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1. Einleitung

1.1. Die physiologische Bedeutung langkettiger Feturen

Langkettige Fettsauren erfillen eine Vielzahl vamlg&ionen im prokaryotischen und
eukaryotischen Organismus. Aus mit der Nahrungemndgimenen Triglyceriden werden sie
von lingualen und pankreatischen Lipasen freigésetd von den Enterozyten des Jejunum
und lleum resorbiert. Reesterifiziert gelangenisi€hylomikronen tber die Lymphbahn in
das BlutgefalRsystem, wo sie an Albumin gebunde& Wirkungsorte erreichen. Fir viele
Gewebe stellen langkettige Fettsduren eine aufdecktige Energiequelle dar. Sie werden
entweder, wie zum Beispiel von Kardiomyozyten, dufzOxidation (Bing et al., 1954) in
Energie umgewandelt oder dienen in Form von Trgiglen als Energiespeicher, wie
beispielsweise in Adipozyten oder Hepatozyten. Gedba an Proteine, kbnnen langkettige
Fettsauren deren Eigenschaften ver&ndern und ilgemelten Einbau in spezifische
Membrandomanen ermdglichen (Bouvier et al., 1986kson et al., 1995; Mundy 1995). Sie
konnen direkt Einfluss nehmen auf die Aktivitat Monenkanalen, auf Enzymfunktionen und
Synapsenibertragung (Anderson et al., 1990; Ordavan}., 1991; Ubersicht s. Abumrad et
al., 1998). Sie sind Ausgangspunkt der SyntheseHmmonen (Hwang et al., 2000) und
wirken selbst als intrazellulare Signalmolekile s et al., 2000). Zusammen mit
Ceramiden und Cholesterin sind langkettige und dahgkettige Fettsauren wichtige
Bestandteile der epidermalen Lipidbarriere (Norl@001). Durch eine ganz bestimmte
Anordnung und Zusammensetzung dieser drei Besindterden hydrophobe interzellulare
Lamellen gebildet, die zum einen Schutz gegentbeRei@n physikalischen und
mechanischen Einflissen bieten und zum anderen tanskutanen Wasserverlust

minimieren.
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1.2. Untersuchungen zur zellularen Aufnahme langkéger Fettsauren

Bevor langkettige Fettsduren ihre Funktionen in dele erfullen kénnen, missen sie
zunachst die Plasmamembran passieren. Der genawhaMsmus dieser zellularen
Aufnahme ist noch nicht vollstandig bekannt. Manggzunachst davon aus, dass langkettige
Fettsauren ausschlie3lich durch passive Diffusiomlas Zellinnere gelangen (Kamp et al.,
1992). Dies trifft aber nur bei hoher Konzentrataiaser Fettsauren zu (Kamp et al., 1992).
Mittlerweile gibt es Hinweise darauf, dass die wéite Aufnahme ein Zusammenspiel von
passiver Diffusion und einem Protein-vermittelteaisportsystem ist. Dieser hochaffine und
spezifische Transport, den Zellen wie Kardiomyoaytélepatozyten, Adipozyten und
Keratinozyten zeigen, ist bei den niedrigen phygjgchen Substratkonzentrationen von
Bedeutung (Stremmel et al., 1986; Stremmel und BEB6; Stremmel, 1988a; Stremmel,
1988b; Vyska et al., 1988; Schurer et al., 1994).

Inzwischen wurden verschiedene Proteine identitizée im direkten Zusammenhang mit
einem Anstieg der zellularen FettsdureaufnahmeesteFu ihnen gehdren unter anderem
FABPpm (fatty acid binding protein der Plasmamempr@hou et al., 1992), FAT/CD36
(fatty acid translocase) (Abumrad et al., 1993) diedFamilie der FATP (fatty acid transport
proteins) (Schaffer und Lodish, 1994). Die groRésl@itung wird den Mitgliedern der FATP-
Familie beigemessen, da nur diese ausschliellidrettsdure metabolisierenden Geweben
nachgewiesen wurden (Abumrad et al.,, 1993; Stahhlgt 1999) und nur sie an der
Plasmamembran lokalisiert werden konnten (SchafferLodish, 1994; Stahl et. al., 1999).

1.3. Die Familie der Fettsauretransportproteine (FAP)

1994 wurde das erste Mitglied der FATP-Familie ettt einer
Expressionsklonierungstechnik entdeckt (Schaffed wodish, 1994). In den folgenden
Jahren fand man sowohl beim Menschen als auchdbeVidus noch weitere funf Mitglieder
dieser Familie (hsFATP1-6; mmFatpl-6) (Hirsch et 4B98; Gimeno et al., 2003). Es
handelt sich bei ihnen um eine Gruppe evolutiomihhkonservierter Proteine (Hirsch et al.,
1998), denen eine Signatur-Sequenz (Kernsequemzgigeast, auf der sich eine - auch fur
Acyl-CoA-Synthetasen charakteristische - AMP-Bingsstelle befindet (Hirsch et al., 1998).
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Eine der Acyl-CoA-Synthetase &hnliche Aktivitdt koe fur FATP1, 2, 4 und 5
nachgewiesen werden, wobei nur FATP1, 2 und 4 leitige Fettsduren aktivieren (Berger et
al., 1998; Coe et al.,, 1999; Steinberg et al.,, 1998rrmann et al.,, 2001). Wie die
Enzymaktivitat mit der zellularen Aufnahme von Bétiren zusammenhangt, ist noch unklar.
Das Expressionsmuster der einzelnen FATPs untedgtheich. FATP1 wurde in
Fettgewebe, Muskulatur, Gehirn und Herz nachgewie§chaffer und Lodish, 1994).
FATP2 fand man ausschlie3lich im Nierenkortex under Leber (Hirsch et al., 1998). In der
Lunge ist nur FATP3 vorhanden, das aber auch nodmnderen Geweben exprimiert wird
(Hirsch et al., 1998). FATP4 wurde als einziges gied der FATP-Familie im Darm
nachgewiesen (Stahl et al., 1999). Es wird aul3ersei@ehirn, Fettgewebe, Herz, Niere,
Leber und Haut exprimiert (Herrmann et al., 206FBTP5 wurde nur in der Leber (Hirsch et
al., 1998; Stahl et al.,1999) und FATP6 ausschtbflRim Herz gefunden (Gimeno et al.,
2003). Mittels Uberexpressionsversuchen konnteBditeiligung der Mitglieder der FATP-
Familie an der aktiven Aufnahme langkettiger untrdangkettiger Fettsduren und deren
Metabolisierung gezeigt werden. Die Aufnahme kormsezum Vierfachen gesteigert werden
(Schaffer und Lodish, 1994), wobei der genaue moéek Ablauf dieses Vorgangs noch
nicht vollstandig geklart ist. Die Tatsache, dassisolierten Enterozyten durch FATP4-
Antisense-Oligonukleotid-Behandlung die Aufnahmen vBleat und Palmitat um 50 %
vermindert werden konnte (Stahl et al., 1999), tzdig wesentliche Bedeutung von FATP4

im Darm.

1.3.1. Das Fettsauretransportprotein 4 (FATP4)

FATP4 konnte an der apikalen Plasmamembran desdaiims lokalisiert werden (Stahl
et al., 1999). Um seine Bedeutung bei der Fetts@ifmahme im Darm audim vivo, mittels
Geninaktivierung bei Mausen, untersuchen zu konmende als Voraussetzung dafir das
murine Fatp4-Gen kloniert, vollstandig sequenziert und chanagiert (Herrmann et al.,
2001). Es konnte bei der Maus auf der Bande B desr@osoms 2 lokalisiert werden, was
der Region 9934 des humanen Gens entspricht. Sémeo Leseraster umfasst 1929
Basenpaare (bp) und kodiert ein 643 Aminosauremhiadiendes Protein. Innerhalb der
kodierenden Bereiche, die 12 Exons umfassen, zeilgan menschliche und das murine
FATP4-Gen eine hohe Ubereinstimmung von 92,2 % (Herrnedrah., 2001).
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mmFATP4
1 2 3 4 56 7-9 10-12 13

hsFATP4

- -

1 2 3 4 56 7-9 10-12 13

Abbildung 1: Schematischer Vergleich der Genstruktur des murinerFatp4- und des humanerFATP4-
Gens. Exons sind durch Rechtecke wiedergegeben, kodleréBereiche sind schwarz ausgefullt, nicht
kodierende Bereiche leer. Die Exonnummern sind ijsva@gegeben.

1.4. Herstellung einer konstitutiven Knockoutmaus ar Untersuchung der
physiologischen Bedeutung von FATP4

1.4.1. Entwicklung derFatp4-K-Mauslinie (Herrmann et al., 2003)

Seit man bei der Maus gezielt Gene inaktivieremkdrat sich eine weitere Mdglichkeit
ergeben, die physiologische Bedeutung und Funktiom Proteinen zu untersuchen. Die
Bildung des zu untersuchenden Proteins wird inetieogenannten Knockoutmausen mittels
Inaktivierung des entsprechenden Gens verhindertdass anhand eines Vergleichs mit
Kontrolltieren einerseits die Auswirkungen der Gexkitivierung genau charakterisiert und
andererseits Rickschlisse auf die eigentliche Bedgudes Proteins gezogen werden
konnen. Die Modifikation des jeweiligen Gens windembryonalen Stammzellen (ES-Zellen)
der Maus vorgenommen. Diese werden aus Blastozydiersuperovulierten Spendertieren
am Tag 3,5 post coitum enthommen werden, gewondieh.ist es nun, die Sequenz des
entsprechenden Gens so zu verandern, dass dieeSgrdks Proteins nicht mehr moglich ist.
Dies wird mit Hilfe von Targetingvektoren erreiclitierbei handelt es sich um konstruierte
DNA-Sequenzen, deren 5’- und 3’-Enden homolog nerel eilsequenz des Zielgens gewahlt
werden. Nachdem diese Genkonstrukte mittels Elpktagion in den Kern der ES-Zellen
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transfiziert worden sind, kommt es unter Ausnutzungler zellularen
Rekombinationsmaschinerie zum gezielten Einbau desgetingvektors in seinem
chromosomalen Aquivalent (homologe Rekombinatidti).Hilfe positiver Selektionsmarker
und Southern-Blot-Analysen erfolgt eine Selektioer &ellen, bei denen eine korrekte
Rekombination stattgefunden hat. Diese nun geretisodifizierten ES-Zellen werden in
Blastozysten reinjiziert, die wiederum in den Ugerscheintrachtiger Mause implantiert
werden. Da der Hormonhaushalt dieser Tiere nacpaasung mit vasektomierten Mannchen
dem einer trachtigen Maus entspricht, kommt esEionistung der Blastozysten und zum
Austragen chimérer Tiere. Es handelt sich hierbmi Tiere, die aus Zellen mit dem
unveranderten Genom und aus Zellen bestehen, digeffrdes Targetingverktors sind.
Aufgrund der Pluripotenz von ES-Zellen kann das DBKi#nstrukt in allen Gewebearten
gefunden werden. Nur wenn auch Keimzellen Vektgerégsind, kann die Mutation auf die
Tochtergeneration Ubertragen werden. Welche Juegliedger der zusatzlichen Sequenz
sind, kann nun mittels Southern-Blot-Analyse undRP&mittelt werden. Durch gezielte
Kreuzung heterozygoter Tiere erhalt man frihesiender F2-Generation Tiere, die das
veranderte Allel homozygot tragen.

Im konkreten Fall wurde daBatp4-Gen der Maus gezielt inaktiviert (Herrmann et al.,
2003). Dazu wurde ein Targetingvektor konstruiddssen Insert in das Intron 2 integriert
wurde und eine 7172 bp lange Kassette beinhaltBiese setzte sich aus einem
SpleiRakzeptor (SA), einer internen Ribosomen-Bigdstelle (IRES), einem lacZ-Reporter-
Gen, einem Neomycinresistenz-Gen, einem Poly@ynal, das die Transskription beendet,
und einer das lacZ-Reportergen und das Neomycsteegi-Gen verbindenden Sequenz ([3-
geok) zusammen. Um fur spéatere Versuche auch distdlleng konditionaler Fatp4-
defizienter Mause zu ermdglichen, wurde diese Kbssaif beiden Seiten von FRT-Stellen
flankiert, die das Herausschneiden der Kassettehdualie FLP-Rekombinase erlauben.
Zusatzlich wurde Exon 3 von zwei LoxP-Stellen unmahdie Schnittstellen der Cre-
Rekombinase sind. Mit diesem Konstrukta(p4-K) wurden zwei verschiedene Klone
embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) transfizieirdh das integrierte Neomyzinresistenz-
Gen konnten die transfizierten Zellen nun antikichi selektiert werden, so dass nur die
Zellen Ubrig blieben, in denen eine Rekombinatioit dem Insert des Targetingvektors
stattgefunden hatte. Da es auch zu einem fehlerh&inbau des Vektors kommen kann,
musste dies durch Southern-Analyse ausgeschlossatemw Die ES-Zell-Klone wurden in
Blastozysten injiziert und diese in Mause implamti®ie geborenen chiméaren Jungtiere

wurden miteinander verpaart. Neben homozygoten tyilMausen (+/+) entstanden auch
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heterozygote Tragertiere (+/-), die durch SouthEmaltysen und PCR genomischer DNA
ermittelt wurden. Durch gezielte Paarung gingeml@én F2-Generation unter anderem Tiere
hervor, die dagatp4-Defektallel homozygot trugen (-/-).

Um auszuschlie3en, dass es sich bei dem konsemiédtel nur um ein hypomorphes,
nicht aber um ein Defekt-Allel handelt, das in einellstdndigen Inaktivierung von Fatp4
resultiert, hat man zur Kontrolle ein zweites veigmes Allel erzeugt. Hierzu wurden Mause,
die dasFatp4-K-Allel mit der beschriebenen Kassette tragen, mauben gekreuzt, die
transgen fur PGK-Cre, eine ubiquitar exprimiertae-Rekombinase (Schwenk et al., 1995),
waren. Folglich entstanden in der F1-GeneratiomeTmit einemFatp4-Allel, das zwar noch
die Kassette enthielt, aus dem Exon 3 aber durehCde-Rekombinase herausgeschnitten
worden war Fatp4-KO). Durch eine Rasterverschiebung an dem modifeaieAllel entsteht
ein Stopcodon, das die Bildung von Fatp4 unmdghacht. Es liegt folglich eine Null-
Mutante vor. Die Tatsache, dass die homozygéiap4-K-Mause morphologisch identisch
mit den homozygotefratpd-KO-Mausen waren, zeigt, dass daatpd-K-Allel vollstandig

inaktiviert und somit die Gen-Kassette hocheffekgiv

FRT FRT LoxP LoxP
%LI—[H B-geok SA IRES neo pW Fatp4-K-Allel
Exon 2 Exon 3 Exon 4
PGK-Cre-Rekombinase FLP-Rekombinase

7//LI_|:H R-geok SA IRES neo pAH]H— 7//LI_|:H>.I.[FI_

Exon 2 Exon 4 Exon 2 Exon 3 Exon 4

Fatp4-KO-Allel Fatp4fiox-Allel

Abbildung 2: Das DefektallelFatp4-K. Nach Exzision des von zwei LoxP-Stellen flanleéarExon 3 durch
die PGK-Cre-Rekombinase bleibt das Allel funktidrinbktiv. Dagegen entsteht nach Exzision der vemiz
FRT-Stellen flankierten Kassette wieder ein funkéib aktives ,gefloxtesFatp4-Allel.
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1.4.2. Beschreibung des Phanotyps déatp4-K-Maus

Wahrend sich die heterozygoten Mause von den Wiltitgiusen nicht unterschieden,
starben did-atp4 -/- Mause nur Minuten bis wenige Stunden nachri@eburt. Phanotypisch
fielen sie durch eine komprimierte, kugelige Kofpen auf. Sie schienen von einer
verdickten, schuppigen und faltenfreien Haut s&angeengt zu werden, was eine Fixation
ihrer Gelenke in Beugehaltung und eine Gesichtsdyghie mit offen stehendem Maul zur
Folge hatte. Aufgrund der massiven Bewegungseias&ling waren auch die Atmung und
das Saugen behindert. Die histologische Untersuglo@n Haut zeigte eine Verdickung des
Stratum corneum als eine hyperkeratotische, honmegewnsinophile Masse. Auch das
Stratum spinosum wies eine grolBere Anzahl von ddttbten auf, und im Stratum
granulosum war eine Verkleinerung der Keratohyaéingla festzustellen. Im Vergleich zur
Haut der Wildtyp-Mause zeigte die Fatp4-defiziehtaut eine flache dermo-epidermale
Verbindungszone ohne Reteleisten und eine verntmdearsbildung der Hautanhangsgebilde
(Haarfollikel, Schweil3driisen, Talgdrusen).

