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1 EINLEITUNG

1.1 Zellkompartimente des friihen sekretorischen Wegesnd des endo-
somalen/lysosomalen Systems

Eukaryotische Zellen sind etwa 10 bis 108 grol3 und werden von einer Plasmamembran
umschlossen. In den Zellen gibt es verschiedenebrsmamschlossene Zellkompartimente
(Organellen), wie den Zellkern, die Mitochondrielas glatte und raue endoplasmatische
Retikulum (ER), den Golgi-Apparat, die Endosomend udie Lysosomen. Diese
Kompartimentierung dient der Schaffung von Realgidomen, in denen verschiedene
zellulare Vorgange getrennt voneinander ablaufenn&i. Uber komplex aufgebaute
Transportsysteme werden Proteine und andere M@eja#ielt von einem Kompartment zu

einem anderen transportiert.

1.1.1 Endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Komplex

Das ER besteht aus einem weitverzweigten Membraweek aus Roéhren und Zisternen
und erstreckt sich durch die gesamte Zelle. Das ER enthalt auf seiner dem Zytosol
zugewandten Seite viele Ribosomen, an denen dith&m von Membranproteinen und ein
groBer Anteil der Synthese von l6slichen Proteirsauft. Dazu gehdren l6sliche
sekretorische Proteine, ER-residente Proteine urateiRe des Golgi-Apparates, der
Endosomen, der Lysosomen und der PlasmamembranPidteine mit einer speziellen
ER-Signalsequenz werden in das ER importiert. Diesthalt eine Abfolge aus 7 - 12
hydrophoben Aminosauren (AS) und befindet sich afiekminus der Proteins (Blobel &
Dobberstein, 1975; Rapoport, 2008). Die Signalseguégrd vom Signalerkennungspartikel
(signal recognition particleSRP) erkannt, das dann die wachsende Peptidkettanmen
mit dem Ribosom zum SRP-Rezeptor auf der zytodwiscSeite der rauen ER-Membran
dirigiert. Die neusynthetisierte Polypeptidschlaufied durch eine hydophile Pore (Sec61-
Komplex) durch die ER-Membran transloziert. Wahréosliche Proteine ganzlich in das
ER gebracht werden, bleiben TransmembranproteimeirER-Membran verankert indem
sie lateral aus dem Sec61l-Komplex diffundieren. Desnslokationssignal ist hier ein
hydrophober Teil des Proteins von etwa 20 AS, dianmembrandoméne (Rapoport,
2008).



Im Lumen des ER finden neben der Abspaltung dendsgquenz durch die Signal-
peptidase, die Faltung der neusynthetisierten Petend verschiedene posttranslationale
Modifikationen statt. Im ER werden die Lipide unde®le fir die restliche Zelle
synthetisiert (van Meer, 2005). Eine weitere Aufgales ER ist die Speicherung vorfCa
lonen und die Regulation des intrazellularen Cattiaushalts (Koch, 1990).
Nicht-ER-residente Proteine werden nach ihrer S3gghund Modifizierung in COPII-
umhdallte Transportvesikel verpackt und zum GolgpAmmt transportiert. Diese Proteine
besitzen Exit-Signale, die von komplementaren Rezeproteinen erkannt werden, die in
die Vesikel eingeschlossen werden. COPI-umhillteikét sind dagegen am Recycling von
Proteinen vom Golgi-Apparat zum ER verantwortliblickel et al, 1998).

Der Golgi-Apparat besteht aus parallel angeordnefésternen. Die stapelférmige,
polarisierte Struktur wird ircis-, medial- und trans-Golgi eingeteilt. Im Golgi-Apparat
finden weitere posttranslationale ModifikationenGlykoproteinen und Lipiden statt und er
dient der Sortierung von Proteinen zur Plasmamemlza Lysosomen und zu sekre-
torischen Vesikeln (Griffithset al, 1989). ImtransGolgi-Netzwerk (TGN) werden die
Proteine schliel3lich in Transportvesikel verpachkt wzu ihren Bestimmungsorten in der

Zelle gebracht.

1.1.2 Endosomales-Lysosomales System

Komponenten des endosomalen-lysosomalen Systents fsilhe Endosomen (Zell-
peripherie), spate Endosomen (perinuclear) und dgrs@n, die flir Transport und Abbau
von endozytierten Molekullen verantwortlich sindshgomen tragen aul3erdem zum Abbau
zellularer Makromolekille wie Proteine, Lipide undolfenhydrate bei, die durch
Autophagozytose zu den Lysosomen gelangen, unddandt wichtig fir das Recycling
und die Sortierung von Molekulen (de Duve, 1983rield & Mellman, 1989).
Intralysosomal befindet sich eine Vielzahl versdeiger hydrolytischer Enzyme, wie z. B.
Proteinasen, Nukleasen, Glykosidasen, Lipasen, dPlotipasen und Sulfatasen, die ihre
optimale Wirkung in saurem Milieu (pH 5,0) ausiiben. Die Erhaltung des sauren Milieus
wird durch ATP-getriebene, membranstandige Protomeipen gewahrleistet (vakuolare
Protonenpumpe, V-Typ HATPase) (Cuppoletit al, 1987). Man kennt bisher 63 losliche
lysosomale Proteine und 46 lysosomale intergralenbtanproteine (Schrédet al, 2010).

Proteomanalysen zeigen jedoch, dass wahrscheimath weitaus mehr Proteine in



Lysosomen lokalisiert sind, deren Funktion nochtddeg werden muss (Schrddet al,
2010). Wahrend l6sliche lysosomale Hydrolasen anbadbzelleigener und zellfremder
Makromolekile beteiligt sind, sind lysosomale Meaniproteine u. a. fir den selektiven
Transport von Abbauprodukten ins Zytosol und dig¢ermktion mit Endosomen und
Autophagosomen notwendig (Ruin al, 2009). Lysosomen sind aul3erdem fahig, ihren
Inhalt nach der Fusion mit der Plasmamembran zuesingilweise zu sezernieren. Dieser
Prozess ist z.B. wichtig fur die Eaegulierte Exozytose von Lysosomen bei der
Membranreparatur/Wundheilung (Redey al, 2001) sowie beim Abbau der Knochen-
matrix (Stenbeck, 2002) und der Exozytose von Melaturch die lysosomenahnlichen
Melanosomen (Stinchcombet al, 2004). Viele lysosomale Membranproteine sind zum
Schutz vor Abbau durch lysososmale Hydrolasen tgbgkesyliert (Kundra & Kornfeld,
1999).

Eine kontinuierliche Substitution l6slicher lysosaler Enzyme und lysosomaler Membran-
proteine zur Aufrechterhaltung der Integritat besrdiestehender Lysosomen ist essentiell.
Neusynthetisierten lysosomale Proteine werden iniertdbm Ort ihrer Synthese, dem ER,
Uber den Golgi-Apparat und Endosomen zum Lysosansgortiert (Braulke & Bonifacino,
2009; van Meel & Klumperman, 2008). Defekte im azellularen Transport, der Stabilitat
oder der Aktivitat einzelner oder multipler lysosaer Proteine fuhrt zu verschiedenen
Erkrankungen, die allgemein als lysosomale Spesrtheankungen bezeichnet werden
(Ballabio & Gieselmann, 2009).

1.2 Co- und posttranslationale Modifikationen an Protenen

Eine grol3e Anzahl von Proteinen einer Zelle wird ader posttranslational modifiziert.
Viele Proteine werden als inaktive Vorlauferpeptslgthetisiert, die erst durch proteo-
lytische Entfernung des Propeptids aktiviert werdetra- und intermolekulare Disulfid-
briickenbindungen stellen wichtige Schritte fur Batung und Reifung von Proteinen dar.
Wichtige posttranslationale Modifikationen sind di- und O-Glykosylierung von
Proteinen. Des Weiteren kdnnen an N-terminale @tyocder Cysteinreste Acylreste ange-
hangt werdenN-Myristylierung, S Palmitinylierung). Bei Prenylierungen werden Fayle
oder Geranyl-Geranyl-Reste kovalent an Proteineamgth Ein Glykosylphosphatidyl-
inositol (GPI) kann ebenfalls mit Proteinen verkftiigerden. Diese Fettsaure-, Prenyl- und
GPI-Modifikationen dienen der Verankerung bzw. Asabon in der Membran. Andere



posttranslationale Veranderungen betreffen die Wiettung, Phosphorylierung, Carboxy-
methylierung, Hydroxylierung oder Acetylierung (\Whkt al, 2005).

1.2.1 Proteolytische Spaltung

Wahrend die meisten posttranslationalen Verandemragm Proteinen umkehrbar sind, ist
die proteolytische Spaltung irreversibel und nindaher eine zentrale Stellung unter den
Proteinmodifikationen ein. Die dafiir verantwortiechProteasen katalysieren einerseits die
unspezifische Hydolyse und damit den Abbau vondrmeh, andererseits kénnen sie aber
auch hochselektiv spezifische Substrate spaltenvigld biologische Prozesse regulieren.
Die Proteolyse umfasst sowohl die Entfernung von 2w. N-terminalen AS, die
Entfernung von Signalpeptiden, die proteolytischaivderung von Vorstufenproteinen als
auch den gezielten Abbau zur Entfernung von Pretean Proteasomen oder in Lysosomen
(Ehrmann & Clausen, 2004)

Puenteet al. haben beschrieben, dass 553 Gene im humanen Génémoteasen kodieren.
Ein Anteil von 22 % (125) der Proteasen sind memgpehunden (Puentet al, 2003).
Basierend auf dem Katalysemechanismus werden Bestea flinf verschiedene Klassen
eingeteilt: Aspartyl-, Metallo-, Cystein-, Serin-ndi Threoninproteasen. Von den im
humanen Genom kodierten Proteasen gehoren dieemalst Gruppe der Metallo- (186),
der Serinproteasen (176) und der Cysteinprotea%dB) (an. Von den Threonin- und
Aspartylproteasen gibt es nur wenige Vertreter (@d 21), da sie hochspezialisierte
Proteasen darstellen (Puereal, 2003). Alle Proteasen hydrolysieren Peptidbinéng
Uber einen ahnlichen katalytischen Mechanismus,ewale Polarisierung der Bindung
durch einen nukleophilen Angriff auf den Carbonyllemstoff bewirkt wird. Unterschiede
bestehen bei der Ausbildung der nukleophilen Grug@perin-, Threonin- und Cystein-
proteasen nutzen direkt den Hydroxylrest bzw. dl@olgruppe der AS des aktiven
Zentrums als Nukleophil, wahrend Aspartyl- und Metaoteasen uber ein aktiviertes
Wassermolektl wirken (Powees al, 2002; Rawlings & Barrett, 1993).

Zur Beschreibung des Substrats werden die AS-RiesteSubstrats mit Pi, ..., P3, P2, P1,
P1’, P2, P3', ..., Pibezeichnet. Die Spaltung des Substrats erfolgtidabischen P1 und
P1’ (Schechter & Berger, 1967).



1.2.2 Synthese und Funktion vorN-Glykanen

Die Struktur von Asparagin-verknupften GlykanéwGlykanen) an Proteinen kann sehr
unterschiedlich aussehen, je nachdem welche Fumkigs Protein hat und inwieweit die
N-Glykosylierungen zu dessen Funktion beitragen. @eschiedenemN-Glykane werden
aus einem Glykan-Grundgertst gebildet, das zunahster zytoplasmatischen Seite des
ER an einem Dolicholphosphat gebildet wird (HelenguAebi, 2001). Unter Vermittlung
einer ,Flippase* werden die Dolicholphosphat-vensftén Glykanstrukturen auf die
luminale Seite der ER transloziert, wo sieben weit@uckerreste angefligt werden
(Abbildung 1.1).

A Gic @ Man M GicNAc
Synthese des lipid- ?
verknipften Glykans
N-X-S/T-
- S
Lumen

Zytosol

Do-P - — - » Flippase Transfer des Glykans
auf das Protein

— \_/ —
ER a-Mannosidase(n) Glukosidase
1L
ER N-X-S/T- N-X-S/T:
Lumen @@ @@
Cytosol

Faltung des Proteins
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Abbildung 1.1: Synthese und Transfer des Glykan-Grandgeristes, aus dem alléN-Glykane gebildet
werden kénnen. Der Aufbau von (Glg}(Man)-(GIcNAc), erfolgt an einem Dolicholphosphat und wird
anschlieBend auf einen Asparaginrest der SequeszXA®er/Thr an Proteinen Ubertragen. (Abkirzungen:
Glc = Glukose, Man = Mannose, GIcNAc = N-Acetylghsiamin, Dol-P = Dolicholphosphat)

Nach der Ubertragung der letzten drei Glukoserestd die Glykan-Grundstruktur auf
einen Asparaginrest innerhalb der KonsensussegdsnzX-Ser/Thr (X = alle AS aul3er
Prolin) des noch wachsenden Peptids durch eineofdarharidtransferase Ubertragen
(Shakin-Eshlemanet al, 1996; Silberstein & Gilmore, 1996). Danach werdérei



Glukosereste durch Glukosidase | und Il entferntobealie Oligosaccharidkette durch ER
a-Mannosidasen weiter modifiziert wird (Kornfeld &oknfeld, 1985). Eine Glukosyl-
transferase kann an glukosefreie Oligosaccharielkettieder Glukosereste anfligen. Der
Deglykosylierungs-/Reglykosylierungszyklus kontiatft zusammen mit verschiedenen
Chaperonen und den Lektinen Calnexin und Calreticdlen Faltungszustand der
Glykoproteine. Nach vollstandiger Faltung der Glgtateine kdénnen sie zum Golgi-
Apparat transportiert und dort weiter modifizieenden (Ellgaard & Frickel, 2003).

Im Golgi-Apparat entfernt zunéchst die Golgi-Mandase | drei Mannosereste, gefolgt
von der Anheftung eines N-Acetylglukosamins (GlcNAlarch die GIcNAc-Transferase |,
was dann der Mannosidase Il ermdglicht, zwei weiMannosereste zu entfernen (Helenius
& Aebi, 2001). In diesem Stadium wird die Bindungigchen den beiden GIcNAc-Resten
widerstandsfahig gegenuber der Spaltung durch Hyklogidase H (Endo H). Da alle
Strukturen im weiteren Verlauf des Reaktionswedentalls Endo H-resistent sind, kann
Endo H benutzt werden, um komplexe und mannoserefdhgosaccharide zu unter-
scheiden (Trimble & Maley, 1984).
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Abbildung 1.2: Bildung komplexer Oligosaccharide as mannosereichen Zuckerketten im Golgi-
Apparat. Nukleotid-aktivierte Zucker dienen als Substrate fien Aufbau komplexer Oligosaccharide.
Endo H spaltet nur mannosereiche und hybride Qdigsaride (Abkirzungen: Gal = Galactose, GIcNAc =

N-Acetylglukosamin, Man = Mannose und NeuNAc = Nefylneuraminsaure)

Es kénnen nun weitere Zucker angeheftet werdeB.(&IcNAc, Fukose, Galaktose und
Sialinsdure). Als Substrate dienen Nukteotid-aktkd Zucker (Abbildung 1.2). Dabei
tragen verschiedene Glykosyltransferasen zum AufieruOligosaccharide mit variabler
Anzahl und Art der Zuckerverknipfungen bei (HelsnfuAebi, 2001).



1.2.3 Bildung von Mannose-6-Phosphat-Resten

Bei neusynthetisierten lysosomalen Enzymen werdeezislle Mannosereste an den
N-Glykanen mit Phosphatresten versehen. Diese Man@dzhosphat (M6P)-Reste dienen
als Erkennungsmarker fir den Transport zum Lyso¢Pohl et al, 2009a). Zun&chst
Ubertragt imcis-Golgi-Apparat die UDP-N-Acetylglukosamin (UDP-GI&N): lysosomales
Enzym N-Acetylglukosamin-1-Phosphotransferase (EXC82L7., GIcNAc-1-Phosphotrans-
ferase) GIcNAc-1-Phosphat auf C6-Hydroxylgruppem vbestimmten Mannoseresten
mannosereicher Oligosaccharide von lysosomalen rgemy unter Ausbildung eines
Phosphodiesters als Zwischenprodukt (Lazzarino &€5al989). In einem zweiten Schritt
wird im TGN der GIcNAc-Rest durch die GIcNAc-1-Ppbsdiester-N-Acetyl-
glukosaminidase (EC 3.1.4.45, GIcNAc-1-Phosphodrase, auchuncovering enzyme
genannt) entferntXpbbildung 1.3.
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Abbildung 1.3: Bildung von Mannose-6-Phosphatresteran lysosomalen Enzymen (Pohdt al., 2009a).

(A) Mannosereiche Oligosaccharide werden zunéchst ind&Rh Glukosidase 1, I, und ER-Mannosi-

dase(n) modifiziert. AnschlieBend flgt iois-Golgi-Apparat die GlcNAc-1-Phosphotransferase dari,6-

Zweig desN-Glykans ein GIcNAc-1-Phosphat an einen MannosearstGIcNAc wird schliellich im TGN
durch die GIcNAc-1-Phosphodiesterase entfernt, avasFreilegung des M6P-Restes fUuRB) Eine zweite
Phosphorylierung kann inx1,3-Zweig delN-Glykankette erfolgen. (Abkirzungen: Glc = Gluko&gNAC =

N-Acetylglukosamin, Man = Mannose, P = Phosphat, Uridin)



Die GIcNAc-1-Phosphodiesterase ist ein 68 kDa TFypansmembranprotein, das
Tetramere bildet (Kornfelcet al, 1999). Die N-Glykane lysosomaler Enzyme koénnen
strukturell verschieden sein und ein oder auch @N&sphatgruppen enthalten. Der erste
Mannoserest, der phosphoryliert wird, befindet sich a-1,6-Zweig, die zweite Phos-
phorylierung ist in beiden-1,3-Zweigen mogliciAbbildung 1.3 (Goldberg & Kornfeld,
1981; Varki & Kornfeld, 1983). Die Phosphorylierurder Mannosereste lysosomaler
Enzyme erfolgt bevor die Oligosaccharide durch @ielgi-Mannosidase | und weitere
Enzyme des Golgi-Apparates zu komplexen Oligosaabra prozessiert werden kénnen.
Daher sind dieN-Glykane an lysosomalen Enzymen meist mannoseréiigesaccharide
und seltener liegerN-Glykane des hybriden oder komplex&gps vor (Hasilik & von
Figura, 1981; Lazzarino & Gabel, 1989; Varki & Kéetd, 1983).

Der Vorgang der Bildung von M6P-Resten setzt dezdsche Erkennung der lysosomalen
Hydrolasen durch die GIcNAc-1-Phosphotransferagsaus Das Erkennungssignal besteht
aus einer Gruppe benachbarter Lysinreste auf darfl@bhe der Hydrolasen, die ein

dreidimensionales Strukturmotiv bilden (Cuoztal, 1995).

1.3 Mannose-6-Phosphat-abhangiger Transport von I6slidm lysoso-
malen Enzymen

Im TGN werden Proteine in Vesikel verpackt und Xwen verschiedenen Zielorten
gebracht. M6P-markierte Proteine werden im TGN WBP-Rezeptoren (MPR) erkannt,
die den Transport zu Lysosomen vermitteln.

Zwei verschiedene MPR sind bekannt: der 46 kDadtatn-abhangige MPR46 und der
300 kDa multifunktionelle Kationen-unabhé&ngige MPR3Dahmset al, 2008; Ghoslet
al., 2003). MPR erkennen und binden M6P-modifizieygsomale Proteine und beférdern
sie in Clathrin-umschlossenen Vesikeln zu EndosorDent dissozieren die MPR aufgrund
des niedrigen pH-Wertes von den lysosomalen Enzywmenkehren zum TGN zurlck, wo
sie erneut lysosomale Enzyme binden und transpentikbnnen Abbildung 1.4 (Braulke

& Bonifacino, 2009).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des M6P-aldimgigen Transports von Igslichen lysosomalen
Enzymen. Neusynthetisierte lysosomale Enzyme erhalten ingigpparat M6P-Reste, die durch MPR im
TGN erkannt werden. Durch vesikuldren Transportamggén die MPR-gebundenen Enzyme zu frihen
Endosomen und werden von dort weiter zu den Lysesotransportiert. MPR300 an der Plasmamembran

kénnen ebenfalls M6P-haltige Proteine binden uné&rdiosomen beférdern.

Einige M6P-haltigen Proteine binden nicht im Gofgiparat an MPR und werden fehl-
sortiert und aus der Zelle herausbefordert. Sezeeniextrazellulare M6P-haltige Proteine
kénnen jedoch an MPR300 binden, die auch an demfamembran lokalisiert sind, und
werden Uber frihe und spate Endosomen zu Lysosdmaesportiert Abbildung 1.4.
MPR46 sind nicht an der Internalisierung von lysoaten Enzymen an der Plasma-
membran beteiligt (Hille-Rehfeld, 1995).

1.4 Aufbau und Funktion der GIcNAc-1-Phosphotransferase

Die GIcNAc-1-Phosphotransferase ist ein hexamermayiBkomplex bestehend aus jeweils
zwei membrangebundenenr und pB-Untereinheiten und zwei l6slichenUntereinheiten
(02B2y2) (Baoet al, 1996a). Die humangUntereinheit der GIcNAc-1-Phosphotransferase
kodiert ein l6sliches Protein von 305 AS mit zWeGlykosylierungsstellen. Dig-Unter-



einheit wird durch das GeBNPTG mit der chromosomalen Lokalisation 16p13.3 kodiert
(Raas-Rothschileet al, 2000). Diea- und p-Untereinheit werden durch das gemeinsame
Gen GNPTAB mit der chromosomalen Lokalisation 12g23.2 kodi&te werden als
gemeinsames Typ lll-Membranprotein synthetisierd won einer bisher unbekannten
Protease zur reifes undp-Untereinheit gespalten (Kudg al, 2005; Tiedeet al, 2005b).
Die a- und B-Untereinheiten sollen das katalytische Zentrum @eNAc-1-Phosphotrans-
ferase beinhalten (Kudet al, 2005; Leeet al, 2007). Die proteolytische Spaltung ist
essentiell fur die katalytische Aktivitat der GIcNA-Phosphotransferase (Kudo &
Canfield, 2006). Diey- und a-Untereinheiten bilden Utber Disulfidbriicken Homodmm
(Abbildung 1.5) (Bacet al, 1996a).

y-Untereinheit

a-Untereinheit

B-Untereinheit

Lumen
Golgi

Zytosol

Abbildung 1.5: Modell zum Aufbau des GIcNAc-1-Phoshotransferase-Komplexes.Der hexamere
Komplex @fyy,) ist Uber die Transmembrandoméanen deund B-Untereinheiten in den Membranen des
cis-Golgi-Apparates verankert. Die- und y-Untereinheiten sind Uber Disulfidbriicken verknipftie die

v-Untereinheiten mit dea- undp-Untereinheiten assoziiert sind, ist nicht bekannt.

Die GIcNAc-1-Phosphotransferase muss drei SubBiratestellen beinhalten: i) flr den

Phosphatdonor UDP-GIcNACc, ii) fir mannosereicheg®@accharide lysosomaler Enzyme,
die mit M6P-Resten maodifiziert werden mussen uidfiir die spezifische Bindungsstelle
lysosomaler Proteine.

Es wurde zunachst angenommen, dass ydigntereinheit die Erkennungsdomane fur
lysosomale Enzyme beinhaltet (Babal, 1996b; Kornfeld & Sly, 2001). Jedoch wurde in
verschiedenen experimentellen Ansatzen keine Bigdieny-Untereinheit mit lysosomalen

Enzymen nachgewiesen (Pobél al, 2009b; Tiedeet al, 2005b). Stattdessen wird der
y-Untereinheit eine regulatorische Funktion zugastien (Pohkt al, 2010).
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1.4.1 Modulare Struktur des a/p-Vorstufenproteins der GIcNAc-1-
Phosphotransferase

Das a/p-Vorstufenprotein besteht aus 1256 AS und besit&i ZTransmembrandoméanen.
Der N- und C-Terminus ragen ins Cytosol. Die graffeinale Domane des/3-Vorstufen-
proteins hat eine komplexe modulare Struktur ausdestens sechs Domanen unbekannter
Funktion (Abbildung 1.6). Diese haben Ahnlichkeiten Kapselbiosyntheseproteinen,
Lin-12/Notch-repeat-ahnlichen und DMAP1-Bindungsiéthen Domanen. Die modulare
Organisation des/p-Vorstufenproteins ist in &quivalenten ProteinenNbaus, Ratte, Hund,
Huhn und Zebrafisch konserviert. Die Schwarzbauehigufliege, auch als Fruchtfliege
bezeichnet, Qrosophila melanogastgresitzt ein dhnliches Protein (CG8027), das keine
Zwischendoméane in der luminalen N-terminalen Kdpsslyntheseprotein-dhnlichen
Domane, nur eine Lin-12/Notch-Repeat-ahnliche Daméand keine DMAP1-Bindungs-
ahnliche Doméane beinhaltet (Tiedeal, 2005b).

Dasa/B-Vorstufenprotein besitzt zwei kurze zytoplasmdtes®omanen (N-terminal 19 AS,
C-terminal 21 AS), zwei Transmembrandomanen (N- Gagerminal je 23 AS) und eine
grof3e luminale Schlaufe (1170 AS).

Die luminale Schlaufe besitzt N-terminal einen Behte(AS 60-430), der Homologie zu
Kapselbiosyntheseproteinen von einzelligen AmdbeDictyostelium discoideum
Entamoeba histolytiga und Bakterien Nlycobacterium tuberculosis Neisseria
menengitidiy besitzt. Da diese Kapselbiosyntheseproteine, daeSerogroup X Capsule
Biosynthesis Proteins AXcbA) ausNeisseria meningitidjsUDP-GICNAc binden und am
Transfer von GIcNAc-1-Phosphat in die Bakterienlpsvolviert sind (Tzenget al,
2003), wird angenommen, dass die N-terminale lulmifdaomane dera-Untereinheit
(AS 60-430) die Bindungsstelle fur UDP-GIcNAc baattbt. Die Kapselbiosyntheseprotein-
ahnliche Domane enthalt eine groRRe Insertion (AS3®), die in den Kapsel-
biosyntheseproteinen von Amdben und Bakterien umdGIC8027 vonDrospophila
melanogastenicht vorkommt. Diese Domane ist spezifisch fuu@stiere und besitzt keine
Homologien zu Proteinen mit bekannter Funktion.

Die Kapselbiosyntheseprotein-ahnliche Doméane wiglolgt von zwei Lin-12/Notch-
Repeat-dhnlichen Domanen (AS 430-472 und AS 473-338-12/Notch-Repeat-Module
werden in der Notch-Rezeptorfamilie gefunden, weodie Liganden-induzierte Proteolyse
des Notch-Rezeptors regulieren (Kimble & Simpsd@97). Proteine der Notch-Rezeptor-



familie enthalten jeweils drei dieser Lin-12/NotRepeat-Module, die sich in direkter
Nachbarschaft befinden. Ein Modul enthélt sechg&yeste, die an der Bildung von drei
Disulfidbricken beteiligt sind, und drei Aspartatad Asparaginreste, die wichtig fur die
Bindung von C& sind und dadurch zur Faltung des Proteins beirggsteret al, 1999;
Vardaret al, 2003). In den zwei Lin-12/Notch-Repeat-Doméanesadp-Vorstufenproteins

befinden sich jeweils sechs Cystein-, vier Asparagnd vier Aspartatreste.

A : . K928,D929 . .
< a-Untereinheit o B-Untereinheit ——»
YUYy Y W U G W eeY Yy oy 'k
20 43 60 102 325 430 473 540 689 820 999 1210 1213 1236
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I | | | | | |I CG8027 _ i
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—D:_ AAO52495 (Dictyostelium discoideum) .
—D:- EAL52006 (Entamoeba histolytica)
—D:- CpsY (Mycobacterium tuberculosis)
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—D:_ XcbA (Neisseria meningitidis) 3hnliche Domane

C-terminale Domane von
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Abbildung 1.6: Doméanen-Organisation desu/p-Vorstufenproteins. (A) Die Zahlen der domanenbegren-
zenden AS, potentiell®&l-Glykosylierungsstellen und die proteolytische Sttktelle (rot) sind angegeben.
Vergleiche mitDrosophilaCG8027 und Kapsel-Biosyntheseproteinen verschied®nganismen sind ange-

zeigt. (B) Die angenommene Topologie bei Insertion in die Memen des Golgi-Apparates ist verdeutlicht.

An die zwei Lin-12/Notch-Repeat-ahnlichen Domanehlis(3t sich eine grof3e Domane an,
die keine Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinentzeigl die nicht konserviert zu anderen
Spezies ist (AS 540-998). Unterbrochen wird diehfakonservierte Doméane durch eine
Domane, die Ahnlichkeiten zu DMAP1-Bindungsdomaneigt (AS 689-819). DMAP1
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(DNA methyltransferase 1-associated proteinist involviert in die Regulation der
Transkription. Es bindet an DNMT1DNA methyltransferase)l HDAC2 (histone
deacetylase )2und den transkriptionellen Corepressor TSG10iD&st DMAP1 selbst ein
Corepressor der Transkription und erhéht durchrékigon mit anderen Proteinen deren
Aktivitat als Repressoren (Rountre¢ al, 2000). Die Funktion der DMAP1-Bindungs-
ahnlichen Domane fur die Phosphorylierung von lgsaslen Proteinen ist unklar.

Die Spaltstelle ist zwischen AS K928 und D929 Iakalt und liegt damit in der nicht-
konservierten Doméne (Kudo & Canfield, 2006).

Das o/B-Vorstufenprotein enthalt auRerdem 20 potenti®k&Slykosylierungsstellen, 17
davon in dem-Untereinheit und drei in déi-Untereinheit. Diese hohe Glykosylierung ist
eher ungewodhnlich fur ein Golgi-Apparat-residenta®tein und wird sonst eher bei
lysosomalen Proteinen gefunden und dient dort dehut3 vor Degradation durch saure
Hydrolasen (Kundra & Kornfeld, 1999).

1.4.2 Defekte der GIcNAc-1-Phosphotransferase

Lysosomale Speichererkrankungen werden von gehetisDefekten verursacht, die meist
eine oder mehrere lysosomale Hydrolasen betreHere sehr schwere Form einer lysoso-
malen Speicherkrankheit liegt bei der seltenen Mpldose Il (I-Cell-Disease, ML I,
MIM# 252500) vor, die durch Mutationen inGNPTABGen hervorgerufen wirdEine
mildere Form der Erkrankung ist die Mukolipidosk (pseudo-Hurler-Polydystrophie,
ML 111, MIM# 252600), die auf Mutationen inGNPTGGen zurtickzufiihren ist (Braullet
al., 2008; Kornfeld & Sly, 2001)Bei vollstandigem Verlust deGlcNAc-1-Phospho-
transferase-Aktivitat (ML 1) kénnen keine M6P-Sertingssignale an lysosomalen
Proteinen synthetisiert werden, was die Bindunglgssomalen Proteine im TGN an die
M6P-Rezeptoren verhindert und zu einer verstar&ekretion fuhrt (Hasiliket al, 1981;
Reitman & Kornfeld, 1981). Die Folge sind Zelltypkaingige Dysfunktionen der
Lysosomen, die zur Akkumulation von nicht-abbaubakéakromolekilen in Lysosomen
und zu schwerwiegenden Organversagen fuhren. Irolfldsten von Patienten mit ML 1l
zeigt sich das Speichermaterial als zytoplasmatisEmschlisseirfclusiong, was der
Krankheit den Nameninclusion cell, I-Cell-Disease” gab (Lerogt al, 1972). ML II-
Patienten sind auf3erlich charakterisiert durch ngdrgrte Gesichtszilige, stark reduziertes

Korperwachstum sowie skelettale Abnormalitaten, vbwgrerufen durch eine schwere



Dysostosis multiplex. Hinzu kommen zunehmende psyaitorische Retardierung,
generalisierte Hypotonie und kardiorespiratoris&tmnplikationen, was letztendlich mit
einem frihzeitigen Tod zwischen dem fiinften undetch.ebensjahr einhergeht (Kornfeld
& Sly, 2001; Sprangegt al, 2002).

