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1. Einleitung

1.1. Serpine

Serpine (Serinproteaseinhibitoren) sind eine hoch konservierte Superfamilie von
Proteinen, die viele unterschiedliche physiologische Aufgaben erfiillen (Lomas et al.,
2005, Silverman et al., 2001, Hunt and Dayhoff, 1980). Uber 3000 verschiedene
Serpine sind bekannt, womit die Superfamilie die grofite Gruppe der Peptidinhibitoren
darstellt. Eine wichtige Aufgabe, die von 27 der 36 bekannten humanen Serpinen erfiillt
wird, ist es, Serinproteasen irreversibel zu hemmen (Law et al., 2006). Die reaktive
Schleife (reactive center loop, RCL) des Serpins stellt dabei ein Pseudosubstrat flir die
zu hemmende Protease dar (Elliott et al., 1998, Kim et al., 2001). Bindet die Protease
daran, so spaltet sie einige Aminosduren aus dem reaktiven Zentrum des Serpins ab und
es kommt im Serpin vor allem in der sogenannten Shutter-Region zu
Konformationsdnderungen. Die Protease wird vom oberen zum unteren Pol des Serpins
verlagert und der neu entstandene Serpin-Proteasen-Komplex wird abgebaut
(Huntington et al., 1997). Da durch die Hemmung der Protease auch das Serpin
irreversibel geschédigt ist und mit dem Komplex abgebaut wird, wird der Vorgang der
Hemmung auch als Suizidmechanismus bezeichnet (van Meijer et al., 1997). Eine
korrekte Funktionsweise sdmtlicher Serpine ist sehr wichtig fiir die Homoostase, da die
Aktivitdit von Serinproteasen, darunter etwa der Verdauungsenzyme Trypsin und
Elastase oder der an der Blutgerinnung beteiligten Proteine Plasmin und Thrombin, {iber
die zuverldssige Inhibition durch Serpine sehr genau geregelt werden muss (Hedstrom,
2002).

Serpine sind ubiquitdr exprimiert und erfiillen neben der Hemmung von Proteinen
vielseitige andere Aufgaben, darunter etwa im Hormontransport (Thyroxin-bindendes
Globulin), in der Blutdruckregulation (Angiotensinogen) oder als neutrophile Faktoren

(Neuroserpin) (Silverman et al., 2001).

1.2. Neuroserpin

Neuroserpin ist ein 1989 entdecktes Serpin, das axonal im zentralen (ZNS) und
peripheren Nervensystem (PNS) sezerniert wird (Ruegg et al., 1989, Stoeckli et al.,

1989, Hastings et al., 1997). Daneben ist eine Expression von Neuroserpin auch in der
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Bauchspeicheldriise, im Hoden sowie in der Hypophyse und Nebenniere beschrieben
(Hastings et al., 1997, Krueger et al., 1997, Osterwalder et al., 1996, Hill et al., 2000).
Humanes und murines Neuroserpin haben zu den anderen Serpinen ihrer Spezies eine
Sequenzhomologie von 33-42 % (Schrimpf et al., 1997, Miranda and Lomas, 2006).
Neuroserpin besitzt ein 16 Aminosdure langes Signalpeptid und ein Grofteil des
synthetisierten Proteins folgt dem Sekretionspfad (Osterwalder et al., 1996, Krueger et
al., 1997, Ishigami et al., 2006). Die Sekretion von Neuroserpin im Gehirn findet vor
allem im Neocortex und Hippocampus wihrend der spiten Entwicklungsphase des
Gehirns, aber auch bei vielen strukturellen Verdnderungen des Gehirns im
Erwachsenenalter, statt (Krueger et al., 1997). Neuroserpin wird eine wichtige Rolle bei
cerebralen Prozessen wie dem Lernen, der Gedédchtnisbildung sowie in der synaptischen
Plastizitit zugeschrieben (Yepes and Lawrence, 2004b, Osterwalder et al., 1996,
Galliciotti and Sonderegger, 2006). Auflerdem werden Neuroserpin neuroprotektive
Eigenschaften zugesprochen. Beispielsweise ist das Volumen von provozierten
Schlaganfillen bei Neuroserpin iiberexprimierenden Tieren geringer als in Wildtyp
Kontrollméusen (Cinelli et al., 2001). Proteasen, die von Neuroserpin extrazelluldr
inhibiert werden, sind laut in vitro Studien der gewebespezifische Plasminogenaktivator
(t-PA), die Urokinase (u-PA), Plasmin und Thrombin (Krueger et al., 1997, Osterwalder
et al., 1998, Hastings et al., 1997). t-PA selbst spielt eine wichtige Rolle bei der
Gedéchtnisbildung und in der synaptischen Plastizitit (Seeds et al., 1995, Seeds et al.,
2003, Huang et al., 1996). Da Neuroserpin zudem vor allem in den Bereichen des ZNS
exprimiert wird, in denen auch t-PA vorkommt (Yepes and Lawrence, 2004a, Yepes
and Lawrence, 2004b), lassen sich einige der genannten Funktionen von Neuroserpin
durch die Regulierung von t-PA erkldren. Daneben sind auch von t-PA unabhéngige
Funktionen von Neuroserpin in der Zelladhdsion sowie bei der Verhinderung von
neuronalem Zelltod beschrieben (Wu et al., 2010).

Neuroserpin alleine sowie der Komplex aus Neuroserpin und t-PA koénnen durch das
Low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) wieder in die Zelle
aufgenommen werden, wo der Komplex im Lysosom abgebaut wird (Makarova et al.,

2003).



1.3. Serpinopathien

Zur Inhibition seiner Zielprotease sind Konformationsédnderungen vor allem in der
sogenannten Shutter-Region im Serpinmolekiil notwendig (1.1.). Diese Shutter-Region
ist jedoch anfillig fiir Punktmutationen. Tritt eine solche Punktmutation auf, so kann
das betroffene Serpin bereits intrazellulir Konformationsédnderungen durchfiihren, ohne
dass die Zielprotease an das reaktive Zentrum binden konnte. Daraufhin kann sich ein
weiteres mutiertes Serpin mit seiner RCL in der Shutter-Region des ersten mutierten
Serpins anlagern, sodass ein stabiles Dimer entsteht. Durch Anlagerung weiterer
mutierter Serpine kommt es zur Polymerbildung und Polymeranlagerung im ER (Davies
and Lomas, 2008). Diese Polymeranlagerung fiihrt entweder iiber toxische Reaktionen
innerhalb der Zelle (toxic gain of function) oder liber Mangel an funktionierendem
Serpin filir die extrazelluldre Inhibition der Zielprotease (loss of function) zu einer
bestimmten fiir das mutierte Serpin charakteristischen Serpinopathie (Lomas, 2005).
Die Atiologie von Serpinopathien ist noch nicht vollstindig entschliisselt. Allerdings
gibt es Hinweise, dass die Polymeranlagerung im ER =zu einer {iber den
Transkriptionsfaktor NF-xB vermittelten Entziindungsreaktion fiihrt (Davies and
Lomas, 2008, Davies et al., 2009). Die am besten untersuchte Serpinopathie betrifft
Mutationen im Serpin Alpha-1-Antitrypsin. Tritt eine von mehreren charakteristischen
Mutationen im in der Leber synthetisierten Alpha-1-Antitrypsin auf, so kann die direkte
Folge (toxic gain of function) eine Leberzirrhose sein. Durch die verminderten
Plasmaspiegel an Alpha-1-Antitrypsin kann es dazu kommen, dass eine wichtige
Zielprotease namens Leukozytenelastase nicht mehr inhibiert werden kann. Die
Leukozytenelastase kann das Lungengeriist zerstoren und zu einem progredienten
Lungenemphysem fithren. Die Serpinopathie, die mit Mutationen im Alpha-1-
Antitrypsin einhergeht, heiit Alpha-1-Antitrypsin-Mangel und wird autosomal-rezessiv

vererbt.

1.4. FENIB

Auch Mutationen in der Shutter-Region von Neuroserpin fithren zu einer Serpinopathie.
Finf verschiedene Mutationen sind bisher beschrieben, die zu einer autosominal-
dominant vererbten Demenz namens familidire Enzephalopathie mit Neuroserpin-
Einschlusskorperchen (FENIB) fiihren (Davis et al., 1999a, Coutelier et al., 2008). Bei
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FENIB werden sogenannte Collins-Kdrperchen aus Neuroserpinpolymeren im ER von
Neuronen im Cortex, Striatum und Hippocampus beobachtet (Galliciotti et al., 2007,
Davis et al., 2002). Es besteht eine direkte Korrelation zwischen dem Ausmal} an
Collins-Korperchen und der Schwere des klinischen Bildes. Die flinf bekannten
Mutationen, die zu FENIB fiihren, haben eine unterschiedliche Polymerisationsrate
(Belorgey et al., 2011). Je groBer diese ist und je groBer damit das Ausmaf3 an Collins-
Korperchen ist, desto schwerer ist die Erkrankung und desto frither ist die
Erstmanifestation (je nach Mutation liegt sie zwischen 13 und 63 Lebensjahren)
(Belorgey et al., 2011, Lomas, 2005). Frithe Symptome von FENIB sind ein
Aufmerksamkeits- und Konzentrationsverlust, spétere sind Demenz, Krampfanfille
sowie Myoklonien (Bradshaw et al., 2001, Lomas, 2005, Davies and Lomas, 2008). Die
Atiologie von FENIB ist nicht komplett entschliisselt (Davis et al., 1999b, Lomas and
Carrell, 2002). Allerdings ist beschricben, dass Mause, die Neuroserpin
iiberexprimieren oder auch Méuse, die Neuroserpin unterexprimieren, durch dngstliches
Verhalten auffallen (Madani et al., 2003). Zudem gibt es den Versuch,
Krampfanfallepisoden wie sie bei FENIB vorkommen mit der Neurotoxizitit von

tiberschiissigem t-PA zu erkldren (Belorgey et al., 2004, Lebeurrier et al., 2005).

1.5. Glykosylierung von Proteinen

Bei der Glykosylierung von Proteinen werden zwei verschiedene Formen
unterschieden. Entweder erfolgt eine N-Glykolysierung an einem Asparaginrest oder
eine O-Glykolysierung an einem Serin- oder Threoninrest. N-Glykane werden dabei an
der Membran des rauen ER synthetisiert (Roth et al., 2010). Allen N-glykosylierten
Proteinen ist dabei ein fiinf Zucker umfassendes Core Glycosid gemeinsam, welches an
der zytosolischen Seite des ER an das membranstéindige Dolicholphosphat gebunden
wird. Dabei {iibertragen spezifische Glykosyltransferasen zundchst zwei durch
Uridindiphosphat (UDP) aktivierte N-Acetylglucosaminreste und danach fiinf durch
Guanosindiphosphat (GDP) aktivierte Mannosylreste auf das Dolicholphosphat. Das so
entstandene Heptasaccharid wird in das ER-Lumen transloziert, wo noch einmal vier
Mannosylreste und drei Glycosylreste angehdngt werden. Die so entstandene
Oligosaccharid-Vorstufe (Glc);-(Man)o-(GIcNAc), wird dabei cotranslational an jedes

zu glykosylierende Protein iibertragen. Erkennungssequenz ist dabei die



Aminosdurefolge Asn-X-Ser/Thr, wobei X fiir jede beliebige Aminosdure auler Prolin
steht. Bereits im ER findet das sogenannte Trimmen statt, bei dem Glucose- und
Mannosereste wieder entfernt werden, bis nur noch das Core Glycosid
(GIcNAc)-(Man); verbleibt und das so glykosylierte Protein zum Golgi-Apparat
transportiert wird (Kukuruzinska and Lennon, 1998). Je nachdem welche Zuckerreste
im Golgi-Apparat an das Core Glycosid gehidngt werden, unterscheidet man drei
verschieden Glykosylierungstypen, die jeweils bis zu fiinf verschiedene Zuckerketten
enthalten konnen. Komplexe Zucker enthalten auBerhalb des Core Glycosids keine
Mannose, mannosereiche Zucker bzw. Zucker vom Oligomannose-Typ enthalten
auferhalb des Core Glycosids nur Mannosylreste und Zucker vom Hybrid-Typ bestehen
sowohl aus mannosefreien als auch aus reinen Mannosezuckerketten.

Die O-Glykolysierung ist nicht so komplex wie die N-Glykosylierung. Sie findet
ausschlieBlich posttranslational im Golgi-Apparat statt.

Die Glykosylierung eines Proteins erfiillt vielféltige Aufgaben (Varki, 1993). So wird
die korrekte Faltung des Proteins durch die richtige Glykosylierung unterstiitzt.
Oligosaccharide spielen eine Rolle bei der Zellerkennung. So ist beispielsweise die
Blutgruppe iiber die O-Glykosylierung von Membranproteinen auf Erythrozyten
bestimmt. Aullerdem maskieren sie ein Protein, indem eine Erkennung des Proteins
durch Proteasen, Mikroorganismen und Antikérper verhindert wird. Auch bei der
Zellerkennung spielen Oligosaccharide eine Rolle. So sind die auf Endothelzellen
exprimierten Selektine Voraussetzung fiir die Erkennung von Lymphozyten und

Leukozyten und leiten deren Migration in das Gewebe ein (Somers et al., 2000).

1.6. Sekretion von Proteinen

Die Synthese von sekretorischen Proteinen beginnt im Zytosol. Zunédchst wird aus der
mRNA des Proteins am Ribosom ein N-terminales 15-50 Aminosduren langes
Signalpeptid translatiert. Sobald dieses fertig synthetisiert ist, bindet ein
Signalerkennungspartikel (Signal Recognition Particle) an das Signalpeptid, unterbricht
die Translation und transportiert das Ribosom samt mRNA und Proteinkette an die
Membran des rauen ER, wo es an einen SRP-Rezeptor bindet. Uber einen sog. Protein-
Translokator, der sich in der ER-Membran befindet, wird das Protein direkt in das ER

synthetisiert. Eine Signalpeptidase im ER schneidet zunidchst das Signalpeptid ab und



das Protein wird cotranslational im ER glykosyliert (1.5.). Am Ende dieses Prozesses
und nach korrekter Faltung werden die Proteine in Vesikeln abgeschniirt und zum
Golgi-Apparat transportiert. Proteine, die im Golgi-Apparat kein weiteres spezifisches
Transportsignal erhalten, werden in Vesikeln verpackt und vom trans-Golgi
abgeschniirt. Sie fusionieren entweder sofort mit der Zellmembran und werden in das

extrazelluldare Milieu abgegeben oder erst nach einem Signal von auf3en.

1.7. Mannose-6-Phosphorylierung von Proteinen

Mannose-6-Phosphatreste an einem Protein sind ein spezifisches Zielsignal fiir den
Transport des Proteins in das Lysosom. Lysosomale Enzyme werden genau wie
sekretorische Proteine an der Membran des rauen ER synthetisiert. Im ER erhalten sie
thre N-Glykosylierung. Allerdings wird ein weiteres Trimmen der Zuckerketten im
Golgi-Apparat zu komplexen Zuckern durch eine enzymatische Modifikation an den
Zuckerketten verhindert (Hasilik and Von Figura, 1981). Zwei enzymatische Schritte im
cis-Golgi sind notwendig, um mannosereiche Oligosaccharide zu phosphorylieren.
Zunichst iibertrdgt die GlcNAc-Phosphotransferase GlcNac-1-Phosphat von einem
Uridinphosphat-N-acetylglucosamin-Molekiil auf bis zu zwei Mannosereste pro a-1,6
bzw. a-1,3-verkniipfter Oligosaccharidseitenkette (Braulke and Bonifacino, 2009,
Kornfeld and Mellman, 1989). Die GIcNAc-Phosphotransferase erkennt dabei
lysosomale Proteine spezifisch an der Konformation bestimmter Doménen (Cuozzo and
Sahagian, 1994). Im zweiten Schritt entfernt die N-Acetylglucosamin-1-phosphodiester-
a-N-Acetylglucosaminidase ein Molekiil N-Acetylglucosamin so, dass das Mannose-6-
Phosphat (Man6P) freiliegt. Lysosomale Enzyme konnen iiber freie Man6P-Reste
entweder an einen 46 kDa groflen (MPR46) oder einen 300 kDa groflen (MPR300)
Man6P-Rezeptor im trans-Golgi binden. Der Komplex aus Rezeptor und Protein wird in
Vesikeln abgeschniirt, die mit Endosomen verschmelzen. Dort sorgt der niedrige
pH-Wert fiir die Dissoziation des Proteins vom Rezeptor und der Rezeptor zirkuliert
zurlick zum Golgi-Apparat (Braulke and Bonifacino, 2009). Etwa 5-20 % der neu
synthetisierten lysosomalen Proteine entgehen dem Transport in das Lysosom und
werden sezerniert. Auf der Zellmembran befindet sich der MPR300, iiber den Man6-

phoshorylierte Proteine wieder internalisiert werden konnen. Auch sind Man6P

10



unabhingige Transportmdglichkeiten von lysosomalen Proteinen bekannt (Braulke and

Bonifacino, 2009).