Abbildung 3: Morphologie neugeborenerFatp4 -/- Mause. Oben: Neugeborengatp4 +/+ Kontrollmaus
(links) im Vergleich mit einefFatp4 -/- Maus (rechts) aus dem gleichen Wurf. Unterstblogisch zeigt die
Epidermis vonFatp4 -/- Mausen (rechts) eine Hyperkeratose und einantiose (HE Farbung, VergroRerung
jeweils 20x).
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Diese histologischen Befunde liel3en eine wesemtlBadeutung von Fatp4 in der Haut
vermuten.Fatp4 mRNA war in der Haut bereits nachgewiesen wordderfmann et al.,
2001), der Bildungsort innerhalb der Haut war jddosoch nicht bekannt. Mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie konnte als dieser daatiBn spinosum und das Stratum

granulosum identifiziert werden (Herrmann et abQ3).

Abbildung 4: Fatp4-Expression in der Haut. Immunhistochemische Farbung von Epidermis mit einem
Fatp4-spezifischen AntikdrpeFatp4 +/+ Kontrollmaus (links) im Vergleich mit einératp4 -/- Maus (rechts).
Die Haut der Kontrollmaus zeigt im Bereich des timaspinosum und des Stratum granulosum eine dketli
Fatp4-spezifische Farbung (Pfeil, rot). In der Epidis der Knockoutmaus verlief der Nachweis vonp&at
negativ. sc: Stratum corneum, sb: Stratum basad®dtab 50 pm.

Das hyperkeratotische sowie parakeratotische Eraohgsbild der Haut veranlasste zu
einer genaueren Untersuchung der Keratinozytemdifi@erung. Zu diesem Zweck wurden
im Besonderen die Proteine, die am Verhornungspeoder oberen Hautschichten beteiligt
sind, mittels Immunfluoreszenzmikroskopie  sichtbagemacht. = Sowohl die
epidermisspezifischen Keratine (K5, K14, K10, KE®, und K16) als auch die zur Bildung
der Hornhtlle (cornified envelope) bendtigten FragelLoricrin, Filaggrin, Periplakin und
Transglutaminase-1 wurden, verglichen mit der Hdet Fatp4 +/+ Kontrollméduse, in
deutlich erhéhtem Ausmal3 nachgewiesen (Herrmarah.,e2003). Dies bestatigte, dass bei
den Fatp4 -/- Mausen tatsachlich eine Proliferation und Higeeatinisierung der Epidermis
vorlag.

Wie sich durch Versuche mit Lucifergelb und X-Galgte, war auch die Barrierefunktion
derFatp4 -/- Haut gestdrt. So durchdrang einerseits deorelszenzfarbstoff Lucifergelb, der
bei denFatp4 +/+ Kontrollméusen nicht mehr als das Stratum eom passieren konnte, die

gesamte Epidermis dé&iatp4 -/- Mause. Andererseits konnte das blaue Pratipites bei der
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Spaltung von 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3, D-Galagyranosid (X-Gal) durch die
endogene 3-Galactosidase entsteht, in der HauFatpd -/- Mausen nachgewiesen werden.
Die Epidermis derFatp4 +/+ Kontrollmduse war hingegen fur X-Gal undurdsig
(Herrmann et al.,, 2003). Darlbertberhinaus konnie Anstieg des transkutanen
Wasserverlustes um den Faktor neun nachgewieselew@rderrmann et al., 2003).

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Ubrigergdde, ergab nur bei der Lunge
Auffalligkeiten. Hier wurden nicht vollstdndig ealfete Alveolen und eine
Hyperproliferation der Septen festgestellt. Einetddsuchung der Surfactant ergab keinen
besonderen Befund (Herrmann et al., 2003).

Fatp4 scheint, wie weitere Untersuchungen ergabender Entwicklung von Fettzellen
keine wesentliche Rolle zu spielen. Es wurde jedesltgestellt, dass eine Fatp4-Defizienz
Auswirkungen auf die Fettzusammensetzung hat. hmDheber, Lunge, Gehirn, Dermis und
Epidermis wurde das Vorkommen und die Zusammensgtzon Phosphatidylcholin (PC),
Sphingomyelin (SPM), Phosphatidylethanolamin (PEhpsphatidylserin (PS), Ceramiden
(CER), Cholesterin (FC), Triglyceriden (TG) und G¥sterylester (CE) untersucht. Nur in der
Epidermis fand man folgende Veranderungen: Die real&onzentrationen von PC, PE und
CE waren vermindert, von FC und CER hingegen ert@éitder genaueren Betrachtung der
epidermalen Ceramide fiel auf, dass sie einen igedn Anteil von sehr langkettigen
Fettsauren aufwiesen, wahrend Fettsduren mit weratge 26 C-Atomen einen deutlich
hoheren Anteil ausmachten. Zusatzlich wurde einealime von ungeséttigten und eine
Abnahme von gesattigten, sehr langkettigen Fegsadestgestellt, was die Acyl-CoA-
Synthetaseaktivitat von Fatp4 im Besonderen fir fsigkettige Fettsduren erneut belegen
konnte (Herrmann et al., 2003).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die morphotagisVeranderungen der Fatp4-
defizienten Epidermis mit einem Verlust der Baefanktion einhergehen. Die wesentlichen
Bestandteile dieser Barriere kdonnen nicht mehr @én érforderlichen Zusammensetzung
gebildet werden. Der Tod der Fatp4-defizienten Mawsd vermutlich durch die massive
Bewegungseinschrankung des Thorax und die darassitieeende respiratorische

Insuffizienz oder durch die progressive Dehydratatierursacht.



Einleitung -10 -

1.5. Vergleich mit der letalen restriktiven Dermopahie des Menschen

Der gesamte Phanotyp der Fatp4-defizienten Mauseltéih bemerkenswerter Weise dem
Erscheinungsbild einer sehr seltenen Hauterkrankdeg Menschen, der restrikriven
Dermopathie (RD) (Herrmann et al., 2003; Moulsomlet2003). Es handelt sich hierbei um
eine letal verlaufende, autosomal rezessive Genwtese, deren Pathogenese bislang nicht
bekannt ist (Holbrook et al., 1987; Nijsten et aD02). Weltweit sind weniger als 50 Falle
beschrieben. Die betroffenen Kinder werden meist faih und mit vermindertem
Geburtsgewicht geboren. Sie umspannt eine strgtégfe, dinne und rissige Haut, die
Bewegung kaum zulasst und die Atmung durch die &tampression massiv erschwert.
Weitere Folgen der unnachgiebigen Haut sind einné&te offenstehender Mund, eine
zusammengepresste Nase, tief ansetzende deforOtert@ und Beugekontrakturen fast aller
Gelenke. Der Tod tritt aufgrund insuffizienter Lemyentilation innerhalb von Stunden bis

héchsten vier Wochen nach der Geburt ein.

Abbildung 5: Ein Saugling mit letaler restriktiver Dermopathie. Links: Typische Beugekontrakturen bei
neugeborenen RD-Patienten. Rechts: Eine durchsaidsn dinne und rissige Haut, ein offen stehenderdV
und tiefansetzende, deformierte Ohren als deudidkennzeichen der RD. (Entnommen aus Nijesten .et al
2002)

Histologisch zeigt die Haut eine verdickte hypedtetische Epidermis, eine flache dermo-
epidermale Verbindungszone und eine verminderteaAinzon Hautanhangsgebilden, die
nicht vollstandig ausgebildet sind. Das Stratumnglasum weist in der Form veranderte
Keratohyalingranula auf. Die Dermis ist dunn unthétt parallel zur Epidermis verlaufende
Kollagenfasern. Das Unterhautfettgewebe besteht auer vermehrten Anzahl von
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Zellschichten (Holbrook et al., 1987; Nijsten et 2D02), womit dies der einzige Punkt ist, in
dem sich die Merkmale der RD von denen Hatp4 -/- Mausen unterscheiden. Aufgrund
infauster Prognose werden nach Diagnosestellunghekeieiteren Therapieversuche
unternommen.

Die aufgezeigten Parallelen zwischen RD und Fatpfiziznz werfen die Frage auf, ob
der gesuchte genetische Defekt nicht auf &&mP4-Gen zu suchen ist.

1.6. Madglichkeiten zur genaueren Untersuchung der &eutung von
FATP4 in der Haut

Es ist bislang ungeklart, ob die Veranderungen Higut von Fatp4 -/- Mausen priméar
durch das Fehlen von Fatp4 in der Haut entstehesr @ds sekundare Effekte der
generalisierten Fatp4-Defizienz. Da die homozyggfizienten Tiere kurz nach der Geburt
sterben, ist dies schwierig zu untersuchen. Inrenkehen Situation ist die Etablierung einer
Mauslinie mit induzierbarer gewebsspezifischer @Gekiivierung eine Methode der Wahl
(Metzger et al., 2001). Hierbei spielt unter andedas Cre/LoxP-Rekombinationsystem eine
wichtige Rolle, worauf im Folgenden etwas genausgegangen werden soll.

1.6.1. Das Cre/LoxP - Rekombinationssystem

Das Cre/LoxP-Rekombinationssystem wurde urspriimglbzim Bakteriophagen P1
entdeckt, und was diesem als Uberlebensstrateggat,dwird heute zur Herstellung
gewebsspezifischer Knockoutmé&use genutzt.

Die Cre-Rekombinase gehort zu der Familie der la¥lbtegrasen und ist fahig,
bestimmte Sequenzen der DNA (sogenannte LoxP-Seguoenzu erkennen und zu
rekombinieren. LoxP-Sequenzen umfassen 34 Basenfia@), welche sich aus zwei 13 bp-
langen invertierten- und einer 8 bp-langen Kerneaguzusammensetzen (Sternberg und
Hamilton, 1981). Erkennt die Cre-Rekombinase eirxR-&equenzen-Paar in der DNA,
rekombiniert sie es. Je nach Orientierung der Keuenz kommt es zu einer Inversion oder

zu einer Exzision der zwischen den beiden LoxP-8ergen liegenden DNA (Kilby et al.,
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1993). Sollten sich die zwei LoxP-Schnittstellerverschiedenen DNA-Molekilen befinden,
werden die betreffenden Sequenzen ausgetauscliaf@re/LoxP-System keine Kofaktoren
bendtigt, kann es auch in Sdugerzellen zum Eirkgatamen (Sauer und Henderson, 1990).

Zur Entwicklung einer Mauslinie mit gewebsspezifisc Inaktivierung eines Gens
bendtigt man zunachst Mause, die an einem esdenti€kil dieses Gens LoxP-Sequenzen
aufweisen. Diese werden mittels Targetingvektor Blastozysten injiziert und Mausen
implantiert, bei deren chimaren Nachfolgegeneratiogses modifizierte Gen auch in die
Keimbahn gelangen kann. In der F2-Generation emnah dann Tiere, die Trager zweier
zusatzlicher LoxP-Sequenzen sind (Mause mit gefloxZielallel).

Des Weiteren ist eine zweite Mauslinie erforderlichie die Cre-Rekombinase als
Transgen exprimiert (Cre-transgene Mause). Dureh/dahl einer geeigneten Enhancer- und
Promotorsequenz, unter deren Kontrolle die Trapshkmn ablauft und die nur in bestimmten
Organen oder Zelltypen vorkommen, kann die Bilduley Cre-Rekombinase auf gezielte
Orte begrenzt werden. Eine Kreuzung von Mausen gefloxtem Zielallel und Cre-
transgenen Mausen bringt demzufolge unter anderieme hervor, bei denen es zu einer
gewebsspezifischen Inaktivierung des gewiinschtens G@mmt. Da die Integration des
Vektors flr das Cre-Transgen nicht vorhersehbafN&intford und Smith, 1995) und die
Rekombinationseffizienz in den Zielzellen nicht H€0 % liegt, sollten immer mehrere
transgene Linien fur einen verwendeten Vektor hetedie werden.

Um nun aufgrund der frihzeitigen Letalitét der M&wsne Mutation zu erzielen, die bei
adulten Tieren induziert werden kann, bedarf esreiferanderung der Cre-Rekombinase, die
ihre Aktivitdt regulierbar macht. Beispielsweise nka mittels einer Fusion der Cre-
Rekombinase mit der Ligandenbindungsdoméne einesdifizierten, humanen
Ostrogenrezeptors eine Aktivitat nur dann ausgsl@stien, wenn das entsprechende Substrat
am Rezeptor bindet (Indra et al., 1999; Metzgerakt 2001). Da es sich um einen
modifizierten, humanen Rezeptor handelt, hat diaidvieeine korpereigenen Substrate, die
dies kénnen. Durch die Injektion des entsprecheridganden wird die Cre-Rekombinase
aktiviert und der Zeitpunkt der Geninaktivierunghkafolglich exakt bestimmt werden. Li et
al. haben erstmals eine zeitlich kontrollierbaren&@esschaltung in der Maus erzielt, die

hautspezifisch war (Li et al., 2000).
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1.7. Zielsetzung der Arbeit

Die konstitutiven Fatp4-Knockoutmause sterben kurz nach ihrer Geburt. Die
Veradnderungen, die man bei ihnen findet, sind zliskt aufgrund der fast ubiquitaren
Exprimierung dedratp4-Gens aul3erst schwierig einzustufen. Im Rahmernvagiegenden
Dissertation sollen morphologische Analysen undkfiomelle Untersuchungen an Mausen
mit induzierbarer gewebsspezifischer Fatp4-Defzi&rkenntnisse tUber die Funktion von
Fatp4 in der Epidermis und Uber seine Bedeutung d&in Aufbau der epidermalen
Lipidbarriere liefern. Mittels dieses Mausmodeltd es mdglich, die Auswirkungen einer
Fatp4-Defizienz in der Epidermis am adulten Tiealéxzu untersuchen. Im Gegensatz zu
einer generalisierten Fatp4-Defizienz kdnnen hieraesentlich genauere Schlussfolgerungen
gezogen werden.

Die auffalligen phanotypischen Gemeinsamkeiten awes Sauglingen mit restriktiver
Dermopathie und homozygoten Mausen der Fatp4-detzn Linie legen den Verdacht nahe,
dass dasFATP4-Gen von wesentlicher Bedeutung bei der Entstehdigger letalen
Erkrankung sein koénnte. Als weiteres Ziel dieserhelr soll die Isolierung humaner
genomischer DNA aus Blut, die Sequenzierung dernEBereiche und der Intron-Exon-
Ubergange des humandgrATP4-Gens sowie die Sequenzanalysen, als Grundlage und
Voraussetzung fir die Untersuchung von Blut vondaégén mit restriktiver Dermopathie, in

unserem Labor etabliert werden.



Material und Methoden

-14 -

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Autoklav:

Automatisches DNA Sequenziergerat:

Gelkammern:

Heizplatte und Magnetrihrer:
Kamera:

Kryostat:

Mikroskope:

Mikrowellenofen:

Netzgerate:

PCR Gerate:

PH Meter:
Thermostate:
Ultraschallwasserbad:

UV Transilluminator:

Systec V-65 der Firma Systec GmbH
»ABI Prism 31@né&tic Analyser* der Firma
Applied Biosystems
verschiedene horizontale Systeme demaFi
Angewandte Gentechnologie Systeme
.lkarus Ret" der Firdeanke & Kunke

Polaroid MP-4 Land Camera

.Mod. 2700-Frigocut” der Firma Reichettng
,Olympus Provis®* mit  angeschlossener
U-RFL-T*
(Fluoreszenzmikroskopie) und einer ,Color view
12¢
Computerprogramm ,AnalySIS*
,Olympus SZX 12*

,ER638" der Firma Toshiba

.Elektrophorese

Quecksilberlampe ,Olympus

Kamera zur Ubertragung auf das

StromversorgungsgeraPS E
301" der Firma Amersham Pharmacia Biotech
,PCR Sprint Temperature Cycling Systeiar
Firma Hybaid
,Cyberscan 510“
»1hermomixer comfort‘ der Firma Epperid
Sonorex RK 510 S der FirmadBEn

Gerat der Firma Renner
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Reagenzgefal3mischer:

Waage:

Warmeschrank:
Zentrifugen:

2.1.2. Chemikalien

Vortexer der Firma Jahnke &k&lu bzw.
Heidolph

.Modell 3716“ und ,CP323S-OCE" der Firma
Sartorius

Typ SUT 6060 der Firma Heraeus
.Biofuge Fresco” und ,Biofuge Pico" dEirma

Heraeus Instruments

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die verwend@eemikalien von folgenden Firmen

erworben: Sigma, Roth, Merck und Stratagene.

2.1.3. Kits

Isolierung genomischer DNA aus Vollblut: QlAa@®DNA Blood Mini Kit
(Qiagen)

Isolierung genomischer DNA aus Gewebe: DNe@asissue Kit (Qiagen)

Gewinnung von DNA aus Agarosegelen: GPXPCR DNA and Gel Band

Sequenzierung:

PCR:

Purification Kit der Firma

Amersham Biosience

ABI Prism® BigDye ™
Terminator v1.1 Cycle Sequenzing
Kit der Firma Applied Biosystems

Herculas®Enhanced DNA

Polymerase der Firma Stratagene
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PCR zur Genotypisierung: PuReT¥q Ready-To-Go PCR-
beads der Firma Amersham

Biosciences

2.1.4. Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von demtarMWG-Biotech hergestellt. Eine
Ubersicht der eingesetzten Primer findet sich inma@uy.
Die Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) wurdeon der Firma Amersham

Biosciences bezogen.