Im Arbeitskreis von Prof. T. Braulke, UKE wurde énock in(ki) Mausmodell fir ML II
generiert (Kollmannet al, 2010). In Anlehnung an eine bekannte humane hbumah
GNPTAB (c.3145insC), die einen kompletten Aktivitatsvstluder GIcNAc-1-Phospho-
transferase zeigte (Tiedet al, 2005b), wurde in das murin&nptab die Mutation
€.3082insC eingefugt. Diese frameshift Mutationeegte ein verkirztes/p-Vorstufen-
protein (p.G1028RfsX16). An embryonalen Mausfibestén (nmuse embryonic
fibroblasts, MEF) dieser Tiere konnte gezeigt werden, dass k&itd-Reste gebildet
werden und es zu einer Fehlsortierung loslicheodgmaler Enzyme kommt. Die ML II-
Mause zeigten zellulare Einschlisse, starke Knosfr@anderungen und eine progressive
Neurodegeneration (Dr. K. Kollmann, unverétffentteibaten).
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2 ZIELSTELLUNG

Die GIcNAc-1-Phosphotransferase ist ein hexamenezyikomplex p2y2), der den

ersten Schritt bei der Bildung von Mannose-6-Phaspsten (M6P) an den Zuckerketten
von léslichen lysosomalen Enzymen katalysiert. M&#3te sind in vielen Zellen fir den
rezeptorabhangigen Transport lysosomaler Enzymelzysmsom essentiell. Defekte in den
Genen der GIcNAc-1-Phosphotransferase-Untereinhéditbren zu schweren lysosomalen
Speichererkrankungen, die biochemisch durch Feidsong lysosomaler Enzyme und
lysosomale Dysfunktion gekennzeichnet sind. [@ie und B-Untereinheit werden als

gemeinsames Transmembran-Typ llI-Vorstufenproteymtheetisiert und durch proteo-
lytische Spaltung durch eine bisher unbekannteeBsat aktiviert. Dag/p-Vorstufenprotein

enthalt verschiedene modulare Domanen, deren Baugfiir die GIcNAc-1-Phosphotrans-

ferase-Aktivitat unbekannt ist.

(A) Zunachst sollten verschiedene Konstrukte der Dondése/p-Vorstufenproteins, die
als UDP-GIcNAc-Bindungsstelle vermutet wurde (AS-43D), als Fusionsproteine
generiert werden, die Bindungs- und Coprazipitastndien erlauben, um die
Bindungsstelle fir das Substrat UDP-GIcNAc zu ide¢ren. Diea-Untereinheit ist
in der Lage Dimere zu bilden. Der Cysteinrest, dér die Dimerisierung

verantwortlich ist, sollte identifiziert werden.

(B) Die Identifizierung der Protease, die ddB-Vorstufenprotein spaltet und damit die
GIcNAc-1-Phosphotransferase aktiviert, stand imtéfiunkt dieser Arbeit. Es sollten
dazu zunéchst polyklonale Antikrper gegen die und B-Untereinheiten der
GIcNAc-1-Phosphotransferase hergestellt werden,ddi® Expressionsnachweis des
a/B-Vorstufenproteins und deren Aktivitdtszustand Kinee Vorstufe vs. reife Unter-
einheitsprodukte) ermoglichen. Der ldentifizierudgr Protease sollten sich Unter-
suchungen zum Einfluss der Spaltung auf die Akitvites GIcNAc-1-Phosphotrans-

ferase-Komplexes und die Sortierung von lysosomBleymen anschliel3en.

Da daso/p-Vorstufenprotein eine ungewdhnlich hohe Anzahl ptentiellen N-Glyko-
sylierungsstellen enthalt, sollten tatsachlich d¢eteu N-Glykosylierungsstellen ver-
schiedener Domanen identifiziert und ihre Rolle filestimmte Eigenschaften der

GIcNAc-1-Phosphotransferase-Domanen untersuchtemerd



3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material
3.1.1 Gerate
Autoklav 5050ELC und 3850EL Systec GmbH, Wettegber
CO,-Inkubator INCu Safe Mco-17AIC Ewald Innovaticestinik GmbH,
Bad Nenndorf
Innov& CO-170P-230 New Brunswick Scientific GmbH,
Ndrtingen
Heraeus B5060 EC-CO2 Heraeus Holding GmbH, Hanau
B-Counter TRI-CARB 2900TR Canberra Packard Ceiiiuaibpe
GmbH, Schwadorf (Osterreich)
y-Counter 1470 Wizard PerkinElmer, Inc., WalthansQ)
Drehrad Rotator 2-1175 neolLab Migge Laborbedarfébs
GmbH, Heidelberg
Rotavapor-R Buchi Labortechnik AG, Flawil
(Schweiz)
Einfrierhilfe Cryo 1 °C Freezing Container Therfsher Scientific, Roskilde
(Da&nemark)
Eismaschine AF10 Scotsman Ice Systems, Vernon Hill
(USA)
Elektrophoresekammer Agagel Midi Wide Biometra GmbH, Géttingen
(Agarosegele) 40-0911 und 40-1214 Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen
Elektrophorese- EPS 1001 Amersham Pharmacia Biotech
Power Supply Europe GmbH, Nurnbrecht
Standard Power Pack P25 Biometra GmbH, Gaéttingen
Gelkammer SE600-1S-1.5 und Hoefer, Inc., Holliston (USA)
(SDS-PAGE) SE250-10A-.75
Geltrockner GelAir Dryer Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen
Heizblock MHR23 HLC Bio Tech, Bovenden
BT100 Kleinfeld Labortechnik GmbH,
Gehrden
Rotilabd-Block Heater H250 Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Imager Molecular Imagé&t Bio-Rad Laboratories GmbH,
ChemiDod“XRS Minchen
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Kontaminationsmonitor

Magnetrihrer

Mikroskop

Mikrowelle

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe
Rontgenfilm-

Entwicklermaschine
Sterilbank

Schiittler

Schittelinkubator

Stickstofftank

Thermocycler

Transferkammer

CoMo 170
MAG-H
MR 80 und MR Hei-Mix-L

Lichtmikroskop Zeiss
Axiovert 25

Konfokales Fluoreszenz-
mikroskop Leica DMIRE2

Whirlpool Promicro 825

MP220
BioPhotometer

Ultrospec 1100pro

ResearchundReference
verschiedener Gréf3en

Pipetmanverschiedener
GroRRen

Pipetu$

Optimax Typ TR, Modell
1170-1-0000

HeraSafe KS12
Typ BSB3A (1986)

Polymax 1040
Rocky

Innovy 4230 und
Innova™ 4080

Airpege 55
RealTime MX3006P

Tpersonal

Mastercycler und
Mastercycler, Gradient

TE62 und TE22

Graetz Strahlund3teehnik GmbH,
Altena

C. Gerhardt GmbH & Co. KG,
Kdnigswinter

Heidolph Elektro GmbH & CKG,
Kelheim

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar

Bauknecht Hausgie GmbH,
Stuttgart

Mettler-Toledo GmbH, Giel3en
Eppendorf AG, Hamburg

Amersham Pharmacia Biotech
Europe GmbH, Nurnbrecht

Eppendorf AG, Hamburg

Gilson Inc., Middleton (USA)

Hirschmann Laborgerate GmbH &
Co. KG, Eberstadt

Protec Medizintechnik GmbH & Co.
KG, Oberstenfeld

Heraeus Holding GmbH adan

GelaifeFlow Laboratories GmbH,
Meckenheim

Heidolph Instruments GmbE&
KG, Schwabach

Frobel Labortechnik GmbH,
Wasserburg

New Brunswick Scientific, Edison
(USA)

Air Liquide Deutschla@anbH,
Disseldorf

Stratagene Europe, Amsterdam
(Niederlande)

Biometra GmbH, Géttingen
Eppendorf AG, Hamburg

Hoefer, Inc., Halis(USA)



Ultraschallgerat Sonopuls HD60

Bandelin Electtdd@mbH & Co.

KG, Berlin
UV-Transilluminator Darkroom Evo llI Raytest Ispenmessgerate GmbH,
Straubenhardt
Vortex Mixer Genie 1/2 Scientific Industries, Inblew York
(USA)
7-2020 neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs
GmbH, Heidelberg
Waage AC100 (Feinwaage) Mettler-Toledo GmbH, GielRe
BP2100 S und TE2101 Sartorius AG, Goéttingen
OLX-3000 Omnilab-Laborzentrum GmbH & Co.
KG, Bremen
Wasserbad C10 Schuett-Biotec GmbH, Goéttingen
GFL® 1086 Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel
Vakuumpumpe PC 2004 VARIO Vacuubrand GmbH + Co KG,
Wertheim
Zentrifuge Centrifuge 5415 R, 5417 R,  Eppendorf AG, Hamburg

5424, 5702 R und 5804 R

MC6 Centrifuge

Ultrazentrifuge
Discovery M120

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Aktivkohle-Filterpapiere Rotiladb 90 cm
Aluminiumfolie

Deckglaschen

Einmalhandschuhe (Latex, Nitril)
Einwegpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml
Einwegzellschaber

Eppendorf-ReaktionsgefalRe 0,2 ml; 0,5 ml;
1,5mlund 2 ml

Frischhaltefolie
Kanilen

Kryoréhrchen

Klvetten

Linsenpapier MN 10 B

Sarstedt AG & Co., Nuimbrecht

Kendro Laboratory Products
International Sales, Hanau

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Glaswarenfabrik Karl Heckt KG, Sormthe
Paul Hartmann A{&jdenheim
Becton kdison GmbH, Heidelberg
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Ecopla, Le Touvet (Frankreich)
Becton Dickensen GmbH, Heidelberg

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Carl Zeiss AG, Oberkochen
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Nitrocellulosemembran

Miracloth®

Objekttrager

Parafiln?

Pasteurpipetten
PD-10-lonenausttauschersaule
Petrischaler] 3,5 cm; 6 cm; 10 cm

Pipettenspitzen verschiedener GroRRe

Pipettenspitzen mit Filter
verschiedener GroRRe

Roéntgenfilme (Amersham Hyperfilti MP)
Saulen, leer (5 ml) mit Verschliissen
Skalpelle

Spritzen 5 ml

Spritzen 1 ml

Sterilfilter

StripegDeckel fur Realtime-PCR

Szintillationsrohrchen
UV-Kuvetten

Blottingpapier (0,35 mm)
Zellkulturflaschen 25 cfund 75 crh
Zellkulturplatten 6/12vell

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

Whatman GmbH, DalRel
Merck KGaA, Darmstadt

Engelbrecht, Kassel

Pechiney Plastic Packaging, Chicago (USA)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
GE Healthcare, Miinche
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Eppendorfe®burg
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Sorenson Bioscience, Salt Lake City (USA)

GE Healthcare, Minchen

MoBiTec GmbH, Goéttingen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Becton Dickensen GmbH, Heidelberg

VWR International GmbH, Darmstadt

Applied Biosystems Dehtand GmbH,
Darmstadt, Darmstadt

PerkinElmer, Inc., WalthdB5A)
Eppendorf AG, Hamburg

Carl Roth GmbH & Co., Kauhe
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold

Greiner Bio-Ongetnational AG,
Kremsminster (Osterreich)

3.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Aceton
Acrylamid (RotiphoresgGel 30)
Affigel 10
Agar
Agarose, fur praparative Gele

fur analytische Gele
N-Acetyl-Leu-Leu-Norleucinal (ALLN)

Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Biozym Scientific ik Hess. Oldendorf
AppliChem Gmirmstadt
Sigma-AldricmbH, Deisenhofen



Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Amphotericin B

Bicine

Bradford-Reagenz (RSQuant)
Brefeldin A (BFA)

BugBustet Protein ExtractiorReagenz
Calciumchlorid (CaG)

Carbenicillin

Chloroform

Cholesterol

Coomassi@ Brilliant blue R
p-Cumarinsaure
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
2,5-Diphenyloxazol (PPO)
Dithiotreitol (DTT)

dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
mit 4,5 g/l D-Glucose; L-Glutamin; ohne Pyruvat

trans-Epoxysucciny-L-leucyl-amido-(4-
guanidino)-butan (E64)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Essigsaure
Ethanol, absolut{99,9 %)

Ethanol (99 %), vergallt mit 1 %
Methylethylketon

Ethidiumbromid (EtBr)

F-12 Nutrient Mixture Ham (Ham'’s F12)
mit L-Glutamine

Ficoll

Fotales Kéalberserum (FKS)

GFP-Traff-Agarose
GlutaMAX™-| (100 x)

Glycerin

Carl Roth GmbH & Cldarlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Mallinckrodt Baker, Griesheim
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Serva Electrophoresis GmbH, Hietrg
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Coarlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlihe
Carl Roth GmbH & Co., kKarhe
Serva Electrophoresis GmbH,ithberg
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Invitrogen GmbH, Darmstadt
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Carl Roth GnébBo., Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Mallinckrodt Baker, Griesheim
Walter-CMP GmbH & Co. KG, Kiel

Sigma-Aldrich GmbH, Deiserfibio

Invitrogen GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

_PAA Laboratories Gmbétdhing
(Osterreich)

ChromoTek GmbH, Martinsried
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
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Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Isopropanol

jetPEM™ DNA Transfektionsreagenz
Kaliumacetat (KAc)

Kaliumchlorid (KCI)
Kanamycinsulfat

N-Laurylsarcosin

low density lipoproteirfLDL), human in
Kaliumbromid (KBr)-Lésung

Leupeptin

Lipofectaminé™ LTX und Plus™ Reagenz
Lithiumchlorid (LiClI)

Luminol

Methanol

L-Methionin

Mevalonolacton

Milchpulver (lotting grade

Mowiol® 4-88

Natriumacetat (NaAc)

Natriumcitrat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcyanoborhydrid (NaCNB#j
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdeoxycholat
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO
Natriumhydroxid (NaOH)
Neugeborenen-KalberseryiiBKS)
4-Nitrophenyle-D-mannopyranosid
4-Nitrophenylf-D-galaktopyranosid
4-Nitrophenyl-N-acetyB-D-glucosaminid
Nonidet P-40 (NP-40)

Natriumoleat

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
PegLab Biotechnologieb@, Erlangen
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

J. Heeren, Institut fir Biochemie und
Molekularbiologie II, UKE Hamburg

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenfen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Mallinckrodt Baker, Griesheim
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Deiserédrof
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co., Kangre
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Bexhofen
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co., Karbse
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenimofe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Roche Diagnostics GmbH, Maimh

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen



OptiMEM® | Reduced Serum Medium mit L-
Glutamine, HEPES, ohne Phenolrot

Paraformaldehyd (PFA)
PBS 7,4 (10<) ohne CaGl MgCl,
Pefabloc

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin
(10.000 pg/ml) (P/S)

Pepstatin A

Phenol-Lésung, pH 7.9 £ 0.2
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Proteaseinhibitor-Cocktail
Protein G-Sepharose
Proteinstandard (2 mg/ml BSA)
Reactive Greefi9-Agarose
Rinderserumalbumin (BSA)
RNase A

Rotiszinf eco plus
[**S]-Methionin (1000 Ci/mmol)
Salzséaure (HCI)

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

Trismd Base (Tris)
Triton X-100
Trypsin/EDTA 0,05 %

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich GmbH, Deisgfeh
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbHjdeahofen
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich GmbH, Bemnhofen
GE Healthcare, Miinchen
Fisher Scientific l&kin Schwerte
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Serva Electrophoresis Bntteidelberg
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Hartmann Analytics GhlBraunschweig
Merck KGaA, Darmstadt
Carl RoGmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Trypton/Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Tween-20
UDP-Hexanolamin
Wasserstoffperoxid, 30 %

Xylencyanol

Enzyme und Molekulargewichtstandards
DNA-Standard, 1 kb-Ladder
DNA-Standard, 100 bp-Ladder
DNA-StandardFastRulef™ Middle Range
Endoglykosidase H (Endo H)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Glycoteam GmbH, Hamburg
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Kaulse
Invitrogen GmbH, Karhe
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

New England Biolabs @mBrankfurt am
Main
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FastAP™ Alkalische Phosophatase
FastDigest Restriktionsenzyme
Full-Range RainboW' Protein-Standard
Lysozym

Maxima™ Probe gPCR Master Mix
N-Glykosidase F (PNGase F)

Page Rulel" Protein-Standard

Phusioff-Polymerase

RNAse A
TagDNA-Polymerase

Kits
GeneJET" Gel Extraction Kit
GeneJET" Plasmid MiniPrep Kit
GeneJET" RNA Purification Kit
High Capacity cDNA ReverseTranscription Kit

pcDNA™3.1 Directional TOP®Expression Kit
TagMarf Gene Expression Assay

3.1.4 Bakterienstamme

Tabelle 3.1: Verwendete Bakterienstamme

Fermentas GmbH, St. Letn-R
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Amersham Pharmacia Biotechguro
GmbH, Nirnbrecht
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics Grivtdhnheim
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

AppliBiosystems Deutschland GmbH,
Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Applied Biosystems DelgadhGmbH,
Darmstadt

Stamm Eigenschaften Bezugsquelle

E. coliTOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ¢80acZAM15 AlacX74 Invitrogen GmbH,
nupG recAl araD139A(ara-leu)7697galE15galk16 Karlsruhe
rpsL(StrY) endA1 A

E. coliBL21 B dcm ompT hsds'mg) gal

Merck KGaA,
Darmstadt




3.1.5 Vektoren

Tabelle 3.2: Verwendete Vektoren und cDNA-Konstrukée

Plasmid Eigenschaften Bezugsquelle

pcDNA™3.1D/V5- eukaryotischer Expressionsvektor Invitrogen GmbH,

His TOPQO Karlsruhe

pEGFP-N1 eukaryotischer Expressionsvektor mit cDIA GFP ~ Promega GmbH,
Mannheim

pGEX 4T-1 prokaryotischer Expressionsvektor mit g@>0n GST GE Healthcare,
Munchen

pET28a(+) prokaryotischer Expressionsvektor Nowaderck

KGaA, Darmstadt)

pCMV6 Entry eukaryotischer Expressionsvektor mit cDNA der S1ROriGene
MBTPS1 mit C-terminalem DDK- und c-Mytag Technologies,
Rockville (USA)

pcDNA™6/V5-His eukaryotische Expressionsvektoren mit cDNA des  wurden von der
GNPTABMyc GIcNAc-1-Phosphotransferaaé-Vorstufenproteins  Arbeitsgruppe
PEF5/FRT/V5-D mit C-terminalem c-Mydag bereitgestellt

GNPTABMyc

3.1.6 Zellen und Zellkulturmedien

Es wurden fur die jeweiligen Zelllinien optimiertdedien verwendet, um ein ideales

Wachstum der Zellen zu erreichen.

Tabelle 3.3: Verwendete Zelllinien

Name Kulturmedium Ursprung Bezugsquelle

BHK DMEM + 10 % FKS + Babyhamster- ATCC, Rockville (USA)
1% P/S Nierenzellen

Hela DMEM + 10 % FKS + humane Epithelzellen ATCC, Rockville (USA)
1% P/S eines Zervixkarzinoms

CHO-7 DMEM/Ham’s F12 (1:1) + Ovarienzellen des Goldstein & Brown, Texas
5% FKS +1% P/S chinesischen Hamsters (USA)

SRD-12B DMEM/Ham's F12 (1:1) + CHO-K1 (OvarienzellenGoldstein & Brown, Texas
5% FKS + 1 % P/S + 50 uM des chinesischen (USA) (Rawsoret al, 1998)
NaMevalonat + 20 uM Hamsters), Site-1-

NaOleat + 5 pg/ml CholesterdProtease-defizient
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3.1.7 Antikorper

Westernblot

Primarantikorper (Spezies)
o GFP (Maus)
o MnSOD (Kaninchen)

single chain fragment M6P -
scFv M6P-1

a c-Myc (Maus)

a GlcNac-1-Phosphotransferase
B-Untereinheit (Kaninchen)

Sekundarantikorper
Ziegeo Maus IgG HRP
Ziegea Kaninchen IgG HRP

Immunprézipitation

a Cathepsin Z (Maus)

Immunfluoreszenzmikroskopie

Primarantikorper (Spezies)
o PDI (Maus)
a GM130 (Maus)

a GlcNac-1-Phosphotransferase
B-Untereinheit §-UE) (Kaninchen)

Sekundarantikorper
Ziegeo Maus Alexa Fludt 546
Ziegeo Kaninchen Alexa Flufr488

Verdinnung  Herkunft/Referenz

1:1.000 Roche Diagnostics GmbH, Mammhei

1:1.000 Upstate (Millipore GmbH,
Schwalbach/Ts.)

1:1.000 Mdller-Loenniest al, 2010

1:1.000 Cell Signaling Technology.In
Danvers (USA)

1:500 Generierung im Rahmen dieser Arbeit
(Pohlet al, 2010)

1:6.000 Dianova GmbH, Hamburg
1:10.000 Dianova GmbH, Hamburg

Verdinnung  Herkunft/Referenz

1:50 R&D Systems GmbH, Wieshade
Nordenstadt

Verdinnung  Herkunft/Referenz

1:500 Stressgen, Ann Arbor (USA)
1:250 BD Biosciences, San Jose (USA)
1:100 Generierung im Rahmen dieser Arbeit

(Pohlet al, 2010)

1:400 Invitrogen GmbH, Karlruhe
1:400 Invitrogen GmbH, Karlruhe



3.1.8 siRNA-Konstrukte, Primer und Sonden

Die siRNA-Konstrukte wurden von Invitrogen syntlsedit und als Lyophilisate geliefert.
Sie wurden nach Herstellerangaben geldst und BeiCyelagert. Als Kontrolle diente eine

universelle Kontroll-siRNA mit hohem GC-Gehalt.

Tabelle 3.4: Verwendete siRNA-Konstrukte

SiRNA Sequenz 5 3

s: CAGAUGUGCUCUGGCAGAUGGGAUA
as: UAUCCCAUCUGCCAGAGCACAUCUG

siRNA MBTPS1

(s =senseas =antisensg

Fir die Realtime-PCR wurden vorgefertigte Tagf&mimer bzw. -Sonden von der Firma

Applied Biosystems verwendet. Die Oligonukleotidseragen sind nicht erhaltlich.

Tabelle 3.5: Verwendete TagMafi-Primer bzw. -Sonden

Gen (Produkt) Spezies Assay (Sonde + Primer)
MBTPS1(S1P) human Hs00186886_m1
ACTB(B-Aktin) human Hs99999903 m1
Actb (B-Aktin) Maus MmO00607939_s1

Zur Klonierung und Sequenzierung verwendete Primvarden von der Firma MWG
Biotech synthetisiert. Die Sequenzen der verwemdetamer sind im Anhang in Tabelle 8.1
bis 8.10 zu finden.

3.1.9 Software

Tabelle 3.6: Verwendete Software

Name Anwendung Version Firma

Adobe Photoshop Immunfluoreszenz-Auswertungen 7.0Adobe Systems, Minchen

Leica Confocal Bedienung Konfokal-Mikroskop 2.61 Leica Mikrosystem

Software Vertrieb GmbH, Wetzlar

Office 2000 Textverabeitung, statistische 9.0 Microsoft Deutschland

Berechnungen GmbH, UnterschleiRheim

Quantity One Westernblot-Auswertungen 2.61 Bio-Radoratories
GmbH, Minchen

CorelDraw’ Anfertigen von Grafiken 11.6 Corel Cooperation,
Unterschleilheim

MxPro Realtime-PCR 4.6.1 Stratagene Europe,

Amsterdam (Niederlande)
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3.2 Methoden
3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 E. coli-Stammhaltung

LB-Medium: LB-Platten:
10 g Trypton/Pepton 15 g/l Agar in LB-Medium
5 g Hefeextrakt in 0 10 cm Kulturschalen
10 g NacCl

Die Anzucht vonE. coli erfolgte in LB-Medium mit entsprechendem Antibkotm tber
Nacht im Schuttelinkubator bei 250 Upm und 37 °Gr &ie Plasmidselektion wurden die
Antibiotika Carbenicillin bei Ampicillin-Resisten£Zl00 mg/l) und Kanamycin (50 mg/l)
verwendet. Zur kurzzeitigen Lagerung der Bakteriemd bei 4 °C wurden LB-Agarplatten
mit Antibiotikum verwendet. Zur langfristigen Aufs@hrung wurden so genannte Glyce-
rinkulturen angelegt. Dazu wurden 300 pl GlyceB@ ¢6) mit 700 ul einer Ubernachtkultur
gemischt und mit flissigem Stickstoff schockgefroigie Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.2.1.2 Transformation von Plasmiden inE. coli

Chemokompetent&. coliTOP10 oder BL21 (100 pl) wurden auf Eis aufgetaut, 1 pug
Plasmid-DNA bzw. dem Ligationsansatz gemischt u@dmih auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock fur 30 s bis 1 min bei 42 °C aimetr weiteren Inkubation von 5 min auf
Eis wurden 500 pl LB-Medium zugegeben und der Ang&atmin bei 37 °C und 250 Upm
geschuttelt. Ein Teil des Transformationsansatzesievauf eine LB-Agarplatte mit ent-

sprechendem Antibiotikum ausplattiert und Uber Nideh 37 °C inkubiert.

3.2.1.3 Plasmid-Isolierung ausk. coli

Plasmidisolierung tiber eine SauleGeneJET™

Plasmid MiniPrep)
Bakterien des gewiinschten Stammes wurden in 5 mMEBium mit entsprechendem
Antibiotikum Uber Nacht angezogen. Die Isolierurgy dlasmid-DNA erfolgte mit dem

GeneJET Plasmid MiniPrep Kitnach Herstellerangaben.



Plasmidisolierung im Midi-Mal3stab (Birnboim & Doly, 1979)

Midi I: Midi II: Midi 111:
50 mM Tris/HCI (pH 8) 0,2 MNaOH 2,5M KAc
1% SDS 11,5 % Essigsaure

Zur Gewinnung grof3erer Mengen an Plasmid-DNA wuidakterien in 50 ml LB-Medium
Uber Nacht angezogen. Die Zellen wurden bei 46Gir 15 min zentrifugiert und das
Zellpellet in 4,5 ml Midi | resuspendiert. Es wund8,5 ml Lysozym (10 mg/ml) zugeben
und 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 10Midi Il wurde die Suspension
vorsichtig gemischt und fur 5 min auf Eis inkubjestobei ein klares Lysat entstand. Zur
Neutralisation wurden 7,5 ml Midi lll zugegeben umigédderum vorsichtig invertiert, wobei
sich ein weil3er Niederschlag bildete. Durch ans@#nde Zentrifugation (4.560g,

15 min, 4 °C) wurden die Zelltrimmer sedimentiéer Uberstand wurde in ein neues
50 ml Zentrifugenréhrchen durch Miracl6thfiltriert. Die anschlieRende Zugabe von
0,6 Vol Isopropanol und eine 10-minitige Inkubatianf Eis bewirkte die Fallung
vorhandener Nukleinsauren. Diese wurden bei 4604 °C und 20 min sedimentiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 1Ntdli | gelést und in ein 2 ml
Eppendorfgefal3 tberfihrt. Die folgende Zugabe vonl ¥ M LiCl und Zentrifugation
(20.000x g, 0 °C, 20 min) fuhrte zur Fallung von RNA. Der Wstand wurde in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen Uberfiihrt, 5 ml eiskaltes Ethalazugegeben und die DNA bei -20 °C
tber Nacht gefallt. Nach Zenrifugation (4.59@, 4 °C, 20 min) wurde der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in 500 pl Midi | aufgemmen und in ein 2 ml Eppendorfgefald
Uberfuhrt. Die Zugabe von 10 pul RNAse A (10 mg/ontid eine Inkubation fir 30 min bei
37 °C entfernte restliche RNA. Proteine wurden efstteiner Phenolextraktion aus der
wassrigen DNA-LO6sung entfernt. Hierfur wurde die ANOosung mit dem gleichen
Volumen Phenol (pH 7,6) versetzt und auf dem Volfit@s gut gemischt. Nach Zugabe des
gleichen Volumen Chloroform und 10 s vortexen wuedreut zentrifugiert (20.000g,

5 min). Der groR3te Teil der jetzt denaturiertent®iree sammelte sich in der Interphase. Die
obere, wassrige Phase enthielt die DNA und wurdegféltig abgezogen. Die Phenol/
Chloroform-Extraktion wurde so lange wiederholt ki&ne Interphase mehr zu erkennen
war. AnschlieBend wurde noch einmal nur mit Chlorof ausgeschiittelt, um vorhandenes
Phenol zu entfernen. Durch Zugabe von 1/10 Vol BI&Ac (pH 5) und 2 Vol eiskaltem
Ethanol und Inkubation bei -20 °C Uber Nacht wudie Plasmid-DNA gefallt. Nach
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Zentrifugation (20.00& g, 30 min) wurde das Pellet einmal mit 1 ml 70 %igEthanol
gewaschen und schliel3lich in dest. Wasser geldstciDdiese Methode konnten je nach
Plasmid bis zu 1 mg DNA gewonnen werden.

3.2.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelésungen

Die photometrische Messung von Nukleinsaurelosuregésigte bei 260 nm in einer UV-
Klvette gegen dest. Wasser. Einejgon 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA bzw. von 40 pg/ml RNA. Rein&D besitzt einen ORyo/s0

Quotienten von 1,8 und reine RNA einen £d3sgsQuotienten von 2,0.

3.2.1.5 Restriktion von DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifischeekiNukleotidsequenzen und spalten die
DNA in diesem Bereich. Die Restriktionsspaltung eieinerseits als Methode zur Analyse
von Plasmid-DNA und andererseits als vorbereiten&ehritt fir eine anschliellende

Ligation verwendet.

Die Restriktion wurde nach folgendem Pipettierscahelarchgefuhrt:
1pg-2,5ug Plasmid-DNA in dest. Wasser

x pl dest. Wasser

2 ul/5 pl Reaktionspuffer (1%)

1 pl/2ul FastDige&tRestriktionsendonuklease(n)
% 20/50 pl

Die Endkonzentration des Puffers im Ansatz sollnmalerweise X betragen, in einigen
Fallen auch weniger (z. B. bei einer Restriktiorekii nach einer PCR). Laut Hersteller
kann 1 pl des entsprechenden Restriktionsenzyms &twg DNA schneiden. Je nachdem
wie viel Plasmid-DNA verdaut werden sollte, musste entsprechende Menge an
FastDigest Restriktionsendonuklease(n) zugegeben werden.efeéél Volumina wurden

mit dest. Wasser ausgeglichen. Der Ansatz wurdaihei 37 °C inkubiert.

In einigen Fallen mussten die Restriktionsenzynah igeendigung der Spaltung inaktiviert
und aus dem Ansatz entfernt werden. Dies erfolgiechd Aufreinigung mittels des
GeneJET PCR Purification Kitnach Herstellerangaben.



3.2.1.6  Dephosphorylierung von DNA

Vor einer Ligation kann es hilfreich sein den Vektosatzlich zu dephosphorylieren, um
ein SchlieRen des Vektors ohne Einbau des Insertgezhindern. Die Ligase kann die
komplementéren Enden nicht mehr zusammenfligen, derhVektor kann nicht religieren
und lineare DNA wird bei der Transformation zwafgamommen, aber von der Wirtszelle
umgehend abgebaut. Das Insert, dass die Phosphaégriam 5’-Ende noch besitzt, kann
mit dem Vektor ligieren, wobei ringférmige DNA (Riaid) entsteht, welche vor den

Abbau-Enzymen der Wirtszelle geschutzt ist.

Die Dephosphorylierung wurde mit Hilfe der Alkalien Phosphatase (FastARdurch-
gefuhrt, die die Phosphatgruppe am 5’-Ende abgpalte

Pipettierschema fur die Dephosphorylierung:

1pg-2,5png DNAin dest. Wasser

X ul dest. Wasser

2 pl/5 pl Puffer fur FastAP(10 x)
1ul/2,5pul  FastAP (1 Unit/ul)

¥ 20/50 pl

Der Ansatz wurde 10 min bei 37 °C inkubiert.

In einigen Fallen wurde die Phosphatase direkt Zestriktionsansatz pipettiert. Die

Verwendung des FastRmPuffers entfiel in diesem Fall.

3.2.1.7 DNA-Ligation

Bei der Ligation kdnnen komplementare kohasive gilsite Enden von DNA-Strangen mit
der T4-DNA-Ligase verbunden werden. Dieses Enzyitipkneine Phosphodiesterbindung
zwischen benachbarten 5’-Phosphat- und 3’-Hydresgen. Das Insert muss in jedem Fall
im Uberschuss zugesetzt werden, dabei kommen \teiggd von Vektor zu Insert von 1:3
oder hoher zum Einsatz.

Pipettierschema fiir die Ligation:

50 ng Vektor in dest. Wasser

150 ng Insert in dest. Wasser

x ul dest. Wasser

2 ul Puffer fur die T4-DNA-Ligase (1%)
1l T4-DNA-Ligase (1 Unit/ul)

2 20 pul
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Der Ansatz wurde gemischt und dann 1 h bei RT imtibAnschlieend wurde der

Ligationsansatz direkt fur die Transformatior&ncoli eingesetzt (3.2.1.2).

Eine zweite Methode ein Insert in einen Vektor igieten besteht darin, dass man einen
bereits linearisierten Vektor mit gekoppelter Tgmonerase verwendet. Man kann dabei ein
PCR-Produkt mit glatten Enden ligieren. Die LigaBo wurden gemald den Hersteller-

anweisungen mit decDNA™3.1 Directional TOP® Expression Kitlurchgefiihrt.