1.8. Lysosomen

Lysosomen sind vesikuldre, von einer einfachen Membran umschlossene Zellorganellen
mit einem Durchmesser zwischen 0,1 und 1 pm. Primére Lysosomen entstehen direkt
aus Abschniirungen des trans-Golgi und enthalten bereits lysosomale Enzyme, die
jedoch noch an einen MPR gebunden sind. Primire Lysosomen verschmelzen mit
Endosomen, die aus der Zellmembran abgeschniirt sind und Endozytosematerial
enthalten. Aus dieser Fusion entstehen sekundére Lysososmen. Lysosomen enthalten in
ihrer Membran eine H'-ATPase, die dafiir sorgt, dass der pH-Wert im Lysosom stabil
unter 5 liegt. Das saure Milieu ist einerseits notwendig, damit die lysosomalen Enzyme
vom MPR dissozieren konnen, andereseits erreichen die Enzyme erst bei saurem
pH-Wert ihre volle Aktivitat. Sollten lysosomale Enzyme versehentlich in das Zytosol
gelangen, so sind sie dementsprechend nur schwach aktiv. Lysosomale Enzyme sind
ausschlieBlich saure Hydrolasen, von denen bereits iiber 50 bekannt sind. Ihre Aufgabe
besteht darin, groBe Makromolekiile, die entweder aus der Zelle oder von auBerhalb
kommen, abzubauen. Dazu stehen etwa Proteasen, Glykosidasen, DNAsen und Lipasen
zur Verfligung. Zellfremdes Material, das per Endozytose aufgenommen wird oder
zelleigenes Material von einfachen Molekiilen bis zu ganzen Zellorganellen, das per
Autophagie in Lysosomen gelangt, wird in kleine Molekiile zerlegt, die dem Zytosol
wieder fiir die Neusynthese zur Verfiigung gestellt werden. Auler den Hydrolasen ist
auch die aus bis zu 140 fiir das Lysosom spezifischen Proteinen bestehenden
Lysosomenmebran fiir die Funktion von Lysosomen wichtig. Diese Membranproteine

sind stark glykosyliert, was sie vor hydrolytischem Abbau schiitzt.

Lysosomale Fehlfunktionen haben in Form von Speicherkrankheiten klinische
Relevanz. Gendefekte filhren dazu, dass entweder Proteine, die fiir die Biosynthese
lysosomaler Enzyme entscheidend sind oder lysosomale Enzyme selbst nicht
funktionieren.

Bei der [-Zellkrankheit beispielsweise, die auch als Mukolipidose II bezeichnet wird, ist
die GlcNAc-Phosphotransferase defekt, so dass sdmtliche Proteine nicht mehr Man6-

phosphoryliert werden konnen, sondern stattdessen vermehrt sezerniert werden. Die
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Zelle lagert Mukopolysaccharide, Lipide und Oligosaccharide an. Betroffene Kinder
sind korperlich und geistig retardiert und erreichen selten die zweite Lebensdekade.
Beim Morbus Hunter, einer Mukoplysaccharidose, dagegen ist das lysosomale Enzym
Iduronat-2-Sulfatase defekt, sodass sich die Makromolekiile Heparan- und
Dermatansulfat in Nerven- und Mesenchymzellen anlagern, was auch zu korperlicher
und geistiger Retardierung fiihrt.

Lysosomale Speicherkrankheiten galten lange als unheilbar, allerdings gibt es erste
Erfolgsansitze liber die Substitution defekter Enzyme, die iiber den MPR300 an der

Zellmembran internalisiert werden konnen (Braulke and Bonifacino, 2009).

1.9. Arbeitshypothese

Die Arbeitshypothese dieser Arbeit beruht darauf, dass eine kleine Fraktion von
Neuroserpin mit Man6P markiert ist.

Sollte dies der Fall sein, so wiirde ein Teil des im ER synthetisierten Neuroserpins
welches nicht mit Man6P markiert ist iiber den Standardsekretionsweg in den
extrazelluliren Raum sezerniert werden. FEine andere (kleinere) Fraktion von
Neuroserpin mit Man6P wiirde iiber Bindung an den Man6P-Rezeptor im Golgi-
Apparat (sieche 1.7.) zum Lysosom transportiert werden, um dort mdglicherweise eine
Serinprotease zu hemmen.

Mutiertes, polymerisiertes Neuroserpin konnte dazu fiihren, dass vermindert
funktionierendes Neuroserpin in die Lysosomen gelangt. Dort kommt es dann eventuell
zu einer Akkumulation der nicht inhibierten Serinprotease. Dies konnte zu Zellschaden

und damit zu der Entstehung von FENIB beitragen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Reagenzien

2.1.1.1. Nukleinsaure und Nukleotide

Plasmide

Benutzt wurde das Plasmid pCDNA3 von Invitrogen, Darmstadt.

Primer

Alle Primer wurden bei Sigma-Aldrich (Miinchen) bestellt.
Tabelle 1: Sequenzierungs-Primer fiir Neuroserpin

Bezeichnung | Sequenz

NSP-F1 CATGGTAACTGCTAAAGAGAGCC
NSP-F2 CGCAGTTTAGGCCTGAAAAT
NSP-F3 GGTTCACAGTGGAACAGGAAA
NSP-T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

Tabelle 2: Mutagenese-Primer fur Neuroserpin

Bezeichnung | Sequenz

NSP-N1571 | CAATAAGTGGGTGGAGATTAACACAAACAATCTGG

NSP-N3211 CATCAAAGATGCAATTTTGACAGGCCTCT

Die jeweils eingefiigte Punktmutation ist rot markiert.

Als Léangenmarker fiir die DNA-Gelelektrophorese wurde der TrackIt™ 1 Kb Plus
DNA Ladder von Invitrogen (Darmstadt) verwendet.
Als Grolenmarker fiir die SDS-Gelelektrophorese wurde der Page Ruler™, Prestained

Protein Ladder von Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet.
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2.1.1.2. Enzyme

Tabelle 3: Restriktionsendonukleasen

Enzym

Hersteller

FastDigest® Restriktionsenzym EcoRI

Fermentas, St.Leon-Rot

FastDigest® Restriktionsenzym Pvul

Fermentas, St.Leon-Rot

FastDigest® Restriktionsenzym Xhol

Fermentas, St.Leon-Rot

Tabelle 4: Endoglykosidasen

Enzym

Hersteller

Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F)

Roche, Miinchen

Endo-B-N-acetylglucosaminidase H (Endo H)

Roche, Miinchen

2.1.1.3. Antikorper

Tabelle 5: Primarantikorper

Antigen Spezies Hersteller Verdinnung
beta-Aktin Kaninchen | Sigma-Aldrich, Miinchen 1:1000 WB
Cathepsin D Maus Sigma-Aldrich, Miinchen 1:1000 WB
Cathepsin D Maus Oncogene Research Products, 1:20 TH

San Diego, USA

Golgin-97 Maus Sigma, Deisenhofen 1:200 1Z
LAMP-1 Maus DAKO, Hamburg 1:150 1Z
Mannose-6-Phosphat | Maus (Muller-Loennies et al., 2010) 2 mg/ml AC
Neuroserpin Kaninchen | David A Lomas, Cambridge, UK | 1:2000 EM
Neuroserpin Maus Abcam, Cambridge, UK 1:2000 TH
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Neuroserpin Ziege Peter Sonderegger, Ziirich 1:250 WB
(Galliciotti et al., 2007) 1:501Z

PDI Kaninchen | DAKO, Hamburg 1:250 1Z

WB: Western Blot; IH: Immunhistochemie; [Z: Immunozytochemie;

EM: Immuno-Elektronenmikroskopie; AC: Affinititschromatographie

Tabelle 6: Sekudarantikérper

Antikorper Spezies | Hersteller Verdinnung

anti-Kaninchen-HRP IgG Ziege Promega, Mannheim 1:10000 WB

anti-Maus-HRP IgG Ziege Promega, Mannheim 1:10000 WB

anti-Ziege-HRP IgG Esel Promega, Mannheim 1:10000 WB

anti-Maus- Esel Invitrogen, Darmstadt 1:500 1Z

Alexa Fluor® 555 IgG

anti-Kaninchen- Esel Invitrogen, Darmstadt 1:500 1Z

Alexa Fluor® 555 IgG

anti-Ziege- Esel Invitrogen, Darmstadt 1:500 1Z

Alexa Fluor® 633 IgG

anti-Maus- Ziege Invitrogen, Darmstadt 1:500 IH

Alexa Fluor® 546 IgG

anti-Kaninchen- Ziege Invitrogen, Darmstadt 1:500 IH

Alexa Fluor® 488 1gG

anti-Kaninchen-Biotin IgG | Ziege Vector laboratories, 1:1000 EM

Burlingame, USA

WB: Western Blot; IH: Immunhistochemie; [Z: Immunozytochemie;

EM: Immuno-Elektronenmikroskopie
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2.1.1.4. Chemikalien

Tabelle 7: Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

2,2-Bis-(hydroxyethyl)-(iminotris)

(hydroxymethyl)methan (Bis Tris)

Merck, Darmstadt

ABC Vector Labs, Burlingame, USA
Acetat Merck, Darmstadt

Aceton ROTH, Karlsruhe
Agarosepulver Invitrogen, Darmstadt

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

ROTH, Karlsruhe

Ampicillin

Sigma-Aldrich, Miinchen

Bis-Acrylamid, Rotiphorese® Gel 30

ROTH, Karlsruhe

Bovines Serumalbumin (BSA)

ROTH, Karlsruhe

Brefeldin A (BFA)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

DAPI (4’,6-Diamidin-2’-
phenylindoldihydrochlorid)

Invitrogen, Darmstadt

Diaminobenzidin (DAB)-H,0,-Losung

Sigma, Deisenhofen

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

ROTH, Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT)

Biomol, Hamburg

DMEM High Glucose Medium

PAA, Pasching, Osterreich

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich, Miinchen

DNA Loading Dye (6x)

Fermentas, St. Leon.Rot

dNTP-Mix

Invitrogen, Darmstadt

Dulbecco’s PBS (1x)

PAA, Pasching, Osterreich

Epon ROTH, Karlsruhe
Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Miinchen

Ethylendiamintetraessigsidure (EDTA)

Sigma-Aldrich, Miinchen
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FastDigest® Puffer

Fermentas, St. Leon.Rot

FluoromoutG

Southern Biotech, Birmingham, USA

Foetal Bovine Serum (FBS)

PAA, Pasching, Osterreich

FuGENE® HD Transfection Reagent

Roche, Grenzach

Furin-Inhibitor Dec-RVKR-CMK

Bachem, Bubendorf, Schweiz

Geneticin (G418)

PAA, Pasching, Osterrreich

Glucose

Sigma-Aldrich, Miinchen

Glucose-6-Phosphat

Sigma, Deisenhofen

Glycin Sigma-Aldrich, Miinchen
Hefeextrakt ROTH, Karlsruhe
Isopropanol Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid (KCl) Sigma-Aldrich, Miinchen

Kaliumdihydrogenphosphat(KH,PO,)

ROTH, Karlsruhe

Magermilchpulver

Frema Reform, Liineburg

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Magnesiumsulfat (MgSOy)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Mannose-6-Phosphat

Sigma, Deisenhofen

Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Miinchen

Methanol

Merck, Darmstadt

N,N,N',N'-Tetrametrylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Natriumazid (NaN3)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Natriumchlorid (NaCl)

ROTH, Karlsruhe

Natriumcitrat (C¢HsNazO7)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Natrium-Deoxycholat

Sigma-Aldrich, Miinchen

Natriumhydrogenphosphatdihydrat (Na,HPO,)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Natriumhydroxid (NaOH)

ROTH, Karlsruhe

Nonidet P40

Sigma-Aldrich, Miinchen

Nonylphenolethoxylat NP-40

Sigma-Aldrich, Miinchen

Opti-MEM®

Invitrogen, Darmstadt
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Paraformaldehyd

BUFA Chemikalien, Liibeck

Penicillin/Streptomycin (100x) (Pen/Strep)

PAA, Pasching, Osterreich

PMSF

Roche, Grenzach-Wyhlen

ProLong Gold mit DAPI

Invitrogen

Protease Inhibitor (Cocktail Tablets)

Roche, Grenzach-Wyhlen

Saccharose Sigma-Aldrich, Miinchen
Salzsdure (HCI) Sigma-Aldrich, Miinchen
Saponin ROTH, Karlsruhe

Sodiumdodecyl Sulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Triton X-100

ROTH, Karlsruhe

Trizma base, (Tris)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Trizma hydrochloride (Tris HCI)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Trypsin-EDTA (1x)

PAA, Pasching, Osterreich

Trypton

ROTH, Karlsruhe

Tween® 20

ROTH, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid (H205)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Zitronensiure

Sigma-Aldrich, Miinchen

2.1.2. Puffer und Ldsungen

Tabelle 8: Puffer und Lésungen

Puffer/Ldsung

Zusammensetzung

10x CVL-Ladepuftfer

2 g SDS

5ml 1 M Tris HCI pH 7.4
5 ml Mercaptoethanol

3 g Saccharose

ad. 20 ml mit ddH20

1 % Bromphenolblau

pH 6,8

4x SDS-Ladepuffer

0,4 % (w/v) Bromphenolblau
400 mM DTT
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40 % (v/v) Glycerin
250 mM Tris pH 6.8
8 % (w/v) SDS

Blockierlosung EM 10 % (v/v) Pferdeserum
0,2 % (w/v) BSA
in PBS (1x)
Blockierlosung WB 5 % (w/v) Magermilchpulver

in TBS-T

Blockierserum 1Z

3 % (w/v) BSA
0,2 % (w/v) Saponin
in PBS (1x)

Carrierlosung EM

1 % (v/v) Pferdeserum
0,2 % (w/v) BSA
in PBS (1x)

Denaturierungspuffer

0,5 % (w/v) SDS
1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
in PBS

Einfriermedium

40 % (v/v) DMEM
50 % (v/v) FBS
10 % (v/v) DMSO

Endo H-Puffer

0,5 mM Natriumcitrat in PBS

pH von 5,5 mit Zitronensdure einstellen

Ethidiumbromidlosung

0,1 % Ethidiumbromid
in TAE-Puffer (50x)

HSG-Amp-Medium

13,5 g Trypton

12,5 g NaCl

7,0 g Hefeextrakt

17,0 g 87 % Glycerol
2,3 g KbHPO4

1,5 g KH,PO,

0,25 g MgS0,4 x 7 H,O
100 mg Ampicillin
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In11H,0

Kulturmedium DMEM High Glucose Medium
10 % (v/v) FBS
5 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
LB-Agar 1,2 % (w/v) Agar

in LB-Amp-Medium

LB-Amp-Medium

100 pg/ml Ampicillin
in LB-Medium

LB-Medium 1 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl
in ddH,O

Lysispuffer 150 mM NacCl

50 mM Tris-HCI pH 8

0,5 % (w/v) Natrium-Deoxycholat
0,5 % (v/v) Triton X-100

in ddH,O

NZY-Kulturmedium

12,5ml 1 M MgCl,
12,5ml 1 M MgSOy4
10 ml 2M Glucose
in 1 1 LB-Medium
pH 7,5

PBS (10x)

1,37 M NaCl

27 mM Kgl

100 mM Na2HPO4
20 mM KH2PO4
pH 7.4

Permeabilisierungslosung 1Z

0,2 % (w/v) Saponin in PBS (1x)

RIPA-Puffer

50 mM Tris-HCI pH 8

150 mM NacCl

1 % (v/v) Nonylphenolethoxylat NP-40
0,5 % (w/v) Natrium-Deoxycholat
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0,5 % (w/v) SDS
in ddH,0

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris
0,4 % (w/v) SDS
pH 6.8

SDS-PAGE-Laufpuffer (10x)

250 mM Tris
2 M Glycin
1 % (w/v) SDS

Selektionsmedium

500 ng/ml G418

in Kulturmedium

TAE-Pufter (50x)

242 g Tris base

57,1 ml Essigsédure
50 mM EDTA pH 8,0
in 1 L dd.H,0

TBS-T

50 mM Tris

150 mM NacCl

0,05 % (v/v) Tween 20
pH 7,6

Trenngelpufter

1,5 M Tris
0,4 % (w/v) SDS
pH 8,8

Verdiinnungspuffer

Deglykolysierung

0,5 mM PMSF in PBS
+ EDTA-freie Protease- und Phosphotase-

Inhibitoren

Wet-Blot-Puffer (10x)

250 mM Tris
1,92 M Glycin
pH 8.3

Wet-Blot-Puffer (1x)

10 % (v/v) 10x Wet-Blot-Puffer
20 % (v/v) Methanol

in Wasser
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2.1.3. Kits

Folgende Kits sind nach Herstellerangaben verwendet worden.

