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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Mannose-6-Phosphat-abhingiger Transport loslicher lysosomaler

Enzyme

Lysosomen sind membranumschlossene Organellen in Eukaryonten in denen
Makromolekiile wie z. B. Proteine, Fettsduren, Kohlenhydrate und Nukleinséduren durch
16sliche lysosomale Enzyme abgebaut werden (de Duve, 1983). Diese Makromolekiile
werden tliber sekretorische, endozytotische, autphagische und phagozytotische Wege zu
den Lysosomen transportiert (Luzio et al, 2007). Bisher sind mehr als 60 lysosomale
Enzyme, darunter Nukleasen, Lipasen, Proteinasen, Phosphatasen, Sulfatasen oder
Glykosidasen, bekannt (Schroder et al, 2010). Die Enzyme haben eine optimale Wirkung
im sauren Milieu (pH < 5), das durch membranstindige, vesikulire ATP-abhingige
Protonenpumpen gewahrleistet wird (Cuppoletti et al, 1987). Weiterhin beinhaltet die
lysosomale Membran 140-300 Membranproteine, um die abgebauten Produkte und
Metabolite ins Cytosol zu transportieren und der Zelle zum Aufbau neuer Makromolekiile
zur Verfligung zu stellen (Chapel et al, 2013; Schrdder et al, 2007). Die Biogenese von
Lysosomen erfordert eine kontinuierliche Substitution l6slicher lysosomaler Enzyme und
lysosomaler Membranproteine. Losliche lysosomale Enzyme werden am rauhen
endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert und co-translational in das ER-Lumen
inseriert. Dort werden sie anschliefend mit N-Glykanen modifiziert. Hierfiir wird eine
vorgefertigte Oligosaccharidstruktur (GIcNAcaManoGles) durch eine
Oligosaccharyltransferase auf einen Asparaginrest in der Konsensussequenz Asn-X-
Ser/Thr (X = alle Aminosduren auller Prolin) des noch wachsenden Peptids iibertragen
(Kornfeld & Kornfeld, 1985). Durch die Glukosidasen I und II werden zwei Glukosereste
entfernt. Die Glykoproteine binden nun an die Chaperone Calnexin und Calretikulin was
zur Faltung des Peptids beitriigt (Trombetta & Helenius, 1998). Uber COPII-Vesikel-
vermittelten Transport werden die N-glykosylierten lysosomalen Enzyme vom ER zum
cis-Golgi-Apparat transportiert. Fiir den effizienten Weitertransport zu den Lysosomen
benotigen die 10slichen lysosomalen Enzyme Mannose-6-Phosphat-(M6P)-Reste (Pohl et
al, 2009a).
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Die Generierung des M6P-Restes erfolgt in zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen.
Zundchst {iibertrdgt die N-acetylglucosamin-(GIlcNAc)-1-Phosphotransferase einen
GlcNAc-1-Phosphatrest von dem Phosphatdonor UDP-GIcNAc auf die C6-Position
bestimmter Mannosereste lysosomaler Enzyme (Reitman & Kornfeld, 1981).
AnschlieBend katalysiert im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) die GlcNAc-1-
Phosphodiesterase die Abspaltung des GlcNAc, wodurch der M6P-Rest exponiert wird
(Varki & Kornfeld, 1980; Waheed et al, 1981).

A
I
I
|
I
|
|
|
I

Golgi

trans

medial . g % \
cis
’/ Lysosom

ER

/)’

| Phosphodiesterase Y MPR300 @ I6sliches lysosomales Enzym
| ] Phosphotransferase Y MPR46 © M6P-Rest

- ,

2. % Clathrin-Hillle

Abb. 1.1 Schematische Darstellung des M6P-abhiingigen Transportes von loslichen lysosomalen
Enzymen. Im Golgi-Apparat werden neu synthetisierte lysosomale Enzyme mit M6P-Resten ausgestattet,
die im TGN von MPR46 oder MPR300 erkannt werden. Durch vesikuldren Transport werden die MPR-
Enzymkomplexe tiber frilhe Endosomen zu spdten Endosomen transportiert, wo der niedrige pH zur
Dissoziation der Rezeptor-Enzymkomplexe fiihrt. AnschlieBend gelangen die lysosomalen Enzyme zu den
Lysosomen. Sezernierte lysosomale Enzyme konnen durch MPR300 an der Plasmamembran gebunden,
reinternalisiert und iiber frithe und spite Endosomen zu Lysosomen transportiert werden.
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Die M6P-modifizierten lysosomalen Enzyme werden im TGN von zwei verschiedenen
M6P-Rezeptoren (MPR46 und MPR300) erkannt, gebunden und durch Clathrin-
umschlossene Vesikel zu frithen Endosomen transportiert (Abb. 1.1) (Braulke &
Bonifacino, 2009; Ghosh et al, 2003). In den spiaten Endosomen dissoziieren die
lysosomalen Enzyme aufgrund des geringen pH-Wertes von den MPR und gelangen von
dort aus in die Lysosomen, wo die M6P-Reste durch saure Phosphatasen entfernt werden
(Braulke & Bonifacino, 2009; Makrypidi et al, 2012). Spezifische Retromerkomplexe
sorgen fiir den signalabhéngigen Riicktransport der MPR zum TGN, wo sie erneut
lysosomale Enzyme binden und zu den Endosomen transportieren konnen. Einige
lysosomale Enzyme werden im TGN nicht an MPR gebunden und in den
Extrazelluldrraum sezerniert. Die sezernierten lysosomalen Enzyme kdnnen an MPR300
an der Plasmamembran binden und durch Rezeptor-vermittelte, Clathrin-abhéngige
Endozytose internalisiert werden. Ein Tyrosin-basiertes Sortierungsmotiv mit der
Sequenz YXX@ in der cytoplasmatischen Doméne des MPR300 dient dabei als
Internalisierungssignal (Canfield et al, 1991; Jadot et al, 1992). Die Ioslichen
lysosomalen Enzyme gelangen so iiber die frithen und spiten Endosomen, wo sie von den
MPR300 dissoziieren, in die Lysosomen (Abb. 1.1) (Braulke & Bonifacino, 2009). Der
MPR46 ist im Gegensatz zum MPR300 nicht an der Internalisierung sezernierter

lysosomaler Enzyme beteiligt (Abb. 1.1) (Ma et al, 1991; Stein et al, 1987).

1.2 Struktureller Aufbau, Transport und enzymatische Aktivierung

der GlcNAc-1-Phosphotransferase

Der bovine, hexamere 540 kDa GlcNAc-1-Phosphotransferase-Komplex besteht aus je
zwei membrangebundenen o- und P-Untereinheiten sowie zwei l0slichen y-
Untereinheiten (Abb. 1.2) (Bao et al, 1996b). Die a- und B-Untereinheiten werden als
gemeinsames Typ-III-Membranprotein, das o/B-Vorstufenprotein, synthetisiert und von
dem GNPTAB-Gen kodiert (Kudo et al, 2005; Tiede et al, 2005). Die y-Untereinheit wird
von dem Gen GNPTG-Gen kodiert (Raas-Rothschild et al, 2000). Das katalytische
Zentrum der GIlcNAc-1-Phosphotransferase wird von den a- und B-Untereinheiten

gebildet, wihrend die Funktion der y-Untereinheit noch unklar ist.
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Es wurde vermutet, dass die y-Untereinheit eine Rolle fiir die Erkennung lysosomaler
Enzyme spielt (Lee et al, 2007). Eine Bindung lysosomaler Enzyme an die y-Untereinheit
konnte jedoch durch verschiedene experimentelle Ansdtze nicht bestitigt werden (Pohl et
al, 2009b).

Die a- und y-Untereinheiten bilden iiber Disulfidbriicken Homodimere aus (Bao et al,
1996a). Die Assemblierung der Untereinheiten des GlcNAc-1-Phosphotransferase-
Komplexes erfolgt bereits im ER (Abb. 1.2) (Encarnacao et al, 2011). Uber N-terminale
Dileucin (LL)- und C-terminale dibasische (RIR) Sortierungsmotive, die in den
cytoplasmatischen Doménen des o/B-Vorstufenproteins lokalisiert sind, erfolgt der
Transport der GlcNAc-1-Phosphotransferase vom ER zum cis-Golgi-Apparat (Abb. 1.2)
(Franke et al, 2013). Es konnte gezeigt werden, dass die korrekte rdumliche Anordnung
der Sortierungsmotive essentiell fiir den ER-Export des o/B-Vorstufenproteins ist.
Auflerdem wurde beobachtet, dass die einzelnen, iiberexprimierten o- bzw- [3-
Untereinheiten nicht vom ER zum Golgi-Apparat transportiert werden. So kann das a/f3-

Vorstufenprotein nur als Typ-I1I-Transmembranprotein das ER verlassen (Franke et al,
2013).
ER Golgi

Assemblierung Transport Proteolytische Aktivierung

y-Untereinheit

Site-1-Protease

el

inaktiv aktiv

o/p3-Vorstufenprotein

Lumen

Cytosol

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Assemblierung, des Transportes und der proteolytischen
Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotransferase. Nach Assemblierung der Untereinheiten des GlcNAc-
1-Phosphotransferase-Komplexes erfolgt der Transport des inaktiven Komplexes vom ER zum cis-Golgi-
Apparat iiber N-terminale Dileucin-Motive (LL) und C-terminale dibasische Motive (RIR) im o/f-
Vorstufenprotein. Im Lumen des Golgi-Apparates erfolgt die proteolytische Spaltung und Aktivierung der
o/B-Vorstufenproteine zwischen den Aminosduren K928 und D929 durch die Site-1-Protease.
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Im Lumen des cis-Golgi-Apparates erfolgt schlieBlich die proteolytische Spaltung des
o/B-Vorstufenproteins zwischen den Aminosdren K928 und D929 zu den reifen a- und
B-Untereinheiten, die durch die Site-1-Protease katalysiert wird (Abb. 1.2) (Kudo &
Canfield, 2006; Marschner et al, 2011). Die M6P-Modifikation lysosomaler Enzyme ist
in Site-1-Protease-defizienten Zellen stark beeintrichtigt und zeigt, dass die
proteolytische Aktivierung des o/B-Vorstufenproteins essentiell fiir die Funktion der

GlcNAc-1-Phosphotranfrease ist (Marschner et al, 2011).

1.3 Domiinenstruktur des o/B-Vorstufenproteins der GlcNAc-1-

Phosphotransferase

Das 190 kDa a/B-Vorstufenprotein wird als Typ-III-Transmembranprotein synthetisiert,
das aus 1256 Aminosduren besteht. Die reife 145 kDa o-Untereinheit besitzt die
Topologie eines Typ-lI-Transmembranproteins. Die luminale Domédne der o-
Untereinheit enthdlt 886 Aminosduren. Ein Sequenzvergleich mittels der NCBI-
Datenbank zeigt, dass die Aminosduren 433-469 sowie 500-535 Homologien zu Notch-
repeat-like-Doménen aufweisen (Abb. 1.3). Der Notch-Rezeptor ist ein Typ-I-
Transmembranprotein und wird wéhrend des Transportes zur Plasmamembran durch
Furin im Golgi-Apparat prozessiert (Bolos et al, 2007). Extrazelluldre Notch-Doménen,
die der Notch-repeat-like Domédne der a-Untereinheit entsprechen, regulieren vermutlich
die Liganden-induzierte proteolytische Spaltung des Notch-Rezeptors durch ADAM 10
(a disintegrin and mettalloprotease 10) (Groot et al, 2014; van Tetering et al, 2009).
Diese Spaltung ist Voraussetzung fiir die Intramembranproteolyse des Notch-Rezeptors
durch die y-Sekretase (Weyer et al, 2007). Die freigesetzte intrazelluldre Doméne des
Notch-Rezeptors aktiviert als Transkriptionsfaktor nucledre Gene, die in der Regulierung
von Entwicklungsprozessen involviert sind (Lobry et al, 2014). Die Notch-repeat-like-
Domiénen der a-Untereinheiten besitzen fiinf Calcium-Bindungsstellen an den
Aspartatresten D449, D464, D467, D515, D534, deren Funktion flir die GlcNAc-1-
Phosphotransferase noch unklar ist. Die Aminosduren 698-814 weisen Homologien zu

einer Bindungsdoméne fiir den transkriptionalen Co-Repressor DNA-Methyltransferase

1 (DMAP1) auf (Abb. 1.3).
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Fiir diese Doméne wurde kiirzlich gezeigt, dass sie als Substraterkennungsmodul fiir die
lysosomalen Enzyme o-Iduronidase und Cathepsin D dient (Qian et al, 2013).

Bei der reifen 45 kDa B-Untereinheit der GIcNAc-1-Phosphotransferase handelt es sich
um ein Typ-I-Transmembranprotein, dessen komplette Sequenz evolutionédr stark
konserviert ist. Die Aminosduren 1005-1040 bilden ein EF-Hand-Motiv (Abb. 1.3), das
aus einer Helix-Loop-Helix-Struktur besteht und in vielen Calcium-bindenden Proteinen
vorkommt (Chazin, 2011). Ob das EF-Hand-Motiv in der -Untereinheit Calcium bindet,
ist noch unklar. Neben den verschiedenen konservierten Doménen enthalten die o- und
die B-Untereinheiten 17 bzw. 3 potentielle N-Glykosylierungsstellen (Abb. 1.3). Die
funktionelle Relevanz der konservierten Doméinen sowie der N-Glykosylierungen in den

o~ und B-Untereinheiten ist bislang unbekannt.

a-Untereinheit B-Untereinheit
43 928 /929 1214
© 9999 929 9 9 9 ®PPTY 9 ? 9
Nl [ [T] | i kc
318 429433 535 698 814 1005 1040

I:l Region ohne vergleichbare
Ahnlichkeiten

[ ouf 3184 B £F-Hand-Motiv
I:l Notch repeat-like-Doméane I Membrandomanen

D konservierte Domane

I:l DMAP1-Domane ¢ potentielle N-glykosylierungsstellen

Abb. 1.3 Schematische Darstellung der Doméinenstruktur des humanen o/B-Vorstufenproteins. Die
Beschreibung der unterschiedlichen Homologiedoménen erfolgte entsprechend eines Homologiedoménen-
Alignments (NCBI-Datenbank, Referenz NM_024312.4). Doménenbegrenzende Aminosiuren, potentielle
N-Glykosylierungsstellen sowie die Schnittstelle der Site-1-Protease zwischen den Aminosduren K928 und
D929 sind angegeben.



EINLEITUNG

1.4 Defekte der GIcNAc-1-Phosphotransferase

Mutationen im GNPTAB-Gen fiihren zu der seltenen lysosomale Speichererkrankung
Mukolipidose Typ II (MLII, OMIM# 252500). Durch den vollstdndigen Aktivitdtsverlust
der GIlcNAc-1-Phosphotransferase kann keine M6P-Modifikation an 19slichen
lysosomalen Enzymen erfolgen, die dadurch im TGN nicht von M6P-Rezeptoren erkannt
und nachfolgend sezerniert werden (Hasilik et al, 1981; Reitman & Kornfeld, 1981). Der
Verlust der lysosomalen Enzyme resultiert in lysosomalen Dysfunktionen, die
einhergehen mit der Akkumulation nicht-abbaubarer Makromolekiile in den Lysosomen.
Charakteristische klinische Symptome der MLII-Erkrankung sind psychomotorische
Retardierung, skelettale Abnormalitdten, stark reduziertes Korperwachstum und
kardiorespiratorische Komplikationen, die zu einem friihen Tod der Patienten in den
ersten Lebensjahren fithren (Braulke et al, 2013). Die klinische Diagnose wird
biochemisch durch stark erhohte Aktivititen lysosomaler Enzyme im Serum, oder im
Medium kultivierter Patienten-Fibroblasten bestdtigt. Die genetische Diagnostik erfolgt
durch Sequenzierung des GNPTAB-Gens.

Um ein geeignetes Mausmodell fiir die MLII-Erkrankung zur Verfiigung zu haben, wurde
eine Frameshift-Mutation, die bei MLII-Patienten gefunden wurde in das homologe
Gnptab-Gen eingefiihrt (c.3082insC) (Kollmann et al, 2012). Gnptab®3%82insC_Mzuse
zeigen alle charakteristischen klinischen und biochemischen Symptome der

menschlichen Erkrankung (Kollmann et al, 2012; Kollmann et al, 2013).

1.4.1 Struktureller Aufbau der Site-1-Protease

Die Site-1-Protease ist ein Mitglied der Proprotein Convertase Subtilisin Kexin (PCSK)-
Familie und wird auch als PCSKS8 bezeichnet. Der Name der Protease-Familie ist auf
Homologien zu der Serinproteasen Kexin aus Hefe und bakteriellen Subtilisinen
zuriickzufiihren (Seidah et al, 1994). PCSKs sind Calcium-abhidngige Serinproteasen,
deren Doménenstruktur stark konserviert ist. Die PCSK-Familie umfasst neun Mitglieder,
die entweder in Kompartimenten des sekretorischen Weges (Golgi-Apparat,
sekretorische Vesikel, Endosomen) und/oder an der Plasmamembran lokalisiert sind

(Seidah et al, 2008).
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Im Jahr 1998 wurde durch UV-induzierte Mutagenese von CHO-7-Zellen eine Zelllinie
(SRD-12B) generiert, die fiir die Protease defizient ist, die die SREBPs in ihrer luminalen
Domaéne spaltet (Rawson et al, 1998). Durch Komplementationsklonierung mittels der
SRD-12B-Zellen konnte das Gen fiir die Site-1-Protease identifiziert werden (Sakai et al,
1998). Die Site-1-Protease ist ein Typ-I-Membranprotein, bestehend aus 1052
Aminosduren, das als inaktives Zymogen synthetisiert wird (Abb. 1.4). Die Site-1-
Protease besitzt ein N-terminales Signalpeptid fiir die Translokation ins ER. Die
Prodoméne spielt eine wichtige Rolle fiir die Faltung und den Transport und wird im
Golgi-Apparat autokatalytisch entfernt, was zur Aktivierung der Site-1-Protease fiihrt
(Espenshade et al, 1999; Ramos da Palma et al, 2014). Die stark konservierte Subtilisin-
dhnliche katalytische Doméne enthélt die fiir Serinproteasen typische katalytische Triade
aus einem Aspartat- (D218), Histidin- (H249) und Serinrest (S414) (Abb. 1.4). Die Site-
1-Protease wurde im Golgi-Apparat, in Endosomen und auflerdem als 16sliche,
sezernierte Form nachgewiesen (Cheng et al, 1999; Pullikotil et al, 2007; Seidah et al,
1999).

o,

- 12 ¢ I ? ? ? BC
[ Signalpeptid 1-17
[l Prodoméne 18-186
Subtilisin-ahnliche katalytische Doméane 187-470
D Region ohne vergleichbare Ahnlichkeiten 471-998
. Transmembrandomane 999-1021
t potentielle N-Glykosylierungsstelle

Abb. 1.4 Schematische Darstellung der humanen Site-1-Protease. Die Beschreibung der
unterschiedlichen Homologiedomdnen erfolgte entsprechend eines Homologiedominen-Alignments
(NCBI-Datenbank, Q14703.1). Dominenbegrenzende Aminoséduren, potentielle N-Glykosylierungsstellen
sowie die katalytische Triade sind angegeben.

1.4.2 Funktion der Site-1-Protease

Die prototypischen Substrate der Site-1-Protease sind die SREBPs (sterol regulatory
element binding proteins) (Eberle et al, 2004). Die SREBPs 1la, lc und 2 werden
Cholesterol-abhéngig vom ER in den Golgi-Apparat transportiert und anschlieBend von
der Site-1-Protease und der Site-2-Protease gespalten (Rawson et al, 1997; Sakai et al,
1998).
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Der Transport der SREBPs vom ER zum Golgi-Apparat wird durch den Cholesterol-
Gehalt in der Membran des ER reguliert. Der Cholesterol-Sensor ist das so genannte
SREBP cleavage-activating protein (SCAP), das an dic SREBPs bindet (Brown &
Goldstein, 1997). Zusitzlich bildet das SCAP-Protein in Anwesenheit von Sterolen einen
Komplex mit Insig-1 und Insig-2, die ER-Retentionsfaktoren fiir den SCAP-SREBP-
Komplex darstellen (Rawson, 2003). In Abwesenheit von Sterolen dissoziiert der Insig-
SCAP-Komplex was zu einer Konformationsanderung im SCAP-Protein flihrt und in der
Exposition eines Golgi-Lokalisationssignales, der MELADL-Sequenz resultiert. Die
MELADL-Sequenz ermdglicht die Rekrutierung von Sec24 und die Inkorporation des
SCAP-SREBP-Komplexes in COPII-Vesikel fiir den anterograden Transport zum Golgi-
Apparat (Motamed et al, 2011). Die proteolytische Aktivierung der SREBPs durch die
Site-1- und Site-2-Protease bewirkt die Translokation des freigesetzten SREBP-
Transkriptionsfaktors in den Nucleus und aktiviert z. B. die Gene der
Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A-Reduktase, der Fettsduresynthase und des LDL-
Rezeptors, um die Cholesterol-Biosynthese, die Fettsduresynthese und die Aufnahme von
Cholesterol zu steigern (Brown & Goldstein, 1997; Rawson et al, 1998).

Andere Substrate der Site-1-Protease sind der activating transcription factor 6 (ATF6)
und verwandte Transkriptionsfaktoren wie CREBH (cAMP-responsive element binding
protein, hepatocyte specific), CREB4, LUMAN (CREB3) und OASIS (old astrocyte
specifically induced substance) (Murakami et al, 2006; Raggo et al, 2002; Shen &
Prywes, 2004; Stirling & O'Hare, 2006; Zhang et al, 2006). Uber die Aktivierung dieser
Substrate ist die Site-1-Protease an der ER-Stress-Regulierung beteiligt. Zusétzlich wurde
beschrieben, dass die Site-1-Protease Hiillproteine der Familie der Arena- und
Bunyaviren spaltet (Beyer et al, 2003; Lenz et al, 2001; Rojek et al, 2008; Vincent et al,
2003). Diese Prozessierung ist Voraussetzung fiir die Inkorporation der Glykoproteine in
Virionen (Lenz et al, 2001).

Neben den beschriebenen Funktionen, stellt die Site-1-Protease durch die proteolytische
Aktivierung der GIcNAc-1-Phosphotransferase zusitzlich ein essentielles Enzym in der

Biogenese von Lysosomen dar (Marschner et al, 2011).
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1.4.3 Defekte der Site-1-Protease

Bislang sind keine Erkrankungen bekannt, die durch Mutationen im MBTPS1-Gen
hervorgerufen werden. Die Generierung einer ubiquitdr Site-1-Protease-defizienten
Mauslinie war nicht moglich, da die Embryonen bereits am Embryonaltag 4 aufgrund
einer defekten Epiblastenbildung starben (Mitchell et al, 2001). Daher wurden
konditionale Knockout-Tiere mit Site-1-Protease-Defizienz in verschiedenen Gewebe-
und Zelltypen generiert. Ein Leber-spezifischer Knockout der Site-1-Protease flihrte zu
erhohten LDL-Spiegeln im Blut, da durch die fehlende feedback-Regulierung des
Cholesterol- und Fettsdurestoffivechsels auch die SREBP-abhingige Expression des
LDL-Rezeptors unterbleibt und somit die LDL-Rezeptor-vermittelte Aufnahme von
Cholesterol-haltigem LDL aus dem Blut gestort ist (Yang et al, 2001).

Die Zebrafisch-Mutante gonzo, die durch ein Screening auf generelle Knorpeldefekte
identifiziert wurde, weist Mutationen im MBTPS1-Gen auf. Bei dem gonzo-Fisch wurden
starke Defekte in der Knorpelbildung nachgewiesen, die durch eine defekte
Knorpelmatrix sowie eine verdnderte Morphologie der Chondrozyten verursacht werden
(Schlombs et al, 2003). Zusitzlich ist die Verteilung von Lipiden im gonzo-Fisch
verdndert. Ein Phosphomorpholino-vermittelter Knockdown der Site-1-Protease im
Zebrafisch wies dieselben Defekte auf. Dagegen fiihrte ein Phosphomorpholino-
vermittelter Knockdown des SREBP-cleavage activating proteins (SCAP), das den
Transport der SREBPs vom ER zum Golgi-Apparat vermittelt, lediglich zu einer
verdnderten Lipidverteilung (Schlombs et al, 2003). Das bedeutet, dass die gestorte
Lipidhomeostase und die Defekte in der Knorpelbildung im gonzo-Fisch auf zwei
unterschiedliche Mechanismen zuriickzufiihren sein miissen (Schlombs et al, 2003). Um
die Defekte in der Knorpelbildung genauer zu untersuchen wurde daher eine Knorpel-

spezifische Site-1-Protease Knockout-Mauslinie (S1P%°) generiert (Patra et al, 2007).
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Die S1P*°-Miuse sterben kurz nach der Geburt und weisen eine defekte endochronale
Knochenbildung auf. Elektronenmikroskopische Aufnahmen Site-1-Protease-defizienter
Chondrozyten zeigten eine Fragmentierung des ER, was durch eine gestorte ER-Stress-
Regulierung hervorgerufen sein kdnnte, die zu einer Retention von Typ-II-Collagenen im
ER und zur Bildung einer defekten Knorpelmatrix fiihrt (Patra et al, 2007). Weitere
Untersuchungen zeigten jedoch, dass die ER-Stress-Regulierung in diesen Zellen nicht
beeintrichtigt war. Aus heutiger Sicht ist es sehr wahrscheinlich, dass die defekte
endochronale Knochenbildung auf den Verlust des o/B-Vorstufenproteins der GlcNAc-
1-Phosphotransferase in Chondrozyten der SI1P™°-Miuse zuriickzufiihren ist.
Pathomechanistische Analysen der Skelettverinderungen bei Gnptab®3%82"C_Mzusen
zeigten ebenfalls morphologische und funktionelle Defekte in den Chondrozyten, die dem
gonzo-Fisch und S1P®°-Miusen sehr dhneln (Kollmann et al, 2012; Marschner et al,
2011). Es konnen aber auch andere, bisher nicht identifizierte Site-1-Protease-Substrate
in Chondrozyten als Ursache flir den Phianotyp nicht ausgeschlossen werden (Patra et al,
2014).

Im Jahr 2012 wurde ein hypomorphes Mbtps1-Allel mit der Mutation Y496C generiert,
das als woodrat bezeichnet wird (Rutschmann et al, 2012). Homozygote Mause waren
gegen das lymphozytire Choriomeningitis-Virus resistent, dessen Kapsel-Glykoprotein
als Substrat der Site-1-Protease dient (Rutschmann et al, 2012). Bei den woodrat-Méusen
wurde eine uniforme Hypopigmentierung der Haut festgestellt, die auf eine gestorte
Funktion von Melanosomen oder Melanozyten zuriickzufiihren sein konnte. Es wurde
vermutet, dass die sezernierte Form der Site-1-Protease einen systemischen Effekt auf die
Pigmentierung haben konnte (Rutschmann et al, 2012). Melanosomen werden als
,lysosome-ralated organelles* bezeichnet, weil sie fiir ihre Zelltyp-spezifischen
Funktionen verschiedene lysosomale Enzyme, wie z.B. p-Hexosaminidase, [-
Galaktosidase, B-Glucuronidase, Cathepsin B und L benétigen (Diment et al, 1995;
Raposo & Marks, 2007). Es ist daher denkbar, dass die woodrat-S1P-Mutation auch zu
einer gestorten GlcNAc-1-Phosphotransferase-abhéngigen Biogenese von Melanosomen

und der anschlieBenden Pigmentierung fiihrt.
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1.4.4 Struktureller Aufbau und Funktion der Site-2-Protease

Das Gen fiir die Site-2-Protease (MBTPS2), das auf dem X-Chromosom lokalisiert ist,
wurde 1999 von Brown und Goldstein durch Komplementationsklonierung mit Hilfe von
Zellen generiert, in denen die proteolytische Spaltung der SREBPs, die zur Freisetzung
des N-terminalen Transkriptionsfaktors fiihrt (Site-2-Spaltung) nicht erfolgt (Hasan et al,
1994). Diese sogenannten M19-Zellen wurden durch UV-induzierte Mutagenese von
CHO-K1-Zellen und anschlieBende Selektionierung Cholesterol-auxotropher Zellen
generiert (Brown & Goldstein, 1997; Hasan et al, 1994). Alle bisher identifizierten
Substrate der Site-2-Protease werden zuvor von der Site-1-Protease gespalten und sind
Typ-1I-Membranproteine. Die Site-2-Protease war die erste Protease der intramembrane-
cleaving proteases (I-CliPs)-Familie. In CHO-Zellen co-lokalisieren die Site-2-Protease
und die Site-1-Protease im Golgi-Apparat (Shen & Prywes, 2004).

Die Site-2-Protease ist eine hydrophobe, Zink-abhingige Metalloprotease mit zwei
Transmembran- und sechs Membran-assoziierten Doménen (Abb. 1.5) (Zelenski et al,
1999), deren N- und C-Termini ins Cytoplasma reichen. In der luminalen Doméne
zwischen den Aminosduren 108 bis 169 befindet sich eine stark konservierte
Multiserinsequenz (Abb. 1.5), deren Funktion bislang unklar ist (Zelenski et al, 1999).
Das HEXXH-Motif (Aminosduren 171-175) ist charakteristisch flir das aktive Zentrum
vieler Metalloproteasen und essentiell fiir die Koordinierung des Zink-Atoms im

katalytischen Zentrum (Rawlings & Barrett, 1995; Zelenski et al, 1999).

N C
Cytoplasma HEXXH
Golgi-Apparat LDG
Lumen
L
Ser PDZ

Abb. 1.5 Schematische Darstellung der humanen Site-2-Protease. Die Site-2-Protease ist ein Typ-III-
Membranprotein, dessen N- und C-Termini ins Cytosol ragen. Sie besitzt mehrere Transmembran- sowie
Membran-assoziierte Doménen. Das HEXXH-Motiv und das LDG-Motiv sind angegeben. Auflerdem sind
die Multiserinsequenz und die putative PDZ-Domaéne gekennzeichnet (modifiziert nach Rawson, 2013).
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Auch die LDG-Sequenz (Aminosduren 466-468) ist vermutlich an der Koordinierung des
Zink-Atoms im aktiven Zentrum beteiligt. Die Aminosduren 255-299 weisen eine
putative PDZ-Domine auf, die moglicherweise eine Rolle flir die Substratbindung und
die Substratspezifiit spielt (Rawson, 2013). PDZ-Doménen sind ca. 80-100 Aminosiuren
umfassende Proteindoménen, die Protein-Proteininteraktionen vermitteln (Lee & Zheng,
2010). Der Name geht auf die ersten drei Proteine (PSD95/, Dlg und Zo-1) zuriick, in
denen eine solche Doméne identifiziert wurde (Cho et al, 1992; Willott et al, 1993;
Woods & Bryant, 1991).