3.2.1.8 Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer: DNA-Probenpuffer (5):

40 mM  Tris/HCI (pH 8,5) 0,05 % Bromphenolblau

20 mM Essigséaure 0,05 % Xylencyanol
2mM EDTA 15 % Ficoll

Es wurde mit 1-2 %igen Agarosegelen mit 0,5 pgmthidiumbromid (EtBr) und
1 x TAE-Puffer als Elektrophoresepuffer gearbeitee Broben wurden vor dem Auftragen
mit DNA-Probenpuffer versetzt. Als Langenstandardrde FastRulef™ Middle Range
oder 1 kb/100 bp-adder verwendet. Die angelegte Spannung betrug 10 V/ci Gie
Interkalation von EtBr in die DNA ermdglichte dieef@ktion der DNA-Banden durch
Fluoreszenz mit UV-Licht (320 nm). Die Gele wurdait dem UV-Transilluminator und

einer Digitalkamera fotografisch dokumentiert.

Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Im Agarosegel aufgetrennte DNA wurde mit einem Béthlausgeschnitten und mit Hilfe

desGeneJET" Gel Extraction Kitnach Anweisung des Herstellers extrahiert.

3.2.1.9 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird zur Amkéfion von spezifischen DNA-
Sequenzen verwendet. In etwa 30 Zyklen aus (1) iDeeeung, (2)Annealingder sequenz-
spezifischen Primer und (3) Elongation werden &iiedzahl von Kopien des gewinschten
DNA-Fragments synthetisiert. Die PCR-Bedingungenssein dem jeweiligen System
angepasst werden, um eine optimale Amplifikatiomewahrleisten.

Richtwerte fir die AnnealingTemperatur der Primer, MggMgSOs,-Konzentration,
Primer- und Enzymmengen wurden zunachst aus optani€rotokollen tlbernommen und

nur dann variiert, wenn unspezifische Banden aaf Agarosegel zu erkennen waren.



In dieser Arbeit wurde hauptsachlich mit der DNAyReerasePhusiorf gearbeitet.

Der PCR-Ansatz enthélt folgende Komponenten: Teatpgrrogramm:
30,5 pl dest. Wasser
2 ul DNA in Lésung (50 ng/ul) 98 °C, 5 min
10 pl HF- oder GC-Reaktionspufferxp o
1 pl DMSO (bei Bedarf) 98°C,45s
) zw. 40-70 °C, 30 s 30
2 ul dNTP-Mix (20 mM) 22 °C. 1 min/1 kb
2 ul Primer 1forward, 10 pmol/ul) ’
2 pul Primer 2réverse 10 pmol/ul) 72 °C, 15-30 min
0,5 plPhusiorff-DNA-Polymerase
> 50 pul

Zur Uberprufung der Produkte wurden die Proben efsittAgarosegelelektrophorese

aufgetrennt.

Kolonie-PCR

Fur die Kolonie-PCR wurde ditagDNA-Polymerase verwendet. Es wurden 10 pl steriles
dest. Wasser in 50 ul Eppendorfgefalien vorgeledt einige Zellen mit einer sterilen
Spitze von Einzelkolonien abgenommen und in dengelegten Wasser resuspendiert. Der

osmotische Druck, der dabei auf die Zellen wirkingt diese zum Platzen, die DNA wird

freigelegt.
PCR-Ansatz pro Kolonie: Temperaturprogramm:
14,9 pl dest. Wasser
2 pl Puffer (1&) 94 °C, 3 min
0,4 ul MgC} (50 mM) 0
0,5 ul Primer 1férward, 10 pmol/ul) g\?v EOA;%SOC 30's 30
0,5 pul Primer 2réverse 10 pmol/ul) 72 .°C 1 min/’l kb

0,5 pl dNTP-Mix (20 mM)
0,2 pylTagPolymerase (5 U/ul) 72 °C, 15-30 min
219 ul

Alle Komponenten wurden auf Eis pipettiert. Dazura@es anschlieRend je 1 ul der in
Wasser suspendierten Zellen gegeben. Zur Uberpgiiflex PCR-Produkte wurden die

Proben mittels Agarosegelelektrophorese getrennt.

Ortsspezifische Mutagenese
Bei der ortsspezifischen Mutagenese werden gegieitelne Basen ausgetauscht. Daftr

wurden zwei zueinander komplementare Oligonukleotierwendet, die beide die
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gewulnschte Mutation enthielten. In einer PCR-ahelic Reaktion wurde die Template-

DNA kopiert, so dass Plasmide mit der neuen Segsgmthetisiert wurden.

Allgemeines Piettierschema: Temperaturprogramm:
31,5 pl dest. Wasser
1 pl Plasmid in Lésung (50 ng/ul) 98 °C, 5 min
10 pl Reaktionspuffer (%) 98 °C,45s
1 ul DMSO 52°C,30s } 38
2 pl dNTP-Mix (20 mM) 72 °C, 1 min/1 kb
2 pul Primer 1forward, 10 pmol/ul) 72 °C, 30 min

2 ul Primer 2reverse 10 pmol/ul)
0,5 plPhusiorff-DNA-Polymerase
> 50 pl

Anschliel3end wurde die parentale, methylierte PiddDNA 20 min bei 37 °C mit dem
RestriktionsenzynDpnl abgebaut. Danach wurde die mutierte, einzelsigéngirkulare
DNA in E. coliTOP10 transformiert und dort zur doppelstrangiBémsmid-DNA vervoll-

standigt. Zur Bestatigung der erfolgreichen Mutagenwurde die DNA anschlie3end
sequenziert.

Overlap Extension PCR

Mit Hilfe der Overlap ExtensionPCR lassen sich unterschiedliche DNA-Sequenzen

miteinander verknupfen (Abbildung 3.1).

—————1 /1 Ausgangs-DNA
=-------- —n - -- —=
P1 P2 P3 P4
lPCR 1 lPCR 2
 I— | I E—
——1 P4
------ —]
= T S—
P1

] Produkt-DNA

Abbildung 3.1: Overlap Extension PCR. In PCR 1 und 2 werden die zwei Regionen amplifizidie
verkniipft werden sollen. Da sich Teile der Sequerdsr Primer 2 und 3 Uberlappen, kénnen sich diR-PC
Produkte 2 und 3 aneinander anlagern. In einetedriPCR-Reaktion kann mit P1 und P4 das Endprodukt

erzeugt werden, in dem Region 1 und 2 miteinandeeniipft sind. (P = Primer)

Es wurden zunachst die Regionen mittels PCR armglifi die nachher verknipft werden

sollten, wobei die Primer P2 und P3 so entworfemdem, dass die Enden der PCR-Frag-



mente komplementar zueinander waren. Somit konaa dh einer dritten PCR-Reaktion
mit den zwei PCR-Produkten und Primern in den Ag$arund Endregionen (P1 und P4)

die zwei PCR-Produkte miteinander verknupft werden.

3.2.1.10 Sequenzierung von DNA

Alle erstellten Konstrukte wurden sequenziert. Deefolgte kommerziell durch die Firma
SeqLab, Gaottingen.

3.2.1.11 Extraktion von RNA aus kultivierten Zellen

Das Medium von Zellen einell 3,5 cm-Kulturschale wurde abgesaugt und die Zellen
einmal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Préparatien RNA wurde mit Hilfe des
GeneJETY RNA Purification Kithach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Elutidolgte

mit 30ul DEPC-Wasser. Die Quantitdt der RNA wurde photoisett und die Qualitat
durch Auftrennung im Agarosegel tberpruft.

3.2.1.12 cDNA-Synthese

RNA kann im Rahmen einer PCR nicht amplifiziert eam, da sie keine geeignete Matrize
fur die Polymerase darstellt. Es ist daher notigeinem Zwischenschritt mit Hilfe einer
Reversen Transkriptase (RNA-abhangige DNA-Polyngraszuerst eine zur RNA
komplementare cDNA zu synthetisieren. Die cDNA-$wse aus RNA erfolgte mittels des
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiiach Angaben des Herstellers. Die
entstandene cDNA diente als Ausgangsmatritze giAdiplifikation Uber Realtime-PCR.

3.2.1.13 Quantitative Realtime-PCR

Fur die quantitative Analyse der RNA-Expression deuderTagMarf Gene Expression
Assayverwendet. Dieser Assay enthalt vorgefertigte Briomd Sonden. Die Sonde ist am
5-Ende mit einem fluoreszierenden Reporter-Fafhst6-Carboxyfluorescein (FAM),
markiert, wahrend das 3’-Ende den fluoreszieren@erencher-Farbstoff Tetramethyl-
rhodamin (TAMRA) tragt. Um die Extension der Sorwe verhindern, ist das 3’-Ende

zusatzlich mit einem Phosphatrest blockiert.

Liegt der Quencher in ausreichender Nahe zu denomRefarbstoff (max. 17 - 20 Basen

entfernt), wird die Energie des Reporterfarbstofish Anregung bei 488 nm direkt an den
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Quencher weitergeleitet (Cardullet al, 1988) und nur das Fluoreszenzspektrum des
Quenchers emittiert. Dieser Mechanismus wird al®fdszenz-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET) bezeichnet. Wahrend der Extension des Psiriéft die TagPolymerase auf die
Sonde und beginnt diese zu verdrdngen. Es entsiabt Y-formige Sekundarstruktur,
wodurch die 5>3-Exonukleaseaktivitdit der DNA-Polymerase aktiviewird. Die
Aktivierung bewirkt die Hydrolyse der Sonde. Diaimdliche Nahe zwischen Reporter und
Quencher wird aufgehoben und das entstehende Bhemesignal kann detektiert werden.
Der Anstieg der Fluoreszenz ist proportional zunsthey der Konzentration des Amplifika-
tionsproduktes. Die gemessene Fluoreszenz bleducle fir eine gewisse Anzahl an
Zyklen unverandert, da die entstehenden Produkterezg gering sind. In der exponen-
tiellen Anstiegsphase wird der so genanyele of threshholdCy) gesetzt. Der €Wert
einer Probe entspricht der Zahl der Zyklen der Plé#iRdem die Fluoreszenz erstmals signi-
fikant Uber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigesbr Wert ist die Grundlage fir die
weitere Auswertung.
Zuerst wurde die Differenz zwischen dermr-Wert des zu untersuchenden Gens und dem
Kontrollgen @-Aktin) gebildet. Die relative Expression wurde adem Vergleich der
einzelnen Gruppen (Probe gegen Kontrolle) nach foegenden Gleichung ermittelt
(Schmittgen & Livak, 2008):

27%%  mit ACt = Crgen~ Cr Kontroligen

AACt = ACr prober ACr kontrolle

Fur die graphische Auswertung WUul€r kontrolle gleich 1 gesetzt.

Die PCR erfolgten in einem 20 pul PCR-Ansatz, wablel PCR-Produkte dreifach bestimmt

wurden. Der Nachweis erfolgte mit dem Fluoreszetetder MX3000P".

Allgemeines Piettierschema: Temperaturprogramm:
10 pl Maximd" Probe gPCR Master Mix () 95 °C 10 min
7 ul dest. Wasser 95°C 30 se
1 pul TagMar? Gene Expression Assay 60°C 1 mi 40 Zyklen

2 ul Template-cDNA
20 pul




3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Allgemeines

Fur die sterile Kultivierung der Zelllinien wurdeatle Arbeitsschritte unter der Sterilbank
durchgefuhrt. Durch sorgfaltiges Reinigen der Ardféichen und Werkzeuge mit 70 %igem
vergallten Ethanol wurde einer eventuellen Kontation durch Bakterien und Pilze vorge-

beugt. Es wurden nur sterile Glaswaren, Pipettérespiund Losungen verwendet.

3.2.2.2 Kultivierung von Zelllinien

Alle Zelllinien wurden in 25 ch (75 cnf) Zellkulturflaschen bei 37 °C und geséttigter
Wasserdampfatmosphéare bei einemy®artialdruck von 5 % kultiviert. Es wurden fir die
jeweiligen Zelllinien optimierte Medien verwendatn ein ideales Wachstum der Zellen zu
erreichen (Tabelle 3.3). Je nach Wachstumsgescigkigit und mit der Hilfe eines
Mikroskops beurteilten Konfluenz (80 - 100 %) wunddie Zellen 1 - Z wdchentlich
passagiert. Das Zellkulturmedium wurde abgesaudtdi@ Zellen 2< mit 3 ml (5 ml) PBS
gewaschen. AnschlieRend wurde 1 ml (2 ml) TrypSdVE in die Kulturflasche gegeben.
Die Kulturflasche wurde geschwenkt, so dass dapsinfEDTA den Zellrasen vollstandig
benetzte und bis zu 3 min bei 37 °C inkubiert. Balen wurden in 5 ml (10 ml) frischem
Zellkulturmedium mit FKS aufgenommen und lagen @ispension in der Kulturflasche
vor. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde bis znezn Endvolumen von 5 ml (10 ml) mit
Medium aufgefullt und weiter kultiviert, die resthe Zellsuspension wurde verworfen.

Ein Mediumwechsel war alle 2 bis 3 Tage notwendllgch Absaugen des verbrauchten

Mediums wurde dieses durch frisches, bei 37 °Cewigmtes Medium ersetzt.

3.2.2.3 Rekultivierung und Kryokonservierung von Zellen

Um einen standigen Vorrat an verschiedenen Zellenfigbar zu haben und diese Uber
einen langeren Zeitraum ohne Veranderung zu lageunden Kryokonserven von Zellen

angelegt und diese je nach Bedarf wieder rekuftivie

Die in flissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurdaufgetaut und sofort in ein 15 ml

Rohrchen tberfuhrt. Anschlielend wurden langsanm &es jeweiligen Zellkulturmediums

zu der Zellsuspension getropft, dabei wurde dagd®@m vorsichtig geschuttelt. Nach dem
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Zentrifugieren (5 min, 808 g) wurde der Uberstand abgegossen, das Zellpellatirem

Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasdberfihrt.

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen mit Tryp&BTA von der Zellkulturflasche
abgel6st und in ein Zentrifugenréhrchen Uberfibre Zellsuspension wurde zentrifugiert
(5 min, 800x g), anschlielRend im Einfriermedium (10 % DMSO, 20F#%S) resuspendiert
und je 1 ml der Zellsuspension in ein Kryorohrcigegeben. Die Kryoréhrchen wurden in
einem mit Isopropanol gefillte@ryo 1 °C Freezing Containanindestens einen Tag bei
-80 °C gelagert und anschlie3end in einen TanKlidssigem Stickstoff Gberfiihrt.

3.2.2.4  Kultivierung und Selektion von Site-1-Protease defienten
Zellen

Kulturmedium:

1:1 DMEM and Ham’s F12
1% PIS
5% FKS

50 uM NaMevalonat

20 uM NaOleat

5 pug/ml Cholesterol

LDL-haltiges Medium: Selektionsmedium:
1:1 DMEM und Ham’s F12 1:1 DMEM und Ham’s F12
1% PIS 1% P/S
10 % NBKS 1 % lipoproteinarmes NBKS
10 mg/ml humanes LDL 50 mg/ml Amphotericin B

Die Site-1-Protease spielt eine wichtige Rolle én Regulation des Lipidmetabolismus und
der Cholesterolhomdostase durch die Spaltung darskriptionsfaktoresterol regulatory
element binding proteinSREBP (Abbildung 3.2) (Brown & Goldstein, 1999k8get al,
1998). Die proteolytische Aktivierung der SREBPsulgert in einer Steigerung der LDL-
Rezeptor-vermittelten Cholesterolaufnahme in didleZeind in einer Steigerung der
Cholesterolbiosynthese (Brown & Goldstein, 1997)e-&-Protease-defiziente CHO-Zellen
(SRD-12B) sind daher auxotroph fiir Cholesterol ungesattigte Fettsauren. Diese Zellen
benttigen Cholesterol, Oleat und Mevalonat in ihkmturmedium. In Abwesenheit dieser
Substanzen sterben die Zellen in wenigen Tagen.
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Abbildung 3.2: Site-1-Protease ist an der Freisetzig von Transkriptionsfaktoren aus SREBPSs beteiligt.
SREBPs werden als Membran-verankerte Vorstufenipetynthetisiert. Bei einem intrazellularen Mange!
Sterolen (z .B. Cholesterol) transportiert SCAP EBR cleavage-activating protejrdie SREBP-Vorstufen-
proteine vom ER zum Golgi-Apparat. Dort wird dieelBetzung von SREBPs von der Membran durch die
Spaltung der Site-1-Protease (S1P) initiert. Aris@&nd spaltet eine zweite Protease, Site-2-Pot&&P),
innerhalb der Transmembrandoméne. Die N-terminalem@ne verlasst die Membran und tritt in den Nukleus

ein, wo es relevante Gene regulieren kann. (SRtrol regulatory element

Zur Herstellung der 1 M NaMevalonat-L6sung wurdeh @ Mevalonolakton in 15 ml dest.
Wasser gegeben. Unter Rihren wurden 2 ml 10 M Na@stiing tropfenweise zugeben
(1,2 M Endkonzentration) und die Losung fur weit&d@ min gerihrt. Die exotherme
Séaure/Base-Reaktion stellte dabei die Hitze, die zisen des Mevalonolaktons notwendig
war. Danach wurde der pH-Wert mit HCI auf 7,5 esight. Das Endvolumen betrug

19,2 ml. Die Lésung wurde steril filtriert und Aligte bei -20 °C eingefroren.

Um den Phanotypen zu erhalten, musste woéchentlieh $elektion mit Amphotericin B
erfolgen (Rawsomt al, 1998). Zwei Tage vor der Selektion wurden didedehusgesat, so
dass am Tag 3 eine Konfluenz von 80 % erreicht eufdn Tag 2 wurden die Zellen mit
LDL-haltigem Medium gefiuttert. Humanes LDL liegtrziangfristigen Lagerung in KBr-
Losung vor. Das KBr musste vor Verwendung aus disuhg tber eine PD-10-lonen-
austauschersaule entfernt werden. Das Wascherad&r @hd die Elution von LDL erfolg-
ten dabei mit PBS. An Tag 3 wurden die Zellern @it PBS gewaschen und anschlie3end
mit Selektionsmedium fir 2 -5 h inkubiert. Nur el mit sterolhaltigen Membranen
kénnen Amphotericin B aufnehmen (Cohen, 2010).efeltie die Site-1-Protease enthalten

und damit Sterole bilden kénnen, nehmen das Ampicotd8 auf, schwellen an und lI6sen

38



sich von der Kulturflasche ab. Site-1-Proteasezdaiie Zellen konnen keine Sterole bilden
und nehmen daher kein Amphotericin B auf. Sie leleian der Kulturflasche haften. Nach

2 x Waschen mit PBS wurden die Zellen wieder mit Kiuitedium versorgt.

3.2.2.5 Konditionierung von Medien

Fur einige Experimente, z. B. die Messung von Eraitiaitaten, wurden die Zellen in
Kulturschalen [ 3,5 cm,0 6 cm) fiir 48 h mit OptiMEM | (1,5 ml, 3 ml) anstelle des

Kulturmediums inkubiert.

3.2.2.6 Transiente Transfektion von Zellen

Zur transienten Transfektion wurden Zellen in Krdtthalen ausgesat und bis zu einer
Konfluenz von 80 -90 % kultiviert. Fir die DNA-Tisfektion wurde jetPEY' nach
Herstellerangaben verwendet. Die eingesetzte Mangelasmid-DNA und Transfektions-

reagenz richtete sich nach der Grof3e der Kultutscha

Kulturschale DNA  jetPEV

12 well 2ug 4 ul
0 3,5¢cm 2,5 ug 5 ul
[0 6 cm 5ug 10 pl

(010 cm 10 ug 20 pl

Cotransfektionen, bei denen gleichzeitig zwei Vieilestiene Plasmide in die Zellen einge-
bracht werden sollten, wurden mit dem Transfektieagenz LipofectamfiLTX und dem
zugehorigen PlfsReagenz nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Eslenu] 6 cm-
Kulturschalen verwendet. Die Cotransfektion wurd@® Verhdltnis 1:1 der zwei

verschiedenen Plasmide durchgefihrt.

3.2.2.7 Transfektion von siRNA in Hela-Zellen

Hela-Zellen wurden irt] 3,5 cm-Kulturschalen ausgesat, bis zu einer Kenftuvon ca.
60 % kultiviert und anschlieRend mit 125 pmol (6,@p der jeweiligen siRNA und 10 pl
Lipofectamiff2000 nach Herstellerangaben transfiziert. Nach 24fblgte ein Medium-
wechsel und nach weiteren 24 h wurden die Zellerewdr mit der jeweiligen siRNA
transfiziert und nach einem Mediumwechsel fur weit24 h in Kultur behalten. Die
Analyse der Zellen erfolgte 96 h nach der erstem3iektion.



3.2.2.8 Metabolische Markierung von Proteinen mit F°S]-Methionin

Hungermedium:

DMEM ohne Methionin und Glutamin
1 x GlutaMax™-|

PulseMedium:

DMEM ohne Methionin und Glutamin
1x GlutaMax™-I
150 pCi/ml [**S]-Methionin

ChaseMedium:

DMEM
4 % hitzeinaktiviertes, dialysiertes FKS
250 pg/ml Methionin
10 mM M6P-Na-Salz
1 x GlutaMax™.-I

Als metabolische Markierung bezeichnet man den &intadioaktiver AS in neusyntheti-
sierte Proteine. Dazu wurdenlih3,5 cm-Kulturschalen kultivierte Zellenx3mit 2 ml PBS
gewaschen und anschlieBend fur 1 h mit Hungermedinkubiert. Das Medium wurde
gegen 0,75 mPulseMedium ausgetauscht. Der Einbau d&§JMethionins in neusynthe-
tisierte Proteine erfolgte fir 1 R(lsg. Zur Bestimmung der Sortierung und Prozessierung
von Proteinen wurde daBulseMedium abgenommen und durch 750@thaseMedium
ersetzt. Die Zellen wurden dann flr weitere 4 bisiBkubiert Chas@. Die Zellen wurden

anschlie3end & mit PBS gewaschen und zur Immunprazipitation esaga (0).

3.2.2.9 Fluoreszenzmikroskopie

Mowiol®-Einbettmittel:

0,1 M Tris/HCI (pH 8,5)
6,0 g Glycerin
2,4 g Mowiol® 4-88

Sterile Deckglaschen wurden in einevi@l-Platte gegeben, Zellen ausgesat und fir 16 h
kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen transdiz. Nach 24 h wurde von den Deck-
glaschen das Medium abgenommen und die ZellemBt 1 ml kaltem PBS gewaschen.
Anschliel3end wurden die Zellen 15 min bei RT m#o4PFA fixiert und danach nochmals
3x mit 1 ml kaltem PBS gewaschen. Danach wurden di@bdh 10 min mit 0,1 %
Triton X-100 permeabilisiert. Zur Reduktion von pegifischen Proteinwechselwirkungen
folgte eine einstiindige Inkubation mit 1% BSA B3 (BSA/PBS) bei RT. Die
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Deckglaschen wurden auf einen ParafiBtreifen tiberfiihrt und anschlieRend tiber Nacht
bei 4 °C mit dem Primarantikérper in BSA/PBS inlari Fur Colokalisationsstudien
wurden die Zellen simultan mit zwei Priméarantikdrpeaus unterschiedlichen Spezies
inkubiert. Nach Waschen der Zellen firk % min mit PBS folgte die Inkubation mit fluoro-
chromgekoppelten Sekundarantikdrpern in PBS furbeihRT unter Lichtausschluss. Die
Proben wurden erneut>3fir 5 min mit PBS gewaschen. Um Salze zu entfermemden
die Zellen schlieRlich & mit dest. Wasser gewaschen. Mit Hilfe des MoftiBInbett-
mittels wurden die Deckglaschen luftblasenfrei @ljekttrager gebracht und tber Nacht
bei RT getrocknet. Die Rander der Deckglaser wurd@rNagellack verschlossen und die
Proben unter dem konfokalen Laser-Scan-Mikroskagr@k63erung: 63, Leica DMIRE?2)
untersucht. Bei Doppel-Immunfluoreszenzanalyserolgié nach Einzelaufnahme der

Fluoreszenzsignale eine Uberlagerung der digitBliter (Adobe Photoshop 7.0).

3.2.3 Biochemische Methoden

3.2.3.1 Ernten von Zellen und Herstellung von Lysaten

PBS (pH 7,4): Triton X-100-Lysispuffer:
137 mM NaCl 50 mM Tris/HCI (pH 7,5)
2,7 mM KCI 1 mM EDTA

10 mM NaHPO, 1 % Triton X-100

1,76 mM KH,PO,

Verwendete Zellen aufl 3,5 cm- odeid 6 cm-Kulturschalen wurden»2 mit kaltem PBS
gewaschen und in PBS abgeschabt. Die Zellen wudigch Zentrifugation (5 min,
800x g, 4 °C) sedimentiert. Das Zellpellet konnte bei 2€0 eingefroren und somit
zwischengelagert werden. Das Zellpellet wurde i0 4800 pl Triton X-100-Lysispuffer
mit 1 x Proteaseinhibitorcocktail resuspendiert und 30 auh Eis inkubiert. Nach Zentri-
fugation fur 10 min bei 20.000g und 4 °C wurde der Uberstand abgenommen und das

Pellet verworfen.

3.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration von Losungen

Die Bestimmung der Proteinmenge in den Lysatengigfonit dem Bradford-Reagenz von
Roth (RotPQuant) nach Herstellerangaben. Zur Konzentraticstshewung war eine

Kalibrierung notwendig, die mit einer Standard-B&&sung durchgefiihrt wurde.



3.2.3.3 Deglykosylierung von Proteinen

Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F)

Das Enzym PNGase F spaltetvitro N-glykosidische Bindungen an Glykoproteinen. Dazu
wurden 75 pg zellulares Protein in 100 pl Lysispufhit 2 pul 10 % SDS versetzt und fur
10 min bei 70 °C erhitzt. Anschliel3end wurden 1A@Po NP-40 und 2 pl PNGase F (2 U)
hinzugefliigt und die Proben, wenn nicht anders aiggg 1 h bei 37 °C inkubiert. Als

Kontrolle wurden Proben unter den gleichen Bediiggum ohne PNGase F inkubiert.

Endoglykosidase H (Endo H)

Das Enzym Endo H spalteh vitro mannosereiche Glykane von Glykoproteinen. Dazu
wurden 75 pg zellulares Protein in 45 pl Lysispuffeit 5 pl 5x Denaturationspuffer
versetzt und fur 10 min bei 99 °C erhitzt. AnsclRéad wurden 10 pl G6-Puffer, 38 pl dest.
Wasser und 2 pl EndoH (0,01 U) hinzugefigt und Bmben, wenn nicht anders
angegeben, 1 h bei 37 °C inkubiert. Als Kontrollerden Proben unter den gleichen
Bedingungen ohne Endo H inkubiert. Die Puffer waraeit dem Enzym (New England

Biolabs) mitgeliefert, die Zusammensetzung ist ndkannt.

3.2.3.4 SDS-PAGE

Die Proteine wurden nach ihrer molaren Masse diNetiniumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
gelelektrophorese (SDS-PAGE) in einem diskontirigieen Puffersystem getrennt. Die

Acrylamidkonzentration der Trenngele variierte \&t2,5 %.

Trenngel: Sammelgel:
8-12,5 % Acrylamid 4 % Acrylamid
375 mM Tris/HCI (pH 8,8) 125 mM Tris/HCI (pH 6,8)
0,1% SDS 0,1% SDS
0,08 % APS 0,1% APS
0,08 % TEMED 0,1 % TEMED

Solubilizierungspuffer (Endkonzentration):
50 mM Tris/HCI (pH 6,8)
4% SDS
12 % Glycerin
Coomassi& Blue R
*/-100 mM DTT (reduzierende/nicht-reduzierende Bedingungen)

Anodenpuffer: Kathodenpuffer:
25 mM Tris/HCI (pH 8,6) 25 mM Tris/HCI (pH 8,6)
192 mM Glycin 192 mM Glycin
0,1% SDS
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Vorbereiten der Gele

Zuerst wurde das Trenngel zusammenpipettiert, envdrbereiteten Glasplatten eingefullt
und sofort mit Isopropanol Uberschichtet. Nach Pwgisation des Trenngels wurde das
Isopropanol abgenommen und die Losung fur das Séyefheuf das Trenngel aufgegeben.
Der Kamm fir die Probentaschen wurde in das nadsije Sammelgel eingefiihrt.

Probenvorbereitung

Auf das Gel wurden 25 - 150 ug Protein aufgetragemgebenenfalls mussten die Proben
mit Lysispuffer oder dest. Wasser verdinnt werdennach Experiment wurden die aufzu-
tragenden Proben zuvor in Solubilisierungspuffefgamommen. Das Endvolumen des
Probenansatzes betrug fir grof3e Gele bis zu 200riKleine Gele bis zu 50 ul. Die Proben

wurden kurz gevortext, anzentrifugiert und ans®@wied fur 5 min bei 95 °C erhitzt. Sie

wurden erneut anzentrifugiert und in die Geltasatiagefulit.

Elektrophorese

Die Gele in den Glasplatten wurden in die Elektamgsekammer eingespannt. Die Proben-
auftragung konnte nach Spilung der Taschen erfolf@a Kammer wurde an ein
Spannungsgerat angeschlossen und eine maximalenséirie von 60 mA bei grofRen
Gelen eingestellt. Bei kleinen Gelen wurden diebBrozunachst 20 min bei 85V und
schlie3lich bei 180 V aufgetrennt. Der Lauf war rget, sobald die Coomassie-Front aus

dem Gel herausgelaufen war.

3.2.3.5 Fluorographie

Zur Signalverstarkung wurde nach gelelektropharkés Auftrennung von radioaktiv-
markierten Proteinen in Gelen eine Fluorographgeanhlossen. Die Gele wurden zunachst
fur 3x 20 min in DMSO gewassert. AnschlieRend wurdenGlgde Uber Nacht in 20 %
PPO/DMSO leicht geschwenkt. Dann wurde das in dede Gliffundierte PPO durch
Wassern der Gele »8 20 min ausgefallt. Die Trocknung der Gele zwiscl@sllophan-
Folien erfolgte fur 2 h in einem Geltrockner. Aué djetrockneten Gele wurden Réntgen-

filme aufgelegt und bis zur Entwicklung (1 bis 7g€x bei -80 °C gelagert.



3.2.3.6  Proteinfarbung mit Coomassie

Farbelbsung: Entfarbelésung:
50 % Methanol 50 % Methanol
10 % Essigsaure 10 % Essigsaure

0,05 % CoomassieBlue R

Das Trenngel wurde in der Farbelésung fir mindest2® min auf einem Horizontal-
schattler inkubiert und im Anschluss firx320 min in Entfarbelésung gelegt. Die Gele

konnten nach einstiindiger Wasserung in Folie ettyesil3t und getrocknet werden.

3.2.3.7 Westernblot-Analyse

Transferpuffer: TBS:
25mM Tris 25 mM Tris/HCI (pH 7,4)
192 mM Glycin 137 mM NacCl
20% Methanol 2,7mM KCI
Blockpuffer: Waschpuffer:
PBS bzw. TBS PBS bzw. TBS
0,1% Tween 20 0,1% Tween20 0,1% Tween 20
5% Milchpulver 1% BSA
ECL-1: ECL-2:
100 mM Tris /HCI (pH 8,5) 100 mM Tris/HCI (pH 8,5)
2,7 mM Luminol 0,02 % H»0,

0,44 mM p-Cumarinsaure

Beim Westernblot wird ein senkrecht zum Gel gegtdd elektrisches Feld angelegt. Somit
werden die Proteine aus dem Gel auf eine Membrartrdlgen. An der Membranoberflache
bleiben sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungaften. Dabei bleibt das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung erhalten, die Rmetesind dann fir die Antikorper-

Bindung zugéanglich.

Der Transfer von elektrophoretisch aufgetrenntestdfien aus dem Gel erfolgte auf Nitro-
cellulosemembran fur 1,5-2 h bei 900 mA fir grdBele und fir 1 h bei 400 mM flr
kleine Gele. Nach dem Transfer wurde die Nitrodelamembran zur Absattigung
unspezifischer Bindungen 1 h in Blockpuffer inkubhi®anach erfolgte die Inkubation mit
dem entsprechenden primaren Antikdrper (in Bloclgwerdunnt, siehe 3.1.7) fur 1 - 3 h
bei RT oder Gber Nacht bei 4 °C. Die Membran wudden 3x fir 10 min mit Waschpuffer

gewaschen und anschlieend fur 1 h mit dem entspneen HRP-gekoppelten sekundaren
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Antikdrper (in Blockpuffer verdunnt) unter Lichtachluss bei RT inkubiert. Nach
3 x Waschen fur jeweils 10 min mit Waschpuffer erfelgtie Detektion der gebundenen
Antikorper durch eineenhanced chemiluminescen(eCL)-Reaktion. Dafir wurden 5 ml
der beiden ECL-L6sungen gemischt und 30 s auf demMan inkubiert. Dies konnte
anschlieBend entweder auf Rontgenfilmen entwickeler mit dem BioRad-Molecular
Imagef’/ChemiDo¢“XRS mit eingebauter Digitalkamera aufgenommen werdBie
Exposition lag bei beiden Methoden zwischen 10&%min. Die verwendeten Wasch- und
Blockpuffer sind in Tabelle 3.7 aufgefihrt.

