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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Lysosomale Speicherkrankheiten

Lysosomen sind 0,25-0,5 pm grof3e, membranumschlossene Zellorganellen, die mit zahlreichen
sauren Hydrolasen angefillt sind und dem Abbau zelleigener und zellfremder Makromolekile
dienen. Die lysosomalen Enzyme weisen ein saures pH-Optimum auf, das in den Lysosomen durch
Protonenpumpen (H*-ATPasen) aufrecht erhalten wird. Nach Hydrolyse von in die Lysosomen
aufgenommenen Makromolekiilen in ihre Grundbausteine, werden diese Uber spezifische Transpor-
ter entlang eines Konzentrationsgradienten in das Zytosol abgegeben.

Die physiologische Bedeutung der Lysosomen, ihrer Membranbausteine, Transporter und Enzyme
spiegelt sich in der Vielzahl der Stoffwechselerkrankungen wider, die durch Stérungen der
Biosynthese, Stabilitét oder des Transportes lysosomaler Hydrolasen bzw. des in das Zytosol
gerichteten Transportes zustande kommen. Da der Abbau von Makromolekilen sequentiell durch
verschiedene lysosomale Hydrolasen katalysiert wird, die fir die Konformation (z.B. a- oder 3-
glykosidisch), die beteiligten Grundbausteine (z.B. Mannose oder Fucose) und die umgebende
Sequenz (z.B. ..MKIVNG,; ..RAIYLL...; |Spdtstellen von lysosomalen Proteasen) der zu
spaltenden Verbindung spezifisch sind, blelben bel Ausfall eines Enzyms die nachfolgenden
Reaktionen aus, und es kommt zur Speicherung von nicht abgebautem Material. Deshalb werden
diese Erkrankungen unter der Bezeichnung lysosomale Speichererkrankungen zusammengefal3t
(Gieselmann, 1995).

Die Gruppe der lysosomalen Speichererkrankungen umfafdt mehr als 50 Krankheiten, die zur Zeit
nach betroffenem Abbauweg und Art der sich anhdufenden Substanzen in Mucopolysaccharidosen,
Glykogenosen, Lipidosen und neuronale Ceroidlipofuscinosen (NCL) unterteilt werden. Aufderdem
sind zwei weitere lysosomale Speichererkrankungen entdeckt worden, die auf Defekte lysosomaler
Proteasen zurtickzufiihren sind (NCL Typ 2, Sleat et a., 1997; Pycnodysostose, Gelb et a., 1996),
sowie eine Speichererkrankung, die auf einem Membrandefekt beruht (Danon disease, Tanaka et
a., 2000; Nishino et a. 2000), wohingegen Speichererkrankungen, die den Nucleinsaureabbau
betreffen, bisher nicht beschrieben worden sind.

Lysosomale Speichererkrankungen konnen theoretisch durch eine Vielzahl genetischer Defekte
zustande kommen, die @) das m-RNA-Processing, b) die katalytische Aktivitét des Enzyms, c) die
Aktivatorproteine, d) die Synthese bzw. den fruhzeitigen Abbau des Enzyms im ER, €) die
fehlende Ausbildung von Mannose-6-Phosphatresten (Phosphotransferasedefizienz: |-cell disease),
f) Defekte im Mannose-6-Phosphatrezeptor (bei der Maus letal), g) eine ungenigende
Azidifizierung im endosomalen Kompartiment und h) Defekte in Proteinen der veskuléren
Transportmaschinerie (z.B. Defekt der [-Untereinheit des Adapterprotein 3 Komplexes,
Hermansky-Pudlak-Syndrom (Dell Angelica, 1999)) betreffen. Die Defizienz fur die Arylsulfatase

A und zwel weitere lysosomale Enzyme, die u.a. in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden und



Einleitung

Erkrankungen aus der Gruppe der Lipidosen verursachen, soll im Folgenden beispielhaft dargestel It

werden.

1.1.1. B-Hexosaminidase-Defizienz

Diese Gruppe von Erkrankungen wird autosomal rezessiv vererbt und ist durch eine Speicherung
von Gy,-Gangliosiden aufgrund fehlender [3-Hexosaminidase-Aktivitét charakterisiert. 3-Hexosa-
minidase-Dimere treten je nach Zusammensetzung ihrer Untereinheiten in drei Isoenzymformen
auf (aa, af, BB), die ds B-Hexosaminidase S, A und B bezeichnet werden (Giesemann,1995).
Das Isoenzym A bedarf der Anwesenheit eines assoziierten Gy-Aktivator-Proteins, das eine
Interaktion des Substrates mit dem Enzym erst ermoglicht. Eine Speicherung von Gy~
Gangliosiden kann daher durch Mutationen in drei verschiedenen Genen zustande kommen: 1) im
Gen der a-Untereinheit (MG des Precusors: 67 kDa, reife Form: 54 kDa; Little et al., 1988), das
den klassischen Morbus Tay-Sachs oder die ,late-onset” Gy,-Gangliosidose verursacht; 2) im Gen
der B-Untereinheit (MG des Precursors: 63 kDa, reife Form: zwei nicht identische Ketten von 28
und 27 kDa), das den ,early- oder late-onset Morbus Sandhoff verursacht, und 3) am Gy.-
Aktivator Protein (MG des Precusors: 24 kDa, reife Form: 21-22,5 kDa, Sandhoff et d., 1995).

Die B-Hexosaminidase A (aB) hat die gréfte Substratspezifitdt und kann terminale N-
Acetylglucosamin- und N-Acetylgal aktosaminreste aus Glykopeptiden, Glykosaminoglykanen und
Glykolipiden freisetzen. Das Isoenzym B (BB) hat eine dhnliche Substratspezifitét mit der
Ausnahme, dal3 es keine Gy-Ganglioside hydrolysieren kann. Das Isoenzym S (oa), das
vorwiegend im Serum gefunden wird, hat eingeschrénkte katalytische Aktivitéten und wird schnell
abgebaut. Daher kann ein Aktivitdtsverlust des Isoenzyms A (Morbus Tay-Sachs) aufgrund einer
Mutation des Gens der a- oder B-Untereinheit bzw. des Gy,-Aktivator-Proteins nicht durch die
Isopenzyme B oder S ersetzt werden und es erfolgt eine Gy,-Gangliosid-Speicherung in den
Lysosomen, die zu einer Schadigung des Nervensystems fuhrt, da Glykolipide einen wichtigen
Bestandteil von Plasmamembranen darstellen und dort einem stetigen ,turn over* unterliegen.
Somit ist das Isoenzym A absolut essentiell fir neuronale Funktionen. Es gibt aber auch Varianten
mit einem Aktivitatsverlust der Isoenzyme A und B (Morbus Sandhoff), bei denen neben Gy.-
Gangliosiden zusétzlich wasserlédiches N-Acetylglucosamin und N-Acetylgalaktosamin gespei-
chert werden. Da aber die Folgen der Gy-Gangliosid-Speicherung im Gehirn denen der
Speicherung wasserl6dichen Materials in anderen Geweben Uberwiegen, ist der klinische Verlauf
ahnlich. Die Speicherung nicht abbaubarer Substrate erfolgt hauptséchlich in Neuronen, die
anschwellen und Meganeuriten ausbilden. Durch massive Akkumulation von Gy,-Gangliosiden
entstehen charakteristische Einschlisse, die as ,,membranous cytoplasmic bodies’ bezeichnet
werden (Gravel et al., 1995).

Auch synthetische Substrate kdnnen durch (B-Hexosaminidasen hydrolysiert werden. 4-Methyl-

Umbelliferyl-N-Acetyl-B-Glucosaminid (4MUG) ist ein sensitives fluorogenes Substrat, das bei der
2
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Diagnostik der Gy,-Gangliosidosen zur Anwendung kommt. Es wird sowohl durch das Isoenzym
A as auch B erkannt, wobel die Anwesenheit des Gy,-Aktivator-Proteins zu seiner Hydrolyse
nicht erforderlich ist. Eine &hnliche Verbindung, das 4-Methyl-Umbelliferyl-N-Acetyl-(3-
Glucosaminid-6-Sulfat (4AMUGS), wird dagegen ausschliefdlich durch die B-Hexosaminidase A
gespalten.

Dal3 auch Individuen, die zwar eine Hexosaminidase-Defizienz aufweisen, aber klinisch gesund
sind, durch die Messungen mit synthetischen Substraten erfaldt werden, stellt insbesondere bei der
pranatalen Diagnostik ein schwerwiegendes Problem dar. Solche Pseudodefizienzen sind auf einen
Defekt in der a-Untereinheit zurtickzufihren, der zwar zu einer mangelnden Hydrolyse von 4AMUG

und 4AMUGS, aber ausreichenden Spaltung von Gy-Gangliosiden fihrt.

1.1.1.1. Morbus Tay-Sachs

Der klassische Morbus Tay-Sachs (Hexosaminidase A-Defizienz, Chromosom 15) ist durch eine
schnelle, progrediente neurologische Degeneration gekennzeichnet und beginnt im Alter von 3-6
Monaten mit einer zunehmenden muskuldren Hypotonie und algemeinen Hyperirritabilitét
(Gieselmann, 1995). Es zeigt sich eine Stagnation in der Entwicklung bzw. der Verlust erlernter
Fahigkeiten. Bei allen Patienten findet sich ein kirschroter Makulafleck. Das Fortschreiten der
neurologischen Symptomatik fuhrt zu Krampfanfallen, Blindheit, Verlust aller intellektuellen und
kognitiven Fahigkeiten und zum Tod vor Erreichen des 4. Lebengjahres. Die juvenile Form tritt
spater auf und zeigt eine langsamere Progredienz. Die adulte Gy,-Gangliosidose ist die mildeste
Form dieser Erkrankung und beginnt in der 2. bis 3. Lebensdekade mit neurologischen und
psychiatrischen Symptomen. Bel einer chronischen Variante, die zwischen dem 2. und 5.
L ebeng ahr auftritt, erreichen die Patienten das Erwachsenenalter.

Der Morbus Tay-Sachs ist besonders bei Ashkenazi-Juden vorzufinden (Inzidenz: 1:3600; Chavany
et a., 1998; Carrier-Frequenz: 1:30), wobei 3 Mutationen im Gen der (3-Hexosaminidase a-
Untereinheiten fir 93 % aler mutanten Allele verantwortlich sind: 1) 4bp Insertion in Exon 11; 2)
Mutation der Spleif3erkennungsstelle in Intron 12; 3) Gly-296 > Ser Substitution in Exon 7.

1.1.1.2. Morbus Sandhoff

Die B-Untereinheit der 3-Hexosaminidase ist Teil zweler 1soenzyme, was bei einem Defekt einen
Verlust der Aktivitéat der Isoenzyme A (Chromosom 15) und B (Chromosom 5) zur Folge hat und
klinisch der Defizienz der a-Untereinheit dhnelt. Es handelt sich bei dem Morbus Sandhoff um
eine seltene Erkrankung, die aber in bestimmten Regionen wie Cordoba in Argentinien mit einer
erhohten Haufigkeit vorkommt. Der haufigste Defekt im B-Ketten Gen ist eine 16 kb Deletion, die
den Promotor und die Exons 1-5 betrifft. Homozygotie fir dieses Allel verursacht die schwere
spétinfantile Form der Erkrankung. Mildere Formen gehen mit Mutationen einher, die zu Rest-
enzymaktivitét fuhren.
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Das klinische Bild dhnelt dem des Morbus Tay-Sachs, wobei zusétzlich auch viszerale Organe
(besonders Herzmuskel) beteiligt sind (Gieselmann, 1995).

1.1.1.3. Gy »-Aktivator-Protein-Defekte

Viele Enzyme, die fir den Abbau von Sphingolipiden verantwortlich sind, bendtigen die
Anwesenheit der Sphingolipid Aktivator Proteine (SAPosine). Nur zwel Gene codieren fir die
bisher bekannten funf Saposine: Das erste ist auf Chromosom 5 lokalisiert und tragt die genetische
Information fir das Gy,-Aktivator-Protein und das zweite ist auf Chromosom 10 lokalisiert und
codiert fir die anderen vier Saposine (A, B, C und D), die aus eéinem gemeinsamen Precursor-
Polypeptid (Prosaposin, MG: 70 kDa) synthetisiert werden, aus dem durch proteolytische Spaltung
in den Lysosomen vier unabhangige aber strukturell dhnliche Proteine entstehen (Sandhoff et d,
1995).