1.4.5 Defekte der Site-2-Protease

Es sind verschiedene Erkrankungen bekannt, die durch missense-Mutationen im
MBTPS2-Gen verursacht werden, die zu einer reduzierten Proteaseaktivitédt fiihren. Ein
kompletter Verlust der Proteaseaktivitét ist wahrscheinlich letal, da bisher keine Patienten
mit diesem Gendefekt bekannt sind (Bornholdt et al, 2013). Da das MBTPS2-Gen auf
dem X-Chromosom lokalisiert ist, sind Ménner hdufiger betroffen als Frauen. Die
Symptome der Krankheitsformen mit unterschiedlicher klinischer Présentation sind
teilweise iiberlappend. Das Ichthyosis follicularis mit Atrichie und Photophobie-(IFAP)-
Syndrom (OMIM #308205) ist charakterisiert durch die typische Triade einer gestorten
Entwicklung der Haarfollikel, Haarlosigkeit und eine erhohte Lichtsensitivitdt (Oeffner
et al, 2009). Keratosis Follicularis Spinulosa Decalvans (KFSD) (OMIM #308800) ist
gekennzeichnet durch hyperkeratotische, follikuldre Papeln auf der Kopfhaut, eine
fortschreitende Alopezie der Kopfhaut, Wimpern und Augenbrauen sowie Photophobie
aufgrund einer Dystrophie der Cornea (Aten et al, 2010). Symptome des Olmsted
Syndroms (OMIM #300918) sind durch eine gestdrte Keratinisierung verursachte
hyperkeratotische Plaques, diffuse Alopezie, Lésionen der Cornea und verkriimmte
Finger (Haghighi et al, 2013). Beim Bresek/Bresheck-Syndrom (OMIM #300404)
kommt es zu Abnormalititen des Gehirns, geistiger Retardierung, ektodermaler
Dysplasie, einer Gaumenspalte, Skelettanomalien, Abnormalitdten der Nieren, der Augen
und/oder Ohren (Naiki et al, 2012). AuBlerdem wurden eine Alopezie und eine

erythematdse, trockene, schuppige Haut beobachtet.

13



EINLEITUNG

Mutationen, die zu einem Aminosdure- Austausch in der Nihe des katalytischen Zentrums
fithren, resultieren in einer starken Verminderung der Site-2-Protease-Aktivitdt und sind
mit einem schwerwiegenden Phénotyp der Patienten assoziiert (Bornholdt et al, 2013).

Bislang ist unklar, ob die beschriebenen Symptome der MBTPS2-assoziierten
Erkrankungen allein durch gestorte Lipidhomeostase und ER-Stress-Regulierung durch
die verminderte Aktividt der Site-2-Protease erkldrt werden konnen. Moglicherweise
resultieren einige Symptome aus der nicht erfolgten Spaltung bisher unbekannter

Substrate der Site-2-Protease (Rawson, 2013).
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2. ZIELSTELLUNG

Der heterohexamere GIcNAc-1-Phosphotransferase (ozf2y2)-Komplex katalysiert den
ersten Schritt der Generierung von Mannose-6-Phosphat-Resten an 16slichen
lysosomalen Enzymen und ist essentiell fiir den Transport der Hydrolasen in die
Lysosomen. Die o- und p-Untereinheiten werden als gemeinsames Typ-III-
Transmembranpotein synthetisiert, das durch Site-1-Protease-vermittelte Spaltung
aktiviert wird. Die Site-1-Protease spielt eine wichtige Rolle im Cholesterolstoffwechsel,
was den Cholesterol-abhingigen Transport von Site-1-Protease-Substraten vom
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat erfordert. Defekte im GNPTAB-Gen,
das flir das o/B-Vorstufenprotein kodiert, flihren zu der schweren lysosomalen
Speichererkrankung Mukolipidose Typ II. Biochemisch ist diese Erkrankung durch
Fehlsortierung neu synthetisierter lysosomaler Enzyme, Akkumulation von
Speichermaterial und allgemeine lysosomale Dysfunktion gekennzeichnet. In der

vorliegenden Arbeit wurden zwei Schwerpunkte behandelt.
(A) Zundchst wurde untersucht, ob die Site-1-Protease-vermittelte proteolytische

Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotransferase durch N-Glykosylierung des o/3-

Vorstufenproteins, durch Calcium oder durch Cholesterol reguliert wird.

(B) Da viele Substrate der Site-1-Protease zusitzlich von der Site-2-Protease ein
weiteres Mal gespalten werden, sollte bestimmt werden, ob auch das o/p-
Vorstufenprotein der GIlcNAc-1-Phosphotransferase durch die Site-2-Protease
proteolytisch prozessiert wird. Zusétzlich sollte die Rolle der Site-2-Protease- fiir
die Aktivitdt der GIcNAc-1-Phosphotransferase und die Funktion von Lysosomen

untersucht werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Gerite

Gerit (Modell) Bezugsquelle
Blot-Kammern (TE62 & TE22) GE Healthcare
Chromatographie-System (BioLogic DuoFlow™) Bio-Rad
Drehrad Neolab
Einfrierhilfe (CoolCell® alcohol-free) Biocision
Entwicklermaschine (Curix 60) Agfa
Elektrophoresekammern (Agagel Midi Wide, SE600) PeqlLab, GE Healthcare
Fluoreszenzdetektor MX3000P™ Stratagene
Fliissigstickstoffkontainer Air Liquide
Gel-Dokumentationsanlage (Chemi Doc XRS) Bio-Rad
Gel-Dokumentationsanlage (E Box V2) PeqgLab
Gel-Trockner (GelAir Dryer) Bio-Rad
Heizblock (MHR23) HLC

Inkubatoren (Gasboy C20A, Innova 4230)
Konfokales Laserscanning-Mikroskop (TCS SP5)
Magnetriihrer (MSH-basic)

Mikrowelle (Promicro)

PH-Meter (Five Easy™ FE20)

Photometer (Multiscan GO)

Pipetten

Pipettierhilfe (Pipetus®)

Riihrer

Scanner (GT-9600)

Szintillations-Counter (Tri-carb 2900TR)
Spectrophotometer (Nanodrop ND-1000)
Sterilbank (Hera Safe)

Thermocycler (Tpersonal, Mastercycler, Gradient)
Thermocycler Realtime-PCR (MxPro3000)
Umkehrphasenmikroskop (Axiovert 25)
Vakuumpumpe (Miniport)

Labotect, Thermo Scientific
Leica Camera
IKA-Werke
Whirlpool
Mettler-Toledo
Thermo Scientific
Eppendorf
Hirschmann

GFL

Epson

Perkin Elmer
PeqgLab

Thermo Scientific
Biometra, Eppendorf
Agilent

Zeiss

SMT
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Vortexer (Geniel ™)

Waagen (AC100, TE2101)

Wasserbad

Zentrifugen (5424, 5415R and 5804R, MC6)

Scientific Industries
Mettler Toledo, Sartorius
Schiitt Labortechnik

Eppendorf, Sarstedt

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialie Bezugsquelle

Blot-Papier Roth

Deckgliaschen Glaswarenfabrik Hecht-Assistent
Einmal-Zellschaber Sarstedt

Filmkassetten Rego

Glasplatten fiir Gele Glasgeridtebau OCHS
Kaniilen Braun

Kryo-Gefilie Sarstedt

Kiivetten Sarstedt

Linsenpapier MN 10 B Zeiss
Nitrocellulose-Membran GE Healthcare

nUView Tris-Glycin NN8-16% NuSep

Objekttriger SuperFrost™ (glass slides) Glaswarenfabrik Karl Hecht
PD-10-lonenaustauschersdule GE Healthcare

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie (0.2, 1.5 and 2 ml)
Rontgenfilme

Skalpelle

Sterilfilter (0.22 pm)
Szintillations-R8hrchen
UV-Kiivetten

Zellkultur-Verbrauchsmaterialien

Sarstedt, Eppendorf
Sarstedt, Eppendorf

GE Healthcare

Braun

VWR

Perkin-Elmer

Sarstedt

BD Falcon, Sarstedt, Nunc
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3.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalie Bezugsquelle
[**S]Methionin (Aktivitit 1 mCi/mmol) Hartmann Analytik
[3H]—.U.ri"dindiphosphat—N—Acetylglucosarnjn (UDP-GIcNAc) ARC
(Aktivitdt 20 Ci/mmol)

2,5-Diphenyloxazol (PPO) Roth
2-Mercaptoethanol (B-ME) Sigma
4’,6-Diamino-2-Phenylindol (DAPI) Roth
4-Nitrophenyl-N-Acetyl-p-D-Glucosaminid Sigma
p-Nitrophenyl-a-D-Mannopyranosid Sigma
p-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid Sigma
p-Nitrophenyl-a-D-Fucopyranosid Sigma
Acrylamid/Bisacrylamid Roth
Adenosintriphosphat-Disodiumsalz (ATP) Sigma

Agar Roth

Albumin-Standards
Ammoniumpersulfat (APS)
Amphotericin B
Aqua-Poly/Mount®
Atorvastatin

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bradford Protein-Assay
Carbenicillin

Cholesterol

Coomassie® Brilliant Blue R250
Cycloheximid
Dimethylsulfoxide (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
DNA-Ladepufter
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
GFP-Trap™-Beads

Glycerol

Glycin

Hefe-Extrakt

JetPEI® PolyPlus Transfektionsreagenz

Thermo Scientific
Bio-Rad
Sigma
Polysciences
Sigma

Serva
Bio-Rad
Roth

Sigma

Serva

Sigma

Roth

Sigma
Thermo Scientific
Sigma

Fluka
ChromoTek
Roth

Roth

Roth
PeqgLab

18



MATERIAL UND METHODEN

Kanamycin

Liquid Rotiszint™ eco plus
L-Methionin

Luminol

Maxima® probe qPCR Master Mix

Roth
Roth
Roth
Roth

Thermo Scientific

Methyl-a-D-Mannosid (a-MM) Sigma
Mevalonolacton Sigma
Milchpulver Roth
NNN’N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma
Nonidet P-40 Roche
Paraformaldehyd (PFA) Sigma
p-Cumarinséure Sigma
Protaminsulfat Sigma

QAE Sephadex A-25 GE Healthcare
Saponin Fluka
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan Sigma

Triton X-100 Sigma
Trypton/Pepton Roth

Tween 20 Roth
UDP-GIcNAc Sigma

Kit Bezugsquelle

GeneJet PCR-Aufreinigungskit
GenelJet Plasmid-Minipréparationskit

GeneJet RNA-Aufreinigungskit

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

High-Capacity cDNA Reverse Transkriptase-Kit Life Technologies
KAPA HiFi™ PCR-Kit PeqLab
QIAquick®-Gelextraktionskit QIAGEN
QIAquick®-Plasmid-Midipriparationskit QIAGEN

Enzym Aktivitit Bezugsquelle
Arylsulfatase B (ASB) Biomarin
Benzonase®™ 100 U/ul Merck

FastDigest” Restriktionsenzyme 10 U/ul Thermo Scientific
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KAPA HiFi™ 1 U/l PeqLab
MultiScribe™ Reverse Transkriptase 50 U/ul Life Technologies
Peptide-N-glycosidase F (PNGase F) 1 U/ul Roche

3.1.4 DNA- und Molekulargewichtstandards

Der FastRuler™ DNA-Standard (low range), der GeneRuler™ 1 kb DNA-Standard und

der PageRuler™ Prestained Molekulargewichtstandard wurden von Thermo Scientific

erworben.

3.1.5 Vektoren und cDNA-Konstrukte

Plasmide, die humane cDNAs fiir die Proteinexpression in E. coli und eukarytischen

Zellen kodieren, sind in den folgenden Tabellen aufgelistet.

Tabelle 3.1 Verwendete Plasmide

Plasmid Eigenschaften Bezugsquelle
pcDNA™3.1 . . Life
karyotischer E kt .

D/VS-His.Topo® cukaryotischer Expressionsvektor Technologies

pCMV6 Entry eukaryotischer Expressionsvektor mit cDNA der Site- OriGene

MBTPS1 1-Protease mit C-terminalen DDK- und cMyc-Tag

pEGFP-C1 eukaryotischer Expressionsvektor mit cDNA von GFP  Promega

pEGFP-N1 eukaryotischer Expressionsvektor mit cDNA von GFP  Promega

pET28a(+) prokaryotischer Expressionsvektor Novagen
Tabelle 3.2 GNPTAB-Konstrukte

GNPTAB Tag Referenz

o/B-precursor (aa 1-1256) - Marschner et al, 2011

o/B-precursor (aa 1-1256) C-term myc Franke et al, 2013

o/B-precursor (aa 1-1256) C-term GFP In diesem Labor generiert

o/B-precursor (aa 1-1256) (R925A) C-term GFP In diesem Labor generiert
Tabelle 3.3 MBTPS1-Konstrukte

MBTPS1 Tag Bezugsquelle

Site-1-Protease C-term myc OriGene

Site-1-Protease (S414G) C-term myc In diesem Labor generiert
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3.1.6 Primer und Sonden

Fiir die quantitative Realtime-PCR wurden kommerziell erhiltliche TagMan®-Primer
bzw. Sonden von der Firma Applied Biosystems verwendet. Die

Oligonukleotidsequenzen sind nicht erhiltlich.

Tabelle 3.4 verwendete TaqMan®-Primer bzw. -Sonden

Gen (Produkt) Spezies Assay (Sonde + Primer)
ACTB (B-Aktin) human Hs99999903 ml

ACTB (B-Aktin) murin Mm00607939 sl
GNPTAB (o/B-Vorstufenprotein) human Hs00393389 ml
GNPTAB (o/B-Vorstufenprotein) murin Mm01773334 ml

LDLR (LDL-Rezeptor) human Hs00181192 ml

LDLR (LDL-Rezeptor) murin Mm00440169 ml
MBTPSL1 (S1P) human Hs00186886_ml

Primer, die fiir die Klonierung und Sequenzierung verwendet wurden, wurden von der

Firma MWG Biotech synthetisiert.

Tabelle 3.5 verwendete Primer

; 5 79 Tm
Primer 5°-3’ Sequenz °C)
PDZBamHI F GTAGGATCCGGGGTGCTCATCACTGAAG 69,5
PDZBamHI_Fstart ~GTAGGATCCATGGGGGTGCTCATCACTGAAG 70,8
PDZBamhl R GTAGGATCCAGTTGATGCACTTATACAGTAACC 67,0
PDZXhol F GTACTCGAGGGGGTGCTCATCACTGAAG 69,5
PDZXhol Fstart GTACTCGAGATGGGGGTGCTCATCACTGAAG 70,8
PDZXhol R GTACTCGAGAGTTGATGCACTTATACAGTAACC 67,0
S1P-S414G _F CTCTCAGGGACCGGTGTTGCTTCTC 67,9
S1P-S414G_R GAGAAGCAACACCGGTCCCTGAGAG 67,9
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3.1.7 Zellen, Kulturmedien und Losungen

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), GlutaMAX™ (100 x), Trypsin/EDTA,
Opti-MEM®, Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml Pen and 10 mg/ml Strep), und
Phosphate-buffered saline (PBS) fiir die Zellkultur (Calcium- und Magnesiumfrei)
wurden von Life Technologies bezogen. Fotales Kélberserum (FKS) und DMEM ohne

Methionin und Glutamin wurden von PAA bzw. MP Biomedicals bezogen.

Tabelle 3.6
Name Ursprung Bezugsquelle Referenz
CHO-7 Ovarienzellen des Prof. Goldstein, Metherall et al, 1989
chinesischen Hamsters Universitit Texas
(USA)
M19 CHO-K1, Site-1-Protease- Prof. Goldstein, Rawson et al, 1998
defizient Universitit Texas
(USA)
SRD-12B CHO-7, Site-2-Protease- Prof. Goldstein, Hasan et al, 1994
defizient Universitit Texas
(USA)

HEK293-Zellen (human embryonic kidney) und HeLa-Zellen (human cervical
carcinoma) wurden von der American Type Culture Collection (ATCC) erworben.
Embryonale Mausfibroblasten (MEF) aus Wildtyp- und MLII- Miusen wurden am Tag
12,5 der Embryonalentwicklung prépariert und von Sandra Markmann zur Verfligung

gestellt.

3.1.8 Antikorper

Tabelle 3.7 Verwendete Primiirantikorper

Primirantikorper  Spezies Verdiinnung Herkunft/Referenz
Cathepsin Z Ziege, polyklonal WB 1:100 R&D Systems

c-myc Maus, monoklonal WB 1:10,000  Cell Signalling

Gapdh Kaninchen, monoklonal WB 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
GFP Tag Maus, monoklonal WB 1:2000 Roche

GM130 Maus, monoklonal IF 1:100 BD

LAMP1 (UH-3) Maus, monoklonal IF 1:100 Hybridoma Bank
LDL-Rezeptor Kaninchen, monoklonal WB 1:1000 Abcam

PDI Maus, monoklonal IF 1:500 Assays Design

Perilipin 2 Maus, monoklonal IF 1:100 LifeSpan Biosciences
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Miiller-Loennies et al,

scFv M6P-1 WB 1:500 2010
Transferrin-Rezeptor Maus monoklonal WB 1:500 Life technologies
o WB, IP 1:25,
o-Untereinheit Ratte, monoklonal De Pace et al, 2014
IF 1:250
B-Tubulin Maus, monoklonal WB 1:2,000 Sigma
Tabelle 3.8 Verwendete Sekundérantikorper
Sekundirantikérper Verdiinnung Herkunft
Ziege a Kaninchen IgG HRP WB 1:5,000 Dianova
Ziege o Maus Alexa Fluor®™ 546 IF 1:1,000 Life Technologies
Ziege a Maus IgG HRP WB 1:3,000 Dianova
Ziege o Ratte Alexa Fluor”™ 488 IF 1:1,000 Life Technologies
Ziege o Ratte Alexa Fluor® 546 IF 1:1,000 Life Technologies
Ziege a Ratte IgG HRP WB 1:3,000 Dianova
Ziege o, Kaninchen Alexa Fluor® 546 IF 1:1,000 Life Technologies
Fluorophor-gekoppelte Substanzen und Lektine Verdiinnung  Herkunft
Aleuria aurantia Lektin IF 1:50 Vector .
Laboratories
Alexa Fluor® 546-Transferrin IF 1:250 Life Technologies
3.1.9 Software
Tabelle 3.9 verwendete Software
Software Bezugsquelle
Adobe Photoshop 7.0 Adobe
Corel Draw X5 Corel
ECapt, ND-1000 V3.5.2 PeqgLab
Endnote X3 Thomson Reuter
Finch TV 1.4.0 Geospiza
Image Lab 3.0.1, Quantity One-4.6.7 Bio-Rad
Imaris 7.6 Bitplane

Leica Confocal Software
Leica LAS AF Lite
Microsoft Office 2010/2013
MxPro-QPCR software

Skanit Software 3.2

Leica Mikrosysteme

Leica Mikrosysteme
Microsoft

Agilent

Thermo Scientific
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Allgemeines

Um eine sterile Kultivierung von Zelllinien zu gewéhrleisten, wurden alle Arbeitsschritte
unter einer Sterilwerkbank durchgefiihrt. Vor dem Arbeiten an der Sterilwerkbank
wurden die Arbeitsfliche sowie die Werkzeuge mit 70 % Ethanol gereinigt, um die
Kontaminationsgefahr durch Bakterien oder Pilze zu minimieren. Es wurden

ausschlieBlich sterile Verbrauchsmaterialien und Losungen verwendet.

3.2.1.2 Kaultivierung von Zelllinien

Je nach Zelllinie erfolgte die Kultivierung in Zellkulturflaschen oder in Zellkulturschalen.
Eine Passagierung der Zellen erfolgte ca. ein- bis zweimal wochentlich, wenn die Zellen
eine Konfluenz von 80-100 % erreicht hatten. Hierfiir wurde das Zellkulturmedium
abgesaugt, die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin-EDTA-Ldsung
versetzt, um die adhdrenten Zellen von der Oberflidche des Kulturgefifles zu 16sen. Nach
einer ein- bis dreiminiitigen Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen in 9 ml FKS-haltigem
Medium aufgenommen, um die Wirkung des Trypsins zu inhibieren und durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Die Zellen wurden fiir die weitere
Kultivierung in einem Verhéltnis von 1:5 bis 1:10 in entsprechendem Kulturmedium

aufgenommen

3.2.1.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Um Zelllinien {iber einen lingeren Zeitraum zu lagern, wurden Kryokonserven von Zellen
angelegt, die nach Bedarf rekultiviert werden konnten. Hierfiir wurden die Zellen
trypsiniert, in 9 ml Zellkulturmedium aufgenommen und in ein 15-ml-
Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde fiir 5 min bei 900 x g und 4 °C
zentrifugiert und anschlieBend in 3 ml Einfriermedium (10 % DMSO, 20 % FKS)
resuspendiert. Je 1 ml der Suspension wurde in ein Kryor6hrchen gegeben. Diese wurden
fiir einen Tag in einer Einfrierhilfe bei -80 gelagert und anschlieend in einen Tank mit

fliisssigem Stickstoff tiberfiihrt.
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Fiir die Rekultivierung wurden die Zellen in vorgewidrmtem Kulturmedium resuspendiert,
in ein 15-ml-Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und fir 5 min bei 900 x g und 4 °C
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert und in eine
Zellkulturflasche tiberfiihrt.

3.2.1.4 Kaultivierung und Selektionierung von Site-1- und Site-2-Protease-

defizienten Zellen

Kulturmedium: 1:1 DMEM/Ham’s F12, 1 % P/S, 5 % FKS, 50 uM Na-
Mevalonat, 20 uM Na-Oleat, 5 pg/ml Cholesterol

LDL-haltiges Medium: 1:1 DMEM/Ham’s F12, 1 % P/S, 10 % NBKS, 10 mg/ml
humanes LDL

Selektionierungsmedium: 1:1 DMEM/Ham’s F12, 1 % P/S, 1 % lipoproteinarmes
Serum, 50 pg/ml Amphotericin B

Die Site-1- und Site-2-Protease spielen durch die Spaltung von sterol regulatory element
binding proteins (SREBPs) eine wichtige Rolle als Regulatoren des zelluldren
Lipidmetabolsimus sowie der Cholesterol-Homeostase (Brown & Goldstein, 1999;
Rawson et al, 1997; Sakai et al, 1998). Die proteolytische Aktivierung der SREBPs fiihrt
zu einer gesteigerten Rezeptor-vermittelten Cholesterolaufnahme sowie zu einer
gesteigerten Cholesterol- und Fettsdurebiosynthese (Brown & Goldstein, 1997). Somit
sind die Site-1- und die Site-2-Protease-defizienten Zellen auxotroph fiir Cholesterol und
ungesittigte Fettsduren. Fiir die Kultivierung der Zellen wird daher das Kulturmedium
mit Cholesterol, Oleat und Mevalonat supplementiert. Um 1 M Na-Mevalonat-Ldsung
herzustellen wurden 2,5 g Mevalonolacton in 15 ml dH,O gegeben. Zu dieser Losung
wurden unter Rithren tropfchenweise 2 ml 10 M NaOH-Ldsung gegeben, sodass eine
Endkonzentration von 1,2 M erreicht wurde. Die Losung wurde fiir 30 weitere Minuten
gerilihrt in denen sich das Mevalonolacton vollstindig aufloste. Die Hitze, die fiir das
Losen des Mevalonolactons ndtig war, lieferte die Wéarme, die bei der exothermen Saure-
Base-Reaktion frei wurde. Da es sich bei den Site-1- und Site-2-Protease-defizienten
Zellen nicht um reine Zelllinien handelte, musste eine wochentliche Selektionierung der
Zellen mit Amphotericin B durchgefiihrt werden, um den Phénotyp der Zellen zu erhalten
(Hasan et al, 1994; Rawson et al, 1998).
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Die Zellen wurden drei Tage vor der Selektionierung so ausgesit, dass am Tag der
Selektionierung eine Konfluenz von 80 % erreicht wurde. Einen Tag vor der
Selektionierung wurde LDL-haltiges Medium zu den Zellen gegeben. Da das humane
LDL zur langfristigen Lagerung in KBr-Losung vorlag, musste das LDL {iber eine PD-
10-Ionenaustauschersidule aufgereinigt werden, um das KBr zu entfernen. Das Waschen
der Séule sowie die Elution von LDL erfolgten mit PBS. Die Zellen wurden am dritten
Tag zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend fir 2 bis 5 h mit
Selektionierungsmedium inkubiert. Das Amphotericin kann sich nur an sterolhaltige
Zellmembranen anlagern (Chang & Chang, 1982; Cohen, 2010; Kinsky, 1970). Daher
lagert sich das Amphotericin nur an Zellmembranen von Zellen an, die nicht defizient fiir
die Site-1- oder Site-2- Protease sind. Da das Amphotericin zu Poren in den Membranen
dieser Zellen fiihrt, nehmen die Zellen Wasser auf, schwellen an und l6sen sich
schlielich von der Oberfliache der Zellkulturschale ab. Die Zellen wurden zweimal mit

PBS gewaschen und anschlieend mit frischem Kulturmedium versorgt.

3.2.1.5 Konditionierung von Medien

Fiir die Messung von Enzymaktivitdten in den Medien von Zellen wurden die Zellen in

Kulturschalen (@ 6 cm) fiir 48 h in OptiMEM® kultiviert.

3.2.1.6 Transiente Transfektion von Zellen

Fiir die transiente Transfektion wurden Zellen in Kulturschalen ausgesét und bis zu einer
Konfluenz von ca. 80 % kultiviert. Es wurde das jetPEI"™-Transfektionsreagenz nach
Herstellerangaben fiir die Transfektion von DNA verwendet. Je nach GroBe der

Zellkulturschale wurden unterschiedliche Mengen DNA und jetPEI™ eingesetzt.

Tabelle 3.10 Transiente Transfektion mit jetPEI™

Kulturschale DNA NaCl-Losung  JetPEI® NaCl-Lésung Kulturmedium
(ng) 150mM (u)  (u) 150 mM () (uD)

24-well 1 ad 50 2 ad 50 400

35 mm 3 ad 100 6 ad 100 1,600

60 mm 5 ad 250 10 ad 250 4,000

100 mm 10 ad 250 20 ad 250 8,000
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In Reaktionsgefdl A wurde die DNA mit 150 mM NaCl-Lsung und in Reaktionsgefil3
B das jetPEI™ mit 150 mM NaCl-Losung fiir 5 min inkubiert. AnschlieBend wurde der
Inhalt von Reaktionsgefdl B zu dem Inhalt von Reaktionsgefdl A gegeben und die
Losung fiir 25 min bei RT inkubiert. Das Kulturmedium der Zellen wurde durch das
entsprechende Volumen frischen Kulturmediums ersetzt und der Transfektionsansatz

tropfchenweise zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.7 Metabolische Markierung von Proteinen mit [*3S]-Methionin

Hungermedium: DMEM ohne Methionin und Glutamin, 1 x GlutaMax™.-I

Pulse-Medium: DMEM ohne Methionin und Glutamin, 1 x GlutaMax™-I, 100-
150 pCi [**S]-Methionin

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

Der Einbau radioaktiver Aminosduren in neu synthetisierte Proteine wird als
metabolische Markierung bezeichnet. Die in Zellkulturschalen (@ 3,5 cm) inkubierten
Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und fiir 1 bis 2 h in Hungermedium inkubiert.
AnschlieBend wurde das Hungermedium durch 0,75 ml Pulse-Medium ersetzt. Die
Markierung neu synthetisierter Proteine mit [*°S]-Methionin erfolgte fiir 1 h (Pulse). Um
die Prozessierung und Sortierung der markierten Proteine zu analysieren, wurde das
Pulse-Medium abgenommen, die Zellen einmal mit Hungermedium gewaschen und dann
fiir mehrere Stunden in Chase-Medium inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS

gewaschen und in der Immunprizipitation verwendet.

3.2.1.8 Endozytose von ['*’I]-Arylsulfatase B

Pulse-Medium: DMEM, 0,1 % BSA, 625.000 cpm/ml ['*°I]-ASB, +/- 10 mM M6P
Sucrose-Puffer: 250 mM Sucrose, 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)

Rekombinante humane, *’I-markierte Arylsulfatase B ([!*°I]-ASB) wurde von Prof.
Braulke zur Verfligung gestellt. Konfluente Zellen in Zellkulturschalen (@ 3,5 cm)
wurden zweimal mit PBS gewaschen und flir 30 min in DMEM + 0,1 % BSA bei 37 °C
inkubiert.
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Es folgte eine Inkubation mit dem Pulse-Medium fiir 20 min. Als Negativkontrolle wurde
dem Pulse-Medium 10 mM M6P zugesetzt, das als kompetitiver Inhibitor der ['*°I]-ASB
diente. Zur Untersuchung der Menge der endozytierten ['*’I]-ASB, wurden die Zellen
zunédchst dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 1 ml Sucrose-Puffer abgeschabt.
Um die Prozessierung der endozytierten ['*°I]-ASB zu analysieren, wurden die Zellen
einmal mit warmem PBS und einmal mit warmem DMEM + 0,1 % BSA gewaschen und
anschlieBend fiir 2 bzw. 4 h in DMEM + 0,1 % BSA bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 1 ml Sucrose-Puffer
abgeschabt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 900 x g und 4 °C sedimentiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Radioaktivitit der Zellpellets in einem Y-

Szintillations-Counter gemessen.