Durch die vollstdndige Entfernung von Antikérperonkten Nitrocellulosemembranen
mehrfach fur Antikérper-Bindungen verwendet werdeazu wurde die Membran X mit
Waschpuffer gewaschen und anschliel3end in 0,2 MoNlalige fur 2 bis 5 min inkubiert.
Danach wurde die Membrar3fir 5 min mit dest. Wasser gewaschen, bevor sieugmit

dem Blockpuffer inkubiert wurde.

Die Detektion M6P-markierter Proteine im WesternbkErmoglicht ein single chain
fragmentAntikorper (scFv M6P-1), der spezifisch M6P-Restkennt (Mlller-Loenniegt
al., 2010). Der Antikérper wiederum lasst sich Ubeareai fusionierten c-Mytag nach-
weisen. Die Durchfiihrung entspricht der fir WedtotiAnalysen, die Detektion erfolgte
Uber drei Antikorper. Die Membran wurde Uber Naoit4 °C mit dem in Blockpuffer ver-
dunnten scFv M6P-1 inkubiert. Anschlieend wurde Membran Zx fur 10 min mit
Waschpuffer gewaschen und dann 1 h bei RT mit eime@moklonalen anti c-Myc-Anti-
korper inkubiert. Es folgten drei Waschschritte uhe Inkubation mito. Maus-HRP-Anti-
korpern fur 1 h. Nachdem die Membran erneut gewarseturde, folgte die Entwicklung
Uber ECL.

Tabelle 3.7: In der Westernblot-Analyse verwendet&/asch- und Blockpuffer

zu detektierendes Proteirtag verwendeter Wasch- und Blockpuffer
anti B-UE TBS/T, 1 % BSA in TBS/T

anti MnSOD PBS/T, 5 % Milchpulver in PBS/T
anti GFP PBS/T, 5 % Milchpulver in PBS/T
anti c-Myc PBS/T, 5 % Milchpulver in PBS/T

scFv M6P-1 + anti c-Myc TBS/T, 1 % BSA in TBS/T




3.2.3.8 Immunprézipitation von metabolisch markierten Proteinen

Neufeld-Puffer: IMM-Puffer: IMM-CD-Puffer:

10 mM Tris/HCI (pH 8,5) PBS IMM
0,6 M NaCl 1 % Triton X-100 0,5 % SDS
0,1 % SDS 0,5 % NaDesoxycholat 2 % BSA

0,05 % NP-40

Zu denChaseMedien (siehe 3.2.2.8) wurde 500 pl IMM-CD-Pufterd Proteaseinhibitor-
cocktail gegeben. Die Zellpellets wurden in 80Qysispuffer-Puffer (IMM-CD : PBS =
4:5) mit 1x Proteaseinhibitorcocktail resuspendiert und furni@ auf Eis inkubiert.
Anschlie3end wurden die Lysate fur 10 min bei 20.8@ und 4 °C zentrifugiert. Die
Zelllysate wurden mit 2 pl Praimmunserum aus Kamemcund 50 pl Protein G-Sepharose
versetzt und fur 1 h bei 4 °C auf dem Drehrad imdxib Protein G-Sepharose und daran
gebundene unspezifische Proteine wurden fur 30 4.680% g und 4 °C abzentrifugiert.
Zum Uberstand wurde der Primarantikorper gegebeh iiver Nacht bei 4 °C auf dem
Drehrad inkubiert. Anschlieend wurden 50 pl ProteiSepharosezu den Proben
pipettiert und nochmals fur 1 h bei 4 °C auf denelbad inkubiert. Die préazipitierten
Proteine wurden abzentrifugiert (30 s, 1.608§ 4 °C) und wie folgt gewaschen:

1 x 1 ml Neufeld-Puffer

1x 1 ml IMM-Puffer

1x 1 ml IMM-Puffer + 2 M KCI
1x1ml0,1x PBS

Anschlieend wurden die prazipitierten Proteine cdur5-minitiges Erhitzen in
Solubilisierungspuffer bei 95 °C von der ProteirS€&pharose gelost. Es folgte eine
Auftrennung mittels SDS-PAGE mit anschlieRendepFdgraphie (3.2.3.4).

3.2.3.9 Prazipitation von Proteinen durch Bindung anReactive

Green-19-Agarose

BHK-Zellen in [0 6 cm-Kulturschalen wurden transfiziert. Die Zellptss wurden
anschlieBend in 500 pl Triton X-100-Lysispufferigrs. Die Inkubation der Lysate mit
50 ul Reactive Greerl9-Agarose erfolgte tGber Nacht bei 4 °C, anschlel3wurden die
Agarosebeadsgewaschen (& Triton X-100-Lysispuffer, x 0,1 PBS) und die gebundenen

Proteine durch Erhitzen auf 95 °C fur 5 min in Sdigierungspuffer von den Agarose-
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beads gelost. Es folgte eine Auftrennung mittels SDS-HAGNIit anschlielRender

Westernblot-Analyse.

3.2.3.10 Prazipitation von Proteinen durch Bindung an UDP-He&anol-
amin-Agarose

Die Kopplung von UDP-Hexanolamin erfolgte an Affig® (Agarose) bei 4 °C. Daflr
wurde 1 ml Affigel 10 mit 3 Vol Isopropanol und 3V dest. Wasser gewaschen und
anschlieBend in eine leere 5 ml-Saule gegebenolgsefdie Zugabe von 0,2 ml 0,5 M
HEPES (pH 7,5) und 22 mg UDP-Hexanolamin in 0,8ledt. Wasser und eine Inkubation
fir 24 h im Drehrad bei 4 °C. Der Uberstand wurdaworfen. Freie Bindungen am
Affigel 10 wurden durch eine einstindige Inkubationt 0,2 M Ethanolamin in 0,1 M
HEPES (pH 7,5) abgesattigt. Die UDP-Hexanolaminegglelte Agarose wurde
anschlielBend mit 10 ml PBS gewaschen. Die Aufbewaherfolgte in PBS mit 0,02 %
NaAzid. Vor Gebrauch wurde die UDP-Hexanolamin-gedaite Agarose mit 5 Vol Triton
X-100-Lysispuffer gewaschen.

BHK-Zellen in [0 6 cm-Kulturschalen wurden transfiziert. Die Zellptss wurden
anschlie3end in 500 ul Triton X-100-Lysispufferigys. Die Inkubation der Lysate (100 pl)
mit 30 ul UDP-Hexanolamin-gekoppelter Agarose @l Gber Nacht bei 4 °C,
anschlieBend wurden die prazipitierten Proteineagetven (Z 1 ml Triton X-100-Lysis-
puffer, 1x 1 ml 0,1 PBS) und durch Erhitzen auf 95 °C firi& m Solubilisierungspuffer
von der Agarose gelost. Es folgte eine Auftrennomigels SDS-PAGE mit anschliel3ender
Westernblot-Analyse.

3.2.3.11 Bindung von [**%]-markiertem UDP-Hexanolamin-BSA

NP-40-Lysispuffer:
10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
150 mM NacCl
0,5 mM EDTA
0,5 % NP-40

Zur Kopplung von UDP-Hexanolamin an BSA wurden 5@@0 mM Bicinepuffer (pH 9,0)
mit 22 mg UDP-Hexanolamin in 50 ul Wasser, 3 mg B®A50 pl Wasser und 50 pl
640 mM NaCNBH fir 72 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurdesehlie3end mit



600 pul 50 mM Tris/HCI (pH 7,4) abgestoppt. Die Rmolbdsung wurde gegen 10 mM
Tris/HCI (pH 7,4) dialysiert und bei -80 °C gelager

Die Markierung von UDP-Hexanolamin-BSA mitq] wurde freundlicherweise von Prof.
T. Braulke, UKE durchgefihrt.

BHK-Zellen in 0O 6 cm-Kulturschalen wurden transfiziert. Die Zellpss wurden
anschlie3end in 300 pl NP-40-Lysispuffer fur 1 h4deéC lysiert. Unlosliche Komponenten
wurden bei 16.008 g abgetrennt. Die Inkubation der Lysate mit 2@#P-Traff-Agarose
erfolgte fir 2 h bei 4 °C, anschlieBend wurden GEP-Traff-Agarosebeads 2 x mit
NP-40-Lysispuffer und ¥ mit 0,1x PBS gewaschen. Zu den GFP-Ttagarosebeads
wurden 400 pl NP-40-Lysispuffer mit oder ohne 50 WP-GIcNAc und 500.000 cpm
[*#I]-markiertes UDP-Hexanolamin-BSA gegeben und fiih dei 4 °C im Drehrad
inkubiert. AnschlieBend wurden die GFP-Ttabgarosebeads2 x mit NP-40-Lysispuffer
und 1x mit 0,1x PBS gewaschen. Die gebundenen Proteine wurder dtnfutzen auf
95 °C fiir 5 min in Solubilisierungspuffer von def Tra-Agarosebeadsgeldst, mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und Gber Autoradiografie asiaty.

3.2.3.12 Dialyse von Proteinldsungen

Zur Dialyse von Proteinlésungen gegen verschiedféer wurden Dialyseschlauche mit
unterschiedlichen Porendurchmessern verwendet,zalichst fur eine Stunde in 1 M
Glycin-Loésung blockiert wurden. Die Dialyse erfagbei 4 °C unter Ruhren Uber Nacht
gegen ein bis zu 2000-faches Volumen des neueremBufivobei der Puffer 1 -2

gewechselt wurde.

3.2.3.13 Gewinnung und Aufreinigung von Antikdrpern

Es wurden zwei Regionen def-Vorstufenproteins als GST-Fusionsprotein klon{&$
400-600, AS 929-1209). Fur die Reinigung wurdenRtieteine inE. coli BL21 exprimiert.
Zellpellets wurden mit demBugBustef Protein ExtractiorReagenz nach Hersteller-
angaben zur Reinigung vamclusion bodiesaufgearbeitet. Die gereinigt@émclusion bodies
wurden dann in PBS mit 3 % Laurylsarcosine gelBst.erfolgte eine Proteinbestimmung
und eine Reinheitsbestimmung mittels SDS-PAGE. Insokluss wurde das Protein Uber
eine Glutathion-Agarose-Saule gereinigt. Dies war feide Proteine aus unbekanntem

Grund nicht erfolgreich, weshalb die geldstémclusion bodies zur Immunisierung
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verwendet wurden. Die Immunisierung der Kaninchealgte mit je 150 pug Protein durch
die Versuchstierhaltung des Uniklinikums Hamburge&pdorf. Die Antikbrper wurden
anschlieBend Uber zwei Saulen affinitatschromapdusah gereinigt. Zur Vorbereitung der
Séaulen wurden zu 2 ml Affigel 10 500 pg Protein TG& 400-600,3 929-1209) in 1 ml
PBS bzw. PBS/Laurylsarcosine geben und 24 h beC 4ith Drehrad inkubiert.
Anschliel3end wurden freie Bindungen durch Inkubmatioit 0,25 M Ethanolamin in PBS
fir 1 h bei 4 °C abgesattigt. Uber die so vorbeteit Saulen wurden 2 ml Serum gereinigt.
Es wurde zunachst Uber die GST-Saule gegeben wsuthlai3end Uber die Saule mit dem
jeweiligen rekombinanten Protei 400-600 bzw.; 929-1209), mit dem das Kaninchen
immunisiert wurde. Die Elution erfolgte mit Glyciaffer (pH 2,5) in 1,5 ml Eppendorf-

reaktionsgefalle in denen Tris-Lésung (pH 8,5) zeuthlisation vorgelegt wurde.

3.2.3.14 Messung von Enzymaktivitaten

Reaktionspuffer:

0,1 M NacCitrat (pH 4,6)
0,4 % BSA
0,2 % Triton X-100

B-Hexosaminidase-Substratpuffer:
10 mM 4-Nitrophenyl-N-acetyB-D-glukosaminid in Reaktionspuffer

B-Galaktosidase-Substratpuffer:
10 mM 4-Nitrophenylg-D-galaktopyranosid in Reaktionspuffer

a-Mannosidase-Substratpuffer:
5 mM 4-Nitrophenyle-D-mannopyranosid in Reaktionspuffer

a-Fukosidase-Substratpuffer:
10 mM 4-Nitrophenyle-L-fukopyranosid in Reaktionspuffer

Stopppuffer:

0,4 M Glycin/NaOH (pH 10,4)
Pro Ansatz wurden 20 pug des zu messenden Zelly/gate00 pl Triton X-100-Lysispuffer
bzw. 100 pl konditioniertes Medium eingesetzt. Natigabe von 100 pl Substratpuffer
folgte eine Inkubation von 45 min bis 16 h bei & Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 800 ul Stopppuffer beendet und die Absorpties entstandenen p-Nitrophenolats bei
405 nm gemessen. Pro Probe wurden je zwei MessungieByos durchgefuhrt und der

Mittelwert berechnet. Der molare Extinktionskoeffiat ¢ fir p-Nitrophenolat betragt



18.500 I/mokm. Das Gesamtvolumen betrug 1 ml, die Schichtdickm. Die Einheit U ist
definiert als die Menge an Enzym, die 1 umol Sabgiro Minute bei Standardbedingungen
umsetzt. Daher berechnet sich die Aktivitat desyBireznach der Formel:

E405 X Gesamtvolumen [mk 1000
e X Probenvolumen [mk Inkubationszeit [mink Schichtdicke [cm]

Aktivitat [mU] =

3.2.4 Statistische Auswertung der Messdaten

Die statistische Analyse der erhaltenen Daten giéahit dem Programm MicrosSfExcel
2000, Version 9.0. Bei Mehrfachbestimmungen wulddeagebnis das arithmetische Mittel
dargestellt und die Standardabweichung angegeblenN&chweis fir die Signifikanz der
Unterschiede zweier verschiedener Datengruppenemded T-Test angewendet. Ab einem
p-Wert < 0,05 wurde die Korrelation oder Anderutgsdatistisch signifikant eingestuft. Es
erfolgte eine Unterteilung in drei Signifikanzniwsa p < 0,05 (*), p<0,01 (**) und
p < 0,005 (***).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Strukturelle und funktionelle Charakterisierung der N-terminalen

Doméne der GIcNAc-1-Phosphotransferase

Aus Sequenzanalysen ist bekannt, dass die lumiRalgion mit den AS 60-430 des
o/B-Vorstufenproteins Ahnlichkeiten zu dem N-termimal€eil von Kapselbiosynthese-
proteinen von Bakterien und Amében aufweist (Ahloilg 1.6) (Tiedeet al, 2005b). Diese
Proteine binden UDP-GIcNAc und Ubertragen GIcNABHosphat, um das Kapselpolymer
aus (l1—4)-verknupften GIcNAc-1-Phosphaten zu bilden (Tzeb@l, 2003). Daher wird
angenommen, dass die N-terminale Region (AS 60-d86y/p-Vorstufenproteins fir die
Bindung des UDP-GIcNAc verantwortlich ist, das drosphatdonor fur die M6P-Synthese
darstellt. Im ersten Teil dieser Arbeit sollte @iellypothese sowie strukturelle Eigen-

schaften dieser Domane experimentell untersuchdever

4.1.1 Erstellen von geeigneten Konstrukten

Zur Untersuchung der N-terminalen Domane @éintereinheit (AS 60-430) wurden zwei
Konstrukte hergestellt, die C-terminal mit dem gfiumreszierenden Protein (GFP)
fusioniert waren (Abbildung 4.1 A).
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Abbildung 4.1: GFP-Konstrukte des N-terminalen Teib der a-Untereinheit. (A) Schematische Darstel-
lungderGFP-Konstruktales N-terminalefieils dero-Untereinhei{430-GFPund430A-GFP).(B) SDS-PAGE
undanti GFRWesternblot-Analysgon BHK-Zellen, die mit 430-GFP urtBOA-GFP transfiziert wurden. Die

molaren Massen von Markerproteinen sind in kDa gagen.



Zum einen wurde der N-terminale Teil detUntereinheit (AS 1-430) amplifiziert und in
den Expressionsvektor pEGFP-N1 kloniert, so dass Diomé&ne einen C-terminalen
GFP+ag erhielt (430-GFP). Zwischen den zwei Domanen, Aimlichkeit zu Kapsel-
biosyntheseproteinen zeigen, ist eine Doméne diggetlie spezifisch nur in Sdugetieren
vorkommt (Tiedeet al, 2005b), deren Funktion jedoch nicht bekannt list. zweiten
Konstrukt wurden in eineDverlap ExtensiofPCR die saugerspezifische Domane (AS 102-
324, Abbildung 4.1 A, dargestellt in braun) deldtiend das PCR-Endprodukt wiederum in
den Vektor pEGFP-N1 kloniert (436GFP).

In nicht-transfizierten BHK-Zellen zeigten sich Rei immunreaktiven Banden, was die
spezifische Antikérperbindung belegt. Der Antikdrpdetektierte eine immunreaktive
Bande fur das 430-GFP-Konstrukt mit einer molareas8& von 90 kDa und fir das
430A-GFP-Konstrukt von 55 kDa (Abbildung 4.1 B). DieBanden wurden in einigen
Fallen auch als gut erkennbare Doppelbanden aefgdt(siehe Abbildung 4.3).

Um die intrazellulare Lokalisation der GFP-Konstaukzu Uberprifen, wurden Immun-

fluoreszenzmikroskopien durchgefuhrt (Abbildung)4.2

PDI
430-GFP =
@
N . .

Abbildung 4.2: Lokalisation der Konstrukte 430-GFP und 43M-GFP. Die Konstrukte 430-GFP und
430A-GFP wurden in BHK-Zellen Gberexprimiert, die Zellauf Glasplattchen fixiert und mittels Doppel-

GM130

immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Markiertrden dercis-Golgi-Apparat mit anti GM130 bzw. das
ER mit anti PDI (rot). Die transfizierten Konstrekief3en sich tber den griin-fluoreszierenden @ighach-

weisen; gelb zeigt die Colokalisation; der Balkatspricht 20 um.

Da GFP bei Anregung grun fluoresziert, kann die dliglation von GFP-Fusionsproteinen

direkt in der Immunfluoreszenzmikroskopie detektierden (Chalfieet al, 1994). Das
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ER-Markerprotein Protein-Disulfid-lsomerase (PDIydudas cis-Golgi-Apparat-Marker-
protein Golgi-Matrixprotein 130 (GM130) wurden ingkt Gber primare und fluoreszenz-
markierte Sekundarantikdrper nachgewiesen. Es edagth, dass beide Konstrukte den

Golgi-Apparat nicht erreichen, sondern im ER lokielit sind (Abbildung 4.2).

4.1.2 Strukturelle Analyse der N-terminalen Doméane

4.1.2.1 N-Glykosylierung

Basierend auf Sequenzanalysen enthalt die N-teteniiomane dera-Untereinheit
(AS 1-430) sieben potentielleN-Glykosylierungsstellen mit der Konsensussequenz
Asn-X-Thr/Ser. Zwei befinden sich in der Domé&ne fHdmologie zu Kapselbiosynthese-
proteinen (N83 und N376, Abbildung 4.13 A, in bidargestellt) und funf in der eingefiig-
ten Doméane (N114, N148, N179, N250 und N287; Ahbilgi4.13 A, in braun dargestellt).

A
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- 430-GFP 430A-GFP
PNGase F | - - 2 5 - - - o5 - -
EndoH | - - - - ¥ 15 = _ - % 15
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52 — .’.g‘
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Abbildung 4.3: N-Glykosylierungen von 430-GFP und 438-GFP. (A) Schematische Darstellung dfir
die Transfektionverwendeten GFP-Konstrukte mit potentielldrGlykosylierungsstellen(B) BHK-Zellen
wurden mit den Konstrukten 430-GFP und A3BFP transfiziert und die Lysate fiir verschiedemiten
(30 s, 5 min, 15 min) mit PNGase F oder Endo H hdbH. Es folgte eine Auftrennung der Proben nsttel
SDS-PAGE und die Analyse im anti GRPesternblot.



Um die N-Glykosylierung der N-terminalen Domé&ne zu untehgin; wurden Lysate aus
transfizierten BHK-Zellen fur unterschiedliche it mit Endo H- bzw. PNGase F
behandelt (Abbildung 4.3 B). Auf der linken SeitesdWesternblots konnte eine Doppel-
bande bei ca. 90 kDa nachgewiesen werden, beisdgicke um die glykosylierte Form des
430-GFP-Konstruktes handelt. Nach Behandlung mitGade F fir 30 s wurden die
N-Glykane nur teilweise entfernt und es ergaben sighrere nicht voneinander unter-
scheidbare Banden zwischen 75 und 85 kDa. Die Ritag mit PNGase F fur 5 min
fuhrte zur vollstandigen Deglykosylierung und eiri2oppelbande bei ca. 73 kDa. Die
Behandlung mit Endo H fur 30 s fuhrte wieder zueeinnvollstandigen Deglykosylierung
mit Banden zwischen 75 und 85 kDa. Die Behandluinglb min fihrte zu eine Doppel-
bande, die identisch zu der unter PNGase F-Behagdiar. Auf der rechten Seite des
Westernblots wurden Lysate mit dem transfiziert@MGFP-Konstrukt unter gleichen
Bedingungen behandelt. Das glykosylierte Proteimnke bei ca. 55 kDa detektiert werden.
Auch hier liefert die vollstandige Deglykosylierumgit PNGase F (5 min) und Endo H
(15 min) identische Banden. Bei unvollstandiger &etlung mit PNGase F bzw. Endo H
fur 30 s konnten vier verschiedene Banden untezdei werden. Je zwei davon fanden
sich in nicht-behandelten Proben und in vollstaraéglykosylierten Proben wieder (5 min
PNGase F bzw. 15 min Endo H). Daraus kann gesdanoa®rden, dass beide Konstrukte

nur mannosereiche und keine komplexen Oligosaabhamthalten.

Um zu untersuchen, welchB-Glykosylierungsstellen im Konstrukt 430-GHR vivo
genutzt werden, wurden einzelne oder simultan mehfsparagin-Reste deM-Glyko-
sylierungsstellen durch Glutamin-Reste substitui®te Konstrukte sind nachfolgend
tabellarisch aufgefuhrt (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Auflistung der N-Glykosylierungsmutanten von 430-GFP.Neben der Nummer des

Konstruktes sind die enthaltenen Mutationen mihgegeben.

Nr. | N83Q N114Q N148Q N179Q N250Q N287Q N376Q

1 + - - - - -

2 + + -

3 + + + -

4 + + + +

5 + + + + -

6 + + + + + -

7 + + + + +

8 + + + + + +
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Nach Uberexpression dieser Mutanten in BHK-Zellad anschlieRender Deglykosylierung
mit PNGase F wurden die Proteinextrakte im Westetndnalysiert (Abbildung 4.4). Es
konnte eine stufenweise Verringerung der molaresddaon dem 430-GFP-Konstrukt (wt)
zu Mutante 4 und dann von Mutante 5 zu 7 beobasheetlen. Keine Verringerung der
molaren Masse konnte bei Mutante 5 (zusatzlichealyeriese von N250) detektiert werden.
Durch Behandlung von Mutante 7 mit PNGase F komlidemolare Masse nicht weiter
verringert werden. Die gleichen Banden wurden éhalwenn N250 nicht mutiert wurde
(Mutante 8), PNGase F-Behandlung hatte hier edenka&inen Einfluss auf das elektro-
phoretische Laufverhalten. Somit konnte gezeigtery dass 6 der 7 potentielldrGlyko-
sylierungsstellenin vivo benutzt werden (N83, N114, N148, N179, N287 und/&y3
wahrend der Asparaginrest an Position 250 nictitaglyliert wird (Abbildung 4.4).

FLRILILPE
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Abbildung 4.4: Glykosylierung der sieben potentieltn N-Glykosylierungsstellen im Konstrukt 430-GFP.

(A) Schematische Darstellung des verwendeten GFP-Kitist 430-GFP und der darin enthaltenen sieben
potentiellenN-Glykosylierungsstellen(B) An dem Konstrukt 430-GFP erfolgten ortsspezifisthgagenesen
der sieben potentielleN-Glykosylierungsstellen. Die Mutationen und ihreriftminationen kénnen in Tabelle
4.1 verfolgt werden. Die Konstrukte wurden transierBHK-Zellen transfiziert, die Zelllysate mit edohne
PNGase F behandelt, mittels SDS-PAGE aufgetrershimiVesternblot analysiert.

AnschlieRend wurde das Konstrukt A3GFP, das zwei potentiellsl-Glykosylierungs-
stellen enthalt, untersucht (Abbildung 4.5 A). Bieparaginreste N83 und N376 wurden

durch ortsspezifische Mutagenese zu Glutaminenaripuin BHK-Zellen exprimiert und die



Lysate mit PNGase F behandelt (Abbildung 4.5 B). \Westernblot konnte fur beide
Mutationen (N83Q und N376Q) eine Verringerung delaren Masse im Vergleich zum
430A-GFP-Konstrukt (wt) festgestellt werden. Fur beitenstrukte fihrte die PNGase F-
Behandlung zu einer Bande mit geringerer molaresdda was auf weiterdl-Glyko-
sylierungen schliel3en lasst. Das Konstrukt, dagebblutationen enthélt (N83, 376Q), gab
eine immunreaktive Bande bei ca. 49 kDa. Durch Pd&GaBehandlung konnte die molare
Masse nicht weiter verringert werden. Daraus karam rechlie3en, dass beitleGlyko-
sylierungsstellenin vivo genutzt werden. Dieses Ergebnis ist im Einklang nen
Ergebnissen der Mutagenese von Konstrukt 430-GEBildung 4.4).

©

A &L
T B ss0rcrp
B N3,
- wt N83Q N376Q 376Q
PNGaseF| = | = + -+ |- 4+ - o+

kDa -
Al LA T

38 anti GFP

Abbildung 4.5: Glykosylierung der zwei potentiellenN-Glykosylierungsstellen im Konstrukt 43Q\-GFP.
(A) Schematische Darstellung des Konstruktes MGHP und der zwei darin enthaltenen potentiellen
N-Glykosylierungsstellen(B) Durch ortsspezifische Mutagenese wurden die zweéemniellen N-Glyko-
sylierungsstellen des Konstrukes 43GFP einzeln oder simultan substituiert. Die Koulse wurden
transient in BHK-Zellen transfiziert, die Zelllygamit oder ohne PNGase F behandelt, mittels SDSEPAG

aufgetrennt und im Westernblot analysiert.

4.1.2.2 Dimerisierung

Es wurde bereits beschrieben, dassoeligntereinheiten tber Disulfidbriicken Homodimere
bilden (Baoet al, 1996a). Es sollte untersucht werden, ob der Mitele Teil dew-Unter-
einheit an der Dimerisierung beteiligt ist und wgamnwelche Cysteine involviert sind.

Dazu wurden Lysate von 430-GFP- und A3BFP-exprimierenden BHK-Zellen unter
nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGEedudgnt und im anti GFP-Western-
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blot analysiert. Das Konstrukt 430-GFP konnte atmamere (90 kDa) und dimere Form
(180 kDa) nachgewiesen werden (Abbildung 4.6). Ades Konstrukt 430-GFP konnte
als monomere (55 kDa) und dimere Form (110 kDagldietrt werden. Die Behandlung der
Lysate mit PNGase F zeigte, dass die Dindegdykosyliert sind.

B _ | 430- | 430A-

GFP | GFP

PNGaseF| = | = + |- +
A kDa
225 —

LT e oocr EE
ML B +0scre 1 a &

-
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@
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A k.3
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38— anti GFP

Abbildung 4.6: Dimerisierung der Konstrukte 430-GFP und 430\-GFP. (A) Schematische Darstellung
der fur die Transfektionverwendeten GFP-Konstrukt€B) Lysate von 430-GFP- und 488GFP-lber-
exprimierenden BHK-Zellen wurden mit oder ohne PN&BE behandelt, mittels SDS-PAGE unter nicht-
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und ansehleiin anti GFP Westernblot analysiert. Die Poséio

der monomereri{ und dimeren Formen (#) ist angezeigt.

Die N-terminale Doméane dar-Untereinheit enthalt funf Cysteinreste (C13, CE3F0,
C128 und C130), die an der Dimerisierung beteiigin konnten (Abbildung 4.7 A).
Cystein C13 in der zytosolischen Domane und C28enTransmembrandomane wurden
aus topologischen Grinden fir die Ausbildung vomiddimeren ausgeschlossen. Da auch
das Konstrukt 430-GFP Dimere bilden kann, wurden die Cysteinrestg82Ind C130 in
der eingefligten sdugerspezifischen Doméne ebeantadgeschlossen.

Der verbliebene Cysteinrest C70 wurde in den Kaokstn 430-GFP und 430GFP zu
Serin mutiert. Die Konstrukte wurden in BHK-Zellerprimiert, mittels SDS-PAGE unter

reduzierenden und unter nicht-reduzierenden Bediggiu aufgetrennt und im anti GFP-



Westernblot analysiert (Abbildung 4.7 B und C). émeduzierenden Bedingungen konnten
die Konstrukte 430-GFP und 4845FP als monomere Formen von ~90 und ~55 kDa nach-
gewiesen werden. Die gleichen molaren Massen wupgan Austausch C70S beobachtet
(Abbildung 4.7 B). Unter nicht-reduzierenden Bedingen konnten fur beide nicht-
mutierten Konstrukte die schon in Abbildung 4.6 deebenen monomeren und dimeren
Formen detektiert werden. Die Mutation des Cysestes C70 verhinderte in beiden
Konstrukten die Dimerisierung (Abbildung 4.7 C).eCbaten zeigen, dass der Cysteinrest
C70 an der Ausbildung von intermolekularen Disddfiscken und der Dimerisierung der
a-Untereinheit beteiligt ist.
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Abbildung 4.7: Analyse der Ausbildung von intermolé&ularen Cysteinbriicken. (A) Schematische Dar-

stellung der Cystein-Reste in der N-terminalen Doeendesa/p-Vorstufenproteins anhand der verwendeten
GFP-Konstrukte(B) Ortsspezifische Mutagenese des Cystein-Restesn®oaition 70 zu Serin (S), SDS-
PAGE unter reduzierenden Bedingungen und anschigef3anti GFP-Westernblot-Analygg) Die gleichen
Proben, wie unter B beschrieben, wurden unter aietitizierenden Bedingungen aufgetrennt und durch
anti GFP-Westernblot untersucht.
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4.1.3 Funktionelle Analyse der N-terminalen Doméane

Nach der strukturellen Analyse sollte die funktibmeé\nalyse des N-terminalen Teils des
a/B-Vorstufenproteins erfolgen. Unter der Annahme,sddsr luminale Bereich (AS 60 -
430) fur die Bindung an UDP-GIcNAc verantwortligdt, wurde die Bindung aReactive
Greenl19-Agarose, einem Farbstoff, der strukturelle Ad¢hkeiten zu Nukleotiden auf-
weist, untersucht. Des Weiteren wurde die Bindueg a Hexanolamin gebundenen UDP
analysiert. Der Einfluss der identifiziert&hGlykosylierungsstellen auf die Bindung sollte
ebenfalls geprift werden.

4.1.3.1 Untersuchung der Substratbindung mit Reactive Green-19-

Agarose

Es ist bekannt, dass sogenannte ,reaktive Farbstrfactive dyesan Proteine binden, die
Affinitdten zu verschiedenen Nukleotiden haben §8te1987). Bei der biochemischen
Reinigung der bovinen GIcNAc-1-Phosphotransferasedes u. a. die Bindung dReactive
Greenl9-Agarose ausgenutzt (Babal, 1996a).

Um zu untersuchen, ob die luminale, N-terminale Boender-Untereinheit (AS 60 - 430)
die UDP-GIcNAc-Substratbindungsstelle enthalt, vemrd8HK-Zellen mit den Konstrukten
430-GFP und 438-GFP transfiziert und die Lysate mReactive Greel9-Agarose
inkubiert. Als Kontrolle diente GFP, das keine Bind anReactive Greerl9-Agarose
zeigen sollte. Der Uberstand, die an die Agatmsadsgebundenen Proteine sowie ein
Aliquot der fur die Bindung eingesetzten Lysate aamr im Westernblot analysiert
(Abbildung 4.8). GFP wurde sehr hoch exprimiert kodnte im Lysat als 27 kDa immun-
reaktive Bande nachgewiesen werden. Die KonstrdB@GFP und 430-GFP wurden
schwacher exprimiert und waren in den Lysaten alevache Banden bei 90 kDa und
55 kDa nachweisbar. Nach der Inkubation Retactive Greerl9-Agarosebeadskonnte der
Hauptteil des GFP im Uberstand nachgewiesen wer@é@. Proteine 430-GFP und
430A-GFP waren in den Uberstanden nicht nachweistarysiden als intensive Banden in
der Fraktion mit den an die Agarobeadsgebundenen Proteinen nachgewiesen.

