- und HepG2-Zellen
auf die PAT-Expression und die Perilipin-Induktion. Zur Uberpriifung der hypoxischen
Bedingungen wurde der ,,Hypoxia Inducible Factor 1- o (HIF1-a) als Positivkontrolle
verwendet. Die HIF1-a- und Adipophilin-Proteinmenge stiegen bereits nach einigen
Stunden in hypoxischer Umgebung an (Abb. 4. 17A, B). Sogar nach einer bis zu 12-tigigen
Inkubation in der Hypoxiekammer, konnte Perilipin nicht nachgewiesen werden. Die

TIP47-Proteinmenge blieb unbeeinflusst.

24h K  48h K 72h K 96h K 7d K 12d K kDa
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Abb. 4. 17: Immunblot von HIF1-a, Adipophilin (AP) und TIP47 bei Hypoxie. A) Huh7-Zellen wurden in
einer Hypoxiekammer und Kontrollzellen (K) unter normoxischen Bedingungen bis zu 12 Tage lang
kultiviert. B) In HepG2-Zellen wurden hypoxische Bedingungen durch die Zugabe von 1 mM DMOG
verursacht. DMSO diente als Kontrolle. Jeweils 50 ug Protein pro Spur wurde aufgetragen (vgl. dazu Aktin).

Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten Seite dargestellt.

4.2.1.2 Proteindegradation

Um den PAT-Proteinabbau zu verringern, wurde die proteasomale und lysosomale
Proteindegradation mit MG132 bzw. Ammoniumchlorid in Oleat-behandelten HepG2- und
Huh7-Zellen blockiert (Abb. 4. 18). Hierzu wurde nach 2-tdgiger Oleat-Inkubation
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entweder MG132 oder Ammoniumchlorid fiir 24 h zu den Zellen zugefiigt. In HepG2-
Zellen verminderte sich die Adipophilin-Proteinmenge geringfligig durch die Zugabe von
Ammoniumchlorid. Die Degradations-blockierenden Substanzen hatten jedoch keine
signifikante Auswirkung auf die Adipophilin-Menge in Huh7-Zellen und auf die Perilipin-

Expression.
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Abb. 4. 18: Immunblot von Perilipin (Peri) und Adipophilin (AP) in HepG2- und Huh7-Zellen nach 2-
tigiger Oleat-Inkubation mit zusiitzlich MG132 oder Ammoniumchlorid (NH4Cl) fiir 24 h. Jeweils
50 pg Protein pro Spur wurde aufgetragen (vgl. dazu Aktin). Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten
Seite dargestellt.

4.2.2 Perilipin-Induktion bei chronischer Steatose in vitro

Wiéhrend bei chronischen Lebererkrankungen Perilipin und Adipophilin Lipidtropfen
steatotischer Hepatozyten ummanteln, sind in hepatozytdren Zellkulturlinien in
verschiedenen Steatose-Modellen nur Adipophilin, TIP47 und MLDP, jedoch nicht
Perilipin, nachweisbar. Die Situation in situ wird damit durch diese Zellkulturmodelle nicht
hinreichend abgebildet. Mdglicherweise spielt Perilipin eine Rolle bei der
Langzeitspeicherung von Fetten (vgl. Abschnitt 4.1.3), die in den Kurzzeit-
Zellkulturmodellen nicht ausreichend widergespiegelt wird. Deswegen wurden Huh7-

Zellen bis zu 40 Tage mit unterschiedlichen steatogenen Substanzen behandelt.
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4.2.2.1 Effekte einer Oleat-Behandlung mit DMSO auf die PAT-Proteinexpression
Eine Inkubation mit BSA-gekoppelter Olsdure zeigte in den Kurzzeit-Versuchen die
starkste Verfettung von Zellen. Deswegen wurden Huh7- und HepG2-Zellen bis zu 40 Tage
lang mit Oleat inkubiert. Bei Wiederholungen zeigte sich jedoch, dass die PAT-Expression,
insbesondere die Perilipin-Expression, starke Schwankungen aufwies. Interessanterweise
zeigten HepG2-Zellen einer jungen Passage (P10-12) und Huh7-Zellen einer alten Passage
(P80-90) immunfluoreszenzmikroskopisch die beste Induktion von Perilipin mittels Oleat-
Inkubation. In Huh7-Zellen war jedoch generell nur eine schwache Perilipin-Farbung in
Immunfluoreszenzfarbungen an einigen Lipidtropfen zu beobachten. Da hohe Passagen
einen negativen Einfluss auf die genetische Stabilitit haben kann, wurden in allen
nachfolgenden Modellen nur Huh7-Zellen zwischen P15-30 verwendet [236].

Die Perilipin-Proteinmenge in jungen Huh7-Zellen konnte durch alleinige Oleat-Inkubation
nicht sichtbar induziert werden. Jedoch nach kombinierter Gabe von DMSO mit Oleat
(DMSO-0OA), war Perilipin A nach 10 Tagen mit einer Bande bei ~68 kDa zu detektieren
(Abb. 4. 19A). DMSO ist ein bekannter Faktor, der die Zelldifferenzierung induzieren und
das Zellwachstum arretieren kann [237-239]. Die Perilipin-Proteinmenge nahm im Verlauf
des Experiments zu. Die Adipophilin-Menge stieg durch die Inkubation mit Oleat mit oder
ohne DMSO an, wihrend die TIP47-Menge nach anfénglich starker Expression nach 3 - 6
Tagen abnahm. MLDP wurde wie Adipophilin durch die Verfettung erhoht (Abb. 4. 19A).
Immunfluoreszenzmikroskopisch war nach 10-tdgiger DMSO-OA-Behandlung Areale mit
Perilipin-positiven Fetttropfen nachweisbar. Interessanterweise waren in
Immunfluoreszenzfarbungen gegen Perilipin in allen Modellen immer positive Areale und
negative Areale auf dem Zellrasen sichtbar. Perilipin kolokalisierte vollstindig mit
Adipophilin an Lipidtropfen (Abb. 4. 19B). Ab 10 Tagen DMSO-Behandlung konnte
Perilipin ebenfalls um kleine Lipidtropfen nachgewiesen werden.
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit dem Proliferationsmarker Ki-67 zeigten, dass
Perilipin besonders in nicht-proliferierenden Zellen exprimiert wurde. Durch DMSO wurde
zusidtzlich, wie in der Literatur beschrieben [223, 224, 237], eine Differenzierung von
Huh7-Zellen induziert, wie durch die Bildung Gallenkanalikuli-dhnlicher Strukturen durch
Farbung mit Antikorpern gegen das ,,Tight Junction® Protein ZO-1 nach 10 Tagen
nachweisbar war (Abb. 4. 19B).
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Abb. 4. 19: Perilipin wird durch Langzeitbehandlung von Huh7-Zellen mit DMSO und Oleat induziert.
A) Immunblot (jeweils 25 pg Protein pro Spur) von Perilipin (Peri, ~68 kDa), Adipophilin (AP, ~55 kDa),
TIP47 (~47 kDa), MLDP (~56 kDa) und Aktin in Zelllysaten einer 3- 30-tdgigen BSA-Oleat- (OA), DMSO-,
bzw. DMSO / Oleat- (DMSO-OA) Inkubation im Vergleich zu Zelllysaten in normalem Medium (Kont).
Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten Seite dargestellt. B) Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie mit
Perilipin (rot) und BODIPY, Adipophilin, Ki-67 oder ZO-1 (griin) zum Zeitpunkt 0 und 10 d nach DMSO-
OA-Behandlung. Zellkerne sind blau (DAPI) dargestellt. Obere Reihe: Konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie. Untere Reihe: Epifluoreszenz-Mikroskopie. Messbalken: 25 pum.

Interessanterweise akkumulierten Lipide in Huh7-Zellen nicht nur nach Oleat- und DMSO-
Oleat-Behandlung, sondern auch in DMSO- und DMEM-Kontrollmedium. Die TAG-
Konzentration nahm in alleinig Oleat-behandelten Zellen zu Anfang schneller zu als in
Zellen, die mit DMSO-Oleat inkubiert wurden. Alleinige Behandlung mit DMSO zeigte
eine spatere TAG-Zunahme, jedoch konnte nach 6 und 10 Tagen kein signifikanter

Unterschied mehr im TAG-Gehalt aller Behandlungen beobachtet werden (Abb. 4. 20).
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Abb. 4. 20: Relative TAG-Konzentration von Huh7-Zellen nach Inkubation mit Oleat (OA), DMSO
oder DMSO-Oleat. Kontrollzellen in normalem DMEM-Medium wurden ebenfalls mitgefiihrt (DMEM).

Werte sind auf den Anfangswert (0 d) bezogen (n = 3).

4.2.2.2 Effekte eines Adipozyten-Differenzierungsmediums auf die PAT-
Proteinexpression

Perilipin ist das mengenméfig am meisten vorkommende Lipidtropfen-assoziierte Protein
in reifen univakuoldren Adipozyten. Aus diesem Grund testeten wir eine Mischung aus
adipogenen Faktoren, die zu einer in vitro Differenzierung von Priadipozyten zu
Adipozyten verwendet wird (PAM: Priadipozyten / Adipozyten-Differenzierungsmedium).
2 Tage postkonfluente Huh7-Zellen wurden zu diesem Zweck 3 Tage mit einer
Kombination aller 6 Faktoren inkubiert (Insulin, Biotin, Dexamethason, Ciglitazon,
Thyroxin, IBMX) und anschlieBend fiir bis zu 37 Tage mit Biotin, Insulin und
Dexamethason weiter differenziert. Da dieses Medium eine geringere FBS-Konzentration
(3 %) aufwies als normales Medium (DMEM, 10 % FBS) wurde ein Kontrollmedium mit
entsprechend niedrigem FBS-Gehalt mitgefiihrt. Perilipin (Isoform A) wurde nur durch
PAM-Medium nach 10 Tagen deutlich induziert (Abb. 4. 21). In den Kontrollzellen wurden
nach ca. 30 Tagen nur vereinzelt Perilipin-positive Lipidtropfen
immunfluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen. Auch in diesem Modell wurde eine
nacheinanderfolgende Proteinmengenzunahme von TIP47, MLDP, Adipophilin und dann
Perilipin beobachtet. Die Adipophilin-Menge stieg auch in Kontrollzellen zusammen mit

dem Lipidanstieg in diesen Zellen an (Abb. 4. 23).
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Abb. 4. 21: PAM-Medium induziert Perilipin in Huh7-Zellen. Inmunblot mit Antikdrpern gegen die PAT-
Proteine Perilipin (Peri, ~68 kDa), Adipophilin (AP, ~55kDa), TIP47 (~47kDa) und gegen die
Transkriptionsfaktoren PPARa (~55 kDa), PPARy (~55 kDa), CEBPa (~43 kDa), CEBPB (LAP*, ~55 kDa;
LAP, ~50 und ~45 kDa; LIP, 20 kDa) und SREBP1 (~70 kDa) nach PAM-Inkubation bis zu 40 Tage. Jeweils
50 pg Protein pro Spur wurde aufgetragen (vgl. hierzu Aktin). Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten

Seite dargestellt. Abk.: PAM: Praadipozyten / Adipozyten-Differenzierungsmedium.