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Isolierung genomischer DNA

Aus humanem EDTA-Blut wurde genomische DNA mittdlss QlAam@®DNA Blood
Mini Kit gewonnen. Zur DNA-Isolierung aus Mausesé@nazen und anderem Gewebe wurde
der DNeas® Tissue Kit verwendet. Beides wurde gemall den Asmgatles Herstellers
durchgeflhrt.

Prinzipiell wurde das entsprechende Gewebe zunduohstr Einsatz von Protease
beziehungsweise von Proteinase K lysiert. Nach fbhaing in ein GefaR mit einer
Silikagel-Membran wurde die DNA an diese gebundéittels zweier Waschvorgangen mit
Zentrifugation wurde die Probe von Salzen und ameKontaminationen befreit. Die
aufgereinigte DNA wurde schlie3lich von der Membmniert und in einem geeigneten

Puffer aufgefangen.
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2.2.2. Polymerase-Kettenreaktion ( PCR)

Zu 2 pl genomischer DNA wurden 5 pl 10 x HercuasReaktions-Puffer (Firma
Stratagene), 1 pul dNTP-Mix (Amersham Pharmaciapd jedes dNTP), je 1 ul 10 mM
Primer (MWG-Biotech AG), 0,5 pl Hercula®e Enhanced DNA Polymerase ( Firma
Stratagene ) und HPLC,B ad 50 ul gegeben.

Die Reaktionsbedingungen wurden Ublicherweise falgemal3en gewabhilt:

Auf eine dreiminutige Denaturierung bei 95 °C felgt35 Zyklen:

- 30 Sekunden Denaturierung bei 95 °C,

- 30 Sekunden Annealing bei 60 °C,

- 1 Minute Polymerisierung bei 72 °C.

Im letzten Zyklus wurde die Polymerisierung auftadmuten verlangert.
Durch das Zuftigen von DMSO (Firma Stratagene) digCl, (MBI Fermentas) sowie durch

die Veranderung der Zyklenanzahl konnten gegebatieirgebnisse verbessert werden.

2.2.3. Agarosegelelektrophorese

Eine Menge von 1,5 g Agarose wurde durch Aufkodineb50 ml 1x TAE-Puffer gelost.
Wahrend des Abkuhlens wurden 7,5 pl Ethidiumbrogsdhg (10 mg/ml) zugegeben und
das Gel in einen 15 x 15 cm Gelschlitten gegosdeieser war zuvor so in die
Elektrophoresekammer eingebracht worden, dass beiden offenen Seiten jeweils mit den
Seitenwanden der Kammer abschlossen. Ein eingesé&tamm sorgte fur die Aussparungen
(Taschen), in die spater die Probenlésungen geladeden. Nach dem Erstarren wurde das
Gel samt Schlitten so gedreht, dass die TascherhtlRig Kathode zeigten. Die
Elektrophoresekammer wurde nun mit 1,5 | Laufpuffier TAE) geflllt. Der Kamm wurde
nach etwa fiinf Minuten entfernt und danach die DRt&ben, denen jeweils 10 pl Laufpuffer
zugegeben worden war, und der GrolBenmarker aufigetraDie elektrophoretische

Auftrennung erfolgte durch das Anlegen einer Spagrawischen 30 und 100 V.
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2.2.3.1.Elektrophoresepuffer:

1x TAE: 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA

2.2.3.2.Gel-Ladepuffer:

5x Blue Run: 150 mM EDTA
25 mM Tris-HCL
25 % Glycerin
0,05 % Bromphenolblau

2.2.3.3.GroRRenmarker

1 kb DNA Ladder (Gibco BRL)

2.2.4. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente nach elektrophoretischer Auftremgiuin Agarosegelen zur
Weiterverarbeitung zu gewinnen, wurden die gewtitescBanden unter UV-Licht aus dem
Agarosegel ausgeschnitten. Die Isolierung von Feagen bis zu 5 kb Lange erfolgte mit
dem GFX™ PCR DNA and Band Purification Kit nach den Angaltrs Herstellers. Die
DNA wurde in 50 pl TE (pH 8,0) resuspendiert.

2.2.4.1.pH-Puffer:

TE (pH 8,0): 10 mM Tris-HCL
1 mMEDTA
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2.2.5. Sequenzierung

Die Sequenzierreaktion wurde entsprechend den Asmadles Herstellers mit dem ABI
Prism® BigDyeTM Terminator v1.1 Cycle Sequenzing Kit dugefuhrt. Sie erfolgte als
Cycle Sequencing in einem PCR-Gerat mit folgendegiRmmierung:

Zunachst wurde drei Minuten bei 96 °C denaturi@arauf folgten 25 Zyklen:

- 10 Sekunden Denaturierung bei 96 °C,

- 5 Sekunden Annealing bei 55 °C,

- 4 Minuten Polymerisierung bei 60 °C.

Die Proben wurden abschlie3end auf einer Tempevatud °C gehalten.

Nach Ethanolfallung (s.unten) und Aufnahme in Teatglsuppression-Reagenz (Applied
Biosystems) wurden die Produkte zwei Minuten bei°@denaturiert und in einem vom
Gerat in eine Kapillare gepressten Gel elektropismie getrennt und automatisch analysiert.
Die DNA Sequenzierung dieses Gerates beruht auf Detasoxyverfahren nach Sanger
(1977). Neben den Desoxynukleotidphosphaten (dNT#sylen dem Reaktionsgemisch in
geringer Menge auch Didesoxynukleotidphosphate TdR¥Y hinzugegeben. Durch den
Einsatz einer modifizierten Tag-Polymerase (Ampi®®NA Polymerase) werden auch die
ddNTPs in die neu entstehenden Sequenzen eingdbautetzteren die 3 hydroxyl-Gruppe
fehlt, kann kein weiteres Nukleotid an ihnen bindand es kommt folglich zum
Kettenabbruch. Aufgrund der zahlreichen Vervieifgihg entstehen Fragmente, die sich
jeweils um die Lange eines Nukleotids unterscheidearch das Markieren der vier
verschiedenen Didesoxynukleotide mit vier versohiesh Fluoreszenzfarbstoffen, kann
jeweils das letzte Nukleotid eines Sequenzfragnsententifiziert werden. Mittels der
gelelektrophoretischen Auftrennung der einzelneagfrente nach ihrer GrofRe, wird das
Ablesen der Ursprungssequenz moglich. Die durchrelraser ausgeldste nukleotidtypische
Fluoreszenz wird in digitale Signale transformiend als farbiges Kurvendiagramm sichtbar

gemacht.

2.2.6. Computeranalyse

Zur Analyse der erhaltenen Sequenzen wurden Comgpaggamme aus dem HUSAR-

Paket des DKFZ-Heidelberg verwendet, wie zum BelspBimilarity* und ,Reverse”.
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Zusatzlich wurde mit dem Sequenzanalyseprogramnrqi@as Version 1.55 gearbeitet.
Beispiele hierfur werden im Ergebnisteil in den Athbngen 23 und 24 dargestellt.

2.2.7. Fallung von DNA mit Ethanol

Um die nach dem Cycle Sequencing entstandene Mgkleielbsung in einen fur die
Sequenzierung geeigneten Puffer zu Uberfihren, evimdder Regel eine Ethanolfallung
durchgefihrt. Die DNA-LOsung wurde mit 0,1 Volum&rM Natriumacetatlésung (pH 4,6-
4,8) und 2,5 Volumina 100%igem Ethanol (-20 °C) ggfmt. Der Ansatz wurde entweder
direkt im Anschluss oder nach einer Lagerung b@i°@ tber Nacht fur 20 Minuten bei 4 °C
mit 13000 rpm zentrifugiert. Anschlielend wurde @BIA mit 70%igem Ethanol erneut
gewaschen, an der Luft getrocknet und in 20 pl Tategsuppression-Reagenz gelost.

2.3. Histologische Techniken

2.3.1. Probengewinnung fur histologische Analysen

Die Herstellung der histologischen Schnitte deseiedenen Organe und Gewebe sowie
deren Farbung wurde von der Abteilung fir zelluldned molekulare Pathologie des
Deutschen Krebsforschungszentrums, DKFZ, in Hegfglldurchgefihrt. Die Beurteilung
der Schnitte erfolgte durch mich.

Den gettteten Mausen wurden die zu analysierendgan® (Gehirn, Darm, Leber, Milz,
Myokard, Lunge, Skelettmuskulatur und Epidermis)ghuiist schnell entnommen und in
einer 4%igen neutralen Formaldehydldsung fixiedcNEntwasserung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe und Inkubation in Xylol wurden die Pen schliel3lich in Paraffin eingebettet.
Das Schneiden erfolgte in einer Schnittdicke vomn3. Nach Ubertragung der Schnitte auf
Objekttrager wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbuaggenommen.
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2.3.2. Probengewinnung fur immunhistologische Anaken

Die Herstellung der immunhistochemischen Schnitke FAuoreszenzmikroskopie wurden
von der Abteilung fur Zellbiologie des DKFZ in Heitberg durchgefiihrt. Das Verfahren der
indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie richtetehsidabei im Wesentlichen nach den
Angaben in Herrmann et al., 2003, Schmidt et @97Lund Langbein et al., 2003. Die
Beurteilung der Schnitte erfolgte durch mich.

Aus der Fuflsohle und aus der Schnauze entnommend tWarde zunachst
schockgefroren, um daraufhin Gefrierschnitte aifert zu kdonnen. Die Schnitte wurden
anschlieBend fur finf Minuten bei -20 °C in Acetbriert. Nach einer zweiminitigen
Permeabilisierung mit  0,1%igem  TritonX-100/PBS wend die unspezifischen
Bindungsstellen mit 5%igem Ziegenserum in PBS &hitjgs Es folgte sowohl mit den
primaren als auch mit den sekundaren Antikbrpeweijs eine 45-minutige Inkubation bei
Raumtemperatur.

Um den Verlust der I6slichen Antigene (z.B. Fatpdiych die Fixierung mit Aceton zu
vermeiden, wurde hierfur eine Fixierung mit Fornedigd gewahlt. Die Inkubation mit den
Antikorpern erfolgte entweder fur 45 Minuten odereiner kirzeren Zeit und ohne Zugabe
von Detergentien. Die Kontrollversuche erfolgterr mit den sekundaren Immunglobulin-
Antikorpern fur die jeweilige Spezies. Zur Gegebtiirg der Zellkerne wurde den sekundaren
Antikérpern DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol) haugeftigt.

2.3.3. Antikdrper fur immunhistochemische Nachweise

2.3.3.1.Primére Antikérper (AK)

e Zur Herstellung eines murinen Fatp4-AK wurde méteines synthetischen Peptids
(APKHLPSHPDKGFID), das Meerschweinchen injiziert rdi®, das Antiserum
gewonnen (1:500) (Peptide Specialty Laboratories)

* Keratin K14-AK (1:3000) und Keratin K2e-AK (1:200@es Meerschweinchens,
Firma Progen Biotechnik

e Transglutaminase-1-AK der Maus (1:20), Firma CgBt&ms
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» Keratin K10-AK (1:500), Filaggrin-AK (1:500), Loni (1:500) und Keratin K6-AK
(1:500) des Kaninchens, Firma Covance

* Claudin-AK (1:100) des Kaninchens, Firma Neomarkedsvision

* Ki-67-AK (1:200) (Proliferationsmarker) der RatEgéyma DAKO

2.3.3.2.Sekundéare Antikorper

Hierbei handelt es sich fir die indirekte Immunfiesrzenz um Meerschweinchen-,
Kaninchen- beziehungsweise Mausimmunglobulin-AK dege, die an Alexa 568 gebunden
sind (1:200) (Firma Molekular Probes)

2.4. Tierexperimentelle Methoden

2.4.1. Tiere

Die verwendeten K14-Cre-ER-transgenen Mause wurden freundlicherweise von. Prof
Pierre Chambon, Institut fir Genetik und Molekuialtgie, lllkirch Cedex, Frankreich, zur
Verfugung gestellt. Diese sowie die Fatp4-spedifisc Knockoutméuse wurden unter
spezifisch pathogenfreien Bedingungen gemald dehtlRien des Zentralen Tierlabors des
Universitatsklinikums Heidelberg gehalten. Alle Arien mit Tieren waren vom
Regierungsprasidium Karlsruhe genehmigt bzw. dogeaeigt.

2.4.2. Herstellung der Mause

Zur Erzeugung von Mausen mit induzierbarer hauifipeler Fatp4-Defizienz wurde auf
die ursprungliche Mauslinieatp4-K (Herrmann et al., 2003) zurtickgegriffen. Mauseselie
Linie beinhalten, wie bereits beschrieben, eine FBT-Stellen flankierte Kassette in Intron
2, sowie LoxP-Schnittstellen beidseits von Exo®@tch die Kreuzung voRatp4-K-Mausen

mit Mausen, die transgen fur die FLP-Rekombinaseé,sivurde die Kassette aus Intron 2
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herausgeschnitten. Folglich entstanden nun Tiene #assette, deren Exon 3 aber noch von
zwei LoxP-Schnittstellen flankiert war (,gefloxteFatp4-Allel). Da Mause mit homozygot
.gefloxtem* Fatp4-Allel keinerlei phénotypischen Veranderungen aseien, konnte man
davon ausgehen, dass dr@sp4"™-Allel vollstandig aktiv war (s. Einleitung, Abbilthg 2).

Das gesteckte Ziel wurde durch die Kreuzung #atpd"*-Tieren mit einer transgenen
Mauslinie, die Trager de&14-Cre-ER™>-Transgens war, erreicht (Li et al., 2000). Die
Expression der Cre-Rekombinase wurde folglich umtier Kontrolle des K14-Promotors
gestellt. Da dieser ausschlief3lich in der Basaezkitht von mehrschichtigem Plattenepithel
vorkommt, wurde somit eine hautspezifische Expoessler Cre-Rekombinase ermaoglicht.
Die Induzierbarkeit der Cre-Rekombinase Aktivitaturde durch das Anfligen des
kodierenden Bereiches fiir die Ligandenbindungsdeméimes Ostrogenrezeptors (ER
erlangt. Es handelt sich hierbei um einen humanereptor, der aufgrund einer Mutation

nicht auf Ostrogen, sondern auf das Ostrogenanaldgonoxifen, anspricht.

2.4.2.1.Genotypisierung der Mause

Zur Gewinnung genomischer DNA wurde den zu gensigpgnden Mausen mittels
Scherenschlag die Schwanzspitze entfernt. NachaRxpn der Schwanzhaut wurde diese in
Aquadest fur 10 Sekunden auf 65 °C erhitzt. Durgseh Vorgang konnten Dermis und
Epidermis voneinander getrennt werden. Unter Emdas DNeasy Tissue Kit wurde, wie
unter 2.2.1. beschrieben, fortgefahren.

Die eigentliche Genotypisierung wurde mittels POReu Verwendung des PuReTHq
Ready-To-Go-Kit durchgefuhrt. Den vorliegenden PBéxds wurden 2 pl genomische
DNA, je 1 ul 20 mM Primer und HPLC ad 30 ul zugegeben. Die Amplifikation erfolgte
unter folgenden Reaktionsbedingungen:

Einer finfmindtigen Denaturierung bei 94 °C schéwssich 35 Zyklen an:

- 30 Sekunden Denaturierung bei 94 °C,

- 30 Sekunden Annealing bei 55 °C,

- 1 Minute Polymerisierung bei 72 °C.

Im abschlieBenden Zyklus wurde fir acht Minuten B2i °C polymerisiert. Folgende

Primer kamen zum Einsatz:
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Allel Forward Primer/ Reverse Primés ...........ccoovii i 3
flox und wt| F10N2-3,9U2 -GAG CTT CTA TGG CAG TGA GG
mmF4-wtin2r -GAA GCT ATC AGT CCT AAG CC
Neddex 3 |F4-pUX4-F4 -AAA TGA CCG ACC AAG CGA CG
F10N2-3,9U2 -CAC TAC CTC ATG ACC ACA GC-
Aex 3 mmF4-In2f-2 -GCC TAG GAG ACA AGG TAG TA-
F10 N2-3,9U2 -CAC TAC CTC ATG ACC ACA GC-
Cre TK 139 -ATT TGC CTG CAT TAC CGG TG
TK 141 -ATC AAC GIT TTC TTT TCG G

Tabelle 1 wt = Wildtyp; ned\ex 3 = Allel mit Kassette, ohne Exon/ex 3 = ohne Kassette,
ohne Exon 3; cre = mit K14-Cre-ER"9°.Transgen

Das flox- beziehungsweise wt-Allel entsprach eingdd- bzw 341 bp-langen Fragment,
das nedex 3-Allel einem 1 kb langen Fragment, dasx 3-Allel einem 850 bp langen
Fragment und das cre-Allel einem 350 bp langenrkea. Mittels Agarosegelelektrophorese
sichtbar gemacht, konnten die einzelnen Bandeninb@$én Genotypen und Mausen
zugeordnet werden (Abb. 6).