Saposin B (Homodimer mit MG: 20-22 kDa) stimuliert die Hydrolyse von etwa 20 Glykolipiden
durch verschiedene Enzyme und solubilisiert Sulfatide, um eine Angreifbarkeit durch die
Arylsulfatase A zu erreichen. Mutationen des Saposin B verursachen verschiedene Krankheits-
bilder, die weitgehend der metachromatischen Leukodystrophie hnlich sind. Saposin C (Homo-
dimer mit MG: 20 kDa) ist essentiell fur den Abbau von Glucosylceramiden und fihrt bel einer
Defizienz zu einer juvenilen Variante des Morbus Gaucher mit einer Akkumulation von
Glucosylceramiden im retikuloendothelialen System (RES). Saposin A (MG: 10 kDa) aktiviert die
B-D-Glucosylcerebrosidase und 3-D-Galaktocerebrosidase und Saposin D (MG: 10 kDa) dient in
vitro als Sphingomyelinase-Aktivator, in vivo ist seine Funktion alerdings unklar. Eine isolierte
Defizienz der Saposine A und D ist zwar theoretisch mdglich, die genaue Funktion dieser
Aktivatoren bleibt aber weiterhin unklar und ein spezifisches Krankheitshild ist nicht bekannt.
Gwmo-Aktivator-Protein-Defekte sind selten und verursachen ein dem Morbus Tay-Sachs dhnliches
Krankheitshild. Die wasserlésliche B-Hexosaminidase A kann aufgrund sterischer Hinderung der
Membranoberfléache die membrangebundenen Gy,-Ganglioside nicht abbauen, sondern bendtigt
dazu das Gy -Aktivator-Protein. Dieses hebt die Ganglioside aus der Membranoberflache und
présentiert sie dem Enzym als wasserl 6slichen Gy,-Gu.-Aktivator-K omplex.

Zur Diagnostik dieser Enzymdefekte erfolgt eine Bestimmung des Gy.-Aktivator-Proteins in
Geweben, Fibroblastenkulturen oder Korperflissigkeiten mittels ELISA in Kombination mit einer

Aktivitatsbestimmung der 3-Hexosaminidase A.
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1.1.2. Arylsulfatase A-Defizienz

Die Defizienz der Arylsultatase A (MG des Precursors. 62 kDa, reife Form: 54-57 kDa,
Giesdmann et al., 1990) bzw. des Arylsulfatase A Aktivator-Proteins (Saposin B, s.1.1.1.3.) fiihrt
zur autosomal rezessiv vererbten metachromatischen Leukodystrophie (MLD; Inzidenz 1:40.000,
Polten et al.,1991), die durch Akkumulation von Cerebrosid-3-Sulfat in den Myelinscheiden des
zentralen und peripheren Nervensystems gekennzeichnet ist (Gieselmann, 1995). Die Sulfatid-
Speicherung fuhrt zu einer progressiven Demyelinisierung und dem Verlust von weil3er Substanz.
Klinisch zeigen sich neurologische Symptome, wie Schwéche, Ataxie, progressive spastische
Tetraparese, Optikusatrophie und Demenz. Bei der milderen , late-onset* Form Uberwiegen initia
psychiatrische Symptome. Aufgrund des Manifestationalters lassen sich vier Formen unter-
scheiden: eine kongenitale, eine spétinfantile (Typ Greenfield; 1-2 J.), eine juvenile (Typ Scholz; 3-
16 J.) und eine adulte Form (Typ Austin; >16 J.). Die spétinfantile ist die haufigste Form (60 %
dler Félle) und fuhrt innerhalb weniger Jahre zum Tode, wohingegen die juvenile und adulte Form
einen protrahierten Verlauf aufweisen. Es gibt zwei mutante Allele, die bel kaukasischen Patienten
haufig sind und dort je 25 % der mutanten Allele ausmachen. Dabel hat eines der Allele eine
Mutation der Spleif3erkennungsstelle an der Exon/Intron 2 Grenze und verursacht einen kompl etten
Verlust der Arylsulfatase A mRNA. Die andere Mutation bedingt eine Pro-426> Leu Substitution,
die eine normale Synthese von katal ytisch aktivem Enzym ermdglicht, das aber hochgradig instabil
ist. Eine Homozygotie fur die Mutation der Spleilferkennungsstelle fihrt zur schweren
spétinfantilen Form dieser Erkrankung, wahrend die Heterozygotie fir beide Mutationen zu
milderen Symptomen und Ausbildung der juvenilen Form fihrt. Eine Homozygotie fir das Pro-
426> Leu Allel, das mit einer niedrigen Restenzymaktivitét einhergeht, wird meist bei der milden
adulten Form vorgefunden.

Wahrend die meisten charakterisierten Allele bisher nur bei einem oder wenigen Patienten
nachgewiesen werden konnten, fand sich bei Australiern und Libanesen eine Haufung des Thr-
274> Met Alléls.

1.1.3. B-Galaktosidase-Defizienz

Die B-Gaaktosidase (MG des Precursors: 85 kDa, reife Form: 64 kDa) hydrolysiert 3-glykosidisch
gebundene terminale Galaktosereste verschiedener Substrate. Somit kann ihre Defizienz zu einer
Vielzahl klinischer Phanotypen fihren, die auf die Speicherung der entsprechenden Substrate

zurtckzufthren ist.

1.1.3.1. Gy;-Gangliosidose
Die autosomal rezessiv vererbte Gy ;-Gangliosidose ist eine der Erkrankungen, die als Folge einer

B-Galaktosidase-Defizienz auftreten kann und zeigt klinisch eine neurologische Symptomatik, die

auf die Speicherung von Gy-Gangliosiden in Neuronen zuriickzufhren ist und als schwere rasch

5
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fortschreitende infantile Form auftreten kann, die bereitsin den ersten Lebenswochen beginnt. Das
klinische Bild ist durch neurologische Symptome, Skelettdeformitdten und Gesichtsdysmorphien
gepragt, auRerdem bestehen Hepatosplenomegalie und Odeme. Die Patienten versterben im 2.
Lebengahr. Die adulte Form zeigt einen milden, verlangsamten Verlauf mit neurologischen
Symptomen wie Dysarthrie, Ataxie und verhdltnisméldig geringer Skelettbeteiligung. Auch
Zwischenformen kommen vor. Bisher wurde eine Vielzahl von Mutationen gefunden von denen

keine mit besonderer Haufigkeit auftrat.

1.1.3.2. MorbusMorquio B

Eine weitere Erkrankung, die als Folge einer (3-Galaktosidase-Defizienz auftreten kann, ist der
Morbus Morquio B. Er gehdrt in die Gruppe der Mukopolysaccharidosen und fihrt zu einer
Speicherung von Keratansulfat mit der Folge von Hepatosplenomegalie und schweren Knochen-
deformitéten. Da der Gy;-Gangliosid-Stoffwechsel bei dieser Erkrankung nicht betroffen ist,
weisen die Patienten keine neurologische Beteiligung auf. Die Klinik wird durch die progressive
Skelettdysplasie mit Minderwuchs bestimmt.

1.1.3.3. Defizienz des protektiven Proteins

Diese Erkrankung, die als Galaktosialidose bezeichnet wird, ist durch die kombinierte Defizienz
der 3-D-Galaktosidase und N-Acetyl-a-Neuraminidase aufgrund der Defizienz eines protektiven
Proteins (MG: 85 kDa, Zhou et a.,1991) charakterisiert, das mit diesen beiden Enzymen einen
hochmolekularen Komplex (>600 kDa, Gieselmann, 1995) bildet. Diese Komplex-Formation
bewirkt eine Stabiliserung der [-D-Galaktosidase und eine Aktivierung der Neuraminidase.
Wahrend die Neuraminidase a-glykosidisch gebundene Neuraminsduren hydrolysiert, werden
durch die -Galaktosidase [3-gykosidisch gebundene terminale Galaktosereste abgespalten. Somit
finden sich in den Nervengeweben dieser Patienten eine Vielzahl von Lipiden, die Neuraminsdure
und Galaktose im Speicherungsmaterial enthalten.

Klinisch zeigen Patienten mit der infantilen Form dieser Erkrankung eine verschiedengradige
Beteiligung des Nervensystems, Viszeromegalie, Odeme, Aszites und Skelettdeformitdten. Die
Phéanotypen variieren zwischen schweren Formen (Geburt) und spétinfantilen, juvenilen und
adulten Formen. Bei den ,late onset® Formen weisen die Patienten neben einer langsamen
Progredienz neurologischer Symptome, Dysmorphien und Skelettdysplasien auf und kénnen das
Erwachsenenalter erreichen. Die meisten bisher beschriebenen Féle sind in Japan aufgetreten,
wobel es sich zumeist um die,late-onset” Formen handelte.

Das protektive Protein hat Serinesterase-, Deamidase- und Carboxypeptidaseaktivitdt mit
verschiedenen pH-Optima (Itoh et al., 1993). Die Deamidase-Aktivitét ist bei neutralem pH-Wert
optimal und die Carboxypeptidase-Aktivitét bei saurem pH-Wert. Aullerdem wurde festgestellt,
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da3 das protektive Protein hdchstwahrscheinlich mit dem lysosomalen Enzym Cathepsin A
identisch ist (Jackmann et al., 1990).

1.2. Therapiemdglichkeiten

1.2.1. Enzymersatztherapie

Die Subgtitution des fehlenden Enzyms ist das Prinzip der Enzymersatztherapie. Fir eine adaquate
Therapie lysosomaler Speichererkrankungen ist es notwendig, 1) da signifikante Mengen
katalytisch aktiven Enzyms das Zielorgan erreichen, und 2) dal3 eine Entspeicherung der
betroffenen Zellen durch Aufnahme der lysosomalen Enzyme aus dem umgebenden Medium mit
nachfolgendem Transport in die Lysosomen stattfindet.

Die erste lysosomale Speichererkrankung, fir die eine Enzymersatztherapie moglich war, ist der
Morbus Gaucher Typ | (nicht neuronopathische Form). Bel dieser Erkrankung ist die
Lipidspeicherung auf die Makrophagen beschrénkt, die Mannose-Rezeptoren exprimieren und
dartiber Polypeptide mit terminalen Mannose-Resten endozytieren und zu den Lysosomen
transportieren konnen (Gieselmann, 1995). Das defiziente Enzym, die [3-D-Glucocerebrosidase,
kann enzymatisch modifiziert werden, so dal3 sich die Anzahl der terminale Mannose-Reste an den
Oligosaccharidseitenketten erhoht. Das so modifizierte Enzym (aufgereinigt aus humaner Plazenta)
erreicht die Makrophagen 40-70 x mehr as die unmodifizierte Variante. Die Enzymersatztherapie
fuhrt zu einer deutlichen Besserung des Allgemeinzustandes, zu einem Anstieg des Hb-Gehaltes
und der Zahl der Thrombozyten. Nach einer Therapiedauer von 6-12 Monaten ist eine deutliche
Ruckbildung der Hepatosplenomegalie feststellbar. Die Skelettveranderungen schreiten nicht
weiter voran und bilden sich zum Teil sogar zurlick (Barton, 1991; Beck,1994; Holderer, 1994).
Wegen der mangelnden Durchl@ssigkeit der Blut-Hirn-Schranke wird die Enzymersatztherapie z.Z.
vorwiegend zur Behandlung von Speichererkrankungen ohne neurol ogische Beteiligung eingesetzt.
Neben der Enzymersatztherapie beim Morbus Gaucher befindet sich die Behandlung von Morbus
Pompe- (GlykogenoseTyp I1) und Morbus Fabry-Patienten (Lipidose) mit a-Glucosidase bzw. a-
Galaktosidase zur Zeit in der klinischen Erprobung (von der Ploeg et a., 1999; Desnick et a.,
1999). Ein weiteres Problem der Enzymersatztherapie stellt die Tatsache dar, daf? die Enzyme nach
intraventser Applikation von der Leber aufgenommen und abgebaut werden.

Zur Uberwindung der oben genannten Schwierigkeiten kommen folgende Moglichkeiten in
Betracht: 1) kovalente Bindung des Enzyms an ein Tragermolekul, das den proteolytischen Abbau
des Enzyms verhindert, ohne seine Enzymaktivitét zu beeinflussen und zu einer vermehrten
neuronalen Aufnahme fihrt, 2) intrathekale Applikation oder 3) Durchlassigkeitssteigerung der
Blut-Hirn-Schranke, um eine vermehrte Penetration des Enzyms zu erreichen. Die verschiedenen

Ansdtze werden bereitsim Tiermodell erprobt.
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1.2.2. Substratdeprivation

Bei dieser Methode wird bel Speichererkrankungen, die den Glykolipidstoffwechsel betreffen, ein
spezifischer Inhibitor der Glykolipid-Biosynthese eingesetzt, um eine Reduktion neusynthetisierten
Substrats zu erreichen. Vorausgesetzt, dal? eine Enzymrestaktivitdt vorhanden ist, kénnen somit die
neusynthetisierten Substrate vollstandig abgebaut werden (Chavany & Jendoubi, 1998).