Tabelle 9: Verwendete Kits

Bezeichnung

Hersteller

Bradford Assay

BioRad, Miinchen

Gelextraktionskit

Sequlab, Gottingen

Genelet™ PCR Purification Kit

Fermentas, St. Leon-Rot

Invisorb® Spin Plasmid Mini Two-Kit

Invitek, Berlin

Pierce ECL Western Blotting Substrate

Thermo Scientific, Bremen

Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra Midi-
Kit

MACHEREY-NAGEL,

Diiren

QuikChange® Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kit

Agilent, Waldbronn

2.1.4. Organismen

Tabelle 10: Verwendete Bakterienstamme

Stamm

Hersteller

XL10-Gold® Ultracompetent Cells

Agilent, Waldbronn

Tabelle 11: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Quelle

HEK-293

Institut fiir Neuropathologie, UKE, Hamburg

Tabelle 12: Verwendete Mauselinien

Linie Quelle
C57BL/6 (NSwt) Versuchstierhaltung, UKE, Hamburg
Tg(NS) Versuchstierhaltung, UKE, Hamburg
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2.1.5. Verbrauchsmittel

Tabelle 13: Verbrauchsmittel

Verbrauchsmittel

Hersteller

10 kDa Filter (0,5 ml)

Millipore, Schwalbach am Taunus

10 kDa Filter (3,5 ml)

PALL Life Sciences, Dreieich

AminoLink Plus Gel Beads

Pierce, Rockford, USA

Deckgldser

Assistent, Sondheim

Kryoréhrchen 1 ml

ROTH, Karlsruhe

Kunststoffkiivetten UVette®

Eppendorf, Hamburg

Objekttrager Hecht-Assistent, Sondheim
Pasteurpipette Glas ROTH, Karlsruhe
Pinzetten Biochem, Weilburg

Pipetten Serol 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Falcon, Heidelberg

Pipettenspitzen (1 ml, 200 pl, 20 pl, 2 ul)

Eppendorf, Hamburg

Polypropylenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner bio-one, Essen

Reaktionsgefal3 (1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefal3 (Tube) Eppendorf, Hamburg
Rontgenfilm Kodak, Hiirth
Skalpellklingen BAYHA, Tuttlingen

Whatman (Blotting-Papier)

Whatman GmbH, Dassel

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)

Sarstedt, Niimbrecht

Zellkulturplatte (6 well, 12 well, 10 cm)

Nunc, Langenselbold

2.1.6. Gerate

Tabelle 14: Geréte

Gerat Hersteller
Absaugpumpe Miniport Hassheider Medizintechnik, Kdln
Autoklav Technoroma, Fernwald

Axiovert 200 MAT Mikroskop

Carl Zeiss AG, Oberkochen
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Belichtungsgerit Chemidoc

BioRad, Miinchen

Brutschrank (Zellkultur)

Heraeus electronic, Hanau

Digital Sonifier Model 250 D

BRANSON, Danbury, USA

Elektronenmikroskop Zeiss EM 902

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Filmentwicklungsgerit Curix 60

Agfa, Mortsel, Belgien

Gefrierschrank -20°C

Bosch, Gerlingen

Gefrierschrank -80°C

Colora Messtechnik GmbH,
Lorch/Wiirtt

Geldokumentationsgerat Chemi Doc'™ XRS

BioRad, Miinchen

Gelelektrophoresekammer

BioRad, Miinchen

Gelschlitten

BioRad, Miinchen

GieBapparatur fiir Polyacrylamid-Gele

BioRad, Miinchen

Glasplatten

BioRad, Miinchen

Kippschiittler

Edmund Biihler GmbH, Hechingen

Kippschiittler Plattform Shaker STR 6

Stuart Scientific, Essex, England

Konfokales Lasermikroskop Leica TCS SP2

Leica, Solms

Kiihlschranke (4°C)

Liebherr, Kirchdorf

Kiihlzentrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg

Kunststoffkimme (fiir Agarose- und

Polyacrylamid-Gele)

BioRad, Miinchen

LABOPORT®-Membran-Vakuumpumpe

ROTH, Karlsruhe

Laborschuttler Orbital shaker incubator

TEQ, Weinheim

Laborwaage Shinko Denshi

Vibra, Tokyo, Japan

Magnetthermoriihrer RCT basic IKAMAG®

IKA Werke GmbH&Co. KG, Staufen

Mikro-Dismembrator

B. Braun, Melsungen

Mikroskop Eclipse TS100

Nikon, Melville, USA

Mikrowelle Micromat

AEG, Frankfurt am Main

Multiwell-Spektrophotometer pQuant

Biotek, Bad Friedrichshall

Netzgerit Electrophoresis Supply, EPS 200

Pharmacia Biotech, Freiburg
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Netzgerit Power Supply, Power Pac Basic

BioRad, Miinchen

pH-Meter CG 840

Schott, Mainz

Pipetboy

Integra Biosciences, Fernwald

Pipetten (verschiedene GroBen)

Eppendorf, Hamburg

Préazisionswaage

Sartorius, Gottingen

Printer P93D

Mitsubishi, Ratinge

Spektrophotometer Gene Quant RNA/DNA

Calculator

Pharmacia Biotech, Freiburg

Sterilbank Thermo Electron Corporation

Herasafe

Heraeus electronic, Hanau

Stickstofftank Chronos 80 Biosafe®

Messer, Griesheim

Thermocycler (MyCycler)

BioRad, Miinchen

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge

Sarstedt, Niimbrecht

Uberkopfschiittler (Reagenzglas-Rotator)

LabMarket, Mannheim

Vortexer

IKA Werke GmbH&Co. KG, Staufen

Wasserbad

P-D Industriegesellschaft mbH,

Dresden

Zellkulturzentrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Transformation von Bakterienzellen

Plasmid-DNA wurde nach Herstellerangaben in den ultrakompetenten Stamm XL10
Gold® (Agilent) eingebracht.
Hierzu wurden 45 pl Zellsuspension auf Eis aufgetaut und 2 pl B-Mercaptoethanol
zugegeben. Nach kurzem Schiitteln wurden 2 pl Plasmid-DNA zu den Zellen
hinzugefiigt. Das Gemisch wurde 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend einem
Hitzeschock unterzogen (42°C/30 sec). Die transformierten Bakterien wurden fiir
30 Minuten in 0,5 ml NZY-Kulturmedium bei 240 rpm geschiittelt. Danach wurden
Selektionsplatten mit 20, 80, 150 oder 200 pul Bakteriensuspension bestrichen und tiber
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Nacht bei 37°C inkubiert. Pro Platte wurden je 4 Bakterienklone ,,gepickt und in je
3 ml HSG-Medium (+ 1:1000 Ampicillin) aufgenommen. Die Kulturen wurden fiir
2 Tage bei 25°C und 240 rpm inkubiert.

2.2.2. Anlegen einer Glyzerolkultur

Transformierte Bakterien konnen in Glycerol bei -80°C konserviert werden. Dazu
wurden 200 pL 87 % (w/v) Glycerol in ein 1,5 ml Tube vorgelegt, 800 pl frische
Ubernachtkultur hinzupipettiert, das Gemisch gevortext und im Gefrierschrank bei

-80°C eingefroren.

2.2.3. Praparation von Plasmid-DNA

Transformierte XL10 Gold® Zellen beinhalten aufler dem bendtigten DNA-Plasmid
auch genomische DNA, RNA sowie verschiedene Proteine. Aus all diesen

Bestandteilen muss die Plasmid-DNA mdglichst effektiv isoliert werden.

2.2.3.1. Minipréaparation

Fiir die Minipriparation wurde das Invisorb® Spin Plasmid Mini Two-Kits verwendet.
Zellen einer 2 ml Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation bei 14.000xg fiir 1 min
bei 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde in
Losung A resupsendiert (enthdlt RNAse zum Abbau zellulirer RNA), anschliefend
wurde Losung B im gleichen Volumenanteil hinzugefiigt. Die Losungen dienen der
alkalyschen Lyse der Bakterien sowie dem Abbau der zelluliren RNA. Nach
Neutralisation mit Losung C wurde das Gemisch fiir 5 min bei 14.000xg zentrifugiert.
Der Uberstand, der nun frei von Proteinen, Zellresten und genomischer DNA ist, wurde
auf eine Membran {iibertragen (spin-filter), die spezifisch DNA bindet. Nach weiteren
Zentrifugationen und Waschschritten wurde die DNA aus der Membran mit 50 pl
ddH,0 eluiert.

2.2.3.2. Midipraparation

Fir die Midipripraration wurde das Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra

Midi-Kit von MACHEREY-NAGEL gemél Herstellerangaben verwendet. Das Prinzip
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ist dhnlich wie bei der Miniprédparation, allerdings sind die Sdulen groBer, sodass das
Pellet einer 100 ml groBen Zellsuspension als Ausgangsmaterial verwendet werden

kann, was eine Gewinnung von 100-200 pg DNA ermdglicht.

2.2.4. Konzentrationsbestimmung von DNA

DNA-Konzentrationen lassen sich mit dem Photometer bestimmen. Die aromatischen
Ringe der DNA-Basen besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm. Enthédlt eine
Losung 50 pg/ml doppelstrangige DNA, so liegt eine Absorption von 1 bei 260 nm vor.
Bei 280 nm besitzen viele in Proteinen enthaltene Aminosduren ihr
Absorptionsmaximum. Daher gibt der Absorptionsquotient bei 260 und 280 nm von
DNA eine Aussage iiber die Reinheit der Probe. Reine DNA besitzt einen 260/280

Quotienten von 1,8.

2.2.5. DNA-Aufreinigung

Plasmid-DNA wurde mit dem GeneJet'” PCR Purification Kits von Fermentas gemiB
den Herstellerangaben aufgereinigt. Der Aufreinigung liegt eine Silikatmembran

zugrunde, die spezifisch DNA bindet, die mit 50 pul ddH2O eluiert wurde.

2.2.6. Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese ermoglicht die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach
GroBe. Dies erfolgte entweder analytisch, um zu untersuchen, ob das bendtigte DNA-
Fragment in der richtigen Grée und Menge vorhanden war oder praparativ, wenn
direkt aus dem Gel das bendtigte DNA-Fragment fiir weiter Experimente isoliert
werden sollte. Die Auftrennung erfolgte in einem elektrischen Feld (10-20 Volt/cm). Je
nach GroBe der DNA-Fragmente erfolgte die Elektrophorese in einem 0,8-1 %igem
Agarosegel in 1x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer. Die DNA wurde dazu in einem
selbst hergestellten 6x DNA-Ladepuffer oder in einem von Fermentas (cat. No. R0611)
erworbenen Puffer aufgenommen, in die Taschen des zuvor gegossenen Geles pipettiert
und elektrophoretisch aufgetrennt. Als GroBenstandard wurde 1 Kb Plus DNA Ladder
von Invitrogen aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel in einer 0,1 %igen

Ethidiumbromidlésung fiir 20 Minuten angeféarbt. Das angefarbte Gel wurde unter einen
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UV-Transilluminator gelegt und die DNA-Banden wurden unter einer Kamera

detektiert.

2.2.7. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem Gelextraktionskit von Sequlab. Banden von
Interesse wurden unter einem UV-Transilluminator mit einem Skalpell aus dem Gel
herausgeschnitten, das Gel nach Herstellerangabe mit mitgelieferten Reagenzien bei
50°C verfliissigt und die DNA iiber eine Anionenaustauschsdule aufgereinigt und

schlief3lich in ddH,O eluiert.

2.2.8. Restriktionsverdau

DNA kann mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen gespalten werden.
Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die DNA anhand bestimmter oft
palindromischer Erkennungssequenzen zerschneiden. Sie gelten den Bakterien als
Abwehr gegen Phagen-DNA. Je nach Endonuklease entstehen Fragmente mit glatten
oder kohisiven Enden. Uber die kohisiven Enden lassen sich die Fragmente mit
anderen komplementiren Fragmenten hybridisieren und iiber eine Ligase verkniipfen. In
dieser Arbeit wurde der Restriktionsverdau verwendet, um DNA fiir eine anschlieBende
Transfektion zu linealisieren oder um zu iiberpriifen, ob Plasmid-DNA das gewiinschte
Insert enthélt.

Verwendet wurden die drei Restriktionsenzyme Pvul, Xhol und EcoRI. 5 pg der
Plasmid-DNA, 2 pl der jeweiligen Restriktionsenzyme und 5 pl des 10x FastDigest®
Puffers wurden mit ddH,O auf 50 pl Gesamtvolumen aufgefiillt und der
Restriktionsverdau bei 37°C fiir 1 h durchgefiihrt. Das entstandene Produkt wurde per

Gelelektrophorese analysiert.

2.2.9. DNA-Sequenzierung nach [Sanger, 1977]

Die DNA-Sequenzierung erfolgt nach der Kettenverldngerungs-Kettenabbruchmethode.
Bendtigt werden Template-DNA in ausreichender Menge, Primer, die spezifisch an die
Template-DNA binden, eine hitzestabile Tagq-Polymerase, ein dNTP-Gemisch, sowie

die vier ddNTPs, die im Verhéltnis zu den dNTPs in einer sehr geringen Konzentration
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vorhanden sind, wobei jedes der vier ddNTPs an einen eigenen Fluorochrom gekoppelt
ist. Es finden 20-30 Zyklen (1. Denaturierung 10 sec 96°C; 2. Annealing 5 sec 50°C; 3.
Elongation 4 min 60°C) statt, bei denen die Polymerase die zuvor denaturierte
Template-DNA angefangen bei dem an die DNA gebundenen Primer amplifiziert, bis
mit dem zufdlligen Einbau eines ddNTP ein Kettenabbruch erfolgt. Das entstandene
Gemisch mit den Stringen unterschiedlicher Lénge wird {iiber eine
Harnstoff/Polyacrylamidgel-Gelelektrophorese nach Lénge aufgetrennt. Durch
Anregung der aufgetrennten Nukleinsdurefragmente mit UV-Licht koénnen die
fluorochrom-markierten ddNTPs detektiert und die Template-DNA dadurch auf die
Base genau sequenziert werden (Sanger et al., 1977).

MWG Biotech (Ebersberg) fiihrte die Sequenzierung fiir uns durch. 1 pg Plasmid-DNA
und 3 pl der entsprechenden forward- und reverse-Primer wurden mit ddH,O auf ein
Gesamtvolumen von 15 pl gebracht. Die Software Vector-NTI® von Invitrogen und die

NCBI-Blast-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) dienten der Untersuchung der

Ergebnisse.

2.2.10. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode, die es ermdglicht spezifische
Abschnitte von Template-DNA effizient zu amplifizieren. Fiir die PCR verwendet man
unterschiedliche Vorwirts- und Riickwirts-Primertypen, eine hitzestabile Taq-
Polymerase, dNTPs in ausreichender Menge sowie einen Puffer, MgCl, und Wasser. Es
finden mehrere Zyklen statt, bei denen zunéchst die Doppelstringe der Template-DNA
denaturiert werden, anschlieBend hybridisieren komplementére Primer an die jeweilige
template-DNA-Stringe (Annealing), sodass die Tag-Polymerase mit der Amplifikation
der DNA starten kann (Elongation). Fiir die einzelnen Schritte sind unterschiedliche

Temperaturen notwendig (siche Tabelle 15).

1 2min initiale Denaturierung 94°C

2 0,5min Denaturierung 94°C
Tabelle 15: PCR-Programm
3 Imin  Annealing 50°C 30x
4 1,5min Elongation 72°C
5 5min  terminale Elongation 72°C
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2.2.11. Mutagenese-PCR

Die Mutagenese-PCR  wurde mit dem QuikChange® Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kit der Firma Agilent durchgefiihrt. Dabei diente ein doppelstrangiges
DNA-Plasmid als Template-DNA, indem Neuroserpin-cDNA in den Vektor pcDNA3
einkloniert vorlag. Diese trigt besondere Methylierungen, die noch von Bedeutung sein
werden. Die Template-DNA ist zirkuldr. Es werden fiir die PCR zwei komplementére
Primer bendtigt (2.1.1.1.), die die gewiinschte Mutation mittig (Insertion, Deletion oder
Substitution) enthielten und bei SIGMA bestellt wurden. In Ausnahme zur oben
beschriebenen PCR benutzten wir hier die Pfu-Polymerase, die sich von der Taq-
Polymerase u.a. dadurch unterscheidet, dass sie eine 3'-5"-Exonucleaseaktivitit besitzt.
Der Reaktionsansatz bestand aus 5 pl 10x Reaktions-Puffer, 50 ng Plasmid-DNA
Template, 125 ng reverse Primer (10 mMol), 125 ng forward Primer (10 mMol), 1 pl
dNTP Mix (10 mMol), 1,5 pl QuickSolution Reagenz, 1 pl QuickChange® Lightning
Enzym und wurde mit ddH20O auf 50 pl Gesamtvolumen aufgefiillt.

Nach Beendigung der PCR konnten die Template-Plasmide mit dem Restriktionsenzym
Dpnl, welches methylierte DNA an bestimmten Erkennungssequenzen sehr zuverldssig
hydrolisiert, fiir 5 min bei 37°C verdaut werden. Die gewonnene DNA wurde fiir die

Transformation von XL10 Gold® Zellen verwendet (2.2.1.).

2.3. Proteinbiochemische Methoden
2.3.1. Probenvorbereitung flr die SDS-Page

Um die Expression von Proteinen in transfizierten HEK-293 Zellen per SDS-Page und
anschlieBendem Western Blot zu analysieren, wurden HEK-293 Zellen fiir 48 h in
serumfreiem Opti-MEM kultiviert, bis sie eine Konfluenz von 80 % erreichten. Die
Zellen wurden fiir 5 min bei 4°C und 14000xg pelletiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und mit Hilfe eines 10 kDa-Filters durch Zentrifugation bei 7500xg und
4°C einkonzentriert. Der aufkonzentrierte Uberstand wurde in RIPA-Puffer
aufgenommen und mit 10x CVL-Ladepuffer versetzt.

Die Zellen selbst wurden zunichst zwei Mal mit warmem PBS gewaschen und dann
nochmals mit kaltem PBS von den Platten gelost. Die Pellets wurden durch

Zentrifugation bei 300xg und 4°C fiir 15 min gewonnen. Sie wurden in RIPA-Puffer
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lysiert und anschlieend 15 sec sonifiziert. Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 10
min bei 4°C und 10000xg wurde den Pellets 10x CVL-Ladepuffer zugegeben.