3.2.1.9 ['*I]-Arylsulfatase B-Bindungsassay
Pulse-Medium: DMEM, 0,1 % BSA, 625.000 cpm/ml ['*°1]-ASB, +/- 10 mM M6P

Sucrose-Puffer: 250 mM Sucrose, 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)

Mittels ['*°I]-ASB-Bindungsassays wurde der Anteil von M6P-Rezeptoren an der
Zelloberflache bestimmt. Konfluente Zellen in Zellkulturschalen (@ 3,5 cm) wurden auf
Eis abgekiihlt und dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Gegebenenfalls folgten
zusétzlich zwei 3-miniitige Waschschritte mit 10 mM M6P in PBS, um gebundene
Liganden von den Rezeptoren zu verdriangen. Es folgte die Inkubation mit dem Pulse-
Medium mit oder ohne Zusatz von 10 mM MG6P fiir 2 h auf Eis in einem Kiihlschrank.
AnschlieBend wurden die Zellen 5 x mit eiskaltem PBS gewaschen und in 1 ml Sucrose-
Puffer abgeschabt und in ein Counterrohrchen iiberfiihrt. Die Radioaktivitdt der

Zellsuspensionen wurde in einem y-Szintillations-Counter gemessen.

3.2.1.10 Endozytose von AlexaFluor®-Transferrin

Zellen wurden in 24 well-Platten auf sterilen Deckglaschen kultiviert. Es folgte eine
Inkubation in entsprechendem Zellkulturmedium mit Alexa Fluor®-Transferrin
(20 pg/ml) fiir 20 min bei 37 °C. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und fiir

die Fluoreszenzmikroskopie pripariert.
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3.2.1.11 Fluoreszenzmikroskopie

In eine 24 well-Platte wurden sterile Deckglaschen gegeben, Zellen ausgesit und fiir 16-
24 h kultiviert. Die Zellen wurden transfiziert und fiir 24 h kultiviert. Anschlieend
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und bei RT fiir 20 min mit 4 % PFA
fixiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS und eine 5-miniitige Inkubation
in 50 mM NH4Cl-Losung, um freie Aldehydgruppen zu blockieren. Die Zellen wurden
fiir 10 min in 0,1 % Saponin in PBS (Saponin/PBS) inkubiert. Um unspezifische
Proteinwechselwirkungen zu verringern, folgte eine Inkubation in 3 % BSA in
Saponin/PBS fiir 30 min bei RT. Die Deckglédschen wurden auf einen Parafilm-Streifen
iiberfiihrt und fiir 1 h bei RT oder {iber Nacht bei 4 °C mit dem Primédrantikorper in 3 %
BSA in Saponin/PBS inkubiert. Fiir Co-Lokalisationsstudien erfolgte die Inkubation
simultan mit Primérantikdrpern aus unterschiedlichen Spezies. Danach wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und fiir 10 min in Saponin/PBS inkubiert. Es folgte die
Inkubation mit Alexa Fluor® 488- oder 546-gekoppelten Sekundirantikdrpern in 3 %
BSA in Saponin/PBS fiir 1 h bei RT. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS. Zur
Anfirbung der Zellkerne wurden die Zellen fiir 5 min in DAPI (2 pg/ml PBS) inkubiert.
Die Zellen wurden zweimal mit PBS und einmal mit dH,O gewaschen, um Salze zu
entfernen. Die Deckglidschen wurden in Aqua-Poly/Mount® eingebettet und iber Nacht
getrocknet. Die Analyse der Proben erfolgte mit dem konfokalen Laserscanning-
Mikroskop Leica TCS SP5. Fiir die Bearbeitung der Bilder wurde die Leica LAS AF Lite
Software oder Adobe Photoshop 7.0 verwendet.

3.2.2 Biochemische Methoden

3.2.2.1 Ernten von Zellen und Herstellung von Zelllysaten

Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 7,5), | mM EDTA, 1 % Triton-X-100

Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, abgeschabt und flir 5 min bei
900 x g bei 4 °C sedimentiert. Das Zellpellet wurde je nach GroBe in 100-500 pl
Lysispuffer mit 1 x Proteaseinhibitor resuspendiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen flir 10 min bei 16.000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der

Uberstand wurde abgenommen und in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt.
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3.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration von Losungen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Lysaten erfolgte mit dem Bio-Rad-
Protein Assay nach Herstellerangaben. Eine Kalibirierung wurde mit Hilfe von Standard-

BSA-Losungen (0, 5, 10, 15 and 20 pg/pl) durchgefiihrt.

3.2.2.3 Deglykosylierung von Proteinen

Fiir die Deglykosylierung von Proteinen wurde das Enzym PNGase F verwendet, welches
in-vitro N-glykosidische Bindungen an Glykoproteinen spaltet. Hierfiir wurden zu 50-
100 pg eines Proteinextraktes 10 % SDS (Endkonzentration 0,2 %) hinzugegeben und fiir
10 min bei 70 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 10 % NP-40 (Endkonzentration 1 %)
und 2 pl PNGase F hinzugegeben, mit dH>O auf 100 pl aufgefiillt und die Proben fiir 1 h
bei 37 °C inkubiert. Die Kontrollen wurden unter gleichen Bedingungen, ohne PNGase
F inkubiert.

3.2.2.4 Immunprézipitation von metabolisch markierten Proteinen

Lysispuffer: PBS, 0,4 % Triton-X-100, 0,2 % Na-Desoxycholat, 0,2 % SDS,
0,8 % BSA, 1 x Proteaseinhibitor

Neufeld-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pHS,5), 0,6 M NaCl, 0,1 % SDS, 0,05 % NP-40

IMM-Puffer: PBS, 1 % Triton-X-100, 0,5 % Na-Desoxycholat

Die Zellpellets wurden in 1200 pl Lysispuffer resuspendiert, fiir 10 min auf Eis inkubiert
und anschliefend fiir 10 min bei 20.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Um unspezifische
Bindungen zu minimieren, wurden die Lysate flir 1 h bei 4 °C mit 50 pl anti-Ratte gG-
Agarose-Beads auf dem Drehrad inkubiert. Nach einer Zentrifugation fiir 1 min bei
1000 x g und 4 °C wurden die Uberstande in ein neues Reaktionsgefif {iberfiihrt und die
Beads verworfen. Die Uberstinde wurden iiber Nacht bei 4 °C auf dem Drehrad mit einem
monoklonalen Antikorper gegen die o-Untereinheit der GIcNAc-1-Phosphotransferase
inkubiert. Um die Antigen-Antikorper-Komplexe zu prazipitieren, wurden die
Uberstéinde fiir 1 h bei 4 °C auf dem Drehrad mit 50 ul anti-Ratte IgG Agarose-Beads
inkubiert.
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Die Proben wurden bei 1000 x g und 4 °C fiir I min zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
abgenommen und bei -20 °C gelagert und die Beads wie folgt gewaschen:

1 x 1 ml Neufeld-Puffer

1 x 1 ml IMM-Puffer

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

Die prizipitierten Proteine wurden durch 5-miniitiges Erhitzen in Solubilisierungspuffer
bei 95 °C von den Agarose-Beads geldst. AnschlieBend wurden die Proteine mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Fluorographie analysiert.

3.2.2.5 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer molaren Masse erfolgte mit einem
diskontinuierlichen =~ Puffersystem  durch  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Acrylamidkonzentration der Trenngele variierte
von 8-15 %.

Trenngel: 8-12 % Acrylamid, 375 mM Tris-HCI (pH 8,8), 0,1 % SDS, 0,08 %
APS, 0,08 % TEMED

Sammelgel: 4 % Acrylamid, 125 mM Tris/HCI (pH 6,8), 0,1 % SDS, 0,1 %
APS, 0,1 % TEMED

Solubilisierungspuffer (Endkonzentration):
125 mM Tris/HCI (pH 6.8), 1 % SDS, 10 % Glycerin, Coomassie®
Blue R + 100 mM DTT

Anodenpuffer: Tris/HCI (pH 8,6), 192 mM Glycin

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

Fiir die Solubilisierung wurden 50-100 pg Proteinextrakt mit Solubilisierungspuffer unter
reduzierenden (+ DTT) oder nicht-reduzierenden Bedingungen (- DTT) fiir 5 min bei
95 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben auf ein Gel aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte fiir 3 h bei 50 mA und RT.

31



MATERIAL UND METHODEN

3.2.2.6 Fluorographie

Die Fluorographie diente zur Signalverstirkung von [*°S]-markierten Proteinen nach
Auftrennung durch die SDS-PAGE. Zur Entwésserung wurden die Gele zunéchst dreimal
fiir 20 min in DMSO geschwenkt. Uber Nacht wurden die Gele in 20 % PPO/DMSO bei
37 °C inkubiert. Es folgten drei Waschschritte in dH>O, wobei das in die Gele diffundierte
PPO ausgefillt wurde. Die Gele wurden zwischen zwei Cellophan-Folien fiir 2 h in einem
Geltrockner getrocknet. Es wurden Rontgenfilme auf die Gele aufgelegt, die bis zur
Entwicklung bei -80 °C gelagert wurden.

3.2.2.7 Westernblot-Analyse

Transferpuffer: 25 mM Tris (pH 7,4), 192 mM Glycin, 20 % Methanol

TBS: 25 mM Tris (pH 7,4), 137 mM NaCl, 2,7 mM KClI

Blockierungspuffer: TBS, 0,1 % Tween 20, 5 % Milchpulver oder 1 % BSA

Waschpuffer: TBS, 0,1 % Tween 20

ECL-1: 100 mM Tris/HCI (pH 8,5), 2,7 mM Luminol, 0,44 mM p-
Cumarinsdure

ECL-2: 100 mM Tris/HCI (pH 8,5), 0,02 % H>0»

Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden diese zur
Immunodetektion auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Der Transfer erfolgte fiir
3 h bei 900 mA oder iiber Nacht bei 250 mA in einer Elektroblot-Apparatur mit
Transferpuffer. Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran fiir
1 h bei RT in Blockpuffer inkubiert. Es folgte die Inkubation mit dem entsprechenden
Primédrantikorper verdiinnt in Blockpuffer fiir 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C (siche
Tabelle 3.7). AnschlieBend wurde die Membran dreimal fiir 10 min mit Waschpuffer
gewaschen und danach fir 1 h mit dem entsprechenden HRP-gekoppelten
Sekundérantikdrper inkubiert (siche

Tabelle 3.8). Die Membran wurde 3 x fiir 10 min mit Waschpuffer gewaschen. Es folgte
die Detektion der gebundenen Antikdrper durch eine enhanced chemiluminescence-
(ECL)-Reaktion.
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Hierfiir wurden jeweils 5 ml der ECL-1- und ECL-2-Ldsung gemischt und fiir 30 s auf
der Membran inkubiert. Die Entwicklung erfolgte mit dem Molecular
Imager®/ChemiDoc™. Die Expositionszeit richtete sich nach der Signalstirke und
variierte von 10 s bis 5 min.

Um gebundene Antikdrper zu entfernen, wurde die Membran fiir 5 min in dH,O, fiir 5 min
in 0,2 M NaOH-Losung und erneut fiir 5 min in dH2O inkubiert. Die Membran konnte
im Anschluss erneut fiir die Immunodetektion mit anderen Antikérpern verwendet
werden.

Zur Detektion M6P-haltiger Proteine im Westernblot wurde ein single chain fragment-
Antikorper (scFv M6P-1), welcher spezifisch M6P-Reste erkennt, eingesetzt (Miiller-
Loennies et al, 2010). Dieser Antikorper wurde iiber einen fusionierten c-Myc-Tag
nachgewiesen. Die Detektion erfolgte iiber drei Antikdrper. Die Inkubation mit dem
M6P-Antikdrper verdiinnt in 1 % BSA-Blockpuffer erfolgte tiber Nacht bei 4 °C. Die
Membran wurde dreimal fiir 10 min in Waschpuffer gewaschen und anschlieend mit
einem monoklonalen anti c-Myc-Antikdrper inkubiert. Nach drei weiteren 10-miniitigen
Waschschritten erfolgte die Inkubation mit anti-Maus-HRP-Antikorpern fiir 1 h. Die
Membran wurde dreimal fiir 10 min mit Waschpuffer gewaschen. Anschlielend erfolgte

die Entwicklung iiber die ECL-Reaktion.

3.2.2.8 Messung von Enzymaktivititen

Reaktionspuffer:
0,1 M Na-Citrat, 0,4 % BSA, 0,2 % Triton-X-100

-Hexosaminidase-Substratpuffer:
10 mM 4-Nitrophenyl-N-Acetyl-B-D-Glukosaminid in Reaktionspuffer

B-Galaktosidase-Substratpuffer:
10 mM 4-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid in Reaktionspuffer

o-Mannosidase-Substratpuffer:
5 mM 4-Nitrophenyl-a-D-Mannopyranosid in Reaktionspuffer

a-Fukosidase-Substratpuffer:
10 mM 4-Nitrophenyl-a-L-Fukopyranosid in Reaktionspuffer
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Stopp-Puffer:
0,4 M Glycin/NaOH (pH 10,4)

Pro Ansatz wurden 4 pg eines Proteinextraktes aus Zellen verdiinnt in 20 ul dH20 bzw.
20 pl Medium eingesetzt. Es wurden 20 pl des entsprechenden Substratpuffers
hinzugegeben und der Reaktionsansatz fiir 45 min (B-Hexosaminidase), 16 h (-
Galaktosidase, a-Mannosidase) oder 24 h (a-Fukosidase). Durch Zugabe von 160 pl
Stopp-Puffer wurde die Reaktion beendet. Die Messung der Absorption erfolgte als

Doppelbestimmung bei E40s. Die Enzymaktivitdt wurde nach folgender Formel berechnet:

_AE/rnin xVm
e xd xVp

A: Enzymaktivitét

AE:  Differenz der Extinktion (Absorption) pro Zeit

€ molarer Extinktionskoeffizient [fiir Nitrophenol 18,45 /uM x cm]
Vp:  Probenvolumen wihrend der Reaktion [40 pl]

Vm:  Messvolumen in der Kiivette

d: Schichtdicke der Losung

3.2.2.9 Bestimmung der GlcNAc-1-Phosphotransferase-Aktivitat

Puffer A: 50 mM Tris/HCI (pH 7.4), 10 mM MgCl, 10 mM MnCl, 2 mg/ml BSA, 2
mM ATP, 100 mM o-Methylmannosid (a-MM), 75 uM UDP-GIcNAc, 1
uCi [’H]-UDP-GlcNAc

Puffer B: 2 mM Tris/HCI (pH 8.0)

Puffer C: 30 mM NaCl, 2 mM Tris/HCI (pH 8.0)

Lysispuffer: PBS, 0,5 % Triton-X-100

Um die enzymatische Aktivitdt der GIcNAc-1-Phosphotransferase zu bestimmen, wurde
UDP-[°H]-GIcNAc als Donor und o-Methylmannosid (a-MM) als [*H]-GlcNAc-1-
Phosphatakzeptor eingesetzt (Ben-Yoseph et al, 1984; Qian et al, 2013).
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CHO-Zellen, die in Kulturschalen (@ 10 cm) kultiviert und gegebenenfalls transfiziert
wurden, wurden geerntet und in 150 pl Lysispuffer resuspendiert. Nach der
Proteinbestimmung wurden 100 pg Proteinextrakt mit Lysispuffer auf ein totales
Volumen von 25 pl gebracht. Anschlieend wurden 25 pl Puffer A hinzugegeben und der
Reaktionsansatz fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
1 ml Puffer B abgestoppt und die Proben auf eine QAE-Sephadex A-25-Saule (1 ml
Sdulenmatrix dquilibriert in Puffer B) gegeben. Dabei wurde das Reaktionsprodukt UDP-
[*’H]-GIcNAc-P von dem Ionen-Austauscher QAE gebunden. Die Siule wurde mit 5 ml
Puffer B gewaschen. Die Elution erfolgte mit zweimal 2 ml Puffer C und einmal 1 ml
Puffer C. Die Elutionen wurden gesammelt und die Radioaktivitdt in einem 5-fachen

Volumen Szintillationsfliissigkeit gemessen.

3.2.2.10 GFP-Trap®-Beads-Pulldown

Lysispuffer: 10 mM Tris/HCI (pH 7,4), 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 0.1 %
Nonidet P40, 1 x Proteaseinhibitor

Waschpuffer: 10 mM Tris/HCI (pH 7,4), 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 1 x
Proteaseinhibitor

Pulldown-Experimente ermoglichen die Identifizierung von Interaktionspartnern von
Proteinen. Die GFP-Trap®-Beads bestehen aus Agarose-Kiigelchen an die sogenannte
Nanobodies gekoppelt sind, die in Camelidae produziert wurden (Gibbs, 2005). Diese
bestehen aus monomeren variablen Doménen von Schwere-Ketten-Antikorpern, die GFP
spezifisch erkennen und binden. Der Ablauf eines GFP-Trap®-Beads-Pulldown-
Experimentes ist in Abb. 3.1 schematisch dargetsellt. Zellen, die in Zellkulturschalen (@
6 cm) kultiviert wurden, wurden mit der cDNA eines GFP-Fusionsproteins oder der
cDNA des Proteins, fiir das eine Interaktion untersucht werden soll, transfiziert. Die
Zellen wurden geerntet und in 400 pl Lysispuffer lysiert. AnschlieBend wurde die
Proteinkonzentration der Lysate bestimmt. Von den Lysaten wurden 50 pg zur spiteren
Analyse abgenommen (Input). Es folgte die Inkubation von 25 ul GFP-Trap®-Beads, die
mit dem Waschpuffer dquilibriert wurden, fiir 2 h bei 4 °C auf einem Drehrad mit 500 pg
des Lysates der Zellen, die mit dem GFP-Fusionsprotein transfiziert wurden. Das totale

Volumen wurde mit Waschpuffer auf 500 pl angepasst.
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Die Proben wurden fiir 1 min bei 1,700 x g und 4 °C zentrifugiert. Von dem Uberstand
wurden 50 pl abgenommen (Flow through). Es folgten drei Waschschritte mit
Waschpuffer. Von dem letzten Waschschritt wurden 50 pl abgenommen
(Waschfraktion). 500 pg des Proteinextraktes der Zellen, die mit der cDNA des zu
untersuchenden Proteins transfiziert wurden, wurden fiir 2 h bei 4 °C auf einem Drehrad
mit den vorgeformten Komplexen in einem Volumen von 500 pl inkubiert. Nach der
Inkubation folgte eine Zentrifugation bei 1,700 x g und 4 °C und 50 pl des Uberstandes
wurden abgenommen (Flow through). Nach drei Waschschritten wurden erneut 50 pl
abgenommen  (Waschfraktion). Die  Proben wurden in  reduzierendem
Solubilisierungspuffer fiir 5 min bei 95 °C gekocht und der Uberstand anschlieBend

abgenommen (Bound fraction). Alle Fraktionen wurden mittels Westernblot analysiert.

Proteinextrakt mit Gberexprimiertem Proteinextrakt mit (iberexprimiertem
GFP-Fusionsprotein Interaktionsprotein

J GFP-Trap® beads J vorgeformter Komplex

00 “

e e

éé éé

Abb. 3.1 Schematische Darstellung des GFP-Trap®-Beads-Pulldown. Extrakte aus HEK-Zellen, die
ein GFP-Fusionsprotein iiberexprimierten, wurden mit GFP-Trap®-Beads inkubiert. Nach dem Waschen
der Beads wurden die vorgeformten Komplexe aus GFP-Trap®-Beads und GFP-Fusionsproteinen mit
Extrakten aus HEK-Zellen inkubiert, die das Protein exprimieren, dessen Interaktion mit dem GFP-
Fusionsprotein untersucht werden sollte.

3.2.2.11 Groflenausschluss-Chromatographie

OG-Puffer: PBS, 15 mM n-Octylglucosid (OG)
OG-Lysispuffer: PBS, 30 mM n-Octylglucosid (OG), 1 x Proteaseinhibitor

Mit Hilfe der GroBenausschluss-Chromatographie konnen Molekiile aufgrund ihrer

molaren Massen aufgetrennt werden.
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Somit ist es moglich, die molare Masse von Proteinkomplexen in Relation zu bekannten
molaren Massen von Standardproteinen zu bestimmen.

Hierflir wurde eine Superose-12-Séule zundchst am Chromatographie-System BioLogic
DuoFlow™ angeschlossen, mit OG-Puffer dquilibriert und die Probenschleife manuell
mit dem gleichen Puffer gespiilt. Danach wurden in einem Volumen von 400 ul OG-
Puffer eine Mischung aus flinf Standardproteinen mit unterschiedlichen molaren Massen
aufgetragen. Bei einer Flussrate von 40 ul/min erfolgte die Auftrennung der Proteine. Es
wurden 50 Fraktionen von jeweils 100 ul gesammelt und die Extinktion jeder Fraktion
photometrisch bei 280 nm gemessen und ein Elutionsprofil erstellt.

Um zu analysieren, ob zwei Proteine in Proteinkomplexen dhnlicher molarer Massen
vorliegen, wurden iiberexprimierende HEK-Zellen (@ 6 cm) in 200 pl OG-Lysispuffer
lysiert. Die Lysate wurden mit 200 pl eiskaltem PBS verdiinnt und 50 pg des
Proteinextraktes iiber die Superose-12-Sdule mit einer Flussrate von 40 pl/min
aufgetrennt. Es wurden 50 Fraktionen (je 100 pl) eluiert. Mittels SDS-PAGE wurden 50
ul des Zellextraktes als Input sowie die gesammelten Fraktionen aufgetrennt und durch

Westernblot mit entsprechenden Antikdrpern analysiert.

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 Kaultivierung und Lagerung von E. coli

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

Fiir die Anzucht von E. coli wurden die Kulturen mit entsprechendem Antibiotikum tiber
Nacht im Schiittelinkubator bei 37 °C und 250 UPM inkubiert. Fiir die Selektion von
Plasmiden wurden die Antibiotika Kanamycin (50 mg/l) oder Carbenicillin (100 mg/l)
bei Ampicillinresistenz verwendet. Fiir die kurzzeitige Lagerung von Bakterien wurden
mit Antibiotikum versetzte LB-Agar Platten verwendet. Fiir die langfristige
Aufbewahrung von Bakterienklonen wurden so genannte Glycerin-Stocks hergestellt.
Hierfiir wurden 500 pl Glycerin zu 500 pl einer Ubernachtkultur gegeben. AnschlieBend
wurde der Glycerin-Stock mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert.
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3.2.3.2 Transformation von Plasmiden in E. coli

Chemisch kompetente E. coli Top 10 oder BL21 Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit
5 ul eines Ligationsansatzes oder 1 ng DNA versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Es
folgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 sek. Nachdem der Ansatz flir 5 min auf Eis
inkubiert wurde, wurden 500 ul LB-Medium hinzugegeben und es folgte eine Inkubation
im Schiittelinkubator bei 37 °C und 250 UPM fiir 1 h. Der Transformationsansatz wurde
auf eine LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und {iber Nacht bei
37 °C inkubiert.

3.2.3.3 Plasmidisolierung aus E. coli
Fir die Isolierung von Plasmiden aus E. coli wurden das Genelet-Plasmid-
Minipriparationskit ~und  das  QIAquick®-Plasmid-Midipriparationskit ~ nach

Herstellerangaben verwendet.

3.2.3.4 Extraktion von DNA aus Agarosegelen
Mit einem Skalpell wurden die gewiinschten DNA-Fragmente aus Agarosegelen
ausgeschnitten. Die Extraktion der DNA erfolgte mit dem Genelet™-Gelextraktionskit

nach Herstellerangaben.

3.2.3.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiurelosungen

Die Konzentration von Nukleinsdurelosungen wurde mittels eines UV-Photometers bei
einer Wellenldnge von 260 nm gegen dH>O ermittelt. Eine OD2so von 1 entspricht einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 ng/ml RNA. Die Reinheit
der Nukleinsdureldsungen gibt der Quotient OD260/ODa2go an. Dieser sollte fiir DNA-
Losungen 1,8 und fiir RNA-Ldsungen 2,0 betragen.
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3.2.3.6 Restriktion von DNA

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen konnen zur Vorbereitung einer anschlieBenden
Ligation cDNA-Fragmente und Vektoren geschnitten werden. Hierfiir wurden
FastDigest®-Enzyme in folgendem Reaktionsansatz verwendet:

e 2ul 10 x FastDigest®-Puffer

e 1ul Restriktionsenzym(e) (10 U/ul)

e xul DNA(0.1-1 pg)
e xpul Nucleasefreies Wasser (20 ul Endvolumen)

3.2.3.7 Ligation on DNA

Um komplementére Enden von kohésiven DNA-Fragmenten miteinander zu verbinden,

wurde eine Ligation mit der T4-DNA-Ligase nach folgenden Pipettierschema verwendet:

e 100 ng Vektor-DNA

e  x ul DNA-Fragment (3-5 molarer Uberschuss)
e 1l 10 x T4-Ligase-Puffer

e 1 ul T4-DNA-Ligase (1 Unit/pl)

e x uldH>0 (10 pl Endvolumen)

3.2.3.8 Agarosegelelektrophorese
TAE-Puffer: 40 mM Tris/HCI (pH 8,5), 20 mM Essigsdure, 2 mM EDTA

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden Agarose-Gele verwendet, fiir die 1-
1,5 % Agarose in TAE-Puffer aufgekocht wurde. Die Agarose/TAE-Losung wurde
zundchst abgekiihlt und anschlieBend mit einer Ethidiumbromid-Losung
(Endkonzentration 0,5 pg/pl) versetzt. In horizontalen Elektrophoresekammern wurden
die Agarosegele mit TAE-Puffer iiberschichtet. Die Auftrennung der DNA-Fragmente
erfolgte bei 120 V fiir 15-30 min. Es folgte die Detektion der DNA-Fragmente unter UV-
Licht.

3.2.3.9 Polymerasekettenreaktion

Die Amplifizierung von spezifischen DNA-Sequenzen erfolgte durch die
Polymerasekettenreaktion. Es wurde die KAPA-Hifi-Polymerase in folgendem PCR

Ansatz verwendet:
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e Sul 5 ul KAPA-HiFi-Puffer

e 075l 10 uM forward-Primer

o 0.75ul 10 uM reverse-Primer

e 0,75l dNTP-Mix (10 mM)

e lul KAPA HiFi-Polymerase

o xul Template (50 ng)

o xul Nukleasefreies Wasser (50 pul Endvolumen)

Die PCR-Reaktion erfolgte nach folgendem Temperaturprogramm:

Temperatur Zeit
1. 98 °C 5 min
2. 98 °C 20 sek
3. 60-70°C 30 sek
4. 72 °C 30 sek/kb [2-3] x 30 Zyklen
5. 72 °C 5 min

Ortsspezifische Mutagenese

Um Nukleotide einer spezifischen DNA-Sequenz eines Plasmids auszutauschen, wurde
das KAPA HiFi PCR-Kit verwendet. Hierfir wurden zwei komplementére
Oligonukleotide, die die gewlinschte Mutation enthielten, entworfen. Plasmide mit der

mutierten Sequenz wurden in einer PCR-dhnlichen Reaktion wie folgt synthetisiert:

o Sul 5 x KAPA HiFi-Puffer

o 0.75pl dNTP-Mix (10 mM)

e 075l 10 uM forward-Mutageneseprimer

e 075l 10 uM reverse-Mutageneseprimer

e lul KAPA HiFi-Polymerase

o xul Template (50 ng)

o xul Nukleasefreies Wasser (25 pl Endvolumen)

Die PCR-Reaktion erfolgte nach folgendem Temperaturprogramm:

Temperatur Zeit
1. 98 °C 5 min
2. 98 °C 45 sek
3. 60 °C 30 sek
4. 72 °C 260 sek [2-4] x 18 Zyklen
5. 72 °C 30 min
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Kolonie-PCR

Fiir die Kolonie-PCR wurde ein Insert-spezifischer Primer sowie ein Vektor-spezifischer
Primer verwendet, um falsch positive Klone zu vermeiden. In Reaktionsgefdlen wurde
10 ul dH>O vorgelegt. Zellen aus Einzelkolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze
abgenommen und in dem vorgelegten dH>O resuspendiert. Pro Kolonie wurde wurde

folgender Reaktionsansatz vorbereitet:

e 149l dH>O

o 2ul Puffer (10 %)

e 04ul MgCL (50 mM)

o 05ul 10 uM forward-Primer

o 05ul 10 uM reverse-Primer

e 0,5ul dNTP-Mix (10 mM)

o 02ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

Zu dem Reaktionsansatz, der auf Eis pipettiert wurde, wurde je 1 pl der

Bakteriensuspension gegeben. Die PCR-Reaktion erfolgte nach folgendem

Temperaturprogramm:
Temperatur Zeit
1. 94 °C 3 min
2. 94 °C 45 sek
3. 40-70 °C 30 sek
4. 72 °C 15-30 sek [2-3] x 40 Zyklen
5. 72 °C 15-30 min

3.2.3.10 Sequenzierung von DNA
DNA-Proben wurden von der Firma SEQLAB (Sequence Laboratories, Gottingen)

sequenziert. Es wurde folgender Ansatz fiir die Sequenzierung vorbereitet:

e 3ul 10 pM Primer
e xpul Template (1.2 pg Plasmid)
e xul Nukleasefreies Wasser (15 ul Endvolumen)
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3.2.3.11 Extraktion von RNA aus kultivierten Zellen

Die Extraktion von RNA aus kultivierten Zellen erfolgte mit dem GeneJet-RNA
Aufreinigungskit nach Herstellerangaben. Um die Qualitit der extrahierten RNA zu

iiberpriifen, wurden die Proben auf ein Agarosegel aufgetragen.

3.2.3.12 Synthese von cDNA

Die Synthese von cDNA erfolgte mit dem High-Capacity cDNA Reverse Transkriptasekit
nach Herstellerangaben. Es wurden folgender PCR-Ansatz und folgendes PCR-
Programm fiir die cDNA-Synthese verwendet:

3.2.3.13 Quantitative Realtime-PCR

Die quantitative Realtime-PCR  wurde mit TagMan®-Genexpressionsassays
durchgefiihrt. Jeder Assay enthélt einen forward-Primer, einen reverse-Primer sowie eine
TagMan®-Sonde, die am 5°‘-Ende mit einem Reporterfarbstoff und am 3‘-Ende mit einem
nicht-fluoreszierendem Quencherfarbstoff markiert ist. Diese Sonde lagert sich an eine
spezifische cDNA-Sequenz zwischen dem forward- und dem reverse-Primer an. Eine
Verlidngerung der Sonde durch die DNA-Polymerase wird durch ein 3‘-OH-
blockierendes Phosphat an der Sonde verhindert. Die Synthese der DNA durch die DNA-
Polymerase beginnt somit am forward-Primer. Durch ihre 5°-3°-Exonukleaseaktivitit
wird der Reporterfarbstoff freigesetzt was in einer Zunahme der Fluoreszenz resultiert.
In dem PCR-Zyklus, in dem die Fluoreszenz signifikant iiber die Hintergrundfluoreszenz
ansteigt, ist der so genannte cycle of threshold (Cr) erreicht. Die Zunahme der
Fluoreszenz verhélt sich dabei proportional zur Menge der gebildeten DNA. Es wurde

folgendes PCR-Programm fiir die Realtime-PCR verwendet:

Temperatur Zeit
1. 95 °C 10 min
2. 95 °C 30 sek
3. 60 °C 1 min [2-3] x 40 Zyklen
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Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACt-Methode. Hierfiir wurde zunéchst die
Differenz zwischen dem Cr-Wert des zu untersuchenden Gens und dem Kontrollgen (-
Aktin) berechnet. Aus dem Vergleich der einzelnen Gruppen (Probe gegen Kontrolle)
wurde die relative Expression nach der folgenden Gleichung ermittelt (Schmittgen &
Livak, 2008).