4.2.2.3 Effekte einer Kombination des PAM-Modells mit DMSO auf die PAT-
Proteinexpression

Da DMSO einen positiven Einfluss auf die Perilipin-Expression im Oleat-Modell hatte,
kombinierten wir das PAM-Modell mit DMSO, um die Perilipin-Expression zu verstérken.
Im PAM-DMSO-Modell, konnte bereits nach 10 Tagen eine stirkere Perilipin-Expression
(Isoform A) induziert werden, die im Laufe der Zeit weiter zunahm (Abb. 4. 22A). In
Wiederholungen konnte Perilipin durch PAM-DMSO-Behandlung jeweils reproduzierbar
nach 10 Tagen im Immunblot nachgewiesen werden. Betrachtet man die Expression der
einzelnen PAT-Proteine, stellt man fest, dass sequentiell TIP47 und MLDP, dann
Adipophilin und schlieBlich Perilipin zu- und dann wieder abnahmen (Abb. 4. 22A, B).
Perilipin ummantelte BODIPY-positive Lipidtropfen aller Grofen und kolokalisierte mit
Adipophilin (Abb. 4. 22D). Die Analyse der PAT-Protein-Transkripte zeigte eine
anfiangliche Zunahme der Perilipin, Adipophilin und MLDP mRNA und einem zweiten
Expressionspeak nach 10 Tagen (Abb. 4. 22C). Adipophilin und MLDP stiegen auf
Proteinebene zusammen mit der mRNA-Expressionszunahme an. Perilipin konnte erst zu
spiteren Zeitpunkten (~10-20 d) im Immunblot detektiert werden, obwohl die mRNA

bereits frither zunahm.
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Abb. 4. 22: Langzeitbehandlung von Huh7-Zellen mit Priadipozyten / Adipozyten-
Differenzierungsmedium (PAM) mit DMSO verstirkt die Perilipin-Expression. A) Immunblot-Analysen
von Gesamtzelllysaten PAM- und PAM-DMSO behandelter Huh7-Zellen, detektiert mit Antikdrpern gegen
Perilipin (Peri, ~68 kDa), Adipophilin (AP, ~55 kDa), TIP47 (~47 kDa) und MLDP (~56 kDa) sowie die
Transkriptionsfaktoren PPARa (~55 kDa), PPARy (~55 kDa), CEBPa (~43 kDa), CEBPB (LAP*, ~55 kDa;
LAP, ~50 und ~45kDa; LIP, 20 kDa) und SREBP1 (~70 kDa). Jeweils 25 pg Protein pro Spur wurde
aufgetragen (vgl. hierzu Aktin). Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten Seite dargestellt. B)
Densitometrische Analyse der Immunblots von A (n = 3). Werte wurden jeweils auf Aktin normalisiert. Fiir
Perilipin und MLDP wurde ein kiinstlicher Anfangswert (= 1) gewéhlt. C) Semiquantitative real-time-PCR-
Analysen der PAT mRNAs. Werte sind auf den Nullwert normalisiert. D) In
Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie umrandet Perilipin (rot) BODIPY-positive Lipidtropfen (griin) und
kolokalisiert mit Adipophilin (griin) nach 10 und 30 Tagen PAM-DMSO. Zellkerne sind blau dargestellt
(DAPI). Messbalken: 25 um. Abk.: a.u.: willkiirliche Einheit.
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Der TAG-Gehalt in Zellen kultiviert in PAM- und Kontrollmedium nahm zu Beginn der
Behandlung stirker zu als in Zellen in PAM-DMSO (Abb. 4. 23). Zum Ende des
Behandlungszeitraumes wiesen Huh7-Zellen aller Behandlungen einen vergleichbaren
TAG-Gehalt auf. Die Induktion der Perilipin-Expression scheint folglich nur teilweise vom

TAG-Gehalt der Zellen abhéngig zu sein.
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Abb. 4. 23: Relative TAG-Konzentration von Huh7-Zellen unter Langzeitbehandlung mit PAM-
Medium mit bzw. ohne DMSO. Als Vergleich wurden Zellen in Kontrollmedien (PAM-Kont, DMEM)
kultiviert. Werte wurden auf einen Ausgangswert (Nullwert) bezogen (n = 2).

Zusitzlich untersuchten wir Zellvitalitit (MTT) und die Proliferationsaktivitit (BrdU) in
Huh7-Zellen nach PAM- bzw. PAM-DMSO-Behandlung. Die Zellvitalitit und
Proliferationsaktivitdt gingen nach 10-tdgiger Behandlung auf etwa 60-80 % im Vergleich
zum Anfangswert zuriick. Ein toxischer Effekt von DMSO konnte nicht festgestellt werden
(Abb. 4. 24A). Doppelimmunfluoresenzfiarbungen nach 10-titgiger PAM-, PAM-DMSO-
Behandlung mit dem Proliferationsmarker Ki-67 sowie mit dem ,,Tight Junction* Protein
Z0-1 zeigten, dass Perilipin besonders in nicht-proliferierenden, differenzierten Zellen mit
dargestellten Gallenkanalikuli, exprimiert wurde (vgl. hierzu Abb. 4. 19B). Zusitzlich
waren, in Ubereinstimmung mit Immunblot-Analysen (Abb. 4. 21A, Abb. 4. 22A) nach 10
Tagen PAM-DMSO-Behandlung im Gegensatz zu PAM-Behandlung vermehrt Perilipin-

positive Lipidtropfen nachweisbar.
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Abb. 4. 24: Relative Zellvitalitiit, Proliferationsaktivitit und Differenzierungsgrad von Huh7-Zellen
nach 10-tiigiger PAM- oder PAM-DMSO-Behandlung. A) Relative Zellvitalitit und Proliferationsaktivitét
gemessen mit MTT und BrdU in Relation zum Nullwert (0d). Anzahl der Versuche n = 5. B)
Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie mit Perilipin (rot) und Ki-67 oder ZO-1 (griin) zum Zeitpunkt 0 und
10 d in Huh7-Zellen nach PAM- und PAM-DMSO-Behandlung sowie in Kontrollzellen. Zellkerne sind blau
(DAPI) dargestellt. Messbalken: 25 pm.
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4.2.2.4 PAT-Proteine werden auf (post)-transkriptioneller und posttranslationaler
Ebene reguliert

Um Modulatoren der Perilipin-Expression in den chronischen Steatose-Modellen zu
bestimmen, wurden Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige Rolle im hepatischen
Lipidmetabolismus spielen, analysiert. Die PAT-Proteine Perilipin, Adipophilin und
MLDP, jedoch nicht TIP47, werden durch die PPARs reguliert. Die PPARa- und PPARY-
Proteinmenge nahm wéhrend der Behandlung mit Oleat, PAM, PAM-DMSO und
Kontrollmedium zu (Abb. 4. 21, Abb. 4. 22A).

Antikorper gegen C/EBPa (,,CCAAT/Enhancer Binding Protein o) wiesen zeitlich zuerst
eine Zu- und dann Abnahme (Abb. 4. 21) oder nur eine Abnahme (Abb. 4. 22A) der aktiven
Isoform (~43 kDa) wéhrend PAM-Behandlung nach. Die inaktive Isoform bei ~30 kDa
wurde nicht detektiert. Antikdrper gegen C/EBP detektierten mehrere Proteinbanden bei
~55 (LAP*), ~50 und ~45 (LAP) und 20 kDa (LIP) auf (bzgl. Protein-Bandengrofe vgl.
[240]). Die aktiven Isoformen von C/EBPB (LAP*/LAP) wurden in Zellen mit PAM-
Behandlung mit und ohne DMSO, sowie in Kontrollzellen, {iber die Zeit hochreguliert. Die
Proteinmenge der inhibierenden Isoform (LIP) nahm wéhrend PAM-Behandlung entweder
geringfiigig ab (Abb. 4. 21) oder zu (Abb. 4. 22A). SREBP1 zeigte im PAM-Modell nur
eine schwache Hochregulation. Einhergehend mit der an- oder absteigenden PAT-
Proteinmenge, fand in allen untersuchten Modellen eine Verdnderung der Expression von
Transkriptionsfaktoren statt.

Perilipin wird auf posttranskriptioneller Ebene durch alternatives Spleilen reguliert,
wodurch 3 Isoformen (A, B, C) entstehen konnen. Perilipin A war in situ die am
mengenmifig am meisten vorkommende Isoform in Immunblot und PCR, aber auch die
anderen Isoformen B und C konnten ebenfalls in humanen Lebern nachgewiesen werden
(Abb. 4. 2B, Abb. 4. 6). In den in vitro Steatose-Modellen konnte nur Perilipin A auf
Proteinebene detektiert werden. Auf mRNA-Ebene waren jedochauch die mRNAs von
Perilipin B und C in Huh7-Zellen nach PAM-DMSO-Behandlung nachweisbar (Abb. 4.
25). Die mRNAs von Perilipin B und C konnten in Oleat-, DMSO-Oleat- und PAM-

Behandlung ohne DMSO nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 4. 25: PCR-Analyse der Perilipin-Isoformen A, B und C in Huh7-Zellen nach PAM-DMSO-
Behandlung. Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Proben mit Primern fiir Perilipin (Peri) A (687 bp),
Perilipin B (497 bp) und Perilipin C (374 bp). B-2-Mikroglobulin (f2m) diente zur Ladekontrolle. Die DNA-
Marker ist auf der rechten Seite angegeben. Abk.: bp: Basenpaare.

In der Literatur sind zusétzlich posttranslationale regulatorische Mechanismen der PAT-
Proteine bekannt [80, 241]. Die beiden cPAT-Proteine Adipophilin und Perilipin sind nur
gebunden an Lipidtropfen vor der Degradation geschiitzt, weshalb die TAG-Menge einen
wichtigen Einfluss auf die PAT-Proteinmenge ausiibt. In allen Zellkultur-Modellen
korrelierte die Perilipin- und vor allem die Adipophilin-Menge positiv mit der

Lipidtropfenakkumulation / TAG-Konzentration (Abb. 4. 20, Abb. 4. 23).

4.2.3 Anwendung der Steatose-Modelle auf Zelllinien nicht-hepatischen Ursprungs
Um zu iberpriifen, ob Perilipin auch in Zelllinien anderen Ursprungs induziert werden
kann, wurden die Steatose-Zellkulturmodelle (Oleat, PAM, PAM-DMSO sowie
Kontrollzellen) in zahlreichen weiteren Zelllinien wie Nierenepithelzellen (Caki-2, HEK-
293), Zellen eines kolorektalen Adenokarzinoms (HCT 116), Zellen eines Glioblastoms
(LN229), Zellen eines Adenokarzinoms des Gebarmutterhalses (Hela), Zellen eines
Mammakarzinoms (MCF-7) und immortalisierte Keratinozyten (HaCaT) angewendet. Im
Langzeit-Oleat-Modell stieg in allen Zelllinien, auler in LN229, Adipophilin an. Die
TIP47-Menge nahm nach Oleat-Behandlung in Caki-2-, Hela- und LN229-Zellen und in
PAM-Medium in MCF-7- und Hela, sowie in Kontrollzellen, mit der Zeit ab. Bei PAM-
Behandlung blieb die Adipophilin-Menge gleich. Perilipin konnte mit einer bis zu 13-
tagigen PAM-Behandlung und bis zu 35-tdgigen Oleat-Behandlung nicht nachgewiesen
werden (Abb. 4. 26).
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Abb. 4. 26: Immunblot-Analyse von PAT-Proteinen in Caki-2-, HEK-293-, MCF-7-, Hela-, HCT 116-

und LN229-Zellen nach Oleat- und PAM-Behandlung. Zellen wurden bis zu 35 Tage mit BSA-Oleat (OA)

und bis zu 13 Tage mit PAM-Medium oder in Kontrollmedium (K) inkubiert und auf Perilipin (Peri),

Adipophilin (AP) und TIP47 untersucht. 1: HEK-293-Zellen starben nach 13 Tagen mit PAM-Medium. Pro

Spur wurden jeweils 50 ug Protein aufgetragen (vgl. hierzu Aktin). Molekulargewichtsmarker sind auf der

rechten Seite dargestellt.
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Durch den Zusatz von DMSO bei der PAM-Inkubation wurde Adipophilin in Caki-2- und
HaCaT-Zellen hochreguliert und TIP47 in allen Zelllinien herunterreguliert (Abb. 4. 27).
Perilipin konnte in Immunfluoreszenzfirbungen zu keinem Zeitpunkt detektiert werden,
Immunblots zeigten jedoch eine schwache Bande bei ~68 kDa in unbehandelten Hela-
Zellen, oder zu spdteren Zeitpunkten nach PAM-DMSO-Behandlung in Hela-, Caki-2-,
HEK-293-, MCF-7-, HCT 116- und HaCaT-Zellen. Interessanterweise konnte Perilipin in
unbehandelten Hela-Zellen im Oleat und PAM-Versuch nicht detektiert werden (Abb. 4.
26). Die Immunblots gegen Perilipin wiesen einen hohen Hintergrund mit vielen
unspezifischen Banden auf, sodass unklar bleibt, ob wirklich spezifisch Perilipin induziert
wurde; insbesondere da in der Immunfluoreszenzfarbung keine Lipidtropfen angefirbt
wurden. Einige Zelllinien starben nach Behandlung mit PAM oder PAM-DMSO ab (Abb.
4. 26, Abb. 4 27). Zusitzlich konnte in MCF-7-, Hela-, LN229- und HaCaT-Zellen
wihrend der PAM-DMSO-Behandlung zunehmende MLDP-Mengen nachgewiesen

werden.
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Abb. 4. 27: Immunblot-Analyse von PAT-Proteinen in Caki-2-, HEK-293-, MCF-7-, Hela-, HCT 116-,
LN229- und HaCaT-Zellen nach bis zu 30-tigiger PAM-DMSO-Behandlung. Antikdrper gegen Perilipin
(Peri), Adipophilin (AP), TIP47 und MLDP detektierten Proteinbanden entsprechend erwarteter
Proteingroflen. HEK-293-, MCF-7- und HCT 116-Zellen starben 10-20 Tagen in PAM-DMSO-Medium.
Jeweils 25 ug Protein pro Spur wurde aufgetragen (vgl. hierzu Aktin). Molekulargewichtsmarker sind auf der

rechten Seite dargestellt.