Platt et a. (1997) erprobten die Wirkung von Glykolipid-Biosynthese Inhibitoren durch orae
Zufuhr von N-Butyldeoxynojirimycin an Hexosaminidase A k.0.- Mausen, was zu einer Reduktion
der Glykolipidspeicherung in vielen Organen flhrte. Gleichzeitig wurde eine Substratakkumulation
im Gehirn verhindert und die Anzahl der speichernden Neurone ebenso wie die Menge an
gespeichertem Materia pro Einzelzelle reduziert. Klinische Versuche an Menschen stehen noch

aus.

1.2.3. Knochenmarktransplantation

Das Prinzip der Knochenmarktransplantation (KMT) basiert auf einer Subgtitution mit Zellen,
durch die Enzyme aus hamatopoetischen Zellen eines Spenders auf die defizienten Zellen eines
Empfangers tbertragen werden kdnnen (Chavany & Jendoubi, 1998). Die KMT scheint besonders
fur lysosomale Speichererkrankungen geeignet zu sein, bei denen die Substratakkumulation
vorwiegend auf die inneren Organe beschrankt ist, wie z.B. Morbus Gaucher Typ | (Kaye, 1995),
daes zu einer Entspeicherung mit z.B. Abnahme der Hepatosplenomegalie kommt.

Zur Behandlung von lysosomalen Speichererkrankungen mit neurologischer Beteiligung wird der
Nutzen der KMT aber weiterhin kontrovers diskutiert, weil zirkulierende Enzyme die Blut-Hirn-
Schranke nicht passieren konnen. Da jedoch Makrophagen aus Knochenmarktransplantationen in
der Lage sind die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden und sich als Teil der perivaskuldren
Mikroglia anzusiedeln, kénnten sie somit einen geeigneten Vektor fir den Enzymtransport ins
Gehirn darstellen.

Im Tiermodell fur die lysosomale Speichererkrankung Mannosidose konnte ein durch KMT
bedingter Rickgang neurologischer Symptome und z.T. auch eine Reduktion der Nerven-
schadigungen gezeigt werden (Giesdmann, 1995; Kaye, 1995). So wurde bei Katzen mit
Mannosidose hach KMT eine beachtliche Mannosidase-Aktivitét im ZNS nachgewiesen. Wahrend
nicht-transplantierte Kontrolltiere nach 6 Monaten verstarben, wiesen die KM T-behandelten Tiere
flr einen Zeitraum bis zu 6 Jahren kaum neurologische Symptome auf. Histologisch zeigte sich,
dal3 es sowohl zu keiner weiteren Akkumulation von Speichermaterial a's auch zur Verminderung
bereits gespeicherter Substrate in Neuronen kam.

Dagegen zeigte sich, dal? KMT’s bei Menschen und Tieren mit Gy;-Gangliosidose, sowie bei
Maéusen mit Galactocerebrosidase-Defizienz keine effektive Behandlung darstellten (Kaye, 1995).

Auch bei Fucosidose-Hunden fand sich eine Besserung der neurologischen Symptomatik nach
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KMT, wobei erhdhte Enzymaktivitéten im Gehirn erst 6 Monate nach der KMT nachwei sbar
waren, was auf eine langsame Infiltration des Gehirns zurtickgeftihrt wird (Gieselmann, 1995).
Worauf die Unterschiede in der Effektivitdt der KMT bei Erkrankungen mit Beteiligung des
Nervensystems zuriickzuftihren sind, ist unklar.

Auch beim Menschen wurde die KMT zur Behandlung verschiedener lysosomaler Speicher-
erkrankungen mit neurologischer Beteiligung durchgefihrt. So zeigte sich bei Patienten mit
metachromatischer Leukodystrophie keine eindeutige klinische Besserung bzw. ein langsames
Fortschreiten der Erkrankung (Kapaun et al., 1998). Bei Patienten mit MPS | zeigte sich eine
Ruckbildung viszeraler Merkmale (Hepatomegalie, Gesichtsdysmorphien, Obstruktion der oberen
Luftwege), die typischen Knochenveréanderungen wiesen aber eine deutliche V erschlechterung auf
(Guffon et a. 1998). Auch scheint eine frihzeitige KMT mit einer Verlangsamung des
intellektuellen Abbaus einherzugehen. Beim subakutem neuronopathischem Typ des Morbus
Gaucher wurde sogar ein Stillstand der progressiven neurologischen Verschlechterung nach KMT
beobachtet (Tsai et al., 1992). Der Zeitpunkt der KMT scheint von immenser Bedeutung zu sein
und es wird vermutet, dal? eine KMT vor Auftreten neurologischer Symptome den Erkrankungs-
verlauf eher beeinflussen konnte (Krivit et a., 1990). Obwohl in einigen Falen der Krankheits-
verlauf nach KMT mit ebenfalls betroffenen, aber nicht transplantierten Geschwistern verglichen
werden konnte, kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 die Effekte auf intrafamiliére Phanotyp-
variationen und nicht auf die KMT zurickzufihren sind. Weiterhin betragt die 5-Jahres-
Uberlebensrate nach KMT bei Patienten mit Hurler-Syndrom 64% und macht eine sorgfaltige
Nutzen-/Risikoabwagung erforderlich (Peters et a., 1998).

1.2.4. Gentherapie mittelsretroviraler Vektoren

Der geringe Erfolg der KM T s hat zu einer Suche nach gentherapeutischen Ldsungsmaoglichkeiten
gefuhrt. Hierzu sind retrovirale Vektoren, wie z.B. des murinen Leukdmie-Virus, besonders
geeignet, weil die rekombinanten retroviralen Vektoren eine stabile Integration der therapeutischen
Gene in die Wirtszel|-DNA und damit eine langanhaltende Expression der transferrierten Gene
ermdglichen, ohne eine Immunantwort zu verursachen (Chavany & Jendoubi, 1998).

Eine Kombination von Gentransfer in hamatopoetische Stammzellen und nachfolgende autologe
KMT stellt somit eine neue Moglichkeit zur Behandlung lysosomaler Speichererkrankungen dar.
Autologe KMT’s mit retroviral modifizierten Zellen wurden an [3-D-Glucuronidase-defizienten
Méusen (Mucopolysaccharidose Typ VII) durchgefihrt, die durch Insertion des rekombinanten
Retrovirus verschiedene Mengen an Enzym exprimierten. Verglichen mit gesunden Tieren fanden
sich 2, 6 und 26 % der (3-Glucuronidase in Leber, Milz bzw. Knochenmark der transplantierten
Méuse. Es bestand eine Korrelation zwischen der Menge an exprimierter B-Glucuronidase der

einzelnen Tiere und einer Reduktion von Speichermaterial mit abnehmender Speicherung von
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Glykosaminoglykanen bei ansteigenden Enzymmengen. Eine Korrektur von Skelett- oder
Nervenschadigungen konnte allerdings nicht nachgewiesen werden (Wolfe et al., 1992).

Bei einem anderen Vergleichsansatz wurde in Glucuronidase-defiziente Fibroblasten retrovira die
CcDNA der (3-D-Glucuronidase tbertragen und die Fibroblasten (eingebettet in ein Kollagengel) in
die Peritonealhthle der mutanten Tiere replantiert. Die danach nachweisbare Enzymaktivitét in
Milz, Leber, Lunge und anderen Organen lag zwischen 0,5 und 6 % gegeniiber gesunden
Artgenossen, wobei besonders Leber und Milz einen drastischen Riickgang des Speichermaterias
zeigten. Keine Verbesserung zeigte sich dagegen an Knochen und Gehirn. In einem weiteren
Ansatz wurden die B-Glucuronidase Uberexprimierenden Fibroblasten direkt ins Gehirn der
mutanten Mause injiziert und fuhrten zu einer Reduktion von Speichersubstanzen, die sich
alerdings auf die unmittelbare Nahe des Injektionsortes beschrankte. Auflerdem ging die
Transgenexpression mit der Zeit verloren (Taylor & Wolfe, 1997; Sly & Vogler, 1997). Zur
Therapie lysosomaler Speichererkrankungen mit primérer Beteiligung des ZNS sind offensichtlich
spezifische Systeme erforderlich, die einen direkten Gentransfer ins ZNS ermoglichen.

1.2.5. Spezifischer Gentransfer insZNS

Eine Moglichkeit die Blut-Hirn-Schranke zu umgehen konnte einerseits durch virale Vektoren, die
direkt neuronae Zellen zum Ziel haben wie z.B. Herpes simplex Viren (HSV) und Adenoviren
(AV) ereicht werden oder durch cerebrale Implantation genetisch modifizierter Zellen, die die
therapeutischen Gene Uberexprimieren (Chavany & Jendoubi, 1998).

AV und HSV ermdglichen eine transiente Genexpression in der Wirtszelle ohne ins Genom
integriert zu werden und haben besonders nicht proliferierende Zellen, wie Neurone, zum Ziel. So
wurde ein [3-Glucuronidase exprimierendes, rekombinantes Herpesvirus in die Cornea von MPS 11
Méausen eingepflanzt und fuhrte nach vier Monaten zur Enzymexpression im Bereich der
trigeminalen Ganglien und des Hirnstammes. Dies zeigt, dal3 der Vektor die Fahigkeit besald sich
transsynapstisch im Nervensystem auszubreiten (Chavany & Jendoubi, 1998).

Trotzdem konnte bisher mit keiner Methode eine Korrektur der Nervenl&sionen des ZNS bel
lysosomalen Speichererkrankungen erreicht werden. Aul¥erdem ist die Anwendung von HSV und
AV nur eingeschrankt mdglich, da nur eine begrenzte und vortbergehende Expression der
Transgene am Infektionsort moglich ist und Immunreaktionen gegen virale Proteine auslOst
werden.

Ein neues Vektorsystem stammt vom ,human immune deficiency virus® (HIV), das bereits as
Vektor fur B-Galaktosidase an adulten Ratten getestet wurde. Hierzu wurde rekombinanter HIV -
Vektor intrazerebral injiziert, was zu einer Expression des Transgens fur drei Monate ohne
Entstehen einer Immunantwort flhrte. Fir lysosomale Speichererkrankungen mit ZNS-Beteiligung

ist dies aber bisher nicht erprobt worden.
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Als eine Alternative zur Korrektur lysosomaler Speicherungen im ZNS wird die Implantation
genetisch modifizierter Zellen mittels viraler Vektoren angesehen. Hierbel werden enzymdefiziente
Fibroblasten mit z.B. rekombinanten Adenoviren infiziert, die die cDNA des defizienten Enzyms
enthalten und intrathekal oder per intracerebraler Injektion implantiert. Ein Erfolg konnte in
verschiedenen Tiermodellen verzeichnet werden, der aber lokal beschrénkt ist (Akli et a., 1996).
Um Speichererkrankungen mit bevorzugter Beteiligung des ZNS zu behandeln stellen neuronale
Zellen z.Z. das geeigneteste Spendermaterial dar, wobei bevorzugt primére fetae Neurone
verwendet werden. Dazu miissen folgende Faktoren in Betracht gezogen werden: 1) Es besteht eine
eingeschrankte Verflgbarkeit passenden gesunden Materias, 2) die Transplantattiberlebensrate ist
uneinheitlich, 3) es bestehen Schwierigkeiten die Zellen genetisch zu manipulieren, 4) es besteht
eine eingeschrankte und lokal begrenzte Integration der Spenderzellen in das Empfangergehirn.
Somit ist nicht anzunehmen, da diese Therapieform die ausgedehnten ZNS-Schadigungen von
lysosomal en Speichererkrankungen korrigieren konnte.

Ein neuer Ansatz zur Therapie besteht im direkten Transport eines Genproduktes zum ZNS durch
Transplantation neuronaler Vorlauferzellen, die ins ZNS integriert werden kénnen. Multipotente
neuronale Vorlauferzellen kénnen sich in Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten diffe-
renzieren. Nach Migration und Integration ins ZNS ist somit ein weitgehender Enzymersatz
maglich.