Beide Konstrukte des N-terminalen Bereichs d#%Vorstufenproteins (430-GFP und
430A-GFP), nicht aber GFP, binden Reactive Greerl9-Agarose. Die densitometrische
Auswertung des Westernblots zeigte, dass 1 % vdd, 88 % von 430-GFP und 93 % von



430A-GFP anReactive Greeil9-Agarose gebunden wurden. Diese Experimente ngebe
einen ersten Hinweis darauf, dass die Bindung vdPPAGICNAcC tatsachlich an die
N-terminale Domane desgp-Vorstufenproteins (AS 60-430) erfolgt.
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Abbildung 4.8: Bindung der Konstrukte 430-GFP und 80A-GFP an Reactive Green-19-Agarose.
(A) Schematische Darstellung der verwendeB#P-Konstrukte 1 - 3(B) Die GFP-Konstrukte 1, 2 oder 3
wurden transient in BHK-Zellen transfiziert und digsate fir Bindungsexperimente Reactive Greeil9-
Agarose eingesetzt. Nach der Inkubation wurden Algmrosebeads durch Zentrifugation vom nicht-
gebundenem Material abgetrennt. Aliquote der Lysateder Inkubation (10 % von total), des Uberstand
nach der Inkubation (10 %) und die an die Agatosadsgebundenen Proteindodgads 100 %) wurden
anschlieRend solubilisiert, durch SDS-PAGE aufgetreind im anti GFP-Westernblot analysiert.

Weiterhin sollte Uberpruft werden, ob di-Glykane der N-terminalen Domane einen
Einfluss auf die Bindung aReactive Greerl9-Agarose haben. Dazu wurden die unter
4.1.2.1 erstellten Konstrukte verwendet, in denén NEGlykosylierungsstellen mutiert
wurden. Als Kontrolle wurden im selben Experimené ®N-glykosylierten Konstrukte
eingesetzt (Abbildung 4.9 A). In diesem Experiméainnten die N-terminalen GFP-
Konstrukte in geringen Mengen auch im Uberstanchgewiesen werden, was darauf
hindeutet, dass entweder die Menge Reactive Greerl9-Aragose nicht ausreichte alle
N-terminalen GFP-Konstrukte zu binden, oder dassTeil der N-terminalen Konstrukte
aufgrund der hohen Uberexpression noch nicht azrsred gefaltet war, um eine Bindung
an Reactive Greei19-Agarose zu ermoglichen. Der Hauptanteil konj#och in der
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Fraktion gebundener Proteine angereichert werddfP @ar wieder hauptsachlich im
Uberstand und nur in geringem MaR in der Fraktiengebundenen Proteine nachweisbar.
Konstrukte bei denen die benutztBiGlykosylierungsstellen (N83, N114, N148, N179,
N287 und N376) durch Glutamin ausgetauscht wurdeigten ebenfalls eine Bindung an
Reactive Greed9-Agarose. Die Resultate lassen vermuten, dads¥-@Gilykosylierungen in
diesem Bereich dasgp-Vorstufenproteins nicht fir die Bindung von UDPelAc bendtigt
werden (Abbildung 4.9 B).
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Abbildung 4.9: Bindung der deglykosylierten N-termnalen GFP-Konstrukte an Reactive Green-19-
Agarose. (A) Schematische Darstellung der verwende®rP-Konstrukte. Es wurden neben den glyko-
sylierten Konstrukten (+) auch Konstrukte eingesdtei denen di&l-Glykosylierungen durch ortsspezifische
Mutagene entfernt wurden ({B) Die unter A angegebenen Konstrukte wurden in BHKeneexprimiert, die
Lysate, wie in der Legende der Abbildung 4.8 bastien, fir Bindungsexperimente Reactive Greeil9-
Agarose eingesetzt und im anti GFP-Westernblotyaret.

4.1.3.2 Untersuchung der Substratbindung mit UDP-Hexanolamn

Um die Bindungsstudien miReactive Greeil9-Agarose zu verifizieren, wurde die
Bindung an UDP-Hexanolamin untersucht. Die Bindumgn UDP-Hexanolamin an
Proteine, die UDP-aktivierte Zucker als Substrat éimzymatische Reaktionen nutzen,
konnte flr mehrere Proteine nachgewiesen werdenr{@gal, 1997; Sadleet al, 1981;
Sadleret al, 1979).

Zunéchst wurde die Bindung der N-terminalen Kord&udes o/B-Vorstufenproteins
(430-GFP und 430-GFP) an UDP-Hexanolamin-gekoppelte Agarose untétsun BHK-



Zellen wurden GFP und das Konstrukt 430-GFP exgrimind die Lysate anschlie3end mit
UDP-Hexanolamin-gekoppelter Agarose inkubiert. Disate, Uberstande und die an die
Agarose-gebundene Fraktion wurden im Westernblderancht. Als Kontrolle fir die
Bindung wurde die Inkubation von GFP- und 430-GFdfizierten Lysaten mit
Reactive Greei19-Agarose aufgetragen (Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: Bindung des N-terminalen Konstrukts430-GFP an UDP-Hexanolamin-AgaroseGFP
und das Konstrukt 430-GFP wurde transient in BHHlefeexprimiert, die Lysate tber Nacht bei 4 °C mit
UDP-Hexanolamin- bzwReactive Greeri9-Agarose inkubiert und Aliquote der Lysate ver dnkubation
(25 %; 1, 2), die Uberstande nach der Inkubationu@d die an die Agarodseadsgebundene Fraktion

(beads 3, 5-11) mittels SDS-PAGE im angegebenen Aufsagema aufgetrennt und durch anti GFP-
Westernblot analysiert.

Es konnte unter verschiedenen Inkubationsbedingynge Vergleich zu der Bindung an
Reactive Greeil9-Agarose, keine signifikante Bindung von 430-G&if UDP-Hexanol-

amin-Agarose nachgewiesen werden.

In einem zweiten Versuchsansatz wurde UDP-Hexariolam BSA gekoppelt und dieses
anschlieBend mit 1] markiert. In BHK-Zellen wurden 430-GFP und 48GFP
exprimiert und die Konstrukte an GFP-Tfapgarose gebunden. Die Bindung von GFP,
430-GFP und 438-GFP an GFP-TrdpAgarose wurde in einem Vorexperiment bestétigt
(Daten nicht gezeigt). AnschlieBend erfolgte dikutration mit f>3]-markiertem UDP-

Hexanolamin-BSA. Die an GFP-Tr&f\garose gebundene Fraktion wurde yaCounter
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gemessen und anschlielend durch SDS-PAGE aufgetnednmittels Autoradiographie

analysiert.
A B
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» B | [™®I]-markiertes
430A-GFP _ UDP-Hexanol-
amin-BSA

1 1,2 26 1,3 2,7 1,3-fach

Abbildung 4.11: Préazipitation von [**3]-markiertem UDP-Hexanolamin-BSA. (A) Schematische
Darstellung der verwendet&FP-Konstrukte.(B) BHK-Zellen wurden mit den unter A angegebenen
Konstrukten transfiziert. Die Lysate wurden mit GFRap®-Agarose fiir 2 h bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Protein/GFP-TrpAgarose-Komplexe mit 500.000 cpr?]-markiertem UDP-Hexanolamin-
BSA fur 2 h bei 4 °C inkubiert. Die Proben wurdamrach SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Unte
der Abbildung ist der Anteil des gebunden&iFmarkierten UDP-Hexanolamin-BSA angegeben, dechdu
densitometrische Auswertung des Rontgenfilms bestimurde. Der gebundene Anteil fir nicht-transfitee

(-) Zellen wurde 1 gesetzt.

Es konnte eine leicht erhéhte Bindung vdfri[-markiertem UDP-Hexanolamin-BSA zu
den N-terminalen Konstrukte festgestellt werden. BiRP/GFP-TraPp-Agarose-Komplexe
bindet etwa das 1,2-fache der Menge, die unspeliis die Agarose bindet (Inkubation
mit Lysaten aus nicht-transfizierte Zellen). An 43BP bzw. 43Q8-GFP/GFP-Trap-
Agarose-Komplexe bindet das 2,6-fache bzw. dasfeégffe der unspezifischen Bindung
(Abbildung 4.11). Bei Zugabe eines 50-fachen Ubwrsses an nicht-markiertem UDP-
GIcNAc zu den Proben, wird die Bindung vori“[-markiertem UDP-Hexanolamin-BSA
an 430-GFP und 420GFP vermindert (um 77 bzw. 81 %), was die spezifsBindung
zeigt. Es wurde jedoch nur ein sehr geringer Anwdls f#1]-markiertem UDP-
Hexanolamin-BSA gebunden, was unter diesen Bedogueine lange Expositionszeit des

Rontgenfilms (flinf Wochen) erforderte.

Die Experimente zur Bindung von UDP-Hexanolamin seisweiter optimiert werden und
es sollten zusatzliche Experimente zur Verifizigruter UDP-GICNAc-Bindung an die

N-terminale, luminale Domane def-Vorstufenproteins durchgefiihrt werden.



4.2 ldentifizierung der a/p-Vorstufenprotein-spaltenden Protease

Das o/p-Vorstufenprotein der GIcNAc-1-Phosphotransferase @in Typ IlI-Membran-
protein, das aus 1256 AS besteht und 20 potentiiBlykosylierungsstellen enthalt
(Abbildung 1.6; Tiedeet al, 2005b). Erst nach proteolytischer Spaltung in @ieund

B-Untereinheit erlangt die GIcNAc-1-Phosphotranserdére Aktivitat (Kudo & Canfield,

2006). Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die galytische Spaltung untersucht werden.

4.2.1 Generierung von polyklonalen Antikérpern zum Nachwés des

a/p-Vorstufenproteins

Der Nachweis desi/p-Vorstufenproteins sowie der gespaltenenund p-Untereinheit
konnte bisher nur Uber Fusionsproteine gefuhrt emrdla kommerziell keine Antikorper
erhaltlich waren. Zum direkten Nachweis dég-Vorstufenproteins im Westernblot und in
der Immunfluoreszenzmikroskopie sollten daher Aimper gegen die- und diep-Unter-
einheit hergestellt werden.
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Abbildung 4.12: GST-Fusionsproteine fir die Immuniserung von Kaninchen zur Antikdrper-
gewinnung. (A) Schematische Darstellung de#-Vorstufenproteins (Tiedet al, 2005b) und der fir die
Antikérpergewinnung ausgewahlten Domanen, die &3 -Gusionsproteine kloniert wurdefB) Die GST-
Fusionsproteine wurden . coli exprimiert und aus den Lysaten gereinigt. Ans@died wurden 25 ug der

gereinigten Proteine mittels SDS-PAGE aufgetremat mit Coomassie angefarbt.

Dazu wurden zwei Regionen desgf-Vorstufenproteins ausgewahlt: AS 400 bis 600

(entspricht einem luminalen Teil derUntereinheit) und AS 929 bis 1209 (entspricht dem
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luminalen Anteil derp-Untereinheit). Die ausgewé&hlten Bereiche wurdereruBCR
amplifiziert und in den Expressionsvektor pGEX 4kldniert, so dass die Doméanen einen
N-terminalen GSTag erhielten (GSTa 400-600, GSTB 929-1209; Abbildung 4.12 A).
Die GST-Fusionsproteine wurden i coli BL21 exprimiert, aus den Extrakten gereinigt
(Abbildung 4.12 B) und fur die Immunisierung von rfiachen eingesetzt. AnschlieRend
wurden die Antikorper affinitdtschromatographisclus aden gewonnenen Antiseren

gereinigt.

Extrakte aus nicht-transfizierten BHK-Zellen unds &HK-Zellen, die mit der cDNA des
humanen/B-Vorstufenproteins transfiziert wurden, dienten @estung der Antikérper im
Westernblot. Antikdrper gegen dig-Untereinheit (antB-UE) erkannten das 190 kDa
a/B-Vorstufenproteins und die 45 kDa gespalt@rdntereinheit, die in nicht-transfizierten
Zellen nicht vorhanden waren (Abbildung 4.13 A, Blach Behandlung der Extrakte mit
PNGase F waren ein 170 kDa und ein 38 kDa Polypewichweisbar, bei denen es sich um
die entsprechenden deglykosylierten Formen handéléhrend PNGase F alld-glyko-
sidischen Bindungen hydrolysiert, spaltet Endo H mannosereiche Oligosaccharide und
resultiert in zwei Banden fur dig-Untereinheit (40 und 42 kDa) und in einer 170 kDa-
Bande fur das/B-Vorstufenprotein. Diese Daten zeigen, dassod@s/orstufenprotein nur
mannosereiche Oligosaccharide enthalt, wahrend3-dimtereinheit der GlcNAc-1-Phos-
photransferase sowohl mit mannosereichen als aucplexen Oligosacchariden
modifiziert ist.

Die endogengd-Untereinheit konnte bisher nur in primar kultivesr humanen Makro-
phagen (freundlicherweise zur Verfiigung gestelit o Brand, UKE) detektiert werden,
und wies die gleiche molare Masse auf wie in Uh@iexerenden BHK-Zellen (Abbildung
4.13 C). Nach PNGase F-Behandlung war die nichitagylierte p-Untereinheit ebenfalls
als 38 kDa Protein nachweisbar. Dagp-Vorstufenprotein konnte in humanen

Makrophagen nicht detektiert werden.
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Abbildung 4.13: Einsatz des generierten anf-UE Antikorpers in Westernblot-Analysen. (A) Schema-
tische Darstellung dee/p-Vorstufenproteins und der gespaltenenund B-Untereinheiten. Der generierte
Antikérper ist gegen den luminalen Anteil getUntereinheit gerichtet (rot markier{B) BHK-Zellen wurden
mit demfull length a/p-Vorstufenprotein-8His transfiziert, Aliquote der Lysate mit PNGaseder Endo H
behandelt und im Westernblot analysiert. Nicht dfemierte Zellen (-) dienten als KontrollC) Westernblot-
Analyse von Lysaten aus transfizierten BHK-Zellemd unicht-transfizierten Makrophagen. Aliquote der

Lysate wurden mit PNGase F behandelt.

Die GIcNAc-1-Phosphotransferase ist @m-Golgi-Apparat lokalisiert (Tiedet al, 2005b).
Um zu Uberprifen, ob der generierte Antikdrper anctier Immunfluoreszenzmikroskopie
verwendet werden kann, wurden Lokalisationsanalyaan transfizierten BHK-Zellen
durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass f#&ntereinheit mit dentis-Golgi-Apparat-Marker
GM130 colokalisierte, aber nicht mit dem ER-Marketpin PDI (Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14: Einsatz des generierten anf-UE Antikdrpers in Doppelimmunfluoreszenzmikros-
kopien. Das a/p-Vorstufenprotein wurde in BHK-Zellen Uberexprintiedie Zellen auf Glasplattchen fixiert
und mittels Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie asigt. Markiert wurde dercis-Golgi-Apparat mit
anti GM130- bzw. das ER mit anti PDI-Antikorperotjrund das transfizierte/p-Vorstufenprotein bzw. die
daraus gebildeteB-Untereinheit mit dem generierten Antikdrper (afHUE, grin); gelb zeigt die

Colokalisation; der Balken entspricht 20 um.

Der Antikdrper gegen den ausgewahlten luminalereiBbrdera-Untereinheit zeigte weder
im Westernblot noch in Immunfluoreszenzmikroskopsgezifische Signale fir das Uber-
exprimierte oder endogene/p-Vorstufenprotein bzw. diex-Untereinheit (Daten nicht

gezeigt) und wurde daher nicht weiterverwendet.

4.2.2 Erstellen von geeigneten Konstrukten

Die Spaltstelle, die dagp-Vorstufenprotein in die reife- undp-Untereinheit teilt, liegt in
einer nicht-konservierten Doméne, die die AS 8208 umfasst. Um eine hohe Trans-
fektionseffizienz zu erreichen und Mutationsanatysai erleichtern, wurden verkirzte
Konstrukte hergestellt, um die strukturellen Vosmigungen fir die Proteolyse des
a/B-Vorstufenproteins zu analysieren (Abbildung 4.15 Bie Konstrukte 2, 3, 4 und 6
wurden mittelsOverlap ExtensioiPCR hergestellt (Abbildung 3.1), indem zwei norenal

weise nicht verbundene Regionen d4sVorstufenproteins miteinander verknipft wurden.



Bei Konstrukt 2 wurden die Regionen AS 1 - 430 #®1919 - 1256, bei Konstrukt 3 die
Regionen AS 1 - 430 und AS 821 - 1256 miteinanaeknipft. Bei Konstrukt 4 wurde der
N-Terminus und die Transmembrandomane (AS 1 - 59)Jden AS 820 - 1256 verknupft.
Das Konstrukt 5 kodiert die AS 820 - 1256. In Koukt 6 wurde der N-Terminus mit der
Transmembrandoméne (AS 1 - 59) mit den AS 820 2 A2tknipft, wobei die C-terminale

Transmembrandoméne und der C-Terminus deletiedewur

Alle Konstrukte wurden transient in BHK-Zellen tediziert und die Lysate im Westernblot
analysiert (Abbildung 4.15 B). Das Konstrukt 2, dem 10 AS vor der Spaltstelle aus der
nicht-konservierten Doméane erhalten wurden, wuitdktrgespalten und ist damit nicht far
die Untersuchungen der Spaltung geeignet. Das K<}, bei dem die 109 AS der nicht-
konservierten Doméne vor der Spaltstelle erhalterden, wurde gespalten. Die Konstrukte

4, 5 und 6 konnten im Westernblot nicht detektregtden (nicht gezeigt).

A B
‘II | [ 1] [ | | | |-|- 1 Transfektion| - | 1 | 2 | 3
s 1T 2 kDa — B
130
} /
N I N EET

100

| s R
T -
55
| 45|
40 anti p-UE

Abbildung 4.15: Konstrukte zur Analyse der Spaltung des a/p-Vorstufenproteins. (A) Schematische
Darstellung deso/p-Vorstufenproteins (1) und der erstellten Konsteuk® - 6). (B) SDS-PAGE und

anschlielende arfifftUE Westernblot-Analyse von Lysaten aus BHK-Zellen, dié dem o/p-Vorstufen-

protein und den Konstrukten 2 und 3 transfiziertaeun.

Ausgehend von Konstrukt 2 und 3, bei denen 10 KW@ AS der nicht-konservierten
Doméane den-Untereinheit vor der Spaltstelle erhalten wurdéblldung 4.15 A), wurden
weitere Konstrukte erstellt, die schrittweise Nateral zur Spaltstelle verkirzt waren (80,
40, 20 AS). Die Konstrukte wurden in BHK-Zellen expiert und im antB-UE
Westernblot analysiert. Es konnte gezeigt werdass @éus der nicht-konservierten Domane

68



mindestens 20 AS vor der potentiellen Spaltstelle die Erkennung durch die bisher
unbekannte Protease notwendig waren. Eine effeEpadtung erfolgt, wenn 80 AS vor der
Spaltstelle erhalten blieben (Konstrukt 7 in Abbig 4.16). Dieses Konstrukt wurde daher
fur alle weiteren Experimente verwendet und wird fimlgenden mito/p-Minikonstrukt

bezeichnet.
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Abbildung 4.16: Optimierung der Konstrukte zur Analyse der Spaltung desu/p-Vorstufenproteins.
(A) Schematische Darstellung def-Vorstufenproteins (1) und der erstellten Konsteuk®, 3, 7-9), die
Anzahl der AS des-Untereinheit N-termial zur Spaltstelle und die Abg zur Eignung als Substrat (+ + gut,
+ ausreichend, - ungeeignet) sind angegelfBh. SDS-PAGE undanschlieBendeanti B-UE Westernblot-

Analyse von Lysaten aus BHK-Zellen, die mit deridargestellten Konstrukten transfiziert wurden.

Um zu untersuchen, ob die Deletion von AS 431 BB &nen Einfluss auf die Lokalisation
des o/p-Minikonstruktes hat, wurden Immunfluoreszenzmikaysien durchgefuhrt.
Transfizierte BHK-Zellen wurden fixiert und mit derantip-UE, sowie mit einem
Antikdrper gegen dasis-Golgi-Apparat-Protein GM130 bzw. gegen das ER-@noPDI
inkubiert (Abbildung 4.17). Wie fur das unverkirzi#-Vorstufenprotein (Vgl. Abbildung
4.14) konnte auch fur daa/p-Minikonstrukt eine Lokalisation imcis-Golgi-Apparat
nachgewiesen werden (gelbe Farbung). Das Konstrigte keine Colokalisation mit dem
ER-Marker PDI.
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Abbildung 4.17: Lokalisation desa/p-Minikonstruktes in BHK-Zellen. Das o/p-Minikonstrukt wurde in
BHK-Zellen Uberexprimiert, die Zellen auf Glaspthitn fixiert und mittels Doppelimmunfluoreszenz-
mikroskopie analysiert. Markiert wurden des-Golgi-Apparat mit anti GM130 bzw. das ER mit aRbI
(rot) und das transfiziert@/p-Minikonstrukt bzw. die daraus gebildgieUntereinheit (antp-UE, griin); gelb
zeigt die Colokalisation; der Balken entsprichf.2a.

4.2.3 Untersuchungen zur proteolytischen Spaltung desi/p-Vorstufen-

proteins

Es wird angenommen, dass im humanen Genom etwRB@asen kodiert werden (Puente
et al, 2003). Um die Auswahl einzugrenzen, sollte zustiahtersucht werden, um welchen
Typ von Protease es sich handelt und in welchetkatapartiment die Spaltung stattfindet.
Weiterhin kdnnen Angaben Uber die AS, die fiur dpalfing desu/p-Vorstufenproteins
essentiell sind, Uber den Vergleich mit bekanntendénsussequenzen bekannter Proteasen

Hinweise auf die Protease liefern.

4.2.3.1 Hemmung der Spaltung durch Proteaseinhibitoren

Um den Proteasetyp (Serin-, Cystein- oder Aspamyéiase) zu bestimmen, wurden mit
dem a/B-Minikonstrukt transfizierte BHK-Zellen mit sechsergchiedenen Protease-

inhibitoren fir 16 h behandelt. Die verwendeten Kemtrationen der Inhibitoren wurden
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aus der Literatur von vergleichbaren Fragestellangieernommen. Anschlie3end wurden
die Zellextrakte im anf-UE Westernblot analysiert (Abbildung 4.18). Beiider der
eingesetzten Inhibitoren konnte einer Verringerdeg Spaltung dea/B-Minikonstruktes
zur reifenp-Untereinheit nachgewiesen werden. Es wurde auelDéigradation Uber das
Proteasom mit dem Inhibitor ALLN untersucht, wolseth ebenfalls keine verringerte

Spaltung zur reifefi-Untereinheit ergab.
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Abbildung 4.18: Behandlung von e/B-Minikonstrukt-exprimierenden BHK-Zellen mit verschiedenen
Proteaseinhibitoren. Zellen wurden mit dema/pB-Minikonstrukt transfiziert und Uber Nacht mit den
angegebenen Inhibitoren (4 - 9) bzw. den entspratdre Losungsmittelkontrollen (2, 3) inkubiert. Edgfe
eine Auftrennung der Zelllysate mittels SDS-PAGH anschlieRende ariiUE Westernblot-Analyse. (E64 -
Cysteinproteaseinhibitor, Pepstatin A - Aspartytpaseinhibitor, Leupeptin - Serin- und Cysteinpast
inhibitor, Pefabloc - Serinproteaseinhibitor, PMSEerinproteaseinhibitor, ALLN - Proteasominhibjtor

4.2.3.2 Lokalisation der Protease

Die Protease, die dag#-Vorstufenprotein spaltet, konnte sowohl im ERalsh im Golgi-
Apparat lokalisiert sein. Durch die Behandlung vaailen mit Brefeldin A (BFA) wird der
Golgi-Apparat zerstort, da der Transport vom ER zQpoigi-Apparat unterbrochen wird
und nur noch der Ricktransport vom Golgi-ApparamzBR funktioniert (Abbildung
4.19 A) (Lippincott-Schwartzet al, 1991). BHK-Zellen wurden mit denfull length
a/B-Vorstufenprotein-8His transfiziert und mit und ohne BFA behandelte Zellextrakte
wurden im antB-UE Westernblot analysiert. Es zeigte sich, dassnésr der Behandlung
mit BFA zu keiner Spaltung desB-Vorstufenproteins kommt (Abbildung 4.19 B).
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Abbildung 4.19: Behandlung von transfizierten BHK-Zellen mit BFA. (A) Schematische Darstellung der
Wirkung von BFA: Der vesikuldre Transport vom ERte@olgi-Apparat wird durch die Behandlung mit
BFA gestoppt, wobei der Ricktransport vom Golgi-Amd zum ER nicht gestdrt wird. Als Folge werden
Bestandteile des Golgi-Apparates in das ER umveri@) BHK-Zellen wurden mit denuw/p-Vorstufen-
protein-6<His transfiziert und fur 16 h mit (+) oder ohne §-jnM BFA behandelt. Es folgte eine Auftrennung
der Lysate mittels SDS-PAGE und eine gAtlE Westernblot-Analyse.

Dieses Experiment wies darauf hin, dass sich deeicdee Protease nicht im ER befindet.
Da aufRerdem die einzeln exprimierten und f-Untereinheiten das ER nicht verlassen
kénnen (Dr. S. Storch, UKE, personliche Mitteilungjurde angenommen, dass sich die

Protease in einem post-ER-Kompartiment, vorzugsvéais Golgi-Apparat, befindet.

4.2.3.3 Mutation der Spaltstelle im a/p-Minikonstrukt

Durch Sequenzierung degp-Vorstufenproteins wurde die N-terminale AS deUnter-
einheit als Aspartat identifiziert und beschriebdass die Spaltung im humaneff-Vor-
stufenprotein zwischen AS K928 und D929 erfolgt & Canfield, 2006). Daher wurden
die AS an der Spaltstelle K928 und D929 einzelrr sttaultan gegen Alanin ausgetauscht
(Abbildung 4.20 A). BHK-Zellen wurden mit den mutan Konstrukten transfiziert und im
Westernblot analysiert. Die Spaltung erfolgte trAtzstausch der direkt an der Spaltstelle
befindlichen AS zu Alanin (Abbildung 4.20 B). BeinmAustausch K928A sowie
K928A/D929A konnte eine leichte Inhibierung der Byag detektiert werden, da die

Bande fur dasu/p-Vorstufenprotein intensiver als beim nicht-muerti/p-Minikonstrukt
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erschien. Das Konstrukt mit der Mutation D929A waursbgar starker gespalten als das

nicht-mutierteo/B-Minikonstrukt.
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Abbildung 4.20: Spaltung von K928/D929-Mutanten desa/p-Minikonstruktes. (A) Schematische
Darstellung des verwendetew/p-Minikonstruktes und der erstellten Mutanten. Durohtsspezifische
Mutagenese wurden die AS K928 und D929iffr-Minikonstrukt gegen Alanin ausgetauscht (rot mentii
Rechts neben den Konstrukten ist die Starke dettBigaangegeben (+ + starke, + schwache Spaltung).
(B) BHK-Zellen wurden mit den unter A dargestellten Ktiokten transfiziert, die Lysate wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und im aftiJE Westernblot analysiert.

Um die Homologie zu bekannten Konsensussequenzersubstraten bekannter Proteasen
zu untersuchen, wurden weitere AS vor und nach Spsltstelle imo/B-Minikonstrukt
mutiert. Die AS 923 bis 934 wurden einzeln durclarh ersetzt (bzw. Alanin an Position
932 gegen Glycin), in BHK- und CHO-7-Zellen exprari und im Westernblot auf
Spaltung untersucht. Es zeigt sich dabei, dass Feistausch der AS R925, L927 und
K928 eine verringerte Spaltung auftrat (Abbildung@14A). Den starksten inhibitorischen
Effekt auf die Proteolyse degp-Minikonstruktes wies der Austausch R925A auf, da d
B-Untereinheit nicht nachgewiesen werden konntemBAustausch L927A und K928A
konnte dieB-Untereinheit im Westernblot noch in geringen Mangachgewiesen werden
(Abbildung 4.21 B).
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Abbildung 4.21: Austausch von sechs AS vor und naclder Spaltstelle im a/p-Minikonstrukt.
Schematische Darstellung des verwendetfiMinikonstruktes und der Sequenz um die Spaltstdbs
a/B-Vorstufenproteins. Die AS-Reste wurden durch pegffische Mutagenese mit Alanin bzw. Glycin
ersetzt. Extrakte augA) CHO-7-Zellen und(B) BHK-Zellen, die daso/B-Minikonstrukt und mutante
a/B-Minikonstrukte exprimierten, wurden mittels SDS-®B aufgetrennt und durch atUE Westernblot

analysiert. Die Expression der Mangan-abhangiggre®@uxiddismutase (MnSOD) diente als Ladekontrolle.

4.2.3.4 N-Glykosylierung und Lokalisation nicht-spaltbarer o/p-Mini-
konstrukte

Bei den gezeigten Experimenten fiel auf, dass s miveite Bande fur dagp-Vorstufen-
protein gab, wenn es nicht gespalten wurde (Abbiddd.16, 4.21). Es wurde daher

untersucht, ob die zweite héhermolekulare Bande \arschiedene Glykosylierungen
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zurtckzufihren ist. Wenn Extrakte von Zellen, des dVildtyp (wt) o/B-Minikonstrukt
exprimierten, mit Endo H oder PNGase F behandeltdeny wurden identische 90 kDa-
Banden fur des ungespalten#-Minikonstrukt erhalten, d. h. das wip-Minikonstrukt
enthielt nur mannosereiche Oligosaccharide. Vonpdentereinheit lagen Formen unter-
schiedlicher Glykosylierung mit und ohne komplex&figosacchariden vor, da nach
Endo H-Verdau der Lysate von Zellen, die dasuftMinikonstrukt exprimierten, mehrere
Banden auftraten. Wenn Extrakte von Zellen, die Migante R925A exprimierten, mit
PNGase F behandelt wurden, war die gleiche 90 k&adB nachweisbar, wie flr das
deglykosylierte wit/pB-Minikonstrukt. Nach Endo H-Verdau waren zwei Bamdgchtbar,
eines der zwei Polypeptide wies das gleiche elpkircetische Laufverhalten auf wie das
durch PNGase F deglykosylierte/p-Minikonstrukt. Das andere Polypeptid enthielt
komplexe Oligosaccharide, die durch Endo H nictdpgéen werden konnten (Abbildung
4.22).
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Abbildung 4.22: Analyse der N-Glykosylierung des verwendetena/p-Minikonstruktes (wt) und der
R925A-Mutante. Lysate von BHK-Zellen, die mit dem wip-Minikostrukt oder der R925A-Mutante
transfiziert waren, wurden mit oder ohne PNGaseW. iEndo H behandelt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt

und durch ant-UE Westernblot analysiert.

Die Experimente zeigten, dass das ungespaltengpwvitlinikonstrukt nur mannosereiche
Oligosaccharide enthélt, wahrend die R925A-Mutamieei verschiedene Formen mit

mannosereichen und komplexen Oligosacchariden @tfwBaraus kann geschlossen



werden, dass das nicht-spaltbar’f-Minikonstrukt mit der Mutation R925A zum Golgi-

Apparat transportiert wird.

Um zu bestatigen, dass die nicht-spaltbaren Mutairte Golgi-Apparat lokalisiert sind,
wurden Immunfluoreszenzmikroskopien mit der Muta®825A durchgefihrt. Trans-
fizierte Zellen wurden mit den Antikorpern aftUE, anti PDI bzw. anti GM130 inkubiert.
Es zeigte sich, dass die Mutante R925A wie auchulbkength o/p-Vorstufenprotein und
das wto/B-Minikostrukt (Vgl. 4.2.1 und 4.2.2) in demris-Golgi-Apparat gelangte
(Abbildung 4.23). Eine Colokalisation mit denis-Golgi-Apparat-Marker ist durch die
gelbe Farbung verdeutlicht. Es konnte keine Lokél® im ER nachgewiesen werden.

B-UE

GM130

merge

Abbildung 4.23: Lokalisation der nicht-spaltbaren Mutante R925A des a/p-Minikonstruktes. Die
Mutante R925A des/B-Minikonstruktes wurde in BHK-Zellen tUberexprimiedie Zellen auf Glasplattchen
fixiert und mittels Doppelimmunfluoreszenzmikroskomnalysiert. Markiert wurden deis-Golgi-Apparat
mit anti GM130 bzw. das ER mit anti PDI (rot) unié dransfizierte Mutante R925A (ariUE, griin); gelb
zeigt die Colokalisation; der Balken entsprichg.2a.

4.2.4 ldentifizierung der Site-1-Protease

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass AS RI92%7 und K928 essentiell fur die
Spaltung desi/B-Vorstufenproteins sind. Literaturrecherchen zeig@ass diese AS Tell

einer Konsensussequenz sind, die bei verschied@raainen gefunden wurden, die durch
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die im cisymediatGolgi-Apparat lokalisierte Site-1-Protease gespalt werden:
(R/K)X(hydrophob)Z (Z = Leucin, Threonin oder andere, aber nicht WalProlin,
Glutamat, Aspartat, Cystein). Einige Spaltstellegpuemzen sind in Tabelle 4.2 dargestellt
(Elagozet al, 2002).