4.3 Effekte einer PAT-Protein-Herunterregulation in vitro

4.3.1 Transiente PAT-Herunterregulation (siRNA)

Um das Zusammenspiel der einzelnen PAT-Proteine genauer zu untersuchen wurden die
Effekte einer Herunterregulation von Adipophilin und/oder TIP47 in hepatozytdren
Zellkulturen analysiert. Jeweils 2 unterschiedliche siRNAs gegen Adipophilin bzw. TIP47
erzielten eine deutliche Verminderung der Proteinmenge nach 72 h in Huh7- (Abb. 4. 28A)
und HepG2-Zellen (Abb. 4. 28B). Die Herunterregulation von TIP47 zeigte nach 72 h
keinen Einfluss auf die Adipophilin-Proteinmenge und die Herunterregulation von
Adipophilin keinen auf die TIP47-Proteinmenge. Nach 72 h konnte keine signifikante

Expressionsinderung von Perilipin und MLDP durch eine Herunterregulation von
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Adipophilin und/oder TIP47 festgestellt werden. Die Zellvitalitit wurde durch die
Herunterregulation von Adipophilin nach 3 Tagen nur gering reduziert. Die Zellvitalitit bei
Herunterregulation von TIP47 sank nach 72 h auf ~60% im Vergleich zu unbehandelten

Zellen (Abb. 4. 28C).
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Abb. 4. 28: Immunblot-Analyse und Vitalititstest (MTT) von Huh7- und HepG2-Zellen nach siRNA-
vermittelter Herunterregulation von Adipophilin und / oder TIP47. A) Immunblot (50 pg Protein / Spur)
von Gesamtzelllysaten von Huh7-Zellen und B) Immunblot (jeweils 50 ug Protein pro Spur) von HepG2-
Zellen mit Antikorpern gegen Adipophilin (AP, ~55 kDa) und TIP47 (~47 kDa). Die Herunterregulation von
Adipophilin (A) und / oder TIP47 (T) wurde mit je zwei unterschiedlichen siRNAs (10 nM) durchgefiihrt.
Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten Seite angegeben. C) Zellvitalitédtstest von Huh7 (n = 1) und
HepG2 (n = 3) -Zellen mittels MTT-Test. Die Werte sind auf die Kontrollzellen normalisiert. Abk.: nons:

nonsense siRNA; TRK: Transfektionsreagenzkontrolle; Kont: unbehandelte Zellen.

4.3.1.1 Herunterregulation von Adipophilin und TIP47 verindert die
Lipidtropfenmorphologie

HepG2- und Huh7-Zellen wurden 24 h bzw. 48 h nach Transfektion fiir 24 h mit Oleat
inkubiert und die Lipidtropfen in den lebenden Zellen mit BODIPY angefarbt. Die Oleat-
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Inkubation hatte weder einen Einfluss auf die Proteinmenge von Adipophilin und TIP47 in
Zellen, die mit siRNAs gegen diese beiden Proteine behandelt waren (Abb. 4. 29A), noch
auf die Zellvitalitdt (Abb. 4. 29B). Die Herunterregulation von TIP47 mit und ohne Oleat-

Inkubation, jedoch nicht von Adipophilin, verusachte eine Abnahme der Zellvitalitit um

40 %.
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Abb. 4. 29: Immunblot und Zellvitalitit siRNA-behandelter HepG2-Zellen mit und ohne Oleat-
Behandlung. A) Immunblot (jeweils 50 pug Protein pro Spur) von HepG2-Gesamtproteinlysaten nach siRNA-
Behandlung von Adipophilin (Al und 2, AP) und / oder TIP47 (T1 und 2) fiir 48 h, 48 h inklusive 24 h Oleat
(OA), 72 h oder 72 h inklusive 24 h OA. Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten Seite dargestellt. B)
Zellvitalititstest (MTT) von HepG2-Zellen unter siRNA-Behandlung mit und ohne Oleat. Abk.: nons:

nonsense sSiRNA; Kont: unbehandelte Zellen.

Bei Fehlen von Adipophilin waren immunfluoreszenzmikroskopisch groBBere TIP47-
positive Lipidtropfen in Huh7- und HepG2-Zellen nach 18 h Oleat-Inkubation nachweisbar.
In Kontrollzellen ummantelte Adipophilin Lipidtropfen und das ePAT-Protein TIP47 zeigte
eine zytoplasmatische Farbung (Abb. 4. 30).
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Abb. 4. 30: Immunfluoreszenzmikroskopie von Adipophilin und TIP47 in Huh7- und HepZ-Zellen
nach siRNA-Transfektion gegen Adipophilin. 72 h nach Transfektion wurden Huh7- und HepG2-Zellen fiir
18 h mit Oleat inkubiert. TIP47 (griin) wurde an groBere Lipidtropfen in Abwesenheit von Adipophilin (AP,
rot) rekrutiert. Zellkerne sind blau (DAPI) dargestellt. Abk.: A siRNA: siRNA gegen Adipophilin, nons:
Kontrollzellen. Messbalken: 20 um.

Die Herunterregulation von Adipophilin, insbesondere die kombinierte Abwesenheit von
Adipophilin und TIP47 verursachte weniger, aber groBere Lipidtropfen in HepG2- und
Huh7-Zellen (Abb. 4. 31). Kontrollzellen und Zellen mit einer Herunterregulation von

TIP47 allein zeigten keine verdnderte Lipidtropfenmorphologie.
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Abb. 4. 31: Verinderte Lipidtropfenmorphologie in HepG2- und Huh7-Zellen durch transiente
Herunterregulation von Adipophilin (A) und TIP47 (T). 72 h nach Transfektion einschlielich 24 h Oleat-
Inkubation wurden lebende Zellen mit BODIPY (Lipidtropfen, griin) und Hochst33342 (Zellkerne, blau)
gefarbt. Abk.: nons: Kontrollzellen. Messbalken jeweils 20 pm.

Zur Klirung der Frage, ob groBe Lipidtropfen in Zellen mit herunterreguliertem
Adipophilin und TIP47 durch Fusion kleinerer Lipidtropfen entstehen, wurden HepG2-
Zellen 60-70 h nach Transfektion fiir ca. 8-12 h mit Oleat inkubiert, die Lipidtropfen in
lebenden Zellen mit BODIPY geféarbt und fiir 24 h Videos aufgenommen. Fusionen von
Lipidtropfen wurden widhrend der gesamten Aufnahmezeit beobachtet, wobei aus
mittelgrofen, nahe zusammenliegenden Lipidtropfen grof3e Lipidtropfen entstanden (Abb.
4. 32A-C). Die Fusion zwischen 2 Lipidtropfen fand in einem sehr kurzen Zeitraum statt.
Die Aufnahmegeschwindigkeit wurde weiter verkiirzt (von 4 min auf 0,5 min), jedoch
konnte selbst bei einem kurzen Abstand von 0,5 min zwischen 2 Aufnahmen kein

Ubergangsstatus beobachten werden.
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Abb. 4. 32: Fusionen von Lipidtropfen in HepG2-Zellen nach Herunterregulation von Adipophilin und
TIP47. Ausschnitte von Videoaufnahmen zu Zeitpunkten direkt vor und nach Fusion von siRNA-behandelten
und Oleat-inkubierten Zellen. A) 2 Fusionen von 3 Lipidtropfen zu einem groeren Lipidtropfen (Pfeil).
Aufnahmegeschwindigkeit: 1 Bild /4 min. B) 2 Fusionen von 4 Lipidtropfen zu 2 gréferen Lipidtropfen
(Pfeil). Aufnahmegeschwindigkeit: 1 Bild/ 1,5 min. C) Eine Fusion von 2 Lipidtropfen (Pfeil).
Aufnahmegeschwindigkeit: 1 Bild /0,5 min. Obere Reihe jeweils Phasenkontrast-Aufnahme. Untere Reihe
jeweils Lipidtropfen mit BODIPY (griin) angefirbt und Zellkerne sind mit Hoechst 33342 (blau) markiert.
Messbalken jeweils 10 pm.
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Die Grofle des im Fokus liegenden Querschnitts, der an der Fusion beteiligten Lipidtropfen,
wurde vor und nach Lipidtropfen-Fusion als Pixelfldche ausgemessen (Tab. 4. 1). Dabei
entsprach die Pixelfliche des fusionierten Lipidtropfens ndherungsweise der theoretisch
erwarteten Fliche. Abweichungen konnen dadurch erkldrt werden, dass die Lipidtropfen
nicht immer mit ihrem Mittelpunkt in der Fokusebene lagen. Die Gréfendnderung legte
nahe, dass die Lipidtropfen tatséchlich fusionierten und nicht aus der Fokusebene des
Mikroskops entschwanden. Folglich entstanden die grofen Lipidtropfen in siRNA-
behandelten Zellen gegen Adipophilin und TIP47 (Abb. 4. 31, Abb. 4. 33) teilweise durch
Fusion. Dies zeigt, dass Adipophilin mafgeblich an der strukturellen Integritit der
Lipidtropfen beteiligt ist. Die Beobachtungen schliefen jedoch nicht aus, dass zum einen
fusionieren und zum anderen Fusionen auch in

kleinere Lipidtropfen ebenfalls

unbehandelten Zellen vorkommen.

Tab. 4. 1: Auswertung der Lipidtropfengrofie (Pixelfliche) vor und nach Lipidtropfen-Fusion.

Pixelfliche
Fusion 1 Fusion 2
Vorher Nachher Vorher Nachher
A 293 /315 558 5777192 749
B 225/208 300 288 /216 349
C 238 /176 398 - -

A, B und C entsprechen den Videoausschnitten von Abb. 4. 32. Untersucht wurden jeweils 2 Fusionen in A

und B und eine Fusion in C.

In Immunblots nach kurzfristiger Herunterregulation von Adipophilin und / oder TIP47 mit
oder ohne Oleat-Behandlung konnte kein Perilipin nachgewiesen werden (Abb. 4. 28A, B,
Abb. 4. 29A). Jedoch zeigten Immunfluoreszenzfarbungen in den mit Adipophilin siRNA-
behandelten HepG2-Zellen nach Zugabe von Oleat fiir 24 h einige groBe Perilipin-positive
Lipidtropfen (Abb. 4. 33). Im Gegensatz dazu wurden keine Perilipin-positiven

Lipidtropfen in Kontrollzellen und in Zellen mit TIP47-Herunterregulation nachgewiesen.
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Abb. 4. 33: Immunfluoreszenzmikroskopie von Perilipin in siRNA-behandelten HepG2-Zellen. 48 h
nach Transfektion wurden HepG2-Zellen fiir 24 h mit Oleat inkubiert. Perilipin (Peri) ummantelte meist grof3e
BODIPY (BP)-positive Lipidtropfen in Abwesenheit von Adipophilin. Zellkerne sind blau (DAPI) dargestellt.
Abk.: A siRNA: siRNA gegen Adipophilin, T siRNA: siRNA gegen TIP47, A/T siRNA: siRNA gegen
Adipophilin und TIP47, nons: Kontrollzellen. Messbalken: 20 um.

4.3.2 Stabile Herunterregulation von Adipophilin und TIP47 in chronischen Steatose-
Modellen induziert Perilipin

Um die Effekte einer Herunterregulation von Adipophilin und/oder TIP47 auf die
dynamische PAT-Proteinexpression, besonders von Perilipin, in hepatozytiren Zellen
genauer analysieren zu konnen, kombinierten wir die in Abschnitt 4.2.2 charakterisierten
Langzeitsteatose-Modelle mit einer stabilen, kontinuierlichen Herunterregulation von
Adipophilin und/oder TIP47. Hierfiir wahlten wir die beiden erfolgreichsten in vitro
Modelle fiir die Perilipin-Induktion Oleat-DMSO und PAM-DMSO (Abschnitte 4.2.2.1 und
4.2.2.3). Die stabile Herunterregulation wurde mittels eines lentiviralen Systems der
zweiten Generation und synthetisch hergestellten ,,small hairpin®“ Ribonukleinsduren
(shRNA) gegen die mRNA von Adipophilin und TIP47 realisiert (freundliche Gabe von Dr.
Marie Hiet und Dr. Gualtiero Alvisi). Die verwendeten shRNAs waren nicht

sequenzidentisch mit den vorher verwendeten siRNAs.
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4.3.2.1 Friihere Perilipin-Induktion in Huh7-Zellen in Abwesenheit von Adipophilin
durch DMSQO-Oleat-Inkubation

Huh7-Zellen mit stabil, kontinuierlich herunterreguliertem TIP47 (Huh7 shT), Adipophilin
(Huh7_shA), oder TIP47 und Adipophilin (Huh7 shT/A) wurden bis zu 10 Tage mit einer
Kombination aus DMSO und Oleat behandelt (Abschnitt 4.2.2.1).