Hirne von 6 Wochen alten Miusen wurden entnommen und entweder bei -80°C
schockgefroren oder mit einem Mikro-Dismembrator in Lysispuffer + PI (2.1.2.)
homogenisiert. Die Homogenate wurden fiir 5 min bei 12000xg zentrifugiert, der
Proteingehalt per Bradford-Test (Bradford, 1976) nach Herstellerangabe durchgefiihrt.
Danach wurden die Homogenate in 4x SDS-Ladepuffer (2.1.2.) bei 95°C fiir 10 min

erhitzt.

2.3.2. SDS-Page

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden Proteine aus Zelllysaten,
Zelliiberstinden und Maiusehirnhomogenaten aufgetrennt und anschlieBend auf
Neuroserpin untersucht. Damit die Proteine in der Gelelektrophorese mdoglichst nur
nach Linge der Aminosiuresequenz, und nicht nach Ladung oder Beschaffenheit von
Sekundér- und Tertidrstruktur getrennt werden, wurde SDS (Natriumdodecylsulfat) als
Detergenz verwendet. Bei der Gelelektrophorese werden Proteinproben durch ein
elektrisches Feld zundchst durch ein Trenn- und danach ein Sammelgel geleitet. Beide
Gele folgen unmittelbar aufeinander und enthalten SDS (Laemmli, 1970). SDS ist ein
anionisches Detergenz, das die Eigenladung von Proteinen iiberdeckt und an diese
proportional zur Masse bindet, so dass alle Proteine wéhrend der Elektrophorese eine
gleiche negative Ladungsverteilung aufweisen. Das Gel befindet sich in einer
Elektrophoresekammer, die mit Laufpuffer (2.1.2.) gefiillt ist. Ein Proteinmarker, der als
GroBenvergleich dient, wurde mit auf das Gel aufgetragen und galt anschlieBend als
Relation zur Bestimmung der Proteinlingen. Bevor die Proben in das Gel geladen
wurden, wurden sie im 10x CVL-Puffer (2.1.2.) oder 4x SDS-Ladepuffer (2.1.2.) bei
95°C fir 5 min denaturiert und anschlieBend bei 4°C und 14000xg fiir 2 min
abzentrifugiert. Um anschlieBend Neuroserpin (55 kDa) zu detektieren, ist ein
12,5 %iges Trenngel am besten geeignet. Die SDS-Gele setzten sich wie folgt

zusammen (Tabelle 16):
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Tabelle 16: Zusammensetzung von SDS-Gelen

Reagenz Sammelgel Trenngel (12,5 %)
ddH,0O 2,75 ml 2,17 ml

0,5 M Tris HCI 500 ul -

1,5 M Tris HC1 - 1,9 ml

30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 650 pl 3,33 ml

10 % SDS 40 pl 75 pl

10 % APS 40 pul 75 pl

TEMED 4 ul 3l

Die Elektrophorese erfolgte bei 10 mA pro Gel bis die Proteinspur das Sammelgel
verlassen hat. Danach wurde die Stromstirke konstant auf 20 mA pro Gel gestellt und

die Elektrophorese fiir 3 h bei Zimmertemperatur durchgefiihrt.

2.3.3. Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Brilliant-Blue

Um unter UV-Licht die Proteine in dem Polyacrylamidgel zu erkennen, miissen diese
angefarbt werden. Dazu eignet sich eine Férbelosung mit Inhalt von Coomassie-
Brilliant-Blue. Das Gel wurde fiir 30 min in die Féarbelosung hineingelegt. Der Farbstoff
bindet gut an Proteine, sodass nach dem Entfirben mit Entfirbelosung allein die

Proteine angefarbt bleiben.

Coomassie Farbelosung 1 1:
800 ml Methanol, 140 ml Essigsdure. ~2 g Coomassie, dd.H,O auf'1 L.
Entfarbung in 1 1: 400 ml Methanol, 70 ml Essigsédure, dd.H,O

2.3.4. \Western Blot

Um Proteine, die per SDS-Page separiert wurden, spezifisch detektieren zu konnen,
miissen diese auf eine Membran iibertragen werden. Verwendet wurde das sog.
Nassblot-Verfahren. In einer Kasette wurde ein Schwidmmchen auf die Anoden-Seite
gelegt. Darauf wurden abwechselnd ein  Stiick Whatman-Papier, eine
Nitrocellulosemembran, das Gel, ein weiteres Stiick Whatman-Papier sowie ein zweites
Schwiammchen positioniert und die Kasette fest verschlossen. Die Kasette wurde in die
Blotkammer eingespannt, die mit 1x Wet-Blot-Puffer gefiillt war. Der Transfer erfolgte
1 h bei 400 mA und Raumtemperatur. Der Erfolg des Transfers wurde per Farbung mit

Ponceau S Losung iiberpriift, in der die Nitrocellulosemembran fiir 1 min geschwenkt
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wurde. Ponceau S bindet an positiv geladenen Aminogruppen von Proteinen und macht

sie so sichtbar.

2.3.5. Immundetektion

Um unspezifische Bindungsstellen auf der Nitrocellulosemembran zu séttigen, wurde
diese fiir 1 h in 5 % TBS-T fiir 1 h blockiert. Danach wurde die Membran iiber Nacht
mit Primédrantikérper, welcher in Blockierlosung (2.1.2.) in entsprechender
Konzentration (2.1.1.3.) vorlag, inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal
fiir 20 Minuten in TBS-T gewaschen und mit HRP gekoppeltem Sekundérantikorper fiir
1 h inkubiert. Die Membran wurde noch fiinf Mal fiir jeweils 20 Minuten in
Waschpuffer gewaschen. Fiir die Immunodetektion wurde die Membran zundchst in
einem ECL-(enhancedchemoluminscence) Substrat von Thermo Scientific inkubiert.
Benutzt wurden entweder das femto Kit fiir 1 min oder das pico Kit fiir 5 min. Die
Banden wurden per Chemidoc von BioRad detektiert. Alternativ wurde ein Rontgenfilm
in einer Dunkelkammer auf die mit dem ECL-Substrat aktivierte Membran gelegt, der

anschlieBend in einem automatischen Entwickler entwickelt wurde.

2.3.6. Deglykosylierung von N-glykosylierten Proteinen

Fiir die Deglykosylierung von Proteinen wurden entweder Zelllysate, Zelliiberstinde
oder Hirnhomogenate als Ausgangsmaterial verwendet. Behandelt wurden die Proben
entweder mit dem Enzym Endo H, welches mannosereiche und hybride Glykane von
Proteinen abspaltet oder mit PNGase F, das alle Glykane entfernt. Zunachst wurden die
Ausgangsproben so aliquotiert, dass sie jeweils eine Proteinmenge von 40 pug
aufwiesen. Die Proben fiir den Endo H Verdau wurden zundchst im Verdiinnungspuffer
(PBS + EDTA-freie Protease- und Phosphotase-Inhibitoren + 0,5 mM PMSF) lysiert
und mit ddH,O auf ein Volumen von 80 pl gebracht. AnschlieBend wurden 8 pl
Verdiinnungspuffer hinzugefiigt (PBS mit 0,5 % (w/v) SDS und 1 % (v/v)
2-Mercaptoethanol). Die Proben wurden fiir 10 min bei 95°C erhitzt und Endo H Puffer
beigefiigt (PBS mit 0,5 mM Natriumcitrat, mit Zitronensdure auf einen pH von 5,5
eingestellt). 5 ul Endo H (40 U/mg, Roche) wurden den Proben hinzugefiigt und bei
37°C iiber Nacht inkubiert.
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Fiir die Behandlung mit PNGase F wurden die Proben direkt mit Verdiinnungspuffer
auf ein Volumen von 80 pl gebracht. Nach der Zugabe von 2 pl 10 % (w/v) SDS
wurden die Proben fiir 10 min bei 70°C inkubiert. Fiir den Verdau wurden 10 pl
Nonidet P40 und 5 pl PNGase F (1 U/ul, Roche) zugefiigt und die Proben bei 37°C iiber
Nacht inkubiert.

2.3.7. Mannose-6-Phosphat-Affinitatschromatographie

Die Man6P-Affinititschromatographie wurde in der Arbeitsgruppe Molekularbiologie
der Klinik und Poliklinik fiir Kinder- und Jugendmedizin am UKE unter Mitarbeit von
Dr. Georgia Makrypidi nach dort erarbeitetem und bereits veroffentlichtem Protokoll
(Muller-Loennies et al., 2010, Makrypidi et al.,, 2011) durchgefiihrt. Frisches
Hirngewebe (150-200 mg) wurde 6 Wochen alten Tg(Ns) und Wildtyp Méiusen
entnommen und mit einem Glas-Douncer mit 30 Schldgen in 10 mM PBS pH 7.4 mit
Protease- und Phosphotaseinhibitoren und 0,2 % (v/v) Triton X-100 auf Eis
homogenisiert (200 mg/ml). Auch NSy Zellen wurden durch Hinzufiihren des gleichen
Homogenisierungspuffers lysiert. Die so angefertigten Proben wurden anschlieBend mit
einem Reagenzglasrotator bei 40°C fiir 30 Minuten inkubiert und anschlieBend bei
10.0000xg und 4°C fiir 1 h abzentrifugiert. Die Uberstinde wurden entnommen und
deren Proteingehalt per Bradford-Test nach Herstellerangabe bestimmt. 2 mg an
Gesamtprotein wurden fiir 30 min bei 4°C mit 2 mg/ml des Antikdrperfragments
scFv M6P-1 (Muller-Loennies et al., 2010) inkubiert, der zuvor mit AminoLink Plus
Gel Beads an eine Sdule gebunden wurde. Material, das nicht an das
Antikorperfragment gebunden hat, wurde als ,flow through“ gesammelt. Um
unspezifisch gebundenes Material zu entfernen, wurde die Sdule 10 Mal mit 10 mM
PBS mit 0.2 % (v/v) Triton X-100 und 10 mM Glucose 6-Phosphat ausgewaschen.
Man6P enthaltendene Proteine, die an die Sdule gebunden haben, wurde mit 10 mM
PBS mit 10 mM Man6P und Protease- und Phosphotaseinhibitoren eluiert. Das Man6P-
Eluat wurde mit Centiprep YM-10 einkonzentriert. Die einzelnen Fraktionen wurden
aliquotiert (je 1 % von Ausgangsmaterial und flow through sowie 100 % des Man6P-
Eluats) und per SDS-Page und Western Blot untersucht.
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2.4. Zellbiologische Methoden
2.4.1. Kultivierung von Zelllinien

HEK-293 Zellen wurden in 10 cm Schalen in Kulturmedium bestehend aus 8 ml
DMEM High Glucose Medium mit 10 % (v/v) fotalem Rinderserum (FBS) und
5 % (v/v) Pen/Strep (Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml)) in einem
Brutschrank bei 37°C, 5 % (v/v) CO; und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %
kultiviert.

2.4.2. Passagieren von Zellen

Sobald die Zellen eine Konfluenz von 90 % erreicht haben, wurden sie passagiert. Dies
war in der Regel zweimal wdochentlich der Fall. Zunédchst wurde das Medium abgesaugt
und Zellreste mit PBS abgewaschen. Nach Absaugen des PBS wurden die Zellen mit
Trypsin-EDTA (1x) bedeckt und fiir 5 min in den Brutschrank gestellt. Danach lieBen
sich die Zellen leicht durch Spiilen mit frischem Medium von dem Boden der Schale
16sen. Ein Zehntel der abgelosten Zellen wurde zuriick in die Schale transferiert, welche
mit frischem Medium aufgefiillt und zuriick in den Brutschrank gestellt wurde. Die mit
Trypsin abgelosten Zellen, die nicht zuriick in die Schale versetzt wurden, wurden

entweder verworfen oder in einer neuen Schale kultiviert.

2.4.3. Kryokonservierung und Revitalisierung von Zellen

Mit Zellen, die eingefroren werden sollten, wurde bis zum Hinzugeben von Trypsin-
EDTA (1x) genauso verfahren wie mit Zellen, die passagiert werden sollten. Allerdings
wurden sie nach der Inkubation mit Trypsin-EDTA (1x) mit einem speziellen
Einfriermedium abgeldst. Dieses bestand aus 40 % (v/v) DMEM, 50 % (v/v) FBS und
10 % (v/v) DMSO. Die so abgeldsten Zellen wurden in spezielle Kryorohrchen, die auf
Eis vorgekiihlt waren, versetzt und bei —80°C eingefroren.

Sollten Zellen wieder aufgetaut werden, so wurde das entsprechende Kryoréhrchen in
einem Wasserbad bei 37°C fiir etwa eine Minute aufgetaut. In der Zwischenzeit wurden
in ein T25-Fldschchen 2 ml Kulturmedium vorpipettiert und die aufgetauten Zellen
anschlieBend hinzugegeben. In diesem Medium wurden die Zellen fiir einen Tag

kultiviert. Danach wurde das Medium, das noch DMSO enthielt mit samt den Zellen,
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die das Auftauen nicht tberlebten, abgesaugt und den lebenden Zellen frisches

Kulturmedium hinzugegeben.

2.4.4. Generierung stabil transfizierter Zelllinien

HEK-293 Zellen, die stabil transfiziert werden sollten, wurden in 6-well Platten mit
2 ml Kulturmedium kultiviert. Fiir die Transfektion wurde der Zeitpunkt gewéhlt, an
dem die Zellen eine Zelldichte von 80-90 % erreicht haben. Neuroserpin-cDNA lag
bereits einkloniert im pcDNA3 Vektor vor. Nach einer eventuellen Mutagenese
(2.2.11.), der Konzentrationsbestimmung (2.2.4.), Aufreinigung (2.2.5.) und
Linearisierung mit Pvul (2.2.8.) wurden 2 pg DNA mit serumfreien Opti-MEM auf
100 pL aufgefiillt. Zu der verdiinnten DNA wurden 3 ul FUGENE® HD hinzugegeben
und das Gemisch fiir 15 Minuten inkubiert. Dieses Reaktionsreagenz wurde
tropchenweise auf die zu transfizierenden Zellen gegeben, die daruthin fiir 24 Stunden
im Brutschrank inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen in 10 cm Schalen
umgesetzt und das serumfreie Transfektionsmedium durch Kulturmedium mit
500 pg/ml Geneticin ersetzt (Selektionsmedium). Der pcDNA3 Vektor enthilt eine
Geneticinresistenz, so dass die Zugabe des Antibiotikums einen Selektionsdruck auf
erfolgreich transfizierte Zellen ausiibte. Verschiedene Klone wurden beim Umsetzen der
Zellen per Metallring ausgewihlt und in einzelne Schalen umgesetzt. Die Expression
von Neuroserpin der einzelnen Klone wurde per Western Blot mit einem polyklonalen
Antikorper gegen Neuroserpin aus der Ziege iiberpriift (dankenswerterweise zur
Verfiigung gestellt von G. Galliciotti und P. Sonderegger, Universitit Ziirich). Klone,
die die hochste Expression zeigten wurden einerseits kryokonserviert (2.4.3.) und

andererseits dauerhaft in Selektionsmedium fir weitere Versuche kultiviert.

2.4.5. Immunzytochemie

Stabil transfizierte HEK-293 Zellen wurden auf Deckglidschen in 6-well Platten
kultiviert. Wenn die Zellen eine Konfluenz von 70 % erreicht haben, wurde das
Medium abgesaugt, die Deckgldschen mit PBS gewaschen, anschlieBend in auf Eis
aufgetautem 4 % (w/v) Formaldehyd fiir 20 min fixiert und erneut mit PBS gewaschen.
Anschliefend fand eine Permeabilisierung mit 0,2 % (w/v) Saponin in PBS

(Permeabilisierungslosung) statt gefolgt von einer 1-stiindigen Inkubation in
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Blockierserum bestehend aus 3 % (w/v) BSA und 0,2 % (w/v) Saponin in PBS.
Darauthin wurden die Deckgldschen in eine lichtgeschiitzte, feuchte Kammer
tibertragen und fiir 1 h mit dem Primérantikoérper inkubiert, der in jeweiliger
Konzentration (2.1.1.3.) in Blockierserum gelost wurde. Die Deckgldschen wurden in
Permeabilisierungslosung gewaschen wund anschlieBend fiir 1 h mit dem
Sekundérantikdrper (1:500 in Blockierserum), der aus der Ziege stammt und jeweils
gegen die Spezies gerichtet war, aus der der Primédrantikdrper stammte, inkubiert. Die
Sekundérantikdrper waren entweder mit dem rot floureszierenden Alexa 633 oder dem
griim  floureszierenden Alexa 555 versehen. Nach erneutem Waschen in
Permeabilisierungslosung wurde dieser 0,4 pg/ml 4’,6-Diamidin-2’-
phenylindoldihydrochlorid (DAPI) zur Zellkernfarbung fiir 5 min hinzugegeben und die
Deckglidschen mit Fluoromount G auf Objekttrigern eingebettet. Nach dem die
Objekttrager lichtgeschiitzt liber Nacht bei Zimmertemperatur getrocknet wurden,

konnten sie mit dem konfokalen Lasermikroskop Leica TCS SP2 analysiert werden.