Tabelle 4.2: Sequenzvergleich de&/p-Vorstufenproteins mit bekannten Substraten der Sie-1-Protease.
Aufgefuhrt sind ausgewéhlte Substrate der Sitedte@dse und deren Spaltstellensequenzen. In deeretz
Zeile ist die Sequenz der Spaltstelle dég-Vorstufenproteins aufgefihriVichtige AS der Konsensus-

sequenez sind in fett dargestellt.

Vorstufenprotein Sequenz der Spaltstelle
Humane pro-S1P P8 P6 P4 P2 P1 PL P2 P4 P&’ Pg’
Stelle B R KV FRSLK|Y AESDUPTV
Stelle B’ VT PQRKVF|]R S LKYATE S
Stelle C R HS SRRLL |RAI P RQVA
Humane pro-BDNF KA G SRGLT | S L ADTF E H
Humane SREBP-2 S GS GRSVL| S F ES G S GG
Humane SREBP-1a HS P GR NV L | G T ES RDGFP
Humane ATF6 AN QRRHLL | G F S A KEARQ
Lassa Virus Glykoprotein l YI S RRLL | GTFTWTL S
o/p-Vorstufenprotein K NTGRQLK | DTFAD S LR

Abkirzungen: ATF6 =activating transcription factor-6Pro-BDNF =pro-brain-derived neurotropidactor;
S1P = Site-1-Protease; SREBRsterol regulatory element-binding protelrReferenzen: Lenet al, 2001;
Seidahet al, 1999; Touréet al, 2000; Yeet al, 2000b.

42.4.1 Knock-down der Site-1-Protease mittels siRNA

Die Site-1-Protease wird voMBTPS1Gen kodiert (Seidabt al, 1999) und ist in Mensch,
Hund, Kuh, Maus, Hamster, Ratte, Zebrafisch, Filiege und weiteren Spezies bis hin zu
Pflanzen konserviert. Um zu untersuchen, ob die-S5iProtease fur die proteolytische
Spaltung desi/p-Vorstufenproteins verantwortlich ist, wurde die NREXxpression von
MBTPS1in Hela-Zellen siRNA-vermittelt herunterreguliebazu wurden die Zellen mit
Kontroll-siRNA oder MBTPS1siRNA transfiziert. Nach 48 h wurde ein zweites IMa
transfiziert und nach weiteren 48 h RNA fur ReaitfiCR-Analysen isoliert (Abbildung
4.21 A). Die MBTPS1Expression verringerte sich durch siRNA-Transfaktiauf etwa
10 % der Transkriptmenge von Kontroll-siRNA-behdtete Zellen (Abbildung 4.24 B).
Die Expression der Site-1-Protease auf Proteinekenate nicht gezeigt werden, da kein
Antikdrper gegen das Protein erhéltlich ist.



Um zu Uberprufen, ob dag/p-Minikonstrukt in denMBTPSZtherunterregulierten Hela-
Zellen gespalten wird, wurden die Zellen 24 h ndehzweiten siRNA-Transfektion mit der
cDNA deso/p-Minikonstruktes transfiziert (Abbildung 4.24 An Hela-Zellen, die mit der
Kontroll-siRNA transfiziert wurden, konnte hauptelich die gespalteng-Untereinheit und
nur im geringen Mald das/B-Vorstufenprotein im Westernblot nachgewiesen werde
(Abbildung 4.24 C). InMBTPSZtherunterregulierten Hela-Zellen konnte dagegemekei
proteolytische Spaltung de£3-Minikonstruktes beobachtet werden.

Diese Daten lieferten den ersten Hinweis, dass Siie-1-Protease tatséachlich fur die
Spaltung des/p-Vorstufenproteins verantwortlich ist.
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Abbildung 4.24: Analyse der Spaltung des/p-Minikonstruktes in MBTPS1-siRNA transfizierten Hela-
Zellen. (A) Transfektionsschema des durchgefiihrten Experimeleisi-Zellen wurden zweimal mit Kontroll-
bzw. MBTPS1siRNA (0, 48 h) und nach weiteren 24 h mit desfi-Minikonstrukt transfiziert.(B) Die
MRNA-Expression votMBTPS1in Kontroll- oderMBTPS1siRNA transfizierten Hela-Zellen wurde mittels
Realtime-PCR als Dreifachwert bestimmt. Eine Norsialung erfolgte auf die mRNA-Expression von
B-Aktin. Das Diagramm zeigt den Mittelwert + Standi@bweichung aus sechs unabhangigen RNA-
Isolationen. Die Expression der Kontroll-siRNA-tsfimierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt (***0,005).

(C) SDS-PAGE und anschlieBende ghtlE Westernblot-Analyse von Extrakten aus Helaetelldie mit
Kontroll- bzw. MBTPS1siRNA behandelt und anschlieend mit defitMinikonstrukt transfiziert wurden.
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4.2.4.2 Untersuchungen an Site-1-Protease-defizienten Zetie

Von Dr. J. L. Goldstein (Texas, USA) wurden Sit@btease-defiziente CHO-Zellen zur
Verfiigung gestellt (im folgenden SRD-12B genanim).diesen Zellen ist die Site-1-
Protease-vermittelte Regulation des Lipidstoffwethgestort (Rawsont al, 1998). Das
ist auf die Spaltung der Transkriptionsfaktoren 8BRELa, 1c und 2 durch die Site-1-
Protease zurtckzufihren (Brown & Goldstein, 19®@her sind SRD-12B-Zellen auf die
Supplementation von Cholesterol, Mevalonat und Cdegewiesen. Weiterhin missen die
Zellen wochentlich selektioniert werden, da keir@ne Kultur von Site-1-Protease-
defizienten Zellen vorliegt. Site-1-Protease-haltifellen haben einen Wachstumsvorteil
gegenuber den Site-1-Protease-defizienten Zelermass ohne regelméRige Selektion die

Site-1-Protease-defizienten Zellen verdrangt wildezhe 2.2.2.4).

SRD-12B-Zellen wurden mittels Realtime-PCR auf déwhandensein vorMBTPS1
MRNA untersucht. Der mRNA-Gehalt vdBTPS1betrug nur 1 bis 8 % im Vergleich zu
CHO-7-Zellen (Abbildung 4.25 A).

SRD-12B- und CHO-7-Zellen wurden mit der cDNA deso3-Minikonstruktes bzw. mit
der nicht spaltbaren R925A-Mutante transfiziert el Lysate im Westernblot analysiert
(Abbildung 4.25 B). Das wi/pB-Minikonstrukt, jedoch nicht die Mutante R925A, wlarin
CHO-7-Zellen zur reiferg-Untereinheit gespalten (Vgl. 4.2.3.3). Wenn SRIB-EZ2llen
mit der cDNA desa/pB-Minikonstruktes transfiziert wurden, konnte keiS@altung des
a/B-Minikonstruktes beobachtet werden. Dies bestédigt knock-dowrExperimente in
Hela-Zellen (4.2.3.4). Auch bei diesem Experimesinkes zu einer zusatzlichen Bande fir
das a/pB-Minikonstrukt bei 120 kDa, wenn dasp-Minikonstrukt aufgrund der fehlenden
Proteaseaktivitat oder der Mutation nicht gespalterden konnte (Abbildung 4.25 B, Vgl.
4.2.3.4).
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Abbildung 4.25: Analyse der Spaltung desu/B-Minikonstruktes in Site-1-Protease-defizienten Zéén.
(A) Die Genexpression voMBTPS1in CHO-7 und SRD-12B-Zellen wurde mittels RealiP€R als
Dreifachwert bestimmt. Eine Normalisierung erfolgtef die mRNA-Expression vasrAktin. Das Diagramm
zeigt den Mittelwert + Standardabweichung aus dreibhéngigen RNA-Isolationen. Die relativiBBTPS1
Expression in CHO-7-Zellen wurde gleich 1 geset#t |p < 0,005). (B) Transfektion des wi/B-Mini-
konstruktes und der R925A-Mutante in CHO-7- und SRIB-Zellen, anschlieBende Auftrennung der Zell-
extrakte mittels SDS-PAGE und arfiiUE Westernblot-Analyse. Als weitere Kontrollen mtien nicht-
transfizierte Zellen.

In einem zweiten experimentellen Ansatz sollte duRe-Expression der humanen Site-1-
Protease (mit C-termialem c-Myag) die Fahigkeit zur Proteolyse de$-Minikonstruktes
wieder hergestellt werderRéscug In SRD-12B-Zellen, die mit dem/p-Minikonstrukt
transfiziert wurden, konnte nur dasp-Vorstufenprotein detektiert werden (Abbildung
4.26 A). In Zellen, die zusatzlich mit der cDNA d8s#e-1-Protease transfiziert wurde,
erfolgte dagegen die vollstandige Spaltung dsVorstufenproteins zur reifefi-Unter-
einheit. Um zu zeigen, dass die Site-1-Proteassgeeich transfiziert wurde, wurde der
gleiche Blot mit einem c-Myc-Antikorper inkubierie Site-1-Protease wird als Prépro-
protein gebildet. Die Signalsequenz wird im ER emf Es entsteht ein 128 kDa
Proprotein, welches durch autokatalytische Spaltunginer 113 kDa (Spaltung an B/B’)
und einer 106 kDa Form (Spaltung an C) aktivierdwPullikotil et al, 2004; Seidalet al,
1999) (Abbildung 4.26 B). Die Site-1-Protease kennttransfizierten SRD-12B-Zellen als
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eine starke ca. 128 kDa immunreaktive Bande und galevacheren Banden von 106 und
113 kDa detektiert werden (Abbildung 4.26 A).
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Abbildung 4.26: Analyse der Spaltung des/p-Minikonstruktes in SRD-12B-Zellen nach Cotransfekion
mit der Site-1-Protease-cDNA. (A) SRD-12B-Zellen wurden entweder mit der cDNA de&$-Mini-
konstruktes allein, oder mit der cDNA der Site-btease (C-terminal an ein c-Myc fusioniert) cotfemsrt.
Die Zelllysate wurden anschlieBend mittels SDS-PAg&i#getrennt und durch afiUE- und anti c-Myc-
Westernblot analysier{B) Schematische Darstellung der Doméanenstruktur derlSProtease. Diese enthalt
ein Signalpeptid, eine Prodoméane, die an den &tdIB’ und C' autokatalytisch gespalten wird, une di
Protease zu aktivieren. Die katalytische Doman8 @othalt vier fur die Aktivitdt essentielle Amis@uren.

Ein Teil des Proteins wird autokatalytisch kurz der Transmembrandoméne gespalt&me@dding

Dieses Experiment bestatigt, dass die Site-1-Psetéar die proteolytische Spaltung des
a/B-Vorstufenproteins der GIcNAc-1-Phosphotransfersgantwortlich ist.

4.2.5 Strukturelle Analyse der proteolytischen Spaltung @s ao/p-Vor-
stufenproteins

Im Folgenden wurde Uberprift, ob di-Glykane derp-Untereinheit wichtig fur die
Spaltung bzw. die Erkennung durch die Site-1-Pe#esand. Grund dafur war, dass fiur das
Lassa-Virus-Glykoprotein GP-C und fir den Trangkomsfaktor CREB-HN-Glykane
wichtig fur die Prozessierung durch die Site-1-Past sind (Chaat al, 2010; Eichleret



al., 2006). Dazu wurden die drei potentiell®rGlykosylierungsstellen de¥-Untereinheit
(N1109, N1056, N1129) (Abbildung 4.27 A) imdB-Minikonstrukt einzeln mittels orts-
spezifischer Mutagenese durch Glutamin substituieré Konstrukte wurden in BHK-
Zellen transfiziert, die Lysate mit oder ohne PN&Bsbehandelt und im Westernblot
analysiert. Die Expression der mutierten Konstruidar wesentlich geringer als die
Expression des wit/B-Minikonstruktes, was auf Instabilitdt der Konstieikhinweist. Alle
drei mutanten Konstrukte zeigten die erwartete Riedung der molaren Masse, die nach
PNGase F-Behandlung das gleiche elektrophoretidchgfverhalten aufwies wie das
deglykosylierte wti/p-Minikonstrukt. Das zeigt, dass alle diiGlykosylierungsstellen der
B-Untereinheit genutzt werden. Es wurde bei allemd€ukten eine Spaltung zur reifen
B-Untereinheit erhalten. Das heil3t, dass Hig€lykane derp-Untereinheit nicht von
Bedeutung fur die Erkennung durch die Site-1-Ps#esand (Abbildung 4.27 B).
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Abbildung 4.27: Ortsspezifische Mutagenese der dreipotentiellen N-Glykosylierungsstellen der
B-Untereinheit und Analyse der Spaltung. (A)Schematische Darstellung de$-Minikonstruktes und der
dreiN-Glykosylierungsstellen dg-Untereinheit(B) BHK-Zellen wurden mit dem wa/B-Minikonstrukt oder
den N-Glykosylierungsmutanten (N1009Q, N1056Q und N11p@@nsfiziert. Die Zellextrakte wurden mit
oder ohne PNGase F behandelt, mittels SDS-PAGEeaefint und im anfi-UE-Westernblot analysiert.

4.2.6 Funktionelle Analyse der proteolytischen Spaltung ds a/p-Vor-

stufenproteins

Die a- und B-Untereinheiten der GlcNAc-1-Phosphotransferasbadtein das katalytische
Zentrum zur Generierung von M6P-Resten an lysosemBhzymen (Vgl. 1.4) (Kudet
al., 2005). AuRerdem wurde beschrieben, dass dierfdbal&paltung dea/p-Vorstufen-
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proteins einen Aktivitatsverlust der GIcNAc-1-Phbspransferase hervorruft (Kudo &
Canfield, 2006). An Site-1-Protease-defizienten SRB-Zellen sollte dieser Aspekt

untersucht werden.

4.2.6.1 Bildung von M6P-Resten

Der Funktionsverlust der GIcNAc-1-Phosphotranster&snn indirekt mit Hilfe eines
single chainAntikorpers, der spezifisch gegen M6P-Reste gesichst (scFv M6P-1;
Abbildung 4.28 A), im Westernblot dargestellt warddiller-Loennieset al, 2010). Als
Kontrollen dienten Lysate von embryonalen Mausfitasten (MEF) von wt und ML II
knock in(ki)-Mausen, die keine M6P-Reste generieren konivgh. 1.4.2). ML II- Mause
haben einen Defekt im/p-Vorstufenprotein, das zu einem Funktionsverlust@leNAc-1-
Phosphotransferase und einem Mukolipidose (MLhié&hem Phénotyp fihrt (Kollmann
et al, 2010). Im Vergleich zu MEF von wt-Mausen konnkemme M6P-haltigen Proteine in
den MEF von ki-Mausen detektiert werden (Abbild4ng3 B).

M6P scEv \j anti c-myc (Maus) & A K3
-——C-MyC e & ((\l- o o
< O/

N\
\/4ti Maus-HRP :22—
"\. 100
SV g -

\\\\‘ Y./ 4 55—

lysosomales

Protein It 40

/S
|
n

351

—& Zuckerkette / 254

© M6P-Rest

Abbildung 4.28: Analyse der Bildung von M6P-Resteran lysosomalen Enzymen in SRD-12B-Zellen.
(A) Schematische Darstellung der Detektion von M6P-desFunichst bindet dasngle chainFragment
scFv M6P-1, das einen c-Myag besitzt, an M6P-Reste. An den c-Mtag bindet ein in Maus generierter
anti c-Myc Antikérper, den schlieBlich anti Maus-Pigekoppelte Antikérper binden kénngB) Kultivierte
MEFs von Wildtyp (wt)- undknock in(ki)-Mausen (zur Verfigung gestellt von Dr. K. Kothnn, UKE),
CHO-7- und SRD-12B-Zellen wurden fur drei Tage ikigtrt. Die Lysate (50 pg Protein) mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und M6P-haltige Proteine durch scFv NMl6Resternblot detektiert.



In den Lysaten von CHO-7-Zellen konnten ebenfallse eVielzahl von M6P-haltigen
Proteinen mit molaren Massen zwischen 25 und 158 kBchgewiesen werden. Es fiel
aulBerdem auf, dass das Muster und die IntensitéfM@e-haltigen Proteine in MEF von
gesunden wt-Méausen sich von dem der CHO-7-Zellgerscheiden. In Site-1-Protease
defizienten SRD-12B-Zellen war die Intersitat de6Rhaltigen Polypeptide wesentlich
schwacher (Abbildung 4.28 B). Dieses Experimengtzaedass die fehlende Spaltung des
a/B-Vorstufenproteins in Site-1-Protease-defizient®DSL2B-Zellen zum Funktionsverlust
der GIcNAc-1-Phosphotransferase und folglich zieewerminderten Bildung von M6P-

Resten an Proteinen fihrt.

4.2.6.2 Sortierung lysosomaler Enzyme

Die gestorte M6P-Bildung fihrt in Patienten und Mausmodell mit Defekten in der
GIcNAc-1-Phosphotransferase zu einer massiven é#igsing lysososmaler Enzyme
(Kollmannet al, 2010; Tiedeet al, 2005b).

Um die Auswirkung der fehlenden Spaltung dé’Vorstufenproteins auf die Sortierung
lysosomaler Enzyme zu untersuchen, wurden die A#ten verschiedener lysosomaler
Enzyme in Lysaten und konditionierten Medien vonDSRB- und CHO-7-Zellen

gemessen.
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Abbildung 4.29: Enzymaktivitdten lysosomaler Enzymein CHO-7- und Site-1-Protease-defizienten
SRD-12B-Zellen.CHO-7- und SRD-12B-Zellen wurden fiir 48 h in OptiM& | konditioniert. AnschlieBend
wurden die spezifischen Enzymaktivitdten von vigsosomalen Enzymerf}-Hexosaminidase BfHex),
B-Galaktosidasep¢Gal), a-Mannosidaseo-Man) unda-Fukosidased-Fuk) in Zelllysaten (mU/mg; A) und in
konditionierten Medien (mU/48 h/mg Zellprotein; @@messen. Die spezifischen Enzymaktivitaten in GHO-
Zellen bzw. in konditionierten Medien von CHO-7-éel wurden 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwette

Standardabweichung aus finf unabhangigen Messungerr nicht signifikant, *** p< 0,005).
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Die lysosomalen Enzym@Hexosaminidase({Hex), B-Galaktosidasep¢Gal), a-Mannosi-
dase ¢-Man) unda-Fukosidase o-Fuk) wurden untersucht. Die spezifischen Aktiatit
der B-Hex, B-Gal unda-Fuk waren in den Zelllysaten signifikant reduziébbildung
4.29 A). Furo-Man wurde keine signifikante Reduktion der Enzymatét in SRD-12B-
Zellen festgestellt. In den Medien von SRD-12B-@ellwaren die Aktivitaten der vier
untersuchten Enzyme im Vergleich zu Medien von CHRellen 6 bis 10-fach erhdht
(Abbildung 4.29 B).

Fur alle vier untersuchten lysosomalen Enzyme komme Fehlsortierung in SRD-12B-
Zellen festgestellt werden, in deren Folge dieZighz des Transportes zu den Lysosomen
gesenkt wird. Dies ist verbunden mit einer Hypersgén der lysosomalen Enzyme ins

Medium.

Ein wesentlich sensitiverer experimenteller Ansatn, die Fehlsortierung von lysosomalen
Enzymen darzustellen, sindulse-Chasdxperimente, bei denen der Transport und die
Prozessierung einer definierten Population neugyisibrter Proteine nach Markierung mit
[*°S]-Methionin untersucht wird.

Als Beispielprotein wurde die lysosomale Proteasgh€psin Z ausgewahlt. Cathepsin Z
wird im ER als Préproprotein synthetisiert, die toyghobe Signalsequenz wird abgespalten
und Procathepsin Z freigesetzt. Das Propeptid voocdhepsin Z ist mit dem aktiven
Zentrum Uber eine Disulfidbricke verknipft. Es wicdtranslational an zwei Stellen
N-glykosyliert und anschlieRend mit M6P-Resten Veese die den rezeptorvermittelten
Transport zum Lysosom bewirken. Das Propeptid wiedth Transport zum Lysosom
abgespalten und die enzymatisch reife Form wirdldeta(Appenzeller-Herzogt al, 2005)
(Abbildung 4.30 A).

CHO-7- und SRD-12B-Zellen wurden mit°$]-Methionin fiir eine Stunde metabolisch
markiert Pulsg und danach entweder geerntet oder fur funf Stumadeicht-radioaktivem
Medium inkubiert Chasg. Anschlie3end wurde Cathepsin Z aus den Zeldkysaind den
ChaseMedien immunprazipitiert und mittels SDS-PAGE ufRtlorographie analysiert
(Abbildung 4.30 B).

Nach demPulsewurden aus den Lysaten von CHO-7- und SRD-12B-Aedlisva gleiche
Mengen der 38 kDa-Vorstufe von Cathepsin Z préggit Innerhalb der fiinf Stunden
Chase erfolgte die Prozessierung zur 36 kDa reifen, vakti Form. Ein Teil des neu-

synthetisierten Cathepsin Z (28 %) entgeht deri&arig im Golgi-Apparat und wird



stattdessen sezerniert und ist im Medium wiedendefn. In den Site-1-Protease-defizienten
SRD-12B-Zellen lagen nach funf Stund@maseweniger reife Form in den Zellen vor,
stattdessen wurde mehr Cathepsin Z aus der Zelerrsert (72 %). Die sezernierten
Cathepsin Z-Formen bei SRD-12B-Zellen wiesen awd$erdine grél3ere molare Masse auf
als die sezernierte Form in CHO-7-Zellen. Diesast eine veranderte Oligosaccharid-
prozessierung zuruckzufihren, da die gestorte MiidR+#Bg zur Bildung von komplexen
N-Glykanen fuhrt (Hasilik & von Figura, 1981).
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Abbildung 4.30: Sortierung und Prozessierung von Cdepsin Z in CHO-7- und Site-1-Protease-
defizienten SRD-12B-Zellen(A) Schematische Darstellung von Cathepsin Z mit $gmid, Propeptid und
aktiver Proteasedomaéne, die zWeGlykosylierungsstellen enthdfB) CHO-7 und SRD-12B-Zellen wurden
1 h mit F°S]-Methionin markiert Puls@ und anschlieBend geerntet (Zeitpunkt 0 h) odér réit nicht-
radioaktivem Medium inkubiertGhasg. Cathepsin Z wurde aus den Zelllysaten @ithseMedien immun-
prazipitiert und durch SDS-PAGE und Fluorographralgsiert. Unter der Abbildung ist der Anteil an
sezerniertem Cathepsin Z angegeben, der durchtdemwdiische Auswertung des Rontgenfilms bestimmt
wurde.

Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse, daS#adie-Protease fur die Spaltung des
a/B-Vorstufenproteins der GIcNAc-1-Phosphotransferasantwortlich ist. In Abwesenheit
der Site-1-Protease ist die Generierung von M6ReRedurch die GIcNAc-1-Phospho-
transferase inhibiert, da das ungespalterp-Vorstufenprotein nicht aktiv ist. Die
resultierende Fehlsortierung multipler lysosom&arzyme entspricht dem Phanotyp einer
Mukolipidose II.
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S5 DISKUSSION

Die GIcNAc-1-Phosphotransferase ist verantwortlich die Bildung von M6P-Resten an
lysosomalen Enzymen, die essentiell fur den Tranmsjgy Enzyme zum Lysosom sind. Die
Bildung von M6P-Resten an lysosomalen Enzymentstallen wichtigen Schritt in der
Biogenese von Lysosomen dar. Defektediff-Vorstufenprotein des GIcNAc-1-Phospho-
transferase-Komplexes filhren zur schweren lysosamabpeichererkrankung Muko-
lipidose Il. Aufgrund der Fehlsortierung vieler dgopmaler Enzyme kommt es zur
Akkumulation von Speichermaterial und damit zu sialen Abnormalitdten, psycho-
motorischer Retardierung und kardiorespiratorisckemplikationen, die zu einem frih-
zeitigen Tod der Patienten fuhren (Kornfeld & S1901).

Ziel dieser Arbeit war, das/p-Vorstufenprotein der GIcNAc-1-Phosphotransferasd u
dessen Modulstruktur zu analysieren. DdB-Vorstufenprotein enthélt das katalytische
Zentrum des Komplexes und weiterhin die Bindundiestel. fuir den Phosphatdonor
UDP-GIcNAc, 2. fur lysosomale Enzyme und 3. fir masereiche Oligosaccharide an
lysosomalen Enzymen (Braullet al, 2008; Kudoet al, 2005; Tiedeet al, 2005b). Die
Spaltung des/B-Vorstufenproteins in die- undp-Untereinheit stellt dabei einen wichtigen
Schritt zur Aktivierung des Enzymkomplexes dar. &alstand die ldentifizierung der
Protease im Vordergrund dieser Arbeit. Weiterhirrden die Bindung von UDP-GIcNAc

und posttranslationale Modifikationen dgg-Vorstufenproteins untersucht.

5.1 Bindung von UDP-GIcNAc an den N-terminalen Bereichdes
a/p-Vorstufenproteins

Aus Sequenzanalysen ist bekannt, dass die Regmujal AS 60 - 430 des/p-Vorstufen-
proteins umfasst, Ahnlichkeiten zu dem N-terminaleil von Kapselbiosyntheseproteinen
aufweist (Tiedeet al, 2005b). Diese Proteine binden UDP-GIcNAc (Tzenal, 2003).
Daher wird angenommen, dass die N-terminale Redesu/p-Vorstufenproteins fur die
Bindung von UDP-GIcNAc verantwortlich ist, das d&ubstrat der enzymatischen
GlcNAc-1-Phosphotransferase-Reaktion darstellt. Esnnte gezeigt werden, dass
Konstrukte, die nur die N-terminale Region dé3\Vorstufenprotein enthalten, &eactive
Greenl9-Agarose binden (Abbildung 4.8 eactive Greerl9-Agarose ist dafir bekannt an

Nukleotid-bindende Proteine zu assoziieren (St&887). Die eingefiigte sdugerspezifische



Domane (AS 102 - 324) war dabei fur die Bindundraactive Greerl9-Agarose nicht von
Bedeutung. Diese Experimente gaben einen erstemdiindass diese Domane tatsachlich
fur die Bindung an UDP-GIcNAc verantwortlich ist.

Eine Bindung der N-terminalen Domane detJntereinheit an Affigel 10-gekoppeltes
UDP-Hexanolamin konnte nicht nachgewiesen werddabildung 4.10). Der Nachweis der
Bindung der gesamten GIcNAc-1-Phosphotransferase@B-Hexanolamireadsschlug
aber auch bei anderen Arbeitsgruppen fehl (Baal, 1996a). Es konnte jedoch eine
schwache Bindung der N-terminalen Konstrukte 43®GEnd 430-GFP an 147]-
markiertes BSA-gekoppeltes UDP-Hexanolamin nachgsevi werden (Abbildung 4.11).
Die Bindung beider Konstrukte an®jl]-markiertes BSA-gekoppeltes UDP-Hexanolamin
wurde durch Zugabe von UDP-GIcNAc inhibiert, was @pezifitdt der Bindung belegt.
Jedoch waren die Bedingungen fiur die Bindung nagtimal, da nur eine sehr geringe
Menge des fA]-markiertes BSA-gekoppeltes UDP-Hexanolamins getan wurde. Die
fehlende Bindung an UDP-Hexanolamin-Agarose bzwe dichwache Bindung an
[**I]-markiertes BSA-gekoppeltes UDP-Hexanolamin kannmoglicherweise dadurch
erklart werden, dass nicht nur das UDP an die Bigdstelle der GIcNAc-1-Phospho-
transferase bindet, sondern auch der GIcNAc-Zucitelaeine wichtige Rolle fur die
Bindung des UDP-GIcNAc spielt. Die Bindung an UDEDP- und GDP-Hexanolamin
konnte fur verschiedene Glykosyltransferasen naslegen und fir deren Reinigung
eingesetzt werden (Sadlet al, 1981). Glykosyltransferasen tUbertragen im Gedermsa
GIcNAc-1-Phosphotransferase nur den Zucker undtr@cken Zuckerphosphatrest. Daher
ist anzunehmen, dass der Reaktionsmechanismusuahddée Erkennung des aktivierten
Zuckers in Glykosyltransferasen und der GIcNAc-b$ihotransferase nach verschiedenen
Mechanismen erfolgen.

Die Bindung von UDP-GIcNAc muss durch weitere Expente bestatigt werden. Eine
Maglichkeit besteht darin, die Domé&ne mdglichstladiche Form, in grél3eren Mengen zu
reinigen und das gereinigte ProteinSaturation Transfer Differenc(STD)-NMR-Studien
einzusetzen. Diese Technik wurde z.B. zur Charskteung der Bindung von
UDP-GIcNAc an die UDP-GIcNAc-2-Epimerase/N-Acetyim@samin-Kinase eingesetzt
(Benie et al, 2004; Blumeet al, 2004). Weiterhin sollte die Bindung der N-termem
Kaspelbiosyntheseprotein-dhnlichen Doméane (ASBIL; AS 325 - 430) und einzelner AS

der Region flr die Funktion aufgrund bekannterdPdénmutationen untersucht werden. Es
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sind zahlreiche Punktmutationen in diesem Genalitschoekannt, die zur ML II-
Erkrankung fuhren (W81L, R334L, R334Q, 1348L, F374399F, 1403T und D407A)
(Bargalet al, 2006; Cathet al, 2010; Encarnacaet al, 2009; Otomeet al, 2009; Tiede
et al, 2005a). Durch diese Mutationen kdnnte die Binduleg Phosphatdonors UDP-
GIcNAc verhindert oder beeintrachtigt sein und zunktionsverlust der GIcNAc-1-
Phosphotransferase fuhren. Fir die Bindungsstusiditen daher Konstrukte mit diesen

Mutationen einbezogen werden.

5.2 ldentifizierung der Protease

Die Protease, die dag/p-Vorstufenprotein zu den reifem- und p-Untereinheiten der
GIcNAc-1-Phosphotransferase spaltet, konnte in edieArbeit identifiziert werden.
Mutationsanalysen und Sequenzvergleiche mit bekani8paltsequenzen lieferten die
ersten Hinweise, dass da#B-Vorstufenprotein von der Site-1-Protease gespaited
(Abbildung 4.21; Tabelle 4.2). Sowohl die GlcNAdhosphotransferase als auch die
Site-1-Protease sind igis/medialGolgi-Apparat lokalisiert (Abbildung 4.19). DieRINA-
vermittelte Downregulation (Abbildung 4.24) und Untersuchungen an Site-1-daee-
defizienten Zellen (Abbildung 4.25, 4.26) bestadigtdie Spaltung des/p-Vorstufen-

proteins durch die Site-1-Protease.

Die Site-1-Protease, auch Subtilisin-Keksin-lsoemzgenannt, gehort zur Familie der
Proprotein-Convertasen und aktiviert sich selbstclduautokatalytische Entfernung der
Prodomane (Tourét al, 2000). Sie wurde gleichzeitig von Goldstein urrdvin (Sakaiet

al.,, 1998) und Seidah (Seidagt al, 1999) entdeckt. Die Site-1-Protease spielt eine
essentielle Rolle in der Regulation des Lipidmelisbmus und der Cholesterolhoméostase
durch die Spaltung der Transkriptionsfaktomgerol regulatory element binding proteins
SREBP-1la, SREBP-1c und SREBP-2. SREBPs werden 128 kba Vorstufenproteine
synthetisiert. Sie enthalten wie die GIcNAc-1-Phugpansferase zwei Transmembran-
domé&nen, die aber nur durch eine kurze luminaldeBehvon ~30 AS getrennt sind, eine
zytosolische N-terminale Transkriptionsfaktordoméamed eine zytosolische C-terminale
Regulationsdoméane. SREBP-Vorstufenproteine sindlen ER-Membran lokalisiert und
assoziieren dort mit einem weiteren ER-MembranpmptSREBP cleavage-activating
protein (SCAP). Die N-terminale Doméane von SCAP hat aglan$membrandomanen, die

eine mit Sterolen interagierendierol-sensingpoméne enthalten. Die C-terminale Doméne



bindet an die C-terminale regulatorische Domane @&EPB-Vorstufenproteinen. Bei
einem intrazellularen Mangel an Sterolen (z. B. I€sterol) wird der SCAP/SREBP-
Komplex vom ER zum Golgi-Apparat transportiert (Vjaat al, 1994). SCAP bindet dabei
Uber eine Sequenz (MELADL) in der dritten zytosthien Schleife an Sec24, einer
Komponente des Sarl/Sec23/Sec24-Komplexes von GfBHProteinen. Die SCAP/
SREBP-Komplexe werden in COPIl-umhillte Vesikel pagkt und zum Golgi-Apparat
transportiert (Abbildung 5.1 A). Bei einer hohenrigentration von Sterolen, bindet SCAP
an Insig, einem ER-Retentionsprotein. Sterole binale Insig oder an SCAP, wodurch die
Konformation von SCAP so verandert wird, dass diedBng von SCAP an Sec24 und
somit der Transport zum Golgi-Apparat verhinderrdwv{Abbildung 5.1 B) (Brown &
Goldstein, 2009).
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Abbildung 5.1: Mechanismus des sterolabhangigen Tresports von SREBPs zum Golgi-Apparat.
(A) Herrscht ein Mangel an Sterolen, wird SREBP zusammit SCAP COPIl-abhéngig zum Golgi-Apparat
transportiert, wo sie durch S1P und S2P prozessiertlen.(B) Bei einem Uberschuss an Sterolen wird
SREBP im ER zuriickgehalten. Das geschieht UbeBufidung des SCAP/SREBP-Komplexes an das ER-
Retensionsprotein Insig. (S1P = Site-1-Proteask,=S3ite-2-Protease, SREsterol regulatory elemeht

Der Transportmechanismus, Uber den die GIcNAc-I1sphatransferase zum Golgi-
Apparat transportiert wird, ist bisher nicht bekan®b dasao/p-Vorstufenprotein der
GIcNAc-1-Phosphotransferase Sterol- bzw. SCAP-afpigarzum Golgi-Apparat trans-
portiert wird, kann zuné&chst durch siRNA-vermiteownregulationvon SCAP unter-
sucht werden. Weiterhin konnte ein moglicher stdybingiger Transport desp-Vor-
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stufenproteins durch Erhéhung von Sterolen (z. Bgabe von 25-Hydroxycholesterol/
Cholesterol und LDL zum Kulturmedium) oder Erniggmg von Sterolen (z. B. Austausch
von FKS im Kulturmedium durch lipoproteinfreies Ger) untersucht werden.