A
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Die Herunterregulation von Adipophilin und TIP47 blieb trotz steatogener Behandlung
weitgehend konstant (Abb. 4. 34A). Die Lipidtropfenmorphologie veridnderte sich
insbesondere bei Herunterregulation von Adipophilin oder TIP47 und Adipophilin zu
grofleren, aber in der Anzahl geringeren Lipidtropfen im Vergleich zu Huh7 shT- und
Kontrollzellen (Abb. 4. 34C). Bereits nach 3 Tagen stieg Perilipin in Huh7 shA-Zellen
sichtbar an und nahm weiter zu. Obwohl die Perilipin-Menge in Huh7 shA-Zellen anstieg,
blieb die TAG-Konzentration geringer als in Huh7 shT- und Kontrollzellen (Abb. 4. 34B).
Die Abwesenheit von TIP47 hatte negative Auswirkungen auf die Perilipin-Induktion, da
nach 10 Tagen unter DMSO-Oleat-Behandlung kein Perilipin im Immunblot detektiert
werden konnte. Zusitzlich wurde in den Huh7 shT/A-Zellen Perilipin deutlich spéter
induziert, obwohl in diesen Zellen ebenfalls Adipophilin herunterreguliert war, so dass eine
frithere Perilipin-Expression erwartet wurde. In normalen Huh7-Zellen wurde Perilipin stets
nach 10 Tagen mit DMSO-OA-Behandlung nachgewiesen (Abb. 4. 19A), in
Ubereinstimmung damit konnte Perilipin in Kontrollzellen ebenfalls erst nach 10 Tagen
detektiert werden (Abb. 4. 34A). Die Herunterregulation von Adipophilin resultierte in
einer Abnahme von TIP47 im Vergleich zu den Kontrollzellen. Dies wurde jedoch nicht in
siRNA-behandelten Zellen nachgewiesen (Abb. 4. 28A). Huh7 shT-Zellen zeigten unter
der DMSO-OA-Inkubation eine starke Varianz zwischen den Zeitwerten in der
Adipophilin-Proteinmenge, obwohl die TAG-Menge kontinuierlich zunahm. Die MLDP-
Menge nahm in den Kontrollzellen, welche 2-fach mit Kontroll-shRNA transfiziert wurden,
mit der Zeit zu. Wéhrend die kombinierte Herunterregulation von TIP47 und Adipophilin
keinen Einfluss auf die MLDP-Proteinmenge hatte, zeigten Huh7-Zellen mit einer
Herunterregulation von Adipophilin oder TIP47 eine schwache Zunahme der MLDP-

Proteinmenge mit der Zeit.

Abb. 4. 34: DMSO-Oleat behandelte Huh7-Zellen mit stabiler, kontinuierlicher Herunterregulation von
Adipophilin und / oder TIP47. A) Immunblot-Analyse (jeweils 25 pg Protein pro Spur (vgl. hierzu Aktin))
von Perilipin (Peri, ~68 kDa), Adipophilin (AP, ~55 kDa), TIP47 (~47 kDa) und MLDP (~56 kDa) in Huh7-
Zellen mit shRNAs gegen TIP47 (shT), Adipophilin (shA) oder gegen TIP47 und Adipophilin (shT/A) sowie
Kontrollzellen (Kont) nach 3-10 d DMSO-Oleat-Inkubation. Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten
Seite dargestellt. B) Relative TAG-Konzentrationen der siRNA_Huh7-Zellen nach bis zu 10-tdgiger DMSO-
Oleat-Behandlung. Die Werte beziehen sich auf den Anfangswert (0 d) der Kontrollzellen (n = 1). C)
Immunfluoreszenzmikroskopie von Huh7-Zellen nach 0 und 10 d DMSO-Oleat-Behandlung. Perilipin (rot)
ummantelt nach 10d Behandlung groe BODIPY (BP)-positive Lipidtropfen (griin) in Huh shA und
Huh7 shT/A-Zellen. Zellkerne sind blau (DAPI) dargestellt. Messbalken: 25 um.
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4.3.2.2 Expressionserhohung von Perilipin und MLDP in Abwesenheit von
Adipophilin und TIP47 im PAM-DMSO-Modell

Huh7-Zellen wurden mit der stabilen, kontinuierlichen Herunterregulation von TIP47
(Huh7_shT), Adipophilin (Huh7 shA), oder beiden (Huh7 shT/A) im PAM-DMSO-
Medium kultiviert (Abschnitt 4.2.2.3). Die Inkubation der Zellen mit PAM-DMSO
beeintrdchtigte nicht die stabile Herunterregulation von Adipophilin und TIP47 (Abb. 4.
36A). Die Zellvitalitdt nahm nach 10-tidgiger Behandlung in Huh7 shT, shA und shT/A
um ca. 20 % ab und mit Zusatz von DMSO um 40 %. Die Kontrollzellen zeigten keinen
Unterschied nach 10 Tagen mit oder ohne DMSO, ihre Vitalitdt nahm um 50 % in beiden
Behandlungen ab. (Abb. 4. 35). Die Zellproliferation ging nach 10 Tagen in PAM- oder
PAM-DMSO-Medium auf 30-50 % zuriick, wobei der Effekt von DMSO auf die
Proliferationsaktivitdt der Huh7 shT-Zellen am stirksten war. Interessanterweise zeigten
Huh7 shA- und Huh7 shT/A-Zellen eine bessere Uberlebensrate nach PAM-DMSO-
Behandlung als Huh7 shT- und Kontrollzellen.
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Abb. 4. 35: Zellvitalitait (MTT) und Proliferationsaktivitit (BrdU) von Huh7-Zellen nach stabiler
shRNA-vermittelter Herunterregulation von Adipophilin und TIP47 nach 10 Tagen in PAM- und
PAM-DMSO-Medium. Huh7-Zellen mit shRNAs gegen Adipophilin (A), TIP47 (T), TIP47 und Adipophilin
(T/A) oder sequenzunspezifisch (Kont) zum Zeitpunkt 0 und 10 Tage nach Behandlung mit PAM-Medium
mit und ohne DMSO. Die Werte sind auf den Anfangswert (0 d) der Kontrollzellen normalisiert (n = 5).

Wie fiir das DMSO-Oleat-Modell gezeigt, wurde Perilipin auch in PAM-DMSO-
behandelten Huh7 shA und shT/A-Zellen stirker induziert, als in Huh7 shT oder
Kontrollzellen, obwohl der TAG-Gehalt konstant niedrig blieb (Abb. 4. 36A, Abb. 4. 38A).
Zu spiteren Zeitpunkten war die Perilipin-Proteinmenge in Huh7 shT-Zellen hoher als in

den Zellen mit einer Adipophilin-Herunterregulation. In  Huh7-Zellen mit
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herunterreguliertem Adipophilin umrandete TIP47 nach 6-tigiger PAM-DMSO-
Behandlung groBle Lipidtropfen, kolokalisierte jedoch nicht mit Perilipin (Abb. 4. 36C).
Nach 10 Tagen Behandlung waren keine groBlen TIP47-positiven Lipidtropfen mehr
nachweisbar, sondern nur noch die zytoplasmatische Féarbung von TIP47.
Interessanterweise wurde mehr MLDP in Huh7-Zellen mit verminderter TIP47-Menge
nachgewiesen, jedoch blieb MLDP nahezu unbeeinflusst in Huh7 shA- und Huh7 shT/A-
Zellen. Die Anderung der MLDP-Proteinexpression in Huh7 shT-Zellen korrelierte mit der
ansteigenden MLDP mRNA-Expression. Im Gegensatz dazu zeigten Huh7 shT-Zellen im
DMSO-OA-Modell nach bis zu 10 Tagen keine stark erhdhte MLDP-Proteinmenge und
keine Perilipin-Induktion (Abb. 4. 34A).

In Kontrollzellen, die 2-fach mit einer sequenzunspezifischen-shRNA transfiziert wurden,
war Perilipin im Immunblot erst nach 30 Tagen nachweisbar. Der zeitliche Unterschied der
Perilipin-Induktion im Vergleich zu normalen Huh7-Zellen unter PAM-DMSO-
Behandlung konnte durch die 2-fache lentivirale Transfektion erklért werden. Die relative
mRNA-Expression von Perilipin stieg in den ersten Tagen der Behandlung in Huh7 shT-,
Huh7_shA- und Huh7_shT/A-Zellen stark an (Abb. 4. 36B). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der DMSO-Oleat-Inkubation der shRNA-behandelten Zellen (Abb. 4. 34A)
verminderte die Herunterregulation von Adipophilin die TIP47-Proteinmenge im Gegensatz
zu den Kontrollzellen, was im Gegensatz zu den siRNA-Ergebnissen steht, in denen die
TIP47-Proteinmenge durch die Adipophilin Herunterregulation nicht beeinflusst wurde
(Abb. 4. 28). Dies konnten aber auch Nebeneffekte der verwendeten siRNAs sein. Die

Adipophilin-Expression in Huh_shT- und Kontrollzellen stieg wiahrend des Versuchs an.
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Immunfluoreszenzfarbungen von  Huh7 shT-, Huh7 shA, Huh7 shT/A-, und
Kontrollzellen nach 6 und 10 Tagen PAM-DMSO-Behandlung zeigten neben der
zytoplasmatischen Farbung von MLDP gro3e MLDP-positive Lipidtropfen besonders in
Zellen mit fehlendem Adipophilin und TIP47 (Abb. 4. 37). Dabei kolokalisierte MLDP mit
Perilipin. Huh7-shT-Zellen, welche eine erhohte MLDP-Proteinmenge nach PAM-DMSO-
Behandlung aufwiesen (Abb. 4. 36A), zeigten vermehrt winzige MLDP-positive
Lipidtropfen zu Beginn der Behandlung. MLDP ersetzte demnach fehlendes TIP47 und
Adipophilin (vgl. hierzu. Abb. 4. 34A).