2.5. Mause

Alle Tiere wurden unter strenger Einhaltung der Richtlinien der Versuchstierhaltung des
Universitéitsklinikums Hamburg-Eppendorf gehalten und die Tierorganentnahmen sind

unter org 587 bewilligt worden.

2.5.1. Morphologische Untersuchungen von Mausehirnen

Die morphologischen Untersuchungen von Maiusehirnen erfolgte unter Mitarbeit von
Dr. Michaela Schweizer von der Servicegruppe Morphologie des Zentrums fiir

Molekulare Neurobiologie Hamburg nach dort ausgearbeiteten Protokollen.

2.5.1.1. Elektronenmikroskopie

Die Tiere wurden zunédchst mit einer Mischung aus Ketanest und Rompun tief betdubt.
AnschlieBend fand eine Perfusion mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd und 0,1 % (w/v)
Glutaraldehyd in PBS durch das Herz statt. Vibratomschnitte von 60 pm Breite wurden
aus den Hirnen erstellt. Nach einem Waschschritt in PBS pH 7,2 wurden die Schnitte
mit 0,3 % H,O, und 1 % NaBH4 in PBS fiir 30 min behandelt, um die Aktivitit der
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endogenen Peroxidase zu inhibieren. Die Schnitte wurden nochmals in PBS gespiilt und
danach unspezifische Bindungen 15 Minuten mit einer Blockierlosung bestehend aus
10 %igem Pferdeserum und 0,2 % BSA blockiert. Anschlieend wurde ein Antikdrper
gegen Neuroserpin (2.1.1.3.) in Carrierlosung (2.1.2.) verdiinnt (1:2000) und die
Schnitte darin iiber Nacht inkubiert. Nach erneutem Spiilen in PBS wurden die Schnitte
fiir 90 min in biotinyliertem Ziege gegen Kaninchen IgG (1:1000 in Carrierldsung)
inkubiert. Nach wiederholtem Spiilen wurden die Schnitte fiir 90 min in ABC (1:100 in
PBS) inkubiert. Die Schnitte wurden in PBS gewaschen und fiir 10 min mit einer
Diaminobenzidin (DAB)-H,0,-Losung angefarbt. Hiernach wurden die Schnitte in
1 %igem Osmiumtetroxid nachfixiert, in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe mit
Ethanol dehydriert und in Epon eingebettet. Die ultradiinnen Schnitte wurden mit dem

Zeiss EM 902 untersucht.

2.5.1.2. Immunhistochemie

Fiir die Immunhistochemie wurden 100 pm dicke Vibratomschnitte zur Kryoprotektion
bei 4°C iiber Nacht in 2,3 mol/l Saccharose in PBS eingetaucht. Kleine Teile des
Cortexes wurden mit Probehaltern in fliissigen Stickstoff eingetaucht. Ultradiinne
Schnitte wurden erstellt und nach publiziertem Protokoll behandelt (Slot and Geuze,
2007). Dabei wurden die Schnitte auf Objekttrigern platziert und mit Antikdrpern
gegen Cathepsin D (1:20, 2.1.1.3.) und Neuroserpin (1:2000, 2.1.1.3.) inkubiert.
Daraufhin erfolgte eine Inkubation mit mit Alexa 888 versehenem Ziege gegen
Kaninchen IgG und mit mit Alexa 546 versehenem Ziege gegen Maus IgG. SchlieBlich
wurden die Schnitte mit ProLong® Gold antifade + DAPI eingedeckt.
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3. Ergebnisse

3.1. Mannose-6-Phosphorylierung von Neuroserpin in vivo

Nimmt man die bisherigen Erkenntnisse liber Neuroserpin und seine Glykosylierung
beziehungsweise Man6-Phosphorylierung zusammen (Abbildung 1), so sind von drei
N-Glykosylierungen (N157, N321, und N401) zwei (N157 und N321) potentiell Man6-
phosphoryliert (Sleat et al., 2006).

16 N157 N321 N401

Abb.1: Glykosylierung von Neuroserpin

Neuroserpin besteht aus 410 Aminosduren, die ersten 16 stellen das Signalpeptid dar,
welches noch im ER abgespalten wird. Von den drei N-Glykosylierungen an Position
157,321 und 401 sind N157 und N321 potentiell Man6-phosphoryliert.

Phosphorylierungen an Man6P-Resten konnen nur an mannosereichen Oligosacchariden
vorgenommen werden (Pohl et al., 2009, Makrypidi et al., 2011). Mannosereiche
Oligosaccharide sind gegeniiber einem Verdau mit dem Enzym Endo-B-N-
acetylglucosaminidase H (Endo H, EC 3.2.1.96) sensibel. Endo H spaltet nur
mannosereiche und hybride N-Glykosylierungen von Proteinen ab, wihrend komplexe
Glykane wunverdaut bleiben. Zur Bestimmung der Zusammensetzung der
Oligosaccharide im Neuroserpin in vivo wurden Gehirnhomogenate von genetisch
modifizierten Méusen, die Neuroserpin iliberexprimieren (Tg(NS)) und von Wildtyp
Maiusen (C57BL/6) untersucht. Die Homogenate wurden entweder mit dem Enzym
Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F, EC 3.5.1.52), welches alle N-Glykosylierungen
abspaltet oder mit Endo H behandelt. Daraufthin folgte ein Western Blot mit einem
Antikorper gegen Neuroserpin. Sowohl im Hirngewebe von Wildtyp Méusen als auch
von Tg(NS) Maiusen lag Neuroserpin iiberwiegend in einer glykosylierten Form mit
einer GroBe von 48 kDa vor, wiahrend ein kleiner Teil unglykosyliert (44 kDa) war. Die
Gesamtmenge an Neuroserpin dagegen unterscheidet sich zwischen Wildtyp und
Tg(NS) (Galliciotti et al., 2007) (Abbildung 2a)). Die Abspaltung der N-Glykane vom
Neuroserpin durch PNGase F fiihrte zu einem kompletten Verschwinden der 48 kDa
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groflen Bande und dem Erscheinen einer kleineren und damit im elektrophorethischen
Feld beweglicheren Bande mit einer Masse von etwa 44 kDa. Da nach dem Verdau mit
Endo H noch zwei Banden von jeweils 48 und 44 kDa verblieben, lie} dies auf sowohl
mannosereiche als auch komplexe Oligosaccharide im Neuroserpin schlieen
(Abbildung 2b)). Es liel} sich bei genauer Betrachtung eine diinne Neuroserpinbande bei
etwa 46 kDa entdecken, die darauf schlieBen lisst, dass zwei mannosereiche Glykane
im Neuroserpin enthalten sind, die Endo H nacheinander vom 48 kDa groflen
Ausgangsprotein abspaltet und iiber eine Ubergangsform von 46 kDa zu einem
degklykoylierten Protein von 44 kDa filihrt (Abbildung 2b)), welches auch nach einem
Verdau mit PNGase F vorzufinden war. Da sich die Intensitit der Banden nach einem
Verdau von 1 h mit Endo H nicht mehr verdnderte, wurde ein bereits vollstdndiger
Verdau angenommen. Zur Bestitigung wurde die gleiche Membran mit einem
Antkorper gegen Cathepsin D inkubiert. Cathepsin D liegt in einer 47 kDa groBlen
Vorlauferform und einer 32 kDa groflen reifen Form vor (Delbruck et al., 1994). Die
Vorlduferform enthélt auer mannosereichen eine hybride N-Glykosylierung, wihrend
die reife Form ausschlieBlich aus mannosereichen Glykanen besteht. Bereits nach einem
Endo H Verdau von einer Stunde lagen beide Cathepsin D Formen in einem
unglykosylierten Zustand vor (Abbildung 2b)).

Es konnte gezeigt werden, dass Neuroserpin liber mannosereiche Glykane verfiigt. Nun
sollte gepriift werden, ob es sich dabei um funktionelle Man6P-Reste handelt. Hierzu
wurde ein 2010 entwickeltes Antikorperfragment namens scFv M6P-1 verwendet, das
spezifisch eine Phosphorylierung von Mannose an Position 6 erkennt und flir eine
Affinitdtschromatographie (2.3.7.) verwendet werden kann (Muller-Loennies et al.,
2010). Gehirnhomogenate von 6 Wochen alten C57BL/6 Miusen (wt) wie auch von
6 Wochen alten Tg(NS) Miusen wurden als Ausgangsmaterial fiir die beschriebene
Man6P-Affinitidtschromatographie verwendet. Darauthin wurde die
Chromatographiesdule ausgewaschen und die Man6P enthaltenden Proteine, die an die
Sdule gebunden haben, mit 10 mM Man6P eluiert. Das Fluat wie auch das
Ausgangsmaterial sowie das nicht gebundene Material (flow through) wurden per
Western Blot auf Neuroserpin untersucht. Die Densitdt der Banden wurde per Software
(Quantity One, BioRad) ausgemessen. 0,13-0,45 % des gesamten Neuroserpins,

welches im Ausgangsmaterial von Hirnhomogenaten von wt und Tg(NS) Maiusen
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enthalten war, band an die Chromatographiesédule. Ein kleiner Anteil von Neuroserpin

enthielt damit Man6P—Reste (Abbildung 3).

a) wit TQ(NS)
PNGase F = + - +
48 W— £
44 —
b) wt Tg(NS)
Timeth) 0 1 2 4 0 1 2 4
EndoH - + + + - + + +

-C
M W NS

precusor, 47 - —hybrid
S — .-..'—h
Cathepsin D

mature, 32
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Abb.2: Charakterisierung der Glykosylierung von Neuroserpin in vitro
Gehirnhomogenate von 6 Wochen alten C57BL/6 (wt) und Tg(NS) Méusen wurden mit
(+) oder ohne (-) PNGase F (a)) oder Endo H (b)) behandelt, eine SDS-Page (12,5 %
Acrylamid) durchgefiihrt. Nach dem Western Blot wurden die Membranen mit einem
Antikorper entweder gegen Neuroserpin (1:250) oder Cathepsin D (1:1000) inkubiert.
Die beobachtete Verschiebung von 48 kDa zu 44 kDa in a) deutet auf eine
Glykosylierung von Neuroserpin. Der Verdau mit Endo H (b)) fiir 1, 2 und 4 Stunden
zeigte sowohl komplexe (c) als auch mannosereiche Oligosaccharide (h). Die Effizienz
des Verdaus wurde durch die komplette Spaltung der hybriden und mannosereichen
Oligosaccharide vom Cathepsin D nach bereits einer Stunde gezeigt. Nach dieser Zeit
kommt es auch im Verdau von Neuroserpin zu keiner weiteren Verschiebung von
Banden. Alle Molekulargewichte sind in kDa angegeben.
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Abb.3: Man6P-Affinitatschromatographie fur Neuroserpin in vivo

Die lysosomal angereicherte Fraktion aus Hirnhomogenaten von wt und Tg(NS)
Maiusen diente als Ausgangsmaterial. Spezifisch an die Sdule gebundenes Material
wurde mit 10 mM Man6P in drei Durchgéngen eluiert, lypohilisieret und per Western
Blot auf Neuroserpin untersucht. Aliquote von Input (1 % des Ausgangsmaterials),
flow-through (1 %) und dem Eluat (100 %) wurden im Blot verwendet. Alle
Molekulargewichte sind in kDa angegeben.

3.2. Transport von Neuroserpin in das Lysosom in vivo

Die Mannose-6-Phosphorylierung eines Proteins ist physiologischerweise die
Kennzeichnung fiir den Transport des Proteins in das Lysosom (Braulke and
Bonifacino, 2009), (1.7.). Ob Neuroserpin auch in das Lysosom transportiert wird,
wurde zundchst in vivo gepriift. Dazu wurden 100 um diinne Vibratomschnitte aus den
Hirnen von Tg(NS) Miusen angefertigt, fixiert und eine Immunfluoreszenzfiarbung
parallel mit einem Antikorper gegen Neuroserpin und dem Lysosomenmarker
Cathepsin D durchgefiihrt (2.5.1.2.). Die darauf folgende Analyse der Farbungen zeigte
im Konfokalmikroskop eine Kolokalisierung zwischen Neuroserpin und Cathepsin D,

sodass Neuroserpin anteilig in das Lysosom transportiert wurde (Abbildung 4).

Cathepsin D ** | Neuroserpin Overlay

Abb.4: Immunhistochemie von Tg(NS) Hirngewebe

Zweifachfarbungen mit einem Antikorper gegen Cathepsin D (1:20, griin) als
lysomaler Marker und Neuroserpin (1:2000, rot) zeigten eine partielle Kolokalisierung
zwischen Neuroserpin und lysosomalen Vesikeln (gelbe Pfeile). Der Malistab entspricht
10 pm.

42



Zusétzlich  zu  der Immunfluoreszenzfirbung wurde noch eine Immuno-
Elektronenmikroskopie (2.5.1.1.) durchgefiihrt. Erneut wurde Hirngewebe von Tg(NS)
Maiusen in 60 um diinne Vibratomschnitte geschnitten. Nach der Fixation wurde
Neuroserpin mit Hilfe eines Antikdrpers mit Meerrettichperoxidase (HRP) markiert.
Das so gekennzeichnete Neuroserpin wurde in der anschlieBenden Mikroskopie in
vesikuldren Strukturen vorgefunden, die von Gréfe und Morphologie am ehesten

Lysosomen dhnelten (Abbildung 5).

iy !

Abb.5: Immuno-Elektronenmikroskopie von Tg(NS) Hirngewebe
HRP-markiertes Neuroserpin befand sich in lysosomalen Strukturen (L, schwarzer
Pfeil; M, Mitochondrium; N, Nucleus, der Maf}stab entspricht 500 nm).

3.3. Herstellung von Plasmiden zur Zelltransfektion

Die cDNA-Sequenz des humanen Wildtyp Neuroserpins (NSy:) wurde bereits von
Dr. Susanne Krasemann und Dr. Sascha Lange in den Vektor pcDNA3 zwischen die
Restriktionsschnittstellen EcoRI und Xhol einkloniert und in den Bakterienstamm
SURE 2 transformiert. Nachdem die Bakterien fiir zwei Tage in einem Ndhrmedium
inkubiert wurden, erfolgte die DNA-Gewinnung durch Midiprédparation (2.2.3.2). Nach
der Quantifizierung der DNA durch eine photometrische Bestimmung wurde sie auf ein
Agarosegel geladen und eine Gelelektrophorese durchgefiihrt (2.2.6.). Reinheit, Menge
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und die richtige GroBe des Plasmids von 6600 bp waren fiir eine anschlieende

Mutagenese zufriedenstellend (Abbildung 6).

Abb.6: Agarosegelelektrophorese vom Ausgangsplasmid fir

12000 .

folgende Mutagenesen und Transfektionen

In das Plasmid pcDNA3 (5400 bp) wurde DNA von humanem
Zggg Neuroserpin (1200 bp) einkloniert. Das angefertigte Plasmid

5000
4000

3000

2000

(WT) wurde unlinealisiert mit einem DNA-Léngenstandard (M)
auf ein 0,8 %iges Agarosegel geladen. Die Probe wurde bei
80 V fiir 1,5 h im elektrischen Feld aufgetrennt. Das zu
untersuchende Plasmid besall eine Grée von 6600 bp. Da es
unlinelisiert war, konnte es sich schneller durch das Feld
bewegen als linealisierte DNA gleicher Grofe, wie sie auch im
Langenstandard verwendet wird. So lief das verwendete Plasmid
zwischen der 5000 bp und 6000 bp groflen Vergleichs—DNA des

Langenstandards. Alle DNA-Langen sind in bp angegeben.
1650

Die Bedeutung wund die Funktion der beiden potentiellen Mannose-6-
Phosphorylierungen sollten untersucht werden. Dazu wurde das Asparagin entweder an
der Stelle 157, 321 (N157I, N321I) oder an beiden Stellen (N157/3211) zu einem
Isoleucin mutiert und die entsprechenden Glykosylierungen verhindert. Verwendet
wurde das QuikChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit von Agilent
Technologies zur PCR-Mutagenese (2.2.11). Die bendtigten Mutagenese-Primer
wurden entworfen und bei SIGMA bestellt (2.1.1.1.).

Die Mutagenese wurde streng nach Protokoll durchgefiihrt, wobei die aus SURE 2
isolierte NS,-DNA als Template diente. Nach der Transformation der mutierten DNA
in den ultrakompetenten Bakterienstamm XL10-Gold wurden pro Mutation vier, also
insgesamt zwolf Bakterienkolonien kultiviert und darauthin eine Minipréparation
durchgefiihrt (2.2.3.1).

Die daraus gewonnene DNA wurde ebenfalls photometrisch quantifiziert. Zusétzlich
wurde ein Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoRI und Xhol durchgefiihrt. Die so
entstandenen Proben wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, um zu iiberpriifen, ob

das Insert iiber die richtige Grof3e von 1200 bp verfiigte (Abbildung 7).
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Abb.7: Agarosegelelektrophorese von mutagenisierten Neuroserpin-Plasmiden
Neben dem DNA-Lingenstandard (M) wurde mutagenisierte DNA, die aus 12
Bakterienkolonien des Stammes XL-10 Gold gewonnen wurde, aufgetragen. Pro
Neuroserpin—Mutation (N1571; N3211; N157/3211) wurden vier Klone (je Kl.1-Kl1.4)
ausgewdhlt. Aus den Plasmiden (6600 bp) wurde das Neuroserpin-Insert (1200 bp) mit
den Endonukleasen EcoRI und Xhol herausgeschnitten, sodass bei erfolgreicher
Mutagenese und Spaltung zwei Banden mit je einer GroBe von 5400 bp und 1200 bp zu
sehen sein sollten, so wie es bei den meisten Klonen der Fall ist. Alle DNA-Léangen sind
in bp angegeben.