222C mit  ACt = CT Gen - CT Kontrollgen

AACt = ACrt probe - ACt Kontrolle
Fir die graphische Auswertung wurde AACr gleich 1 gesetzt. Alle PCR-Reaktionen

wurden als Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit dem

Fluoreszenzdetektor MX3000P™,

3.2.3.14 Statistische Auswertung der Messdaten

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel 2010.
Bei Mehrfachbestimmungen wurde das arithmetische Mittel als Ergebnis dargestellt und
die Standardabweichung angegeben. Zur Kalkulation von Unterschieden zwischen zwei
unterschiedlichen Datensédtzen wurde ein Students T-Test durchgefiihrt. Bei einem p-
Wert von < 0,05 wurden die Unterschiede als signifikant eingestuft. Es erfolgte eine

Einteilung in drei Signifikanzniveaus: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,005 (*¥**).
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4. ERGEBNISSE

Die Site-1-Protease ilibernimmt eine essentielle Funktion fiir die Biogenese von
Lysosomen. Die Spaltung des o/B-Vorstufenproteins durch die Site-1-Protease aktiviert
die GIcNAc-1-Phosphotransferase und ermdglicht die Generierung von M6P-
Erkennungsmarkern an 16slichen lysosomalen Enzymen und somit deren Transport vom
Golgi-Apparat zu den Lysosomen. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Spaltung des
o/B-Vorstufenproteins durch die Site-1-Protease untersucht. Im zweiten Teil der Arbeit
wurde die Rolle der Site-2-Protease fiir die proteolytische Aktivierung des o/p-

Vorstufenproteins und den Transport lysosomaler Enzyme analysiert.

4.1 Proteolytische Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotransferase
durch die Site-1 Protease

In den folgenden Experimenten wurden cDNAs des full-length o/B-Vorstufenproteins,

einer verkiirzten Form des a*/B-Vorstufenproteins der GIlcNAc-1-Phosphotransferase

oder der Site-1-Protease in Zelllinien iiberexprimiert (Abb. 4.1). Das verkiirzte o*/B-

Vorstufenprotein, bei dem die Aminosduren 431-848 deletiert sind, erfiillt alle

strukturellen Voraussetzungen, um in den Golgi-Apparat transportiert und von der Site-

1-Protease gespalten zu werden (Marschner et al, 2011).

928929

‘ 2999 99 ¢ ¢ 9 weeree 9 2 ¢
a/B-Vorstufenprotein (c/f) N- a-Untereinheit B-Untereinheit i C

A431-848

. ? 9PPYY ¢ ¢ 99 ¢
a*/B-Vorstufenprotein (/) N o-Untereinheit | p-Untereinheit J}-C

Site-1-Protease (S1P) N 11 ! 1 ! B-c

B Membrandomane ¢ potentielle N-Glykosylierungsstellen

Abb. 4.1 Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte. Fiir die Uberexpression in
verschiedenen Zelllinien wurden cDNAs des full-length o/p-Vorstufenproteins (a/B), des verkiirzten o*/p-
Vorstufenproteins (o/B) der GleNAc-1-Phosphotransferase, bei dem die Aminosiuren 431-848 deletiert
sind, oder der Site-1-Protease (S1P) verwendet.
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4.1.1 Spaltung des o/B-Vorstufenproteins durch die Site-1-Protease

In Lysaten von CHO-Zellen, die das a/p-Vorstufenprotein liberexprimierten, wurde im
Westernblot mit einem monoklonalen Antikdrper gegen die a-Untereinheit ein 190 kDa
Polypeptid detektiert, das in untransfizierten Zellen nicht nachweisbar war (Abb. 4.2 A,
Bahn 1 und 2). Die gespaltene a-Untereinheit konnte als schwaches 14 kDa Polypepdid
detektiert werden (Bahn 2). Nach Behandlung der Zellextrakte mit PNGase F waren die
deglykosylierten Formen des o/B-Vorstufenproteins und der o-Untereinheit bei 155 und
120 kDa nachweisbar (Bahn 3). In Proteinextrakten von Zellen, die das verkiirzte o.’/B-
Vorstufenprotein exprimierten, wurde eine immunoreaktive Bande von 120 kDa
nachgewiesen (Abb. 4.2 B, Bahn 2), die dem o/B-Vorstufenprotein entspricht
(Marschner et al, 2011). Zusitzlich wurde die o*-Untereinheit als 90 kDa Polypeptid
detektiert. Die deglykoslierten Formen des o./B-Vorstufenproteins und der verkiirzten
a"-Untereinheit wurden mit molaren Massen von 100 und 55 kDa nachgewiesen (Bahn
3). Diese Experimente zeigen, dass das iiberexprimierte full-length und die verkiirzte
Form des o/B-Vorstufenproteins von der endogenen Site-1-Protease in CHO-Zellen
gespalten werden. Die Site-1-Protease konnte in {iberexprimierenden Zellen als 130 kDa
immunoreaktive Bande detektiert werden, die in Extrakten von untransfizierten Zellen

nicht nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.2 C).
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Abb. 4.2 Expression des o/B-Vorstufenproteins und der Site-1-Protease in CHO-Zellen. Fiir die
Uberexpression in CHO-Zellen wurden cDNAs (A) des a/B-Vorstufenproteins (o/p), (B) des verkiirzten
o*/B-Vorstufenproteins (a*/B) oder (C) der Site-1-Protease (S1P) transient transfiziert. Nach 24 h wurden
die Zellen lysiert und mit (+) oder ohne (-) PNGase F behandelt (A, B). Anschlieend wurden die Proteine
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit einem monoklonalen Antikdrper gegen die o-
Untereinheit der GIcNAc-1-Phosphotransferase oder den C-terminalen myc-Tag der Site-1-Protease (C)
analysiert. Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa sind angegeben. d.g.: deglykosyliert.
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Um die Spaltung des verkiirzten o./B-Vorstufenproteins genauer zu untersuchen, wurde
ein Pulse-Chase-Experiment durchgefilihrt, das dazu dient, den Transport und die
Prozessierung neu synthetisierter Proteine nach radioaktiver Markierung zu analysieren.
Es sollte damit gleichzeitig untersucht werden, ob der monoklonale Antikorper gegen die
o-Untereinheit nicht nur fiir Immunfluoreszenzfirbungen und Westernblot-Analysen (De
Pace et al, 2014), sondern auch fiir Immunpréazipitationen verwendet werden kann. CHO-
Zellen wurden fiir 1 h mit [*>S]-Methionin inkubiert (Pulse). Danach wurden die Zellen
entweder geerntet oder fiir 1, 3 oder 5 h in nicht-radioaktivem Medium kultiviert (Chase).
Es folgte eine Immunpréizipitation mit dem monoklonalen Antikdrper gegen die o-
Untereinheit aus den Zelllysaten mit anschlieBender SDS-PAGE und Fluorographie.
Nach dem Pulse konnte das neu synthetisierte o /B-Vorstufenprotein als 120 kDa
immunoreaktive Bande detektiert werden (Abb. 4.3 A, Bahn 2). In Extrakten
untransfizierter Zellen konnte kein spezifisches Signal nachgewiesen werden (Bahn 1).
Nach 1 h Chase konnte zusitzlich die reife o'-Untereinheit als 70 kDa Polypeptid
prézipitiert werden (Bahn 3), dessen Menge nach 3 h Chase zunahm (Bahn 4). Es handelte
sich somit um die proteolytische Prozessierung des o."/B-Vorstufenproteins zur reifen o'~

Untereinheit.

a*/Bl - + + + -+
Chase (h)| - - 1 3 5
130+
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.

1 2 3 4 5
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Abb. 4.3 Proteolytische Spaltung des neu synthetisierten o.*/B-Vorstufenproteins. Das verkiirzte o.*/p-
Vorstufenprotein wurde fiir 24 h in CHO-Zellen iiberexprimiert. Die Zellen wurden fiir 1 h mit [**S]-
Methionin (160 uCi/ml) markiert (Pulse), anschliefend entweder geerntet (-) oder fir 1, 3 oder 5 h mit
nicht-radioaktivem Medium kultiviert. Mit einen Antikdrper gegen die a-Untereinheit wurden die o*/B-

Vorstufenproteine sowie die o -Untereinheiten aus den Zelllysaten prézipitiert, per SDS-PAGE aufgetrennt
und mittels Fluorographie sichtbar gemacht. Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa sind
angegeben.
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Nach 5 h Chase war zwar eine Abnahme der Menge des o/B-Vorstufenproteins, aber

keine weitere Zunahme der a."-Untereinheit zu beobachten (Bahn 5).

Die GIcNAc-1-Phosphotransferase ist im Cis-Golgi-Apparat lokalisiert (Tiede et al, 2005)
wihrend die Lokalisation der Site-1-Protease sowohl im cis- und medial-Golgi-Apparat,
als auch in Endosomen beschrieben wurde (Seidah et al, 1999). Um zu untersuchen, ob
die GlcNAc-1-Phosphotransferase und die Site-1-Protease co-lokalisieren, wurden das
verkiirzte o'/B-Vorstufenprotein und/oder die Site-1-Protease in Hela-Zellen exprimiert
und durch Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Das o /B-Vorstufenprotein co-
lokalisierte mit dem endogenen cis-Golgi Matrixprotein 130 (GM130) (Abb.4.4 A). Die
Site-1-Protease co-lokalisierte mit den verkiirzten o*/pB-Vorsufenproteinen (Abb. 4.4 C).
Dies bedeutet, dass das a./B-Vorstufenprotein zusammen mit der Site-1-Protease im Cis-

Golgi-Apparat lokalisiert ist.

Abb. 4.4 Co-Lokalisation des verkiirzten o'/B-Vorstufenproteins und der Site-1-Protease. Die
cDNAs des o*/B-Vorstufenproteins (A) oder der Site-1-Protease mit C-terminalen myc-Tag zusammen mit
cDNA des o/pB-Vorstufenproteins (B) wurden in Hela-Zellen transient transfiziert. Nach 24 h wurden die
Zellen fixiert und mit einem monoklonalen Antikorper gegen die a-Untereinheit (a*/p (A) griin, (B) rot),
oder gegen den myc-Tag der Site-1-Protease (S1P-myc, griin) oder GM 130 (rot) gefarbt. Gelb zeigt die Co-
Lokalisation an. Der Balken entspricht 5 pm.

In S1P-defizienten CHO-Zellen (SRD-12B) wurde gezeigt, dass das o/fB-
Vorstufenprotein nicht proteolytisch aktiviert wird. Durch Westernblot-Analysen gegen
M6P-haltige Proteine konnte indirekt gezeigt werden, dass die Aktivitdt der GIcNAc-1-
Phosphotransferase in SRD-12B-Zellen stark verringert war (Marschner et al, 2011).
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Um die Aktivitdt der GlcNAc-1-Phosphotransferase in den SRD-12B-Zellen direkt zu
bestimmen, wurden in-vitro-Aktivitéitsassays mit UDP-[*’H]-GlcNAc als Phosphatdonor
und o-Methylmannosid als Phosphatakzeptor durchgefiihrt. In Lysaten der S1P-
defizienten SRD-12B-Zellen betrug die GlcNAc-1-Phosphotransferase-Aktivitdt ca.
30 % im Vergleich zu den CHO-Kontrollzellen (Abb. 4.5). Um zu untersuchen, ob diese
Reduktion reversibel ist, wurden SRD-12B-Zellen mit der cDNA der Site-1-Protease
transfiziert. Dazu wurden parallel zum Aktivitdtsassay Westernblot-Analysen der Lysate
der untransfizierten und transfizierten SRD-12B-Zellen durchgefiihrt und die Aktivitét
der GlcNAc-1-Phosphotransferase auf die Expression der Site-1-Protease normalisiert.
Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt der GIcNAc-1-
Phosphotransferase in SRD-12B-Zellen durch die Uberexpression der Site-1-Protease auf
signifikante 75 % der CHO-Kontrollzellen erhht werden konnte (Abb. 4.5) und belegt,
dass die SI1P-vermittelte Spaltung des o/B-Vorstufenproteins essentiell fiir die

Aktivierung der GIcNAc-1-Phosphotransferase ist.
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Abb. 4.5 Aktivitit der GlcNAc-1-Phosphotransferase in Site-1-Protease-defizienten Zellen. Die
Aktivitdt der GIcNAc-1-Phosphotransferase wurde in-vitro in Extrakten (100 pg) von CHO-Kontrollzellen
und untransfizierten bzw. mit S1P-myc transfizierten SRD-12B-Zellen bestimmt. Die Inkubation der
Lysate mit UDP-[*H]-GIcNAc (spezifische Aktiviit: 0,5 uCi/pmol UDP-GIcNAc) und 50 mM a-
Methylmannosid erfolgte fiir 1 h bei 37 °C. Die Aktivitit in Proteinextrakten von CHO-Kontrollzellen
wurde gleich 100 % gesetzt (Mittelwert £ Standardabweichung; ***p < 0,005, ** p < 0,01, n = 2). Die
Extrakte der untransfizierten und transfizierten SRD-12B-Zellen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und im Westernblot mit einem Antikorper gegen den myc-Tag der Site-1-Protease analysiert. Die Aktivitét
der GIcNAc-1-Phosphotransferase wurde auf die Expression der Site-1-Protease normalisiert. Die molaren
Massen von Markerproteinen in kDa sind angegeben.
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Die Spaltung des o/p-Vorstufenproteins durch die Site-1-Protease erfolgt zwischen den
Aminosduren K928 und D929 (Abb. 4.1) (Kudo et al, 2005). Essentiell fiir die Spaltung
sind die Aminosduren R925, 1.927 sowie K928 in der o-Untereinheit, wihrend die
Aminosduren 929-934 in der B-Untereinheit keinen Einfluss auf die Spaltung des o/f-
Vorstufenproteins haben (Marschner et al, 2011). In einem MLII-diagnostizierten
Patienten wurde eine Deletion von 36 Aminosduren (Y937 M972del) in der B-
Untereinheit identifiziert (Cury et al, 2013). Die Mutation wurde in die Wildtyp-cDNA
eingeflihrt und in HEK-Zellen iiberexprimiert.

Die Wildtyp-Formen des full length a/B-Vorstufenproteins und der gespaltenen o- bzw.
B-Untereinheiten wurden bei 190, 155 und 45 kDa detektiert (Abb. 4.6 A, Bahn 1). Nach
Deglykosylierung der Zellextrakte mit PNGase F waren die entspechenden
deglykosylierten Formen bei 155, 120 und 38 kDa nachweisbar (Bahn 2). Das mutierte
glykosylierte bzw. deglykosylierte a/B-Vorstufenprotein (Y937 M972del) wurde bei
180 bzw. 145 kDa detektiert (Bahn 3 und 4).
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Abb. 4.6 Expression und Spaltung einer MULII-assoziierten Deletionsmutante des o/f-
Vorstufenproteins. (A) HEK-Zellen oder (B) Site-1-Protease-defiziente Zellen (SRD-12B) wurden mit
der ¢cDNA des a/B-Vorstufenproteins (/) oder der Mutante Y937 M972del transfiziert. Nach 24 h
wurden die Zellen lysiert und in Gegenwart (+) oder Abwesenheit (-) von PNGase F fiir 1 h behandelt.
AnschlieBend wurden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen die a-Untereinheit und gegen den C-terminalen myc-Tag des o/B-
Vorstufenproteins analysiert. Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa sind angegeben. d.g.:
deglykosyliert.
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Die immunreaktiven Signale fiir die mutierten -Untereinheiten waren in Lysaten der
HEK-Zellen deutlich schwécher als die der Wildtyp-B-Untereinheiten. Da durch die
Deletion eine verkiirzte, elektrophoretisch schneller laufende Bande der B-Untereinheit
zu erwarten wire, zeigte der Westernblot erstaunlicherweise, dass die mutierte [-
Untereinheit bei 47 kDa und die deglykosylierte, mutierte 3-Untereinheit bei 40 kDa
nachgewiesen wurden (Abb. 4.6 A, Bahn 3 und 4). Dies ldsst vermuten, dass die Deletion
der Aminosduren 937 bis 972 zu einer alternativen Spaltung des ao/p-Vorstufenproteins
in der a-Untereinheit fithrt. Daraufthin sollte untersucht werden, ob die Site-1-Protease
fiir diese alternative Spaltung verantwortlich ist. Daher wurden die cDNAs des Wildtyp-
o/B-Vorstufenproteins oder des mutierten o/f-Vorstufenproteins in Site-1-Protease-
defiziente SRD-12B-Zellen transfiziert. Die glykosylierten bzw. deglykosylierten o/f3-
Vorstufenproteine des Wildtyps und der Mutante konnten mit den gleichen molaren
Massen wie in iiberexprimierenden HEK-Zellen detektiert werden (Abb. 4.6 B Bahn 2
und 4). Das bedeutet, dass das mutierte o/p-Vorstufenprotein aufgrund der Deletion fiir
beide Formen eine erhdhte elektrophoretische Mobilitdt aufwies. Es wurden keine
Signale fiir die a- und B-Untereinheiten in Lysaten der S1P-defizienten SRD-12B-Zellen
nachgewiesen (Abb. 4.6 B Bahn 1-4). Daher ist die Spaltung des mutierten o/p-
Vorstufenproteins an einer alternativen Spaltstelle auf die Site-1-Protease
zurlickzufiihren.

Weiterhin ~ wurde die  Lokalisation der Y937 M972del-Mutante  mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Das Waildtyp-o/B-Vorstufenprotein co-
lokalisierte mit dem cis-Golgi-Markerprotein GM130, jedoch nicht mit dem ER-
Markerprotein PDI (Abb. 4.7 A). Das mutierte o/B-Vorstufenprotein co-lokalisierte
dagegen sowohl mit PDI als auch mit GM130. Dies bedeutet, dass der Transport des
mutierten o/B-Vorstufenproteins vom ER in den Golgi-Apparat beeintréchtigt ist und
moglicherweise fiir die geringere Menge an gebildeter B-Untereinheit (Abb.4.7 A)

verantwortlich ist.

50



ERGEBNISSE

100+

00}
o

(©)]
o

N
o

Y937_M972del §

N
o

rel. GIcNAc-1-Phosphotransferase-
Aktivitat (%)

Abb. 4.7 Lokalisation und Aktivitit einer MLII-assoziierten Deletionsmutante des o/f3-
Vorstufenproteins. HEK-Zellen wurden mit der cDNA des o/p-Vorstufenproteins (a/f) oder der
Y937 M972del-Mutante transfiziert. (A) Die fixierten Zellen wurden mit einem monoklonalen Antikorper
gegen die a-Untereinheit (griin) und GM 130 oder PDI (rot) gefarbt. Gelb zeigt die Co-Lokalisation an. Der
Balken entspricht 5 um. (B) Die Aktivitit der GlcNAc-1-Phosphotransferase wurde in-vitro in den
Extrakten (100 pg) der iiberexprimierenden Zellen bestimmt. Die Inkubation der Zellextrakte mit UDP-
[*H]-GlcNAc (spezifische Aktividt: 0,5 pCi/pmol UDP-GleNAc) und 50 mM a-Methylmannosid erfolgte
fir 1 h bei 37 °C. Die Aktivitit in Extrakten von Zellen, die das Wildtyp-a/p-Vorstufenprotein
iiberexprimierten, wurde gleich 100 % gesetzt (Mittelwert + Standardabweichung; *** p < 0,005, n = 3).

Um zu untersuchen, ob sich die Mutation Y937 M972del auf die Aktivitdt der GIcNAc-
1-Phosphotransferase auswirkt, wurden in-vitro-Aktivititsassays mit UDP-[?H]-GIcNAc
und Extrakten von HEK-Zellen durchgefiihrt, die zuvor mit dem Wildtyp o/f-
Vorstufenprotein bzw. mit dem mutierten o/p-Vorstufenprotein transfiziert wurden. Es
zeigte sich, dass das mutierte o/B-Vorstufenprotein nicht aktiv war (Abb. 4.7 B).

Die Ergebnisse belegen, dass die S1P-vermittelte Spaltung des o/p-Vorstufenproteins
essentiell fir die Aktivierung der GIcNAc-1-Phosphotransferase ist und dass eine
Uberexpression der Site-1-Protease in Site-1-Protease-defizienten Zellen zu einem
Rescue der GIcNAc-1-Phosphotransferase-Aktivitdt flihrt. AuBerdem zeigen die
Ergebnisse, dass fiir die Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotransferase die Spaltung des

o/B-Vorstufenproteins zwischen den Aminosiuren K928 und D929 erfolgen muss.
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4.1.2 Untersuchung der Interaktion zwischen der Site-1-Protease und der
GlcNAc-1-Phosphotransferase

Der hexamere GIlcNAc-1-Phosphotransferase-Komplex  (o2f2y2) wurde nach
GroBenausschluss-Chromatographie in Fraktionen hoher molarer Massen von {iber
660 kDa nachgewiesen (Bao et al, 1996a; Encarnacao et al, 2011). Um zu untersuchen,
ob das a/p-Vorstufenprotein der GIcNAc-1-Phosphotransferase und die Site-1-Protease
in dhnlich groBen Proteinkomplexen vorliegen, wurden Trennungen mittels
GroBenausschluss-Chromatographie durchgefiihrt. Dazu wurde iiber eine Superose-12-
Séule zundchst eine Mischung aus fiinf Standardproteinen mit unterschiedlichen molaren
Massen aufgetrennt und ein Elutionsprofil erstellt (Abb. 4.8 A). AnschlieBend wurden
Octylglucosid-Proteinextrakte aus HEK-Zellen, die mit den cDNAs des o/p-
Vorstufenproteins und der Site-1-Protease co-transfiziert wurden, iiber die Superose-12-
Sdule aufgetrennt und die Fraktionen gesammelt. Aliquote (50 pl) des Zellextraktes
(Input, In) sowie die gesammelten Fraktionen 1-9 wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und durch Westernblot gegen die a-Untereinheit der GIcNAc-1-Phosphotransferase bzw.
gegen den myc-Tag der Site-1-Protease analysiert. Im Input wurde das 190 kDa o/p-
Vorstufenprotein detektiert (Abb. 4.8 B). Die a-Untereinheit konnte als schwaches
145 kDa Signal nachgewiesen werden. Nach der Superose-12-Auftrennung der
Zellextrakte wurde das o/B-Vorstufenprotein hauptsichlich in den Fraktionen 2-4
detektiert, die einer molaren Masse von 440 bis 660 kDa entsprechen.

In den Fraktionen 1 sowie 5-9 wurden lediglich geringe Signale fiir das o/p-
Vorstufenprotein und keine Signale fiir die a.-Untereinheit detektiert. Die Site-1-Protease
konnte in der Input-Fraktion als 130 kDa Polypeptid nachgewiesen werden (Abb. 4.8 B).
Es wurden zusitzlich drei weitere immunoreaktive Banden geringerer molarer Masse
detektiert, die in Triton-X-100-behandelten Zellextrakten nicht nachweisbar waren (Abb.
4.8 B). Nach der GroBenausschluss-Chromatographie wurde die Site-1-Protease
hauptséchlich in den Fraktionen 2 und 3 detektiert, die Proteinkomplexen von ca. 660 kDa
entsprechen. In den Fraktionen 1 sowie 4-6 wurden nur schwache S1P-Signale detektiert.
Die Banden geringerer molarer Massen, die in der Input-Fraktion detektiert wurden,
konnten in den gesammelten Fraktionen nicht nachgewiesen werden (Abb. 4.8 B). Die
Ergebnisse zeigen, dass das o/B-Vorstufenprotein sowie die Site-1-Protease in

hochmolekularen Proteinkomplexen vorliegen.
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Abb. 4.8 Grofienausschluss-Chromatographie des o/p-Vorstufenproteins und der Site-1-Protease.
(A) Das Chromatogramm zeigt das Elutionsprofil von Standardproteinen bekannter molarer Massen, die
bei einer Flussrate von 40 pl/min durch eine Superose-12-Séule aufgetrennt wurden. Es wurden Fraktionen
von jeweils 100 pl gesammelt und die Extinktion jeder Fraktion photometrisch bei 280 nm gemessen. (B)
Proteinextrakte (50 pg) von Zellen, die mit cDNAs des ao/f-Vorstufenproteins (o/f) und der Site-1-Protease
(S1P-myc) co-transfiziert wurden, wurden mit einer Superose-12-Sdule bei einer Flussrate von 40 pl/min
aufgetrennt. Eluierte Fraktionen (100 pul) sowie die Input-Fraktion wurden mittels Westernblot analysiert

und mit einem monoklonalen Antikdrper gegen die a-Untereinheit der GIcNAc-1-Phosphotransferase oder
gegen den myc-Tag der Site-1-Protease analysiert. Die molaren Massen bekannter Proteinkomplexe sind
iiber den jeweiligen Fraktionen angegeben. Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa sind ebenfalls
angegeben.

Mittels GFP (green fluorescent protein)-Trap® Beads-Pulldown wurde anschlieBend
untersucht, ob eine direkte Interaktion zwischen dem o/p-Vorstufenprotein der GlcNAc-
1-Phosphotransferase und der Site-1-Protease gezeigt werden kann. GFP-Trap® ist ein an
Agarose-Beads gekoppeltes GFP-bindendes Protein, mit dem GFP-Fusionsproteine
zusammen mit Interaktionspartnern unter geeigneten Bedingungen prézipitiert werden
konnen. Hierfiir wurde das o/B-Vorstufenprotein als C-terminales GFP-Fusionsprotein
(o/B-GFP) in HEK-Zellen iiberexprimiert und das Proteinlysat (500 pg) mit GFP-Trap®
Beads inkubiert.
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Nach Abnahme des Uberstandes (Flow through) wurden die Beads mit Lysaten (500 pg)
Site-1-Protease-iiberexprimierender HEK-Zellen inkubiert. Die Beads (bound fraction)
sowie Aliquots des Inputs, der Flow through- und Waschfraktionen wurden mittels
Westernblot analysiert. Um eine unspezifische Bindung der Site-1-Protease mit GFP
auszuschlieBen, wurde das Experiment unter den beschriebenen Bedingungen zunéichst
mit GFP-iiberexprimierenden Zellen durchgefiihrt. Im Input und im Flow through konnte
ein Polypeptid von 27 kDa nachgewiesen werden, das der molaren Masse von GFP
entspricht (Abb. 4.9 A, Bahn 1 und 2). In der Waschfraktion wurde kein Signal detektiert
(Bahn 3). In den Input- und Flow through- Fraktionen der Zelllysate der S1P-myc-
iiberexprimierenden Zellen wurde die 130 kDa Site-1-Protease detektiert (Bahn 4 und 5).
In der bound fraction konnte nur das GFP nachgewiesen werden (Bahn 7). Somit bindet
die Site-1-Protease nicht unspezifisch an GFP. In den Input- und Flow through-
Fraktionen der Zelllysate der a/B-GFP- bzw. S1P-myc- exprimierenden HEK-Zellen
wurde das 220 kDa o/B-GFP-Fusionsprotein (Abb. 4.9 B, Bahn 1 und 2) bzw. die
130 kDa Site-1-Protease mit C-terminalem myc-Tag (Bahn 4 und 5) nachgewiesen. In
den Waschfraktionen wurden keine Signale detektiert (Bahn 3 und 6). In der bound
fraction wurde das o/B-GFP-Fusionsprotein, jedoch nicht die Site-1-Protease
nachgewiesen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Site-1-Protease unter diesen Bedingungen

nicht an das o/B-GFP-Fusionsprotein bindet.

GFP S1P-myc o/B-GFP S1P-myc
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Abb. 4.9 Interaktion des o/p-Vorstufenproteins mit der Site-1-Protease. Zelllysate (500 pg) von (A)
GFP- oder (B) o/B-GFP-iiberexprimierenden HEK-Zellen wurden mit GFP-Trap® Beads inkubiert. Nach
dem Waschen der Beads wurden Zelllysate von S1P-myc iiberexprimierenden HEK-Zellen mit den
vorgeformten GFP-Trap®-Komplexen inkubiert. Die bound fraction (100 %) sowie Aliquote (10 %) des
jeweiligen Inputs (I), der Flow through-(Ft)-Fraktionen und des letztens Waschschrittes (W) wurden mittels
SDS-PAGE und Westernblot mit Antikdrpern gegen GFP oder den myc-Tag analysiert. Die molaren
Massen von Markerproteinen in kDa sind angegeben.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die GlcNAc-1-Phosphotranferase und die Site-1-Protease in
hochmolekularen Komplexen von etwa 660 bis 440 kDa vorkommen. Es konnte jedoch
mittels des GFP-Trap® Beads-Pulldown keine direkte Interaktion zwischen dem o/p-

Vorstufenprotein und der Site-1-Protease gezeigt werden.