Abb. 4. 36: Lentiviral-vermittelte stabile Herunterregulation von TIP47 und Adipophilin in Huh7-
Zellen nach PAM-DMSO-Behandlung. A) Immunblot von Gesamtzelllysaten (jeweils 25 pg
Protein pro Spur) shRNA-transfizierter Huh7-Zellen von Perilipin (Peri, ~68 kDa), Adipophilin (AP,
~55 kDa), TIP47 (~47 kDa) und MLDP (~56 kDa) nach 3, 10 und 30 Tagen PAM-DMSO-Inkubation (TTIP47
(shT), Adipophilin (shA), TIP47 und Adipophilin (shT/A) oder sequenzunspezifische (K, Kont) shRNA).
Molekulargewichtsmarker sind auf der rechten Seite angegeben. B) Relative Perilipin und MLDP mRNA-
Expression in Huh7 shT, Huh7 shA, Huh7 shT/A und Kontrollzellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
PAM-DMSO-Behandlung. Werte sind auf den Anfangswert (0d) der Kontrollzellen bezogen. C)
Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie von Huh7-shA- und Kontrollzellen nach 0d, 6d und 10 d PAM-
DMSO-Behandlung, wobei TIP47 (griin) groBere Lipidtropfen nach 6 d im Vergleich zu Kontrollzellen
ummantelt und nicht mit Perilipin (Peri, rot) kolokalisiert. Zellkerne sind blau (DAPI) dargestellt.
Messbalken: 25 pm.
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Abb. 4. 37: Immunfluoreszenzmikroskopie von Huh7-Zellen mit lentiviral-vermittelter stabiler
Herunterregulation von TIP47 und / oder Adipophilin nach PAM-DMSO-Behandlung. MLDP (griin)
ummantelt in Kolokalisation mit Perilipin (Peri, rot) groe Lipidtropfen in Huh7 shT/A-Zellen nach 6 d und
10 d PAM-DMSO-Behandlung und winzige Lipidtropfen nach 6 d PAM-DMSO-Behandlung in Huh7 shT-
Zellen (shRNAs: TIP47 (shT), Adipophilin (shA), TIP47 und Adipophilin (shT/A) oder sequenzunspezifisch
(Kont)). Zellkerne sind blau (DAPI) dargestellt. Messbalken: 25 pm.
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Wie im DMSO-OA-Modell (sieche Abschnitt 4.2.2.1) wurde die Kapazitit der TAG-
Speicherung in Zellen mit reduzierter Adipophilin-Menge auch im PAM-DMSO-Modell
stark beeintrachtigt (Abb. 4. 38B). Im Gegensatz dazu stiegen TAG-Konzentration,
Perilipin-, Adipophilin- und MLDP-Menge in Huh7 shT-Zellen und Kontrollzellen
wihrend der PAM-DMSO-Behandlung kontinuierlich an (Abb. 4. 38A). In der
Immunfluoreszenzmikroskopie waren Perilipin-positive Lipidtropfen in Huh7 shA und
Huh7 shT/A-Zellen nach 10-tigiger PAM-DMSO-Inkubation erkennbar (Abb. 4. 38B).
Kontrollzellen zeigten zu diesem Zeitpunkt in Ubereinstimmung mit den Immunblot-
Ergebnissen wenig Perilipin (Abb. 4. 36A). In Huh7_shT-Zellen kolokalisierte Adipophilin

mit Perilipin an Lipidtropfen.
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Abb. 4. 38: TAG-Gehalt nach PAM-DMSO-Behandlung in Huh7-Zellen mit lentiviral-vermittelter
stabiler Herunterregulation von TIP47 und Adipophilin. A) Relative TAG-Konzentrationen in Huh7_shT,
Huh7 shA, Huh7 shT/A and Kontrollzellen nach PAM-DMSO-Behandlung (shRNAs: TIP47 (shT),
Adipophilin (shA), TIP47 und Adipophilin (shT/A) oder sequenzunspezifisch (K, Kont)). Die Werte sind auf
den Anfangswert der Kontrollzellen bezogen (n = 3). B) Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von Huh7-
Zellen nach 10 d PAM-DMSO-Behandlung, wobei Perilipin in Kolokalisation mit Adipophilin (AP, griin)
wenige kleine BODIPY (BP)-positive Lipidtropfen (griin) in Huh_shT und nahezu alle im Vergleich groferer
Lipidtropfen in Huh7 shA, Huh7 shT/A ummantelt. Zellkerne sind blau dargestellt (DAPI). Messbalken:
25 pm.
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5. Diskussion

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass Perilipin unabhingig von der
zugrunde liegenden Atiologie eine chronische Steatose in situ und in vitro charakterisiert.
Bei einem akuten Leberschaden translozieren MLDP und TIP47 vom Zytoplasma an die
Lipidtropfenoberfliche und Adipophilin wird induziert. Wéahrend der Lipidtropfenreifung
in vitro bei Langzeitbehandlungen von hepatozytiren Zellkulturen bis zu 40 Tage mit einer
Kombination von DMSO und BSA-gekoppelter Olsiure oder einer Mischung adipogener
und steatogener Substanzen zeigten TIP47, MLDP, Adipophilin und schlussendlich
Perilipin eine sequentielle Induktion mit Zunahme der Proteinmenge und Assoziation an
Lipidtropfen. Die ePATs TIP47 und MLDP bzw. die cPATs Adipophilin und Perilipin
konnten sich bei Fehlen am Lipidtopfen ersetzen, wohingegen Perilipin bei Fehlen von
Adipophilin nur partiell die Triacylglyceridmenge im Vergleich zu Kontrollzellen erhhen

konnte.

5.1 Induktion und mogliche Regulation von Perilipin

Perilipin A wurde in Langzeit-Zellkulturmodellen durch verschiedene Agenzien wie BSA-
gekoppelte Olsdure in Kombination mit DMSO oder einer Mischung aus dem PPARy-
Agonisten Ciglitazon und Hormonen wie L-Thyroxin, Insulin und Dexamethason induziert;
nur in sehr geringem Mafle jedoch mit BSA-Oleat oder DMSO alleine. Beispielsweise
konnte in Leptin-defizienten, adip6sen Méusen keine signifikante Perilipin A-Expression in
Hepatozyten nach bis zu einem Jahr beobachtet werden, was auf die Rolle zusétzlicher
Faktoren neben einer gewohnlicher Fettbeladung hinweist [63]. Interessanterweise
verursachte die Zugabe von DMSO in den Zellkulturmodellen eine erhebliche Zunahme der
Perilipin-Proteinmenge. DMSO ist eine Substanz, die die hepatozelluldre Differenzierung
aufrechterhalten bzw. induzieren [237], das Zellwachstum arretieren [239] und das
epigenetische Profil [238] beeinflussen kann. Auch ohne DMSO-Behandlung wurde
Perilipin vorwiegend in konfluenten, nicht-proliferierenden hepatozytiren Zellen mit
differenziertem Phinotyp vorgefunden. Neben den durchgefiihrten
Proliferationsaktivitétstests, zeigten Immunfluoreszenzfirbungen in DMSO-Oleat- und
PAM-DMSO-behandelten Zellen eine Perilipin-Expression in vorwiegend nicht-

proliferierenden Zellen, die Gallenkanalikuli-dhnliche Strukturen ausbildeten. In
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Ubereinstimmung bendtigen Priadipozyten bei der in vitro Differenzierung zu Adipozyten
mit einhergehender Perilipin-Induktion einen Proliferationsstop bei 100 % Konfluenz [242]
und den Zusatz einiger adipogener Substanzen wie z.B. Glukokortkoide [243], Thiazolidine
[206] Insulin [215], Dexamethason [244, 245] und IBMX [209]. Da diese Substanzen eine
Lipidakkumulation férdern und verschiedenste Transkriptionsfaktoren der Adipogenese in
Adipozyten aktivieren, verwendeten wir diese Substanzmischung, um Perilipin in vitro in
hepatozytdren Zelllinien zu induzieren. Dabei lag unser Augenmerk jedoch nicht nur auf
einer moglichen Transdifferenzierung von Hepatozyten zu Adipozyten, die eine Ursache
fiir die Perilipin-Expression in sifu sein konnte [137], sondern auf der Etablierung eines
hepatozytiren Steatose-Zellkulturmodells, das die in vivo Situation besser widerspiegeln
sollte [246]. Dies sollte ohne das Einbringen von Expressionsvektoren der PAT-Proteine
stattfinden, um Riickschliisse auf die Regulation und Dynamik der PAT-Proteinexpression
in vivo ziehen zu kdnnen.

In unseren Zellkulturmodellen, in denen unter anderem PPARy-Agonisten wie Oleat oder
Ciglitazon [247, 248] verwendet wurden, korrelierte der Anstieg von PPARy-Proteinmenge
mit der Perilipin-Proteinmenge. In unseren Studien wurden Gesamtzelllysate fiir die
Immunblot-Detektion verwendet; Transkriptionsfaktoren der PPAR- oder C/EBP-Familie
konnen jedoch erst durch eine Translokation in den Zellkern aktiv wirken, so dass hier
keine Aussage iiber die Aktivitdt der Transkriptionsfaktoren mdoglich ist. PPARy, der
Haupttranskriptionsfaktor der terminalen adipogenen Differenzierung, aktiviert die
Expression von adipogenen und lipogenen Genen [68, 132-134] und wird selbst durch
Liganden wie langkettige Fettsduren [247] und PPAR-Agonisten wie Fibrate [249] oder
Thiazolidine / Glitazone [248] aktiviert. In murinen Adipozyten wird die Perilipin-
Expression iiber PPARy2 reguliert, der an ein ,,Peroxisomen-Proliferator-Response-
Element*“ (PPRE) in der Perilipin-Promotorregion bindet [68, 69]. Zusétzlich ist PPARY2 in
murinen steatotischen Lebern von ob/ob-Midusen [250] hochreguliert und eine gezielte
Deletion von PPARY in Hepatozyten schiitzt Mause gegen eine HFD-verursachte Fettleber,
wodurch PPARy von Moran-Salvador und Koautoren als prosteatotischer Faktor in
Hepatozyten bezeichnet wurde [136]. Rahimian [250] sowie Moran-Salvador [136] und
Koautoren analysierten allerdings in ihren Studien keine PAT-Proteine. In einer murinen
Hepatozyten-Zelllinie (AML12) wurde mittels Uberexpression von PPARy2 gezeigt, dass
dieser Transkriptionsfaktor einen positiven Effekt auf die Lipidakkumulation und auf die

Expression des lipogenen Transkriptionsfaktors SREBP1 hatte [137]. Schadinger und
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Koautoren [137] inkubierten 2 Tage postkonfluente PPARy2-exprimierende AML12-Zellen
fiir 5 Tage mit Troglitazon, einem weiteren PPARy-Agonisten, und konnten Perilipin weder
auf mRNA- noch auf Proteinebene nachweisen. Da in den behandelten AML12-Zellen die
Expression nur einiger, aber nicht aller (wie beispielsweise Perilipin und Adiponectin)
Adipozyten-spezifische Gene induziert wurde und zusétzlich Hepatozyten-spezifische Gene
wie Albumin, al-Antitrypsin und ,hepatocyte nuclear factor 4 (HNF4) weiterhin
exprimiert wurden, schlossen die Autoren daraus, dass die AMLI12-Zellen bei PPARY2-
Uberexpression nicht zu Adipozyten transdifferenzierten [137]. In Ubereinstimmung
konnten wir durch eine alleinige Ciglitazon-Behandlung Perilipin nicht nachweisen. In
Langzeitsteatose-Modellen nahm die PPARy-Proteinmenge gleichwohl in Perilipin-
exprimierenden behandelten Zellen und in nicht Perilipin-exprimierenden Kontrollzellen
zu. Der Grund fiir die PPARy-Zunahme in Kontrollzellen liegt hdchstwahrscheinlich in der
Zunahme des TAG-Gehalts, da verstoffwechseltes TAG freie Fettsduren freisetzt, welche
PPARs induzieren [247]. Da die Perilipin mRNA-Expression einen Anstieg in behandelten
und unbehandelten Zellen zeigte, gehen wir davon aus, dass die Zunahme von PPARY in
unseren Modellen wichtig fiir die transkriptionelle Perilipin-Induktion ist. Durch die
alleinige oder mit Oleat kombinierte Gabe des PPAR-Agonisten Ciglitazon konnte Perilipin
jedoch nicht auf Proteinebene in Immunblots nachgewiesen werden, so dass PPARy
offenbar nicht ausschlieBlich verantwortlich ist und Kofaktoren hinzu kommen miissen. In
geringem Mafe wurden vereinzelt Perilipin-positive Lipidtropfen nach Langzeit-Oleat-
Behandlung immunfluoreszenzmikrsokopisch nachgewiesen. Zusétzliche cis-wirkende
Elemente scheinen beispielsweise wichtig fiir die Transaktivierung der Perilipin-Expression
unter PPARY zu sein, wodurch ein komplexes Regulationssystem entsteht [251]. Shimizu
und Koautoren beschrieben NF-1 als einen trans-wirkenden Faktor fiir eines dieser cis-
wirkenden Elemente. Dariiber hinaus wurde Perilipin als ein Zielgen des ,,Estrogen related
recptors o' (ERRa) beschrieben [251, 252].

In Ubereinstimmung mit dem beschriebenen Einfluss von Dexamethason und Insulin [218]
detektierten wir zusidtzlich zu PPARy eine Zunahme der Proteinmenge von C/EBPJ
[LAP*/LAP] in PAM-, PAM-DMSO-behandelten und unbehandelten Zellen. C/EBPs
regulieren unter anderem die terminale Differenzierung und Proliferation in Hepatozyten
und Adipozyten [253, 254], das Fehlen von C/EBPB in Lepr™”*’-Miusen schiitzt diese vor
einer Leberverfettung [255]. Die Tatsache, dass sich Anderungen von C/EBPB
[LAP*/LAP] und C/EBPa in behandelten Perilipin-positiven und unbehandelten Perilipin-
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negativen Zellen zeigten und dass sich bekanntermaBlen die Transkriptionsfaktoren PPARy
und C/EBPs gegenseitig beeinflussen [133, 256], deutet auf eine komplexe Perilipin-
Induktion hin.