Die meisten Experimente dieser Art wurden an neugeborenen Mé&usen oder Mausefeten
durchgefiihrt, aber @hnliche Verfahren scheinen auch an adulten Tieren méglich zu sein, denen man
die neuronalen Vorléuferzellen ins Ventrikelsystem injizierte. Der Vortell der Transplantation
neuronaler Vorlauferzellen gegenuber Fibroblasten besteht in der Integration ins ZNS, die eine
langanhaltende Enzymexpression mdglich erscheinen |& und somit auch zur Therapie fir
lysosomale Speichererkrankungen mit ZNS-Beteiligung geeignet wére. Ob auch die Enzym-
defizienz anderer Organe korrigiert wird ist bisher unklar (Chavany & Jendoubi, 1998).

11
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1.3. Transport [6dlicher lysosomaler Enzyme

Losliche lysosomale Enzyme werden in Form hdhermolekularer Vorstufen an den Ribosomen
synthetisert und mittels N-terminaler Signalsequenzen in das Lumen des rauhen endo-
plasmatischen Retikulums (ER) transloziert. Nach Abspaltung des Signapeptids werden die
Polypeptidketten mit Zuckerseitenketten versehen, die durch N-glykosidische Bindung mit
Asparaginseitengruppen (Konsensussequenz: N X T/S, wobei X jede andere Aminosdure aul3er P
oder D sein kann) verknipft sind und aus drei Glucose, neun Mannose- und zwei N-
Acetylglucosaminresten bestehen. Nach sequentieller Abspaltung der drei terminalen Glucose-
Reste und eines Mannose-Restes gelangen die lysosomalen Enzyme Uber vesikuléren Transport
zum Golgi-Apparat, wo eine weitere Prozessierung der Zuckerseitenketten vom mannosereichen
zum komplexen Typ stattfindet (Braulke, 1996).

Wahrend der Passage durch den Golgi-Apparat werden einige Mannose-Reste in Cq-Stellung durch
das Enzym N-Acetyl-Glucosamin-1-Phosphotransferase zu Mannose-6-Phosphat (M6P) phospho-
ryliert. Die Phosphotransferase Ubertragt einen N-A cetylglucosamin-1-phosphatrest von UDP-N-
Acetylglucosamin auf die C-6 Hydroxylgruppe ausgewahlter Mannose-Reste in mannosereichen
Oligosacchariden. Anschlief3end werden die N-Acetylglucosaminreste aus der Phosphodiester-
bindung durch eine N-Acetylglucosaminidase abgespaten, wobel Mannose-6-Phosphat-Reste
entstehen. Ein lysosomales Enzym wird zumeist an mehr als einem Oligosaccharid phosphoryliert
und ein Oligosaccharid kann bis zu zwel Phosphatgruppen tragen.

Die M6P-Reste ermoglichen die Bindung an M 6P-spezifische Rezeptoren (MPR’s) im trans-Gol gi-
Netzwerk (TGN). Es gibt zwei Typen von MPR’s, die aufgrund ihrer molaren Masse von 46 kDa
und 300 kDa als MPR 46 und MPR 300 bezeichnet werden. Das V orhandensein beider Rezeptoren
in jeder Zelle ist fur einen effizienten Transport lysosomaler Enzymvorstufen zu den Lysosomen
notwendig.

Im TGN erfolgt eine Konzentrierung der Rezeptor-Ligand-Komplexe in Membranabschnitte, von
denen sich anschlief?end clathrinbeschichtete Vesikel abschniiren. An diesem Vorgang sind
zytosolische Faktoren (z.B. Adapterkomplex) und Signalstrukturen innerhalb der zytoplasma-
tischen Doméanen der MPR’s beteiligt. Nach Verlust der Clathrinhlle fusionieren die Vesikel mit
den Endosomen, die in frihe, intermedidre und spate Endosomen unterteilt werden. Durch den
niedrigen pH-Wert in den Endosomen (pH 6,8-5,6) kommt es zu einer Dissoziation der Rezeptor-
Ligand-Komplexe. Die lysosomalen Hydrolasen werden luminal sortiert und gelangen Uber noch
weitgehend unklare Transportschritte in die Lysosomen. Wahrend des Transportes werden die
meisten Precursorformen lysosomaler Enzyme einer proteolytischen Prozessierung unterworfen,
wobei die Oligosaccharide auch in unterschiedlichem Mal3e dephosphoryliert werden kdnnen
(Sloane et al., 1994; Braulke, 1996).

12
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Die MPR’s kehren zum Golgi-Apparat zurlick und stehen fir eine erneute Transportrunde zur
Verfigung. Ca. 5-20 % der neusynthetisierten lysosomalen Enzyme entgehen im TGN der Bindung
an die MPR’s und werden sezerniert.

Die MPR’s sind zu 40-60 % in endosomalen Membranen und zu 20-40 % im TGN lokalisiert,
wahrend in den Lysosomen keine MPR’s nachgewiesen werden konnten. Etwa 10-20 % der MPR's
befinden sich an der Plasmamembran, die fehlsortierte, neusynthetisierte M6P-haltige Vorstufen
oder sezernierte lysosomale Enzyme durch rezeptorvermittelte Endozytose in die Zelle aufnehmen
und zu den Lysosomen transportieren kénnen. Die Endozytose der Plasmamembranrezeptoren
kann unabhéngig von einer Ligandenbindung konstitutiv Uber clathrinumhillte Vesikel erfolgen.
Die Aufnahme M6P-haltiger Liganden an der Zelloberflache erfolgt aber nur tber den MPR 300,
wahrend der MPR 46 zwar Uber die Zelloberflache zirkuliert, aber aufgrund seines pH-Optimums
zur Bindung von Liganden und méglicherweise aufgrund seines Oligomerisierungsgrades nicht an
der Endozytose lysosomaler Enzyme beteiligt ist (Kornfeld, 1992; Hille, 1995; Braulke, 1996).
Untersuchungen an MPR 46 Uberexprimierenden Zellen lassen vermuten, dal3 der MPR 46
moglicherweise fur die Sekretion von lysosomalen Enzymen aus den endosomalen
Kompartimenten heraus verantwortlich ist. Studien an Zellen von Patienten mit Phospho-
transferasedefizienz (I-cell disease/MLP I1) oder an MPR 46/MPR 300-defizienten M&usen haben
gezeigt, dal? 16diche lysosomale Enzyme potentiell auch tber MPR-unabhéngigen Transport zu
den Lysosomen gelangen konnen (Kornfeld & Sly, 1995; Dittmer et a., 1999).

Der Transport lysosomaler Enzyme kann in vitro durch verschiedene Agenzien gestort werden. In
Anwesenheit schwacher Basen, wie NH,4Cl, Primaguin und Chloroquin, sowie lonophoren wie
Monensin kommt es zu einem Anstieg des pH-Werts in intrazellul&ren, sauren Kompartimenten,
wodurch eine Dissoziation von lysosomalen Enzymvorstufen und MPR’s verhindert wird. Da die
MPR’s mal3geblich fur den Transport lysosomaler Enzyme von Bedeutung sind, kommt es dadurch
Zu einer verminderten proteol ytischen Reifung neusynthetisierter lysosomaler Enzyme, Stimulation
der Sekretion lysosomaler Enzymvorstufen und Inhibition der rezeptorvermittelten Endozytose
(Braulke et al., 1987 a). Das Ausmal3 der Beeinflussung durch die verschiedenen Substanzen
variiert in Abhangigkeit vom Zelltyp. So kann durch schwache Basen in humanen Fibroblasten
eine Stimulation der Cathepsin D-Sekretion bis zu 80 % erreicht werden, wohingegen die Sekretion
von Cathepsin D in U 937-Zellen (humane Monozytenzellinie) bei gleicher basaler Sekretionsrate
von ca. 10 %, nur auf 50 % gesteigert werden kann. AufRerdem wird in Abhangigkeit von der Art
der verwendeten Substanz, z.B. durch Chloroquin, eine ausgepragte Hemmung der proteolytischen
Prozessierung von Cathepsin D erreicht, wohingegen Monensin nur geringgradig wirksam ist. Eine
weitere Substanz, die eine Prozessierung lysosomaler Enzyme und damit die Bildung reifer
Enzyme hemmt ist Zymosan, ein Polysaccharid aus der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae.
Diese Hemmung konnte Folge einer stimulierten Freisetzung oder eines gestorten Transportes
lysosomaler Enzyme sein (Imort et a., 1983).
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2. Zielsetzung der Arbeit

KMT's wurden in den vergangenen Jahren vor alem zur Behandlung von lysosomalen
Speichererkrankungen aufgrund der Defizienz von Arylsulfatase A (MLD) und B (Maroteaux-
Lamy/MPS VI), a-lduronidase (Hurler-Syndrom/MPS 1H), Glucocerebrosdase (M.Gaucher),
Galctocerebrosidase (Globoidzell-Leukodystrophie), Adrenoleukodystrophieprotein und anderen
lysosomalen und peroxisomalen Enzymen eingesetzt (Koc et d., 1999). Je nach Alter des
Empfangers zum Zeitpunkt der KMT, der Herkunft der Spenderzellen und der Beteiligung des
ZNS, zeigten sich unterschiedliche Erfolge. Neuere Untersuchungen zur Therapie lysosomaler
Speichererkrankungen wurden an Mausmodellen vorgenommen, denen einzelne Gene lysosomaler
Enzyme (z.B. B-Glucuronidase) ausgeschaltet wurden, und deren Phanotyp dem menschlichen
Krankheitshbild (z.B. ASA-Defizienz, MPS V1) dhnelt. Hier zeigte sich fur diese Tiermodelle, dal3
selbst die Transplantation gentechnisch veranderter KM-Vorléauferzellen, die die ASA bzw. B-
Glucuronidase Uberexprimieren, nur einige periphere Speicherph&nomene (Leber, Milz, Niere)
verbesserten, wahrend die Defekte des ZNS und des Skelettsystems nicht verbessert wurden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zundchst die Bedingungen fir einen experimentellen
Therapieansatz zu erarbeiten, der auf dem Transfer von lysosomalen Enzymen aus Makrophagen in
Hirnzellen beruht. Als Donorzellen sollten humane Makrophagen dienen, deren Isolation aus
humanen , Buffy coats’ standardisiert und der Zeitpunkt maximaler Enzymsekretion kultivierter
Zellen optimiert wurde. Aus der Vielzahl lysosomaler Enzyme sollten sechs Enzyme (a-
Mannosidase, a-Fucosidase, B-Glucosidase, -Gaaktosidase, 3-Hexosaminidase und Arylsulfatase
A) in die Untersuchung eingeschlossen werden, die auch fir gentherapeutische Ansitze von
Interesse sind. Aufgrund hoher Sekretionsraten und der Zuganglichkeit von Antikorpern,
rekombinanten Proteinen und eines Gen-k.o.-Mausmodells wurde anschlief3end die Aufnahme und
Detektierbarkeit der Arylsulfatase A (ASA) in verschiedene Akzeptorzellen getestet und optimiert.
Verschiedene priméare (gemischte Cortexzellinien der Ratte, humane Fibroblasten und
Makrophagen), als auch kultivierte Zellinien (humane SY5Y Neuroblastoma Zellen, C6-Glioma-
Zellen der Ratte und Fibroblasten von Wildtyp- und ASA-defizienten Mausen) wurden as
geeignete Akzeptorzellen zur lysosomalen Enzymaufnahme untersucht. Schliefdich wurde in
Cokultivierungsversuchen von humanen Makrophagen bzw. ASA-Uberexprimierenden Zellen mit
ASA-defizienten Astrozytenkulturen der direkte Zell-Zell-Transfer der ASA untersucht, der damit
in vitro den KMT-Bedingungen bei lysosomalen Krankheiten ahnelt.
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3. Material und Methoden
3.1. Material
3.1.1. Gerate

Absaugungsgerét Miniport SMT (Servox, Koln)

CCD-Camera, Dianall (raytest, Straubenhardt)

Digitales pH-Meter, Multical pH 526 WTW (Schiitt, Géttingen)

Drehrad fur Eppendorfgefélie (Eigenbau)

Eismaschine, Modell AF 10 (Scotsman, Vernon Hills, Illinois, USA)
Elektrophoresekammer SE 200 (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA)
Elektrophoresekammer SE 600 (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA)
Elektrophoresekammer TE 62X (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA)
Elutriationszentrifuge Typ JE6-B (Beckman, Minchen)

FACScan-Analysegerét (Becton Dickinson, Heidelberg)

Filmentwicklungsmaschine Gevamatic 60 (AGFA-Gevaert)

Fluorometer, Modell 111 (Turner)

Fllssigkeitsszintillationszéhler (B-Counter) Modell LS 1800 (Beckman, Miinchen)
Gamma-Counter, Modell 1470 Wizard (Wallac, Hannover)

Geltrockner, Gel Air Dryer (Bio-Rad, Miinchen)

Heizblock, Blockthermostat BT 100 (Kleinfeld Labortechnik)

Kuhlzentrifuge, Eppendorf Centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg)
Kuhlzentrifuge, Labofuge 400R (Heraeus instruments)

Kuhlzentrifuge, Sorvall RC 5C Plus (Dupont, Dreieich)

Laser Densitometer, Ultrascan XL (LKB, Bromma, Schweden)

Lyophilisator, Modell Beta (Christ, Osterode)

Magnetrihrer MAG-E (Gerhardt, Bonn)

Mikroskop Modell Axiovert 25, Axiovert S 100 (Zeiss, Oberkochen)
Phosphorimager, Cyclone™ (Packard, Frankfurt/M.)