4.1.3 Bedeutung der N-Glykosylierung fiir den Transport und die
Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotransferase

Das a/B-Vorstufenprotein der GIcNAc-1-Phosphotransferase besitzt 20 potentielle N-
Glykosylierungsstellen (Tiede et al, 2005). Fiir das Lassa-Virus-Glykoprotein C und den
Transkriptionsfaktor CREBH (CAMP-responsive element binding protein, hepatocyte
specific) wurde gezeigt, dass N-Glykosylierungen dieser Proteine eine wichtige Rolle fiir
die Spaltung durch die Site-1-Protease spielen (Chan et al, 2010; Eichler et al, 2006). Die
Bedeutung der N-Glykosylierungen des o/B-Vorstufenproteins fiir die proteolytische
Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotranferase wurde durch Behandlung von CHO-Zellen
mit Tunicamycin untersucht. Tunicamycin ist ein Inhibitor der Dolichol-P-GIcNAc-
Phosphotransferase, die den ersten Schritt in der Synthese von N-Glykanen katalysiert
(Heifetz et al, 1979). CHO-Zellen wurden mit der cDNA des verkiirzten o’/B-
Vorstufenproteins transient transfiziert und nach 6 h fiir weitere 18 h in Kulturmedium
mit oder ohne Tunicamycin (2,5 pg/ml) (Tsaytler et al, 2011) kultiviert. Es folgte ein
Pulse-Chase-Experiment mit anschlieBender Immunprézipitation, SDS-PAGE und
Fluorographie. Nach 1 h Pulse konnte aus Zellextrakten unbehandelter Zellen das
120 kDa o.'/B-Vorstufenprotein prizipitiert werden (Abb. 4.10 B, Bahn 2). Wihrend nach
3-stiindiger Chase-Periode geringere Mengen des o/B-Vorstufenproteins detektiert
wurden (Bahn 4), war die reife 70 kDa o*-Untereinheit nachweisbar (Bahn 4). In
Zellextrakten Tunicamycin-behandelter Zellen wurde nach dem Pulse ein 100 kDa
Polypeptid prizipitiert, bei dem es sich um das unglykosylierte o./B-Vorstufenprotein
handelte (Bahn 3). Die unglykosylierte o*-Untereinheit konnte nicht nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Tunicamycin-Behandlung die Syntheserate des
a’/B-Vorstufenproteins verringerte und unglykosylierte o/B-Vorstufenproteine nicht
gespalten, und im Vergleich zum glykosylierten o'/B-Vorstufenprotein schneller

degradiert werden.
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Um den intrazelluliren Transport des o'/B-Vorstufenproteins unter Tunicamycin-
Behandlung zu untersuchen, wurden die iiberexprimierenden CHO-Zellen durch
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. In unbehandelten Zellen co-lokalisierte
das o"/B-Vorstufenprotein mit dem cis-Golgi-Markerprotein GM130 (Abb. 4.10 B),
jedoch nicht mit dem ER-Markerprotein PDI. In den Tunicamycin-behandelten Zellen
wurde das o.'/B-Vorstufenprotein im ER und nicht im Golgi-Apparat nachgewiesen (Abb.
4.10 B).
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Abb. 4.10 Spaltung und Transport des unglykosylierten o.*/B-Vorstufenproteins. CHO-Zellen wurden
mit der cDNA des verkiirzten o*/B-Vorstufenproteins transfiziert. Nach 6 h wurden die Zellen in
Kulturmedium ohne (-) oder mit (+) Tunicamycin (TM) (2,5 pg/ml) fir 18 h kultiviert. Das Medium der
zuvor mit Tunicamycin behandelten Zellen enthielt in allen nachfolgenden Schritten 2,5 pg/ml
Tunicamycin. (A) Die Zellen wurden fiir 1 h mit [**S]-Methionin markiert (Pulse), anschlieBend geerntet
oder fiir weitere 3 h mit nicht-radioaktivem Medium ohne (-) oder mit (+) Tunicamycin kultiviert. Mit
einem Antikdrper gegen die o-Untereinheit wurden die o/B-Vorstufenproteine sowie die o'-
Untereinheiten aus den Zelllysaten prézipitiert, per SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Fluorographie
sichtbar gemacht. Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa sind angegeben. (B) Die Zellen wurden
fixiert und mit Antikorpern gegen die o-Untereinheit (/B griin), GM 130 (rot) bzw. PDI (rot) gefirbt. Gelb
zeigt die Co-Lokalisation an. Der Balken entspricht 5 pm.

Die fehlende N-Glykosylierung des o/B-Vorstufenproteins nach Tunicamycin-
Behandlung resultierte in einer Retention des o/B-Vorstufenproteins im ER, was dazu
fithrte, dass das o/B-Vorstufenprotein nicht von der Site-1-Protease gespalten werden
konnte. Somit =zeigen die Ergebnisse, dass die N-Glykosylierung des o/fB-
Vorstufenproteins essentiell fiir den Transport des o/p-Vorstufenproteins vom ER in den

Golgi-Apparat ist.
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4.1.4 Bedeutung von Calcium fiir den Transport und die Aktivierung der
GlcNAc-1-Phosphotransferase

Das o/B-Vorstufenprotein der GIcNAc-1-Phosphotransferase enthélt verschiedene
Calcium-Bindungsstellen und eine strukturelle EF-Hand-Domine zur Bindung von
Calcium-Ionen (NCBI-Datenbank). Um die Rolle von Calcium fiir den Transport und die
proteolytische Aktivierung der GIcNAc-1-Phosphotransferase zu untersuchen, wurden
HEK-Zellen mit dem o/B-Vorstufenprotein transfiziert und fiir 18 h mit dem Calcium-
Ionophor A23187 (0,3 uM) (Lenz et al, 2001) oder Thapsigargin (0,3 uM) (Tsukumo et
al, 2007) behandelt. Das Calcium-lonophor A23187 erhoht die Fahigkeit divalenter Ionen
zelluldre Membranen zu passieren, und sorgt somit fiir eine gleichmifige Verteilung von
Calcium-Ionen innerhalb der Zelle (Pressman, 1976). Thapsigargin ist ein spezifischer
Inhibitor der SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase)-Pumpe, der zu einer
Reduktion des Calcium-Gehaltes im ER sowie im Golgi-Apparat fiihrt (Pinton et al,
1998; Thastrup et al, 1990).

In Extrakten unbehandelter Zellen wurde das 190 kDa a/p-Vorstufenprotein sowie die
45 kDa B-Untereinheit nachgewiesen, die in untransfizierten Zellen nicht nachweisbar
waren (Abb.4.11 A, Bahn 1 und 2). Nach Behandlung der Zellen mit dem Calcium-
Ionophor konnte in den Zellextrakten eine geringere Menge des o/B-Vorstufenproteins
und ein sehr schwaches Signal fiir die B-Untereinheit detektiert werden (Bahn 3). In
Lysaten Thapsigargin-behandelter Zellen wurde lediglich das o/p-Vorstufenprotein
detektiert (Bahn 4). Da Thapsigargin unter den gewidhlten Bedingungen den groften
inhibitorischen Effekt auf die Spaltung des o/B-Vorstufenproteins zeigte, wurde dieser
Inhibitor fiir die folgenden Experimente eingesetzt. Um zu analysieren, ob durch die
Calcium-Reduktion auch die Spaltung des verkiirzten a*/B-Vorstufenproteins inhibiert
wird, wurden {berexprimierende HEK-Zellen mit Thapsigargin behandelt. In
Zellextrakten der unbehandelten Zellen wurde das 120 kDa o*/B-Vorstufenprotein sowie
die 90 kDa a-Untereinheit nachgewiesen (Abb. 4.11 B, Bahn 2). In den Zellextrakten
behandelter Zellen konnte lediglich das a*/B-Vorstufenprotein und keine gespaltene o*-

Untereinheit detektiert werden (Bahn 3).
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Abb. 4.11 Spaltung des o/B-Vorstufenproteins nach Calcium-Depletion. HEK-Zellen wurden mit der
c¢DNA des (A) full-length o/B-Vorstufenproteins (o/f) oder (B) des verkiirzten o/B-Vorstufenproteins
(a*/B) transfiziert und fiir 18 h mit (+) oder ohne (-) 0,3 uM Calcium-lonophor A23187 oder 0,3 uM
Thapsigargin (TG) behandelt. Die Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit
einem Antikorper gegen (A) den C-terminalen myc-Tag des o/B-Vorstufenproteins oder (B) die -
Untereinheit analysiert. Als Ladekontrolle wurde ein Antikorper gegen a-Tubulin verwendet. Die molaren
Massen von Markerproteinen in kDa sind angegeben.

Im nichsten Experiment wurde der EinfluB von Thapsigargin auf die subzelluldre
Lokalisation des full length o/B-Vorstufenproteins untersucht. Hela-Zellen wurden
zundchst mit der cDNA des o/B-Vorstufenproteins transfiziert, mit oder ohne
Thapsigargin fiir 24 h kultiviert und anschlieBend mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
analysiert. Sowohl in den unbehandelten als auch in den mit Thapsigargin-behandelten
Zellen zeigte sich eine Co-Lokalisation des o/B-Vorstufenproteins mit dem cis-Golgi-
Markerprotein GM130 (Abb. 4.12).

Die Ergebnisse zeigen, dass ein durch Thapsigargin induzierter Calcium-Mangel im ER
und im Golgi-Apparat sowohl die Spaltung des full-length o/B-Vorstufenproteins als
auch des verkiirzten o'/B-Vorstufenproteins verhindert. Der inhibitorische Effekt der
Thapsigargin-Behandlung auf die Spaltung des o/p-Vorstufenproteins ist auf die
Wirkung der fehlenden proteolytischen Spaltung und nicht auf eine induzierte Retention

des o/B-Vorstufenproteins im ER durch Thapsigargin zuriickzufiihren.
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Abb. 4.12 Lokalisation des o/B-Vorstufenproteins nach Calcium-Reduktion. Das o/p-
Vorstufenprotein wurde in Hela-Zellen tiberexprimiert und in Kulturmedium ohne Thapsigargin (- TG)
oder mit 0,3 uM Thapsigargin (+ TG) kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen fixiert und mit Antikdrpern
gegen die a-Untereinheit (o/f griin) und gegen GM 130 (rot) gefirbt. Gelb zeigt die Co-Lokalisation an.
Der Balken entspricht 5 pm.

4.1.5 Bedeutung des zelluléiren Cholesterol-Gehaltes fiir den Transport
lysosomaler Enzyme

Die Site-1-Protease {ibernimmt durch die Spaltung von SREBPs (sterol regulatory
element binding proteins) eine essenticlle Rolle in der zelluliren Cholesterol- und
Fettsdurehomeostase (Brown & Goldstein, 1997). Die SREBPs 1 und 2 werden
Cholesterol-abhéngig vom ER in den Golgi-Apparat transportiert und anschlieBend von
der Site-1-Protease und der Site-2-Protease gespalten (Rawson et al, 1997; Sakai et al,
1998). Der somit freigesetzte, N-terminale Transkriptionsfaktor wird in den Zellkern
transportiert und aktiviert die Genexpression von Proteinen, die essentiell fiir die
Aufnahme und die Biosynthese von Cholesterol sind. Im folgenden Teil der Arbeit wurde
untersucht, ob der Transport und die Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotransferase und
der daraus resultierende Transport lysosomaler Enzyme durch den zelluldren Cholesterol-

Gehalt reguliert wird.
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4.1.5.1 Auswirkung von Verinderungen des zelluliren Cholesterol-Gehaltes auf
die Expression des LDL-Rezeptors

Zunichst musste ein geeignetes Zellsystem zur gezielten Verdnderung des intrazellulédren
Cholesterolgehaltes etabliert werden. Durch die Behandlung von embryonalen
Mausfibroblasten (MEF) mit Atorvastatin sollte ein Cholesterol-Mangel verursacht
werden. Atorvastatin ist ein spezifischer Inhibitor der HMG-CoA-Reduktase (Baumann
et al, 1992), dic das Schliisselenzym der Cholesterol-Biosynthese darstellt. Ein
intrazelluldrer Cholesterol-Uberschuss sollte dagegen durch die Behandlung mit
humanem low densitiy lipoprotein (LDL) hervorgerufen werden. In Fibroblasten wird die
Menge des LDL-Rezeptors (LDLR) unter Atorvastatin- bzw. LDL-Behandlung auf
Protein- und mRNA-Ebene hoch- bzw. herunterreguliert (Goldstein et al, 1983).
Immortalisierte MEF, die aus Wildtyp-Mausen prépariert wurden, wurden flir 48 h mit
Atorvastatin (10 pM) oder LDL (100 pg/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten
unbehandelte MEF des Mausmodells fiir die MLII-Erkrankung, die durch einen erhohten
lysosomalen Cholesterol-Gehalt charakterisiert sind (Kollmann et al, 2012).
Anschliefend wurde RNA fiir quantitative Realtime-PCR-Analysen aus den Zellen
isoliert und es wurden Zelllysate fiir Westernblot-Analysen hergestellt. In Atorvastatin-
behandelten Zellen wurde eine 6-fach erhohte Expression der Ldlr-mRNA im Vergleich
zu unbehandelten Zellen nachgewiesen (Abb. 4.13 A). Die LDL-Behandlung fiihrte
dagegen zu einer 4-fachen Verringerung der Ldlr-Expression gegeniiber unbehandelten
Zellen. In den MLII-MEF war die basale Ldlr-Expression im Vergleich zu den Wildtyp-
MEF 3-fach erhoht. Die Transkriptmenge des endogenen o/p-Vorstufenproteins
(Gnptab) wurde weder durch die Behandlung mit Atorvastatin noch durch LDL
verdndert. In den MLII-MEF war die Expression des Gnptab-Gens im Vergleich zu den
Wildtyp-MEF stark verringert (Abb. 4.13 A) (Kollmann et al, 2012). Bei dem Maus-
Modell fiir MLII handelt es sich um ein ,,knock-in“~-Mausmodell bei dem eine Frameshift-
Mutation (c.3082insC) in das Maus-Genom eingebracht wurde. Die gebildete mRNA ist
instabil (Kollmann et al, 2012). In den Zellextrakten der unbehandelten Wildtyp-Zellen
wurde der LDL-Rezeptor als schwaches immunoreaktives Signal bei 120 kDa detektiert

(Abb. 4.13 B).
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Abb. 4.13 Expression des LDL-Rezeptors auf mRNA- und Proteinebene. MEF von Wildtyp- oder
MLII-Méusen wurden fiir 48 h ohne (-) oder mit (+) 10 uM Atorvastatin (ATV) oder 100 pg/ml LDL
kultiviert. (A) RNA wurde aus den Zellen isoliert, die cDNA synthetisiert und die relative Expression der
LdIr- und Gnptab-mRNA durch quantitative Realtime-PCR bestimmt und gegen die Expression von f3-
Actin normalisiert. Die Ldlr-Expression in den unbehandelten Wildtyp-MEF wurde gleich 1 gesetzt
(Mittelwert + Standardabweichung; ***p < 0,005, **p < 0,01, n = 3). (B) Die Zelllysate wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit einem Antikorper gegen den LDL-Rezeptor analysiert.
Die Gapdh-Expression diente als Ladekontrolle. Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa sind
angegeben.

Die densitometrische Auswertung ergab, dass sich unter Atorvastatin-Behandlung die
Expression des LDL-Rezeptors um das ca. 11-fache des Ausgangswertes erhohte. Die
LDL-Behandlung fiihrte zu einer Reduktion der LDL-Rezeptor-Expression von ca. 75 %
im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Eine 3-fach erhohte basale Expression des LDL-
Rezeptorproteins wurde in MLII-MEF beobachtet.

Die Behandlung von Mausfibroblasten mit Atorvastatin bzw. LDL verdnderten sensitiv
und reproduzierbar den Cholesterol-Gehalt der Zellen, was durch die Expression des
LDL-Rezeptors auf mRNA- und Proteinebene exemplarisch gezeigt werden konnte.
Damit sind Bedingungen in einem Zellmodell etabliert worden, die es erlauben die
Abhingigkeit der Translokation des o/p-Vorstufenproteins vom ER zum Golgi-Apparat
und die anschlieBende Site-1-Protease-vermittelte proteolytische Aktivierung des

GlcNAc-1-Phosphotransferase-Komplexes zu untersuchen.
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4.1.5.2 Untersuchung des Transportes und der proteolytischen Aktivierung der
GlcNAc-1-Phosphotransferase

Um die Abhingigkeit des Transportes des o/B-Vorstufenproteins vom Cholesterol-
Gehalt zu untersuchen, wurden als zweites Kontrollsystem Fibroblasten von Niemann-
Pick disease, type C (NPC)-Patienten verwendet. In den hier verwendeten
Patientenfibroblasten liegt eine Mutation im NPC1-Gen vor, was zum Verlust der
Funktion des lysosomalen Membranproteins NPC1 fiihrt. Dadurch ist der Export von
unverestertem Cholesterol aus den Lysosomen gestort, was zu einem intrazellulédren
Cholesterol-Mangel filihrt (Carstea et al, 1997; Erickson et al, 2001). Sowohl in den
Kontrollfibroblasten als auch in den NPCI-Patientenfibroblasten co-lokalisierte das
exprimierte a*/B-Vorstufenprotein komplett mit dem Golgi-Markerprotein GM130 (Abb.
4.14 A und B). Dies zeigt, dass der Transport des a*/pB-Vorstufenproteins vom ER zum
cis-Golgi-Apparat Cholesterol-unabhéngig erfolgt.

Kontrolle NPC1

- ATV LDL - ATV
o*/P

LDL
GM130 GM130 GM130
merge
S

Abb. 4.14 Transport des o/B-Vorstufenproteins unter Atorvastatin- und LDL-Behandlung. (A)
Humane Kontrollfibroblasten oder (B) NPCl-Patientenfibroblasten wurden fiir 24 h mit 10 uM
Atorvastatin (ATV) oder 100 pg/ml LDL kultiviert. Die Zellen wurden mit dem verkiirzten o/p-
Vorstufenprotein (o*/p) transfiziert, nach weiteren 24 h Kultivierung in den entsprechenden Medien fixiert
und mit Antikérpern gegen die a-Untereinheit (griin) und GM130 (rot) gefirbt. Gelb zeigt die Co-
Lokalisation an. Die Balken entsprechen 5 um.

GM130 GM130 GM130

Im zweiten Versuchsansatz wurde der Cholesterol-Gehalt durch Atorvastatin bzw. LDL
in MEF von Wildtyp- und MLII-Médusen bzw. in Kontrollfibroblasten und NPCI-
Patienten verdndert und die proteolytische Spaltung des a*/B-Vorstufenproteins mittels

Westernblot analysiert.
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In Zellextrakten der Wildtyp-MEF konnte das {iberexprimierte a*/p-Vorstufenprotein als
schwache, 120 kDa immunoreaktive Bande und die o*-Untereinheit als starke 90 kDa
Bande nachgewiesen werden, deren Intensitdt sich unter der Atorvastatin bzw. LDL-
Behandlung im Vergleich mit unbehandelten Zellen nicht verédnderte (Abb. 4.15 A, Bahn
2-4).
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Abb. 4.15 Spaltung des o*/B-Vorstufenproteins unter Atorvastatin- und LDL-Behandlung. MEF von
Wildtyp- oder MLII-Miusen (A) bzw. humane Kontrollfibroblasten oder NPC1-Patientenfibroblasten (B)
wurden fiir 24 h mit 10 pM Atorvastatin (ATV) oder 100 pg/ml LDL kultiviert. Die Zellen wurden mit
cDNA des a"/B-Vorstufenproteins transfiziert und nach weiteren 24 h Kultivierung in den entsprechenden
Medien lysiert. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit einem
Antikorper gegen die o-Untereinheit analysiert. Als Ladekontrolle diente die Gapdh-Expression. Die
molaren Massen von Markerproteinen in kDa sind angegeben.

In Lysaten der MLII-MEFs wurden ebenfalls das a*/B-Vorstufenprotein sowie die reife
o*-Untereinheit nachgewiesen (Bahn 5). Die Expression war jedoch generell schwécher
als in Wildtyp-MEF. In den Zellextrakten humaner Kontrollfibroblasten wurden das o."/B-
Vorstufenprotein und die a*-Untereinheit in den mit Atorvastatin- oder LDL-behandelten
Zellen als Signal gleich starker Intensitdt im Vergleich zu den Zellextrakten
unbehandelter Zellen nachgewiesen (Abb. 4.15 B, Bahn 2-4). In Lysaten der NPC1-
Fibroblasten wurde ebenfalls das o*/B-Vorstufenprotein sowie die o*-Untereinheit
detektiert (Bahn 5), die im Vergleich zu den humanen Kontrollfibroblasten jedoch

stirkere Signale aufwiesen.
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Die Ergebnisse zeigen, dass Verdnderungen des zelluldren Cholesterol-Gehaltes keinen

Einfluss auf die S1P-vermittelte Spaltung des a*/B-Vorstufenproteins hatten.

4.1.5.3 Untersuchung der Aktivitit der GlcNAc-1-Phosphotransferase und des
Transportes lysosomaler Enzyme

Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob Verdnderungen des
zelluldiren Cholesterol-Gehaltes zu Verdnderungen der Aktivitit der GIcNAc-1-
Phosphotransferase und des Transportes lysosomaler Enzyme fiihren. Durch
Westernblot-Analyse mit einem Antikorper, der spezifisch gegen M6P-Reste von
Proteinen gerichtet ist, wurde indirekt die Aktivitdt der GlcNAc-1-Phosphotransferase
bestimmt (Miiller-Loennies et al, 2010). In Zellextrakten unbehandelter oder
Atorvastatin- bzw. LDL-behandelter Wildtyp-MEF wurde eine Vielzahl von M6P-
haltigen Proteinen mit molaren Massen zwischen 40 und 130 kDa nachgewiesen (Abb.
4.16 A Bahn 1-3). Im Vergleich zu Lysaten aus MEF von Wildtyp-Méausen konnten in
Lysaten aus MEF von MLII-Méusen nur sehr schwache, unspezifische Signale detektiert

werden (Bahn 4) (Kollmann et al, 2012).
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Abb. 4.16 Sortierung lysosomaler Enzyme unter Atorvastatin- und LDL-Behandlung. MEF-Zellen
von Wildtyp- oder MLII-Mé&usen wurden filir 48 h mit 10 uM Atorvastatin (ATV) oder 100 pg/ml LDL
kultiviert. (A) Die Zellen wurden lysiert, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot
mit einem Antikdrper gegen M6P-haltige Proteine analysiert. (B) Zellextrakte und Medien wurden fiir 24 h
konditioniert und die relativen Enzymaktivititen des lysosomalen Enzyms B-Hexosaminidase bestimmt.
Die Aktivititen der Zellextrakte und Medien der unbehandelten Wildtyp-MEF wurden gleich 1 gesetzt
(Mittelwert + Standardabweichung; ***p < 0,005, n = 3) (C) Die Menge von intrazelluldrem Cathepsin Z
wurde mittels Westernblot mit einem Antikorper gegen Cathepsin Z bestimmt. Als Ladekontrolle wurde
die Expression von B-Tubulin verwendet. Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa sind
angegeben.
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Um den Transport lysosomaler Enzyme zu untersuchen, wurden die Enzymaktivitéten
der [B-Hexosaminidase in Zellextrakten und Medien von Zellen bestimmt. Die
gemessenen Aktivitidten der B-Hexosaminidase unterschieden sich nicht zwischen den
unbehandelten und den behandelten MEF (Abb. 4.16 B). In den Zellextrakten der MLII-
MEF, die als Kontrolle verwendet wurden, war die Aktivitit der B-Hexosaminidase
aufgrund der M6P-abhingigen Fehlsortierung um ca. 80 % verringert. In den Medien der
MLII-MEF hingegen wurde eine um 4,5-fach erhdhte B-Hexosaminidase-Aktivitdt im
Vergleich zu den Medien der Wildtyp-MEF nachgewiesen. Aufgrund des Verlustes der
GlcNAc-1-Phosphotransferase-Aktivitdit wird in MLII-Zellen das lysosomale Enzym
Cathepsin Z nicht zu den Lysosomen transportiert, sondern ins Medium sezerniert
(Kollmann et al, 2012). In Zellextrakten der unbehandelten und der mit LDL- bzw.
Atorvastatin-behandelten Wildtyp-MEF wurde endogenes Cathepsin Z als 36 kDa
immunoreaktive Bande detektiert. Die Intensitdt der Bande unterschied sich in den
verschiedenen Zellextrakten nicht (Abb. 4.16 C, Bahn 1-3). In den Zellextrakten von
MLII-MEF, die als Negativkontrolle verwendet wurden, wurde wie erwartet kein
Cathepsin Z nachgewiesen (Bahn 4). Diese Ergebnisse zeigen, dass Anderungen des
zelluldren Cholesterol-Gehaltes keinen Einfluss auf die M6P-abhéngige Sortierung der

lysosomalen Enzyme 3-Hexosaminidase und Cathepsin Z haben.

4.1.5.4 Einfluss von Cholesterol auf die M6P-Rezeptor vermittelte Endozytose
Durch Bindung an den 300 kDa M6P-Rezeptor (MPR300) konnen fehlsortierte

lysosomale Enzyme aus den Extrazellularrdumen endozytiert und iiber frithe und spéte
Endosomen zu den Lysosomen transportiert werden (Braulke & Bonifacino, 2009). Um
zu untersuchen, ob die Behandlung von MEF mit Atorvastatin bzw. LDL einen Einfluss
auf die Endozytose hat, wurde das rekombinante, lysosomale Enzym Arylsulfatase B
(ASB) mit radioaktivem Jod ['?°I] markiert und die Endozytose in den ATV- bzw. LDL-
behandelten MEF-Zellen untersucht. Die ASB wird M6P-abhédngig internalisiert und in
den Lysosomen iiber ein Intermediat von 47 kDa zu einer reifen Form von 15 kDa
proteolytisch aktiviert (Steckel et al, 1983). Nach der Inkubation der Zellen mit ['*°I]-
ASB-haltigen Medium fiir 20 min wurden die Zellen geerntet oder fiir 2- bzw. 4 h in
nicht-radioaktivem Medium kultiviert (Chase).

65



ERGEBNISSE

Die Zelllysate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie
analysiert. Es folgte eine densitometrsiche Auswertung mit anschlieBender
Normalisierung der Werte auf die Proteinkonzentration der Zellextrakte. In Zellextrakten
der unbehandelten Zellen wurde ein starkes Signal fiir die ['*°I]-ASB-Proform von

64 kDa nachgewiesen (Abb. 4.17 A, Bahn 1).
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Abb. 4.17 Endozytose von Arlysulfatase B unter Atorvastatin- und LDL-Behandlung. MEF-Zellen
von Wildtyp-Mausen wurden fiir 48 h in DMEM mit 10 uM Atorvastatin (ATV) oder 100 pg/ml LDL
kultiviert. Die Zellen wurden fiir 20 min in DMEM mit ['*I]ASB (625000 cpm/ml) mit (+) oder ohne (-)
Zusatz von MO6P inkubiert (Pulse). Die Zellen wurden gewaschen und entweder geerntet bzw. fiir 2 oder
4 h in nicht-radioaktivem Medium kultiviert. Zellextrakte mit gleichen PB-Hexosaminidase-Aktivitidten
(21 mU/mg Protein =+ 3,1) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie analysiert.
Es folgte eine densitometrsiche Auswertung der Radiographie und die Normalisierung der Werte auf die
Proteinkonzentration. Die Werte fiir den Pulse in den nicht behandelten Zellen wurden =1 gesetzt
(Mittelwert + Standardabweichung, n = 2). Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa und die
Positionen der Proform (p), des Intermediates (i) und der reifen Form (r) von Arylsulfatase B sind
angegeben.

Zusétzlich wurden Signale flir das 47 kDa Intermediat sowie die 15 kDa reife Form
detektiert (Bahn 1). Durch Zusatz von M6P konnte die Endozytose von ['*°I]-ASB fast
vollstdndig inhibiert werden (Bahn 2). Nach 2 h Chase wurde nur ein sehr schwaches
Signal fiir die Proform von 64 kDa nachgewiesen, wihrend flir das 47 kDa Intermediat
die Signalstdrke zunahm. Das Signal fiir die reife Form nahm ab (Bahn 3). Nach 4 h Chase
nahm die Signalstirke fiir das 47 kDa Intermediat nicht weiter zu, das Signal fiir die
15 kDa reife Form nahm jedoch ab (Bahn 4).

66



ERGEBNISSE

In Zellextrakten der ATV-behandelten MEF wurden fiir alle ASB-Formen gleich starke
Signale im Vergleich zu den Zellextrakten unbehandelter WT-MEF detektiert (Bahn 5-
7). In Zellextrakten der LDL-behandelten MEF wurde ein 2,5-fach stdrkeres Signal fiir
die Proform der ['*°I]-ASB im Vergleich zu Zellextrakten unbehandelter MEF detektiert
(Bahn 8). Nach 2 h Chase wurden das 47 kDa Intermediat sowie die 15 kDa reife Form
in Zellextrakten der LDL-behandelten MEF nachgewiesen (Bahn 9). Die Signale waren
starker ausgeprégt als in unbehandelten und ATV-behandelten MEF. Nach 4 h Chase
nahm die Menge des 47 kDa Intermediates zu, die Menge der 15 kDa reifen Form
hingegen ab (Bahn 10). Die Ergebnisse zeigen, dass ein erhdhter zelluldrer Cholesterol-
Gehalt in den LDL-behandelten Zellen zu einer erhdhten Internalisierung von ['*°1]-ASB
fithrte. Ein durch Atorvastatin hervorgerufener Cholesterol-Mangel in der Zelle hatte
keinen Einfluss auf die Endozytose von ['*°1]-ASB.

Die Ergebnisse demonstrieren, dass im Gegensatz zu den SREBPs der Tranport und die
proteolytische Aktivierung des a/p-Vorstufenproteins Cholesterol-unabhidngig erfolgen.
Der zelluldre Cholesterol-Gehalt hatte auBerdem keinen Einfluss auf die Aktivitdt der
GlcNAc-1-Phosphotranferase und die Sortierung lysosomaler Enzyme. Ein erhohter
zelluldrer Cholesterol-Gehalt fiihrte jedoch zu einer gesteigerten M6P-abhingigen
Endozytose der lysosomalen Arylsulfatase B.
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4.2 Rolle der Site-1- und Site-2-Protease fiir die Funktion von

Lysosomen

Die regulierte Intramembranproteolyse durch die Site-1-Protease (S1P) und die Site-2-
Protease (S2P) im Golgi-Apparat spielt eine wichtige Rolle fiir die Regulierung der
zelluldren Cholesterol- und Fettsdure-Homeostase und die ER-Stress-Regulierung
(Brown & Goldstein, 1997; Shen & Prywes, 2004; Stirling & O'Hare, 2006). Nach der
Spaltung des Substrates durch S1P wird das Substrat durch S2P in der Membrandoméne
gespalten. Das o/p-Vorstufenprotein der GlcNAc-1-Phosphotransferase wird S1P-
vermittelt zu den reifen o-und B-Untereinheiten gespalten (Marschner et al, 2011). Ob
anschlieend die S2P die Untereinheiten weiter prozessiert, war bisher nicht bekannt. Im
folgenden Teil dieser Arbeit wurde daher die Rolle der Site-2-Protease fiir die
Aktivierung der GIcNAc-1-Phosphotransferase und den Transport von Proteinen entlang

des Biosynthese- und Endozytoseweges zu den Lysosomen untersucht.