In dieser Studie bestand nur eine partielle Korrelation zwischen der PAT mRNA-
Expression und der PAT-Proteinmenge, was auf weitere Regulationsmechanismen
hindeutet. Mehrere Arbeitsgruppen beschrieben bereits, dass die PAT mRNA-Expression
nur in geringem Maf3e mit der entsprechenden Proteinmenge korreliert [84, 103, 257-259].
Weitere Regulationsmechanismen konnten post-transkriptionelle Regulation durch
alternatives Spleiflen, inbesondere fiir Perilipin [50], oder post-translationale Regulation
wie phosphorylierungs-gesteuerte Lipolyse und proteasomale Degradation bei Fehlen
intrazelluldrer Lipide [241] und Stabilisation von PAT-Proteinen an Lipidtropfen [241]
umfassen. Beziiglich alternativen Spleilens wurden fiir Perilipin 4 Isoformen (A, B, C, D)
beschrieben [50]. Die ausfiihrlichste Untersuchung wurde mit murinem Perilipin von Lu
und Koautoren durchgefiihrt, indem genomische und vollstindige ¢cDNA-Sequenzen aus
primiren murinen Adipozyten und steroidogenen Zellen isoliert wurden [50]. Eine vierte
Isoform Perilipin D (~26 kDa) wurde auf cDNA-Ebene gezeigt [50, 65], und konnte
kiirzlich in murinen steroidogenen Zellen auf Proteinebene nachgewiesen werden [66]. Die
Transkripte fiir Perilipin A-C konnten mittels Isoform-spezifischer Primer [63] in Lebern in
situ und in Huh7-Zellen unter PAM-DMSO-Behandlung nachgewiesen werden. In
Immunblots von tiber 30 humanen Lebergeweben waren jeweils 3 Proteinbanden fiir
Perilipin, vergleichbar zu den Proteinbanden des Fettgewebelysats, bei ~68 kDa, ~52 kDa
und ~36 kDa nachweisbar. Interessanterweise waren die beiden Perilipin-Banden bei
~52 kDa und ~36 kDa nur detektierbar, wenn Perilipin A (~68 kDa) ebenfalls vorhanden
war. In der hier vorliegenden Arbeit wurde aufbauend zu den Vorarbeiten von Straub und
Koautoren [63] das Vorkommen der Perilipin-Isoformen A-C massenspektrometrisch nach
Immunprézipitation mit einem N-terminal bindenden Perlipin-Antikdrper untersucht. Die
massenspektrometrische Analyse zeigte eine C-terminal abnehmende Sequenzabdeckung
mit abnehmender Proteinbandengréfe. Diese Daten unterstiitzen damit das Vorhandensein
mehrerer Perilipin-Isoformen in Leber in sifu. Auf post-translationaler Ebene werden die
cPAT-Proteine Adipophilin und Perilipin bekanntermaBen durch steigenden intrazelluldren
Lipidgehalt stabilisiert [241, 259]. Demnach waren die erhdhten TAG-Gehalte wichtig fiir
die Expression dieser PAT-Proteine, jedoch nicht alleinige Ursache, da die TAG-

Konzentration auch in Kontrollzellen anstieg, in welchen keine Perilipin-Induktion
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nachzuweisen war. Interessanterweise waren in Mauszellen der Nebennierenrinde und
transfizierten Rattenhepatomzellen bestimmte PAT-Proteine entweder bevorzugt an TAG-
reichen (Perilipin A und B, MLDP) oder Cholesterin-reichen (Perilipin C, S3-12)
Lipidtropfen  assoziiert und zeigten zusétzlich einen FEinfluss auf die
Lipidzusammensetzung [66]. Adipophilin und TIP47 assoziierten an Lipidtropfen
unabhingig ihrer Lipidzusammensetzung [66].

Die Adipophilin-Menge und interessanterweise auch die Proteinmenge des ePATs MLDP
wurden in unserem Steatose-Modell unter PAM- bzw. PAM-DMSO-Behandlung und in
Kontrollzellen ohne stimulierende Faktoren (PAM-Kont) nach 3 Tagen erhoht. Da die
ersten 3 Tage ohne FBS-Zusatz durchgefiihrt wurden, entsprach dies einer 72-stiindigen
Fastenzeit. Adipophilin wird in situ und in vitro hauptsidchlich durch den
Transkriptionsfaktor PPARa reguliert [69, 82, 83] und in den Langzeitsteatose-Modellen
stieg die PPARa-Menge im Experimentverlauf an. In Ubereinstimmung zeigte die
Arbeitgruppe von Nebb, dass die Expression fiir Adipophilin [84] und MLDP [102] nach
24 h Fasten stark in Hepatozyten und weniger stark in Muskelzellen in PPARo"*-Miusen,
jedoch nicht in PPARo”-Mausen zunahm. Adipophilin konnte aber auch in PPARa™-
Maiusen durch Fasten induziert werden, was auf eine alternative Regulation hindeutet [84].
Das zweite ePAT-Protein TIP47 zeigte in Ubereinstimmung mit einer PPAR-unabhiingigen

Regulation [69, 84] keine erhohte Proteinmenge nach Behandlung.

5.2 PAT-Proteine und Lipidakkumulation

In verfetteten Hepatozyten und hepatozytiren Kulturzellen korrelierte die Adipophilin-,
Perilipin A- [63], sowie partiell die MLDP-Proteinmenge, nicht jedoch die TIP47-Menge,
positiv mit dem Grad der Verfettung. Obwohl MLDP ein ePAT-Protein ist und durch
Fettbeladung von z.B. transfizierten CHO- oder AMLI12-Zellen vom zytoplasmatischen
Pool an die Lipidtropfen transloziert, wird die Expression, im Gegensatz zu TIP47, durch
Lipidakkumulation erhoht [101, 103, 260].

Die Adipophilin-Proteinmenge korreliert positiv mit der Lipidakkumulation in nicht-
adipogenen Zellen, wohl aufgrund der vermehrten Transkription durch die Fettsduren-
induzierte PPAR-Aktivierung und durch die vermehrte intrazelluldre Lipideinlagerung, die
Adipophilin stabilisiert [261, 262]. Beispielsweise wurde die Lipidaufnahme in COS7-
Zellen oder murinen Fibroblasten durch eine Adipophilin-Uberexpression stimuliert [92,

93] und die Lipidakkumulation in Rattenhepatomzellen erhoht [263]. Exogen
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iiberexprimiertes murines Adipophilin in humanen HEK293-Zellen erniedrigte die
Anlagerung von Lipasen wie ATGL an Lipidtropfen und reduzierte die TAG-Hydrolyse
[94]. In Ubereinstimmung mit der positiven Korrelation von Perilipin A und MLDP mit
dem TAG-Gehalt der untersuchten Lebergewebe zeigten in vitro Uberexpressionsstudien in
murinen OP-9-Zellen von MLDP [101] und von Perilipin A in murinen 3T3-L1-
Priaadipozyten [74] ebenfalls eine verstirkte Lipidakkumulation. Bei Fehlen von Perilipin
waren betroffene Méuse schlank mit erhdhter basaler und erniedrigter hormoneller Lipolyse
bei gleicher Diit im Vergleich zu Perilipin™*-Mausen [75, 76].

In den Steatose-Zellkulturmodellen war die TAG-Menge durch die Herunterregulation von
Adipophilin  trotz Behandlung mit steatogenen Substanzen bei gleichzeitiger
Hochregulation von Perilipin gering gehalten und Huh7-Zellen mit herunterreguliertem
Adipophilin zeigten eine bessere Zellvitalitdt. Das Fehlen von Adipophilin im Mausmodell
durch Gendeletion [88] bzw. durch Gabe eines Adipophilin-Antisense-Oligonukleotids [89]
verhinderte die Entwicklung einer Fettleber durch hochkalorische Erndhrung. Russel und
Koautoren veroffentlichten jedoch, dass die ADFP”"-Miuse (Gendeletionsmodell) von
Chang und Koautoren [88] eine N-terminal verkiirzte Adipophilin-Variante exprimieren
und dass somit der Knockdown von Adipophilin in diesem Mausmodell nicht vollstindig
ist [264]. Unter normaler Diit haben ADFP”-Miuse einen bis zu 60% reduzierten
hepatischen TAG-Gehalt und eine unveridnderte Lipolyse im Fettgewebe im Vergleich zu
Wildtypméausen [88]. mRNA von Perilipin A in der Leber dieser Miuse war nicht
nachweisbar. Die Adipophilin-Antisense-Oligonukleotid-Behandlung in hyperphagen,
adipdsen Lep®°°-Miusen reduzierte die hepatische TAG-Menge ebenfalls und verbesserte
zusitzlich die Insulinsensitivitdt und Glukosetoleranz [89]. S3-12 und TIP47 wurden durch
das Fehlen von Adipophilin nicht beeinflusst. Perilipin A wurde in Lebern in diesem
Modell nicht untersucht, ist aber in Mauselebern, wie auch schon von anderen Autoren
gezeigt, negativ. Im Gegensatz zum ADFP’-Mausmodell, waren im Antisense-
Oligonukleotid-Modell lipogene Proteine, Blutplasma-TAG und die hepatische TAG-
Sekretion erniedrigt. Adipophilin ist damit der wichtigste Regulator der
Lipidtropfenakkumulation und der beste Angriffspunkt fiir die therapeutische Reduktion
einer hepatozelluldren Steatose. Unsere Arbeitsgruppe und andere Autoren sehen
Adipophilin iibereinstimmend als einen guten und diagnostisch hilfreichen Marker fiir die

Lipidtropfenakkumulation in der Leber und anderen Geweben [45, 63, 261].
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In den Zellkultur-Modellen beeinflusste die TIP47-Herunterregulation nicht die TAG-
Menge, da dies moglicherweise durch eine erhohte MLDP-, Adipophilin- und Perilipin-
Proteinmenge kompensiert wurde. Im Gegensatz dazu beschrieben Carr und Koautoren
2012 eine um bis zu 50 % verringerte TAG-Menge in Lebern von C57BL/6J-Méusen nach
4-wochiger hochkalorischer Diédt unter TIP47-Antisense-Oligonukleotid-Behandlung im
Gegensatz zu Kontrollmdusen [265]. Studien in AML12-Zellen zeigten im Gegensatz keine
verminderte Triacylglycerid-Menge unter Oleat-Inkubation nach Herunterregulation von
TIP47 [91]. Beide Arbeitsgruppen untersuchten jedoch nicht die Effekte des Fehlens von
TIP47 auf die MLDP-Expression, was die unterschiedliche Lipidakkumulation erkldren

konnte.

5.3 Modell der Lipidtropfenreifung

In den hier etablierten Steatose-Zellkulturmodellen und in Hepatozyten in situ wurden
hiufige Kolokalisationen zwischen Perilipin und Adipophilin, TIP47 und Adipophilin,
sowie MLDP und Adipophilin bzw. Perilipin beobachtet. Interessanterweise kolokalisierten
TIP47 und MLDP in situ nur selten, so dass diese beiden Proteine sich offenbar
ausschlieen. Interessanterweise konnten Bartholomew und Koautoren [266], obwohl
iberexprimiertes TIP47 und MLDP in CHO-Zellen gemeinsam an winzigen (15 nm)
lipidtropfendhnliche =~ Strukturen im  zytoplasmatischen = Pool vorlagen, keine
immunfluoreszenzmikroskopische Kolokalisation und keine Co-Immunprézipitation der
beiden Proteine zeigen. Die PAT-Proteine lokalisierten in der hier vorliegenden Arbeit um
Lipidtropfen unterschiedlicher Groe, d.h. TIP47 und MLDP um winzige Lipidtropfen und
Adipophilin, Perilipin und gelegentlich MLDP um mittelgro3e und groB3e Lipidtropfen. Die
Reifung von Lipidtropfen wurde vor allem in 3T3-L1 Adipozyten und steroidogenen
Leydig-Zellen von Miusen untersucht [47, 57, 58, 98]. In Ubereinstimmung mit den hier
vorliegenden Daten fanden Wolins und Koautoren in immunfluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen TIP47, MLDP und S3-12 vorwiegend an winzigen peripheren
Lipidtropfen vor, die vom zytoplasmatischen Pool an die naszierenden Lipidtropfen
rekrutiert wurden. Zu spateren Zeitpunkten wurden diese durch Adipophilin und schlieflich
Perilipin A ersetzt [57, 58]. Wihrend die winzigen Lipidtropfen mit TIP47 und S3-12 in der
Peripherie der Adipozyten lokalisierten, richteten sich die mittelgroen Adipophilin-
positiven und groBlen Perilipin A-positiven Lipidtropfen zentral aus [47, 58]. Da TIP47 in