Photometer, Eppendorf BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg)

Photometer, SP8-100 UV/V IS Spectrophotometer (Pye UNICAM)

Pipetten (Eppendorf, Hamburg)

Spannungsgerét, Electrophoresis Power-Supply EPS 1001 (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg)

Sterile Werkbank, Lamin Air (Heraeus, Hanau)

Tischzentrifuge, Biofuge A (Heraeus Christ)

Tischzentrifuge, Centrifuge 5415D (Eppendorf, Hamburg)

Ultraschall, Sonopuls GM 70 (Bandelin, Berlin)

Vortex-2 Genie (Scientific Industries, Bohemia, USA)
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» Waage, Modell AC 100 (Mettler, Gief3en)

= Waage, Modell BP 2100 S (Sartorius, Gottingen)

=  Warmeschrank, B5060 EC-CO2 (Heraeus, Hanau)

= Warmeschrank, Gasboy C 20 A (Labotect, Gottingen)

= Wasserkuhlung, Thermomix UM/Frigomix U1 (Braun, Melsungen)
= Zentrifuge, Minifuge GL (Heraeus Christ)

3.1.2. Gebrauchsmaterialien

= Diayseschlauche Spectra/Por (Spectrum medical industries, Houstan, USA)
= Einmalspritzen (Braun, Melsungen)

= Eppendorfgefal3e (Sarstedt, NUmbrecht)

= Gewebekulturschalen (Greiner, NUrtingen)

= Glas-Pasteurpipetten (Schitt, Goéttingen)

= Kiuvetten (Sarstedt, NUmbrecht)

= LeucoSep-Rohrchen (Greiner, Nirtingen)

= Nitrocellulose (Sartorius, Gottingen)

= Phosphorimaging-Screens, Typ SR und MP (Packard, Frankfurt/M.)
= Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg)

= Plastik-Pipetten (Falcon, Becton Dickinson)

=  Primaria Gewebekulturschalen (Falcon, Becton Dickinson)

=  PVDF-Membran, Westran 0,2 pum (Schleicher und Schiill, Dassel)

= ROntgenfilme Xomat AR (Kodak, Stuttgart)

= Sterilfilter 0,2 und 0,45 pum (Sartorius, Gottingen)

= Sterilfilter (Millipore, Eschborn)

=  Verdérkerfolien, Cronex Lightning Plus (Dupont, Dreieich)

=  Whatman 3 MM Papier (Schleicher und Schilll, Dassdl)

= Zentrifugenréhrchen 10 ml, 50 ml (Falcon, Becton Dickinson)

3.1.3. Enzyme

= Arylsulfatase A, rekombinante (Dr. T. Diercks, Universitat Goéttingen)
= Collagenase 1l (Seromed, Berlin)

= Digpase (Boehringer, Mannheim)

= Phosphatase, akalische (Boehringer, Mannheim)
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3.1.4. Antikorper
= Pr@immunserum (Laborbestande)
= Priméarantikdrper: anti humane ASA aus Kaninchen (Laborbesténde)

= Sekundérantikorper: Ziege anti Kaninchen 1gG, HRP-konjugiert (Dianova, Hamburg)

3.1.5. Radioaktive Substanzen

»  L-[*S]-Methionin, 100 Ci/mmol (Amersham)
= [*]]-Natriumjodid, 100 Ci/ml (Amersham)

*  [*P] ortho-Phosphat (Amersham Buchler)

3.1.6. Chemikalien

= 4-Methyl-Umbelliferyl-Substrate (Sigma)

= Acrylamid/Bisacrylamid (Roth)

= Agarose (Gibco BRL)

= Ammoniumchlorid (Sigma)

= Ammoniumsulfat: (NH4),SO, (Merck)

= Amplify (Amersham Pharmacia)

=  APS: Ammonium-Peroxodisulfat (Bio-Rad)
= Bradford-Reagenz (Bio-Rad)

= Bromphenolblau (Bio-Rad)

= Chemiluminescent-Substrate, Super Signal (Pierce)
= Coomassie, ServaBlueR (Serva)

= DTT: Dithiothreitol, ultrarein (Serva)

= EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz (Merck)
= Essigsaure (Merck)

= Ethanol (Merck)

= Glucose (Merck)

= Glycerin (Merck)

= Histopague-1077 (Sigma)

=  KCI (Merck)

= Mannose-6-Phosphat (Sigma)

=  Methanol (Merck)

= Milchpulver (N&hr-Engel)

= NaDeoxycholat (Merck)

=  N&COs: Natriumcarbonat (Merck)

= NaAc: Natriumacetat (Merck)

= NaCl: Natriumchlorid (Merck)
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NaH,PO,: Natriumhydrogenphosphat (Merck)
NaOH: Natronlauge (Merck)

Natriumcitrat (Merck)

NP 40 (Calbiochem)

Pansorbin (Calbiochem)

p-Nitrocatechol (Sigma)

Protease-Inhibitoren (Pharmingen)

SDS: Sodiumdodecylsulfat (Sigma)

TEMED: N"N"N"N’Tetramethylethylendiamin (Sigma)
Trichloressigsaure (Merck)

Tris-Base (Merck)

Triton-X-100 (Serva)

Tween 20 (Merck)

Zymosan (Sigma)

3.1.7. Zellinien

ASA-defiziente Mause-Astroglia (Prof. Gieselmann, Universitét Bonn)
ASA-defiziente und WT-Mé&use (Prof. Gieselmann, Universitat Bonn)
ASA-Uberexprimierende BHK-Zellen (Prof. Gieselmann, Universitét Bonn)

,» Buffy-Coats* (Zellseparation der Blutbank des UKE, Hamburg)

Gemischte Cortexkulturen aus Rattenhirnen (Frau Dr. Schweizer, ZMNH, Hamburg)
Glioma C6-Zellen (ATCC CCL-107, Ratte)

Humane Hautfibroblasten (Prof. Kohlschitter, Kinderklinik des UKE, Hamburg)
Neuronale SY5Y -Zellen (DSMZ, Braunschweig)

3.1.8. Medien und L ésungen fur die Zellkultur

Anheftungsmedium fur Makrophagen: RPMI-Medium/10 % FKS

Antibiotika-L 6sung: Penicillin G 100 U/ml, Streptomycinsulfat 100 pug/ml, Amphotericin B
0,25 pg/ml (Gibco BRL)

BSA (Serva)

DMEM: Dulbeccos Minimal Essential Medium, (Gibco BRL)

DMEM, methioninfrel (INC BiomedicalsInc.)

Fotales Kéberserum: FK'S (Gibco BRL)

PBS: Phosphatgepufferte Salzlosung (Gibco BRL)

Plating Medium fur gemischte Ratten-Cortexkulturen: MEM (Gibco BRL)/0,6 % Glucose/10
% Pferdeserum (Biother)
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Neuronenmedium fur gemischte Ratten-Cortexkulturen: 480 ml MEM (Gibco BRL) + 3 g
Glucose + 100 pl/ml Transferrin (Sigma) + 5 pg/ml Insulin (Sigma) + 20 nM Progesteron +
100 pM Putrescin (Sigma) + 30 nM Selendioxid (Sigma) + 1 mM Na-Pyruvat (Sigma) + 0,1 %
Ovabumin (Sigma) + 5 uM Cytosin-3-D-Arabinofuranosid-HCI (AraC-C, Sigma)

RPMI 1640-Medium: Roswell Park Memoria Institute (Gibco BRL)

TBS-Puffer: 150 mM NaCl, 10 mM TRIS/HCI, pH 7,4

Trypsn/EDTA (Gibco BRL)

3.1.9. Puffer und Standar dlésungen

Acrylamidlésung (3.2.2.6.)

Anoden- und Kathodenpuffer fir SDS-PAGE (3.2.2.6.)

Blotto fur Western-Blot (3.2.2.8.)

Elutriationspuffer: PBS, 2 mM EDTA, 5 mM Glucose, pH 7,4
IMM, IMM/CD, IMM/2 M KClI (3.2.2.11)

Lysispuffer fur Cath. D (3.2.2.11.)

4-Methyl-Umbelliferon Standard (Sigma, 3.2.2.1.1.)
Neufeld-Puffer (3.2.2.11.)

Probenpuffer fir SDS-PAGE (3.2.2.6.)

Rainbow™ coloured protein Mol ekulargewicht-Standard (Amersham international )
Stop-Puffer fur Messung mit MU-Substraten (3.2.2.1.1.)
Trenngel- und Sammelgelpuffer fir SDS-PAGE (3.2.2.6.)
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3.2. Methoden

3.2.1. Zellbiologische M ethoden

3.2.1.1. Isolation von mononukledren Zellen durch Ficoll-Dichtezentrifugation

Bei der Ficoll-Dichtezentrifugation werden aus antikoaguliertem Blut beim Zentrifugieren die
Erythrozyten und Granulozyten durch Polysaccharose (Histopaque-1077 von Sigma) aggregiert
und rasch sedimentiert, wahrend Lymphozyten und andere mononukledre Zellen (MNZ) in der
Plasma-Interphase verbleiben und somit isoliert werden kénnen. Die Thrombozyten werden durch

langsames Zentrifugieren und mehrmaliges Waschen entfernt.

Durchfihrung:
Das zur Isolation von mononukledren Zellen verwendete Buffy-Coat-Material wurde von der

Abteilung fir Zellseparation der Blutbank des UKE zur Verflgung gestellt.

15 ml einer auf Raumtemperatur (RT) erwarmten Histopaque-1077-L6sung (Sigma) wurden in ein
L eucoSep-Rohrchen (Greiner) gegeben und 30 sbei 1000 x g zentrifugiert. Die Lésung befand sich
nun unterhalb der Filterscheibe. 15-30 ml des Buffy-Coat-Blutes wurden zugegeben und es erfolgte
eine erneute Zentrifugation fur 10 min bei 1000 x g bel RT.

Nach dem Zentrifugieren ergab sich von oben nach unten folgende Schichtung:

Plasma— MNZ — Histopaque-L 6sung — Filterscheibe — Histopague-L dsung — Erythrozyten

Das Plasma wurde abgenommen und verworfen, und die MNZ wurden durch Ausgief3en in ein
Zentrifugenrohrchen transferriert, in 10 mM phosphatgepufferter Salzlgsung (PBS) mittels Pipette
resuspendiert und 10 min bei 250 x g bei RT zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde 2 x
wiederholt und das Zellpellet aus zwei Buffy-Coats in 12 ml Elutriationspuffer aufgenommen und

durch Elutriation weiter aufgereinigt.

3.2.1.2. Elutriationszentrifugation zur Anreicherungvon Monozyten (Mason et al., 1985)

In der Separationskammer der Elutriationszentrifuge sind die Zellen zwei einander entgegen-
wirkenden Kréften ausgeliefert: der Zentrifugalkraft durch den sich drehenden Rotor und der Kraft,
der die Separationskammer durchstrémenden Flissigkeit mit ihrer zentripetalen Ausrichtung.

Die langsam in ein aul3erhalb der Zentrifuge liegendes Reservoirgefdl injizierten Zellen wandern
innerhalb der Separationskammer entsprechend ihrer Grofze zu dem Ort, an dem ein Gleichgewicht
zwischen diesen beiden Kréften besteht (Abb.1a-c).

Durch Erhthung der Durchfluf3geschwindigkeit oder Verminderung der Rotorgeschwindigkeit
konnen Zellen gleicher Grof3e aus der Kammer ausgewaschen und fraktioniert werden, was eine
Auftrennung der Leukozyten in Lymphozyten und Monozyten erlaubt.