Pro Mutante wurde aus den Ergebnissen der Quantifizierung und des
Restriktionsverdaus jeweils eine Probe (N157I, K1.2; N3211, Kl1.1; N1571/3211, Kl1.4)
ausgewdhlt und zum Sequenzieren mit jeweils vier Primern (NSP-F1, NSP-F2, NSP-F3,
NSP-T7; 2.2.9) zu der Firma MWG Biotech (Ebersberg) verschickt. Mit Hilfe der
NCBI-Blast-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) zeigte sich, dass nur Mutation
N1571, KI1.2 gegliickt war, die anderen beiden Klone erhielten DNA von Wildtyp
Neuroserpin. Daraufhin wurden die verbleibenden neun Proben mit dem Primer NSP-F1
zur Sequenzierung verschickt. Die laut Sequenzierung erfolgreich mutierten Proben
N1571, K1.3; N3211, KI1.3; N1571/3211, K1.3 sowie DNA von Wildtyp Neuroserpin
wurden mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Pvul linealisiert (2.2.8) und danach

gelelektrophoretisch analylisiert (Abbildung 8).
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Abb.8: Agarosegelelektrophorese von Neuroserpin-Plasmiden zur Zelltransfektion
DNA von vier Neuroserpin-Konstrukten (WT, N1571, N321I, N157/3211) jeweils
einkloniert im Vektor pcDNA3 wurde nach Sequenzierung durch Linealisierung mit
Pwvul fiir eine Transfektion von humanen Zellen vorbereitet. Vor der Transfektion wurde
die Liange (6600 bp) und Menge der DNA per Gelelektrophorese durch einen DNA-
Lingenstandard iiberpriift. Beides war zufriedenstellend. Alle DNA-Léngen sind in bp
angegeben.

Die linealisierte DNA hatte die richtige Linge von 6600 bp, war in ausreichender

Menge vorhanden und wurde fiir die anschlieBende Transfektion ausgewahlt.

3.4. Expression von Neuroserpin-Mutanten in HEK-293 Zellen

Um die Auswirkung der mutierten Glykosylierungsstellen auf Expression und Transport
von Neuroserpin zu iiberpriifen, sollte ein in vitro Zellmodell etabliert werden. Dafiir
wurde die humane Zellinie HEK-293 aus embryonalem Nierengewebe gewéhlt, welche
natiirlicherweise  kein  Neuroserpin  exprimiert (Hill et al.,, 2001). Das
Transfektionsreagenz FUGENE® HD der Firma Roche wurde verwendet, um HEK-293
Zellen mit DNA von entweder Wildtyp Neuroserpin (NS,), der Mutation einer

einzelnen (NSnjs71 ; NSn32i1) oder beiden potentiellen Mannose-6-phosphorylierten
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Glykosylierung (NSnis73211) zu transfizieren. Die Zellen wurden danach in einem mit
Geneticin versetzten Medium kultiviert und jeweils sechs Klone pro Neuroserpin-
Konstrukt ausgewdhlt, indem sie beim Passagieren mittels eines Metallringes vor dem
Ablosen von der Kulturschale mit Trypsin geschiitzt waren. Die Expression der
einzelnen Klone wurde per Western Blot der Zelllysate und Uberstiinde fiir Neuroserpin
gepriift. Jeweils die Klone, die die beste Expression zeigten, wurden fiir die weiteren

Versuche ausgewihlt (Abbildung 14).

3.5. Transport von Neuroserpin in das Lysosom in vitro

Zunichst wurde der intra- und extrazelluldre Transport von Neuroserpin in HEK-293
Zellen untersucht, die stabil humanes Wildtyp Neuroserpin (NSy:) exprimieren. Als
Kontrolle dienten HEK-293 Zellen, die mit dem Expressionsvektor pcDNA3 ohne
einkloniertes Neuroserpin transfiziert wurden (mock). Die Expression von Neuroserpin
in beiden Zellinien wurde nochmals per Western Blot iiberpriift (Abbildung 9). Wie
erwartet zeigte sich, dass Neuroserpin zum grofiten Teil ins Medium sezerniert wurde,

wahrend nur ein kleiner Teil innerhalb der Zellen verblieb.

mock NS
C M C M
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Abb.9: Expression von Neuroserpin in HEK-293 Zellen

Lysate (C) von HEK-293 Zellen, die entweder mit einem leeren pcDNA3 Vektor
(mock) oder mit humaner Neuroserpin-cDNA (NS,) transfiziert wurden, und ihre {iber
24 Stunden gesammelten Uberstinde (M) wurden per Wester-Blot auf Neuroserpin
untersucht. Neuroserpin wurde hauptsédchlich sezerniert, wihrend nur ein kleiner Teil
des Proteins in den Zellen verblieb. Aktin diente als Ladekontrolle. Alle
Molekulargewichte sind in kDa angegeben.
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Um der Lokalisierung von Neuroserpin innerhalb der Zelle nachzugehen, wurden
Zweifach-Immunfluoreszenzfirbungen durchgefiihrt, wobei jeweils Neuroserpin und
ein Zellorganell gleichzeitig in zwei verschiedenen Farben angefarbt wurden. Benutzt
wurden dabei entweder ein Marker fiir das Endoplasmatische Retikulum namens
Protein Disulfid Isomerase (PDI), ein Marker des Trans-Golgi-Netzwerkes (Golgin-97)
oder der lysosomale Marker LAMP-1. AnschlieBend wurden die Farbungen mit dem
konfokalen Lasermikroskop Leica TCS SP2 analysiert. Kolokalisierungen waren dabei
gelb. Neuroserpin (rot) war iiberwiegend im Endoplasmatischen Retikulum (griin) und
im Golgi-Apparat (griin) vorzufinden. Ein kleiner Anteil konnte auch in mit LAMP-1
angefarbten Lysosomen (griin) gefunden werden (Abbildung 10 a) + b)). Von den
exemplarisch ausgewihlten Zellen wurden nochmals sogenannte Z-stacks erstellt, bei
denen das Konfokalmikroskop pro Zelle mehrere Ebenen hintereinander aufnahm, um
zu zeigen, dass Kolokalisierungen nicht versehentlich auf der Auswertung

verschiedener Ebenen beruhten (Abbildung 10 c)).
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Abb. 10: Lokalisierung von Wildtyp Neuroserpin in HEK-293 Zellen

a) HEK-293 Zellen, die humanes Neuroserpin exprimieren, wurden fixiert, permeabilisiert und mit Antikérpern
gegen Neuroserpin (linke Spalte, 1:50, rot), den ER-Marker PDI (mittlere Spalte, 1:300, griin), den Trans-Golgi-
Marker Golgin-97 (mittlere Spalte, 1:200, griin) oder den lysosomalen Marker LAMP-1 (mittlere Spalte, 1:150,
griin) angefarbt. Die Farbungen wurden mit einem Konfokalmikroskop analysiert. In zusammengelegten Bildern
(Merge) lassen sich Kolokalisierungen erkennen (gelb). Der Mal}stab entspricht 10 pm.

b) Die Vergroflerung des in a) markierten Bereichs zeigt Neuroserpin in LAMP-1 positiven Strukturen (Pfeil).
Der MafBstab entspricht 5 um.

c) Konfokale Z-stacks der in a) durchgefiihrten Fiarbungen (obere Zeile Neuroserpin + PDI, mittlere Zeile
Neuroserpin + Golgin-97, untere Zeile Neuroserpin + LAMP-1). Der Mafistab entspricht 10 pm.



3.6. Mannose-6-Phosphorylierung von Neuroserpin in vitro

Die Man6P-Affinitdtschromatographie kann auch mit Zelllysaten als Ausgangsmaterial
durchgefiihrt werden. Zelllysate von mock und NS, wurden aufgearbeitet (2.3.7.) und
jeweils als Input in die Chromatographiesidule geladen. Ausgangslysat sowie an die
Sdule nicht gebundenes, durchgeflossenes Material von NS Zellen wurden gesammelt.
Bevor Man6P enthaltende Proteine mit 10 mM Man6P eluiert wurden, musste
sichergestellt werden, dass nicht unspezifisch an die Sadule gebundene Proteine im
Man6P-Eluat verblieben. Dazu wurde die Sdule mit einer speziellen Ldsung
ausgewaschen (2.3.7.). Die so ausgewaschene Fraktion genauso wie das letztlich
gewonnene Man6P-Eluat wurden gesammelt und sdmtliche Fraktionen per Western
Blot auf Neuroserpin untersucht (Abbildung 11). Auch der Input und das Man6P—Eluat
von mock Zellen wurden auf der gleichen Membran untersucht und erhielten
erwatungsgemil kein Neuroserpin. Der Hauptteil des Neuroserpins in NSy—Zellen war
nicht Man6-phosphoryliert und befand sich im flow through. Ein kleiner Anteil von
Neuroserpin konnte auch im Man6P—FEluat entdeckt werden. Neurosepin lag also zu
einem geringen Teil intrazelluldr in einer Man6-phosphorylierten Form vor. Dass
Neuroserpin an den fiir Man6-Phosphorylierungen spezifischen Antikorper gebunden
hat und nicht als Kontaminat im Man6P-Eluat vorzufinden war, lie3 sich daran
erkennen, dass der Waschschritt zwischen flow through und Man6P-Eluat kein

Neuroserpin enthielt (Abbildung 11).
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Abb.11: Man6P-Affinitatschromatographie fir Neuroserpin in vitro

Stabil tranfizierte, Nsy, exprimierende HEK Zellen sowie mock Zellen wurden als
Ausgangsmaterial in die Chromatographiesdule geladen. Nach Aufarbeitung von flow-
through, Man6P-Eluat und einer dazwischenliegenden Auswaschfraktion der Siule
wurde ein Western Blot mit einem Antikérper gegen Neuroserpin durchgefiihrt, der eine
kleine Fraktion von Neuroserpin im spezifisch mit 10 mM Man6P eluiertem Material
bestétigte.

3.7. Bedeutung der Glykosylierung fir den Transport von Neuroserpin in das

Lysosom in vitro

Als néchstes sollte geklart werden, ob die Bindung von Mannose-6-phosphoryliertem
Neuroserpin an den Man6P-Rezeptor im Trans-Golgi-Netzwerk hinter dem Transport
von Neuroserpin in das Lysosom steckt. Es ist ndmlich auch ein Transport von
Neuroserpin in das Lysosom von extrazelluldr vermutet, der nicht Man6P abhingig ist,
sondern iiber das Low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP) funktioniert
(Makarova et al., 2003). HEK-293 Zellen, die stabil ein in zwei Glykosylierungsstellen
mutiertes Neuroserpin exprimierten (NSis73211), wurden verwendet. Diese Zellen
produzierten ein Neuroserpin, das nicht mehr Mannose-6-phosphoryliert werden kann.
Zelllysate und Uberstinde wurden von NSyis73211, NSwt and mock transfizierten Zellen
per Western Blot auf Neuroserpin untersucht. Im NSyjs73211 Lysat war eine 44 kDa
groBe Bande zu sehen, deren Intensitit vergleichbar war zum Lysat von NSy
exprimierenden Zellen (Abbildung 12). Ein Fehlen der beiden N-Glykosylierungen
hatte somit keinen Einfluss auf die Stabilitidt des Proteins. Das Medium von NSnis73211
Zellen zeigte zwei Banden von jeweils 44 und 40 kDa Grof3e, die nicht glykosyliertes
Neuroserpin reprasentieren (3.8.). Im NSy Medium fanden sich wie auch schon in vivo
(3.1.) zwei Banden glykosilierten Neuroserpins von 48 und 44 kDa GroB3e. Diesmal

wurden NSyis7/3211 exprimierende HEK-293 Zellen fixiert und mit Antikérpern im Sinne
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einer Immunfloureszenzfarbung markiert. Benutzt wurden fiir die Zweifachfarbungen
auller dem Antikorper gegen Neuroserpin wieder PDI, Golgin-97 und LAMP-1.
Neuroserpin ohne Man6-Phosphorylierungsstellen war iiberwiegend im ER zu finden.
Kleinere Mengen waren auch im Golgi-Apparat. Dagegen konnte kein Man6P
defizientes Neuroserpin in LAMP-1 positiven lysosomalen Vesikeln gefunden werden
(Abbildungen 13 a)+b)), so dass der in 3.5. gezeigte Transport von NS, Man6P
abhingig war und nicht durch einer Internalisierung durch LRP zu erklidren wére. Dass
nicht Man6-phosphoryliertes Neuroserpin nicht im Lysosom zu finden war, bestétigte

sich auch in den Z-stacks (Abbildung 13 c)).
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Abb.12: Expression von NSyis7s211 in HEK-293 Zellen

Western Blot mit einem Antikdrper gegen Neuroserpin von Lysaten (C) und
Uberstinden (M) von HEK-293 Zellen, die entweder humanes Wildtyp Neuroserpin
(NSy) oder ein an den potenteiellen Man6P-Stellen mutiertes Neuroserpin (NSxis73211)
exprimieren sowie von mock Zellen. Die Menge an produziertem Neuroserpin war in
NSyt und NSNi57/3211 Zellen dhnlich. Alle Molekulargewichte sind in kDa angegeben.
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Abb. 13: Lokalisierung von NSyis7/3211 in HEK-293 Zellen

a) Konfokale Mikroskopaufnahmen von NSyis7321 Zellen nach Immunozytochemie fiir Neuroserpin (linke
Reihe, rot, 1:50) und jeweils einem Zellorganell (mittlere Reihe, griin) sowie die dazugehorigen
zusammengelegten Bilder (Merge) zeigen NSnis7s2i1 im ER (PDI, 1:300), im Golgi-Apparat (Golgin-97,
1:200), jedoch nicht in Lysosomen (LAMP-1, 1:150). Der MaB3stab entspricht 10 pm.

b) Die VergroBerung der in a) markierten Uberlagerung zwischen rotem (Neuroserpin) und griinem (LAMP-1)
Kanal zeigt kein NSy;s7/3211 in LAMP-1 positiven Vesikeln (Pfeil). Der Mallstab entspricht 5 um.

c) Konfokale Z-stacks der in a) durchgefiihrten Férbungen (obere Zeile Neuroserpin + PDI, mittlere Zeile
Neuroserpin + Golgin-97, untere Zeile Neuroserpin + LAMP-1). Der Malstab entspricht 10 pum.




3.8. Glykosylierungsstatus und Sekretion von Neuroserpin in vitro

Aus dem durchgefiihrten Western Blot von Lysaten und Uberstéinden von Zellen, die
entweder NSy, oder eine der etablierten Glykomutanten des Neuroserpins mit entweder
einer oder beiden fehlenden Man6P-Resten (NSnis71, NSn3211, NSnis7:3211) €Xprimierten,
lieB sich auf die Bedeutung der Glykosylierung auf die Sekretion von Neuroserpin
schlieen (Abbildung 14). Die obere Bande im Medium von NSxjs7.3211 produzierenden
HEK Zellen besal3 eine Grofle von 44 kDa. Dies entspricht der kalkulierten Gréf3e von
nicht glykosyliertem Neuroserpin abziiglich des 16 Aminoséduren langen Signalpeptids.
Die von der durchgefiihrten Mutagenese nicht betroffene verbleibende
Glykosylierungsstelle N401 wurde im Zellmodell somit nicht fiir die Glykosylierung
verwendet. Die Glykosylierungsstellen N157 und N321 wurden gleichberechtigt
genutzt. War eine dieser beiden Stellen mutiert, so wurde ein ein Mal glykosyliertes
Neuroserpin sezerniert, welches eine Grole von 47 kDa besaB. Auflerdem wurde ein
bereits bekanntes Doppelbandenmuster von sdmtlichen Neuroserpinformen unabhéngig
vom Glykosylierungsstatus im Uberstand, nicht aber in den Zelllysaten beobachtet. Es
handelte sich dabei wahrscheinlich um einen proteolytischen Prozess, der Neuroserpin
extrazelluldr um 4 kDa verkiirzt, nachdem es mit einem seiner Partner interagiert hat
(Makarova et al., 2003, Osterwalder et al., 2004). Sekretion und proteolytische
Modifikation waren jeweils unabhédngig von der Ausgangsglykosylierung von

Neuroserpin.
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Abb.14: Expression verschiedener Neuroserpin-Glykomutanten in HEK-293
Zellen

Zelllysate (C) und Uberstinde (M) von HEK-293 Zellen, die entweder humanes
Wildtyp Neuroserpin (NSy() oder eine der Neuroserpin Glykomutanten (NSyisi;
NSn3211; NSnis7/3211) exprimieren, wurden per Western Blot mit einem Antikorper gegen
Neuroserpin untersucht. Das Zelllysat von mock Zellen diente als Negativkontrolle,
Aktin als Ladekontrolle. Alle Molekulargewichte sind in kDa angegeben.