4.2.1 Expression und Spaltung des o/B-Vorstufenproteins in S1P- und S2P-
defizienten Zellen

Bei allen bisher bekannten S2P-Substraten handelt es sich um Typ-II-Membranproteine,
bei denen der N-Terminus im Cytosol und der C-Terminus im Lumen des Golgi-
Apparates  lokalisiert sind. Wé&hrend die o-Untereinheit der GIcNAc-1-
Phosphotransferase ein Typ-II-Membranprotein ist, stellt die B-Untereinheit ein Typ-I-
Membranprotein dar. Es wurde daher analysiert, ob die a-Untereinheit ein Substrat der
S2P ist. Hierfiir standen S2P-defiziente M19-Zellen zur Verfiigung, die aus CHO-Zellen
generiert wurden (Rawson et al, 1998). Als Kontrolle dienten S1P-defiziente SRD-12B-
Zellen (Hasan et al, 1994). Da die SRD-12B- und M19-Zellen auxotroph fiir Cholesterol
und Fettsduren sind, wurden die Zellen mit Zusatz von Cholesterol (5 pg/ml), Na-Oleat
(20 uM) und Na-Mevalonat (50 uM) kultiviert, wihrend CHO-Kontrollzellen nicht
supplementiert wurden. Es erfolgte eine wochentliche Selektionierung der Zellen, da es
sich bei SRD-12B- und M19-Zellen nicht um reine Zelllinien handelt. Der Erfolg der
Selektionierung wurde durch die mRNA-Expression der S1P (MBTPS1) bzw. S2P
(MBTPS2) mittels quantitativer Realtime-PCR regelméBig iiberpriift.

68



ERGEBNISSE

Die relative MBTPS1-mRNA-Expression in den SRD-12B-Zellen betrug durchschnittlich
8 % im Vergleich zu CHO-Zellen (Abb. 4.18). In den M19-Zellen erreichte die MBTPS2-
mRNA-Expression 0,3 % der MBTPS2-Expression in CHO-Zellen. Dies bedeutet, dass
die Effizienz der Selektionierung in den M19-Zellen héher war als in den SRD-12B-
Zellen.
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Abb. 4.18 Expression der MBTPS1- bzw. MBTPS2-mRNA in S1P- und S2P-defizienten Zellen. RNA
wurde aus den Zellen isoliert, die cDNA synthetisiert und die relative Expression der MBTPS1- bzw.
MBTPS2-mRNA durch quantitative Realtime-PCR bestimmt und gegen die Expression von [B-Actin
normalisiert. Die MBTPS1- bzw. die MBTPS2-Expression in den CHO-Zellen wurde jeweils gleich 100 %
gesetzt (Mittelwert + Standardabweichung; *** p < 0,005, n = 10).

Um zu untersuchen, ob die a-Untereinheit von S2P gespalten wird, wurde das a*/B-
Vorstufenprotein in CHO-, M19- sowie SRD-12B-Zellen iiberexprimiert. Die
Zellextrakte wurden mittels PNGase F-Behandlung deglykosyliert, durch SDS-PAGE
aufgetrennt und durch Westernblot mit einem Antikdrper gegen die o-Untereinheit
analysiert. In Extrakten von CHO-, MI19- sowie SRD-12B-Zellen wurden die
deglykosylierten Formen des o*/B-Vorstufenproteins als Doppelbande bei 100 kDa
nachgewiesen (Abb.4.19 A, Bahn 1, 2 und 3). Die deglykosylierte o.-Untereinheit wurde
in Zellextrakten von CHO- sowie M19-Zellen als 55 kDa Polypeptid nachgewiesen (Bahn
1 und 2). Die Daten ergaben keinen Hinweis darauf, dass das a*/p-Vorstufenprotein von
der S2P gespalten wird. Wie erwartet, wurde in Extrakten von SRD-12B-Zellen keine
deglykosylierte, reife o*-Untereinheit detektiert (Bahn 3) (Marschner et al, 2011).
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Zusitzlich wurde ein Pulse-Chase-Experiment durchgefiihrt. Hierfir wurden CHO-,
SRD-12B- sowie M19-Zellen mit der cDNA des o*/B-Vorstufenproteins fiir 24 h
transfiziert. Die Zellen wurden anschlieBend fiir 1 h mit [**S]-markiertem Methionin
inkubiert (Pulse). Danach wurden die Zellen entweder geerntet oder fiir 3 h in nicht-
radioaktivem Medium kultiviert (Chase). Es folgte eine Immunprézipitation mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen die a-Untereinheit aus den Zellextrakten mit
anschlieBender SDS-PAGE und Fluorographie. Nach dem Pulse konnte aus den
Zellextrakten der CHO-, M19- sowie SRD-12B-Zellen das glykosylierte 120 kDa o*/B-
Vorstufenprotein préizipitiert werden (Abb.4.19 B, Bahn 2-4). Zusitzlich wurde in den
Zellextrakten der CHO- und M19-Zellen die reife glykosylierte 70 kDa a*-Untereinheit
detektiert, die in Lysaten der SRD-12B-Zellen nicht nachgewiesen wurde (Bahn 2-4).
Nach 3 h Chase konnte in den Extrakten der CHO-, M19- sowie SRD-12B-Zellen das

o*/B-Vorstufenprotein nachgewiesen werden (Bahn 5-7).
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Abb. 4.19 Expression und Spaltung des o*/B-Vorstufenproteins in S1P- und S2P-defizienten Zellen.
Das a*/B-Vorstufenprotein wurde fiir 24 h in CHO-, SRD-12B- und M19-Zellen iiberexprimiert. (A) Die
Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit einem monoklonalen Antikorper
gegen die a-Untereinheit analysiert. (B) Die Zellen wurden fiir 1 h mit [**S]-Methionin (160 pCi/ml)
markiert (Pulse), anschlieend entweder geerntet (Chase -) oder fiir weitere 3 h mit nicht-radioaktivem
Medium kultiviert. Mit einem Antikorper gegen die a-Untereinheit wurden die o*/B-Vorstufenproteine
sowie die o-Untereinheiten aus den Zelllysaten prézipitiert, per SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Fluorographie analysiert. Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa und die Positionen des o*/B-
Vorstufenproteins und der reifen a*-Untereinheit sind angegeben.
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Aus dem Lysat der SRD-12B-Zellen wurde zusitzlich ein Protein von 125 kDa
prézipitiert, bei dem es sich vermutlich um komplex glykosyliertes o*/B-Vorstufenprotein
handelt, das aufgrund der nicht erfolgten Spaltung durch S1P in das trans-Golgi-
Netzwerk weiter transportiert wurde (Bahn 7). Die reife o*-Untereinheit wurde in
Extrakten der CHO- und M19-Zellen als 70 kDa Polypeptid nachgewiesen (Bahn 5 und
6). Da zwischen CHO- und M19-Zellen keine Unterschiede im elektrophoretischen
Laufverhalten der reifen o*-Untereinheit nachgewiesen wurden, bestdtigt das Ergebnis
die Westernblot-Analyse und ldsst vermuten, dass das a*/B-Vorstufenprotein nicht von

der Site-2-Protease prozessiert wird.

Um die Aktivitidt der GlcNAc-1-Phosphotransferase in SRD-12B- und M19-Zellen zu
bestimmen, wurden in-vitro-Aktivitdtsassays durchgefiihrt. Die SRD-12B- und M19-
Zellen wurden standardméBig in einem Medium kultiviert, das Cholesterol, Na-Oleat und
Na-Mevalonat enthielt (Rawson et al, 1998). Um zu untersuchen, ob diese
Supplementierung einen Einfluss auf die Aktivitit der GIcNAc-1-Phosphotransferase hat,
wurden CHO-Zellen im gleichen Medium kultiviert. Es zeigte sich, dass die
Supplementierung keinen Einfluss auf die Aktivitidt der GlcNAc-1-Phosphotransferase
hatte (Abb. 4.20) und bestdtigt die in Kapitel 4.1.5 beschriebenen Ergebnisse, die
demonstrieren, dass sowohl der Transport als auch die Aktivierung des o/p-
Vorstufenproteins Cholesterol-unabhingig erfolgen. In SRD-12B-Zellen war die
GlcNAc-1-Phosphotransferase-Aktivitit im Vergleich zu CHO-Zellen um 84 %
reduziert, was auf die fehlende proteolytische Aktivierung des o/B-Vorstufenproteins
zurlickzufiihren ist. In M19-Zellen war die Aktivitdt der GIcNAc-1-Phosphotransferase
im Vergleich zu CHO-Zellen nicht signifikant um 12 % reduziert.

Die Ergebnisse zeigen, dass die a-Untereinheit der GlcNAc-1-Phosphotransferase kein
Substrat der Site-2-Protease darstellt und dass die Site-2-Protease keine Rolle fiir die

enzymatische Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotransferase spielt.
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Abb. 4.20 Aktivitit der GlcNAc-1-Phosphotransferase in S1P- und S2P-defizienten Zellen. Die
endogene Aktivitit der GIcNAc-1-Phosphotransferase wurde in-vitro in Zellextrakten (100 pg Protein) von
CHO-, SRD-12B- sowie M19-Zellen bestimmt. Als Kontrolle dienten zusétzlich CHO-Zellen, die mit
Zusatz von Cholesterol, Na-Oleat sowie Na-Mevalonat kultiviert wurden (CHO + Chol.). Die Inkubation
der Zellextrakte mit UDP-[*H]-GlcNAc (spezifische Aktivitit: 0,5 pCi/pmol UDP-GIcNAc) und -
Methylmannosid-Akzeptorsubstrat erfolgte fiir 1 h bei 37 °C. Die GlcNAc-1-Phosphotransferase-Aktivitét
in CHO-Zellen wurde gleich 100 % gesetzt (Mittelwert + Standardabweichung; *** p < 0,005, n = 3).

4.2.2 Analysen zur lysosomalen Funktion in S1P- und S2P-defizienten

Zellen

S1P-defiziente Zellen weisen einen MLII-dhnlichen Phénotyp auf, der unter anderem
durch eine Fehlsortierung lysosomaler Enzyme und die Akkumulation von
Speichermaterial in den Lysosomen charakterisiert ist (Marschner et al, 2011). Mit den
folgenden Experimenten sollte die lysosomale Funktion in S2P-defizienten Zellen

untersucht werden.

4.2.2.1 Sortierung lysosomaler Enzyme

Die Aktivititen von verschiedenen lysosomalen Enzymen wurden in Zelllysaten und
konditionierten Medien von CHO-Zellen und M19-Zellen untersucht. Eine primére und
sekunddre Wirkung der S2P auf die Aktivitdt der GlcNAc-1-Phosphotransferase sollte
sich in einer Fehlsortierung/Hypersekretion neu synthetisierter, lysosomaler Enzyme

duBern.
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In den Zelllysaten von M19-Zellen waren die Aktivititen der 3-Hexosaminidase, der [3-

Galaktosidase, der a-Mannosidase und der a-Fukosidase im Vergleich zu CHO-Zellen

um 50 %, 51 %, 74 % und 54 % erhoht (Abb. 4.21).
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Abb. 4.21 Sortierung lysosomaler Enzyme in S2P-defizienten Zellen. CHO- und M19-Zellen wurden
fiir 48 h in Optimem® konditioniert. AnschlieBend wurden die spezifischen Enzymaktivititen von vier
lysosomalen Enzymen, B-Hexosaminidase (3-Hex), f-Galaktosidase (B-Gal), o.-Mannosidase (a-Man) und
a-Fukosidase (a-Fuk) in Zelllysaten (mU/mg; A) und in konditionierten Medien (mU/48 h/mg Zellprotein;
B) bestimmt. Die spezifischen Enzymaktivitéten in Zelllysaten bzw. in konidionierten Medien von CHO-
Zellen wurden = 1 gesetzt (Mittelwert + Standardabweichung; ***p < 0,005, n = 3)

In den Medien von M19-Zellen waren die Aktivitidten der -Hexosaminidase, der [3-
Galaktosidase, der a-Mannosidase und der a-Fukosidase im Vergleich zu CHO-Zellen
um das 8-, 9-, 10- und 5-fache erhoht (Abb. 4.21).

Die Bestimmung der Enzymaktivititen in Medien von Zellen, die mit dem Zusatz von
Cholesterol, Mevalonat und Oleat kultiviert wurden ergab, dass diese Zusitze keinen
Einfluss auf die Sortierung von lysosomalen Enzymen hatten (Daten nicht gezeigt). Die
Ergebnisse zeigen, dass es in den S2P-defizienten Zellen zu einer Fehlsortierung von

lysosomalen Enzymen kommit.
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4.2.2.2 Akkumulation von Speichermaterial in den Lysosomen S1P- und S2P-

defizienter Zellen

Es wurde untersucht, ob die Fehlsortierung lysosomaler Enzyme in einer Akkumulation
von Speichermaterial in den Lysosomen von S2P-defizienten M19-Zellen resultiert.
Dafiir wurden CHO, SRD-12B- und M19-Zellen fixiert, permeabilisiert und mit
biotinyliertem Aleuria aurantia-Lektin (AAL) inkubiert. AAL erkennt und bindet
spezifisch al,6-verkniipfte Fukosereste an N-Glykanen (Kratz et al, 2010), die auch in
GlcNAc-1-Phosphotransferase-defizienten Zellen akkumulieren (Kollmann et al, 2012;
Schweizer et al, 2013). Um die fukosylierten N-Glykane in der
Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen, wurden die Zellen mit einem
Fluorophor-gekoppelten Streptavidin-Antikorper inkubiert. Um die Lokalisation der
fukosylierten Proteine auf subzellulidrer Ebene zu untersuchen, wurde analysiert, ob die
fukosylierten N-Glykane mit dem lysosomalen Markerprotein LAMP1 (lysosome

associated membrane protein 1) co-lokalisieren.

CHO

SRD-12B

M19

Abb. 4.22 Nachweis von fukosylierten N-Glykanen in S1P- und S2P-defizienten Zellen. CHO-, SRD-
12B- und M19-Zellen wurden fixiert, permeablilisiert und mit biotinyliertem Aleuria Aurantia-Lektin
(AAL) (rot) sowie einem Antikorper gegen LAMP-1 (griin) gefarbt. Die Féarbung der Zellkerne erfolgte
mittels DAPI (blau). Gelb zeigt die Lokalisation von fukosylierten N-Glykanen im Lysosom an. Der Balken
entspricht 5 um.
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Sowohl in SRD-12B- auch in M19-Zellen konnten im Vergleich zu CHO-Zellen stirkere
Fluoreszenzsignale fiir fukosylierte N-Glykane und LAMP1 detektiert werden (Abb.
4.22). Die akkumulierten, fukosylierten N-Glykane co-lokalisierten in allen Zelltypen
partiell mit LAMP1. Die Ergebnisse zeigen, dass in SRD-12B- und M19-Zellen
fukosylierte N-Glykane teilweise in den Lysosomen akkumulieren. Die stdrkeren
Fluoreszenzsignale fir LAMP1 in SRD-12B- und M19-Zellen deuten darauf hin, dass die

Anzahl der Lysosomen in diesen Zellen erhoht ist.

Um zu untersuchen, ob auch in den Lysosomen der S2P-defizienten Zellen
Speichermaterial akkumuliert, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von Dr. M.
Schweizer (ZMNH, Hamburg) angefertigt. Die Aufnahmen zeigen, dass im Vergleich zu
CHO-Zellen sowohl in SRD-12B als auch in M19-Zellen zahlreiche lysosomale
Vakuolen zu finden sind, die zum Teil mit elektronendichtem Speichermaterial gefiillt

sind (Abb. 4.23).

CHO SRD-12B M19

Abb. 4.23 Akkumulation von Speichermaterial in S1P- und S2P-defizienten Zellen. Zellpellets wurden
fixiert, eingebettet und anschliefend Ultradiinnschnitte (60 nm) angefertigt. Die Aufnahmen erfolgten bei
20000-facher VergroBerung. Die Zellkerne (N) sowie die Mitochondrien (M) sind markiert. Lysosomale
Vakuolen mit Speichermaterial sind mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet. Der Balken entspricht 0,5 um.

In einer elektronenmikroskopischen Analyse von CHO-, SRD-12B- sowie M19-Zellen,
die mit oder ohne Zusatz von Cholesterol, Na-Mevalonat und Na-Oleat kultiviert wurden,
konnten in den supplementierten CHO-Zellen zahlreiche Lipid Droplets nachgewiesen
werden (Abb. 4.24 A). Ein zelluldrer Uberschuss von Cholesterol und Fettsiuren, der
durch die Supplementierung des Mediums verursacht wird, fiihrt zu der Bildung von

Lipid Droplets (Fujimoto & Ohsaki, 2006).
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In CHO-Zellen, die ohne Zusidtze kultiviert wurden, wurden hingegen kaum Lipid
Droplets nachgewiesen. In SRD-12B-Zellen konnten unter beiden Bedingungen keine
Lipid Droplets detektiert werden (Abb. 4.24 A). In M19-Zellen, die mit den Zusitzen
kultiviert wurden, konnte eine grole Anzahl an Lipid Droplets beobachtet werden (Abb.
4.24 A).

CHO SRD-12B M19

+ Cholesterol

- Cholesterol
B
2,5
CHO SRD-12B M19 2
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Abb. 4.24 Analyse von Lipid Droplets in S1P- und S2P-defizienten Zellen. (A) CHO-, SRD-12B- und
M19-Zellen wurden mit (+) oder ohne Zusatz (-) von Cholesterol, Na-Oletat und Na-Mevalonat als
Monolayer auf Aclar®-Folie kultiviert, anschlieBend fixiert, eingebettet und es wurden Ultradiinnschnitte
(60 nm) angefertigt. Die Aufnahmen erfolgten bei 7000-facher VergroBerung. Die Zellkerne (N) sind
markiert. Lipid Droplets sind exemplarisch mit Pfeilen gekennzeichnet. Der Balken entspricht 2 um. (B)
CHO-, SRD-12B und M19-Zellen wurden unter Zusatz von Cholesterol, Na-Oletat und Na-Mevalonat auf
Deckglaschen kultiviert, fixiert, permeablilisiert und mit einem Antikérper gegen Perilipin 2 (rot) gefarbt.
Die Farbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPI (blau). Der Balken entspricht 10 um. Die Quantifizierung
der Intensitét pro Zelle erfolgte mit der Imaris-Software. Die Fluoreszenzintensitdtswerte fiir die CHO-
Zellen wurden = 1 gesetzt (Mittelwert + Standardabweichung, n = 3).
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Um die Menge bzw. Dichte der Lipid Droplets quantitativ zu erfassen, wurden Zellen
zunichst in Medium kultiviert, das Cholesterol, Na-Mevalonat sowie Na-Oleat enthielt.
Die fixierten Zellen wurden anschlieBend permeabilisiert und mit einem Antikdrper
gegen Perilipin 2, einem Hiillprotein der Lipid Droplets, inkubiert und mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Hierfiir wurden aufeinander folgende Bilder
in unterschiedlichen Ebenen aufgenommen, die anschlieBend zu einer dreidimensionalen
Aufnahme rekonstruiert wurden. Die Bestimmung der relativen Fluoreszenzintensitét pro
Zelle erfolgte mit Hilfe der Imaris-Software. In SRD-12B-Zellen betrug die
Fluoreszenzintensitit lediglich 50 % der Fluoreszenzintensitit in CHO-Zellen (Abb. 4.24
B), wihrend in M19-Zellen etwa die doppelte Fluoreszenzintensitit wie in CHO-Zellen
nachgewiesen wurde (Abb. 4.24 B). Die fluoreszenzmikroskopische Analyse erginzte die
Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Analyse und zeigte, dass im Vergleich zu
Kontrollzellen in SRD-12B-Zellen eine geringere Anzahl, in M19-Zellen hingegen eine
groBBere Anzahl an Lipid Droplets nachweisbar war.

Die Ergebnisse belegen, dass die S2P-Defizienz zu einer Fehlsortierung von lysosomalen
Enzymen und zu einer Akkumulation von Speichermaterial in den Lysosomen fiihrt. Dies
deutet darauf hin, dass die Defizienz der Site-2-Protease zu lysosomalen Dysfunktionen
fithrt. Es wurde aulerdem festgestellt, dass in den S1P-defizienten Zellen weniger Lipid
Droplets vorhanden waren als in den CHO- und den S2P-defizienten Zellen. Die grofite

Anzahl an Lipid Droplets wurde in den S2P-defizienten Zellen nachgewiesen.

4.2.2.3 Verinderte Mitochondrienmorphologie in S1P- und S2P-defizienten
Zellen

Elektronenmikroskopische = Aufnahem von CHO-Kontrollzellen, S1P-defizienten
SRD12-B-Zellen und M19-Zellen, die in Anwesenheit oder Abwesenheit von
Cholesterol, Mevalonat und Oleat kultiviert wurden zeigten, dass die Morpholgie der
Mitochondrien sowohl in SRD-12B- als auch in M19-Zellen im Vergleich zu CHO-
Zellen verdndert ist. Wahrend die Mitochondrien in den CHO-Zellen eine kompakte und
kontrastreiche Struktur aufweisen, sind die Mitochondrien der SRD-12B-Zellen
geschwollen und wenig kontrastreich (Abb. 4.25). Auffillig war, dass die fehlende
Supplementierung der Cholesterol-auxotrophen SRD-12B und M19-Zellen in sehr stark
geschwollenen Mitochondrien resultierte (Abb. 4.25).
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+ Cholesterol

- Cholesterol

Abb. 4.25 Verinderte Mitochondrienmorphologie in S1P- und S2P-defizienten Zellen. CHO-, SRD-
12B- und M19-Zellen wurden als Monolayer auf Aclar®-Folie kultiviert, anschlieBend fixiert, eingebettet
und es wurden Ultradiinnschnitte (60 nm) angefertigt. Die Aufnahmen erfolgten bei 20000-facher
Vergroflerung. Die Mitochondrien sind exemplarisch mit Pfeilen gekennzeichnet. Der Balken entspricht
1 pm.

4.2.3 Rezeptor-vermittelte Endozytose in S1P- und S2P-defizienten Zellen

In SIP-defizienten Zellen fiihrt die Fehlsortierung lysosomaler Enzyme zu
dysfunktionalen Lysosomen und zu einer verdnderten proteolytischen Prozessierung der
endozytierten lysosomalen Arylsulfatase B (Marschner et al, 2011). Im Folgenden wurde
die Rezeptor-vermittelte Endozytose verschiedener Liganden in S2P-defizienten Zellen

untersucht.

4.2.3.1 Endozytose von ['*’I]Arylsufatase B

Um die Endozytose sowie die Prozessierung von ['>°1]-ASB in S2P-defizienten Zellen zu
untersuchen, wurden die Zellen fiir 20 min mit ['*°I]-ASB-haltigen Medium inkubiert.
S1P-defiziente Zellen (SRD-12B) sowie CHO-Zellen dienten als Kontrollen.
AnschlieBend wurden die Zellen entweder geerntet oder fiir 2 bzw. 4 h in nicht-
radioaktivem Medium kultiviert (Chase). Die Zelllysate wurden durch SDS-PAGE

aufgetrennt und durch Autoradiographie analysiert.
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Nach dem Pulse wurde in den Zellextrakten der CHO-Zellen die 64 kDa ['*°1]-ASB-
Proform nachgewiesen (Abb. 4.26, Bahn 1). Durch Zusatz von 10 mM M6P im Pulse-
Medium konnte die Internalisierung von ['?°I]-ASB vollstiindig inhibiert werden (Bahn
2). Dies zeigte die Abhéngigkeit der ['*°1]-ASB-Aufnahme von M6P-Resten. Withrend
der Chase-Periode von 2 oder 4 h nahm das Signal fiir die Proform deutlich ab, wéhrend
eine intermedidre Form der ASB von 47 bzw. 42 kDa nachweisbar war (Bahn 3 und 4).
In den Zellextrakten von SRD-12B-Zellen wurde nach dem Pulse im Vergleich zu den
Zellextrakten der CHO-Zellen ein stirkeres Signal fiir die internalisierte Proform
nachgewiesen (Bahn 5). Nach 2 h Chase war die Signalstarke der Proform der ASB fast
unverdndert (Bahn 6), es konnte jedoch zusétzlich das 47 kDa Intermediat nachgewiesen
werden (Bahn 6). Auch nach 4 h Chase nahm die Signalstirke fiir die Proform lediglich
geringfligig ab (Bahn 7), was flir eine gestorte Prozessierung der ASB in den Lysosomen
spricht. Die Intensitdt des Signals des Intermediates dnderte sich im Vergleich mit dem
Signal nach 2 h Chase nicht, das Intermediat wurde jedoch wie in den Zellextrakten der
CHO-Zellen nach 4 h Chase bei 42 kDa nachgewiesen. (Bahn 7).

CHO SRD-12B M19
Chase(h)l = |- |2 |4 |-|2|4|-]12] 4
M6P| - |+ -|-|-1-1-1-1-1-

40-

Abb. 4.26 Endozytose von ['**I]-ASB in S1P- und S2P-defizienten Zellen. CHO-, SRD-12B- und M19-
Zellen wurden fiir 20 min in DMEM mit ['%°I]-ASB (625000 cpm/ml) mit (+) oder ohne (-) Zusatz von 10
mM MG6P inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und entweder geerntet (Bahn 1, 2, 5 und 8) oder fiir 2
bzw. 4 h in nicht-radioaktivem Medium kultiviert und geerntet (Bahn 3, 4, 6, 7, 9 und 10). Die
Proteinextrakte wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie analysiert. Es folgte
eine densitometrische Auswertung der Daten mit anschlieBender Normalisierung der Werte auf die
Proteinkonzentration. Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa und die Positionen der Proform
(p) und des Intermediates (i) von Arylsulfatase B sind angegeben.
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In den Zellextrakten der M19-Zellen wurde nach dem Pulse ein sehr schwaches Signal
fiir die ['*°I]-ASB-Proform detektiert (Bahn 8), das nach 2 und 4 h Chase abnahm (Bahn
9 und 10). Die Intermediatform konnte nur sehr schwach nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse demonstrieren, dass die Prozessierung der ['*’I]-ASB in SRD-12B-Zellen
stark beeintrichtigt ist, wihrend in M19-Zellen die Endozytose der ['*°I]-ASB stark

verringert ist.
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Abb. 4.27 Bindung von ['**I]-ASB in S2P-defizienten Zellen. (A, B) CHO- und M19-Zellen wurden fiir
2 h auf Eis bei 4 °C in DMEM mit ['**I]JASB (625000 cpm/ml) mit (+) oder ohne (-) Zusatz von 10 mM
MG6P inkubiert. (B) Gegebenenfalls erfolgte vor der Inkubation mit dem Pulse-Medium ein Waschschritt
mit 10 mM M6P, um zu bestimmen ob Liganden-besetzte Rezeptoren fiir die erniedrigte Bindung an M 19-
Zellen verantwortlich sind. (A/B). Die Zellen wurden gewaschen, geerntet und die Radioaktivititen in den
Zellsuspensionen in einem vy-Szintillationscounter gemessen. Die gemessenen Werte in den
Zellsuspensionen der CHO-Zellen wurden = 1 gesetzt (Mittelwert + Standardabweichung; ***p < 0,005, n
=3).

Um die Ursache der verminderten Endozytose der ['*I]-ASB in M19-Zellen zu
analysieren, wurden ['*°I]-ASB-Bindungsassays bei 4 °C durchgefiihrt, um die Anzahl
von 300 kDa M6P-Rezeptoren (MPR300) an der Zelloberfliche zu bestimmen. Dazu
wurden Zellen auf Eis fiir 2 h mit [1*°I]-ASB in An- oder Abwesenheit von M6P inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen intensiv gewaschen, um nicht gebundene Liganden zu

entfernen, geerntet und die Radioaktivitit der Zellsuspension gemessen.
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In CHO-Zellen, die in M6P-haltigem ['*°I]-ASB-Medium inkubiert wurden, war die
Bindung der ['>’I]-ASB zu 95 % inhibiert (Abb. 4.27 A). Dieser Wert wurde zur
Korrektur und Ermittlung der spezifischen Bindung verwendet. Im Vergleich zu CHO-
Zellen wurde in M19-Zellen eine 85 % reduzierte Bindung von ['*°I]-ASB festgestellt,
die durch Zusatz von M6P zum Pulse-Medium nur um 50 % verringert werden konnte,

was auf eine unspezifische Bindung schlieen lésst.

Mit einem weiteren ['2°I]-ASB-Bindungsassay sollte untersucht werden, ob die reduzierte
Bindung von ['*I]-ASB in den M19-Zellen durch eine verringerte Anzahl oder durch
Liganden-besetzte M6P-Rezeptoren an der Zelloberfliche begriindet ist. Dazu wurden
einige Zellkulturplatten vor der Inkubation mit ['*’I]-ASB mit oder ohne 10 mM M6P
gewaschen. Der M6P-Waschschritt fiihrte in den CHO-Zellen zu einer Steigerung der
[1%°1]-ASB-Bindung von 22 % (Abb. 4.27 B). In M19-Zellen wurde verglichen mit CHO-
Zellen 90 % weniger ['?’I]-ASB gebunden. Nach dem M6P-Waschschritt verdoppelte
sich die Menge der gebundenen ['*°I]-ASB. Die Zugabe von M6P im Pulse-Medium
fiihrte in den CHO-Zellen zu einer fast vollstindigen Inhibierung der ['*°I]-ASB-
Bindung. In den M19-Zellen konnte durch den Zusatz von M6P zum Pulse-Medium
lediglich eine Reduktion der ['*I]-ASB-Bindung um 50 % erreicht werden. Die
Ergebnisse zeigen, dass die ['?’I]-ASB-Bindung in den S2P-defizienten Zellen
durchschnittlich um ca. 85 % verringert war, was auf eine geringere Anzahl an MPR300

an der Zelloberfliache zuriickzufiihren ist.