20



Material und Methoden

Abb.la-c: Auftrennung der Zellen in der Separationskammer

Die in das Elutriationssystem injizierten Zellen wandern langsam in die Separationskammer (Abb.1a), ordnen sich
entsprechend ihrer Grofle an (Abb.1b) und werden durch zunehmende Durchfluf3geschwindigkeit und abnehmende
Zentrifugalkraft aus der Kammer ausgewaschen (Abb.1c).

Durchfihrung:
Der Zellansatz nach der Ficoll-Auftrennung enthielt 1-2 x 10® Zellen in 12 ml Elutriationspuffer

(PBS, 2 mM EDTA, 5 mM Glucose, pH 7,4), die bei einer DurchfluRgeschwindigkeit von 7,2
ml/min (Pumpstufe 4) bei 8° C langsam in das mit Elutriationspuffer gefillte System der Beckman
Elutriationszentrifuge Typ JE6-B (Separationsvolumen ca. 500 ml) injiziert wurden.

Nach 7 min bei konstanter Rotordrehzahl von 3.000 rpm wurde die Anordnung der Zellen in der
Separationskammer im Stroboskop festgestellt (Abb.1b). Danach erfolgte eine Erhéhung der
Durchfluf3geschwindigkeit um jeweils eine Stufe promin (7,2-9,0-10,8-12,5-14,3- 16,1 - 17,9
- 19,7 - 21,5) auf 21,5 ml/min. Wéhrend dieser Zeit wurden zwei Fraktionen & 50 ml (Fraktion 1
und 2) und nach Erreichen einer Durchflu3geschwindigkeit von 21,5 ml/min nochmals 50 ml
gesammelt (Fraktion 3).

Anschlief?end wurde die Rotorgeschwindigkeit schrittweise reduziert: 2.500, 2.000 und 1.500 rpm
und dabei nochmals jeweils Fraktionen & 50 ml gesammelt (Fraktion 4, 5 und 6). Nachdem der
Rotor gestoppt wurde, wurden nochmals 50 ml gesammelt (Fraktion 7) und das System nach-

gespllt.
Die Fraktionen mit dem hiéchsten Monozytengehalt wurden durch FACScan-Analyse ermittelt.

3.2.1.3. DurchfluRzytometrie (FACScan)

Die Durchfluf3zytometrie dient der Analyse von Einzelzellen in Suspensionen auf der Grundlage
von Fluoreszenz und Streulichteigenschaften. Die Identifizierung von Zellen erfolgt Uber die
Bindung fluoreszenzmarkierter monoklonaler AntikOrper, sowie uUber die Lichtstreuung, die
vorwiegend durch die ZellgroRe und intrazelluldre Granularitét und in geringerem Mal3e durch
Struktur der Zellmembran und intrazellul&re Bestandtelle beeinfluf3t wird.

Die durch Elutriationszentrifugation fraktionierten Zellen wurden nach Zentrifugation bei 3.000
rpm bei RT (Minifuge GL von Heraeus Christ) 2 x mit Elutriationspuffer gewaschen und
anschlief¥end von Frau Grabowski in der onkologischen Abteilung der Kinderklinik des UKE auf
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verschiedene Oberflachenmarker untersucht (CD3, CD14, CD19 und CD45). Die Identifizierung
der Monozyten/Makrophagen erfolgte tber die Oberflachenantigene CD14 und CD45.

Unter Standardbedingungen wurden die Fraktionen 4-6 vereinigt, zentrifugiert und in 50 ml
Anheftungsmedium (RPM1 1640 Medium (Gibco)/10 % FKS, 100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml
Streptomycinsulfat und 0,25 pg/ml Amphotericin B (Gibco BRL)) aufgenommen.

3.2.1.4. Kultivierung von Makr ophagen auf Primaria-Zellkulturschalen

Nach der Aufreinigung Uber Ficoll und Elutriation wurden die Zellen auf 6er MultiWell-Platten
(Primaria, Falcon) und 100 mm Primaria-Schalen (Falcon) in einer Dichte von 2-35 x 10°
Zellen/ml Anheftungsmedium ausgesét. Die Primaria-Platten besitzen eine wachstumsférdernde,
positiv geladene Oberflache, die die Anheftung von Monozyten besonders fordert.

Nach einer Anheftungsphase von 24 h in RPMI-Medium/10 % FKS erfolgte ein Mediumwechsdl
zu DMEM-Medium/10 % FKS/Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B. Alle 2 Tage wurde das
Medium gewechselt und die Zellen bis zu 6 Wochen bei 5 % CO, und 37° C kultiviert.

3.2.1.5. Kultivierung von

= GliaC6-Z€ellen (Ratte; ATCC CCL-107) und humanen neuronalen SY5Y-Zellen (DSMZ,
Braunschweig)

Die Kultivierung erfolgte in DMEM-Medium mit 10 % FKS. Alle 2-3 Tage wurde im Verhdltnis

1:3 - 1:5 ausgediinnt.

= Gemischten Cortexkulturen

Die gemischten Cortexkulturen, die aus Gehirnen 18 Tage alter Rattenembryonen gewonnen und

fr 3-6 Tage in Neuronenwachstums-Medium kultiviert wurden, wurden freundlicherweise von

Frau Dr. Schweizer (ZMNH, Hamburg) zur Verfligung gestellt.

= Humanen Hautfibroblasten

Die Zellen wurden von Herrn Prof. Kohlschitter aus dem diagnostischen Zellkultur-Labor der

Kinderklinik des UKE Hamburg zur Verfligung gestellt.

3.2.1.6. Isolation von Hautfibroblasten aus Wildtyp- und Arylsulfatase A (ASA)-defizienten
Méausen

ASA-defiziente Mause wurden durch Herrn Prof. V. Gieselmann (Bonn) zur Verfligung gestellt.
Die Mause wurden unter CO,-Narkose get6tet und die zerkleinerten Hautstiickchen wurden fir 2,5
h bei 37° C in 10 ml PBS mit 0,2 % Collagenase Ill (Seromed, Berlin) und 2 U/ml Dispase
(Boehringer, Mannheim) im Schuttelwasserbad inkubiert. Die Suspension wurde bei 500 x g fur 5
min zentrifugiert, das Sediment in 10 ml DMEM/10 % FKS resuspendiert und auf 10 cm
Kulturschalen ausgesét. Am néachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel. Nur die Fibroblasten

wuchsen an und erreichten nach 5-7 Tagen Konfluenz.
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3.2.1.7. Trypsinieren kultivierter Zellen
Trypsin-EDTA-LOsung: 0,05% (w/v)  Trypsin
0,02% (w/v) EDTA in modifizierter Puck’s
Salzl6sung (Gibco)

Der Zellrasen wurde mit PBS gespiilt, um inhibierende Einfllsse von Serumbestandteilen auf die
Trypsinaktivitédt zu verhindern. Nach dem Absaugen des PBS wurden die Zellen ca. 5 min mit
Trypsn/EDTA bei 37° C inkubiert und danach durch Klopfen von der Kulturschale gelost. Das
Abldsen der Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert. Die Trypsin-Aktivitdt wurde durch Zugabe
von serumhaltigem Medium gestoppt, die Zellen durch mehrfaches Aufsaugen in der Pipette
vereinzelt und die Zellen in 1:3 Verdinnung erneut ausgesét. Nach einer Kulturdauer von mehr als
zwei Wochen war ein erneutes Trypsinieren der Zellen nicht mehr moglich, da sie sich nicht mehr
abldsen liefzen.

3.2.1.8. Herstellung konditionierter Medien kultivierter Zellen

Nach Absaugen des Mediums wurden vier Wochen alte Makrophagen, die auf 10 cm Schalen
kultiviert wurden, mit PBS gewaschen und mit 10 ml DMEM-Medium/0,05 % BSA mit/ohne 30
mM NH,CI fir ca. 24 h bei 37° C inkubiert. Anschlief3end wurden die Medien abgenommen, 5 min
bei 2.000 - 3.000 rpm (Minifuge GL, Heraeus Christ) zentrifugiert und der Uberstand firr ca. 24 h
gegen 3 x 50 ml DMEM/0,05 % BSA diaysiert.

3.2.1.9. Herstellung von Zellhomogenaten

Zur Bestimmung der lysosomalen Enzymaktivitéten wurden Makrophagen, die fir 7-14 Tage
kultiviert worden waren, fir 24 h mit frischem DM EM-Medium/10 % FK S versetzt. Nach Abneh-
men des Mediums wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und in 0,5-5 ml TBS-Puffer
abgeschabt und mittels Ultraschall homogenisiert. Alternativ wurden die Zellenin PBS + 0,1 %
Triton X-100 abgeschabt.
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3.2.2. Biochemische M ethoden

3.2.2.1. Bestimmung von lysosomalen Enzymaktivitaten

3.2.2.1.1. Messung mit 4-Methyl-Umbelliferyl-Substraten

Folgende Substrate wurden zur Bestimmung der Enzymaktivitéten verwendet:

= a-Mannosidase 1 mM 4-Methyl-Umbelliferyl-a-D-mannopyranosid (Sigma #M-7138)
in 0,05 M Citratphosphatpuffer pH 5,05

= a-Fucosidase 1 mM 4-Methyl-Umbelliferyl-a-L-fucopyranosid (Sigma#M-8527)
in 0,1 M Na-Citratpuffer pH 5,5

= [(-Gaactosidase 0,5 mM 4-Methyl-Umbélliferyl-3-gal-pyranosid (Sigma #M-1633)
in 0,05 M Citratphosphatpuffer pH 4,35 + 0,1 M NaCl

=  [(-Glucosidase 5 mM 4-Methyl-Umbelliferyl-B-D-glucopyranosid (Sigma #M-9002)
in 0,05 M Citratphosphatpuffer pH 4,08

= [B-Hexosaminidase 1 mM 4-Methyl-Umbelliferyl-N-acetyl-[3-D-glucosaminid
(Sigma #M-2133)
in 0,05 M Citratphosphatpuffer pH 4,4

Standard-L 6sung: 0,05 mM 4-Methyl-Umbelliferon (SgmaM-1381) in
0,27 M Glycin-Carbonatpuffer, pH 10,5
(20 pl =1 nmol)

Stop-Puffer: 0,17 M  Glycin-Carbonatpuffer, pH 10,5

Zur Bestimmung der Aktivitét der Enzyme wurden folgende Ansétze gewahit:

Enzym Zellhomogenat Medium I nkubationszeit Substratmenge
o-Mannosidase 50 ul 50 ul 60 min, 37° C 50 ul
a-Fucosidase 50 ul 50 ul 30 min, 37° C 50
B-Galactosidase SO pl 50 pl 60 min, 37° C 50 pl
B-Glucosidase 50 pl 50 pl 60 min, 37° C 50 pl
B-Hexosaminidase 5ul 5ul 30 min, 37° C 5ul

Die Proben wurden mit der jeweiligen Substratmenge versetzt und bei 37° C im Wasserbad fur die
angegebenen Zeiten inkubiert. Die Reaktion wurde mit jeweils 1 ml Stop-Puffer abgestoppt. Die
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Messung erfolgte im Fluorometer (Turner Model 111) bel einer Filtereinstellung von 11 %
(Anregungswellenlange 365 nm, Emissionswellenlange 440 nm).
Durch Vergleich mit der Standardlésung wurden die Enzymaktivitéten (Substratumsatz in nmol

/min = mU) errechnet und auf 1 mg Zellprotein bzw. 1 ml kultiviertes Medium in 24 h bezogen.

3.2.2.1.2. Messung der Arylsulfatase A (ASA)-Aktivitat
Substrat: 10 mM p-Nitrocatecholsulfat (SigmaN-7251)
in 0,5M Natriumacetatpuffer, pH 5,0
0,05 mM Na,P,0O; (Natriumpyrophosphat)
10 % NaCl

Jeweils 100-200 pl der konditionierten Medien bzw. der Zellhomogenate wurden mit 200 pl
Substratlésung versetzt und fir 30 min bei 37° C inkubiert.

Anschlief3end wurde die Reaktion durch Zugabe von 600 pl 1 M NaOH abgestoppt und die Extink-
tion des freigesetzten Nitrocatechols im Photometer (SP8-100 UV/VIS Spectrophotometer, PYE
UNICAM) bei 515 nm gegen den Leerwert gemessen.