3.9. Charakterisierung der Glykosylierung von Neuroserpin in vitro

Nachdem gezeigt wurde, dass eine kleine Man6-phosphorylierte Neuroserpinfraktion in
das Lysosom transportiert wurde, ergab sich die Frage, ob mannosereiches Neuroserpin
auch sezerniert wird. Uberstinde und Zelllysate von NS, oder NSnjs73211 wurden
entweder unbehandelt oder mit PNGase F bzw. Endo H behandelt und die Proben fiir
eine SDS-Page Analyse vorbereitet. Die darauf folgende Western Blot Analyse mit
einem Antikorper gegen Neuroserpin zeigte im Lysat von NSy Zellen eine
Verschiebung der vorherrschenden 48 kDa Bande zugunsten einer 44 kDa Bande,
sowohl nach Verdau mit PNGase F als auch mit Endo H (Abbildung 15). In Lysaten
von NSnis73211 Zellen war bereits im unbehandelten Ansatz nur eine Bande von 44 kDa
zu sehen, die nach der Behandlung mit einem der beiden Enzyme auch unverindert
verblieb. Dies war eine weitere Bestitigung dafiir, dass die Glykosylierungsstelle N401
von den Zellen nicht verwendet wurde. Die vorherrschende intrazelluldre Form von
Wildtyp Neuroserpin bestand aus Endo H sensitiven mannosereichen Glykanen. Da der
Hauptteil von Neuroserpin im spiten Golgi-Apparat flir die Sekretion modifiziert wird,
indem die bis dahin vorhandenen Zuckerreste zu komplexen Zuckern umgestaltet
werden, iiberraschte, dass Endo H resistente Formen an Wildtyp Neuroserpin nicht in
einer zu detektierenden Konzentration im Zelllysat vorzufinden waren. Anscheinend

wurde Neuroserpin in seiner reifen Form zligig sezerniert, nachdem es prozessiert und
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die Glykane modifiziert wurden. Im Medium war Nsy. in einer Doppelbandenform von
50 und 46 kDa vorzufinden. Diese Form war gegeniiber einem Verdau mit PNGase F
sensitiv, der eine Verschiebung der Banden zu einer Grofle von 48 und 44 kDa
bewirkte. Gegeniiber einem Verdau mit Endo H dagegen war sezerniertes Neuroserpin
resistent. NSxis7/3211 im Medium ist unglykosyliert und wird durch zwei Banden von 44
and 40 kDa reprasentiert (Abbildung 15). Sezerniertes Neuroserpin enthielt nur
komplexe Zucker und die Proteolyse von sezerniertem Neuroserpin tauchte unabhéngig

von dessen Glykosylierung auf (Abbildung 14 + 15).

Nswt NSN157/321I

EndoH - = & = = +
PNGase F = + - I -

15
TR ™
Bl

-
- -

ACHT | e— — — — — —

Abb.15: Untersuchung der Glykosylierung von Neuroserpin in vitro

Zelllysate (C) und Uberstinde (M) von NSy oder NSnis73211 exprimierenden HEK-293
Zellen wurden entweder mit (+) oder ohne (-) PNGase F oder Endo H behandelt. Nach
einer SDS-Page, bei der die Proben aufgetrennt wurden, folgte eine Western Blot
Analyse mit einem Antikdrper gegen Neuroserpin (1:250) mit Aktin als Ladekontrolle.
NSyt lag im Medium komplex glykosyliert vor, da es sensisitv auf einen Verdau mit
PNGase F, aber resistent auf einen Verdau mit Endo H reagierte. Fiir Lysate galt, dass
NS.: sowohl einem Verdau mit PNGase F als auch einem Verdau mit Endo H
zugénglich war, wihrend NSyis73211 gegeniiber dem Verdau mit beiden Enzymen
resistent war. Alle Molekulargewichte sind in kDa angegben.
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4. Diskussion

4.1. Fragestellung

Neuroserpin ist ein Serinproteaseinhibitor, der aus neuronalen Axonen sezerniert wird
(Osterwalder et al., 1996). Dies geschieht vor allem im Neocortex und Hippocampus
wihrend der spiten Entwicklungsphase des Gehirns und spdteren strukturellen
Verdnderungen des Gehirns im Erwachsenenalter (Krueger et al., 1997). Neuroserpin
spielt eine wichtige Rolle beim Lernen, dem Gedéchtnis und in der synaptischen
Plastizitat (Hill et al., 2002, Galliciotti and Sonderegger, 2006, Hastings et al., 1997)
AulBlerdem werden Neuroserpin neuroprotektive Eigenschaften zugesprochen, indem es
den excitotoxisch vermittelten Zelltod inhibiert (Wu et al., 2010). Das Volumen von
provozierten Schlaganfillen ist beispielsweise in Neuroserpin {iberexprimierenden
Tieren geringer als in Wildtyp Méusen (Cinelli et al., 2001).

Neuroserpin besitzt am N-Terminus ein 16 Aminosduren langes Signalpeptid und galt
lange als reines Sekretionsprotein (Berger et al., 1998, Ishigami et al., 2006). Als
extrazelluldre Hauptinteraktionspartner von Neuroserpin sind bisher vor allem der
gewebespezifische Plasminogenaktivator (t-PA) und die Urokinase (u-PA) entdeckt
(Yepes et al., 2000, Krueger et al., 1997, Osterwalder et al., 1998). Da t-PA eine
wichtige Rolle fiir die synaptische Plastizitidt und die Entwicklung des Gedéichtnisses
spielt (Qian et al., 1993, Frey et al., 1996, Calabresi et al., 2000), lassen sich einige
Funktionen von Neuroserpin mit der extrazelluldren Interaktion mit t-PA erkldren. Es
gibt jedoch auch die Beobachtung, dass der t-PA-Spiegel in Gehirnen von Neuroserpin-
Knockout-Méusen im Vergleich zu Gehirnen von Neuroserpin exprimierenden Méusen
nicht wesentlich steigt (Madani et al., 2003). Auch sind t-PA unabhingige Funktionen
von Neuroserpin gezeigt (Lee et al., 2008). Zudem wurde ein 130 kDa grof3er Komplex
bestehend aus Neuroserpin und einem unbekannten Protein innerhalb von
Hypophysenzellen in Krallenfroschen entdeckt (de Groot and Martens, 2005, Ragg,
2007). Die beschriebenen Beobachtungen lassen vermuten, dass Neuroserpin andere
wichtige Zielproteine besitzen konnte, die sich intrazelluldr befinden.

Eine weitere Arbeitsgruppe hat in humanen Gehirnen mit Hilfe eines immobilisierten
Mannose-6-Phosphat-Rezeptors und einer nachfolgenden Massenspektrometrie nach
lysosomalen Proteinen gesucht und dabei zwei Mannose-6-Phosphorylierungen im

Neuroserpin entdeckt (Sleat et al., 2006). Da die Mannose-6-Phosphorylierung eines
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Proteins im Regelfall die Direktion des Proteins in das Lysosom bewirkt (Braulke and
Bonifacino, 2009), wurde vermutet, dass Neuroserpin eine lysosomale Serinprotease
inhibieren konnte. Im Einklang zu der Vermutung steht die Entdeckung, dass der
130 kDa groBBe Komplex aus Neuroserpin und einem unbekannten intrazelluldren
Protein, der in Hypohysen von Krallenfroschen gefunden wurde, nur in einem sauren
Milieu mit einem pH-Wert von ca. 5,2 stabil ist (de Groot and Martens, 2005).
Lysosomen sind mit einem intraorganellen pH-Wert < 5 das einzige Zellkompartiment,
das fiir die beschriebene Interaktion in Frage kommt. Die bisher fiir Neuroserpin in vitro
beschriebenen Interaktionspartner t-PA, u-PA, Plasmin und Thrombin haben dagegen
basische pI-Werte von 7,3-8,2 (de Groot and Martens, 2005) und kommen daher nicht
als gesuchtes Protein im 130 kDa-Komplex in Frage.

Aus dem verdffentlichten Vorwissen um Neuroserpin ergab sich unsere
Arbeitshypothese (1.9.).

Diese Hypothese sollte sowohl in vivo als auch in vitro gepriift werden. Fiir den in vivo
Teil standen einerseits C57BL/6 Méuse (Nswt), andererseits transgene Miuse mit
C57BL/6 Hintergrund, die humanes Neuroserpin iiberexprimieren (Tg(NS)) (Galliciotti
et al., 2007), zur Verfiigung. Die mit Hilfe eines Man6P-Rezeptors nachgewiesene
Man6-Phosphorylierung von Neuroserpin in humanem Hirngewebe (Sleat et al., 2006)
wurde durch eine Man6P-Affinitdtschromatographie mit dem neu entwickelten
Antikorperfragment scFv M6P-1, das hochspezifisch die Phosphorylierung von
Mannose an Position 6 erkennt (Muller-Loennies et al., 2010), an unseren Miusen
untersucht. ~ Weiterhin ~ wurde  lber  Immunhistochemie @~ und  Immuno-
Elektronenmikroskopie morphologisch nach Neuroserpin in den neuronalen Lysosomen
der verwendeten Miuse gesucht.

Der in vitro Teil bestand aus einem Zellmodell, bei dem HEK-293 Zellen stabil mit
humanem Neuroserpin transfiziert wurden. Auch hier erfolgte eine Man6P-
Affinititschromatographie =~ sowie  eine  morpholgische = Untersuchung  per
Immunzytochemie.

Die Untersuchung der Glykosylierungen des Neuroserpins erfolgte einerseits per
enzymatischem Verdau mit PNGase F und Endo H sowohl in vivo als auch in vitro.
Zudem wurden erstmals Glykomutanten von Neuroserpin in vitro in HEK-293 Zellen
etabliert, bei denen eine der beiden oder beide Glykosylierungen an den vermuteten
Man6P-Stellen nicht mehr moglich war. Per Immunzytochemie konnte festgestellt
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werden, welche Rolle die mutierten Glykosylierungen bei dem Transport von
Neuroserpin spielen.

Im Folgenden sollen die Einzelergebnisse diskutiert werden.

4.2. Mannose-6-Phosphorylierung und lysosomale Lokalisierung von Neuroserpin

in vivo

Es konnte per PNGase F Verdau bestitigt werden, dass Neuroserpin in vivo in wt und
Tg(NS) Miusen in einer glykosylierten Form vorliegt (Abbildung 2a)). Dieses Ergebnis
genauso wie die Tatsache, dass Tg(NS) Maiuse wesentlich mehr Neuroserpin
exprimieren als wt Méuse, waren bereits bekannt (Galliciotti et al., 2007). Der Endo H
Verdau dagegen zeigte, dass Neuroserpin sowohl in wt als auch in Tg(NS) tliber zwei
mannosereiche Glykane verfiigt (Abbildung 2b)). Diese sind unerlésslich fiir die Man6-
Phosphorylierung eines Proteins (Pohl et al., 2009, Makrypidi et al., 2011) (1.7.).
Andererseits sind alle Proteine, die aus dem ER entlassen werden, mannosereich und
die Mehrzahl von ithnen wird danach im Golgi-Apparat posttranlational modifiziert,
indem Mannosereste entfernt und komplexe Zucker angebracht werden (Kornfeld and
Kornfeld, 1985). Ein Hauptteil von Neuroserpin wiederum konnte selbst nach vier
Stunden nicht von Endo H verdaut werden (Abbildung 2b)). Es konnte sein, dass zu
wenig Enzym verwendet wurde und der Verdau nicht vollstindig war; um dies
auszuschlieBen wurde allerdings der Endo H Verdau von denselben Proben auch auf
Cathepsin D untersucht und es konnte gezeigt werden, dass der Verdau bereits nach
einer Stunde vollstindig war. Bei dem groBten Anteil an Neuroserpin, der gegeniiber
einem Endo H Verdau resistent war, handelte es sich wahrscheinlich um im Golgi-
Apparat fertig modifiziertes, komplex glykosyliertes Protein, das sich intrazelluldr auf
dem Weg zur Sekretion befand und um bereits sezerniertes Neuroserpin. Bei dem
Endo H sensiblen Neuroserpin ldsst sich nicht differenzieren, ob es sich um unreifes
Neuroserpin handelt, dem die Mannosereste noch abgespalten werden und das noch
komplex glykosyliert wird, um dann sezerniert zu werden oder um nahezu reifes,
mannosereiches Neuroserpin, das noch im Golgi-Apparat Man6-phosphoryliert werden
muss. Da Neuroserpin vor allem ein Sekretionsprotein ist und die weiteren Ergebnisse
gezeigt haben, dass nur ein geringer Anteil Man6-phosphoryliert ist, wird es sich bei

dem Endo H sensitiven Neuroserpin vor allem um unreifes Neuroserpin handeln. Dass
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sich darunter jedoch auch mannosereiches Neuroserpin befindet, welches fiir den
anschlieBenden Man6P abhédngigen Transport zum Lysosom bestimmt ist, ist aufgrund
der weiteren Erkenntnisse dieser Arbeit anzunehmen.

Zunichst konnte gezeigt werden, dass Neuroserpin aus den Hirnhomogenaten von wt
und Tg(NS) Mausen an die Sdule der Man6P-Affinitdtschromatographie gebunden hat.
Es konnte die bereits vermutete Man6-Phosphorylierung von humanem Neuroserpin
(Sleat et al., 2006), wie es auch in Tg(NS) Miusen exprimiert wird, mit einer neuen
Methode bestdtigt werden. In der gleichen Arbeit von 2006 kann eine Man6-
Phosphorylierung von murinem Neuroserpin weder bestitigt noch ausgeschlossen
werden. Die von uns eingesetzten C57BL/6 Maiuse (wt) exprimieren ausschlieBlich
murines Neuroserpin und auch dieses war nach Man6P-Affinitdtschromatographie
Man6-phosphoryliert. Welche physiologische Bedeutung die Man6-Phosphorylierung
eines Neuroserpinanteils von 0,13-0,45 % hat, ldsst sich kritisch hinterfragen. Dass nur
ein sehr geringer Anteil von Neuroserpin liberhaupt Man6P abhéngig in das Lysosom
transportiert werden kann, war aus dem Wissensstand iiber Neuroserpin, das bisher als
reines Sekretionsprotein gesehen wurde, bekannt und auch so in unserer
Arbeitshypothese formuliert. In vivo konnten wir nicht endgiiltig kldren, ob Neuroserpin
Man6P abhédngig in das Lysosom transportiert wird; dafiir miissten die Man6P-
Phosphorylierungen von Neuroserpin entfernt und eine Lokalisierung zwischen Wildtyp
und mutiertem Neuroserpin im Lysosom morphologisch verglichen werden. Solche
Mauslinien herzustellen wére sehr aufwindig und nicht gerechtfertigt, da ein in vitro
Zellmodell keine Tiere erfordert und auch iiber viel Aussagekraft verfiigt. In vivo
konnten wir zumindest zeigen, dass Neuroserpin Man6-phosphoryliert ist.
Morphologisch wurde untersucht, ob Neuroserpin in Lysosomen von Neuronen in
Tg(NS) Méusen vorzufinden war. Die Immunhistochemie konnte eine Kolokalisierung
zwischen dem Lysosomenmarker Cathepsin D und Neuroserpin zeigen. Einige typische
Neurone, bei denen diese Kolokalisierung zu sehen ist, sind in Abbildung 4 gezeigt.
Immuno-elektronenmikroskopisch konnte HRP-markiertes Neuroserpin vor allem im
ER von Neuronen aus Tg(NS) Hirnen gefunden werden. In einigen wenigen Schnitten
war Neuroserpin in vesikuldren, von einer Membran umgebenen Zellorganellen
umgeben, die auch von der GroBle zu Lysosomen (Durchmesser: 100-1000 nm) passen
(Abbildung 5). Somit konnte mit zwei verschiedenen Methoden gezeigt werden, dass
Neuroserpin in vivo im Lysosom vorzufinden war. Ob dieser Prozess Man6P abhéngig
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ist, konnte nicht geklart werden, da beschrieben ist, dass extrazelluldres Neuroserpin
auch iiber LRP in die Zellen aufgenommen und ein anschlieBender Abbau im Lysosom
vermutet wird (Makarova et al., 2003). Um also den Man6P abhéngigen Transport von
Neuroserpin in das Lysosom nachzuweisen wie er aus den in vivo Daten angenommen

wurde, war es notwendig ein in vitro Zellmodell zu etablieren.

4.3. Mannose-6-Phosphorylierung und lysosomale Lokalisierung von Neuroserpin

in vitro

HEK-293 Zellen wurden stabil mit Neuroserpin-cDNA transfiziert; die Expression
wurde per Western Blot mit einem Antikorper gegen Neuroserpin bestdtigt
(Abbildung 9). Intrazellulires Neuroserpin war nur in einer sehr geringen Menge
vorhanden, wéhrend auch in unserem Zellmodell Neuroserpin vor allem sezerniert
wurde. Dementsprechend zeigten die anschlieBenden Immunfloureszenzaufnahmen
Neuroserpin vor allem in den Zellorganellen, in denen sich Sekretionsproteine befinden.
Nachdem Sekretionsproteine an der dufleren Membran des rauen ER synthetisiert
werden, werden sie bereits im ER vorglykosyliert. In Transportvesikeln gelangen sie in
den Golgi-Apparat, wo die Zucker modifiziert werden und die Proteine in
Sekretionsvesikeln zur Zellmembran transportiert werden (1.6.). Dementsprechend
verwundert nicht, dass auch in unserem Zellmodell Neuroserpin vor allem im ER und
Golgi-Apparat vorzufinden war (Abbildung 10), wie es auch schon in einem anderen
Neuroserpin-Zellmodell beschrieben ist (Miranda and Lomas, 2006).