der Biogenese von Lipidtropfen eine wichtige Rolle spielt, erscheint es nur sinnvoll, dass es
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oft um winzige Lipidtropfen beschrieben wurde [98]. Die Lokalisation von MLDP in
Abhingigkeit der Lipidtropfengrole wurde in der Literatur kontrovers beschrieben und
variiert je nach Gewebe und Organismus. In Hepatozyten von ,.fatty liver dystrophic* (fld)-
Mausen lokalisierte MLDP an winzigen Lipidtropfen [259], aber in transfizierten murinen
Leydig-Zellen ummantelte es grofere ringformige Lipidtropfen [48]. Eine Erklarung fiir die
Lokalisation an unterschiedlich groBen Fetttropfen in verschiedenen Zelltypen konnte die
sich mit dem metabolischen Zellstatus dynamisch verdndernde Protein- und
Lipidzusammensetzung sein. In murinen 3T3-L1-Adipozyten fragmentierten nach
lipolytischer Aktivierung grof3e Lipidtropfen nach 2 h zu vielen kleinen und verteilten sich
in der Zelle. Die fragmentierten kleinen Lipidtropfen sind nun nicht mehr ausschlie8lich
von Perilipin umgeben, sondern von den anderen PAT-Proteinen Adipophilin und S3-12,
die unter basalen Bedingungen nicht am Lipidtropfen assoziiert sind [115]. Die einzelnen
PAT-Proteinvertreter konnten aufgrund ihrer Assoziation an unterschiedlich grofle
Lipidtropfen eine unterschiedliche Rolle in der Lipidtropfenreifung einnehmen [57, 58].
Unterstiitzt wird diese Annahme durch Arbeiten in transfizierten Rattenhepatozyten von
Hiesh und Koautoren, in denen, im Gegensatz zu Wolins und Koautoren [57] TAG-reiche
Perilipin A /B und MLDP-positive Lipidtropfen in der Peripherie und Cholesterin-reiche
Lipidropfen mit S3-12 im Zentrum der Zellen beobachtet wurden [66]. PAT-
Uberexpressionsstudien in murinen AML12-Zellen zeigten zusitzlich eine Beeinflussung
der TAG- bzw. Cholesterinester-Aufnahme in Abhéingigkeit des iiberexprimierten PAT-
Proteins [66].

Zusitzlich zu den Lokalisationsstudien in Bezug auf die Lipidtropfengrofle, untersuchten
wir die Effekte der Herunterregulation von TIP47 und / oder Adipophilin, um weitere
Einblicke in die Dynamik der PAT-Proteinzusammensetzung an Lipidtropfen zu gewinnen.
In den Steatose-Zellkulturmodellen gelang es uns als Erste, die Expression aller 4 PAT-
Proteine ohne das Einbringen zusitzlicher Expressionsvektoren in hepatozytiren Zellen zu
untersuchen. In den hier durchgefiihrten lentiviralen und siRNA-Studien mit 24-stiindiger
Lipidbeladung zeigten Zellen mit herunterreguliertem Adipophilin verstéarkt grofBere TIP47-
positive Lipidtropfen. In Immublots wurde keine erhohte TIP47-Proteinmenge in Zellen
mit herunterreguliertem Adipophilin nachgewiesen, da sich aufgrund des ePAT-Charakters
von TIP47 die Gesamtproteinmenge von TIP47 in den verwendeten Gesamtzelllysaten
nicht verdanderte. In einer vergleichenden Studie von Leberzellen mit und ohne Expression

vom HCV Core-Protein wurde festgestellt, dass die Core-exprimierenden Zellen weniger
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Adipophilin um die Fetttropfen anlagerten, dies durch TIP47 kompensiert wurde und
folglich diese Zellen eine Erhohung des TIP47-Gehalts an Lipidtropfen zeigten [267]. In
Ubereinstimmung beobachteten verschiedene Arbeitsgruppen eine Kompensation von
fehlendem Adipophilin durch TIP47 in vitro [52, 90, 91, 267]. Interessanterweise erhohte
sich die MLDP-Proteinmenge in Zellen mit stabil herunterreguliertem TIP47 und MLDP-
positive winzige Lipidtropfen waren nachweisbar nach PAM-DMSO-Behandlung. MLDP
ummantelte groBere Lipidtropfen in Kolokalisation mit Perilipin in Zellen mit
herunterreguliertem Adipophilin und TIP47. Das ePAT-Protein MLDP scheint demnach
das fehlende ePAT-Protein TIP47 und das fehlende cPAT-Protein Adipophilin zu ersetzten;
zusitzlich wurde Perilipin hochreguliert. Im Gegensatz dazu war MLDP in Huh7-Zellen
mit herunterreguliertem TIP47 nach DMSO-Oleat-Behandlung nicht erh6ht im Immunblot
und Perilipin nicht nachweisbar. Dies deutet darauf hin, dass MLDP wichtig fiir die
Reifung der Lipidtropfen und die Assoziation von Perilipin sein konnte. Dariiber hinaus
ersetzte das cPAT-Protein Perilipin das fehlende Adipophilin an Lipidtropfen. Dies weist
auf iiberlappende Funktionen dieser PAT-Proteine wihrend der Lipidtropfenreifung hin.
Mit Doppelimmunfluoreszenzfairbungen konnten wir feststellen, dass Perilipin nur an
Lipidtropfen présent war, die wenigstens geringe Mengen von Adipophilin aufwiesen, so
dass moglicherweise zuerst Adipophilin an Lipidtropfen assoziiert und danach Perilipin.
Ubereinstimmend ersetzte Adipophilin fehlendes Perilipin in univakuoldrem Fettgewebe
von PLIN”-Méusen [75] und in differenzierenden murinen 3T3-L1-Piradipozyten Perilipin
nach 3-4 Tagen Adipophilin [80].

In den siRNA- und lentiviral transfizierten Huh7- und HepG2-Zellen gegen Adipophilin
und TIP47 sank die Lipidtropfenanzahl und die LipidtropfengroBBe stieg. Effekte einer
Herunterregulation von Adipophilin in Hepatozyten auf die Lipidtropfenmorphologie
wurden in der Literatur kontrovers beschrieben. Wihrend Chang und Koautoren in ADFP™
-Méusen eine Abnahme der Lipidtropfen in Anzahl und GréBe in Hepatozyten zeigten [88],
wiesen Bell und Koautoren in in vitro Adipophilin siRNA-behandelten AML12-Zellen,
insbesondere mit kombinierter Herunterregulation von TIP47, weniger, aber groB3ere
Lipidtropfen nach [91]. Mit Hilfe von ,,Live cell imaging* konnten wir zeigen, dass grof3e
Lipidtropfen bei Fehlen von Adipophilin und TIP47 durch Fusion entstanden. Folglich
spielen die PAT-Proteine eine besondere Rolle in der Strukturerhaltung bzw.
Strukturgebung von Lipidtropfen [91]. Die unter normalen zellphysiologischen

Bedingungen beobachteten Fusionsraten sind sehr unterschiedlich und der Mechanismus ist
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noch nicht vollstindig aufgeklért. In Adipozyten scheint ,,cell death-inducing DFFA-like
effector c¢* (CIDEC/FSP27) eine Rolle im Fusionsprozess zu spielen, da eine
Uberexpression dieses Proteins zu groBeren [268-270] und ein Fehlen von FSP27 zu
kleineren Lipidtropfen [270] fiihrt. Gong und Koautoren [271] zeigten, dass FSP27 am
Kontaktpunkt zweier Lipidtropfen den Lipidtransfer vermittelt. In aktuellen Studien wurde
Perilipin als Verstidrker der FSP27-abhingigen Lipidtropfenvergroerung in 3T3-L1-
Adipozyten nachgewiesen [271, 272]. Ubereinstimmend beobachteten  wir
interessanterweise in Zellen mit herunterreguliertem Adipophilin und TIP47 vereinzelt
grofle Perilipin-positive Lipidtropfen. Fusionen werden zusitzlich durch Phosphatidate
positiv beeinflusst [273] und durch eine Verminderung von Phosphatidylcholin durch
Minimierung der Oberflichenspannung bei Fettbeladung begiinstigt [274-276]. Ein
weiteres Konzept der Lipidtropfenfusion beinhaltet das Zusammenspiel von SNAP-
Rezeptoren [277]. Zusammenfassend deuten diese Erkenntnisse darauf hin, dass Perilipin
Adipophilin ersetzen und MLDP alternativ zu TIP47 wirken kdnnte. Wir haben in unseren
chronischen Verfettungsmodellen eine nacheinanderfolgende Zunahme der Proteinmenge
von zuerst TIP47, MLDP, Adipophilin und dann Perilipin wihrend fortschreitender
Verfettung beobachtet. Die PAT-Protein-Komposition dndert sich demnach mit der Reifung
und GroBe der Fetttropfen in Hepatozyten. Zusatzliche Beobachtungen in situ zeigen eine
perizentrale Lokalisation von Perilipin im Leberldppchen [63]. In Ubereinstimmung mit
den Erkenntnissen in situ und in vitro ist Perilipin ein Marker fiir eine chronische
Leberparenchymverfettung, wihrend TIP47 und MLDP stirker bei akuter Leberschidigung

exprimiert werden.
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Lipidtropfen- —-———
Reifung

LipidtropfengroBe

‘ Akute Steatose Chronische Steatose ‘

‘ Periportale Hepatozyten Perizentrale Hepatozyten ‘

Abb. 5. 1: Schematisches Modell der Lipidtropfenreifung in Hepatozyten. Die PAT-Protein-Komposition
dndert sich wihrend der Lipidtropfenreifung, mit der Lipidtropfengréfe und der Lokalisation im
Leberliappchen. TIP47 und MLDP sind stabil im Zytoplasma und werden an sehr junge Lipidtropfen rekrutiert

und sequentiell durch Adipophilin und Perilipin ersetzt.

5.4 Perilipin als Marker fiir eine chronische hepatozellulire Steatose

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass in normalen Hepatozyten Lipidtropfen mit
TIP47, MLDP und Adipophilin ummantelt sind, jedoch nicht mit Perilipin. Dagegen wiesen
Lipidtropfen von steatotischen Hepatozyten Positivitdt fiir Perilipin, Adipophilin, TIP47
und MLDP auf [63]. Es wurde neben einer Leberparenchymverfettung durch eine
alkoholische und nicht-alkoholische Genese und bei chronischer Hepatitis C [63] auch
Leberzellverfettung durch Medikamenteneinnahme (z.B. Kortison), Morbus Wilson und
genetischen  Erkrankungen in Neugeborenen (Glykogenose, Mitochondriopathie)
untersucht. Die Perilipin- und Adipophilin-Expression war hierbei unabhéngig von der
Atiologie, dem Geschlecht und dem Alter. Ubereinstimmend mit der Perilipin-Induktion
bei chronischer Leberparenchymverfettung konnten Orlicky und Koautoren 2011 [278]
Perilipin A erfolgreich in Mauslebern nach chronischer Ethanolgabe fir 6 Wochen
kombiniert mit hochkalorischer Erndhrung (HFD) induzieren. Im Gegensatz war
Perilipin A in Mauselebern nach Kurzzeit-Behandlung nicht nachweisbar. In menschlichen
Lebern dieser Studie war Ethanol nicht der alleinig ausschlaggebende Faktor fiir die
Perilipin A-Induktion, da auch Patienten mit NAFLD und genetischen Erkrankungen wie

Glycogenosen und Mitochondriopathien eine starke hepatische Perilipin-Expression
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aufwiesen. Ubereinstimmend zu den in situ Daten zeigen Untersuchungen in 3T3-L1-
Praadipozyten, dass Perilipin A frithestens nach 3 Tagen wéhrend der Differenzierung von
Praadipozyten zu Adipozyten nachgewiesen werden kann [80].