3.2.2.2. Proteinbestimmung nach Lowry
Das Prinzip berunt auf der Bildung eines Kupfer-Protein-Komplexes in akalischer Lésung und
dessen Oxidation durch ein Folin-Reagenz. Dadurch entsteht eine Blauférbung, die photometrisch

bestimmt werden kann.

L Gsungen:

Losung A: 100 Teile 3% NaCOs (w/v) in 0,1 N NaOH
1Tell 4 % Kalium-Natrium-Tartrat x 4 H,O (w/v)
1Tell 2 % CuS0O, x 5 H,0 (wiv)

LésungB: 1Tell 33 % Folin Reagenz (v/v)
2 Tele Aqua bidest

Durchfihrung:
Beide Losungen wurden erst kurz vor Gebrauch aus den Stammldsungen angesetzt. Als Standard

wurde eine BSA-Losung (1 mg/ml in 0,25 M Tris/HCI pH 7,5) verwendet. Hiervon wurden O, 5,
10, 15 und 20 pl und Aliquots der zu messenden Proben mit Aqua bidest auf 100 pl aufgefallt, mit
1 ml Lésung A versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Danach wurden 100 pl Ldsung B zugegeben,
gemischt und erneut 10 min bei RT inkubiert. Anschlief3end wurde die Extinktion der Proben bei A
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= 660 nm gemessen. Die Proteinkonzentration der unbekannten Proben wurde mittels einer
Eichgeraden bestimmt (Lowry et ., 1951).

3.2.2.3. Proteinbestimmung nach Bradford

Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G250 kommt in drel verschiedenen Zustanden vor, die
jeweils bei verschiedenen Wellenldngen absorbieren (kationisch: 470 nm, neutral: 650 nm,
anionisch: 595 nm). Durch Bindung an ein Protein wird der Farbstoff vom kationischen in den
anionischen Zustand Uberfhrt und die Absorption kann bei 595 nm gemessen werden. Da
Coomeassie Brilliant Blue-G250 hauptséchlich an anionische Aminosduren bindet, absorbieren
verschiedene Proteine verschieden stark. Die Absorptionsmessungen werden deshalb auf eine

Eichgerade mit BSA bezogen.

Durchfihrung:
Die Ansétze des Eichproteins (0,1 mg/ml) in einem Volumen von 10, 25, 50, 100 und 150 pl und

die zu messenden Proben wurden mit Aqua bidest auf 800 pl aufgefillt. Nach Zugabe von 200 pl
Bradford-Reagenz (Bio-Rad Protein Assay, dye reagent concentrate) wurden die Ansétze gemischt,
nach 5 bis 30 min Inkubation bei RT die Absorption gegen den Nullwert gemessen und Uber eine

Eichgerade die Proteinmengen der Proben bestimmt.

3.2.2.4. Metabolische Markierung von M akr ophagen mit [*S]-Methionin

Hungermedium: methioninfreies Medium

Markierungsmedium: methioninfreies DMEM
2,5 % diaysiertes und hitzeinaktiviertes (2 h bei 56° C) FKS
ca 50-100 puCi [*S]-Methionin/ml Medium

Zur Markierung wurden 9-20 Tage alte Makrophagen verwendet. Nach Absaugen der Medien
wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und fur 30 min mit Hungermedium bei 37° C inkubiert.
Danach wurde das Hungermedium gegen Markierungsmedium ausgetauscht. Fir eine 10 cm
Schale wurden 10 ml Medium verwendet. Es erfolgte eine Inkubation bei 37° C und 5 % CO, Uber
Nacht (12-16 h). Parallel wurden Zellen in Gegenwart von 30 mM Ammoniumchlorid oder 50
po/ml Zymosan (Sigma) inkubiert. Wenn angegeben, folgte der Markierung ein Chase (d.h.
Abnahme des radioaktiven Mediums, Waschen der Zellen und erneute Inkubation in DMEM/BSA,
das 0,25 mg/ml Methionin enthielt, fir 5-12 h bei 37° C. Nach Markierung oder Chase wurde das
Medium abgenommen und in Reaktionsgefél3e Uberfihrt, die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieffend in PBS abgeschabt. Die Zellen und die Medien wurden bei 2.000-3.000 rpm

zentrifugiert. Die Medien wurden didysiert und die sedimentierten Zellen in geeignetem
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Homogenisationspuffer aufgenommen. Die Proben wurden zur TCA-Falung, Ammoniumsulfat-

Fallung und Immunprézipitation eingesetzt (Lemansky et al., 1985).

3.2.2.5. Endozytose mit [**J]-ASA

Die Endozytose-Experimente mit ['%

J-ASA wurden mit verschiedenen Zelltypen durchgefihrt:
Ratten-Glia-C6 oder Neuroblastoma-Zellen, humanen Makrophagen und Hautfibroblasten, sowie
Hautfibroblasten von ASA-defizienten- und Wildtypméausen. Die [?J]-markierte ASA wurde von
der Abteilung Biochemie der Kinderklinik zur Verfligung gestellt. Nach Mediumwechsel wurden
die Zellen mit DMEM/0,05 % BSA, das 200.000-600.000 cpmy/ml [*2J]-ASA enthielt fir 2-20 h
bei 37° C in An- und Abwesenheit von 10 mM Mannose-6-Phosphat (M6P) inkubiert. Nach
Abnahme des Mediums wurden die Zellen 5 x mit kaltem PBS auf Eis gewaschen, in 1 ml PBS
abgeschabt, 5 min bel 6.000 rpm bel 4° C zentrifugiert (Labofuge 400R, Heraeus Instruments) und
die abgesetzten Zellen in je 100 pl reduzierendem Solubilizer aufgenommen. Nach Kochen der
Proben bei 95° C (Blockthermostat BT 100, Kleinfeld Labortechnik) fir 5 min und erneuter
Zentrifugation (5 min bei 14.000 rpm) wurden die Uberstande im Gamma-Zahler (Wallac Wizard)
gezahit und auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen.

3.2.2.6. SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese (SDS-PAGE) nach Laemmli
Reagenzien: Acrylamidiésung: 30 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid

Trispuffer I: 1,5M TrigHCl, pH 8,8
(Trenngelpuffer) 0,4 % (w/v) SDS

Trispuffer 11: 0,5M Trig/HCI, pH 6,8
(Sammelgelpuffer) 0,4 % (w/v) SDS

APS-L6sung: 10 % (w/v) rekristallisiertes Ammonium-
Peroxodisulfat in H,O (Bio-Rad)

TEMED: N,N,N",N"-Tetramethylethylenediamine (Bio-Rad)

Probenpuffer (2 x): 250 mM Tris/HCI pH 6,8
2 % (w/v) SDS
20 % (w/v) Glycerin
20mM DTT
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Anodenpuffer: 192 mM Glycin
50 mM Tris/HCI pH 8,6

Kathodenpuffer: 192 mM Glycin
50 mM Tris/HCI pH 8,6
0,1 % SDS
0,001 % Bromphenolblau (w/v)

Das anionische Detergenz SDS besetzt adle hydrophoben Gruppen eines Proteins und zerstort
dadurch Sekundérstrukturen. Die linearisierte Polypeptidkette wird durch das SDS einheitlich
negativ geladen. In SDS-Polyacrylamidgelen trennen sich deshalb Proteine ausschliefdich nach
ihrem Molekulargewicht (Weber und Osborn, 1969). In der Modifikation nach Laemmli (1970)
wird zusétzlich ein diskontinuierliches Puffersystem zur besseren Trennung der Proteinbanden
eingesetzt.

Das Gel besteht aus einem Sammelgel (4 % Acrylamid; 0,125 M TrigHCI pH 6,8; 0,1 % SDS;
0,33 % APS; 0,1 % TEMED) und dem eigentlichen Trenngel (5-15 % Acrylamid; 0,375 M
TriHCI pH 8,8; 0,1 % SDS; 0,8 % APS; 0,08 % TEMED).

Durchfihrung:
Zuné&chst wurde die Losung fir das Trenngel zwischen zwei Glasplatten (180 x 140 mm) gegossen,

die durch 1,5 mm dicke Abstandhalter getrennt und durch Einspannen in eine geeignete
GieRvorrichtung seitlich und unten gut abgedichtet waren. Uberschichtet mit Aqua bidest
polymerisierte das Gel fur mindestens 30 min bel RT. Nach Abgiel3en des Wassers Uber dem
Trenngel wurde das Sammelgel gegossen und der Probenkamm eingesteckt. Nach weiteren 30 min
Polymerisation konnten die in Probenpuffer solubilisierten Proben (5 min, 95° C) aufgetragen und
mit Kathodenpuffer vorsichtig Gberschichtet werden. Die Auftrennung erfolgte in einer mit
Anodenpuffer geflllten Kammer (Hoefer SE 600) bei 4° C und 25 mA/Gel fur 12 h (Laemmli,
1970).
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3.2.2.7. Methoden der Weiterverarbeitung von SDS-Gelen

3.2.2.7.1. Autoradiographie

Zur Sichtbarmachung von [**J]-ASA-markierten Proteinen nach SDS-PAGE wurde das Gel in
50 % Methanal, das 10 % Essigsdure enthielt, fir 30 min bei RT fixiert. Anschlief3end wurde das
Gel fir 2 x 20 min gewassert und in einem Umluft-Geltrockner (GelAir Dryer, Bio-Rad) fur 2 h
getrocknet. Das trockene Gel wurde in einer Filmkassette mit Kodak X-omat AR Filmen zwischen
Cronex Vergérkerfolien (Cronex Lightening Plus, Dupont) bei -80° C fir 1-5 Tage exponiert.
Alternativ wurde das [**°J]-Gel (iber das Phosphorimaging-System ausgewertet.

3.2.2.7.2. Fluorographie

Nach der e ektrophoretischen Auftrennung [**S]-Methionin-markierter Proteine durch SDS-PAGE
wurde das Gel fur 30 min bei RT fixiert (3.2.2.7.1.), fur weitere 30 min in Amplify-L&sung
(Amersham Pharmacia) inkubiert und anschlieflend im Umluft-Geltrockner (Gel Air Dryer, Bio-
Rad) fur 2 h getrocknet. Das getrocknete Gel wurde wiederum in einer Filmkassette mit Kodak X-
omat AR Filmen bei -80° C exponiert oder alternativ mit dem Phosphorimaging-System aus-

gewertet.

3.2.2.7.3. Quantifizierung von Gelbanden

Die Quantifizierung der Bandenstérke auf den Rontgenfilmen erfolgte durch Auflegen des
markierten Gels auf den belichteten Réntgenfilm, Ausschneiden der ['*J]-ASA-Banden aus dem
Gel und Zé&hlen im Gammastrahlenzdhler (Modell 1740 Wizard, Wallac, Hannover) oder durch
L aserscandensitometrie (Scanjet 4¢/T, Hewlett Packard).

3.2.2.8. Elektrotransfer von Proteinen (Western-Blot)

Die mit Blotpuffer (25 mM TrigHCI, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol) benetzte
Nitrocellulose-Membran wurde luftblasenfrei auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgelegt und
zwischen 3 Lagen 3MM Whatpapier, Schwammen und Blotgitter eingespannt. Dieses Blotsand-
wich wurde in eine mit Blotpuffer gefillte Naf3blotkammer eingesetzt. Der Elektrotransfer erfolgte
in der grofRen Kammer (TE62X Transphorll, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA)
mit 900 mA fir 90 min bei 4° C (fur Proteine bis ca. 70 kDA molarer Masse), oder bei 400 mA fur
eine Stunde in der Minikammer (SE200, Hoefer).

L Gsungen:
Blotto: 10mM PBS
0,05 % Tween-20
5% fettfreies Milchpulver
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Waschldsung 1: 10mM PBS

Waschldsung 2: 10mM PBS
0,05 % Tween-20

Nach dem Blot der Proteine auf die Nitrocellulose-M embran wurde diese zur Abséttigung freier
Proteinbindungsstellen fir 3 h bei RT in Blotto inkubiert. Nach Absaugen des Blotto wurde die
Nitrocellulose (NC) mit dem Primérantikorper (anti humane ASA aus Kaninchen 1:500 in Blotto
verdinnt) Uber Nacht bei 4° C inkubiert. Nach Abnahme der L 6sung des Priméarantikorpers wurde
die NC 2 x 10 min in Waschlésung 1; 2 x 10 min in Waschlésung 2 und 1 x 10 minin
Waschldsung 1 gewaschen, bevor sie mit einem HRP-gekoppelten Sekundérantikorper (Ziege anti-
Kaninchen, Horseradi sh-Peroxidase (HRP) konjugiert 1:15.000 in Waschldsung 2 fir 1 h bei RT
inkubiert wurde. Nach gleichem Waschprotokoll wie nach dem Erstantikorper erfolgt der Nachweis
Uber das ECL-System von Pierce (Supersignal). Dieses Verfahren beruht auf der Oxidation von
Luminol durch die Peroxidaseaktivitét des HRP-K onjugates, wobei Licht emittiert wird und
dadurch Rontgenfilme belichtet werden kdnnen, bzw. die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer

gekuihlten CCD-Kamera (Dianall digital cooled CCD-Camera, raytest) (Towbin et a., 1979).