Mit unseren Aufnahmen haben wir zusétzlich die bisher nicht gezeigte Lokalisierung
von Wildtyp Neuroserpin in Lysosomen demonstriert (Abbildung 10). Inwieweit dies
einem in unserer Fragestellung formulierten Man6P abhdngigen Transport und nicht
etwa dem vermuteten Abbau von extrazellulirem Neuroserpin entspricht (Makarova et
al., 2003), versuchten wir mit zwei weiteren Experimenten zu kldren.

Zunéachst fiihrten wir die bereits im in vivo Teil beschriebene Man6P-
Affinititschromatographie mit unseren Zellen als Ausgangsmaterial durch. Der
anschlieBende Neuroserpin Western Blot (Abbildung 11) zeigte, dass eine geringe
Neuroserpinfraktion im Man6P-Eluat und somit Man6-phosphoryliert war. Dass es sich
dabei um spezifisch gebundenes Neuroserpin und nicht um falsch oder an ein anderes

Man6-phosphoryliertes Protein gebundenes Neuroserpin handelte, wurde durch
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addquate Kontrollen tiberpriift. Auf der einen Seite ist das verwendete
Antikdrperfragment hochspezifisch fiir Man6P wie es eine Uberpriifung mit strukturell
dhnlichen Gruppen gezeigt hat (Muller-Loennies et al., 2010), auf der anderen Seite
wurde die Sédule wie beschrieben (2.3.7.) zehnmal nach dem flow through
ausgewaschen, bevor die Man6P enthaltenden Proteine mit Man6P eluiert wurden.
Falsch gebundenes Neuroserpin wire mit groBler Sicherheit nach so vielen
Waschschritten von der Séule entfernt worden (Abbildung 11). Von daher ist
intrazelluldres Neuroserpin mit groer Sicherheit zu einem geringen Anteil in unserem
Zellmodell Man6-phosphoryliert. Nun musste gepriift werden, ob diese Man6-
Phosphorylierung ursédchlich fiir den beobachteten Transport von Neuroserpin in das
Lysosom ist (Abbildung 10). Die beiden mutmaBlichen Man6P-Stellen am Neuroserpin
wurden per Site-Directed Mutagenese (2.2.11.) mutiert und dieses Genprodukt erneut
stabil in HEK-293 Zellen transfiziert. Die Expression wurde erneut per Western Blot
mit einem Antikorper gegen Neuroserpin gepriift (Abbildung 12) und nachdem
festgestellt wurde, dass das mutierte Protein stabil synthetisiert und sezerniert wird
sowie iiber die korrekte Grofe verfiigt, wurden Immunfloureszenzfarbungen
durchgefiihrt (Abbildung 13). Diese offenbarten, dass das unglykosylierte Neuroserpin
NSnis732111n der Tat den beschriebenen Sekretionspfad iiber das ER und Golgi-Apparat
durchlduft und dann sezerniert werden kann. Allerdings konnten wir mit dem
Konfokalmikroskop kein NSyjs73211 in lysosomalen Vesikeln nachweisen. Somit liegt
es nahe, dass der beobachtete Transport von Wildtyp Neuroserpin in das Lysosom {iiber
eine Man6-Phosphorylierung im cis-Golgi und eine anschlieende Bindung an den
Man6P-Rezeptor verlduft (Pohl et al., 2009, Braulke and Bonifacino, 2009). Dieser
Transport wird nicht mehr moglich, wenn die N-Glykosylierungsstellen wie in
NSnis73211 nicht mehr vorhanden sind, an denen die beschriebenen Modifikationen im
Golgi-Apparat durchgefiihrt werden sollen. Damit ist auch wahrscheinlich, dass das im
Lysosom beobachtete Wildtyp Neuroserpin nicht iiber LRP dorthin gelangt ist, sondern
iber eine Bindung an den Man6P-Rezeptor. Denn dann sollte auch NSy;s7/3211 tiber LRP
aufgenommen werden und in Lysosomen zu sehen sein. Dies war nicht der Fall. Zwar
ist einerseits gezeigt, dass extrazelluldres Neuroserpin liber LRP aufgenommen wird
und andererseits ist auch iiber den Nachweis eines sauren Abbauprodukts gezeigt, dass
so aufgenommenes Neuroserpin im Lysosom abgebaut wird (Makarova et al., 2003).
Dieselbe Arbeit konnte aber keinen morphologischen Nachweis fiir Neuroserpin im
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Lysosom liefern. Somit ist wahrscheinlich, dass Neuroserpin auch in unserem
Zellmodell iiber LRP aufgenommen und danach eventuell fiir den Abbau zum Lysosom
transportiert wird. Allerdings findet der Abbau durch lysosomale Enzyme ziemlich
schnell statt und hydrolysierte Neuroserpinfragmente werden rasch ausgeschleust
(Makarova et al., 2003), so dass iiber LRP aufgenommenes Neuroserpin im Lysosom
morphologisch kaum nachweisbar ist. Bei dem Wildtyp Neuroserpin, das von uns im
Lysosom nachgewiesen wurde, handelt es sich somit hochstwahrscheinlich um Man6-
phosphoryliertes Neuroserpin, welches den Transportweg fiir lysosomale Proteine

beschreitet.

4.4. Glykosylierung von Neuroserpin

Die Glykosylierung von Neuroserpin wurde mit Hilfe eines Zellmodells untersucht, bei
dem HEK-293 Zellen entweder Wildtyp Neuroserpin oder ein ,glykomutiertes®
Neuroserpin, bei dem eine der beiden oder beide potentiell Man6P enthaltenden
Glykosylierungsstellen N157 und N321 zu einem Isoleucin mutiert wurden, stabil
exprimierten. Erste Erkenntnisse iiber die Glykosylierung von Neuroserpin lieBen sich
bereits aus dem Western Blot von Lysaten und Uberstéinden der verwendeten Zellen
gewinnen (Abbildung 14). Interessanterweise wurden sdmtliche Glykomutanten trotz
fehlender Glykosylierungen von den Zellen stabil synthetisiert und sezerniert.
Intrazelluldr war immer nur eine Bande zu sehen. Jede Neuroserpinmutante wurde von
den Zellen in einer dominanten Glykosylierungsform synthetisiert, obwohl bis zu drei
Glykosylierungsstellen zur Verfligung standen und somit auch unterschiedliche
Glykosylierungsmuster vorstellbar wiren. Da das Molekulargewicht von 44 kDa der
intrazelluldren Form von NSxjs73211 unglykosyliertem Neuroserpin entspricht, wird die
dritte, nicht mutierte N-Glykosylierungsstelle N401 in unserem Zellmodell von den
Zellen nicht genutzt. Bisherige Sequenzanalysen und Untersuchungen durch
Massenspektrometrie sagten eine gleichberechtigte Benutzung der
N-Glykosylierungsstellen von Neuroserpin an den Positionen N157, N321 und N401
voraus (Hill et al., 2001, Yazaki et al., 2001). Unsere Ergebnisse widerlegen diese
Voraussage zumindest fiir unser Zellmodell. Wenn NSyisys21 intrazelluldr
unglykosyliert in einer GroBe von 44 kDa vorliegt, so ergibt sich weiter aus

Abbildung 14, dass NSnis7 und NSspjp intrazelluldr jeweils einfach glykosyliert in
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einer GroBe von 47 kDa synthetisiert werden, wéhrend intrazellulires Wildtyp
Neuroserpin eine Grole von 50 kDa hat und zweifach glykosyliert ist. Extrazelluldr lag
Neuroserpin immer in einem Doppelbandenmuster vor. Die obere Bande war dabei
entweder genauso gro3 wie die intarzelluldre Form (NSnjs7/3211) oder um 1-2 kDa grofBBer
(NSwt, NSnis71, NSns211), was mit der Modifizierung der Glykane im Golgi-Apparat zu
erkldren ist. Die untere Bande dagegen kann nur aus einem extrazelluldren
proteolytischen Prozess stammen. Denn einerseits ist dieses extrazelluldre Neuroserpin
kleiner als intrazelluldr synthetisiertes Neuroserpin, womit es also nicht von Zellen
sezerniert wurde, sondern erst postsekretorisch entstand. Und andererseits ist ja bereits
44 kDa groBles Neuroserpin unglykosyliert, sodass die kleinere Form von 40 kDa nur
durch eine kiirzere Aminosduresequenz erklirt werden kann. Auch die ein- und
zweifach glykosylierten Formen von Neuroserpin unterlagen diesem extrazelluldren,

proteolytischen Prozess, der das Protein jeweils um 4 kDa verkiirzte.

Bei der weiteren Untersuchung der Glykosylierung von Neuroserpin im Zellmodell fiel
auf, dass intrazelluldres Wildtyp Neuroserpin gegeniiber einem Verdau mit Endo H und
PNGase F sensibel war, wihrend es sich bei bereits sezerniertem Neuroserpin um
PNGase F sensibles und Endo H resistentes komplex glykosyliertes Neuroserpin
handelte. Dass es sich bei der intrazelluliren Form genauso wie bereits in Vivo
beschrieben (4.2.) groBtenteils um Neuroserpinvorstufen aus dem ER handelt, ist
anzunehmen. Ein minimaler mannosereicher Anteil, der spdter Man6-phosphoryliert
wird und in das Lysosom transportiert wird, sollte auch darunter sein. Fertig
modifiziertes, Endo H resistentes Neuroserpin wird rasch sezerniert und ist daher nicht
mehr im Zelllysat zu finden. Komplex glykosyliertes, sezerniertes Neuroserpin kann
entsprechend nicht mehr {iber den Man6P-Rezeptor an der Zellmembran internalisiert
werden, was mit der Erkentniss vereinbar ist, dass extrazelluldres Neuoserpin iiber LRP

internalisiert wird (Makarova et al., 2003).

4.5. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die N-Glykosylierung und der Transport von
Neuroserpin untersucht. Wir konnten zeigen, dass zwei N-Glykosylierungen
intrazelluldr mannosereiche Oligosaccharide enthalten, die fiir eine anschlieBende

Man6-Phosphorylierung von Proteinen notwendig sind. Diese Erkenntnis steht im
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Einklang zu einer vorangegangenen Studie, die eine Man6-Phosphorylierung von
Neuroserpin unter Verwendung von Massenspektrometrie vermutete (Sleat et al., 2006).
Unsere Daten zeigen weiterhin, dass Man6P-Reste Neuroserpin in das Lysosom leiten,
wihrend das Fehlen an mannosereichen Oligosacchariden zu einem Fehlen von
Neuroserpin im Lysosom fiihrt. Das passt zu Ergebnissen, die eine Interaktion zwischen
Neuroserpin und einer intrazelluldren Zielprotease postulieren (de Groot and Martens,
2005). Eine saure Umgebung unterstiitzt dabei diese Interaktion (de Groot and Martens,
2005). Da Lysosomen die einzigen Zellorganellen mit einem sauren pH-Wert von ca.
4,5-5 sind, erscheint eine Interaktion von Neuroserpin mit einer lysosomalen Protease
plausibel. Somit hitte Neuroserpin sowohl bei intra- als auch extrazelluldren Prozessen
eine Bedeutung, womit einige beobachteten Prozesse in neuroserpindefizienten Méusen
oder Zellen, die nicht an t-PA gebunden sein kdnnen, erklirt werden kdnnten (Wu et al.,
2010, Madani et al.,, 2003, Lee et al., 2008). Deswegen wiren weitere Studien
notwendig, um Interaktionen zwischen Neuroserpin und lysosomalen Proteasen zu

identifizieren.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse einen neuartigen Man6P abhingigen,
intrazelluldren Transportweg flir Neuroserpin in das Lysosom. Obwohl das in das
Lysosome transportierte Neuroserpin nur eine kleine Fraktion am gesamt synthetisierten
Neuroserpin darstellt und der Hauptanteil von Neuroserpin dem Sekretionspfad folgt,
glauben wir, dass eine mogliche lysosomale Funktion von Neuroserpin weiterfithrenden

Untersuchungen verdient.

67



5. Zusammenfassung

Neuroserpin ist ein Protein aus der Familie der Serinproteaseinhibitoren, das aus
neuronalen Axonen wihrend der spiten Entwicklungsphase des Gehirns sezerniert wird
und eine wichtige Rolle bei der Reifung des Gehirns und der synaptischen Plastizitdt
spielt.

Neue Erkenntnisse deuten darauthin, dass Neuroserpin nicht wie bisher postuliert ein
reines Sekretionsprotein ist, sondern auch intrazelluldre Funktionen erfiillt, die iiber eine
Markierung mit Mannose-6-Phosphat (Man6P), dem Erkennungsmolekiil fiir
lysosomale Enzyme, vermittelt sein konnten.

In dieser Arbeit konnte sowohl in vivo in einem Mausmodell mit Neuroserpin
iiberexprimierenden Maéusen als auch in vitro in einem Zellkulturmodell mit
Neuroserpin exprimierenden HEK-293 Zellen mit der Man6P-
Affinitdtschromatographie gezeigt werden, dass Neuroserpin ein Mannose-6-
phosphoryliertes Protein ist.

Die Bedeutung dieser Modifikation fiir den intrazelluldren Transport des Proteins
konnte morphologisch im Mausgewebe per Immuno-Elektronenmikroskopie und
Immunhistochemie sowie in Zellkultur mit Hilfe von Immunozytochemie gezeigt
werden. Sowohl in vivo als auch in vitro wurden so geringe Mengen an Neuroserpin im
Lysosom entdeckt.

Erstmals wurden Punktmutationen an den N-Glykosylierungsstellen N157 und N321
erstellt, an denen eine Man6-Phosphorylierung postuliert wurde. In Lysosomen von
HEK-293 Zellen, die Neuroserpin exprimierten, das nicht mehr Man6-phosphoryliert
werden kann, konnte immunozytochemisch kein Neuroserpin nachgewiesen werden.
Somit konnte gezeigt werden, dass der Transport von Neuroserpin in das Lysosomen
Man6-Phosphat abhéngig ist.

Die Tatsache, dass Neuroserpin einen weiteren, bisher nicht bekannten Transportweg
nutzt, legt nahe, nach einer Serinprotease im Lysosom zu suchen, die von Neuroserpin

gehemmt wird.

68



6. Anhang

6.1. Abklrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

v mikro

ABC Avidin-Biotin-Complex

AC Affinititschromatographie

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxidsulfat

Asn Asparagin

BFA Brefeldin A

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

cDNA komplementére Desoxyribonukleinséure
C-Terminus Carboxyterminus einer Proteinkette
DAB Diaminobenzidin

DAPI 4’,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid
dd bidestilliert

ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

ECL enhancedchemoluminscence

EDTA Ethyldiamintetraessigsaure

EM Elektronenmikroskopie

Endo H Endo-B-N-acetylglucosaminidase H

ER Endoplasmatisches Retikulum

FBS Foetal Bovine Serum

FENIB Familial Encephalopathy with Neuroserpin Inclusion Bodies
g Gramm oder Normal-Fallbeschleunigung
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GDP Guanosindiphosphat

Glc Glucose

GlcNAc N-Acetylglucosamin

h Stunde

HEK Human Embryonic Kidney

HRP Meerrettichperoxidase

I Isoleucin

IH Immunhistochemie

1z Immunozytochemie

k kilo

K Lysin

kDa Kilodalton

1 Liter

LAMP lysosome-associated membrane protein

LB Luria Broth

LRP Low-density lipoprotein receptor-related protein
m milli oder Meter

M molar

mA Milliampere

Man Mannose

Man6P Mannose-6-Phosphat

min Minute

MPR Mannose-6-Phosphat-Rezeptor

mRNA messenger Ribonukleinsdure

n nano

N Asparagin

NCBI National Center for Biotechnology Information
NF-«B nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

N-Glykosilierung

Glykosylierung eines Proteins an einem Asparagin

NP-40

Nonidet P-40

NS

Neuroserpin

N-Terminus

Aminoterminus einer Proteinkette
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NTP

Nukleosidtriphosphat

O-Glykosilierung

Glykosylierung eines Proteins an einem Serin oder Threonin

PAGE

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphat gepufferte Kochsalzlosung
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDI Protein Disulfid Isomerase

Pen Penicillin

PFA Paraformaldehyd

pH negativ dekadische Logarithmus der Wasserstoffionen-Aktivitat
PI Protease- und Phosphotaseinhibitoren
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PNGase F Peptid-N-Glykosidase F

PNS Peripheres Nervensystem

R Arginin

RCL reactive center loop

RIPA Radioimmunoprecipitation assay buffer
RNA Ribonukleinsédure

rpm Umdrehungen pro Minute

SDS Natrium-Dodecylsulfat

sec Sekunde

Ser Serin

SRP Signalerkennungspartikel

Strep Streptomycin

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TBS Tris gepufferte Kochsalzlosung
TEMED N,N,N',N'-Tetrametrylendiamin

t-PA gewebespezifische Plasminogenaktivator
UDP Uridindiphosphat

UK Verinigtes Konigreich

UKE Universititsklinikum Eppendorf

u-PA Urokinase

USA Vereinigte Staaten von Amerika
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uv Ultraviolett

A% Volt

v/v Volumen pro Volumen
w/v Masse pro Volumen
WB Western Blot

wt Wildtyp

ZNS Zentrales Nervensystem
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