A
I Wit
FION2-3,9U2  mmF4-wtin2r
I N flox
) N - 434 bp
FI10N2-3,9U2  mmF4-wtin2r
B
- 650 by
- 500 by
- 400 by
- 300 by
- 200 by

Abbildung 6: Genotypisierungsstrategie am Beispielles Nachweises von wt- bzw flox-Alleler{A): Das
wt-Allel ergibt nach Amplifikation mittels PCR eiB41 bp langes Fragment, das flox-Allel ergibt eragfent
von 434 bp. (B): Die Trennung erfolgte auf einem Agarosegel. 1: wt/wt; 2: wt/flox; 3: flox/flox; odits im
Bild: GroRenmarker 1 kb DNA Ladder.
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2.4.2.2 Hautspezifische Inaktivierung des Fettsdutensportproteins 4 (Fatp4)

Da die Rekombinationseffizienz des Cre-Transgenfitnibei 100 % liegt, man aber
bestrebt ist, die groRtmaogliche tamoxifeninduzidnktivierung des-atp4-Gens zu erzielen,
wurden die Versuche mit Tieren durchgefuhrt, bei deaef einem Allel die gewiinschte

Mutation bereits vorliegt und das zweite Allel anspméchender Stelle gefloxt ist.

2.4.2.2.1. Mause mit einerfratp4-Nullallel

Zur Herstellung heterozygoter Fatp4-defizienter djemwurden Mause der bereits
beschriebenefratp4-K-Linie (Fatp4 ™"°) mit PGK-Cre transgenen Mausen (Schwenk et
al., 1995) gekreuzt. Die PGK-Cre-Rekombinase wird wibdg exprimiert und liel3 Tiere
entstehen, dereRatp4-Allel die Neomycinresistenzkassette noch enthietprE3 aber nicht
4 "eededt  Bie Uberprifung des Genotyps wurde mittels PCR  uider
Verwendung der Primer F4-pUX4-F4 und F10N2-3,9U2 durdligef Nach erfolgter

Exzision des dritten Exons entstand ein 1 kb grdBagment, wodurch die Identifizierung

mehr Eatp

der entsprechenden Tiere, nach Auftrennung ihrerogesthen DNA im Agarosegel,

maoglich war.
7/ R-geok SA IRES neo pA Fatp4‘e°f'°>ﬁAIIe|
Exon 2 Exon 3 Exon 4
PGK-Cre-Rekombinase
v
#I—H- 3-geok SA IRES neo pA-H—[>—F Fatp4”e°AeX51AIIeI
Exon 2 Exon 4

Abbildung 7: Schematische Darstellung zur Herstellng einesFatp4-Nullallels. Das von zwei LoxP-
Schnittstellen (offene Dreiecke) flankierte Exomvisd durch die PGK-Cre-Rekombinase entfernt undtléss
Fatp4 "3 Allel entstehen. Dieses enthalt nur noch die vaweizZFRT-Stellen (offene schmale Rechtecke)
flankierte Kassette



Material und Methoden -26 -

2.4.2.2.2. Mause mit gefloxteriratp4-Allel

Um Mause zu erhalten, bei denen Exon 3 Eatp4-Gens heterozygot von zwei LoxP-
Stellen flankiert wird, wurden heterozygote Tiere &atpd-K-Linie mit Mausen gekreuzt,
die ein Transgen fir die FLPe-Rekombinase tragesdi{Buez et al., 2000). Durch PCR-
Genotypisierung mit den Primern F10N2-3,9U2 und mmHA#&2wtkonnten wir die Tiere
ermitteln, bei denen die von zwei FRT-Stellen flante Kassette entfernt worden war und
die nur noch das ,gefloxte” Exon 3 (flox) enthielteDurch die zwei zusatzlichen LoxP-
Sequenzen entstand nach Amplifikation anstelle ddsl-langen Wildtyp-Fragmentes ein

434 bp-langes Fragment. Die auf diese Weise nachgeméa Mause wurdefatpd 1o/
genannt.
7/ R-geok SA IRES neo pA Fatp4‘e°f'°>ﬁAIIe|
Exon 2 Exon 3 Exon 4
FLP-Rekombinase
v
7%'—H—D—I—D—I— Fatp4fiox-Allel
Exon 2 Exon 3 Exon 4

Abbildung 8: Schematische Darstellung zur Herstellng eines ,gefloxten”Fatp4-Allels. Die durch zwei
FRT-Schnittstellen (offene schmale Rechtecke) flendx Kassette wird durch die FLP-Rekombinase emitfe
und lasst dasatp4 "™ Allel entstehen. Dieses enthalt nur noch das vwei 2.0xP-Stellen (offene Dreiecke)

flankierte Exon 3

Durch das Verpaaren défatpd "*_Tiere mit Mausen der transgen&i4-Cre-ER™-
Linie, entstanden unter anderdfatp4 " K14-Cre-ER™ “99-poppelmutanten. Allgemein
zu befolgende Standardbedingungen sehen vor, dasgepsuchen mit transgenen Tieren

stets hemizygote Mutanten (tg/0) eingesetzt werden
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2.4.2.2.3. Mause mit induzierbarefFatp4-Inaktivierung in der Epidermis

Das Kreuzen der Mauslinien, deren Entstehung unde2.2.1. und 2.4.2.2.2. beschrieben
wurde, brachte folgende Tiere hervor:

Zum einen entstandeRatpd "M% K14-Cre-ER ™)-Mause. Da diese Tiere keine
Trager des modifizierten Cre-Rekombinase-Transgeren, konnte mittels Tamoxifengabe
keine Inaktivierung deBatp4-Gens erreicht werden. Diese Tiere sollten demzufalgeine
der Kontrollgruppen dienen (Kontrollgruppe 1).

Zum anderen wurdeRatp4 "M% K14-Cre-ER ™"9°-Mause nachgewiesen. Da diese
Tiere sowohl Trager eines Null- als auch eines ,g&éin" Allels waren und zudem Uber ein
Transgen verfugten, stellten sie die gewiunschtemziedbarenFatp4-Nullmutanten dar
(Tam-Gruppe). Bei der Genotypisierung der Doppelmetatdamen zusétzlich die Primer
TK 139 und TK 141 zum Einsatz. Das hiermit amplifilseffragment bestand aus 350 bp und

diente dem Nachweis der Cre-transgenen Tiere.

%LI—WI#/L K14| Cre | ER™? =

Exon 2 Exon 3 Exon 4

4

Tamoxifenbehandlung

U
7/4 [H 1 Fatp4Aec-Allel

Exon 2 Exon 4

Abbildung 9: Schematische Darstellung zur Herstellung eines indierten epidermisspezifischerr-atp4-
Nullallels. Aus dem funktionell aktiven induzierbar€atp4 "™ Allel, das zusatzlich Trager déd4-Cre-ER™-
Konstruktes ist, wird durch Tamoxifenbehandlung das zwei LoxP-Schnittstellen flankierte Exon 3femntt.

Es entsteht ein funktionell inaktivésitp4-Allel .



Material und Methoden -28 -

2.4.3. Tamoxifenbehandlung

Das Ostrogenanalogon Tamoxifen (4-Hydroxytamoxifegni) wurde, wie von Li et al.,
2000 beschrieben, 10 Wochen alten weiblichen Maasefiinf aufeinanderfolgenden Tagen
einmal taglich intraperitoneal injiziert. Dies wursveils nach zwei, vier und sechs Wochen
wiederholt (Abb. 10). Eine Injektion enthielt 0,1 rigmoxifen in 100 pl autoklaviertem
Sonnenblumendl. Zum Erlangen einer Dispersion wurdsedMischung vor jeder Injektion
30 Minuten in ein Ultraschallwasserbad gegeben. Alstiddgruppen dienten gleichaltrige
Tiere, die mit oben genannter Tamoxifenlésung bebkrwurden, aufgrund ihres Genotyps
damit aber keine Inaktivierung déstp4-Gens erzielt werden konnte (Kontrollgruppe 1, s.
2.4.2.2.3.), Tiere, denen jeweils nur 100 pul Sonhanbnél ohne Tamoxifen injiziert wurde
(Kontrollgruppe 2) und Tiere, die unbehandelt blirelfontroligruppe 3). Jeweils die Halfte
der vier verschiedenen Versuchstiergruppen wurde esiebVochen nach erster
Tamoxifenbehandlung durch cervikale Dislokation tgtttDie verbleibenden Tiere wurden
sechs Wochen spater, also 13 Wochen nach der em&emoxifenbehandlung unter

Anwendung derselben Methode getotet.

T T

Tamoxifenbehandlung

L
|

-
T T 1 |

13 14 15 16 17 23

T

0 Wochen 10 11

Abbildung 10: Schematische Darstellung des zeitlien Ablaufes der TamoxifenbehandlungDie Mause
wurden im Alter von 10 Wochen erstmals an finf m#federfolgenden Tagen mit Tamoxifen behandeltsDie
wurde nach zwei, vier und sechs Wochen wiedertgigben beziehungsweise 13 Wochen nach der ersten
Tamoxifenverabreichung wurden die Tiere getétet.

2.4.4. Nachweis der epidermisspezifischen Exzisigon Exon 3

Von den getbteten Mausen der Kontrollgruppen und Metanten wurde genomische
DNA von Herz, Lunge, Milz, Leber, Niere, Osophagus, Mad@modenum, Jejunum, lleum,
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Colon und Haut gewonnen. Die entnommenen Hautpartiamnsten von Schnauze,
Augenlid, Ohr, Rucken, Bauch, Ful3sohle und Schwanzgew&pidermis und Dermis des
Schwanzes voneinander getrennt wurden. Die zum Nachiiredie erfolgte Exzision von
Exon 3 eingesetzten Primer mmF4-In2f-2 und F10N2)3,®rgaben ein 850 bp langes
Fragment. Mittels der parallel eingesetztdfe-spezifischen Primer konnte nachgewiesen
werden, dass sich in den Proben genomische DNA befand.

2.5. Verschiedene Methoden

2.5.1. Uberpriifung der Hautdurchlassigkeit

Bei intakter Hautbarriere ist das Eindringen von X-Galvie von Lucifergelb durch die
Epidermis in die Dermis nicht moglich. Ist der Fleszenzfarbstoff Lucifergelb
beziehungsweise das blaue Prazipitat von X-Gal irHdet nachweisbar, spricht dies fur eine

gestorte epidermale Barriere.

2.5.1.1. 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3, D-Galactpyranosid (X-Gal)

Die [-Galactosidase spaltet X-Gal und lasst das tisfbl&-Brom-4-Chlor-Indigo
entstehen. Da die Haut bei niedrigem pH-Wert eine lolt®gene [3-Galactosidase Aktivitat
aufweist, kann X-Gal zur Uberpriifung der Hautdurchlassteeingesetzt werden (Hardmann
et al., 1998). Eine Ohrmuschel der zuvor getoteténdd wurde zunachst fur 45 Minuten bei
4 °C fixiert (Fixierungslosung s. 2.5.1.1.1.). BRaumtemperatur wurde sie anschlielRend
dreimal fur jeweils 10 Minuten gewaschen (Waschlossing.5.1.1.1.). Die Farbung erfolgte
meist Uber Nacht bei 37 °C, wobei darauf zu achten dass hierbei die Schnittstelle der
Ohrmuschel nicht mit der Lésung in Kontakt kam (Fdibeng s. 2.5.1.1.1.). Am
darauffolgenden Tag wurde nach kurzem Waschen in B8 Dehydrierung in zwei
Schritten durchgefuhrt. Zunéachst wurde fir 30 Minutenit 45 %igem EtOH und
anschlie3end wiederum fir 30 Minuten mit 55 %ige®@HEtdehydriert. Die Proben wurden
in 70 %igem EtOH bei 4 °C gelagert.
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2.5.1.1.1. Losungen fur die Permeabilitatsprifung er Haut (X-Gal)

Fixierungslésung: 1 % Formaldehyd
0,2 % Glutaraldehyd
5mM EGTA pH 8.0
0,02 % Nonidet P40

Waschlosung: 2 mM MgC}
0,01 % Na-deoxycholat
0,02 % Nonidet P40
5mM EGTA pH 8.0

Farbelbsung: 5 mM KFe(CNy)
5 mM KFe(CN;) 3 H,O
2 mM MgGl
0,01 % Na-deoxycholat
0,02 % Nonidet P40
1 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indofgl- DGalacto-
pyranosid (X-Gal)

alle Losungen in PBS: 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM N&HPOy
2 MM KHPO,

2.5.1.2.Lucifergelb

Bei Lucifergelb handelt es sich um einen wassedbheh und nicht membranpermeablen
Fluoreszenzfarbstoff, dessen Absorptionsspektrum B&0-430 nm und dessen
Emissionsspektrum bei 528-540 nm liegt. Die abgeteem Ohrmuscheln wurden zunachst in
70%iges EtOH getaucht und anschlieRend abgetupft3B&C wurden sie, ohne dabei die
Schnittstellen zu benetzen, fur eineinhalb Stundet mM Lucifergelb-Ringerlésung (pH
7,4) getaucht. Nachdem die Proben in flissigem S&ték(-196 °C) schockgefroren worden
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waren, wurden am Kryostaten bei ca. -20°C Gefriersihmt einer Schnittdicke von 5 pm
angefertigt. Auf einem Objekttrager luftgetrocknetnikten diese anschlieRend mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Epidermisspezifische Inaktivierung degatp4-Gens durch Tamoxifen

Die unter 2.4.4. beschriebene Untersuchung der gesacbien DNA von Kontrolltieren und
tamoxifenbehandelteRatp4 "1 K14-Cre-ER ™9Y-Mausen (Mutanten) ergab folgende
Ergebnisse:

Das mit Kontrolltier-DNA beladene ethidiumbromidhaltigidgarosegel zeigte
erwartungsgemald nur Hfe-spezifische Banden (Abb. 1IA¢ Auswertung der mit
Mutanten-DNA beladenen Gele ergab sowohl sieben Wochéb. (11B) als auch 13
Wochen (Abb. 11C) nach der ersten Tamoxifenbehagdiumen mit Haut-DNA beladenen
Bahnen zusatzlichex3-spezifische Banden. Anhand dieser Banden katert®&lachweis fir
das erfolgreiche tamoxifeninduzierte Entfernen #xon 3 erbracht werden. Somit war eine
gewebsspezifische Inaktivierung deatp4-Gens bei adulten Tieren erfolgt.
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Abbildung 11: Ethidiumbromidhaltiges Agarosegel zum Nachweis deerfolgten Exzision von Exon 3
in der Epidermis. Die Bahnen 1-11 wurden mit DNA folgender Gewebeadbeh (von links nach rechts): Herz,
Lunge, Milz, Leber, Niere, Oesophagus, Magen, Daadg Jejunum, Ileum und Colon. Die Bahnen 12-19
enthalten DNA von Haut verschiedener Herkunft (Wimks nach recht): Schnauze, Augenlid, Ohr, Ricken,
Bauch, FuRsohle, Schwanzdermis und Schwanzepidef®)isDNA von Kontrolltieren, sieben Wochen nach
der ersten Tamoxifenbehandlung. Es liegen nur Hézifische Banden vor. (B): DNA der Mutantdra(p4
neodediilox 1K 14-Cre-ER™9?), sieben Wochen nach der ersten TamoxifenbehagdBei der unteren Bandenspur
handelt es sich um Hfe-spezifische Amplifikatiorukte. Die obere Bandenspur erscheint nur in dén m
Haut-DNA beladenen Bahnen. Die Banden beinhalténitfgblange Amplifikate, die nach erfolgter Exzisioon
Exon 3 unter Einsatz der spezifischen Primer emeste(C): DNA der Mutanten, 13 Wochen nach dereerst
Tamoxifenbehandlung. Die Ergebnisse entsprechenudesr B beschriebenen. Die untere Bandenspur lenthé
Hfe-spezifisch Amplifikate. In den mit Haut-DNA higiten Bahnen 11-19 liegekex3-spezifische Banden vor.

3.2. Phanotypische Beurteilung der tamoxifeninduzigen hautspezifischen
Fatp4-Mutanten

3.2.1. Makroskopische Analysen

Es standen vier verschiedene Versuchstiergruppe.42.2.3. und 2.4.3.) Uber einen
Zeitraum von sieben beziehungsweise 13 Wochen nastereTamoxifengabe unter
Beobachtung. Jede Gruppe bestand aus insgesamtveiblichen Tieren. Im Laufe der
besagten Zeit konnten bei den Mausen der Tam-Grukeme makroskopischen

Abweichungen im Vergleich zu den Kontrollgruppen festgt werden. Sie unterschieden



Ergebnisse -34 -

sich weder durch ihr Verhalten noch durch ihr auf3eEgscheinungsbild von den

Kontrolltieren.

3.2.2. Histologische Analysen

Sieben beziehungsweise 13 Wochen nach erster Tanbeiiandlung wurden die Tiere
aller Versuchsgruppen getottet. Die lichtmikroskopesdbntersuchung von Gehirn, Darm,
Leber, Milz, Myokard, Lunge und Skelettmuskulatergte keine Unterschiede zwischen den
verschiedenen Versuchstiergruppen, wohingegen beihdéologischen Untersuchung der
Epidermis deutliche Veranderungen bei den TierenT@en-Gruppe gefunden wurden. Die
Epidermis der Tiere aller Kontrollgruppen erschian ihrer physiologischen Struktur

unverandert.