4.2.3.2 Endozytose von Alexa Fluor® 546-markiertem Transferrin

Es wurde gezeigt, dass die MPR300-vermittelte Endozytose von ['*°I]-ASB in den S2P-
defizienten M19-Zellen reduziert war. Um zu untersuchen, ob diese Effekte spezifisch
fir den MPR300 sind oder auch flir andere endozytotische Oberflichenrezeptoren
beobachtet werden konnen, wurde die Endozytose von Alexa Fluor® 546-Transferrin iiber
den Transferrin-Rezeptor bestimmt. Hierfiir wurden die Zellen fiir 20 min bei 37 °C mit
Alexa Fluor® 546-Transferrin in Kulturmedium inkubiert, die Zellen anschlieBend fixiert
und durch Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die intrazellulire Intensitit der

Fluoreszenz pro Fliche wurde mit der Imaris-Software quantifiziert.
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In S2P-defizienten M19-Zellen war die internalisierte Menge des Alexa Fluor® 546-
Transferrins um 50 % gegeniiber CHO-Zellen verringert (Abb. 4.28 A).

Um zu analysieren, ob die verringerte Endozytose des Alexa Fluor® 546-Transferrins in
den M19-Zellen durch eine verdnderte subzelluldre Verteilung des Transferrin-Rezeptors
oder durch eine reduzierte Menge des Transferrin-Rezeptors begriindet ist, wurden
Extrakte der Zellen durch Westernblot mit einem Antikorper gegen den Transferrin-

Rezeptor analysiert.
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Abb. 4.28 Endozytose von Alexa Fluor® 546-markiertem Transferrin in S2P-defizienten Zellen. (A)
CHO- und M19-Zellen wurden fiir 20 min in Medium mit 20 pg/ml Alexa Fluor® 546-Transferrin inkubiert,
anschlieBend fixiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dargestellt sind das Alexa Fluor® 546-
Transferrin (rot) sowie die Zellkerne, die mittels DAPI angeférbt wurden (blau). Der Balken entspricht
25 pum. Die Quantifizierung der intrazelluldren Intensitit/Flache erfolgte mit der Imaris-Software. Die in
den CHO-Zellen gemessene Intensitidt wurde = 1 gesetzt. (B) Zellextrakte von CHO- und M19-Zellen
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend im Westernblot mit einem Antikérper gegen den
Transferrin-Rezeptor (TFR) analysiert. Die molaren Massen von Markerproteinen in kDa sind angegeben.
Die Daten wurden densitometrisch ausgewertet und die Transferrin-Rezeptor-Expression gegen die
GAPDH-Expression normalisiert. Die Werte fir die CHO-Zellen wurden = 1 gesetzt (Mittelwert +
Standardabweichung; ***p < 0,005, n = 3)
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Die Daten wurden anschlieBend densitometrisch ausgewertet. Die Expression des
Transferrin-Rezeptors in S2P-defizienten M19-Zellen war um 50 % reduziert (Abb. 4.28
B). Die Daten zeigen, dass neben der Zahl des MPR300 auch die Konzentration des
Transferrin-Rezeptors an der Oberflidche der S2P-defizienten M19-Zellen stark verringert

1st.
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5. DISKUSSION

Die GlcNAc-1-Phosphotransferase katalysiert den ersten Schritt der Generierung von
M6P-Resten an 16slichen lysosomalen Enzymen und begiinstigt ihren effizienten
Transport zu den Lysosomen. Die Spaltung des o/B-Vorstufenproteins des
heterohexameren GIcNAc-1-Phosphotransferase-Komplexes zu reifen ao- und f-
Untereinheiten ist Voraussetzung fiir die Aktivierung des Komplexes und wird durch die
Site-1-Protease katalysiert (Marschner et al, 2011). Daher ist neben der GlcNAc-1-
Phosphotransferase auch die Site-1-Protease ein Schliisselenzym der lysosomalen
Biogenese. So fithren sowohl Mutationen im GNPTAB-Gen, das das o/f-
Vorstufenprotein des GlcNAc-1-Phosphotransferase-Komplexes kodiert, als auch die
Defizienz der Site-1-Protease zu der schweren lysosomalen Speichererkrankung
Mukolipidose Typ II (MLII) bzw. zu einem MLII-dhnlichen Phianotyp, die jeweils durch
Fehlsortierung lysosomaler Enzyme und die dadurch verursachte Akkumulation von
nicht abgebautem Speichermaterial in den Lysosomen bedingt sind (Kollmann et al,
2010; Marschner et al, 2011). Ziel dieser Arbeit war es, Faktoren zu untersuchen, die
wichtig flir die proteolytische Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotransferase sind. Im
zweiten Teil der Arbeit wurde die Rolle der Site-2-Protease fiir die proteolytische
Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotransferase und die Funktionalitidt der Lysosomen

untersucht.

5.1 Proteolytische Aktivierung der GlcNAc-1-Phosphotransferase

durch die Site-1-Protease

Um die Rolle der Site-1-Protease-vermittelten proteolytischen Aktivierung des o/f-
Vorstufenproteins der GlcNAc-1-Phosphotransfrerase genauer zu untersuchen, wurden
Site-1-Protease-defiziente SRD-12B-Zellen verwendet. Diese wurden 1998 von
Goldstein und Brown durch UV-induzierte Mutagenese von CHO-7-Zellen und
anschlieBender Selektionierung von Cholesterol-auxotrophen Zellen generiert (Rawson
et al, 1998). CHO-7-Zellen sind Klone von CHO-K1-Zellen, die fahig sind, in Medium

mit Lipoprotein-defizientem Serum zu wachsen (Metherall et al, 1989).

84



DISKUSSION

Die Selektionierung der Cholesterol-auxotrophen Zellen erfolgte durch das Polyen-
Antibiotikum Amphotericin B, das sich an Cholesterol in der Plasmamembran anlagert
und Poren bildet, wodurch die Zellen schlieBlich abgetitet werden (Chang & Chang,
1982). Da Zellen, die auxotroph fiir Cholesterol sind und nach kurzer Inkubation in
Cholesterol-freiem Medium kein Cholesterol in der Plasmamembran mehr enthalten,
werden durch Amphotericin B nur Zellen abgetdtet, die nicht auxotroph fiir Cholesterol
sind. Vier Jahre vor der Generierung der Site-1-Protease-defizienten SRD-12B-Zellen
gelang durch Mutagenese von CHO-KI1-Zellen mit UV-Licht und anschlieBender
Selektionierung von Cholesterol-auxotrophen Zellen die Generierung einer Zelllinie
(M19), die defizient fiir die Site-2-Protease ist (Hasan et al, 1994). Da das MBTPS2-Gen,
das fiir die Site-2-Protease kodiert, auf dem X-Chromosom lokalisiert ist, liegt es haploid
vor (Rawson et al, 1997). Das Gen fiir die Site-1-Protease liegt jedoch als doppelte Kopie
vor. Um die Wahrscheinlichkeit einer Mutation im MBTPS1-Gen, das fiir die Site-1-
Protease kodiert, zu erh6hen, wurden CHO-Zellen stabil mit der cDNA der Site-2-
Protease transfiziert. Dies ermdglichte die Generierung der Site-1-Protease-defizienten
SRD-12B-Zellen (Rawson et al, 1998). Da es sich bei den SRD-12B- und M19-Zellen
nicht um reine Zelllinien handelt, muss eine wochentliche Selektionierung mit
Amphotericin B erfolgen, um nicht-defiziente Zellen abzutdten und den Phénotyp zu
erhalten. Mit Hilfe der SRD-12B- sowie der M19-Zellen waren die Isolierung von
Substraten und die Untersuchung der Funktion der Site-1- und Site-2-Protease moglich
(Lenz et al, 2001; Marschner et al, 2011; Rawson et al, 1997; Sakai et al, 1998; Ye et al,
2000b).

Bisher konnte die Bedeutung der Site-1-Protease-vermittelten proteolytischen Spaltung
des o/B-Vorstufenproteins fiir die Aktivitidt der GlcNAc-1-Phosphotransferase und die
Homeostase der Lysosomen nur indirekt gezeigt werden (Marschner et al, 2011). Mittels
eines Aktivititsassays mit UDP-[?’H]-GIcNAc als Phosphatdonor war nun ein direkter
Effekt der Spaltung des o/B-Vorstufenproteins auf die Aktivitit der GlcNAc-1-
Phosphotransferase nachweisbar. So konnte in Site-1-Protease-defizienten SRD-12B-
Zellen eine Reduktion der GlcNAc-1-Phosphotransferase-Aktivitit um 80 % im
Vergleich zu CHO-Kontrollzellen festgestellt werden (Abb. 4.5). Die Restaktivitit der
GlcNAc-1-Phosphotransferase ist auf die inhomogene Zusammensetzung der SRD-12B-

Zellen zuriickzufiihren, die mit der Effizienz der Selektionierung variiert.
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Quantitative Realtime-PCR-Analysen bestétigten, dass die MBTPS1-mRNA in den SRD-
12B-Zellen durchschnittlich um 92 9% herunterreguliert war (Abb. 4.18). Die
proteolytische ~ Spaltung des  o/pB-Vorstufenproteins und die  GIcNAc-1-
Phosphotransferase-Aktivitit konnten durch Uberexpression der Site-1-Protease in SRD-
12B-Zellen wiederhergestellt werden (Abb. 4.5) (Marschner et al, 2011).

Nach [*°S]-Methionin-Pulse-Chase-Experimenten der SRD-12B-Zellen, die das
verkiirzte o/fB-Vorstufenprotein iiberexprimierten, konnte ein 125 kDa Polypeptid
prézipitiert werden, das in Zellextrakten von CHO- und M19-Zellen nicht nachweisbar
war. Offensichtlich filhrt der Verlust der proteolytischen Spaltung des o/p-
Vorstufenproteins in SRD-12B-Zellen zum Transport des o/B-Vorstufenproteins vom
cis- weiter in mehr distale Cisternen des Golgi-Apparates. Dort konnten mannosereiche
N-Glykane prozessiert und mit komplexen Zuckern modifiziert werden, die zu dem
beobachteten Mobilitatsshift des o/B-Vorstufenproteins in den Zellextrakten der SRD-
12B-Zellen fiihren. Eine Behandlung der SRD-12B-Zelllysate mit Endoglykosidase H
konnte aufkldren, ob es sich bei dem 125 kDa o/B-Vorstufenprotein tatsdchlich um ein
partiell mit komplexen Oligosacchariden modifiziertes Polypeptid handelt. Fiir die nicht-
spaltbare R925 A-Mutante des a/p-Vorstufenproteins konnte bereits gezeigt werden, dass
diese neben mannosereichen- auch komplexe Oligosaccharide enthélt (Disseration K.
Marschner, 2011). Das bedeutet, dass die proteolytische Spaltung des o/p-
Vorstufenproteins nicht nur flir die proteolytische Aktivierung, sondern auch fiir die
Retention des GIcNAc-1-Phosphotransferase-Komplexes im  cis-Golgi-Apparat
verantwortlich ist.

Das katalytische Zentrum des GlcNAc-1-Phosphotransferase-Komplexes, dessen genaue
Position noch unklar ist, ist mit den a- und B-Untereinheiten des Komplexes assoziiert
(Kudo & Canfield, 2006). Eine in einem MLII-Patienten identifizierte Deletion von
36 Aminosduren in der B-Untereinheit (Y937-M972del) (Cury et al, 2013) wenige
Aminoséduren distal der Site-1-Protease-Spaltstelle (K928/D929) flihrte zu einer neuen
Spaltstelle in der a-Untereinheit (Abb. 4.6 A). Die Expression der Y937-M972del-
Mutante in Site- 1-Protease-defizienten SRD-12B-Zellen belegte, dass die Spaltung an der
neu generierten Spaltstelle ebenfalls durch die Site-1-Protease erfolgt (Abb. 4.6 B).
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Da die Y937-M972 del-Mutante jedoch enzymatisch inaktiv ist (Abb. 4.7), wurde
deutlich, dass die genaue Spaltung zwischen K928 und D929 durch die Site-1-Protease
essentiell fiir die Aktivitdt der GlcNAc-1-Phosphotransferase ist. Dies ldsst vermuten,
dass entweder die neu generierte Spaltstelle direkt das aktive Zentrum zerstort, oder dass
die a- und B-Untereinheiten sich nach der korrekten Spaltung zwischen den Aminoséren
K928 und D929 (Abb. 4.1) (Kudo et al, 2005) in einer bestimmten Konformation
aneinanderlagern, um ein komplexes (o2p2) aktives Zentrum zu bilden. Eine weitere
Erklarungsmoglichkeit der Daten der Mutationsanalyse ist, dass ein Teil des aktiven

Zentrums direkt in dem deletierten Bereich der B-Untereinheit liegt.

5.1.1 Interaktion zwischen der GlcNAc-1-Phosphotransferase und der Site-

1-Protease

Die a-, B- und 7y-Untereinheiten der GIcNAc-1-Phosphotransferase bilden einen
Proteinkomplex hoher molekularer Masse (440-660 kDa) (Bao et al, 1996a), dessen
Assemblierung bereits im ER stattfindet (Encarnacao et al, 2011). Fiir das o/B-
Vorstufenprotein der GIcNAc-1-Phosphotransferase ist bekannt, dass komplexe
Sortierungsmotive in den N- und C-terminalen cytoplasmatischen Doménen den
Transport vom ER zum Golgi-Apparat iiber COPII-Vesikel vermitteln (Franke et al,
2013). Durch Immunfluoreszenzmikroskopie- und GroéBenausschluss-Chromatographie-
Analysen konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass das o'/B-
Vorstufenprotein und die Site-1-Protease im Cis-Golgi-Apparat co-lokalisieren (Abb. 4.4)
bzw. in der gleichen Fraktion von 440-660 kDa Proteinkomplexen nachweisbar sind
(Abb. 4.8). Mit Hilfe von Pulldown-Experimenten konnte jedoch keine direkte
Interaktion der Site-1-Protease mit dem o/B-Vorstufenprotein nachgewiesen werden
(Abb. 4.9 B). Auch fiir eine loss of function-Mutante der Site-1-Protease, bei der der
Serinrest S414 der katalytischen Triade gegen einen Glutaminrest ausgetauscht wurde,
war keine Interaktion mit dem o/B-Vorstufenprotein detektierbar. Umgekehrt konnte
keine direkte Interaktion zwischen der nicht-spaltbaren R925A-Mutante des o/f-

Vorstufenproteins und der Site-1-Protease beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Diese Befunde lassen vermuten, dass es sich bei der Interaktion zwischen dem o/f3-
Vorstufenprotein und der Site-1-Protease um einen sogenannten ,Kkiss and run‘-
Mechanismus handelt, bei dem die Site-1-Protease kurzzeitig mit dem o/p-
Vorstufenprotein interagiert, um dieses zu spalten, gefolgt von der Dissoziation der Site-
1-Protease von den reifen a- und B-Untereinheiten. Es ist jedoch nicht auszuschlief3en,
daB die Pufferbedingungen bei den Pulldown-Experimenten nicht optimal waren, um
diese Art der Interaktion zwischen der Site-1-Protease und dem o/B-Vorstufenprotein
nachzuweisen. Weitere Moglichkeiten, um diese Art der Interaktion zwischen Protease
und Substrat nachzuweisen, stellt die biomolekulare in-vivo Fluoreszenz-
Komplementation z. B. durch das Split-YFP-System dar (Hu et al, 2002; Hu & Kerppola,
2003). Um die Fluoreszenz im Moment der kurzzeitigen Interaktion zu detektieren,
konnten die Zellen mittels life cell imaging oder bei erniedrigter Temperatur zur
Reduktion der Proteolyse-Kinetik untersucht werden. Eine weitere Moglichkeit die
Interaktion der Site-1-Protease mit dem o/B-Vorstufenprotein nachzuweisen, besteht in
der Verwendung von bifunktionalen, chemischen Crosslinkern, die kovalente bzw.
spaltbare Kopplungen von interagierenden Proteinen vermitteln. Zellen, die das o/p-
Vorstufenprotein bzw. die nicht spaltbare Mutante (R925A) und die Site-1-Protease bzw.
die loss of function-Mutante der Site-1-Protease (S414G) iiberexprimieren, konnten so
mit einem geeigneten Crosslinker behandelt und mittels Co-Immunpizipitation mit dem

monoklonalen Antikdrper gegen die a-Untereinheit (Abb. 4.3) untersucht werden.

5.1.2 Rolle von posttranslationalen Modifikationenen des o/[3-
Vorstufenproteins fiir die proteolytische Aktivierung

N-Glykosylierungen zdhlen zu den wichtigsten posttranslationalen Modifikationen von
Proteinen und spielen eine wichtige Rolle fiir die Stabilitdt, die Loslichkeit sowie den
intrazelluldren Transport von Proteinen (Helenius & Aebi, 2001; Roth et al, 2010). N-
Glykosylierungen spielen aulerdem eine wichtige Rolle fiir die korrekte Faltung von
Proteinen, den ER-Export sowie fiir die Oligomerisierung von Proteinkomplexen (Mitra
et al, 2006; Varki, 1993). Der hexamere GlcNAc-1-Phosphotransferase-Komplex enthélt
44 potentielle N-Glykosylierungsstellen (17 in der a-Untereinheit, 3 in der 3-Untereinheit

und 2 in der y-Untereinheit).
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Der Glykosylierungsgrad ist fiir ein Golgi-residentes Protein ungew6hnlich hoch. Fiir das
o/B-Vorstufenprotein und die fy-Untereinheit wurde durch Inhibierung der N-
Glykosylierung mittels Tunicamycin bzw. durch N-Glykosylierungsmutanten gezeigt,
dass die N-Glykane essentiell flir die Stabilitdt und den Transport der Proteine vom ER
zum Golgi-Apparat sind (Abb. 4.10 A) (Encarnacao et al, 2011). Tunicamycin ist ein
Inhibitor der Dolichol-P-GlcNAc-Phosphotransferase, die den ersten Schritt in der
Synthese von N-Glykanen katalysiert (Heifetz et al, 1979). Die Priasenz von komplett
unglykosylierten o/B-Vorstufenproteinen nach Tunicamycin-Behandlung verhindert
vermutlich eine korrekte Faltung und flihrt somit zur Retention im Calnexin/Calretikulin-
Zyklus (Trombetta & Helenius, 1998) mit anschlieBendem Abbau des o/p-
Vorstufenproteins im Proteasom. Um die Funktion der N-Glykosylierungen des o/f-
Vorstufenproteins genauer zu untersuchen und die Effekte der Tunicamycin-Behandlung
zu umgehen, konnten Mutanten hergestellt werden, bei denen der jeweilige Asparaginrest
gegen einen Glutaminrest ausgetauscht wird. Mit Hilfe dieser Mutanten kann dann
untersucht werden, welche der potentiellen N-Glykosylierungsstellen in-vivo genutzt
werden und ob einzelne N-Glykosylierungsstellen den Transport, die Degradation oder
die proteolytische Aktivierung des o/B-Vorstufenproteins beeinflussen. Fiir eine in einem
Mukolipidose-diagnostizierten Patienten identifizierte Mutation (T644M), die die
potentielle N-Glykosylierungsstelle **?NST®“ in der o-Untereinheit betrifft, konnte
gezeigt werden, dass sie zu einer Reduktion der GlcNAc-1-Phosphotransferaseaktivitét
um 40 % fiihrt. Der ER-Golgi-Transport und die proteolytische Aktivierung durch die
Site-1-Protease waren jedoch nicht gestort. Die N-Glykosylierung ***NST®*im luminalen
Bereich der a-Untereinheit ist moglicherweise an der Bindung der y-Untereinheit
beteiligt (Dissertation R. De Pace, 2014).

Fir andere Substrate der Site-1-Protease konnte gezeigt werden, dass N-
Glykosylierungen eine wichtige Rolle fiir deren proteolytische Aktivierung spielen. So
besitzt das Lassa-Virus-Glykoprotein 11 potentielle N-Glykosylierungsstellen, von denen
sechs eine Rolle fiir die Prozessierung durch die Site-1-Protease spielen (Abb. 5.1)
(Eichler et al, 2006). Auch fiir den Transkriptionsfaktor CREBH konnte nachgewiesen
werden, dass alle drei N-Glykosylierungsstellen, die im C-Terminus des Proteins
lokalisiert sind, essentiell fiir die Site-1-Protease-vermittelte Prozessierung sind (Abb.

5.1) (Chan et al, 2010).
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Abb. 5.1 N-Glykosylierungs- und Serin-Phosphorylierungsstellen verschiedener Substrate der S1P
Dargestellt sind die SI1P-Substrate und Typ-II-Membranproteine CREBH sowie das Lassa-Virus-
Glykoprotein mit den jeweiligen N-Glykosylierungsstellen. Die N-Glykosylierungsstellen, die essentiell fiir
die Spaltung der Proteine durch die Site-1-Protease sind, sind rot dargestellt. AuBerdem ist das Typ-III-
Membranprotein SREBP-1 mit der cytosolischen Phosphorylierungsstelle gezeigt sowie das Typ-IIT-o/3-
Vorstufenprotein der GIlcNAc-1-Phosphotransferase mit den potentiellen N-Glykosylierungs- und
Phosphorylierungsstellen.

Dagegen wurde fiir ATF6 gezeigt, dass eine unterglykosylierte Form bei der zwei der drei
N-Glykosylierungsstellen durch Mutagenese entfernt wurden, den Transport vom ER
zum Golgi-Apparat sowie die damit verbundene Aktivierung durch die Site-1- und Site-
2-Protease steigerte, was zu einer konstitutiven Lokalisation im Nucleus fiihrte (Hong et
al, 2004).

Eine weitere Art der posttranslationalen Modifikation von Proteinen stellt die
Phosphorylierung dar. Hierbei dient der durch bestimmte Kinasen vermittelte Transfer
eines Phosphatrestes, der vom ATP stammt, an Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten von
Proteinen der Regulierung ihrer Aktivitét z. B. wéhrend einer Signaltransduktionskaskade
(Johnson, 2009). SREBP-lc und SREBP-2 koénnen von der AMP-aktivierten
Proteinkinase (AMPK), die einen Sensor der intrazelluliren ATP-Konzentration darstellt
(Carling, 2004), am N-Terminus phosphoryliert werden. Dies fiihrt zu einer verminderten
proteolytischen Spaltung der SREBPs und einer reduzierten Transkription von SREBP-
Zielgenen (Liet al, 2011).
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Das o/B-Vorstufenprotein besitzt zwei potentielle Phosphorylierungsstellen an den
Serinresten S15 und S1250 (NCBI-Datenbank), die in der N- bzw. C-terminalen Doméne
lokalisiert sind (Abb. 5.1). Um zu untersuchen, ob das a/p-Vorstufenprotein an diesen
Aminosduren phosphoryliert wird, konnten Zellen, die den Wildtyp- oder die S15/S1250-
Mutante des o/B-Vorstufenproteins iiberexprimieren mit [**P] markiert und die o/pB-
Vorstufenproteine anschlieend immunprézipitiert und durch Autoradiographie sichtbar
gemacht werden. Zusitzlich kann die Aktivitdit der AMPK mit dem synthetischen
Polyphenol S12834 gesteigert werden (Liet al, 2011). Alternativ konnte versucht werden,
die  Phosphorylierungsstellen von immunprézipitierten o/pB-Vorstufenproteinen

massenspektroskopisch zu ermitteln.

5.1.3 Rolle von Calcium fiir die proteolytische Aktivierung des o/[3-
Vorstufenproteins

Calcium-Ionen spielen eine zentrale Rolle fiir die Signaltransduktion und sind z. B.
essentiell fiir Exocytose, Apoptose und Transkription (Clapham, 2007). Die
Konzentration von Calcium-Ionen muss daher innerhalb der Zelle fein reguliert werden.
Das ER stellt einen wichtigen zelluldren Calcium-Speicher dar, dessen hohe Calcium-
Konzentration stetig durch die Aktivitit von SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-
ATPase)-Pumpen aufrechterhalten wird (Berridge, 2002). Ein weiterer zelluldrer
Calcium-Speicher ist der Golgi-Apparat. Die Membranen des Golgi- Apparates enthalten
SERCA-Pumpen und secretory pathway Ca**ATPases, durch die die Konzentration von
Calcium-Ionen reguliert wird (Missiaen et al, 2007).

Das o/B-Vorstufenprotein der GIcNAc-1-Phosphotransferase besitzt in der f-
Untereinheit (Aminosduren V1005-L1040) ein klassisches EF-Hand-Motiv (NCBI-
Datenbank) (Abb. 5.2). Es besteht aus einer a-Helix (E), einem Loop um das Calcium-
Ion und einer weiteren a-Helix (F) (Nakayama & Kretsinger, 1994). In der Abbildung
5.2 ist das EF-Hand-Motiv in der B-Untereinheit im Vergleich mit der EF-Hand-Doméne
des Calcium-bindenden Proteins Eps15 homology-domain-containing protein 2 (EHD2)

dargestellt.
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Zusitzlich sind in der a-Untereinheit fiinf potentielle Calcium-Bindestellen in den Notch-
repeat-like-Doménen (Aspartatreste D449, D464, D467, D515, D534) vorhanden (Abb.
5.2). Sowohl die Funktion der Calcium-Bindestellen in der a-Untereinheit als auch der

EF-Hand-Doméne in der B-Untereinheit sind bisher unklar.

a-Untereinheit B-Untereinheit

928/929

NI [T 0 §c

I Membrandomanen

433 535 1005 1040
D Notch-repeat-like-Doméne

[ cF-Hand-Doméne

| potentielle Calcium-Bindestelle

B-Untereinheit EF-Hand-Doméne VQPLNISQVFDEVDTDQSGVLSDREIRTLATRIHEL
EHD2 EF-Hand-Doméne NSVLGRIWKLSDVDRDGMLDDEEFALASHLIEAKLE

Abb. 5.2 EF-Hand-Doméine der 3-Untereinheit der GlcNAc-1-Phosphotransferase. Dargestellt ist das
o/B-Vorstufenprotein der GlcNAc-1-Phosphotransferase sowie die Sequenzen der EF-Hand-Doméne der
B-Untereinheit der GlcNAc-1-Phosphotransferase im Vergleich zu der EF-Hand-Doméne des Epsl15
homology-domain-containing protein 2 (EHD2). Die Aminoséuren, die fiir die Calcium-Bindung essentiell
sind, sind in Pink dargestellt (personliche Mitteilung Prof. Dr. Oliver Daumke, MDC Berlin). Zusétzlich
sind die Notch-repeat-like-Doménen und die Calcium-Bindestellen in der o-Untereinheit dargestellt
(NCBI-Datenbank, Referenz NM_024312.4).

Um die Rolle von Calcium fiir die proteolytische Aktivierung des a/p-Vorstufenproteins
zu untersuchen, wurde das Calcium-lonophor A23187 (Pressman, 1976) sowie
Thapsigargin, ein Sesquiterpen-Lacton aus der Pflanze Thapsia garganica (Thastrup et
al, 1990) verwendet, um den Calcium-Gehalt im ER bzw. Golgi-Apparat zu reduzieren.
Eine Depletion von Calcium fiihrte zu einer fast vollstindigen Inhibierung der Spaltung
des full-length- sowie des verkiirzten a*/B-Vorstufenproteins durch die Site-1-Protease
(Abb. 4.11). Das a/B-Vorstufenprotein war jedoch auch nach der Calcium-Depletion im
Golgi-Apparat lokalisiert (Abb. 4.12).
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Dieses Ergebnis bestétigte, dass der Calcium-Gehalt im Golgi-Apparat eine essentielle
Rolle fiir die Spaltung des o/B-Vorstufenproteins durch die Site-1-Protease spielt. Dies
konnte zum einen durch eine Inhibierung der Site-1-Protease durch den geringen
Calcium-Gehalt erklart werden.

Zum anderen konnte der geringe Calcium-Gehalt die Bildung einer spaltungsfihigen
Konformation des o/p-Vorstufenproteins verhindern. Es wurde beschrieben, dass die
Calcium- und pH-Abhéngigkeit der PCSKs durch die konservierte P-Domine reguliert
wird (Lipkind et al, 1998; Zhou et al, 1998). Die Sequenz der Site-1-Protease hingegen
weist keine Homologien zur P-Domine auf (Seidah et al, 1999). Dennoch gibt es
widerspriichliche Beschreibungen iiber eine Calcium-Abhingigkeit der Site-1-Protease.
Es wurde z. B. gezeigt, dass durch EDTA die Spaltung des pro-brain-derived
neurotrophic factors (proBDNF), der ein in-vitro-Substrat der Site-1-Protease darstellt,
inhibiert werden kann (Seidah et al, 1999). Auch fiir die Vorstufe des Lassa-Virus-
Glykoproteins, das von der Site-1-Protease proteolytisch prozessiert wird, konnte eine
konzentrationsabhdngige Inhibierung der Spaltung durch Calcium-Depletion
nachgewiesen werden (Lenz et al, 2001). Durch in-vitro-Assays mit fluorogenen
Substraten der Site-1-Protease wurde nachgewiesen, dass die Hydrolyse der Substrate
durch rekombinante humane Site-1-Protease mit steigender Calcium-Konzentration
ansteigt, die durch Anwesenheit der Chelatoren EDTA und EGTA (10-30 mM) komplett
inhibiert wurde (Cheng et al, 1999; Toure et al, 2000). Nachfolgende Untersuchungen
zur Kinetik der Site-1-Protease-vermittelten Spaltung unterschiedlicher Substrate und der
Charakterisierung von Inhibitoren lassen dagegen vermuten, dass die Site-1-Protease
keine Calcium-abhéngige Protease ist (Bodvard et al, 2007). Die Aktivitdt der Site-1-
Protease kann jedoch, abhéingig von dem jeweiligen Substrat, durch verschiedene mono-
sowie divalente Kationen moduliert werden (Bodvard et al, 2007).

Unter Verwendung des verkiirzten o."/B-Vorstufenproteins, bei dem die Notch-repeat-
like-Doménen deletiert sind, konnte nach Thapsigargin-Behandlung keine Spaltung des
o*/B-Vorstufenproteins nachgewiesen werden, was zeigt, dass die Calcium-
Bindungsstellen in der o-Untereinheit nicht fiir den inhibitorischen Effekt der
Thapsigargin-Behandlung auf die Spaltung des a/p-Vorstufenproteins verantwortlich
sind (Abb. 4.11).
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Eine in der eigenen Arbeitsgruppe generierte Mutante des a/p-Vorstufenproteins, bei der
die EF-Hand-Doméne deletiert wurde (V1005-L1040del), soll in nachfolgenden Arbeiten
genutzt werden, um die Rolle der EF-Hand-Doméne fiir die Spaltung des o/p-
Vorstufenproteins zu untersuchen.