Nach dem Erreichen des Golgi-Apparates werden BEBF-Vorstufenproteine zunachst
durch die Site-1-Protease nach einer spezifischarnindsduresequenz RXL\Vin der
luminalen Schleife qite-1) gespalten (Sakaet al, 1998). Der verbleibende, membran-
gebundene N-terminale Teil wird durch einen zweif@oteolytischen Schritt an dsite-2
durch die Site-2-Protease von der Membran des ggarates abgelost (Dunca al,
1998; Rawsoret al, 1997). Dieser aktive N-terminale Teil des SREB#rk nun in den
Zellkern gelangen und die Transkription von Uberr8BNAs aktivieren. Diese mRNAs
kodieren fur Enzyme, die an der Biosynthese undnaline von Cholesterol und unge-
sattigten Fettsauren beteiligt sind (z. B. AcetglAcSynthetase, Fettsduresynthetase,
Hydroxymethyl-Glutaryl-Coenzym A-Synthase, MevalbKaase), sowie fur den LDL-
Rezeptor. Die sterolabhéngige proteolytische Spgltader SREBP-Vorstufenproteine
resultiert somit in einer Steigerung der LDL-Repeptermittelten Cholesterolaufnahme in
die Zelle und in einer Steigerung der Fettsaured @iolesterolbiosynthese (Rawson,
2003).

Die Site-1-Protease ist auch flr die Spaltung arderoteine von Bedeutung (Abbildung
5.2), wie z. B. der Mitglieder der CREB/ATF-Fami{€REB =cAMP-response element-
binding protein ATF = activating transcription factgr ATF6, LUMAN (CREB3),
OASIS (CREB3L2), CREB-H und CREB-4.

ATF6 spielt eine wichtige Rolle bei denfolded protein respons@ghang & Kaufman,
2008). Unter physiologischen Bedingungen wird esmv&haperon BIP hinding
immunoglobulin proteinim ER gehalten. Eine Akkumulation von ungentugegethlteten
Proteinen im ER fuhrt zu einer ER-Stress-Antwort? Blissoziert vom ATF6-Vorstufen-
protein, was dann zum Golgi-Apparat transportieirdyvwum dort von Site-1- und Site-2-
Protease gespalten zu werden. Die frei werdendesalysche N-terminale Domane wird
zum Zellkern transportiert und aktiviert dort dieamskription bestimmter Zielgene. Damit
wird die Chaperon-Produktion erhdht und der Abban ®roteinen beeinflusst (Yet al,
2000b). Andere Substrate der Site-1-Protease sioENDF (brain-derived neurotrophic
factor) (Seidahet al, 1999) und proSomastatin (Mouchangtf al, 2004). Die Site-1-

Protease spielt auch eine bedeutende Rolle beiPderessierung von Oberflachen-



glykoproteinen von infektiosen Viren, wie dem LaS8ais (Lenz et al, 2001), dem
lymphozytischen Choriomeningitis-Virus (Beyetral, 2003) und dem Krim-Kongo-Fieber-
Virus (Vincentet al, 2003).
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Abbildung 5.2: Auswahl von Substraten der Site-1- nd Site-2-Protease.Angegeben sind bekannte
Substrate der Site-1-Protease (S1P) und deren (Kembopologie. Einige der Substrate werden nach
Spaltung durch die Site-1-Protease ein zweitesddeth die Site-2-Protease (S2P) gespalten.

In Westernblot-Experimenten mit den N-terminalemBioukten 430-GFP und 486GFP,

die die Membran nur einmal durchspannen und dienglighe Site-1-Protease-Spaltstelle

nicht besitzen, fiel auf, dass beide Proteine app2lbande in der SDS-PAGE aufgetrennt
wurden (Abbildung 4.3). Da SREBP-Proteine und aarthere Substrate der Site-1-Protease
durch die Site-2-Protease einem zweiten protealyéis Schritt in einer Membrandoméne

ausgesetzt sind (Vgl. Abbildung 5.2), kann im Augek nicht ausgeschlossen werden,
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dass auch dag/B-Vorstufenprotein nach der Spaltung durch die $#erotease durch die
Site-2-Protease gespalten wird. fatl length a/p-Vorstufenprotein wéare der Mobilitatsshift
im Westernblot nach einer zweiten proteolytischealtsing, die eventuell zur Verkirzung
von etwa 20 AS fuhren wurde, nicht nachweisbar. Site-2-Protease ist eine hydrophobe
Metalloproteinase, die ein HEXXH-Zink-Bindungsmatiiithélt (Chen & Zhang, 2010). Fur
SREBP-2 liegt diesite2 zwischen L484 und C485 am Ubergang vom N-terlama
zytoplasmatischen Teil zur Transmembrandomane (&uetal, 1998). Bei ATF6 erfolgt
die Spaltung zwischen V379 und C380 (¥tal, 2000b). AuRerdem benétigt es fur die
Erkennung und Spaltung durch die Site-2-ProteasenefAsparagin- und Prolinrest in der
Transmembrandoméane (Y&t al, 2000a; Yeet al, 2000b). Die Spaltung dagp-Vor-
stufenproteins durch die Site-2-Protease ist kelatwahrscheinlich, da die Site-2-Protease
immer nach der Site-1-Protease schneidet und sichGbolgi-Apparat befindet. Die
N-terminalen Konstrukte 430-GFP und 43GFP jedoch verlassen das ER nicht.
AulRerdem gibt es keine Sequenz, die fir Site-2elRe®-Spaltung in Frage kommen wiirde.
Um die Moglichkeit der Spaltung durch die Site-»tease vollstandig auszuschliel3en,
kénnen siRNA-vermittelteknock-dowrExperimente mit anschlieRender Expression der
N-terminalen GFP-Konstrukte bzw. def3-Minikonstruktes und Analyse der Lysate im
Westernblot durchgefihrt werden.

Im katalytischen Zentrum der Site-1-Protease befirgich eine katalytische Triade aus
einem Aspartat-, Histidin- und Serinrest, weshatbzsir Familie der Serinproteasen gezahit
wird. In den hier vorgestellten Experimenten wurdesrschiedene Inhibitoren gegen
Serinproteasen (0,1 mM Leupeptin, 0,2 mM Pefablaod ul mM PMSF) getestet
(Abbildung 4.18), die jedoch zu keiner Reduktiom 8paltung des/pB-Minikonstruktes zur
reifen B-Untereinheit fuhrten. Auch in anderen Arbeiten geei das Screening von
allgemeinen Serinproteaseinhibitoren und speziésdhhibitoren gegen andere Proprotein-
Convertasen keine Inhibierung der Site-1-Proteddes#at (Bodvard et al, 2007). In
einigen Studien wird Pefabloc als Inhibitor dereSitProtease beschrieben (Basdlal,
2004), in anderen Arbeiten wird dagegen gezeigs efabloc nur einen geringen Einfluss
auf die Site-1-Protease-Aktivitat hat (Cheagal, 1999; Elagozet al, 2002). So ist in
UMR-Zellen, einer Osteoblastenzelllinie, eine Migtk®nzentration von 0,1 mM Pefabloc
notwendig, um die Site-1-Protease wirksam zu irdnén (Gorskiet al, 2011; Huffmanet

al., 2007). Obwohl im hier beschriebenen Versuchsanf®2 mM Pefabloc eingesetzt



wurden, kam es zu keiner Verringerung der Spaltéig.wirksamer Inhibitor der Site-1-
Protease ist der allgemeine Serinproteaseinhibidp4-Dichloroisocoumarin (DCI)
beschrieben, der nur eine sehr kurze Halblebensesitzt und zytotoxisch wirkt und daher
nicht bei lebenden Zellen eingesetzt werden kanodyBrd et al, 2007). Spezifische
wirkungsvolle Inhibitoren von Proprotein-Convertasestellen die Prosegmente der
Proteasen dar. Fir die Site-1-Protease sind besodds Praprosegment der Site-1-Protease
mit der Mutation R134E (ppSTP*H und verschiedene mutierte Formen dgsAnti-
trypsins (RRVE®®, RRYL*® RRIL**® gute Inhibitoren (Pullikotilet al, 2004). An
Decanoyl-gekoppelte Chloromethylketon-Peptide widB.z Decanoyl-Arg-Arg-Leu-Leu-
Chloromethylketone (dec-RRLL-cmk), stellen ebesfglute spezifische Inhibitoren fir die
Site-1-Protease dar (Gorslat al, 2011; Pasquatcet al, 2006). Der Einfluss des
Praprosegment ppSTB*F und von dec-RRLL-cmk sollten auch auf die Spalkbirdes
GIcNAc-1-Phosphotransferas@/p-Vorstufenproteins getestet werden. Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass es sich bei der Sitetéad®® um eine eher untypische
Serinprotease handelt, die mit gebrauchlichen, kerarall erhaltlichen Serinprotease-

inhibitoren nicht und nur durch spezielle Inhibéorgehemmt werden kann.

5.2.1 Aktivierung der GIcNAc-1-Phosphotransferase durch 8e-1-
Protease-vermittelte Spaltung

Die a- und B-Untereinheiten der GlcNAc-1-Phosphotransferasbadtein das katalytische
Zentrum zur Generierung von M6P-Resten an lysosem&nzymen. Auf3erdem wurde
beschrieben, dass die fehlende Spaltungufe¥orstufenproteins mit der Inaktivierung der
GlcNAc-1-Phosphotransferase assoziiert ist (KudoCénfield, 2006), was durch die
Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt wurde. Der Gehah M6P-Resten an Proteinen in
Site-1-Protease-defizienten Zellen war im Verglerch Kontrollzellen deutlich verringert
(Abbildung 4.28). Dennoch war ein hoherer GehaltM@P-Resten nachweisbar als in
embryonalen Mausfibroblasten von ML lI-Mausen miteen Defekt imo/B-Vorstufen-

protein, der zum vollstandigen Funktionsverlust @GcNAc-1-Phosphotransferase flhrt
(Kollmann et al, 2010). Das kann darauf zurlckgefuhrt werden, &RB-12B-Zellen

keine reine Kultur von Site-1-Protease-defizien#gllen darstellen. Eine wochentliche
umfangreiche Selektion ist notwendig, um Zellen uten, die die Site-1-Protease
exprimieren (Rawsoret al, 1998). Ein weiterer Grund kann darin liegen, dassh das
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ungespaltene/p-Vorstufenprotein noch eine geringe Restaktivitdsitzt und M6P-Reste

an lysososmale Enzyme anfiigen kann.

Die gestorte M6P-Bildung fihrt in Patienten und Mausmodell mit Defekten in der
GIcNAc-1-Phosphotransferase zu einer massiven é#igsing lysososmaler Enzyme
(Kollmannet al, 2010; Tiedeet al, 2005b). Das wurde auch fur Site-1-Protease-asfiei
Zellen bestatigt (Abbildung 4.29). Die Aktivitatemon vier lysosomalen Enzymen,
B-Hexosaminidasd}-Galaktosidasex-Mannosidase und-Fukosidase waren in SRD-12B-
Zelllysaten erniedrigt und in den konditionierteredifien dieser Zellen 6 - 10-fach erhoht.
Ein wesentlich sensitiverer experimenteller Ansatn, die Fehlsortierung von lysosomalen
Enzymen darzustellen, sindulse-Chasd=xperimente, bei denen der Transport und die
Prozessierung einer definierten Population neugyisibrter Proteine nach Markierung mit
[*°S]-Methionin untersucht wird. Uber ein solchPsilse-Chasdxperiment wurde die
Sortierung und Prozessierung der lysososmalen &®t€athepsin Z untersucht. Diese
wurde von Site-1-Protease-defizienten Zellen vetstégezerniert (Abbildung 4.30).
Weiterhin wurde fir Cathepsin Z eine veranderteamoMasse der sezernierten Form im
Vergleich zu Kontrollzellen beobachtet, das autererandert&-Glykosylierung hinweist.
Da der M6P-Rest nicht gebildet wird, kann nun glesming durcha-Mannosidase und das
Anfligen von weiteren Zuckerresten zur Bildung koempl Zuckerketten mit Auswirkung
auf die elektrophoretische Mobilitat erfolgen. Alshke Veranderungen deN-Glyko-
sylierung und des Laufverhaltens lysosomaler Pmetevurden auch in ML II-Patienten-
zellen beobachtet (Tieds al, 2005b).

Trotz massiver Fehlsortierung war immer noch einiefirdes Cathepsin Z als prozessierte
Form im Lysosom zu finden. Das kann sowohl auf gemischte Kultur der Site-1-
Protease-defizienten Zellen, als auch auf die Rigiigit der GICNAc-1-Phosphotransferase
oder aber auch auf den MG6P-unabhéangigen Transpornt lysosomalen Enzymen
zuruckgefuhrt werden. So werden z. B. Prosaposthdia saure Sphingomyelinase M6P-
unabhangig durch den alternativen Rezeptor Sodilim Lysosom transportiert (Lefrancois
et al, 2003; Ni & Morales, 2006). AulRerdem fungiert LIN2P (lysosomal integral
membrane protein)2als spezifischer Rezeptor fur den Transport gessomalen Enzyms
B-Glukocerebrosidase (Recze#t al, 2007). In vielen Zelltypen von ML IlI-Patienten

wurden normale intrazellulare Enzymaktivitdten gesesm. Diese Daten belegen, dass es



zusatzlich zu M6P-abhéngigen Transport auch ein&fP-Mhabhangigen Transport von
|6slichen lysosomalen Enzymen zum Lysosom gibt (fadd & Sly, 2001).

Da die Ergebnisse dieser Arbeit den Daten aus EHrpaten an ML ll-Patientenzellen
(Tiedeet al, 2005b) bzw. an ML [I-Mausen (Kollmaret al, 2010) &hneln, kann vermutet
werden, dass die fehlende Spaltung d@sVorstufenproteins der GIcNAc-1-Phosphotrans-
ferase einen ML ll-dhnlichen Phéanotyp aufgrund debder Aktivitat der GICcNAc-1-
Phosphotransferase verursacht. Nach neusten Erigsert bilden das/p-Vorstufenprotein
und die y-Untereinheit bereits im ER einen Enzymkomplex, gedoch inaktiv ist
(Encarnacacet al, 2011). Erst die Spaltung zur reifen und p-Untereinheit durch die
Site-1-Protease im Golgi-Apparat fuhrt zur korrektealtung der- und B-Untereinheiten
und damit zur vollstandigen Aktivierung des GIcNAd2hosphotransferase-Komplexes, der
nun lysosomale Enzyme binden und GIcNAc-1-Phospiiat mannosereiche Oligo-
saccharide anfiigen kann (Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.3: Schematische Darstellung zur Aktivieung der GIcNAc-1-Phosphotransferase durch die

lysosomales
Enzym

l\’
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aktiver Komplex

Site-1-ProteaseDasa/B-Vorstufenprotein und dig-Untereinheit bilden bereits im ER einen Enzymkosmpl
der jedoch inaktiv ist (Encarnacaa al, 2011). Im Golgi-Apparat findet die Spaltung dgB-Vorstufen-
proteins durch die Site-1-Protease statt, was deMNAZ-1-Phosphotransferase-Komplex in die korrekte
Konformation bringt, die Interaktion mit lysosomalEnzymen ermdglicht und zum Transfer des GlcNAc-1-
Phosphat-Restes fiihrt. Wird d&$-Vorstufenprotein nicht gespalten, liegt die GIcNA®hosphotransferase
in einem inaktiven Zustand vaiS1P = Site-1-Protease)
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Welche Rolle diey-Untereinheit beim ER-Export bzw. bei der proteisigthen Aktivierung
des o/B-Vorstufenproteins oder bei der M6P-Modifizierungnvlysosomalen Enzymen
spielt, ist z. Z. noch unbekannt. In kultivierteantmanen Makrophagen wird dieUnter-
einheit proteolytisch fragmentiert, wahrend ¢#dJntereinheit (und vermutlich auch die
a-Untereinheit) intakt sind (Abbildung 4.13 C). Digrt zu einer reduzierten GIcNAc-1-
Phosphotransferase-Aktivitat, verbunden mit demugeian M6P-haltigen Proteinen. Somit
wird dery-Untereinheit eine regulierende Funktion fiur dieKAc-1-Phosphotransferase-
Aktivitat zugeschrieben (Poket al, 2010).

5.2.2 Defekte der Site-1-Protease

Bisher sind keine Erkrankungen beim Menschen mifeKien in der Site-1-Protease
bekannt. Derknock outder Site-1-Protease im Mausmodell fuhrt zum Albsger der
Embryonen in einem frihen Stadium der Entwicklungeanbryonaltag 4 (Mitchelét al,
2001; Yanget al, 2001). Es ist denkbar, dass molekulargenetisaekléarte Falle von
ML Il oder ML lI-ahnliche Félle wie die Pacman Dyapie (Saulet al, 2005), bei denen
bisher keine Mutationen ilNPTABGen nachgewiesen werden konnten, einen Defekt in
der Site-1-Protease besitzen. Dabei kommen vomatielde Mutationen in Betracht, die
maoglicherweise die Interaktion mit dem GIcNAc-1-Bhbotransferase-Komplex betreffen.
Mutationen, die auch die Aktivierung der anderenbstate der Site-1-Protease
beeinflussen, wie die Spaltung der SREBP-Proteutiegden vermutlich zum Absterben im
Embryonalstadium fihren, wie es im Mausmodell ggzeurde.

Zur funktionellen Charakterisierung der Site-1-Beste wurden konditionallenock out
Tiere mit Site-1-Protease-Defizienz in verschiederell- bzw. Gewebetypen (Leber,
Knorpel) hergestellt. Um die Site-1-Protease inddmr in der Leber auszuschalten,
wurden Mause generiert, die homozygot fur ein gedle Site-1-Protease-Allel und
heterozygot fur die Cre-Rekombinase unter Kontrdis Interferon-induzierbaren MX1-
Promoters waren (Yanet al, 2001). Bei Produktion von Interferon wurden AD-% der
Site-1-Protease-Allele in der Leber inaktiviert.aMu erwarten, waren weniger SREBPs im
Nukleus detektierbar und die mRNA zahlreicher SREB#gene war herabgesetzt. Die
Cholesterol- und Fettsdurebiosynthese in Hepatozayren um 75 % erniedrigt. Da auch
die LDL-Rezeptor-mRNA um 50 % reduziert war, wumeniger **]-markiertes LDL aus

dem Plasma in die Zellen aufgenommen. Die Nutzung Site-1-Protease-Inhibitoren als



lipidsenkende Medikamente wurde daher bei Hypegastetinamie vorgeschlagen (Yaeg
al., 2001). Auch in anderen Vero6ffentlichungen werdgite-1-Protease-Inhibitoren als
Therapeutika vorgeschlagen, um die Bildung von €$terol, LDL und Fettsauren bei
Lipidstoffwechselerkrankungen zu reduzieren (Hawlahal, 2008; Seidah & Prat, 2007).
Auch die Behandlung von Virusinfektionen durch théibition der Site-1-Protease wird
diskutiert (Rojeket al, 2010). Die hier vorgelegten Daten zeigen aberhisber nicht
bekannten Wirkungen dieser BehandlungsstrategiérdiauBiogenese und Funktion der
Lysosomen auf, die dringendst vom therapeutischesaEz von Site-1-Protease-Inhibitoren
abraten.

Die Untersuchungen eines Zebrafisch-Modetls defekter Site-1-ProteaggonzaFisch)
ergaben, dass die Site-1-Protease fir die Knotdah wichtig ist (Schlombest al, 2003).
Der Fisch zeigte sowohl Defekte im Lipidstoffwedhals auch Skelettveranderungen. Die
Autoren konnten nachweisen, dass die skelettalemdnderungen imgonzeFisch
unabhangig von den Stérungen im Lipidstoffwechsel iehlender SREBP-Proteolyse sind.
Um die Rolle der Site-1-Protease in der Entwickludgs Skeletts von Mausen zu
untersuchen, wurde ein knorpelspezifischer Siteete@seknock-out(S1F9) generiert.
S1P*-Mause sterben kurz nach der Geburt und zeigen sheverwiegende Chondro-
dysplasie, d. h. es kommt u. a. zur Deformation 8ksletts und zu Minderwuchs. Die
Knorpelmatrix ist verandert und die Knochenbildusg gestért (Patrat al, 2007). Die
Mineralisierung wurde an kultivierten Osteoblasgemauer untersucht. Die Inhibierung der
Site-1-Protease durch Pefabloc und dec-RRLL-cmkiélirurDownregulationvieler Gene,
die fur die Osteoblastenaktivitat notwendig sindeit&thin fiihrte die Uberexpression der
Site-1-Protease in Osteoblasten zur Erh6hung deediisierung (Gorsket al, 2011). Der
Mechanismus dahinter konnte nicht geklart werden.

Veranderungen des Knorpelaufbaus und der Knoclimigl in Site-1-Protease-defizienten
S1P*-Mausen bzw. degonzeFisches lassen sich tiber die sekundar verhin&gradtung
desa/B-Vorstufenproteins des GIcNAc-1-Phosphotransfeiaseplexes erklaren. Wie bei
ML ll-Patienten sind auch bei ML lI-Mausen starkeslettale Veranderungen feststellbar.
So weisen ML lI-M&use verkirzte Knochen und einenMederung der Knochenmasse und
der Knochendichte auf (Dr. K. Kollmann, UKE). Dien@drozyten sind vergrof3ert und

ungeordnet im Gewebe verteilt (Abbildung 5.4 A)elgtonenmikroskopische Aufnahmen
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DISKUSSION

von Wachstumsfugen zeigen Chondrozyten, die Sperdterial in den Lysosomen
akkumulieren (Abbildung 5.4 B).

Da die Site-1-Protease noch weitere Osteogenesearde Substrate wie OASI®I|
astrocyte specifically induced substapoad ATF6 spaltet, |&sst sich der Knochendefekt in
S1P*-Méausen undgonzeFischen nur teilweise Uber die gestorte SpaltuesodB-Vor-
stufenproteins der GIcNAc-1-Phosphotransfease mklaSo zeigen die Skelette von
OASIS-defizienten Mausen eine starke Osteopeniatagterisiert durch Typ I-Kollagen-
defiziente Knochenmatrix und reduzierte Osteobtadtavitat (Murakamiet al, 2006;
Murakamiet al, 2009). Aber auch M&use, die einen dominant negrateffektor der Trans-
kriptionsfaktoren ATF6/CREB Uberexprimieren, sindrach eine dramatisch reduzierte
Knochenbildungsrate gekennzeichnet (Chandlebla, 2008).

Abbildung 5.4: Histopathologische und elektronenmikoskopische Analyse des Schienbeins von ML II-

Mausen. Chondrozyten der Epiphysen-Wachstumsfuge von viendte alten Wildtyp (wt)- und ML II-

Mausen wurden untersuchtA) Toluidinblau-gefarbte Schnitte (links) zeigen ktaarngeschwollene und
chaotisch angeordnete Chondrozyten im Gewebe vorliausen (Pfeile)(B) Elektronenmikroskopische
Aufnahmen zeigen, dass die ML lI-Chondrozyten niiee Vielzahl an Speicherlysosomen gefillt sing di
mit roten Sternchen gekennzeichnet sind. Der Badi@spricht 20 um (A) und 5 pum (B). (Freundlicheisge

zur Verfugung gestellt von Dr. K. Kollmann, UKE &DM. Schweizer, ZMNH)
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5.3 Strukturelle Analysen desa/p-Vorstufenproteins

Strukturelle Analysen von Proteinen oder von Tendoen sind wichtig, um deren
Bedeutung fiur die Gesamtfunkion genauer zu chaialdeen. Hier wurden zunachst die
N-Glykosylierung desa/B-Vorstufenproteins und die Dimerisierung der Konkte des

N-terminalen Bereichs derUntereinheit untersucht.

Basierend auf Sequenzanalysen enthélt die N-telenioméne dero-Untereinheit
(AS 1-430) sieben potentielléN-Glykosylierungsstellen mit der Konsensussequenz
Asn-X-Thr/Ser. Mutationsanalysen zeigten, dass den sieben potentielleN-Glyko-
sylierungsstellen sechm vivo genutzt werden (Abbildung 4.4). Die drei poteteiel
N-Glykosylierungsstellen ddgi-Untereinheit wurden allen vivo genutzt (Abbildung 4.27).
Die verbleibenden 10 potentiell&iGlykosylierungsstellen der-Untereinheit im Bereich
AS 431 - 928 konnten im Rahmen dieser Arbeit nightersucht werden. Es ist aber
anzunehmen, dass auch von diesen potentibli&Mykosylierungsstellen der grol3te Anteil
in vivo genutzt wird. Daso/B-Vorstufenprotein der GIlcNAc-1-Phosphotransferatalts
damit ein ungewdhnlich hoch-glykosyliertes Membratg@n im Golgi-Apparat dar.
Normalerweise finden sich so hoch-glykosyliertet@ire nur im Lysosom. Dort schitzen
die Oligosaccharidketten die Proteine vor der Degpian durch sauren Hydrolasen im
Lumen des Lysosoms (Fukuda, 1991). Da die GIcNARhbsphotransferase direkt
lysosomale Enzyme bindet, kbnnte der hohe Glykesytigsgrad ebenfalls einen Schutz
gegen die Degradation durch diese Enzyme darstdllagegen spricht jedoch, dass die
sauren Hydrolasen nur im sauren Milieu des Lysosamnken und keine oder nur eine
geringe Hydrolysewirkung im Golgi-Apparat besitzailten.

Die Experimente zeigten, dass das Wildtyf3-Vorstufenprotein und das Wildtyp
a/B-Minikonstrukt nur mannosereiche Oligosaccharidéha&iten (Abbildung 4.13, 4.22).
Nichtspaltbare Formen degp-Vorstufenproteins, wie die R925A-Mutante d€§-Mini-
konstruktes, weisen zwei verschiedene Formen nié@rschiedlicheN-Glykosylierung auf,
wobei eine Form komplexe Oligosaccharide besitaichAdie gespaltenp-Untereinheit
besitzt komplexe Oligosaccharide (Abbildung 4.29.wird davon ausgegangen, dass die
verschiedenen Glykosidasen und Glykosyltransferasim fur die Prozessierung von
mannosereichen zu komplexen Oligosacchariden weoathich sind, in verschiedenen
Zisternen des Golgi-Apparates lokalisiert sind (Adilng 5.5). Dabei erfolgen die frihen

Reaktionen in dercis-Zisternen (Golgi-Mannosidase ), spater ablaufer@tdritte in

100



mediatZisternen (GIcNAc-Transferase |, Golgi-Mannosiddse und abschlieRende
Modifikationen intransZisternen (GIcNAc-Transferase Il, Galaktosyltramage) und im
TGN (Sialyltransferase) (Vgl. 1.2.2; Goldberg & WKéeld, 1983).

TGh Sialyltransferase

‘)o

trans © GIcNAc-Transferase |l, Galaktosyltransferase

Golgi
Appagrat medial © GlIcNAc-Transferase |, Golgi-Mannosidase Il
cis © Golgi-Mannosidase |
ER % ER a-Mannosidase(n)

Abbildung 5.5: Zellulare Verteilung von Enzymen, de fir den Aufbau von N-Glykanen verantwortlich
sind. Der Aufbau von Asparagin-verkniupften Glykanen gfoh ER, Golgi-Apparat und TGN. Die Unter-

teilung das Golgi-Apparates @is-, medial undtrans-Zisternen hat dabei eine entscheidende Rolle.

Aus dem Vorhandensein komplexer Oligosaccharidkelki@nn geschlossen werden, dass
die gespalten@-Untereinheit und das nicht-spaltbar-Minikonstrukt mit der Mutation
R925A mindestens bis zumedialGolgi-Apparat transportiert werden. Das kénntectiur
Doppelimmunfluoreszenzen mit Markerproteinen fin aeedialtGolgi-Apparat bestatigt
werden. Spaltbare Formen d@$-Vorstufenproteins zeigten nur eine Polypeptidbaimde
Westernblot fur das noch nicht gespaltene Proteennur mannosereiche Oligosaccharide
enthalt (Abbildung 4.22). Vermutlich wird dagp-Vorstufenprotein sobald es den Golgi-
Apparat erreicht in die reifen- und B-Untereinheiten gespalten, bevor defgsglyko-
sidische Zuckerketten weiter zu komplexen Oligobaoden prozessiert werden.

Fur das Lassa-Virus-Glykoprotein GP-C und fur deangkriptionsfaktor CREB-H sind
N-Glykane wichtig fur die Prozessierung durch di¢eSi-Protease (Chaat al, 2010;
Eichler et al, 2006). Die vorgelegten Daten zeigten jedoch, di#issN-Glykane der
B-Untereinheit nicht von Bedeutung fir die Erkennungd Spaltung durch die Site-1-
Protease sind (Abbildung 4.27). Da ioip-Minikonstrukt ein Grol3teil der Domé&nen



deletiert wurde, spielen vermutlich auch #leGlykane in dera-Untereinheit keine Rolle
bei der Erkennung durch die Site-1-Protease.

Schliel3lich sollte Gberpruft werden, ob dieGlykosylierung der N-terminalen Doméne
einen Einfluss auf die Bindung d&eactive Greerl9-Agarose hat. Das war nicht der Fall,
denn die Bindung erfolgte trotz der Mutation alltGlykosylierungsstellen in diesem
Bereich desuo/B-Vorstufenproteins (Asparariw Glutamin) (Abbildung 4.9). Daher kann
davon ausgegangen werden, dass NH€lykane die Bindung von UDP-GIcNAc nicht
beeinflussen.

Die vorliegenden Expressionsanalysen ergaben, dlasslutagenese der drei potentiellen
N-Glykosylierungsstellen dep-Untereinheit zu einer verringerten Proteinexprassies
a/B-Minikonstruktes fihrt, was auf eine reduziertel8it und Faltung dea/p-Vorstufen-
proteins hinweist (Abbildung 4.27). Auch fur dig-Untereinheit der GIcNAc-1-
Phosphotransferase konnte gezeigt werden, dashl-Gilykane wichtig fur die Stabilitat
sind (Encarnacaet al, 2011). Die Mutation deN-Glykosylierungsstelle N116 in der
y-Untereinheit fihrt zur Erkrankung ML Il (Tiedet al, 2004). Bisher wurden keine
Mutationen im o/B-Vorstufenprotein der GIcNAc-1-Phosphotransferasen vML lI-

Patienten gefunden, di¢-Glykosylierungsstellen betreffen.