3.2.2.1. Ergebnisse der histologischen Analysen depidermis

Die histologischen Schnitte von Schnauzen-, Augenli®hren-, Ricken- und
FulRsohlenhaut der Tam-Gruppe fielen durch ein aéutlerdicktes Stratum corneum auf.
Dartberhinaus zeigte das Stratum spinosum eine igr@ezahl von Zellschichten als sie bei
den Tieren der Kontrollgruppen gefunden wurde. Bei Begebnissen der sieben und der 13
Wochen nach erster Tamoxifenbehandlung getotetem-Nlause wurden keine besonderen
Unterschiede in Bezug auf die Auspragung der Veramgerufestgestellt.

Beide Abweichungen waren jedoch verglichen mit denuB&én der konstitutiven
Knockoutmaus mit generalisierter Fatp4-Defizienz (Khamn et al., 2003; s. Einleitung, Abb.
3) weniger stark ausgepragt. Eine abgeflachte degpmdermale Verbindungszone, eine
verminderte Dichte von Hautanhangsgebilden und eamepkimierte Dermis, wie sie bei den
neugeborenen Mausen mit generalisierter Fatp4-@etzzgefunden worden waren, konnten
weder bei den Tieren , die sieben Wochen nach erastaoxifenbehandlung getotet wurden,
noch bei nach 13 Wochen getoteten Tieren festdestmiden.
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A B
Kontrollmaus Mutante Kontrollmaus Mutante

Abbildung 12: Haut von Kontrollmausen und Fatp4 "®2¥1 K14.Cre-ER "™99-Mausen (Mutanten)
im Vergleich, sieben (A) beziehungsweise 13 Woch¢B) nach der ersten Tamoxifenbehandlung(1-5):
HE-gefarbte Hautschnitte von Schnauze (1), Auge#yl Ohr (3), Ricken (4) und Ful3sohle (5). Alle
Abbildungen zeigen eine Verdickung des Stratum @omm und eine erhdhte Anzahl von Zellschichten im
Stratum spinosum der Fatp4-defizienten Haut. (6) iBimunhistochemischer Nachweis der sich in Teilung
befindenden Zellen mittels des Proliferationsmask€i67 zeigt eine deutliche Hyperproliferation iard-atp4-
defizienten Haut. MaRRstab 50 um
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3.2.2.2.Ergebnisse der immunhistologischen Analyseler Epidermis

Die immunhistochemischen Untersuchungen dienten zumenedazu, das Fehlen von
Fatp4 in der Haut der Tam-Mause zu kontrollieren woiin anderen die beobachtete
Hyperkeratose genauer zu charakterisieren.

3.2.2.2.1. Fatp4

Das Stratum spinosum sowie das Stratum granulosunmtésonin vorangegangenen
Arbeiten als Lokalisation von Fatp4 in der Haut idfeziert werden (Herrmann et al., 2003).
Bei den Tieren der Kontrollgruppen konnte Fatp4 aamd® des Stratum granulosum direkt
unterhalb des Stratum corneum (Abb. 13, sc) nachgewieierden (Abb. 13, weil3er offener
Pfeil).

Der immunhistochemische Nachweis von Fatp4 bei Tiaten Tam-Gruppe verlief
negativ. Weder im Stratum spinosum noch im Stragmamulosum war eine Immunfarbung
zu erkennen (Abb. 13, gelber offener Pfeil). Dieddtegte die erfolgreiche Inaktivierung des

Fatp4-Gens infolge der Tamoxifenbehandlung.

Kontrollmaus Mutante

Abbildung 13: Inaktivierung von Fatp4 in der Epidermis. (A+C): Immunhistochemische Farbung von
Epidermis mit einem Fatp4-spezifischen Antikorper Z.3.3.) (rot), Kontrollmaus und Mutante im Veigh.
Kernfarbung mittels DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenytial) (blau). (B+D): Phasenkontrastaufnahme des ijswe
links davon abgebildeten Schnittelastab 50 pum.
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3.2.2.2.2. Ki67-Antigen

Ob es sich bei der Hyperkeratose um eine hyperprati'e Form handelt, sollte mit Hilfe
des Ki67-Antikdrpers untersucht werden. Dieser findetgtsachlich in der Tumordiagnostik
Anwendung und dient dort, indem er das sich nurilartgsfahigen Zellen befindende Ki67
sichtbar macht, als Proliferationsmarker. Da nur $fratum basale und die Haarfollikel als
Bildungsorte fir Keratinozyten (ber teilungsfahigell@n verfugen, war nur hier eine
Immunreaktion zu erwarten.

Wahrend sich in der Haut der Kontrollmause die anb&da, sich in Teilung befindenden
Zellkerne hauptsachlich im Stratum basale, abeh aualen Haarfollikeln befanden, war in
der Haut der Tam-Mause eine erhdhte Anzahl posit&elten im Stratum basale zu
beobachten und eine zusatzliche Anfarbung in detererSchichten der Suprabasalzellen.
Sieben Wochen nach erster Tamoxifenbehadlung befasich bei den Tieren der Tam-
Gruppe 45 % der Zellen in Teilung, wohingegen eglbaiTieren der Kontrollgruppen nur
9 % waren. Entsprechend wurden 13 Wochen nach drateoxifenbehandlung in der Tam-
Gruppe 42 % und in den Kontrollgruppen 19 % teilualggfe Zellen nachgewiesen. Es
konnte folglich auf eine hyperproliferative Hyper&&rse geschlossen werden (Abb. 12(6)).

3.2.2.2.3. Keratine

Als Strukturproteine der Epidermis und deren Anhaabdde geben Keratine den
Keratinozyten Stabilitat und Form. Die auch als Hafidtezeichneten Keratine werden im
Stratum spinosum gebildet, sind wasserunléslichwenig quellbar. Mittlerweile kennt man
eine Vielzahl spezifischer Keratine, die sich aufgrurhrer Verteilung und ihrer
verschiedenen Wirkungsorte unterscheiden. Eveertidranderungen in der Verteilung und
dem Vorkommen einzelner Keratine sollten Aufschluss erub die
Keratinozytendifferenzierung geben.

Das Vorliegen von K14 war in der Haut der Kontrollmausedas Stratum basale (Abb.
14, sb) beschrankt. In der Haut der Tam-Mause facid eine vergleichbare Farbung des
Stratum basale. Darlberhinaus wurde K14 aber auch em ersten Schichten der

Suprabasalzellen nachgewiesen (Abb. 14, gelber offéfied).
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Kontrollmaus Mutante

Abbildung 14: Nachweis des Keratin K14 (A+C): Immunhistochemische Farbung von Epidermis
einem K14-spezifischen Antikdrper (s. 2.3.3.) (rdfontrollmaus und Mutante im Vergleich. Kernfarlgun
mittels DAPI (blau). (B+D): Phasenkontrastaufnahtes jeweils links davon abgebildeten Schnittes. $t#3
50 pm.

K6 befindet sich gewdhnlich in den Keratinozyten dést8m basale und vereinzelt in
Suprabasalzellen. Diese Verteilung traf bei den Mauser Kontrollgruppe zu (Abb. 15,
weil3er offener Pfeil), wohingegen die Epidermis d@miMause dieses Keratin zusatzlich im

Stratum spinosum und im Stratum granulosum aufwAéb (15, gelbe Klammer).

Kontrollmaus Mutante

Abbildung 15: Nachweis des Keratin K6 (A+C): Immunhistochemische Farbung von Epidemmiseinem
K6-spezifischen Antikdrper (s. 2.3.3.) (rot), Kavitmaus und Mutante im Vergleich. Kernfarbung ngtBAPI
(blau). (B+D): Phasenkontrastaufnahme des jewieiks Idavon abgebildeten Schnittes. MaRstab 50 um.

Das Keratin K10 zeigte in allen lebenden Zellen depr&bpasalschichten eine deutliche
Immunreaktion, die in der Haut der Tam-Mause alfegdistarker (Abb. 16, gelbe Klammer,
ss und sg) als bei den Mausen der Kontrollgruppe (Alth weil3e Klammer, ss und sg)

ausfiel. Weder im Stratum basale noch im Stratumezam wurde K10 nachgewiesen.
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Kontrollmaus Mutante

A B C D

Abbildung 16: Nachweis des Keratin K10 (A+C): Immunhistochemische Farbung von Epidermis
einem K10-spezifischen Antikdrper (s. 2.3.3.) (rdfontrollmaus und Mutante im Vergleich. Kernfarigun
mittels DAPI (blau). (B+D): Phasenkontrastaufnahtes jeweils links davon abgebildeten Schnittes. $ti3
50 pm.

Erst gegen Ende der Keratinozytendifferenzierung wad Keratin K2e gebildet, so dass
dessen Immunreaktion in der Epidermis der Kontralised auf das Stratum granulosum
beschrankt war (Abb. 17, weil3e Klammer, sg). Bei deerehi der Tam-Gruppe war
daruiberhinaus eine deutliche Ausweitung auf die ob&ehichten des Stratum spinosum

festzustellen (Abb. 17, gelbe Klammer, ss und sg).

Kontrollmaus Mutante

A B C D

Abbildung 17: Nachweis des Keratin K2e.(A+C): Immunhistochemische Férbung von Epidermis m
einem K2e-spezifischen Antikérper (s 2.3.3.) (rdfpntrollmaus und Mutante im Vergleich. Kernfarbung
mittels DAPI (blau). (B+D): Phasenkontrastaufnahtes jeweils links davon abgebildeten Schnittes. St}
50 pm.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es Fatjel-defizienten Haut zu einer
vermehrten Bildung von Keratinen kommt. Bedingt thudie Hyperproliferation findet man
die Keratine in einer groReren Anzahl von Zellen, vzas dem hyperkeratotischen bis
parakeratotischen Erscheinungsbild der Haut fiihrt.
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3.2.2.2.4. Loricrin, Filaggrin und Transglutaminasel

Um das Verhornungsstadium der Keratinozyten zu untbesy wurden Proteine
nachgewiesen, die an der Bildung des ,cornified Epe beteiligt sind. Dieser befindet sich
in der Zellperipherie des Stratum corneum und tstelhe aus Proteinen und Lipiden
bestehende unlésliche Membranstruktur dar (Matsulai., 1997). Im Stratum spinosum und
im Stratum granulosum exprimiert und gebildet gpi¢ Transglutaminase-1 eine wichtige
Rolle bei der Entstehung des ,cornified envelop&ls membrangebundenes Isozym
katalysiert sie das Binden der Proteine aneinariflaes ihrer Substrate ist Loricrin, welches
als Keratinozytenprotein Bestandteil des ,cornifievelope” wird. Filaggrin entsteht im
Stratum corneum aus Profilaggrin und reagiert dater Bildung von Keratinfilamenten mit
Keratinmolekilen. Auf diese Weise entsteht das uiclisl Material Keratin, das die
Hornzellen ausfullt.

Sowohl bei den Tieren der Kontrollgruppen als auchdss Tieren der Tam-Gruppe
wurden die drei Proteine an ihren typischen Lok#dbs&n, dem Stratum spinosum und
Stratum granulosum, nachgewiesen. Eine groRere Avoathbngefarbten Zellschichten bei
den Tieren der Tam-Gruppe (Abb. 18, gelbe Klammernyres sg) zeigt jedoch, dass es
neben der Hyperproliferation zu einer Hyperkeratarisng der Fatp4-defizienten Haut

kommt.
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Kontrollmaus Mutante

Abbildung 18: Nachweis von Loricrin (1), Filaggrin (2) und Transglutaminase-1 (3).
Immunhistochemische Farbung von Epidermis mit demejligen spezifischen Antikorper (s. 2.3.3.) (rot)
Kontrollmaus und Mutante im Vergleich. Kernfarbumittels DAPI (blau). (B+D): Phasenkontrastaufnahme
des jeweils links davon abgebildeten Schnittes. $¢&#350 pm.

3.2.2.2.5. Tight-junction-Proteine

Tight junctions findet man in verschiedenen Epitb#arten, wo sie durch Verschmelzung
von Plasmamembranarealen einen Zellkontakt bildder parazellularen Transport
kontrolliert beziehungsweise verhindert. Neben dédesmalen Lipidbarriere stellen sie eine
zweite essentielle Komponente der Barrierefunktion Higut dar. Claudin 1, Occludin und
Protein ZO-1 sind integrale Membranproteine, die Béstandteile von Tight junctions
identifiziert wurden (Furuse et al., 1993 und 20D&;kita et al., 2000; Morita et al., 1998).

Occludin kommt ausschlieB3lich im Stratum granuloswsn, wohingegen Protein ZO-1
und Claudin 1 auch in allen darunterliegenden 3daic gefunden werden (Brandner et al.,
2002; Langbein et al., 2002). Der immunhistochemasidachweis mit Claudin-Antikorpern,
zeigte dieses Tight-junction-Protein bei den Komtrahd bei den Tam-Tieren an seinem
Ublichen Platz. Dies lasst auf eine intakte Barfierktion der Tight junctions bei allen
Mausgruppen schlieBen. Aufgrund der verdickten Hautlbn Fatp4-defizienten Mausen, lag

Claudin 1 in einer groReren Anzahl von Zellschichten (Abb. 19, gelbe Klammer, ss und
sQ).
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Kontrollmaus Mutante

Abbildung 19: Nachweis von Claudin 1.(A+C): Immunhistochemische Farbung von Epidermiseaimem
Claudin 1-spezifischen Antikorper (s. 2.3.3.) (rétpntrollmaus und Mutante im Vergleich. Kernfarigumittels
DAPI (blau). (B+D): Phasenkontrastaufnahme desijeviaks davon abgebildeten Schnittes. Maf3stalp®0

3.3. Funktionelle Analysen der epidermalen Lipidbariere

3.3.1. Uberpriifung der Hautpermeabilitat durch X-Gal

Um die Bedeutung von Fatp4 fir eine intakte epidérhgidbarriere bei adulten Tieren
zu untersuchen, wurden abgetrennte Ohrmuscheln votrdlieren und Mutanten wie unter
2.5.1.1. beschrieben, mit 5-Bromo-4-Chloro-3-Intily D-Galactopyranosid versetzt.
Vergleichbar mit den Ergebnissen der konstitutivamp4-Knockoutméause wurde auch bei
den konditionalen tamoxifenbehandelten Fatp4-dafien Mausen eine deutliche
Blaufarbung der Haut sichtbar (Abb. 20B). Die Ohrhaat #ontrolltiere hingegen war
erwartungsgemal’ fur X-Gal undurchlassig und behiedtulnspriingliche Farbe (Abb. 20A).

A B

Abbildung 20: Nachweis des Barrierefunktionsverlusés in Fatp4-defizienter Haut (A): Ohr eines
Kontrolltieres. Hier verhindert die intakte Bareéunktion das Eindringen von X-Gal in die Haut. (Bhr einer
Fatpd "4edfox k14.CreER ™9W9-Maus. Aufgrund des Verlustes der Hautbarriere kaa@al die Haut
durchdringen und wird dort von der 3-Galctosidasspgltet. Es entsteht das nun sichtbare 5-BromidrCh
Indigo (blau).
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3.3.2. Uberpriifung der Hautpermeabilitat durch Lucifergelb

Der Fluoreszenzfarbstoff Lucifergelb durchdrang gigssamte Epidermis der abgetrennten
Ohren von den mutanten Tieren (Abb. 21B), wohingegebee der Haut der Kontrolltiere

nicht mehr als die obersten Schichten des Stratrmeam passieren konnte (Abb. 21A).

o

Abbildung 21: Nachweis des Barrierefunktionsverlusés in der Fatp4-defizienten Haut unter
Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes LucifergellfA): Schnitt durch die Ohrhaut eines Kontrolltigr®er
Fluoreszenzfarbstoff kann nicht mehr als das Stwatorneum durchdringen. (B): Schnitt durch die Qith
eines mutanten Tieres. Hier ist es fir den Flueesarbstoff aufgrund der gestorten Barrierefunktiedglich,
die gesamte Epidermis zu durchdringen. MaRstabnd0 p

Bei den konditionalenFatp4-Knockoutmausen kommt es zu einem Verlust der
Barrierefunktion der Haut. Wie unter 3.2.2.2.5. lbemben, hatte das Fehlen von Fatp4 in der
Epidermis auf das Bestehen des Tight-junction-8ystekeinen Einflu3. Da fiur die
Aufrechterhaltung einer intakten Barrierefunktiom tiaut sowohl das Tight-junction-System
als auch die epidermale Lipidbarriere notwendig simidiss demzufolge die Funktion der
zuletzt genannten Komponente gestort sein. Dies tissiSchluss zu, dass Fatp4 tatséchlich

fur die Funktion einer intakten epidermalen LipidiEre von wesentlicher Bedeutung ist.



Ergebnisse -44 -

3.4. Sequenzierung aller kodierenden Bereiche desimmanenFATP4-Gens

Zur Klarung der Frage, ob moéglicherweise eine Mutatdes humanerrATP4-Gens
Ursache fur die Entstehung der letalen restriktidemmopathie des Menschen ist, soll eine
Sequenzierung ddsATP4-Gens von Betroffenen und deren Angehdrigen Aufscldusgen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden zur Etabliedsrgdafir notwendigen Methoden alle
Versuche mit uns zur Verfiigung stehenden Vollblutpnoben Kontrollpersonen wie folgt
durchgefihrt.