Es konnten zusitzlich weitere Mutanten generiert werden, bei denen lediglich die
Aspartatreste oder der Glutaminsiurerest in der EF-Hand-Domine, die fiir eine mogliche
Bindung von Calcium verantwortlich sind (Abb. 5.2), gegen Alanin ausgetauscht werden,
um den Effekt der 35 Aminosduren-Deletion zu vermeiden. Fiir die verdnderten o/f-
Vorstufenproteine bzw. reife Formen der a- und B-Untereinheiten bieten sich auch
[**Ca’']-Overlay-Blots an (Kim et al, 2000), die als direkte Calcium-Bindungsnachweise
angesehen werden. Zusétzlich konnten Peptide mit der Sequenz der Wildtyp- oder D/E-
Mutante der EF-Hand-Domine synthetisiert werden, die mittels isothermer
Titrationskalorimetrie Aufschluss dariiber geben sollen, ob und mit welcher Spezifitit
und Affinitdt die EF-Hand-Domédne in der [-Untereinheit der GIcNAc-1-
Phosphotransferase Calcium in-vitro bindet (Kabiri & Unsworth, 2014).

5.1.4 Rolle von Cholesterol fiir den Transport und die proteolytische
Aktivierung des o/B-Vorstufenproteins

Die Site-1- und Site-2-Protease sind fiir die proteolytische Aktivierung der SREBPs
verantwortlich und spielen eine wichtige Rolle fiir die zelluldre Cholesterol- und
Fettsdurehomeostase (Brown & Goldstein, 1997). Der Transport der SREBPs vom ER
zum Golgi-Apparat wird durch den Cholesterol-Gehalt in den Membranen des ER
reguliert. Der Cholesterol-Sensor ist das so genannte SREBP cleavage-activating protein
(SCAP), das an die SREBPs bindet (Brown & Goldstein, 1999). Zusitzlich bildet das
SCAP-Protein in Anwesenheit von Sterolen einen Komplex mit Insig-1 und Insig-2, die
ER-Retentionsfaktoren fiir den SCAP-SREBP-Komplex darstellen (Rawson, 2003). In
Abwesenheit von Sterolen dissoziiert der Insig-SCAP-Komplex, was in einer
Konformationsinderung im SCAP-Protein und in der Exposition eines Golgi-

Lokalisationssignales, der MELADL-Sequenz resultiert.
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Die MELADL-Sequenz ermdglicht die Rekrutierung von Sec24 und die Inkorporation
des SCAP-SREBP-Komplexes in COPII-Vesikel fiir den anterograden Transport zum
Golgi-Apparat (Motamed et al, 2011). Die proteolytische Aktivierung der SREBPs durch
die Site-1- und Site-2-Protease bewirkt die Translokation des freigesetzten SREBP-
Transkriptionsfaktors in den Nucleus und aktiviert Gene, die die Cholesterol-
Biosynthese, die Fettsduresynthese und die Expression des LDL-Rezeptors steigern

(Rawson et al, 1998).

Um zu untersuchen, ob Cholesterol auch den ER-Golgi-Transport und die Aktivierung
der GIlcNAc-1-Phosphotransferase reguliert, wurden MEF-Zellen mit LDL bzw.
Atorvastatin behandelt, die den intrazelluliren Cholesterol-Gehalt steigern bzw. senken.
Atorvastatin ist ein spezifischer Inhibitor der HMG-CoA-Reduktase (Baumann et al,
1992), die das Schliisselenzym der Cholesterol-Biosynthese darstellt. Ein intrazelluldrer
Cholesterol-Uberschuss sollte dagegen durch die Behandlung mit humanem low densitiy
lipoprotein (LDL) hervorgerufen werden. Als in-vivo Kontrolle fiir die Effizienz und die
Reproduktivitdt wurde die Menge des LDL-Rezeptors (LDLR) unter Atorvastatin- bzw.
LDL-Behandlung in Fibroblasten auf Protein- und mRNA-Ebene bestimmt. Wie
erwartet, resultiert die Behandlung von MEF mit LDL bzw. Atorvastatin in einer
signifikanten Herunter- bzw. Hochregulierung des LDL-Rezeptors sowohl auf mRNA als
auch auf Proteinebene (Abb. 4.13) (Goldstein et al, 1983). Unerwartet war, dass die
basale Expression des LDL-Rezeptors in den MLII-MEF um den Faktor 3 erhéht war
(Abb. 4.13). Offensichtlich bewirkt die Fehlsortierung nicht-phosphorylierter NPC2-
Proteine die Akkumulation von nicht esterifiziertem Cholesterol in den Lysosomen
(Kollmann et al, 2012) und fiihrt sekunddr zu einem intrazelluliren Absinken des
Cholesterolgehaltes, was letztlich zu einer Aktivierung der SREBPs und somit zur
Hochregulierung des LDL-Rezeptors fiihrt. Das NPC2-Protein vermittelt zusammen mit
dem NPCIl-Membranprotein den Export von unverestertem Cholesterol aus den
Lysosomen (Morris et al, 1999; Naureckiene et al, 2000; Pentchev et al, 1997). LDL-
bzw. Atorvastatin-vermittelte Anderungen des Cholesterolspiegels in MEF zeigten weder
Effekte auf den ER-Golgi-Transport noch auf die proteolytische Aktivierung des o/p-
Vorstufenproteins (Abb.4.14 und 4.15).
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Infolge dessen wurden auch keine Unterschiede in der Aktivitit der GIcNAc-1-
Phosphotransferase (Abb. 4.20) und der resultierenden Sortierung der lysosomalen
Enzyme pB-Hexosaminidase oder Cathepsin Z festgestellt (Abb. 4.16).

Die Daten zeigen zusammenfassend, dass im Gegensatz zu SREBP-1a, 1¢ sowie SREBP-
2, der ER-Golgi-Transport und die proteolytische Aktivierung der GIcNAc-1-
Phosphotransferase Cholesterol-unabhéngig erfolgen. Die Erhohung des zelluldren
Cholesterolspiegels beeinflusst jedoch den Transport von Liganden, hier gezeigt am
Beispiel der lysosomalen Arylsulfatase B, entlang des endozytotischen Weges zu
Lysosomen. (Abb. 4.17).

Die M6P-abhingige Aufnahme von ['?’I]-ASB wird durch den MPR300 vermittelt
(Braulke & Bonifacino, 2009). Uber einen Zusammenhang zwischen dem intrazelluldren
Cholesterol-Gehalt und dem Trafficking des MPR300 liegen verschiedene
Publikationben vor. In einer aus CHO-Zellen generierten Zelllinie, die Lysosome-
Endosome X2 (LEX2) genannt wurde, kommt es zu einer Blockade von Multivesicular
Bodies (MVBs) in Endosomen, die positiv fiir das lysosomale Glykoprotein B, Cathepsin
D und den MPR300 sind (Miwako et al, 2001; Ohashi et al, 2000). Wurden die Zellen in
Kulturmedium mit Lipoprotein-defizientem Serum kultiviert, akkumulierte der MPR300
in den MVBs, wihrend Cholesterol im Medium zu einer Steady-State-Lokalisation des
MPR300 im TGN fiihrte. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Cholesterol essentiell
fiir den retrograden Transport des MPR300 von den Endosomen zum TGN ist (Miwako
et al, 2001). Eine weitere Studie zeigte hingegen, dass der hohe Cholesterol-Gehalt in
NPCl1-Fibroblasten die Retention des MPR300 in spiten Endosomen bewirkte
(Kobayashi et al, 1999). Umeda et al. zeigten dagegen, dass MPR300 sowohl in NPC1-
als auch in Kontrollfibroblasten hauptsachlich im TGN nachweisbar ist (Umeda et al,
2003). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Unterschiede in der zelluldren
Cholesterol-Konzentration moglicherweise zu einem veranderten Trafficking und einer

veranderten Steady-State-Lokalisation des MPR300 fiihren.
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5.2 Gestorte zellulare Homeostase in Site-1- und Site-2-Protease-

defizienten Zellen

Mittels elektronen- sowie immunfluoreszenzmikroskopischer Analysen von CHO-, Site-
1-Protease-defizienten SRD-12B- sowie Site-2-Protease-defizienten M19-Zellen, die mit
Zusatz von Cholesterol, Mevalonat und Oleat kultiviert wurden, konnten in den
supplementierten CHO-Zellen zahlreiche Lipid Droplets nachgewiesen werden (Abb.
4.24 A). Es ist bekannt, dass ein zelluldrer Uberschuss von Cholesterol und Fettséuren,
der durch die Supplementierung des Mediums induziert wird, zur Bildung von Lipid
Droplets fiihrt (Fujimoto & Ohsaki, 2006). Lipid Droplets sind Lipid-speichernde
Organellen, die von einer einschichtigen Phospholipid-Membran umgeben sind, in die
verschiedene Lipid Droplet-assoziierte Proteine integriert sind. Lipid Droplets sind
essentiell fiir den Energiestoffwechsel der Zelle und fiir die Synthese von Membranen.
Sie dienen auflerdem als Schutz der Zelle vor cytotoxischen Effekten freier Fettsduren
und somit als Schutz vor Lipotoxizitdt und einer méglichen Lipoapoptose (Beller et al,
2010). Des Weiteren ist beschrieben worden, dass Lipid Droplets bei der Degradation von
Proteinen, der ER-Stress-Antwort, bei der Glykosylierung von Proteinen und bei
Infektionen mit Pathogenen, wie dem Hepatitis-C-Virus eine Rolle spielen (Wilfling et
al, 2014). In den hier beschriebenen Untersuchungen an Site-2-Protease-defizienten
M19-Zellen, die auxotroph fiir Cholesterol sind, wurde verglichen mit CHO-Zellen die
doppelte Menge Lipid Droplets nachgewiesen (Abb. 4.24 A und B). Site-1-Protease-
defiziente SRD-12B-Zellen, die ebenfalls auxotroph fiir Cholesterol sind, wiesen dagegen
im Vergleich zu CHO-Zellen eine geringere Anzahl an Lipid Droplets auf (Abb. 4.24 A
und B). Dies spricht dafiir, dass die im Medium verfiigbaren Fettsduren und das
Cholesterol in SRD-12B-Zellen schneller genutzt werden als in M19-Zellen. Durch
Behandlung der CHO-, SRD-12B- sowie M19-Zellen mit Fettsdure-Albumin-Komplexen
(Listenberger & Brown, 2007), die als Positivkontrolle dienten, zeigte eine anschlieBende
Anfirbung von Lipid Droplets durch BODIPY® 493/503 und Perilipin 2, dass in allen
Zellen eine erhohte Akkumulation von Lipid Droplets nachweisbar war (Daten nicht
gezeigt). Eine gestorte Synthese von Lipid Droplets in den SRD-12B-Zellen ist dadurch
ausgeschlossen. Es ist daher eher wahrscheinlich, dass der Abbau der Lipid Droplets in
M19-Zellen gestort ist. Normalerweise werden in Lipid Droplets gespeicherte
Triacylglycerole (TAG) schrittweise abgebaut.
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Daran sind drei unterschiedliche, im Cytosol lokalisierte Lipasen beteiligt. Zunichst
entfernt die Adipose triglyceride lipase eine Fettsdure der TAGs. Das entstandene
Diacylglycerol (DAG) wird anschlieBend von der Hormon-sensitiven Lipase zu
Monoacylglycerol (MAG) hydrolysiert, das schlielich von der MAG-Lipase zu einer
freien Fettsdure und Glycerol umgesetzt wird (Thiam et al, 2013). AuBlerdem wird der
zelluldre Lipidmetabolismus durch Autophagie reguliert (Singh et al, 2009). Wichtige
Komponenten des Autophagie-Signalweges, wie z. B. LC3 sind mit Lipid Droplets
assoziiert und Lipid-Droplet-enthaltende Autophagosomen, fusionieren mit Lysosomen,
wobei die Lipid Droplets durch lysosomale Hydrolasen metabolisiert werden. Dieser
Mechanismus wird als Makrolipoautophagie bezeichnet. Des Weiteren gibt es Hinweise,
dass Lipid Droplets direkt mit Mitochondrien in Kontakt stehen und mit diesen
interagieren (Jagerstrom et al, 2009). Mitochondriale Dysfunktionen als Antwort auf
zelluldren oder apoptotischen Stress, der durch die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies wahrend der B-Oxidation von Fettsduren bzw. durch apoptotische
Signale ausgelost wird, kann die Bildung von Lipid Droplets induzieren (Boren &
Brindle, 2012; Lee et al, 2013). Eigene elektronenmikroskopische Aufnahmen von SRD-
12B- sowie M19-Zellen zeigten geschwollene Mitochondrien mit einer ungewdhnlichen
Morphologie, wie sie in CHO-Zellen nicht nachweisbar war (Abb. 4.25). Dies sind
Anzeichen flir degenerative Prozesse und eine gestorte zelluldre Energichomeostase in
Site-1- und Site-2-Protease-defizienten Zellen. Die zelluldre ER-Stress-Antwort und die
Cholesterol- und Fettsdurehomeostase sind eng miteinander verbunden. Dies zeigt auch
die Tatsache, dass die Site-1- und Site-2-Protease sowohl fiir die Spaltung der SREBPs
als auch verschiedener ER-Stress-Transducer, wie z. B. ATF6, verantwortlich sind
(Brown & Goldstein, 1997; Shen & Prywes, 2004; Stirling & O'Hare, 2006). Die
verdnderte Mitochondrienmorpholgie in SRD-12B- und M19-Zellen konnte sowohl
Ausdruck einer sekundir gestorten Cholesterol-Homeostase als auch der
Energichomeostase sein. Auch die gestorte ER-Stress-Antwort in SRD-12B- und M19-
Zellen (Ye et al, 2000b) konnte zu der veranderten mitochondrialen Struktur in diesen
Zellen fiihren, was durch die Beobachtung unterstiitzt wird, dass ER-Stress iiber eine
Storung der mitochondrialen Calcium-Homeostase zu einer mitochondrialen Dysfunktion

filhren kann (Leem & Koh, 2012).
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5.3 Rolle der Site-2-Protease fiir die proteolytische Prozessierung des

o/pB-Vorstufenproteins

Bei allen bisher bekannten Site-2-Protease-Substraten, wie den SREBPs 1a, 1c und 2,
ATF6, CREBH, LUMAN und OASIS handelt es sich um Typ-II-Membranproteine, bei
denen der N-Terminus im Cytosol und der C-Terminus im Lumen des Golgi-Apparates
lokalisiert sind (Rawson, 2013). Auch die a-Untereinheit der GIcNAc-1-
Phosphotransferase ist ein Typ-II-Membranprotein. Westernblot- und [**S]-Methionin-
Pulse-Chase-Experimente gaben jedoch keinen Hinweis darauf, dass die a-Untereinheit
weiter durch die Site-2-Protease proteolytisch prozessiert wird (Abb. 4.19 A und B).

Fiir die bisher beschriebenen Substrate der Site-2-Protease konnte keine gemeinsame
Konsensussequenz fiir die Spaltstelle identifiziert werden. Es wird jedoch diskutiert, dass
eine Helix-destabilisierende Asparagin-Prolinsequenz in der Transmembrandomine von
SREBP-2 sowie ATF6 eine Rolle fiir die Erkennung und die Spaltung durch die Site-2-
Protease spiclen konnte (Ye et al, 2000a; Ye et al, 2000b). Auch fiir andere
intramembrane-cleaving proteases (I-CliPs) wie die Signalpeptid-Peptidasen oder
Rhomboid-Proteasen sind dhnliche Helix-destabilisierende Motive nachgewiesen worden
(Lemberg & Martoglio, 2002; Rawson, 2013; Urban & Freeman, 2003). Die
Transmembrandomine der a-Untereinheit der GIcNAc-1-Phosphotransferase weist
jedoch keine Helix-destabilisierende Asparagin-Prolinsequenz auf. Ein weiteres
Kriterium fiir ein Site-2-Protease-Substrat ist die Linge der luminalen Doméne. Bei
SREBP-2 und ATF6 liegen zwischen der S1P- und S2P-Spaltstelle nur 39 bzw. 20
Aminosduren (Duncan et al, 1997; Duncan et al, 1998; Shen & Prywes, 2004).
Untersuchungen an einer ATF6-Mutante zeigten, dass die Linge der luminalen Doméne
maximal aus 75 Aminosauren bestehen darf, um als Site-2-Protease-Substrat zu dienen
(Shen & Prywes, 2004). Auch fiir die proteolytische Aktivitdt anderer I-CLiPs ist die
Linge der luminalen Substratdoméne limitiert, wie es am Beispiel der Presenilin-
vermittelten Spaltung von Notch gezeigt werden konnte, dessen luminale Doméne kleiner

als 50 Aminosduren sein musste (Struhl & Adachi, 2000).
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Es ist daher sehr unwahrscheinlich, dass die o-Untereinheit der GIcNAc-1-
Phosphotransferase, deren luminale Domédne aus 886 Aminosduren besteht, ein Substrat
der Site-2-Protease darstellt.

Alle der bisher identifizierten Substrate der Site-2-Protease weisen in ihrer N-terminalen
Doméne basische helix-loop-helix-Leucin-Zipper-Motive oder basische Leucin-Zipper-
Motive auf (Haze et al, 1999; Hua et al, 1993; Stirling & O'Hare, 2006; Yokoyama et al,
1993). Nach Freisetzung der N-terminalen Domidne und der anschlieBenden
Translokation in den Nucleus binden diese Motive als Transkriptionsfaktoren an die DNA
von Zielgenen und aktivieren diese. Der N-terminale, cytosolische Teil der o-
Untereinheit besitzt jedoch kein DNA-bindendes Motiv, das als Transkriptionsfaktor
fungieren konnte.

SchlieBlich zeigten UDP-[°’H]-GlcNAc-Aktivititsassays, dass die GlcNAc-1-
Phosphotransferase-Aktivitét in den S2P-defizienten M19-Zellen nicht gegeniiber CHO-
Zellen verdndert war (Abb. 4.20), was indirekt belegt, dass eine potentielle Site-2-
Protease vermittelte proteolytische Spaltung der a-Untereinheit fiir die Aktivitdt der
GlcNAc-1-Phosphotransferase keine Rolle spielt.

5.4 Lysosomale Dysfunktion und gestorte Rezeptor-vermittelte

Endozytose in Site-2-Protease-defizienten Zellen

Obwohl gezeigt werden konnte, dass das o/B-Vorstufenprotein der GIcNAc-1-
Phosphotransferase nach der Spaltung durch die Site-1-Protease nicht zusitzlich durch
die Site-2-Protease gespalten wird (Abb. 4. 19), war eine Fehlsortierung lysosomaler
Enzyme (Abb. 4.21) verbunden mit einer Akkumulation von fukosylierten N-Glykanen
(Abb. 4.22) und anderem Speichermaterial in den Lysosomen nachweisbar (Abb. 4.23).
Dies ldsst auf Dysfunktionen der Lysosomen in den S2P-defizienten M19-Zellen
schlielen.

Auflerdem ist der Endozytoseweg, auf dem extrazelluldre Liganden das Lysosom
erreichen, in S2P-defizienten Zellen gestort (Abb. 4.26, Abb. 4.28). Fiir die lysosomale
Arylsulfatase B ist die verdnderte Aufnahme auf die verdnderte Zahl an 300 kDa
Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (MPR300) zuriickzufiihren (Abb. 4.27 A und B).
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Dagegen ist die um 50 % verringerte Internalisierung von (Alexa-Fluor®)-Transferrin auf
eine um 60 % verminderte Menge des Transferrin-Rezeptorproteins zuriickzufiihren
(Abb. 28 A und B). Um zu untersuchen, ob die Expression des MPR300 und des
Transferrin-Rezeptors in den S2P-defizienten M19-Zellen auch auf mRNA-Ebene
verringert ist, sollen in weiterfiihrenden Experimenten quantitative Realtime-PCR-
Analysen durchgefiihrt werden. Wie die Abwesenheit der Site-2-Protease die Verteilung
bzw. Expression von endozytotischen Rezeptoren verdndert, ist zurzeit noch unklar. Die
fehlende proteolytische Aktivierung eines bisher nicht identifizierten Site-2-Protease-
Substrates konnte die Bindung (einzelner) lysosomaler Enzyme an MPR300 blockieren
und so die Sortierung der Enzyme im Golgi-Apparat beeintrachtigen, was zur
Hypersekretion und intrazelluldren Defizienz der lysosomalen Hydrolasen beitrdgt. Der
beobachtete Anstieg lysosomaler Enzyme im Medium Site-2-Protease-defizienter Zellen
konnte aber auch eine direkte Wirkung der verminderten MPR300-vermittelten
Endozytose von Liganden sein, die liber den sogenannten ,.Secretion-recapture®-
Mechansismus (Hickman & Neufeld, 1972) zu Lysosomen gelangen. Wenn es sich bei
den vermehrt sezernierten lysosomalen Enzymen um nicht-phosphorylierte Hydrolasen
handelt, konnten in den S2P-defizienten Zellen alternative, MO6P-unabhidngige
Transportwege zu Lysosomen gestort sein. So konnte in der eigenen Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass Subpopulationen nicht-phosphorylierter lysosomaler Enzyme, z. B.
Cathepsin B und Cathepsin D, sezerniert und anschliefend durch den LDL-Rezeptor und
LDL-receptor related protein 1 (LRP1) wieder internalisiert und zu Lysosomen
transportiert werden konnen (Markmann et al, eingereicht). Eine weitere Erklarung fiir
die lysosomale Dysfunktion und die gestorte Endozytose-Fahigkeit in Site-2-Protease-
defizienten Zellen kdnnte auch in der Existenz von MicroRNAs (miRNAs) liegen, die in
Genen von S2P-Substraten kodiert sind, und die Site-2-Protease stimulierten
Stoffwechselwege gegenreguliert. Die miRNAs sind RNAs aus ca. 22 Nucleotiden, die
durch die RNAse-III-Proteine Drosha und Dicer produziert werden. Eine miRNA kann
mRNAs binden und deren Translation inhibieren (Ha & Kim, 2014). So wurden zwei
miRNAs, miRNA-33a und -33b, identifiziert, die in Intron-Strukturen der SREBP-1- bzw.
SREBP-2-Gene lokalisiert sind.
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Wihrend der SREBP-vermittelten Aktivierung der Cholesterol- und Fettsduresynthese,
inhibieren miRNA-33a und -33b die Synthese des Cholesterol-Transporters ABCA1
(adenosin triphosphate-binding casset Al), um den zelluliren Cholesterol-Gehalt
zusitzlich zu steigern (Najafi-Shoushtari et al, 2010; Rayner et al, 2010). Es bleibt also
in fortlaufenden Arbeiten zu kliren, ob in S2P-defizienten Zellen Expressionsmuster
verdnderter miRNAs zu beobachten sind.

Fiir die Identifizierung neuer Substrate der Site-2-Protease wurden im Rahmen dieser
Arbeit verschiedene Expressionskonstrukte fiir die PDZ-Domine der Site-2-Protease
generiert (Daten nicht gezeigt). PDZ-Doménen sind ca. 80-100 Aminosduren umfassende
Proteindoménen, die Protein-Proteininteraktionen vermitteln (Lee & Zheng, 2010). Der
Name geht auf die ersten drei Proteine (PSD95, Dlg und Zo-1) zuriick, in denen eine
solche Doméne identifiziert wurde (Cho et al, 1992; Willott et al, 1993; Woods & Bryant,
1991). Eine klassische PDZ-Domine enthidlt sechs B-Faltblitter sowie zwei a-Helices
und bindet normalerweise C-terminale Sequenzen von Zielproteinen, bestehend aus 5-7
Aminoséduren. Es konnen jedoch auch interne Sequenzen von Zielproteinen von PDZ-
Doménen erkannt und gebunden werden (Ye & Zhang, 2013). Bei den meisten PDZ-
haltigen Proteinen, sind die PDZ-Doménen im Cytosol lokalisiert, wo sie hiufig als
Scaffolding-Doménen dienen, die Interaktionen innerhalb von Signalkomplexen
vermitteln (Ye & Zhang, 2013). Auch die humane Site-2-Protease sowie viele bakterielle
Site-2-Proteasen enthalten PDZ-Doménen. Die Funktionen der PDZ-Doménen in Site-2-
Proteasen sind jedoch weitgehend unbekannt. Kiirzlich wurde fiir die PDZ-Doméne der
M. tuberculosis Site-2-Protease Rip1 das interagierende Protein Pprl (PDZ-interacting
protease regulator 1) identifiziert, das wahrscheinlich eine Rolle fiir die Substratspezifitit
von Ripl spielt (Schneider et al, 2013). Die Autoren schlagen ein Modell vor, in dem
Pprl den Kontakt zwischen Ripl und einem Rip1-Substrat, dem anti-Sigma-Faktor M
(anti-SigM), vermittelt und die Spaltung von anti-SigM solange verhindert, bis es durch
die Site-1-Protease proteolytisch prozessiert wurde. Auch fiir die E. coli Site-2-Protease
RseP wurde ein Zusammenhang zwischen der Substratspezifitit der Protease und ihrer
Tandem-PDZ-Doméne nachgewiesen. Es wird vermutet, dass die beiden PDZ-Doménen
eine Taschen-dhnliche Struktur ausbilden, die als Groenausschluss-Filter dient, um die
bereits verkiirzte Form des Substrates RseA in das katalytische Zentrum von RseP zu

integrieren.
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Eine Deletion des PDZ-Tandems fiihrte zur Spaltung von RseA durch RseP ohne
vorherige Spaltung von RseA durch die Site-1-Protease DegS (Hizukuri et al, 2014). Da
die PDZ-Doméine der humanen Site-2-Protease, ebenso wie die C-Termini ihrer Substrate
im Lumen des Golgi-Apparates lokalisiert sind (Kinch et al, 2006; Rawson, 2013), ist es
sehr wahrscheinlich, dass die PDZ-Doméne der Site-2-Protease eine Rolle fiir die
Substraterkennung und moglicherweise auch fiir die Substratspezifitit spielt. Ein PDZ-
Tag-Fusionsprotein soll als Affinitdtsmatrix zur Identifizierung von Interaktionspartnern
bzw. Substraten der Site-2-Protease aus Golgi-angereicherten Fraktionen dienen.
Alternativ konnten durch CRISPR/Cas9-Editing generierte Site-2-Protease-defiziente
humane Zelllinien dazu dienen, auf der Basis von SILAC (stable isotope-labeling by
amino acids in cell culture) (Ong et al, 2002) akkumulierte, proteolytisch verdanderte Site-

2-Protease-Substrate iiber Massenspektroskopie zu identifizieren.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die GlcNAc-1-Phosphotransferase ist ein Schliisselenzym fiir die Biogenese von
Lysosomen. Sie katalysiert die Generierung von Mannose-6-Phosphat-Resten an
16slichen lysosomalen Enzymen, die Voraussetzung fiir deren Rezeptor-vermittelten
Transport zu den Lysosomen ist. Der Golgi-residente GlcNAc-1-Phosphotransferase-
Komplex ist aus drei verschiedenen Untereinheiten (o2f32y2) aufgebaut, deren a- und -
Untereinheiten als gemeinsames Typ-III-Transmembranprotein synthetisiert und im
Lumen des cis-Golgi-Apparates durch die Site-1-Protease proteolytisch aktiviert werden.
Sowohl der vererbbare Verlust der GIcNAc-1-Phosphotransferase-Aktivitét, der mit der
lysosomalen Speicherkrankheit Mucolipidose Typ II (MLII) assoziiert ist, als auch eine
Defizienz der Site-1-Protease resultieren in Fehlsortierung lysosomaler Enzyme,
verbunden mit lysosomalen Dysfunktionen und einer Akkumulation nicht abbaubarer

Makromolekiile in den Lysosomen.

e Unter Verwendung von Site-1-Protease-defizienten Zellen und einem
radioaktiven in-vitro-Aktivititsassay konnte in dieser Arbeit erstmalig direkt
gezeigt werden, dass die Proteolyse zwischen den Aminosduren K928 und D929
des o/B-Vorstufenproteins zu den reifen a- und B-Untereinheiten essentiell fiir
die Aktivitdt der GIcNAc-1-Phosphotransferase ist. Die alternative Spaltung einer
MLII-assoziierten, mutierten Form des o/B-Vorstufenproteins war enzymatisch

maktiv.

e Wihrend die am besten charakterisierten Substrate der Site-1-Protease, SREBP1
und SREBP2, in Abhéngigkeit vom Cholesterol-Gehalt der Zelle vom ER zum
Golgi-Apparat transportiert und proteolytisch aktiviert werden, erfolgen der
Transport und die proteolytische Aktivierung des o/p-Vorstufenproteins der
GlcNAc-1-Phosphotransferase Cholesterol-unabhiingig. Inhibitorstudien, [*°S]-
Methionin-Pulse-Chase-Experimente und Immunfluoreszenzanalysen zeigten
jedoch, dass der Transport zum Golgi-Apparat von der N-Glykosylierung, und die
proteolytische Aktivierung des o/p-Vorstufenproteins vom Calcium-Gehalt

abhéngen.

e Im Gegensatz zu anderen Substraten der Site-1-Protease erfolgt die Aktivierung

der GlcNAc-1-Phosphotransferase unabhidngig von der Site-2-Protease.
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Dennoch weisen Site-2-Protease-defiziente Zellen eine Fehlsortierung neu
synthetisierter ~ lysosomaler ~Enzyme, lysosomale Dysfunktionen und
Akkumulation von nicht-abbaubarem Speichermaterial in den Lysosomen auf.
Zusitzlich ist die Rezeptor-abhingige Endozytose verschiedener Liganden in
Site-2-Protease-defizienten Zellen stark verringert. Die erzielten Ergebnisse
lassen vermuten, dass bisher noch nicht identifizierte Substrate der Site-2-
Protease essentiell sowohl fiir die Biogenese und Funktion von Lysosomen als
auch fiir die Rezeptor-vermittelte Endozytose und den Transport von Liganden zu
Lysosomen sind. Die hier vorgestellte detaillierte Beschreibung des
morphologischen und biochemischen Phénotyps Site-2-Protease-defizienter
Zellen triagt zum besseren Verstédndnis des fein regulierten Cholesterolhaushaltes
und der zentralen Rolle von Lysosomen im Katabolismus von Makromolekiilen,

Autophagie und Endozytose/Phagozytose bei.
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