Die GIcNAc-1-Phosphotransferase ist ein hexamenmayiBkomplex bestehend aus jeweils
zwei membrangebundenenr und B-Untereinheiten und zwei l6slichenUntereinheiten
(02B2y2). Es wurde bereits beschrieben, dass die bowibatereinheit Homodimere tber
Disulfidbricken bildet (Bacet al, 1996a). In dieser Arbeit konnte gezeigt werdeassd
Cystein 70 im N-terminalen Teil der humaretntereinheit an der Dimerisierung beteiligt
ist (Abbildung 4.7). Es bleibt nachzuweisen, obterei Cysteine in die Dimerisierung der
gesamteru-Untereinheit bzw. des nicht-gespaltendf-Vorstufenproteins involviert sind.
Die y-Untereinheiten der GIcNAc-1-Phosphotransferasdehiliiber Cystein 245 Dimere
aus. Durch Gelfiltrationsanalysen wurde gezeigssddiey-Untereinheit mit mutiertem
C245 nicht mehr an den Komplex binden kann (Encamat al, 2011). Ahnliche Studien

kénnten auch fur die-Untereinheit und das/p-Vorstufenprotein durchgefihrt werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die GIcNAc-1-Phosphotransferase ist das Schllsagherbei der Bildung des Mannose-6-
Phosphatrestes an Zuckerketten von Iéslichen lysakm Proteinen, der das Signal fir den
rezeptorabhangigen Transport dieser Proteine zursodom darstellt. Der hexamere
GlcNAc-1-Phosphotransferase-Komplex besteht aus wdeeschiedenen Untereinheiten
(02B2y2), die durch zwei Gene kodiert werden. Defekte ien@&ir dasu/B-Vorstufenprotein
der GIcNAc-1-Phosphotransferase fihren zu einewsm Erkrankung, Mukolipidose II,
die biochemisch durch Fehlsortierung lysosomalerzyre und einer lysosomalen
Dysfunktion gekennzeichnet ist. Als Folge kommtzes zellularen Akkumulation von
nicht-abbaubarem Speichermaterial. Skelettale Abhabtdten, psychomotorische
Retardierung und kardiorespiratorische Komplikagioritihren zu einem frihzeitigen Tod
der Patienten. Die- und p-Untereinheit werden als gemeinsames TransmembypriHF
Vorstufenprotein synthetisiert, das eine modular@mBnenstruktur aufweist. Die
Bedeutung der einzelnen Domanen fir die GIcNAc-@sphotransferase-Aktivitat ist
bisher unbekannt. Die- und B-Untereinheiten enthalten das katalytische Zentdes
Komplexes und weiterhin die Substratbindungsstellerfir den Phosphatdonor UDP-
GIcNAc, 2. fur lysosomale Enzyme und 3. fur manmesbe Oligosaccharide an
lysosomalen Enzymen. Die proteolytische Spalturgjodfé Vorstufenproteins in die reifen
Untereinheiten ist essentiell fir die enzymatiséieivitat der GIcNAc-1-Phophotrans-

ferase. Die fur die Spaltung verantwortliche Pregeiat bisher nicht bekannt.

(A) Aus Seguenzanalysen ist bekannt, dass die Regierdiel Aminosauren 60 - 430
des o/p-Vorstufenproteins umfasst, Ahnlichkeiten zu denteNwinalen Teil von
Kapselbiosyntheseproteinen von Amoben und Baktexidweist, die UDP-GICNACc
fur den Aufbau der Kapsel nutzen. Daher wird angemen, dass die N-terminale
Region desi/p-Vorstufenproteins fir die Bindung des UDP-GIlcNAgrantwortlich
ist, das das Substrat der enzymatischen Reaktistetla Es konnte gezeigt werden,
dass die N-terminale Region degp-Vorstufenprotein an einen sogenannten
.Reaktiven Farbstoff* bindet, der dafiir bekannt Mtkleotid-bindende Proteine zu
erkennen. Die strukturelle Untersuchung der N-teai@in Domane ergab, dass die

eingefugte saugerspezifische Domane (Aminosaure2 - 324), sowie die



(B)

N-Glykane in dieser Region fir die Bindung an UDRNBAC nicht von Bedeutung
sind. Es konnte aufRerdem gezeigt werden, dassydteifrest 70 im N-terminalen

Teil desa/p-Vorstufenproteins an der Dimerisierung dedntereinheit beteiligt ist.

Die Protease, die da#p-Vorstufenprotein zu den reifer undp-Untereinheiten der
GIcNAc-1-Phosphotransferase spaltet, konnte inediégbeit identifiziert werden.
Mutationsanalysen, subzellulare Lokalisation undugazvergleiche mit bekannten
Spaltsequenzen lieferten die ersten Hinweise, dass/p-Vorstufenprotein von der
im Golgi-Apparat lokalisierten Site-1-Protease @dtgm wird. Die SiRNA-
vermittelte Downregulation und Untersuchungen in Site-1-Protease-defizienten
Zellen bestétigten die Spaltung dég-Vorstufenproteins durch die Site-1-Protease.
Es wurde gezeigt, dass dieGlykane der-Untereinheit wichtig fur die Stabilitat
desa/B-Vorstufenproteins sind, jedoch keine Bedeutungdi@rErkennung und die
Spaltung durch die Site-1-Protease haben. DielSRestease ist durch die Spaltung
von spezifischen membranintegralen Transkriptidttefen an der Lipid- und
Cholesterolhomoostase beteiligt. Site-1-Protea$eieiste Zellen sind nicht in der
Lage das a/p-Vorstufenprotein proteolytisch zu aktivieren uneigen einen
Mukolipidose ll-dhnlichen Phéanotyp. Die Ergebnidsdegen eine neue Funktion
der Site-1-Protease in der Biogenese von Lysosamenweisen darauf hin, dass
lipidunabhangige Veranderungen in Site-1-Proteafizidnten Zellen oder Organen

zumindest teilweise durch lysosomale Fehlfunktieruvsacht werden kénnen.
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7 SUMMARY

GIcNAc-1-phosphotransfease is the key enzyme in gbeeration of the mannose-6
phosphate residue on soluble lysosomal proteing;hwianctions as a signal for receptor-
mediated transport to the lysosome. The hexamdablA&x-1-phosphotransfease complex
(02B2y2) consists of three different subunits that areoded by two different genes. Defects
in the gene encoding th@p-precursor of the GIcNAc-1-phosphotransfease leadhée
severe disorder mucolipidosis Il that is biocherthycaharacterized by missorting of
lysosomal enzymes and lysosomal dysfunction. ThBulae accumulation of non-
degradable storage material results in skeletabrabalities, psychomotor retardation and
cardiorespiratory complications accompanied byaatyealeath of the patients.

The a- and p-subunits are synthesized as a single type lll-ntanmd protein showing a
complex modular structure. The and B-subunits contain the catalytic portion of the
complex and substrate binding sites for 1. the phate donor UDP-GIcNAc, 2. lysosomal
enzymes and 3. high-mannose type oligosaccharidgsosomal enzymes. The proteolytic
cleavage of the/B-precursor to mature- andp-subunits is a prerequisite for the enzymatic
activity of the GlcNAc-1-phosphotransfease. Thetgmee responsible for the cleavage is

not known so far.

(A) Sequence comparison showed that a region (amaicids 60 to 430) of the
o/B-precursor has similarities to the N-terminal peErtapsule biosynthesis proteins
of amoeba and bacteria. Therefore the N-termirgibreof thea/p-precursor might
be responsible for the binding of UDP-GIcNAc, thgébstrate of the enzymatic
reaction. It was shown that the N-terminal parttha o/B-precursor bind to a so-
called reactive dye that is known to recognize eoiitie-binding proteins. Structural
analysis of the N-terminal domain revealed that itileerted mammalian-specific
domain (amino acids 102-324) as well as the N-glgcan this region is not
necessary for the binding. Furthermore, cysteiselue 70 seems to be responsible
for the dimerization of the-subunit of the GIcNAc-1-phosphotransferase.

(B) The protease cleaving the/p-precursor to maturex- and B-subunits of the
GIcNAc-1-phosphotransfease was identified. Mutatloranalysis, subcellular

localization and sequence comparison with knowawage sites gave the first hints,



that thea/p-precursor is cleaved by the Golgi-resident siterdtease. The siRNA
mediated knockdown and the analysis of site-1 ps®aleficient cells confirmed the
cleavage of the/p-precursor by the site-1 protease. It was shownhNkglycans of
the B-subunit are required for folding and stabilisatminthe o/B-precursor protein
but are not necessary for the recognition and elgawby site-1 protease. Site-1
protease is known to be involved in the lipid- arftblesterol homoeostasis by
cleaving specific membrane-bound transcription diect Site-1 protease-deficient
cells are not able to proteolytically activate thép-precursor and show a
mucolipidosis ll-like phenotype. These results eva new function of site-1
protease in the biogenesis of lysosomes and sugiedt lipid-independent
phenotypes of site-1 protease-deficient cells ageuts are at least partially caused

by lysosomal dysfunction.
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Verwendete Primer

Tabelle 9.1: Primer zur Amplifikation ausgewahlter Bereiche von GNPTAB fiir die Antikorper-
gewinnung. Fett hervorgehoben sind die SchnittstellenBarmHI (GGA TCC) undXhd (CTC GAG), die
Ligation erfolgte in den Vektor pGEX 4T-1.

Name Sequenz 5 3 Lange T

PT400_for GGA TCC CTG TCC CAQ AAG TTT ATT TAC 27-mer 63,4
PT600 rev CTC GAG TCA GAG GTG GAT GGT TTT CCACTT 31-mer 69,5
PT929 for GGA TCC GAT ACATTT GCA GAT TCC CTC 27-mer 65,0
PT1209 rev CTC GAG TCACTT CAATTT GTC TCG ATA AGC 30-mer 65,4

Tabelle 9.2: Primer zur Amplifikation von GNPTAB mit C-terminalem 6xHis-tag. Die Ligation erfolgte
in den Vektor pcDNA"3.1D/V5-His TOPG.

Name Sequenz 5 3 Lange T
PTHis_for CAC CAT GCT GTT CAAGCT GCA G 22-mer 64,9
PTHis_rev CT TAC TCT GAT TCG ATT GGG ACT 23-mer 57,4

Tabelle 9.3: Primer zur Amplifikation ausgewéhlter Bereiche von GNPTAB zur Generierung der

Konstrukte 2-6 (Vgl. Abbildung 4.15). Die Ligation erfolgte in den Vektor pcDNX3.1D/V5-His TOPG.

(Konstrukt 2: Primer 1, 2, 3 und 4; Konstrukt 3inker 1, 2, 5 und 6; Konstrukt 4: Primer 1, 2, 7 81d
Konstrukt 5;: Primer 2 und 9; Konstrukt 6: Primeurid 10)

Name Sequenz 5 3’ Lange Tn
1. P1 430beta CAC CAT GCT GTT CAAGCT GCA G 22-mer 66,3
2: P4 430beta CTATAC TCT GAT TCG ATT GGG 21-mer 55,9
3 2’26430_919- CAG AAG GTT TAT GAT AGC AAA AAT ACT GGG AGG  33-mer 67.3
4 55%430—919- ATT TTT GCT ATC ATAAAC CTT CTG GCC TTT GGA 33-mer 69.9
5: P3_430-

= CAG AAG GTT TAT ACT CAC ACC CAA AAA ACC ATA 33-mer 64,5
NOS2-beta
6: P2_430- TTG GGT GTG AGT ATAAACCTT CTG GCC TTT GGA 33-mer 68,2
NOS2-beta
7:P2_TM- TAT AGA GAC AAT ACT CAC ACC CAA AAA ACC ATA 33-mer 64.3
NOS2-beta
8: P3_TM-

NOS2-beta TTG GGT GTG AGT ATT GTC TCT ATA GGA ATC AAA 33-mer 66.0



9: Pfor_delTM-

N CACC ATG ACT CAC ACC CAA AAA ACC 25-mer  66.2
10: Cp:rev—delTM' CTA CTT CAA TTT GTC TCG ATA 21-mer  48.4

Tabelle 9.4: Primer zur Amplifikation ausgewéhlter Bereiche von GNPTAB zur Generierung der
Konstrukte 7, 8 und 9 (Vgl. Abbildung 4.16).Die Ligation erfolgte in den Vektor pcDNX3.1D/V5-His
TOPC. (Konstrukt 7: Primer 1, 2, 11 und 12; Konstrukt8imer 1, 2, 13 und 14; Konstrukt 9: Primer 1, 2,
15 und 16)

Name Sequenz 55 3’ Lange T
1: P1_430beta CAC CAT GCT GTT CAA GCT GCA G 22-mer 66,3
2: P4 _430beta CTATAC TCT GAT TCG ATT GGG 21-mer 55,9

1L E :%430—849' CAG AAG GTT TAT GAA AAG AAA ATC ACA GGG AAA  33-mer  67.7

12 Eezt—a430—849_ GATTTT CTT TTC ATAAACCTT CTG GCC TTT GGA 33-mer 69.7

13 E :%430—889' CAG AAG GTT TAT TTG GGC TTT TTG CCATGG GAG ~ 33-mer  74.4

14 556430—889' CAA AAA GCC CAA ATA AAC CTT CTG GCC TTT GGA  33-mer  73.9

15: 52%430—909_ CAG AAG GTT TAT TCATTG AAG ACA CAATTG GCA 33-mer 69.9

16: 556430—909_ TGT CTT CAATGAATAAACCTT CTG GCC TTT GGA 33-mer 71.7

Tabelle 9.5: Primer fur die ortsspezifische Mutagease der sechs AS vor und nach der Spaltstelleett

hervorgehoben sind die Stellen, die mutiert wur@&mstausch zu Alanin oder Glycin).

Name Sequenz 55 3’ Lange Tn

T923A s GAT AGC AAA AAT GCT GGG AGG CAACTA 27-mer 66.7
T923A as TAG TTG CCT CCC A@ ATT TTT GCT ATC 27-mer  66.7
G924A s AGC AAA AAT ACT GCG AGG CAA CTA AAA 27-mer 64.7
G924A as TTT TAG TTG CCT GGC AGT ATT TTT GCT 27-mer 64.7
R925A s AAA AAT ACT GGG GCG CAA CTA AAA GAT 27-mer 64.5
R925A as ATCTTT TAG TTG GGC CCC AGT ATT TTT 27-mer 64.5
Q926A s AAT ACT GGG AGGGCA CTA AAA GAT ACA 27-mer 62.1
Q926A as TGT ATCTTT TAG TGC CCT CCC AGT ATT 27-mer 62.1
L927A s ACT GGG AGG CAAGCA AAA GAT ACATTT 27-mer 65.6
L927A as AAATGT ATCTTT TGC TTG CCT CCC AGT 27-mer 65.6
K928A s GGG AGG CAA CTAGCA GAT ACATTT GCA 27-mer 67.7
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K928A as
D929A_s
D929A as
T930A_s
T930A_as
F931A s
FO931A as
A932G_s
A932G_as
D933A_s
D933A as
S934A s
S934A as

TGC AAATGT ATC TGC TAG TTG CCT CCC
AGG CAA CTA AAAGCT ACATTT GCA GAT
ATC TGC AAATGT AGC TTT TAG TTG CCT
CAA CTA AAA GAT GCATTT GCAGAT TCC
GGAATC TGC AAATGC ATCTTT TAG TTG
CTA AAA GAT ACA GCT GCAGAT TCC CTC
GAG GGAATC TGC AGC TGT ATC TTT TAG
AAA GAT ACATTT GGA GAT TCC CTC AGA
TCT GAG GGA ATC TCC AAATGT ATCTTT
GAT ACATTT GCAGCT TCC CTC AGA TAT
ATA TCT GAG GGA AGC TGC AAATGT ATC
ACATTT GCA GAT GCC CTC AGA TAT GTA
TAC ATATCT GAG GCC ATC TGC AAATGT

27-mer
27-mer
27-mer
27-mer
27-mer
27-mer
27-mer
27-mer
27-mer
27-mer
27-mer
27-mer

27-mer

67.7
62.4
62.4
63.7
63.7
62.5
62.5
62.2
62.2
62.6
62.6
64.5
64.5

Tabelle 9.6: Primer fur die ortsspezifische Mutagease derN-Glykosylierungsstellen derp-Untereinheit

im a/p-Minikonstrukt.

Fett hervorgehoben sind die Stellen, die mutiantden (Austausch Asparagi®

Glutamin).

Name Sequenz 5 3’ Lange Tn

N1009Q s GTG CAG CCA CTGCAA ATATCT CAAGTC 27-mer 65,0
N1009Q as GAC TTG AGATATTTG CAG TGG CTG CAC 27-mer 65,0
N1056Q s CAC ATG CTAATACAA TGC TCA AAA ATG 27-mer 58,9
N1056Q as CAT TTT TGA GCATTG TAT TAG CAT GTG 27-mer 58,9
N1129Q s ATG ATT CGT ACCCAA GTT TCT CAT GTG 27-mer 61,9
N1129Q as CAC ATG AGA AACTTG GGT ACG AAT CAT 27-mer 61,9

Tabelle 9.7: Primer zur Amplifikation ausgewahlter Bereiche vonGNPTAB fur die die Generierung der
Konstrukte 430-GFP und 43Q-GFP. Fett hervorgehoben sind die Schnittstellen BanH| (GGA TCC)
undXhd (CTC GAG), die Ligation erfolgte in den Vektor GEP-N1.

Name Sequenz 5 3’ Lange Tn

PT430 P1 GGATCC TGC TGG AAA GTC CTT TCA GAA 27-mer 65,0
PT430_P2 TTCTTC GTT ATCCTC CAT CTGTTG TCT GAC CTG 33-mer 68,2
PT430 _P3 GAA CAG ATG GAG GAT AAC GAA CTG AGG TAC 30-mer 68,2
PT430 P4 CTC GAG TCAATAAACCTT CTG GCC TTT GGA 30-mer 66,8




Tabelle 9.8: Primer fur die ortsspezifische Mutagease derN-Glykosylierungsstellen in 430-GFP und
430A-GFP. Fett hervorgehoben sind die Stellen, die mutientden (Austausch Asparagth Glutamin).

Name Sequenz 5 3’ Lange Tn

N83Q s TAC AAC TGG GTGCAG GGC ACAGAT CTT 27-mer 68,0
N83Q_as AAG ATC TGT GCCCTG CAC CCA GGT GTA 27-mer 68,0
N114Q s ATC CTT GGG AAACAG ACA ACG GAACCT 27-mer 65,0
N114Q_as AGG TTC CGT TGTCTG TTT CCC AAG GAT 27-mer 65,0
N148Q s GCC CTG CCA GCCGCAG ATC ACC CTG AAG 27-mer 72,6
N148Q_as CTT CAG GGT GATCTG GGC TGG CAG GGC 27-mer 72,6
N179Q s AAC CCT TCT ACCCAG GTC TCAGTT GTT 27-mer 65,0
N179Q_as AAC AAC TGA GAC CTG GGT AGA AGG GTT 27-mer 65,0
N250Q s AAA TTG CCA GAACAG CTT TCC TCT AAA 27-mer 60,4
N250Q_as TTT AGA GGAAAGCTGTTCTGG CAATTT 27-mer 60,4
N287Q s CAA ACT AAG AAG CAG ATG ACC ATT GAT 27-mer 60,4
N287Q_as ATC AAT GGT CATCTG CTT CTT AGT TTG 27-mer 60,4
N376Q_s GAT GTT TTT CGACAG TTG AGC CACTTG 27-mer 63,4
N376Q_as CAA GTG GCT CAACTG TCG AAA AAC ATC 27-mer 63,4

Tabelle 9.9: Primer fur die ortsspezifische Mutagease des Cysteins C70 zu Serin in 430-GFP und
430A-GFP, Fett hervorgehoben sind die Stellen, die mutienden (Austausch Cystei Serin).

Name Sequenz 55 3’ Lange Tn
C70S_1 AAT CGG CTT TCT CTG CCC ATG 21-mer 59,8
C70S_2 CAT GGG CAG AGA AAG CCG ATT 21-mer 59,8

Tabelle 9.10: Verwendete Primer fur die Sequenzieng erstellter Konstrukte. Die Zahlen im Namen der
Primer geben den Bereich in der cDNA an, an demRiiemer binden. (PT = GIcNAc-1-Phosphotrans-
feraseGNPTAB S1P = Site-1-Protea$#BTPS)

Name Sequenz 55 3’ Lange Tn

PEGFP-N1 CGT CGC CGT CCA GCT CGA CCA G 22-mer 59,0
PTseq_500 CAT TTT CAA TGT TGC AAA ACC 21-mer 52,0
PTseq_800 CGC TTC TAA AAC TGA ATA ACC 21-mer 523
PTseq_1000 GAT CTA TCG AGA GGC ATG CAC 21-mer 59,8
PTseq_1500 AGT GTC TCT TAC TGT AAT CAG 21-mer 54,0
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PTseq_1600
PTseq_2000
PTseq_2400
PTseq_2500
PTseq_3000

PTseq_3500
S1P_800seq

S1P_1600seq
S1P_2400seq
T7

GAC TGT GGG CAA GAT CATTTT

GGA TAT TCC CAA AGA AAA ACG

TGA CCA GGG TCA GAATCC ACC
AGC CCCCATCTCTGATTGTTC

CTC ATG AGT GCA GTG CAG CCA
TCT CAG GGACTT CTATGA ATC

CCA GAT GCAGAACTT CAC ATT

TGG CAG CCC TAT TTG CCA CAG
GTC GTG ATAACACAG ACTTTC

TAATAC GAC TCA CTATAG GG

21-mer
21-mer
21-mer
21-mer
21-mer
21-mer
21-mer
21-mer
21-mer

20-mer

57,6
54,0
63,0
59,8
61,8
55,9
56,3
66,1
50,7
51,7




Liste verwendeter gefahrlicher Chemikalien

Substanz Gefahrensymbol R-Satze S-Satze
Aceton F, Xi 11-36-66-67 (2)-9-16-26-46
Acrylamid T 454431645?2/5/122/5253%3 8- 53-45
Qmmoni“mperoxo' O, Xn 8-22-36/37/38-42/43 (2)-22-24-26-37
isulfat
Amphotericin B Xn 20/22-37/38-41 7'22‘2:'355636’ 37139-
BFA Xn 22 -
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
DEPC Xn 22-36/37/38 26-36
DTT Xn 22-36/38 -
EDTA Xi 36 (2)-26
Ethanol F 11 7-16
Ethidiumbromid T 22-26-68 (1/2)-28-36/37-45-63
Isopropanol F, Xi 11-36-67 (2)-7-16-24/25-26
Methanol F, T 11-23/24/25-39/23/24/25  7-16-36/37-45
Natrium.cyano- ET N 15-26/27/28-32-34- 26-28-36/37/39-43-45-
borhydrid T 50/53 61
Natriumdeoxycholat Xn 22 -
Natriumhydroxid C 35 (1/2)-26-37/39-45
NP-40 Xn 22-41 24-26-39
Paraformaldehyd Xn 20/22-36/37/38-40-43 22-2(386
Pefabloc Xn 20/21/22 24/25-37/39
Phenol-Losung TC o aponues seiseds
Salzsaure C 34-37 (1/2)-26-45
SDS F, Xn 11-21/22-36/37/38 26-36/37
H,0,, 30 % C 34 3-26-36/37/39-45
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Gefahrensymbole

=
T
T
Xn
Xi
C
O
N

leichtentziindlich
giftig

sehr giftig
gesundheitsschadlich
reizend

atzend

brandfordernd

umweltgefahrlich

Hinweise auf besondere Gefahren (R-Satze)

R8
R11
R 15
R 22
R 25
R 26
R 32
R 34
R 35
R 36
R 37
R 38
R 40
R 41
R 43
R 45
R 46
R 62
R 66
R 67
R 68

Feuergefahr bei Beriihrung mit brennbaren &toff
Leichtentzindlich.

Reagiert mit Wasser unter Bildung leicht @ntticher Gase.
Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

Giftig beim Verschlucken.

Sehr giftig beim Einatmen.

Entwickelt bei Berihrung mit Saure sehr gdtGase.
Verursacht Veratzungen.

Verursacht schwere Veratzungen.

Reizt die Augen.

Reizt die Atmungsorgane.

Reizt die Haut.

Verdacht auf krebserzeugende Wirkung.

Gefahr ernster Augenschaden.

Sensibilisierung durch Hautkontakt méglich.

Kann Krebs erzeugen.

Kann vererbbare Schaden verursachen.

Kann mdoglicherweise die Fortpflanzungsfahigheeintrachtigen.
Wiederholter Kontakt kann zu sproder odesiger Haut flihren.
Dampfe kdnnen Schlafrigkeit und Benommenbezitirsachen.
Irreversibler Schaden maéglich.



Kombination der R-Séatze

R 20/21 Gesundheitsschadlich beim Einatmen un@&é&eihrung mit der Haut.

R 20/22 Gesundheitsschadlich beim Einatmen unddWucken.

R 20/21/22 Gesundheitsschadlich beim Einatmensdhdncken und Berlhrung mit
der Haut.

R 21/22 Gesundheitsschadlich bei Berihrung mitHi#it und beim Verschlucken.

R 23/24/25 Giftig beim Einatmen, Verschlucken @stihrung mit der Haut.

R 26/27/28 Sehr giftig beim Einatmen, Verschlucked Beriihrung mit der Haut.
R 36/38 Reizt die Augen und die Haut.

R 37/38 Reizt die Atmungsorgane und die Haut.

R 36/37/38 Reizt die Augen, Atmungsorgane uncHsiat.

R 39/23/24/25 Giftig: ernste Gefahr irreversib&rhadens durch Einatmen, Beriihrung
mit der Haut und durch Verschlucken.

R 42/43 Sensibilisierung durch Einatmen und Hauotigdet moglich.

R 48/20/22 Gesundheitsschadlich: Gefahr ernsteu@theitsschaden bei langerer
Exposition durch Einatmen und durch Verschlucken.

R 48/20/21/22 Gesundheitsschéadlich: Gefahr er@&tsundheitsschaden bei langerer
Exposition durch Einatmen, Bertihrung mit der Haad durch
Verschlucken.

R 48/23/24/25 Giftig: Gefahr ernster Gesundhelitadden bei langerer Exposition durch
Einatmen, Beruihrung mit der Haut und durch Versttda.

R 50/53 Sehr giftig fir Wasserorganismen, kan@éwassern langerfristig
schadliche Wirkungen haben.

Sicherheitsratschlage (S-Satze)

S 2  Darf nicht in die Hande von Kindern gelangen.
S 7  Behaélter dicht verschlossen halten.

S 9 Behaélter an einem gut gelufteten Ort aufbearahr
S 16 Von Zindquellen fernhalten - Nicht rauchen.

S 22 Staub nicht einatmen.

S 24 Beruhrung mit der Haut vermeiden.

S 26 Bei Beruhrung mit den Augen sofort grindhalh Wasser abspilen und Arzt
konsultieren.

S 28 Bei Berihrung mit der Haut sofort abwaschérvial ... (vom Hersteller
anzugeben).

S 36 Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tnage
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S 37
S 39
S 43

S 45

S 46

S 49
S5l
S53

S 56
S61

S 63

Geeignete Schutzhandschuhe tragen.

Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

Zum Loschen ... verwenden. (vom Hersteller gakan)(wenn Wasser die Gefahr
erhoht, anfigen: Kein Wasser verwenden)

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hineelzen (wenn maoglich, dieses Etikett
vorzeigen).

Bei Verschlucken sofort arztlichen Rat eiehaind Verpackung oder Etikett
vorzeigen.

Nur im Originalbehélter aufbewahren.

Nur in gut geltfteten Bereichen verwenden.

Exposition vermeiden — vor Gebrauch besonéleveeisungen einholen. — Nur fur
den berufsmafigen Verwender —.

Dieses Produkt und seinen Behélter der Rraii&allentsorgung zuflhren.
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besamd@weisungen einholen/
Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.

Bei Unfall durch Einatmen: Verunfallten ag tfische Luft bringen und
ruhigstellen.

Kombination der S-Satze

S1/2 Unter Verschluss aufbewahren.

S 3/7 Behalter dicht geschlossen halten undramekihlen Ort aufbewahren.
S 24/25 Berthrung mit den Augen und der Haut veteme

S 36/37 Bei der Arbeit geeignete SchutzhandschadeSchutzkleidung tragen.

S 36/37/39  Bei der Arbeit geeignete Schutzkleid@ahutzhandschuhe und

Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

S 37/39 Bei der Arbeit geeignete SchutzhandschadeSchutzbrille/Gesichtsschutz

tragen.



PUBLIKATIONEN UND TAGUNGSBEITRAGE

Artikel

K. Marschner, K. Kollmann, M. Schweizer, T. Braulke, S. PohD{2) A key enzyme in
the biogenesis of lysosomes is a protease thalategicholesterol metabolisi®&cience
333 87-90.

S. Pohl, S. Tied&. Marschner, M. Encarnacéao, M. Castrichini, K. Kollmann, N.
Muschol, K. Ullrich, S. Muller-Loennies, T. Braulk2010) Proteolytic processing of the
y-subunit is associated with the failure to form iAe-1-phosphotransferase complexes
and mannose 6-phosphate residues on lysosomal eszgrnuman macrophagdsBiol
Chem 285 23936-23944.

K. Kollmann, S. PohlK. Marschner, M. Encarnagéao, I. Sakwa, S. Tiede, B.J. Poorthuis
T. LUbke, S. Muller-Loennies, S. Storch, T. Brau{R®09) Mannose phosphorylation in
health and diseasEur J Cell Biol.89, 117-123.

S. Pohl,K. Marschner, S. Storch, T. Braulke (2009) Glycosylation- afebgphorylation-
dependent intracellular transport of lysosomal biatresBiol Chem.390 521-527.

Abstracts

K. Marschner, S. Pohl, T. Braulke (2009) Molecular analysisrafdular domains ai-
subunit of the GlcNac-1-phosphotransfer&as, J Cell Biol.88S1] 16.

S. Pohl K. Marschner, S. Storch, T. Braulke (200F)olecular analysis of the GlcNac-1-
phosphotransferaseur J Cell Biol.87S1, 39.

Vortrage

“Proteolytic cleavage of the GIcNAc-1-phosphotranage regulates M6P-dependent
transport of lysosomal enzymes”, Vortragsveranstgitdes SFB877 in Kiel (2011)

“Molecular and functional analysis of the GIcNA@heosphotransferasép-subunit

precursor”’, Meeting des Graduiertenkollegs 145Bad Bederkesa (2009)

128



“Molecular and functional analysis of thé3-subunit of the GIcNAc-1-phosphotrans-

ferase”, Lysosom-Meeting der Universitaten Hamhurd Kiel in Westerland (2008)

“Molecular and functional analysis of thé3-subunit precursor of the GIcNAc-1-phospho-
transferaselN-glycosylation & dimerization”, Vortragsveranstaipdes SFB470 in
Hamburg (2008)

Poster

K. Marschner, T. Braulke, S. Pohl (2010) Structural and funeéibcharacterization of the
a/B-subunits of the GIcNAc-1-phosphotransferase, Sysiyo “Protein Trafficking in

Health and Disease” in Hamburg

M. Encarnacadk. Marschner, K. Kollmann, A. Strowald, J. Pestka, A. Thielehes.
Storch, M. Amling, T. Braulke, S. Pohl (2009): Molgar and functional analysis of the
GIcNAc-1-phosphotransferase, UKE-Forschertag in blang

K. Marschner, T. Braulke, S. Pohl (2009) Characterization @ tmodular structure of the
GIcNAc-1-phosphotransferasesubunit, 17te ESGLD-Tagung in Bad Honnef

K. Marschner, S. Storch, T. Braulke, and S. Pohl (2009) Molacahalysis of modular
domains of ther-subunit of the GIcNAc-1-phosphotransferase, Absetdymposium des
SRB470 in Hamburg

K. Marschner, S. Pohl, T. Braulke (2009) Molecular analysisrafdular domains of
a-subunit of the GlcNac-1-phosphotransferase, 3Ze3tagung der DGZ in Konstanz

K. Marschner, M. Encarnacéo, I. Sakwa, M. Castrichini, K. Kadlnm, S. Storch, T.
Braulke, S. Pohl (2008) Molecular and functionalgsis of the GIcNAc-1-phosphotrans-

ferase, UKE-Forschertag in Hamburg



DANKSAGUNG

Prof. Dr. Thomas Braulke und Dr. Sandra Pohl mo6abke fir die Bereitstellung des
Themas, die hervorragende Betreuung, viele anregé@ndkussionen und die kritische

Durchsicht meiner Arbeit danken.

Prof. Dr. Ulrich Hahn danke ich fir die Begutactguter Arbeit.

Dem Graduiertenkolleg 1459, dem SFB 877 und dem &#Bund deren Mitgliedern danke
ich fur die finanzielle Unterstlitzung und besondéis die vielen Mdoglichkeiten der

geistigen Weiterbildung.

Fur die Bereitstellung der CHO-7 und SRD-12B-Zelldenke ich Prof. Dr. Joseph L.
Goldstein (Texas, USA). Fur die Herstellung von huaem LDL und lipoproteinfreiem
Serum danke ich der Arbeitsgruppe von Prof. Drg Jeeren (Institut fir Biochemie und
Molekularbiologie I, UKE).

Dr. Katrin Kollmann danke ich fur die Bereitstelminvon Wildtyp- und ML II-

Mausfibroblasten sowie Daten zur ML II-Maus.

Ganz besonders mochte ich mich bei allen Mitgliedder Arbeitsgruppe Biochemie/

Molekularbiologie der Kinderklinik fur ihre Hilfsleitschaft, die ermunternden Worte, das
gute Laborklima und viel Spald wahrend und auchrmaeh der Arbeit bedanken, besonders
bei Anne-Hélene, Annika, Inke, Johannes, Jessicdamit und der ,Phosphotransferase-

Gruppe”: Bastian, Georgia, Katrin, Lisa, Marisanli Sandra M. und Sandra P.

Zum Schluss gilt mein herzlichster Dank meinen rBltedie mich immer bei allen

Entscheidungen unterstitzt haben.

130