Zunachst wurde aus den vorliegenden Proben genoeniBIA isoliert. Ziel sollte es nun
sein, die Bereiche ddsATP4-Gens zu sequenzieren, die die Synthese von FATPiérkeod
Es handelte sich hierbei um Exon 2 - 13 (Herrmanralget 2001). Da allerdings auch
Mutationen in den Ubergangsbereichen von Intron 2w0nE Auswirkungen auf die
entstehende Proteinstruktur haben konnen, musste bei der Auswahl der Primer
bertcksichtigt werden. Grundsétzlich sollte jedesiziersuchende Exon in beide Richtungen
sequenziert werden. Demzufolge wurden jeweils in dehdeu5’-Seite liegenden Intron und
in dem auf der 3’-Seite liegenden Intron des jeweili Exons ein Primer bestimmt. Die
beiden entgegengesetzt entstehenden Sequenzesn ssith gegebenenfalls erganzen und
gleichzeitig durch ihre Kompatibilitdt als Kontroléir die Richtigkeit der Basenabfolge

dienen.

3.4.1. Ergebnisse der Primer-Testreihe

Durch einen Abstand der Primersequenz von mindestds Basen zum 5'-
beziehungsweise 3’-Ende jedes zu bestimmenden Bxorde das Sequenzieren der Intron-
Exon-Ubergéange gewahrleistet. Die Tatsache, dass idetr kodierende Bereich zwischen
Exon 5 und Exon 6 nur 102 Basenpaare umfasst uadbeiden Exons selbst mit 70
beziehungsweise 92 Basenpaaren sehr kurz sind, endwokt Sequenzierung mit nur zwei
Primern moglich. Bei der Auswahl aller Testprimer wautaerticksichtigt, dass ein 3’-Ende
mit Guanin oder Cytosin eine bessere Bindung unahgabon bewirkt sowie eine Abfolge
von mehr als vier gleichen Basen eine Fehlhybedisig und Leserasterverschiebung zur
Folge haben kann.

Mit den ausgewahlten Primerkombinationen fir Exor,25, 6, 9 und 12 konnten nach
Optimierung der PCR-Bedingungen sehr gut auswertl&aquenzierergebnisse erzielt
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werden. Da bei Exon 3, 7, 8, 10, 11 und 13 auch Nacheren der Versuchsbedingungen
eine Sequenzanalyse kaum bis nicht durchfuhrbar wsassten verschiedene Primer in
unterschiedlichen Kombinationen gefunden und ausgrolverden. Eine Auflistung aller

verwendeten Primer findet sich im Anhang.

Im Folgenden sind die Primer in die Sequenz desamemFATP4-Gens eingeflgt, mit

denen gute Sequenzierergebnisse erzielt wurden.

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

5051

5101

5151

5201

5251

5301

5351

5401

5451

ttggaattcc
caagcct gga
agccttacca
gct gggaggt

cctgtgtccg

tcacct caag
aagggacccc
caggct gt cc

aggagacctg

TGCTGTTCTC CAAGCTGGIG

TCCCTGITGT

TCCTCTACTT

CTTCATCAAG ACCATCAGGC

ttcct ggggt

caggccagac

ctgccacact

ctcatgttct

t gccaagccc

t gt ggt cagt

cagcctcctg
ct agcct gce

cacccaactc

cttctcactc
ccttccaggce

agt at ggcta

Ex 2f

ccttgggatc

gagggt tggg

GCGATATCTT
acagt gagct

ctaccagcac

acagt ggcct
tgtttgggtc
AGCCTCTCTG
CCTGGACCCA
GGECTGECECT
gt gagt acct
tctggtcccc

agggcagctg

cagaacagca

ccctccatct

gcctctgetce

ccaaggt caa

cacacccgta

agtcttctcc

acgaactctc
agcaggagcc

taggct ggcg

agtgttattg
aggagat aga

aggcagcagc

caaccat ggc
GGITCCTCCTG
GGACAGTGCC
ACGGCCCTCGA

GGATGAGTAC

agacacagcg

AAGGTGAAGG

CATTTTGITT

TCTTCGAGGG

agaggcat ca
agtgttgtag
ctggggt agg
ccctcetcettg
CAAAGGTGCG
GCCTCTACCG

CACAGATACC

TCAAGCAGIG TAGCCAACTT

ccct ggcaat
cagggaat ct
t gt aagggga
gt aaggcagt
ggggt ct ggce
gt gt caggac
ttcacacaca
ACAGTCGCCTG
TTCGGCGCCA
CACTGGACCT

CCTGCAGGECC

ggct gt ct gg
cact aact gc
GIGGEEGETEC
GGTGGGATTC
TCATCCGGGET
ggcccagect
caaat ct ccc
agctgagttc
agt acct ggt
ccctaacttg
ggggaat cat
gcatgttccc

t cat gaagca

St art codon

2r

Ex_ 3f

ccctccectcec
g TGGCGGCCT
CAGGAGCGEC
CCCCGACAAG
TCCGCCAGCT

CGGGEGECCTGG

Exon 3
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5501

5551

5601

5651

5701

5751

5801

8451

8501

8551

8601

8651

8701

8751

8801

8851

8901

8951

9001

10201

10251

10301

10351

10401

10451

10501

10551

10601

10651

10701

CCTCGGGCGA
GGCCTATGCC
CACCAACCTG
CACGGGECCCT
ggcgggggac
cttccagccc

gagt cagaca

TGTGGCTGCC
TGGGCATGCEC
CGGCCGEATG
TGTCTTTGGC
aagcaggaac
t gccaaggct

gcttaggcag

ATCTTCATGG AGAACCGCAA TGAGITCGTG

CAAGCTCGGT
CTCTGCTCCA
AGCGAAATGG
cccat gggat
gt gt gggt ca

t gccacgagt

agcccat ggc
ccagttgcett
t ggccagecc
cctgcct get
CAGCCTGGAC
GIGCGGTGCC
CCCAAGCACC
tccectcecc
ctcagtgcca
tgtcacgtca

ggccact cca

t aat agaacc
cact gcct ct
t gct gggagce
gact gccctg
CCCTCGCTCA
TCCAAGCACA
TTCCCAGITG
at agaggggc
gaaggaggct

cctcecetttt

gggt t act gt

attgccggtg

cctcctgcecc

GTGGAGCCAG
CTGCCTCACC
CCTCAGgt ga

cttacacaga

CCCTCATCAA
ACCTCGCGCG
gccccaaggg

ccacagctcc

Ex 3r

gt ggt t aagg

aaacgagat c
agcggacct a
cccct gt caa

agccagtatc

gcacagagt g
ct ggggaagg
ctctgtggtt
cact gaaggc

ct cagcaaca

Ex 4f

agaggt ccct
tctccccaca
GCCTCTTCTG
GAACACCTGG
CCCTGACAAG
tct cacacag

tttctggaaa

gggaacatgg
gCCATCTGTG

CTCTGECTCC
ACCCTCTCGCT
GCCTTCACAG
gccct ggaca

cttgccat gt

gottttctgg
AGGTCCATGC

TGGGAGCCCG
GAAAGATCCT
gt gggct cca
gagcact ggc

gcct ggaaca

Exon 4

Ex 4r

tccatctgga

gaaggt gaca

caagggccca
tggtatctga
caggtgttga
cccagccctg
AAACTGITCT
CATCGTGGTG
caggcagggc
ttggccct gt
TGGATTCCGC

ACCACTCAGC

ggaaatattt
ggtt at caga
agggt gcaca
agct gccccc
ACATCTACAC
CACAGCAGgt
t ggggagcct
gccttcccag
ATGCGGCCCA

AGgt aact ct

gt t ggaat gg
acaggcttcc
cctgcaggtg
gacagccact
ATCCGGCACC
aaggggcagg
ccttctgect
GTATTACCGC
ACGACATCGT

agggct gt ca

aaat ggt gac
t gagctgatg
caccagggcc
at gccggt gt

t agcaagggt

agt aaacct g
tgtatcagtg
t agcacagag
t agagct gaa

gt gat gggaa

Ex 5f

tccatttgtg
cgcgtctgtt
ACAGGCGCTGC
t gcccagggt
ttctagggcc
ATGECTGCCC
CTATGACTGC

cacagcctcc

tgaccctttg
ttctttagAT
CCAAGGCCGC
ggggt aggca
cgct cagccc
TGGTGTACTA
CTCCCCCTCT

agcacct gcc

Exon 5

Exon 6
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10751

10801

10851

10901

12401

12451

12501

12551

12601

12651

12701

12751

12801

12851

12901

12951

13001

13051

13101

13151

13201

13251

13301

13351

13401

13451

13501

13551

13601

13651

13701

aggtctctag

cacagctttg

gaaccccacc

ggccaggcgc

gggaggccaa

t ggccaacat

ggt gggcgga

ggcaaaaccc

cccat caggc
agt gact cac
tcactt gagg

catctctact

at at gcat gg

gaat aaat at

cattgctgct

agct cct gce

tgtttgtagg

ct ccaggt gc

gagt gt agga
ggt gat ggaa

gat gt gaggt

gagaggcagg
gccggggagg

gcagaagcct

ggcagt at ca
caggggccat
CTGCTGCATG
GITCTGGGAC
agggt gagct
gggcat ct gt
gt ggcaaagt
aaggat ggca
agaat cct ag
ttcaccccca
AACCAGCCAC
AGGCAATGCC
ACATACCCCA
CTGGEECAACT
gctgcaggga

ttcgagegtg

ctgatttggg

ccctctgect

GCATGACGGT
GATTGTATCA
gtccctttcc

cttatagctg

gagcaagagg
cttcttggag
gcagggcagce
gccggggagg
ccagGAAACA
GGTGATTCGG
AGTACAACTG

cctagttacc

aggt ggccag

agt gt gct gc

agt agaaaca

Ex 6r

acctgtaatc
ccaggagttc
aaaaat acaa
atttcagttt
ggcttaaggg
ttagagt cgg
gcagcaccag
gaggt caccc
acaagcctgc
gtcttcatct
TCGTGGGAAT
AAGAAGTTCT
CACGgt gagc
ctcttcccaa

tcattccaaa

ccagcacttt
gagaccagcc
aaat t aggct
gtttccacag
aagacagct t
gt gt at at gt
ggaagagcct

aaggcaggca

712

Ex 7f

ct ggct ggat
cgct gaccct
CGGCCAGTGC
CAGCCTCCCG
gagagcggga
ctacact ccg

gggctcattt

tcccattgtt

cagat gggaa

ggct gagacc

cggagaggga

t ggccagccc
tgtagt gagg
gATTGTGCAG
CCCGEGAGGC
CTCCGGCAGT
GGTGCCTGAG
TCGACAGCCA

tggcccacag

agagt gt ggg

ctggggagag
gcagcctctg
TACATTGGTG
AGAAAACCAG
CCATCTGGAC
TTCTACGGGG
(&gt gcggcca

aaggcact gg

t gct ggagt ¢

agttttgggce
gGraeEEEEce
TCCGGTTGGT

GACGGCGTICT

agggaggggt

ccat ggt gag
TGTGGTTTCA
ACGTGICAAC

GCATTCCCTG

t ggcct ggga

agagcccagg

ATAGCCGCAT

taggggcttg
gagcct cgaa
AACTGTGCCG
CACCAGGITC
CAACTTTTCC
CCACAGAGTG
ggt t ggggat
at gcagaggg
ccacttcccc
cccaagtctt

CCTGICCTTC

agggat cagg

t cacaccaag
CTACCTCCTG
GCATGGCACT
AGCCGCTTCC
CAACTGTAGC
gggcgaggct
gagggcagag
ctcattgtcc
ggccttcgea

GTGI'ACCCCA

Exon 7

Ex 8f2

Ex 7r2

Exon 8

of

Ex 8r2

GAGGACACCA
CCAGCCAGgt

aggaaggagg

TGGAGCTGAT
ctgccacttc

ccaggcgcegt

CCEEEEECCC

ggggt cagag

gt ggat gggg

Exon 9
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13751

13801

13851

13901

14901

14951

15001

15051

15101

15151

15201

15251

15301

15351

15401

15451

15501

15551

15601

15651

15701

15751

15801

15851

15901

15951

16001

16051

16101

16151

agccttgttc
agttact cat
ctatctgtac

gacggagt ct

t gaccagt gg

ccatcagtta

tctct gct ct

ttatttgtgt
at cagt ccat

cgctctgtcg

at ccat ccat
tcattcattc

cccaggct gg

ctgttggegt

aattgcttga

gt gcct gt aa

acccaggagg

tctcagctac

t agaggt t gc

ctgcactcca

gcct gggcaa

aaaaaaaaaa
ct gcct aggg
CAGCTGGTGG

CTACCTCAAC

agacgcaggg
cagat ct gac
GCCGCATCAT

CAGGGCGCCA

AGAAGGEGEA
cccttcectga
caccttccca
t gggct ccag
aggcccagcec
GCGACGACCTG
GCTGGAAAGG
CCCCTGCTGG

t at gt gcagg

ccaccagct a

CCAGCGCCTAC

gggttggggg

ggact ccccc

caagagcaaa
tacacct ggt
cctgecttce
CCAGAAAGAC
ACAACAAGAA
CTTACTGgt g

aggaggggac

agt cct ggcce

tcattcattc
ttrttttttt
agt gcagt gg
aaaaaaaaaa

t caggaggct

agt aagccaa

tagggttaca
attcgccatt
ttttatttga
cgggat ct cg
ttagct gggc
aaggcaggag

gattgcactg

Or

Ex10f 2, 10f

actccgtctc
gacaggacgg
ccaccccagG

CCCCTECCCC

aaaaaaaaaa
gt gggagagg
TGAGCCGEEEC

GCTTCGATGG

Ex 11f2

GATTGCCAAG
ggt ccccagc

cttctcccac

GATGICTTCA
ccttcacagc

ct ccagagga

cttgtggtca aacaaatcct

Exon 10

Ex 10r 2

caaagcct cC
ct gcct catc
GGCTACCTGT
TGAGAACGTG
ACATGGCTGA
caggcgcgag

ct cagt gt ct

ctggcttgag
cggcccctcc
ACTTCCGAGA
TCCACCACCG
CGIGGCCGTG
gt gt gggt ag

accctgccac

GCCGGAATGG

CTTTGCTCAG

CTGCTGTGEC

GTCTTGGAGA

CAGCCCCACT

AGGAACTGCC

TCCTGCGCCT
t ccagct ctc
gttggetgtt
gt gacct gcc
cattgttcct

t cgggat acg

CCTGCCTGAG
ggat cccagg

acttgacctc

CTGCACAAAA
tcccttcecceg

t gcacacagc

ccct ggt ct ¢ agagct ggcc
ct agGTGATG TGCTGGTGAT
CCGCACTGEG GACACGITCC
AGGTGGAAGG CACACTCAGC

TATGGTGICG AGGTGCCAGY

Ex 11f, 10r

Exon 11

Ex 12f

ggaggcacca cccaggggca
ccccagGAAC CGAGGECCGG
GGCAACTGTG ACCTGGAGCG
CCTGTATGCG CGCCCCATCT
CAgtgtgtc cctccectge
tttccttctg gagagacccg

ct ggccggge agttggt aaa

tgtgtagagg

t agt agaaca

gct ggt gagc

t gagcagacg
cat at t aggt

tctggat gtt

gggct ggcag agaagacaca
gccaggcaca gcgct aagcc

ttgccttctt ggagttttag

Ex 11r
Exon 12

Ex 11r2

Ex 12r
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20201

20251

20301

20351

20401

20451

20501

20551

20601

20651

20701

20751

20801

gacact aggc

agtaggggtg

acagctgctg

aaat agcctc

ggt gggt aac

tat gaccatt

ccttctccag
t agcagct gt

ctttgcaaac

cceccacttc
cagt act ggt

gtcttcttcc
ACCGAAGGAG
TAGATGCCCA
CCGCATCCAGG
GCCGGCCGAT

GGACAAGGECC

cctcccctgt
ggt t gggaag
CthtCtCCC
GGCTTTGACC
GAAGGGOCGC
CAGGOGAGGA
GCTGGATCCG

AGACCAAAGC

ttgtcctcca
ct gggagctc
agGAACCTAC
CGGCTATTGT

TACGTCCCCC

GCTGCCCCTC

TCCAGAGGCT

CATCCAAAAC

TTCTGIGAAA

tctgctgtca
geetgttttce
ccccat gccc
t gt aaagggc
gcecctgetcc
gggcccct gc
AAGTTCCAGA
GAAAGACCCG
TGGACCAAGA

TTCCCCCCAT

TGGCACCTCC

CTCATTGCCT

ct cagcat gt
ccatctgcaa

caactttgcc

Ex 13f

tgtgcctcct
ctgccttcct
cctgcact ga
AGACAGAGCT
CTGITCTATC
GGCCTACAGC
CCCTCTGAGG
GAGCGGTCCT
ATCCTGAGGT

TCCCAACCCT

Exon 13

Ex 13r

21401

Abbildun 22: Alle kodierenden Bereiche des humaner-ATP4-Gens (Exon 2-13) und die zu deren
Sequenzierung verwendeten Primer.Die Exons sind durch fett gedruckte GroRbuchstabererkennen.
Primersequenzen sind fett gedruckt und unterstmi¢es 10r2 ist zusatzlich kursiv geschrieben, @aséth mit

anderen Primersequenzen Uberschneidet).

gekennzeichnet. f = forward , r = reverse

Start- 8t@pcodon sind durch eine gepunktete Linie
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3.4.2. Sequenzanalysen

Nachdem Reverse-Sequenzen mit dem HUSAR-Programm ,$&vemmgeschrieben
worden waren, konnten sie wie auch die Forward-Sequnan#edem Programm ,Similarity”
mit der Ursprungssequenz auf Homologie Uberprift wefdéb. 23). Unter Anwendung des
Sequenzanalyseprogramms ,Chromas” konnten eventgijetretene Unstimmigkeiten
Uberpriuft werden. ,Chromas” setzt die Sequenz inmFgon Kurvendiagrammen um und
erlaubt eine Differenzierung zwischen Artefakten uatdchlichen Sequenzabweichungen
(Abb. 24).