Die Rolle von Perilipin in Bezug auf menschliche Fettleber und deren Progression konnte
noch nicht eindeutig geklirt werden, aber es erscheint sogar eine vorteilhafte Rolle
moglich. Eine Perilipin-Defizienz im Menschen durch heterozygote C-terminale PLINI-
Frameshift Mutationen (,,loss-of-function*) bedingte eine partielle Lipodystrophie, schwere
Dyslipiddmie, einen Insulin-resistenten Diabetes mellitus und interessanterweise eine
Fettleber [279]. Weitere Studien zeigten, dass durch die erhdhte Lipolyse
Makrophageninfiltrate und eine verstirkte Fibrose im Fettgewebe dieser Patienten zu
beobachten waren und geschlussfolgert dass lipolytische Inhibitoren therapeutisch von
Vorteil wiren [280]. Ubereinstimmend hatte die Gabe von PPARy-Agonisten in Patienten
mit einer NASH [281-283] oder bei Diabetes mellitus [284, 285] vorteilhafte Effekte auf
den hepatischen Fettgehalt, obwohl PPARY eine prosteatotische Rolle bei NAFLD [136]
besitzt. Patienten mit einer NASH, die mit dem PPARy-Agonisten Rosiglitazon behandelt
wurden, zeigten weniger ballonierte Hepatozyten und eine verbesserte Insulinsensitivitit,
Nekroinflammation, eine geringere Fibrose und niedrigere Leberenzymwerte sowie
weniger Steatose trotz Gewichtszunahme [281, 282]. Die Untersuchung der Perilipin-
Expression in diesen Patienten wire interessant, da PPARy ein Hauptregulator von Perilipin
ist. Neuere Studien mit Ratten unter 8-wochiger hochkalorischer Erndhrung mit dem
weniger toxischen PPARy-Agonisten SKLB102 zeigten ebenfalls eine um 50 % reduzierte
Steatose, eine erhdohte Insulinsensitivitdt und erhohte Adiponectin-Konzentration, sowie
eine verringerte Leptin-Konzentration im Blut im Vergleich zu Kontrollratten [286]. Die
Perilipin-vermittelte TAG-Speicherung konnte also Patienten mit Fettleber und
Fettleberhepatitis vor Lipotoxizitéit schiitzen. Borg und Koautoren [287] konnten zeigen,
dass eine Uberexpression von Perilipin in einer Rattenzelllinie klonaler B-Zellen diese vor
Lipotoxizitidt schiitzten, indem die Zellen vermehrt Lipide akkumulierten und eine
verminderte lipolytische Aktivitdt aufwiesen. Die duale Rolle von Perilipin in der
lipolytischen Regulation wird hier deutlich; wiahrend unphosphoryliertes Perilipin Lipide
vor Lipasen schiitzt [74] und so Zellen vor lipotoxischen Effekten bewahrt, bendtigt die
maximale Lipolyse in Adipozyten mehrfach phosphoryliertes Perilipin [44, 70, 141]. Ob
Perilipin jedoch in steatotischen Hepatozyten ebenfalls eine Rolle in der

phosphorylierungs-gesteuerten Lipolyse hat, bleibt ungewiss. Auch fiir Adipophilin sind
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protektive Effekte beschrieben; so verhinderte Adipophilin eine Apoptose in den
Nierentubulusepithelien von Diabetes mellitus-Patienten [288].

Bereits die jetzigen Kenntnisse iiber die Funktion der PAT-Proteine bieten viele
diagnostische und therapeutische Einsatzmdglichkeiten. TIP47 und MLDP sind vor allem
um Lipidtropfen wihrend eines akuten Leberschadens mit einhergehender akuter
Verfettung vorhanden und scheinen sich gegenseitig zu kompensieren (Pawella et al. in
Vorbereitung). Wéhrend Adipophilin in nahezu jeder akuten und chronischen Fettleber, in
der Leberzirthose und im HCC vorhanden ist, ist Perilipin nur bei chronischen
Lebererkrankungen exprimiert und nimmt in den meisten Féllen wéhrend der
Karzinogenese ab [64]. Immunhistochemische Analysen der PAT-Proteine konnten daher
die histopathologische Definition steatotischer Lebererkrankungen aber auch von akuten
und chronischen Leberschaden unterstiitzen.

Experimente dieser Arbeit und anderer Arbeitsgruppen zeigten [88, 89], dass das Fehlen
von Adipophilin, im Gegensatz zum Fehlen von TIP47, die Lipidakkumulation in
Hepatozyten bzw. hepatozytidren Kulturzellen vermindert. Zusdtzlich konnte hier gezeigt
werden, dass Perilipin das fehlende Adipophilin zwar ersetzt, aber nicht die
Lipidakkumulation in gleichem Mafle wie Adipophilin unterstiitzt. Dies macht Adipophilin
zu einer geeigneten Zielstruktur in der Behandlung einer Fettleber oder Fettleberhepatitis.
Perilipin konnte verbleibende Lipide ummanteln und die Zellen, unter Einsatz von
lipolytischen Inhibitoren wie beispielsweise PPARy-Agonisten, lingere Zeit vor erhdhter
Lipolyse und Lipotoxizitdt schiitzen. Da HCCs viele Adipohilin- und TIP47-positive
Lipidtropfen aufweisen [64], wire es denkbar, Zellen durch Herunterregulation von
Adipophilin oder TIP47 die Energie fiir das schnelle Zellwachstum zu nehmen. PAT-
Proteine, inbesondere das cPAT-Protein Adipophilin, sind damit interessante therapeutische

Zielstrukturen bei Lipid-assoziierten Erkrankungen der Leber und anderer Organe.
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8. Anhang

pERI22_origin

EBY _res_primer
SW40_PA_terminstor
Shul (8558)
SVA0_promoter

SV A0pro_F_primer
S0 _origin
lac_promoter

M1 3_plC_resy_primer
W1 3_reverse_primer

rh_glok_PA&_terminstor
Mhel (7718)
HI%_Rew_MES

CRF frame 1

RRE

ArmpR_promoter CAG_enhancer
ORF frame 3 CORF frame 3
Ampicillin Sacl (10300
F=pl (10007 ORF frame 1

CORF frame 3

psPAN2

10703 bp

Sacl (B353)
cPPT CORF frame 3
A1l (5733

Abb. 8. 1: Verpackungsvektor fiir die lentiviralen Transfektion.

pCAG_F_primer
Clal (1821
Gag_HIY (variant)
ORF frame 1

Bl (:34149)
EcoR (3963)
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AmpR_promoter Apal (18)
ORF frame 1 Sdlpro_F_primer
Ampicillin CAG_enhancer
Fepl (5124) ChY_immearly_promoter

Ch_fwd_primer

CMIW_promoter
pCER _fwd_primer
LMNCH_primer
CWW2_prarmater
Hindlll (835)
bGlob_int

Pmill (1405)

Clal (1429)

pBR322_origin
Eagl (3881)
Mot (3881)
Mscl (37 26)

WEWE Tag [

w5y

ORF frame 1
Pstl (2238)
Agel (2431)
Bcll (2534)
BstBI (2711)

Abb. 8. 2: Vektor fiir die lentivirale Transfektion, der das Hiillprotein VSVG codiert.

SV40_origin 425..502
ampicillin_res 7485..6625 -

CMV_immearly_promotor 583..1159

truncHIV-1_3_LTR 1179..1359
HIV.1_5_LTR 1179..1359

pBR322_origin 6370..5851 HIV1_Psi_Back 1470..1514

PAPI-ghRNA

7618 bp
truncHIV-1_3_L TR 5615..5795

HIV-1_5_LTR 5615..5795

U3cPPT 5278..5299
cPPT 5278..5293

cPPT 2792..2807

3I'miR30 4322..4428 \‘SFFV[U'“\LTR 3002..3416
sh-RNA 4221..4317

5'miR30 4111..4205 Puro'resitance 3464..4063

Abb. 8. 3: Transfervektor fiir die lentivirale Transfektion, der spezifische shRNAs codiert.
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Immunhistochemische Analysen zeigen, dass Perilipin (Peri), Adipophilin (AP) und gelegentlich MLDP an
mittelgroBen / groen hepatozelluliren Lipidtropfen einer makrovesikuldren Steatose lokalisieren (Nr. 27,
bzgl. Nummerierung siche Abb. 4. 2). A. schwarze Pfeile: Lipidtropfen in HSC. Weile Pfeile: Lipidtropfen in
Hepatozyten. VergdBerung jeweils 200x.
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Abb. 8. 5: Immunblot von humanem weiflem Fettgewebslysat mit Antikorper gegen panPerilipin.

Ein PanPerilipin Antikorper erkennt 3 Proteinbanden bei ~68 kDa, ~52 kDa und ~38 kDa.

Profein Nr.|Ace. Nr. Protein Description Protein score| Protein Mass|No. of hits
in Da
1|0i|119622466 perilipin [Homo sapiens] 2308 56215 227
2|g1[11935049 | *=** |keratin 1 [Homo sapiens] 1423 66198 53
3|gi[12667788 myosin-9 [Homo sapiens] 1404 227646 47
4014557235 very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial isoform 1 1342 70745 57
5|gi[47132620 | **** |keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal [Homo sapiens] 1236 65678 39

Abb. 8. 6: ESI-MS-Auswertung einer Proteinbande bei ~68 kDa nach Immunprizipitation von

Perilipin aus humanem Fettlebergewebe.
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1
prot_hit_num prot_acc prot_desc prot_score [prot_mass |prot_matches |prot_cover
1]01]13324688 WD repeat-containing protein 11 [Homo sapiens] 3048 138423 70 53,4
2|qi|194328685 myosin-Ib isoform 1 [Homo sapiens] 2272 132928 53 441
3|qi|28317 unnamed protein product [Homo sapiens] 1409 59720 34 449
4|qi|47132620 keratin, type |l cytoskeletal 2 epidermal [Homo sapiens] 1257 65678 22 427
5|Qi[11935049 keratin 1 [Homo sapiens] 1245 66198 26 28,9

2
prot_hit_num prot_acc prot_desc prot_score [prot_mass |prot_matches |prot_cover
1]gi|136429 RecName: Full=Trypsin, Flags: Precursor 370 25078 34 26,8
2|gi[11935049 keratin 1 [Homo sapiens] 347 66198 8 123
3|qi|28317 unnamed protein product [Homo sapiens] 250 29720 ) 8,3
4|qi[16751921 dermcidin preproprotein [Homo sapiens] 149 11391 3 32,7
5|Qi|435476 cytokeratin 9 [Homo sapiens] 125 62320 2 3.7

3
prot_hit_num prot_acc prot_desc prot_score [prot_mass |prot_matches |prot_cover
1]gi|11935049 keratin 1 [Homo sapiens] 1289 66198 28 29
2|qi|28317 unnamed protein product [Homo sapiens] 1091 59720 21 277
3|gi[181402 epidermal cytokeratin 2 [Homo sapiens] 1007 66110 15 31
4|qi|908801 keratin type 1l [Homo sapiens] 992 60448 19 294
5|gi1]5031839 keratin, type Il cyloskeletal 6A [Homo sapiens] 981 60293 19 294
6|qi|119617035 keratin 6E isoform CRA_b [Homo sapiens] 949 60144 17 295
7|9i]55956899 keratin, type | cytoskeletal 9 [Homo sapiens] 948 62255 18 35,3
8|qi|38044288 gelsolin isoform b [Homo sapiens] 942 80876 21 23,9
9|9i|908803 keratin type Il [Homo sapiens] 934 60472 17 294
10/gi|18999435 Keratin 5 [Homo sapiens] 848 62568 19 26,9
11]91|332260810 PREDICTED: keratin, type | cytoskeletal 14-like [Nomascus leucogenys] 666 51729 12 223
12/gi|31074631 keratin 1b [Homo sapiens] 563 62049 13 171
13]01|1195531 type | keratin 16 [Homo sapiens] 512 51548 10 178

4
prot_hit_num prot_acc prot_desc prot_score [prot_mass |prot_matches |prot_cover
1/gi|21410323 Perilipin [Homo sapiens] 1420 56216 33 54,8
2|gi]11935049 keratin 1 [Homo sapiens] 675 66198 13 236
3|qi|435476 cytokeratin @ [Homo sapiens] 669 62320 12 18,3

5
prot_hit_num prot_acc prot_desc prot_score [prot_mass |prot_matches |prot_cover
1|gi|119622466 perilipin [Homo sapiens] 2132 56215 68 74,5
2|Qi|47132620 keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal [Homo sapiens] 2049 65678 35 53,8
3|qi[11935049 keratin 1 [Homo sapiens] 1861 66198 35 40,7
4|qi|28317 unnamed protein product [Homo sapiens] 1298 59720 28 325
5|gi|435476 cytokeratin @ [Homo sapiens] 838 62320 19 23,3

Abb. 8. 7: ESI-MS-Analyse der 5 Proteinbanden der Immunprizipitation von Perilipin aus humanem

Fettlebergewebe.
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