13097 CAGGAGAATCCTAGT GTAGT GAGGGCAGCCT CTGGAGCCTCGAATCACAC

AR RN R AR AR NN
107 CAGGAGAATCCTAGTGTAGTGAGGGCAGCCTCTGGAGCCTCGAATCACAC

13147 CAAGITCACCCCCAGATTGIGCAGTACATTGGTGAACTGTGCCGCTACCT

AR AR AR RN R AN RN
157 CAAGTTCACCCCCAGAT TGTGCAGTACAT TGGTGAACTGT GCCGCTACCT

13197 CCTGAACCAGCCACCGCGGGAGGCAGAAAACCAGCACCAGGT TCGCATGG

AR AR AR Ay
207 CCTGAACCAGCCACCGCGGGAGGCAGAAANCCAGCACCAGGT TCGCATGG

13247 CACTAGGCAATGGCCTCCGGCAGTCCATCTGGACCAACTTTTCCAGCCGC

AR AR AR AR RN
257 CACTAGGCAATGGCCT CCGGCAGT CCATCTGGACCAACT TTTCCAGCCGC

13297 TTCCACATACCCCAGGTGECTGAGT TCTACGGEEECCACAGAGTGCAACTG

RN AR AN R AR AR A RN
307 TTCCACATACCCCAGGTGGCTGAGT TCTACGGGGCCACAGAGT GCAACTG

Abbildung 23: Sequenzabschnitt des humaneRATP4-Gens im Vergleich mit der Ursprungssequenz.
Uberprufung auf Homologie. Die jeweils untere Zeile entstammt der Proben-DNAe obere Zeile ist die
entsprechende Stelle der humam&XTP4-Sequenz. Eventuell auftretende Fehler (N) der &rdbNA werden
durch das Fehlen des Verbindungsstriches hervobgeh(siehe Zeile drei).
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Abbildung 24: Sequenzabschnitte des humaneBATP4-Gens mit dem Computerprogramm Chromas
als Kurvendiagramme dargestellt (A): Darstellung einer fehlerfreien, gut auswardn Sequenz. (B): Diese
Sequenz enthalt einen Doppelpeak (Pfeil). Folgliglyt an dieser Stelle heterozygot eine abweichende
Basenabfolge vor. Tritt dieser Fehler wiederhol im verschiedenen Proben auf, kann auf eine Purtktion
geschlossen werden. (C): Darstellung einer fehferhanicht auswertbaren Sequenz. Die verwendetaneP
haben keine sequenzierfahigen Amplifikate ergel§ey): Diese Sequenz ist auswertbar, da es sich éei d
vorliegenden Abweichung (durch Pfeil markierte risteve) um ein Artefakt handelt.
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4. Diskussion

4.1. Herleitung der Fragestellung

Mause mit generalisierter Fatp4-Defizienz sterberrz kunach der Geburt. Eine
histologische Untersuchung der Haut ergab eine Hypemidse sowie eine Akanthose, eine
flache dermo-epidermale Verbindungszone ohne Rsteteiund eine verminderte Anzahl
von Hautanhangsgebilden. Diese morphologischen Verdngen gingen mit dem Verlust
der Hautbarrierefunktion einher (Herrmann et al.,30&s stellte sich die Frage, ob das
Fehlen von Fatp4 in der Haut oder das Fehlen vop4Fan anderer Stelle fur diese
phanotypischen Auswirkungen mit letaler Folge verantieb ist.

4.1.1. Mdgliche Funktionen von Fatp4

Fatp4 wurde bisher in Darm, Gehirn, Fettgewebe, HerzreNieeber und Haut
nachgewiesen, wobei es im Darm als einziger VertregeiFATP-Familie vorkommt (Stahl
et al.,, 1999; Herrmann et al., 2001). Als Substrat& Vatp4 wurden hauptséchlich
langkettige und sehr langkettige Fettsauren nacleggemi wozu auch die essentiellen
Fettsauren, wie zum Beispiel Linolsaure, zahlen hiStat al.,, 1999). Diese nicht
synthetisierbaren Fettsauren sind fir den Organistel®nswichtig und missen in
bestimmten Mengen zugefuhrt werden. Ein Wegfall ¥@ip4 im Darm und die daraus
resultierende Stbrung der enteralen Resorption tedrginen Mangel an essentiellen
Fettsauren hervorrufen. Da Linolsdure von den Keratiten zur Synthese der epidermalen
Lipidbarriere benétigt wird und einen wesentlichenst@adteil des Ceramid 1 darstellt
(Wright, 1991; Schurer et al.,, 1994), kdonnte eimeaiesch bedingter Mangel durchaus
Auswirkungen auf die Ausbildung der Barrierefunktiaer élaut haben.

Darlber hinaus konnte eine hohe Fatp4-ExpressiateinDottersackplazenta der Maus

nachgewiesen werden (Gimeno et al., 2003). Dies kddimeeis auf seine Bedeutung bei
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der diaplazentaren Passage von essentiellen Fettsaein. Bei einer generalisierten Fatp4-
Defizienz konnte es folglich schon an dieser Stelleeiner Unterversorgung des Fetus mit
Linols&ure kommen.

Dies wurde bedeuten, dass nicht das Ausschalten vip# Fa der Haut sondern sein
Fehlen an den Stellen der Aufnahme von essentiétettsauren fir das Entstehen des
Mutantenphanotyps verantwortlich ist.

Aus diesem Grund haben 2003 Moulson und Kollegen Haufatp4-defizienten Mausen
gesunden Tieren transplantiert. Obwohl dem trandpldem Hautareal somit ausreichend
Linolsaure zur Verfigung stand, konnte keine Regdiwer der Fatp4-defizienten Haut
beobachtete werden. Dies konnte einerseits in Schaetgiindet sein, die die Haut wahrend
ihrer Entwicklung genommen hat und die irreversgietl. Andererseits konnte es ebenso ein
Hinweis darauf sein, dass Fatp4 auch in der Haut naligeist, um die essentiellen

Bestandteile fur eine intakte Epidermis bereitzleste

4.2. Epidermisspezifische Inaktivierung vorFatp4

Vor diesem Hintergrund wurde in unserem Labor eine diaie mit induzierbarer
epidermisspezifischer Fatp4-Defizienz entwickelt.| dar es, bei adulten Tieren dkatp4-
Gen spezifisch in der Epidermis zu inaktivieren, somit dessen Bedeutung in der Haut
weiter definieren zu kdnnen. Es gelang, Mause zwiekeln, bei denen nach Behandlung mit
Tamoxifen Fatp4 in der Epidermis mittels PCR undokészenzmikroskopie nicht mehr
nachweisbar war. Morphologische und funktionelle Asatyder Haut sieben und 13 Wochen
nach der ersten Tamoxifenbehandlung ergaben eine erpigiferation und
Hyperkeratinisierung der Epidermis sowie eine Eingckung der Barrierefunktion der Haut.
Diese Veranderungen sind allein auf das Fehlen vepdHa der Epidermis zurtickzufihren
und sind Beweis fur seine essentielle BedeutungléeBildung und Aufrechterhaltung einer
intakten Hautstruktur.
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4.2.1. Fatp4 spielt eine entscheidende Rolle beird&gldung der epidermalen
Lipidbarriere

Da die Epidermis einem standigen Erneuerungsprozetsliegt, bedarf es auch einer
dauernden Aufrechterhaltung der epidermalen Bafuek#éion. Wahrend des vierwoéchigen
Zyklus der Keratinozytendifferenzierung werden die izwesentlichen Komponenten der
Epidermis-Barriere, das Tight-junction-System urid thterzellulare Lipidschicht, immer
wieder neu ausgebildet. Die fur die epidermale Liprdlere notwendigen Bestandteile
(Ceramide, Cholesterin und freie Fettsduren) werdanoberen Stratum granulosum
synthetisiert, bevor sie im Stratum corneum durciozgtotische Freisetzung in den
interzellularen Raum gelangen. Sowohl frei vorliefeals auch als Bestandteil von
Ceramiden und Cholesterin sind langkettige und tmfgkettige Fettsauren fur den Aufbau
und die Aufrechterhaltung der epidermalen Lipideaaivon essentieller Bedeutung. Da
Fatp4 zum einen als Transporter und zum anderenAalg-CoA-Synthetase fungiert
(Herrmann et al.,, 2001; Hall et al., 2005), ist eskiar, dass durch das induzierte
Ausschalten vonFatp4 bei tamoxifenbehandelten Tieren einerseits die dfgsg der
Keratinozyten mit bestimmten Fettsduren zum Erlieg@mmt und andererseits, wie es bei
den Tieren mit generalisierter Defizienz festgestellvurde, eine gestorte
Fettsaurezusammensetzung der epidermalen Ceramideetd. Ein Aufrechterhalten der
epidermalen Lipidbarriere ist somit nicht mehr mdgl zumal offenbar kein anderes
Transportprotein beziehungsweise Enzym die Funktiorma Fatp4 vollstéandig ibernehmen
kann. Auch ein intaktes Tight-junctions-System kamlen Wegfall der zweiten

Barrierenkomponente nicht kompensieren.

4.2.2. Die Inaktivierung vonFatp4 fuhrt zu einer Strukturverdnderung der
Epidermis

Mit dem Verlust der Barrierefunktion ging eine Hyp@igeration und eine
Hyperkeratinisierung der Epidermis einher. Interessaveise konnte man Vergleichbares
auch bei anderen Mausmodellen beobachten, die Tmaie gestorter Hautbarriere
hervorbrachten. 1997 entwickelten Matsuki et al.speisweise Transglutaminase-1-

defiziente Mause, die neben einem defekten Stratoimeum ebenfalls eine hyperplatische
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und hyperkeratotische Epidermis entwickelten. Mamt gach wie vor davon aus, dass es sich
dabei um einen Versuch des Organismus handelt, dreeBsstbrung zu kompensieren
(Williams, 1992; Williams und Elias, 1985). Da Cerdejedoch neben ihrer strukturellen
Funktion in der Epidermis auch in verschiedene @&igage involviert sind, die die
Differenzierung und Proliferation der Keratinozyteankollieren (Huwiler et al., 2000), ist es
auch denkbar, dass eine veranderte Lipidzusamnzemget Auswirkungen auf diese

Signalwege und damit die Bildung der Epidermis hat.

4.2.3. Vergleich mit der konstitutiven Fatp4-Defizeénz

Verglichen mit den konstitutiveRatp4-Knockoutmausen sind die histologischen Befunde
bei den Tieren mit induzierter epidermisspezifisddefizienz weniger stark ausgepréagt. Die
Hyperkeratose sowie die Akanthose liegen jeweils ininggradigerer Form vor. Eine
abgeflachte dermo-epidermale Verbindungszone unde ewerminderte Anzahl von
Hautanhangsgebilden konnte weder bei den nach siebelm bei den nach 13 Wochen
getoteten Tieren festgestellt werden. Das bedeusss die Tiere, bei denen aufgrund der
angeborenen Defizienz zu keinem Zeitpunkt in derd&mnis Fatp4 gebildet wird,
ausgepragtere histologische Veranderungen aufwdides.konnte ein Hinweis darauf sein,
dass Fatp4 wahrend des Aufbaus und der Entwicklundgddet eine besonders wesentliche
Rolle spielt. Bei den Tieren mit generalisiertetgdaDefizienz waren die Hautverdnderungen
nicht vor Tag 16,5 der embryonalen Entwicklung nadkloae. Eineinhalb Tage zuvor, am
15. Tag der embryonalen Entwicklung, beginnt diefuRegj der Haut. In dieser Phase kommt
es offenbar zu einer Fehldifferenzierung der Kecatyten mit letalen Folgen. Vergleichbares
wurde in verschiedenen Mausmodellen beobachtet,dbeen Komponenten, die bei der
Formation der Hautbarriere beteiligt sind, ausgdsetheurden. 1997 haben Tarutani et al.
beispielsweise gezeigt, dass ,GPIl-anchored” Protaime Transport der Ceramide in den
extrazellularen Raum des Stratum corneum betesligtl. Durch eine Stérung des dafir
codierenden Pig-a-Gens waren Mause mit einer faltigash blassen Haut, die von einer
dichten, stark verdickten epidermalen Hornschichdelokt war, entstanden. Ihr Tod trat
wenige Tage nach der Geburt ein. Auch die bereitshbedenen Transglutaminase-1-
defizienten Mause sterben aufgrund einer gest@tesbildung des Stratum corneum und der

daraus resultierenden defekten BarrierefunktionHtart (Matsuki et al., 1997). Eine Stdrung
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des Tight-junction-Systems bei Mausen mit eineru@ila-1-Defizienz verlief trotz normal

erscheinender Keratinozytendifferenzierung ebenfaltd (Furuse et al., 2002). Die Tatsache,
dass Mause mit einer generalisierten Fatp4-Defizeumgrund ahnlicher Befunde sterben,
weist auf eine vergleichbar essentielle Rolle voip&am Besonderen beim Aufbau einer

physiologischen Hautstruktur und bei der Formatienkautbarriere hin.

Eine weitere Erklarung fur die unterschiedlich apsggten Hautverdnderungen bei den
zwei verschiedenefatp4-Knockoutmausmodellen kdonnten die multiplen Funldiorsein,
die einige Gene wahrend der Ontogenese einnehmenlickokipnnen die Auswirkungen
eines Genausfalls wahrend der Ontogenese komplexeralsebeim adulten Tier (Metzger
und Chambon, 2001).

Bei der Frage nach den Ursachen fir die schwachergrdgisng der histologischen
Hautveranderungen bei den konditionalen Knockoutnréduséissen allerdings auch die
Versuchsbedingungen in Betracht gezogen werden. Lal.ethaben im Jahr 2000 eine
Mauslinie mit induzierbarer epidermisspezifischerKR&-Defizienz entwickelt. Unter
Verwendung einek5-Cre-ER'-transgenen Linie erzielten sie sechs Wochen nacteigten
Tamoxifenbehandlung eine Rekombination von 80 % d&2dWochen nach der ersten
Behandlung eine nahezu vollstandige Rekombinafitittels der K14-Cre-ER'-transgenen
Linie wurde bereits zwei und acht Wochen nach er§tamoxifenbehandlung eine
vollstandige epidermisspezifische Rekombinatioreieht, die durch PCR- und Southern-
Blot-Analysen nachgewiesen wurde. Dementsprechend é&omit in der Epidermis unserer
konditionalen Knockoutmause, die unter Verwendung Kibt-Cre-ER"transgenen Linie
hergestellt wurden, mittels Immunfluoreszenz Fathtnmehr nachweisen. Dennoch ist es
maglich, dass es durch die Behandlung mit Tamoxigkeiner 100%igen Inaktivierung des
Fatp4-Gens gekommen ist. Es kann nicht ausgeschlossenemverdass durch eine
verbleibende geringfiigige Produktion von Fatp4, @ielgen einer induzierten Fatp4-
Defizienz nicht ihr volles Ausmald angenommen haberdiésem Zusammenhang wéare es
interessant, die erzielte Inaktivierung genau zangfizieren. Die dafir durchgefiuhrten
Southern-Blot-Analysen ergaben bis zum ErstellersatieDissertation kein befriedigendes

Ergebnis.

Ein weiteres wichtiges Kriterium stellt der Zeitraunip dem die Tiere der

Tamoxifenbehandlung unterzogen wurden, dar. Die kmmdilen gewebsspezifischen
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Knockoutmause wurden Uber eine Zeitspanne von sidlmrhen mit Tamoxifen behandelt.
Sieben beziehungsweise 13 Wochen nach erster Tambeiiandlung wurden die Tiere
getotet und den Analysen unterzogen. Méglicherweisznt dieser Zeitraum fir eine starkere
Auspragung der Befunde sowie fur die Ausbildung datefeden Quarakteristika nicht aus.
Eine langere Behandlung der Versuchstiere mit Tafeoxbeziehungsweise ein langerer
Beobachtungszeitraum nach abgeschlossener Behgnkituimte gegebenenfalls zu anderen

Ergebnissen fihren.

4.3. Der Zusammenhang zwischen Fatp4-Defizienz urtkr letalen
restriktiven Dermopathie

Aufgrund des auffallend ahnlichen Phanotyps von MAumit generalisierter Fatp4-
Defizienz und Sauglingen mit restriktiver Dermopathstellte sich die Frage, ob
maoglicherweise eine Mutation auf defATP4-Gen fir das Entstehen dieser letalen
Erkrankung des Menschen verantwortlich ist. Eine uBegierung dieses Gens bei
Betroffenen und deren Angehdrigen konnte dariber ohliiss bringen. Da uns von der
Hautklinik Heidelberg Proben von sechs RD-Patienteth deren Angehdrigen in Aussicht
gestellt wurden, haben wir die nétigen Voraussetzuragerintersuchung dieser Proben in
unserem Labor geschaffen.

Die Anzeichen auf das Vorliegen einer restriktiven Depathie des Kindes wahrend der
Schwangerschaft sind gering. Die ersten zwei Drittet 8ehwangerschaft verlaufen
weitestgehend unauffallig. Erst ab der 31. Schwacfafsswoche wird bei der Grof3zahl der
beschriebenen Falle von Polyhydramnionen, redezieKindsbewegung, intrauteriner
Wachstumsretardierung und eventuellen Gelenkskdnnek berichtet. Vereinzelt fiel auch
wéahrend der sonographischen Untersuchung ein offeerstier Mund auf. Die histologischen
Veranderungen der Haut kdnnen nicht vor der 21. Schperaohaftswoche nachgewiesen
werden. Wie auch bei den Fatp4-defizienten Mausarrirdiese erst kurz vor Abschluss der
Hautdifferenzierung auf. Dies zeigte auch eine inan entnommene Hautbiopsie in der 20.
Schwangerschaftswoche, die in einem Fall ein falsgatives Ergebnis hervorbrachte
(Holbrook et al., 1986; Grol3 et al., 1999; Nijsterakt 2002). Sollte sich auf deFATP4-

Gen der Betroffenen homozygot und auf dem der Anggdidrheterozygot eine Mutation
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finden, konnte diese Erkenntnis zusammen mit deetdathungsmethodik zur Entwicklung
pranataler Diagnosemaoglichkeiten beitragen. Mitteimer Amniozentese kodnnte eine
frihzeitige Diagnosestellung moglich werden. Darlberhs konnte im Hinblick auf eine
erneute Schwangerschaft die genetische Untersuchendeltern vor einer Wiederholung
dieses traumatischen Erlebnisses schitzen.

Aufgrund des aul3erst seltenen Auftretens der rasgiktDermopathie, missen auch
kombinierte heterozygote Mutationen als Ursacheedi&bkrankheit in Betracht gezogen
werden. Entsteht eine Krankheit infolge zweier odehmmer heterozygoter Mutationen,
spricht man von kombinierter Heterozygotie. Im Rahrder Erforschung von Laminopathien
haben Navarro et al. 2004 beispielsweise bei zweefatn mit restriktiver Dermopathie
Veranderungen des LMNA-Gens und bei sieben Patienmierrestriktiver Dermopathie
Veranderungen des ZMPSTE24-Gens festgestellt. Das LMNAKBdiert Lamin A, welches
der Familie der Intermediarfilamenten angehort Bedtandteil der Kernlamina ist. Eine an
der Bildung von Lamin A Dbeteiligte Metalloproteinagsard von dem ZMPSTE24-Gen
kodiert. Da es sich bei den festgestellten Verandgmirbei allen Patienten jedoch nur um
eine heterozygot vorliegende Mutation handelt, kermwar ein Zusammenhang zwischen
Laminopathien und restriktiver Dermopathie hergéistelverden, als alleinige
Krankheitsursache konnen sie allerdings nicht argmseverden. Es ist daher durchaus
denkbar, dass mehrere heterozygote Mutationen fér Ehtstehung der restriktiven

Dermopathie verantwortlich sind.

4.4. Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend zeigen die Resultate, dass Fatdérigildung und Aufrechterhaltung
der Hautstruktur und der epidermalen Lipidbarrieiree ebedeutende Rolle spielt. Ob nun
aufgrund der Fatp4-Defizienz die Aufnahme von langhet und sehr langkettigen
Fettsduren in die Keratinozyten, die Synthese dear@ide oder beides gestort ist, bleibt
weiterhin offen. Zur Klarung dieser Fragen bedarf vesiterer Untersuchungen. Eine
Isolierung von Keratinozyten der epidermispezifisthé&atp4-defizienten Tiere soll
diesbezuglich eine genaue Untersuchung der Aufnahome Rettsduren im Vergleich zu
Kontrollkeratinozyten ermoglichen. Die bereits bein déatp4-K-Mausen durchgefihrten

Lipidanalysen (Herrmann et al., 2003) zeigten eineutlthe Veranderung der
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Ceramidzusammensetzung und sollen nun auch bei epetermisspezifischen Fatp4-
defizienten Mausen durchgefihrt werden, um die Bwedeuvon Fatp4 fur den

Ceramidmetabolismus weiter zu klaren.

Mittels des von uns etablierten Mausmodells wirdnesglich sein, die Entstehung der
hyperproliferativen Hyperkeratose in einzelnen Stdmi zu untersuchen. Zuséatzliche
histologische Untersuchungen der Epidermis auch wéhmes Behandlungszeitraumes

werden diesbeziglich von groRem Nutzen sein.

In Anlehnung an das Modell der epidermisspezifisdRatp4-Defizienz ware es aul3erdem
interessant, eine gewebsspezifische Inaktivierun@rideren Organen zu etablieren. Eine
spezifische Ausschaltung beispielsweise in Darm oddet konnte Funktionen aufdecken,
die moglicherweise durch den frihen Tod der korsitdn Knockoutmause verborgen
geblieben sind.

Diesbeziglich konnte eine induzierbare generalesiBdtp4-Defizienz bei adulten Tieren
ebenfalls aufschlussreich sein. Mittels einer Kreggwon Tieren deiFatp4-K-Linie mit
Tieren, die transgen fir eine induzierbare ubiquéiprimierte Cre-Rekombinase sind,
konnte aufgrund der hervorgerufenen ubiquitaretktin@rung desFatp4-Gens am adulten
Tier auch die Funktion von Fatp4 in anderen Orgateerilicher hervortreten.
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5. Zusammenfassung

Bislang ist Uber die zellulare Aufnahme von Fettsdunur wenig bekannt. Man geht
davon aus, dass es sich um ein Zusammenspiel vesivpa Diffussion und aktivem
Transport handelt. Der Familie der Fettsauretranigpuieine (,fatty acid transport proteins®,
FATP) wird dabei eine besondere Bedeutung beigemesdan Rahmen der
gastroenterologischen Forschung galt das Hauptsser&€ATP4, welches als einziges der
Transportproteine im Darm exprimiert wird. Um seine d&ung fir den
Fettsaurestoffwechsel aucin vivo zu untersuchen, wurde eine Kkonstitutive Fatp4-
Knockoutmaus hergestellt. Der Phéanotyp dieser Maus devurdurch markante
Hautveranderungen gepragt, die bereits Minuten himdg&n nach der Geburt zum Tode
fuhrten und in bemerkenswerter Weise dem Erscheshilig der letalen restriktiven
Dermopathie des Menschen &ahnelten. Ziel dieser Amait es herauszufinden, ob diese
Hautveranderungen primér auf das Fehlen von FatgeirHaut zurlckzufuhren sind, oder
ob sie sekundare Effekte der generalisierten FRgfizienz sind. Des Weiteren sollten im
Rahmen der vorliegenden Dissertation die Vorrausegeu fir eine Sequenzierung der
relevanten Regionen des humarkeklrP4-Gens im Hinblick auf eine Klarung der Atiologie
der restriktiven Dermopathie geschaffen werden.

Mit Hilfe konditionaler, epidermisspezifischer Fatf#ockoutmause sollten die Folgen
einer auf die Epidermis beschréankten Inaktivierutes Fatp4-Gens bei adulten Tieren
untersucht werden. Zur Herstellung dieser Tiere wurdef das Cre/LoxP-
Rekombinationssystem zuriickgegriffen. Durch die Kuegzvon Fatpd "M% \Mausen
mit Tieren, die Trager ddé14-Cre-ER™-Transgens sind, entstanden Mause, die einerseits e
durch LoxP-Sequenzen modifiziertdsatpd-Allel (flox) enthielten und andererseits ein
epidermisspezifisches induzierbares Transgen fig €rre-Rekombinase (Cre) trugen. Unter
die Kontrolle des hautspezifischen K14-Promotors (Kgestellt, konnte die Expression der
Cre-Rekombinase auf die Epidermis beschrankt weidenlnduzierbarkeit wurde durch das
Anfiigen eines modifizierten Ostrogenrezeptors (ERJeieht, dessen Ligand das

Ostrogenanalogon Tamoxifen (T2) ist. Es erfolgte @ist nach Applikation von Tamoxifen
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eine Aktivierung der Cre-Rekombinase in der Haut danhit eine Inaktivierung deSatp4-
Gens.

Nachdem zehn Wochen alte MausEatpa™ @M% 14-Cre-ER?"%) {iber einen
Zeitraum von sieben Wochen mit Tamoxifen behanaelden waren, wurde die eine Halfte
der Tiere sieben und die andere Halfte 13 Wocheih wiac ersten Tamoxifenbehandlung
getdtet. Zunachst konnte gezeigt werden, dass digddadh in der Haut eine
tamoxifeninduzierte Exzision der LoxP-flankiertenerBiche stattgefunden hatte. Die
morphologischen und funktionellen Analysen der Hagtleen eine Hyperproliferation und
eine Hyperkeratinisierung der Epidermis sowie eineduRgon der epidermalen
Lipidbarrierefunktion. Diese Ergebnisse lassen thiiséh auf eine essentielle Bedeutung von
Fatp4 fur die Bildung und Aufrechterhaltung der pblgjischen Struktur und
Barrierefunktion der Epidermis schlie3en.

Ob eine Mutation des human&RTP4-Gens flur die Entstehung der letalen restriktiven
Dermopathie verantwortlich ist, kann nun, nachdem M&thoden zur Sequenzierung der

relevanten Bereiche etabliert wurden, geklart werden.
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6. Summary

The mechanism of cellular fatty acid uptake isl gtdorly understood. Passive diffusion
and carrier-mediated uptake are thought to opemat®mnjunction. The family of fatty acid
transport proteins is considered to play an esslerie in the overall process of cellular fatty
acid uptake. Fatty acid transport protein 4 (Faip40f particular interest, since it has been
identified as the major intestinal Fatp. To analyze functional significance of Fatpd vivo,

a mouse line with targeted disruption of the Fatpdegwas generated. Examinations of the
resulting phenotype revealed marked alterationthefskin, which led to death shortly after
birth and resembeled a human neonatally lethaticege dermopathy. Aim of the present
study was to find out whether Fatp4 deficiency in ¢pedermis alone can cause changes in
the epidermal structure or whether the observedratadiiies are secondary phenomena due
to the loss of Fatp4 in another tissue or othesugs. Furthermore the prerequisites for
sequencing all relevant parts of the hunkekTP4 gene were obtained in order to find out
whether a mutation on theATP4 gene is responsible for the origin of the letledtrictive
dermopathy.

To evaluate the functional significance of Fatp4tle epidermis, a mouse line with
inducible Fatp4 deficiency in the skin was generdtgdising a conditional Cre/lox system.
Crossing mice carrying the mutant allele F&EP#<"* with transgenic mice expressing the
K14-Cre-ER? transgene created double-mutant mice with a fldxatp4 allele (flox) and a
transgene for an inducible epidermis-specific Geombinase (Cre). The expression of the
Cre recombinase was directed by the K14 promotor, lwigcspecifically active in the
epidermis. Due to the fusion with a mutated liganadimg domain of the human estrogen
receptor (ER) the activitiy of the Cre recombinaseld be induced by the synthetic ligand
tamoxifen. Not until tamoxifen administration conalital mutagenesis of Fatp4 was confined
to the epidermis.

At the age of ten weeks mice were treated with tamoxibe five consecutive days, and
again for five consecutive days, two, four and sixkgelater. Animals were sacrificed 7
weeks or 13 weeks after the first tamoxifen treatmEmst of all we found the tamoxifen-

induced excision of exon 3 indeed to be restrittethe skin. Morphological and functional



- 63 - Summary

analysis of the Fatp4 deficient skin revealed aehymliferative hyperkeratosis with a
disturbed epidermal barrier. These findings denratestthat Fatp4 itself is essential for the
formation and maintenance of a normal epidermattire und barrier function.

Having established the sequencing of all exons aod-etron boundaries of the human
FATP4 gene, investigations wether a mutation of this geaaeses the lethal restrictive
dermopathy can be started.
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7. Anhang

7.1. Abklrzungen

A
Acyl-CoA
AMP
bp

C

Cre
DAPI
DMSO
DNA
dNTP
EDTA
EGTA
ERTZ
FLP
FRT

HCL
Hfe
HPLC

HUSAR

kb
LoxP

Base: Adenin

Acyl-CoenzymA

Adenosinmonophosphat

Basenpaare

Base: Cytosin

Cre-Rekombinase

4’, 6-Diamidino-2-phenylindol
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotidtriphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycoltetraessigsaure
Tamoxifeninduzierbarer Ostrogenrezeptor
FLP-Rekombinase

Erkennungsstelle der FLP-Rekombinase,
(Flp recognition target)

Base: Guanin

Salzsaure

Hamochromatosegen
Hochdruckflissigchromatographie,

(high performance liquid chromatography)
Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources
Keratin

Kilobasen

Erkennungsstelle der Cre-Rekombinase,
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(locus of crossover)

mM Millimolar (mmol/l)

PCR Polymerasekettenreaktion

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlésung,
(phosphate buffered saline)

PGK Phosphoglyceratkinase

rpm rounds per minute

T Base: Thymin

TAE Tris-Acetat-EDTA

TE Tris-HCI-EDTA

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

uv ultraviolett

X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3,Dgalactopyranosid

7.2. Auflistung aller verwendeten Primer zur Sequernierung des humanen

FATP4-Gens

Primer hs F4, Exon

Sequenz

2f

AGT CAC

CCA ACT CAG TAT G&C TAA G

2r CTG TGC TGG TAG AGA ACA TGA GGTI C
3f AAG CAT AGG CTG GCG AGG CAG CAG C
3r GGA AGG GAG CTG TGG TCT GIG TAA G
3f2 CCC AGC AGG AGC CAG GAG ATA AA G
3r2 CAC TCT GIG CCC TTA ACC ACT GAC C
3f3 CCT GAT CTT CGA GGG CAC AGA TAC C
3r3 TGG TGTI TGA TGA GGG CTG CCT CCA C
4f CTG CCC AGC CAG TAT CCT CAG CAA C
4r TGI TCC AGG CAC ATG GCA AGI TTC C
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5f AAG GGI GIG ATG GGA ACA GGT GIT G
6r GCC CAA AGC TGI GIG TTT CTA CTIG C
7f GEC AGG CAG ATG TGA GGT GCA GAA G
r GCC CTT TGG AAT GAC TGG CCA CCT C
7f2 AAT ATA GCT CCT GCC CTC CAG GIG C
7r2 CGG GIC TCA GCC TTC CCA TCT GAA C
8f TTG TTC AGA TGG GAA GEC TGA GAC C
8r AGC ACC CAC ACT CTC ACG CTC GAA C
8f 2 CTG AGG TGG CCA GIC ATT CCA AAG G
8r2 ATG GGG TAC ACG AAG GAC AGG ATG C
of AGI TCG AGC GIG AGA GIG TGG GIG C
or CAG AGA TAA CTG ATG GCC ACT GGTI C
10f CAA GAT TGC ACT GCT GCA CTC CAG C
10r GGA GCC CAA GGA TTT GIT TGA CCA C
10f 2 ATT GCT TGA ACC CAG GAG GTA GAG G
10r 2 TGI TTG ACC ACA AGG GCC AGG ACT G
10f 3 AAA GAC GCA GGG TAC ACC TGG TA C
10r 3 AGC TCG TCC ATC ACC AGC ACA TCA C
11f GIG GIC AAA CAA ATC CTT GGG CTC C
11r TGG CAG GGI' AGA CAC TGA GTA G&CT G
11f 2 CCG CTT CGA TGG CTA CCT CAA CCA G
11r 2 GCA GIT CCT TCT CCA AGA CCT GAG C
12f ATG GIG TCG AGG TGC CAG GTA TGT G
12r GCC AGG CTG TGC AGA GGTIT CAA GT

13f TGC CAC AGC TGC TGI ATG ACC ATT C
13r CTG CTIT GCT TTG GIC TGG CCT TGI C
13f1 AGC TGl CCC CAT GCC CCA ACT TTG C
13r1 CAG TTT TGG ATG GAG GGG CAG CAC C

f = forward; r = reversdgtt gedruckte Primer = wurden mit gutem Ergebniss eingesetzt;

kursiv gedruckte Primer = ergaben keine auswertbaren BEiggh
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7.3. Hfe-spezifische Primer

Primer Sequenz 5'........... 3

Mm Hfe-Ex2f CAC AGT AAG GGTI' ACG TGG AG
Mm Hfe-In2r TGG AGA CAG TGC AGT AGA GC
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