3.2.2.9. TCA-Féllung

Die Trichloressigsaure-Fallung von Proteinen diente der Bestimmung der proteingebundenen
Radioaktivitét. Hierzu wurden je 200 pl der [*S]-markierten Probe mit jeweils 200 pl 20 % TCA
versetzt und 5 h auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde 10 min bel 14.000 rpm und 4° C
zentrifugiert, die Uberstande verworfen und die Pellets mit je 1 ml 5 % TCA und 1 ml Aqua dest
gewaschen. Danach wurden 50 pl 2 M Tris-Base und 50 pl reduzierender Solubilizer zugegeben,
5 min bei 95° C gekocht und die Proben auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen.

3.2.2.10. Ammoniumsulfatféllung

((NH4)2SO,) fuhrt zur Proteinaggregation durch Zusammenlagerung hydrophober Oberfléchen.
Hierzu wurden 10 ml Makrophagenmedium (mit/ohne Stimulation durch NH,CI) mit Ammonium-
sulfat (0,5 g/ml) versetzt, 2 h auf Eisinkubiert und schliefdich fir 30 min bei 20.000 rpm im SS-34
Rotor (Sorvall RC 5C Plus, Dupont) bei 4° C zentrifugiert. Das Pellet wurde in einem Zehntel des
Ausgangsvolumens in PBS aufgenommen, Uber Nacht bei 4° C gegen 2 x 50 ml DMEM-Medium

diaysiert und anschlief3end einer Immunprézipitation zugeftihrt.
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3.2.2.11. Immunpr azipitation

Bei dieser Methode werden radioaktiv markierte Proteine von Antikdrpern spezifisch erkannt und

gebunden.

L Gsungen :
Lysispuffer fur Cath. D:

IMM/CD:

5Telle1l0 mM PBSpH 7,4
4 TeileIMM/CD

1% Triton X-100
0,5 % Na-Deoxycholat
0,5% SDS

2% BSA

50 x Protease-1nhibitoren-Cocktail (Pharmingen # 214267)

Immunomix IMM:

Neufel d-Puffer:

IMM/2M KCI:

Pansorbin:

1%  Triton X-100
0,5% NaDeoxycholatin PBS

10 mM TrigHCI pH 8,5
0,6 M NaCl

0,1% SDS

0,05 % NP-40

1%  Triton X-100
0,5% NaDeoxycholatin PBS

2M  KCl

Staphylococcus aureus-Suspension

Aufarbeitung der Zellen und | mmunprazipitation:

Nach Endozytose [*°J]- bzw. [*S]-markierter Proteine in verschiedene Zelltypen (3.2.2.5.) wurden

die Medien abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden 3 x mit kaltem PBS gewaschen und in
je 700-1000 ul Lysispuffer fir Cathepsin D abgeschabt. Anschlieffend wurden die Proben mit 50 x

konzentriertem Inhibitor-Cocktail versetzt und 10 min auf Eis belassen. Danach wurden die Proben

10 min bei 14.000 rpm und 4° C zentrifugiert, die Uberstande abgenommen und mit 2 pl anti-

human ASA Antiserum versetzt, und Gber Nacht bel 4° C auf einem Drehrad inkubiert.
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Am folgenden Tag wurden je 40 pl Pansorbin (Calbiochem) zugegeben, die Proben 1 h bei 4° C
auf dem Drehrad gedreht und schliefdlich fir 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert (Eppendorf
Centrifuge 5417R). Die Pellets wurden nacheinander in 800 ul Neufeld-Puffer, 800 pl IMM, 800
ul IMM/2M KCI, und 2 x 800 ul 1 mM PBS gewaschen. Bei jedem Waschschritt wurde das Pellet
mit Hilfe eines V ortex-Gerétes (V ortex-2 Genie, Scientific industries) resuspendiert, 2 min bei
14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach der |etzten Resuspendierung des
Pansorbin-Pelletsin PBS wurde die Suspension in ein neues 1,5 ml Probengefal? tberfihrt und
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlief3end in 100 ul reduzierendem Solubilizer resuspendiert und
5 min bei 95° C gekocht. Das Pansorbin wurde durch Zentrifugation von den Antigenen und 1gG-
Molekiilen im Uberstand abgetrennt. Anschlie?end erfolgte eine Auftrennung des Uberstandes
durch SDS-PAGE (10 % Acrylamid-Gel).

3.2.2.12. Coomassie-Farbung

Die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine konnen durch eine Coomassie-Farbung detektiert werden.
Dazu wurde das Gel zunéchst in 50 % Methanol, 10 % Essigsaure, 0,25 % Coomassie blue R250
far 30 min fixiert und gefarbt. Die Entfarbung erfolgte in 50 % Methanol, 10 % Essigsaure.
Anschlief3end wurde das Gel gewassert und getrocknet.
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4. Resultate

4.1. Aufreinigung und Kultivierung von Makrophagen aus humanen Buffy coats

Nach Aufreinigung der Buffy coats durch Ficoll-Dichtezentrifugation und Elutriations-
zentrifugation wurden die erhaltenen sieben Fraktionen durch FACScan-Analyse untersucht. Diese
Methode ermoglicht eine Unterscheidung zwischen den Leukozytensubpopul ationen Lymphozyten,
Granulozyten und Monozyten aufgrund von physikalischen und immunologischen Eigenschaften.
Daher erfolgte die Identifizierung der Leukozytenlysate einerseits anhand einer korrelierten
Darstellung ihrer Granularitét (Seitwartsstreulicht) und Grole (Vorwartsstreulicht) (Abb.2a),
andererseits anhand der Prasenz typischer Oberflachenmarker (Abb.2b). Die Analyse ergab, dal3
die Fraktionen 4, 5 und 6 den hiéchsten Anteil an Monozyten enthielten, was an dem hohen Gehalt
der fir Monozyten/M akrophagen typischen Oberflachenmarker CD 14 und CD 45 zu erkennen ist.
Diese Fraktionen wurden bei einer Durchflul3geschwindigkeit von 21,5 ml/min und einer Rotor-
geschwindigkeit zwischen 2.500 und 1.500 rpm gewonnen. Alle weiteren Versuche wurden mit

Makrophagenpraparationen durchgefihrt, die unter diesen Bedingungen isoliert wurden.
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Abb.2a und b: FACScan-Analyse verschiedener Fraktionen nach Aufreinigung von MNZ

durch Elutriationszentrifugation

Nach Elutriationszentrifugation wurden die erhaltenen sieben Fraktionen durch FACScan-Anayse untersucht. Die
Identifizierung der Zellen erfolgte aufgrund physikalischer Eigenschaften (Granularitdt und ZellgroRRe, Abb.2a) und der
Verteilung von Oberflachenmarkern (Abb.2b). Die Fraktionen 4, 5 und 6 wiesen einen Anteil von 70-80 % an Monozyten
auf, die aufgrund ihres hohen Gehaltes an CD 14 und CD 45 im rechten oberen Quadranten der Abbildung 2b zur

Darstellung kommen.
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4.2. Charakteriserung der zelluléren Verteilung lysosomaler Enzyme

4.2.1. Optimierung der verwendeten Methodik zur Bestimmung von lysosomalen Enzym-
aktivitaten

Dadie hier verwendeten Bedingungen zur Bestimmung von Enzymaktivitéten lysosomaler Enzyme
urspriinglich fur Fibroblasten und humane Blutseren beschrieben worden waren (O Brien et a.,
1970; Brandt et al., 1975), wurde zundchst getestet, ob die gleichen Bedingungen auch fir
Makrophagenlysate zutreffen. Die Enzymaktivitdtsmessungen fir a-Mannosidase, a-Fucosidase,
B-Galaktosidase, [B-Glucosidase und [-Hexosaminidase wurden in Abhangigkeit von der
Inkubationszeit (15-120 min) bestimmt. Als Enzymquelle dienten Makrophagen, die 14 Tage
kultiviert waren. Nach einem Mediumwechsel wurden die Zellen fir weitere 24 h inkubiert und
anschlief3end die Bestimmungen der Enzymaktivitdten in Medien und Zellextrakten durchgefihrt.
Es zeigte sich flr a-Mannosidase, a-Fucosidase und [-Galaktosidase bis zu einer Inkubationszeit
von 2 h, und fir die B-Hexosaminidase bis zu einer Inkubationszeit von 1 h eine annghernd lineare
Zunahme der Enzymaktivitéten (Abb.3a-d).
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Abb.3a-d: Bestimmung lysosomaler Enzymaktivitaten in Medien und Zell-Lysaten von

Makrophagen in Abhangigkeit von der | nkubationsdauer
In Makrophagen-Zellextrakten (--M--) und Medien (--4--), die nach einer Kultivierungsdauer von 14 Tagen und nach
einer Inkubationszeit von 24 h nach Mediumwechsel gewonnen wurden, wurde die Aktivitét der a-Mannosidase (a), 3-

Galaktosidase (b), a-Fucosidase (c) und B-Hexosaminidase (d) in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit bestimmt.
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Alle folgenden Enzymaktivitétsbestimmungen wurden fir a-Fucosidase und [3-Hexosaminidase bei
einer Inkubationszeit von 30 min und fir a-Mannosidase und [(-Galaktosidase bei einer
Inkubationszeit von 60 min durchgefihrt, die Arylsulfatase A-Aktivitét wurde nach Inkubations-
zeiten zwischen 90 und 180 min bestimmit.

Da fur die B-Glucosidase unter diesen Bedingungen keine relevanten Enzymaktivitdten gemessen

werden konnten, wurde sie in folgenden Untersuchungen nicht weiter bestimmt.

Aus diesen Daten & sich zusétzlich bestimmen, wie hoch die Sekretionsrate der fur 14 Tage
kultivierten Makrophagen fir die einzelnen lysosomalen Enzyme ist (Tab.1l). Humane
Makrophagen sezernieren ca. 2,5-fach mehr 3-Hexosaminidase als a-Fucosidase und ca. 17,4-fach
mehr [-Hexosaminidase as o-Mannosidase. o-Fucosidase wurde ca. 7-fach mehr as a-
Mannosidase sezerniert. Da die Messung der Aktivitdt der Arylsulfatase A mit einem anderen
Verfahren durchgefuhrt wurde, ist deren Sekretionsrate nicht mit der der anderen Enzyme
vergleichbar.

Bei Zugrundelegung der Gesamt-Enzymaktivitét (in Zellen und Medien), ergibt sich, dai fur a-
Mannosidase 15,3 %, a-Fucosidase 26,9 %, 3-Galaktosidase 1,4 %, [3-Hexosaminidase 31,8 % und
Arylsulfatase A 10,4 % der Gesamt-Enzymaktivitét im Medium zu finden war (Abb.4).

Tab.1: Basale Sekretion ver schiedener lysosomaler Enzyme durch M akrophagen

Enzym mu/ mg
Z€ellprotein/24 h
o-Mannosidase 1,4
a-Fucosidase 9,8
B-Gaaktosidase 0,1
B-Hexosaminidase 24,4
Arylsulfatase A 0,2
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Prozentuale Sekretionsrate lysosomaler Enzyme

35%
30%
25%-
20%
15%-
10%

5%-
0%-

Man Fuc Gal Hex ASA

ADbb.4: Sekretion lysosomaler Enzyme durch humane Makrophagen

Die sezernierten Mengen an verschiedenen lysosomalen Enzymen, ausgedriickt als mU/mg Zellprotein in 24 h, wurden
als prozentualer Anteil der Gesamtenzymaktivitét in Medium und Zellen berechnet und dargestelit.

4.2.2. Verteilung lysosomaler Enzyme nach Stimulation der Sekretion durch NH,CI und
Zymosan

Fruhere Arbeiten hatten gezeigt (Ohkuma & Poole, 1978; Braulke et al., 1987 b), dal3 die Inkuba-
tion kultivierter Zellen mit Ammoniumchlorid zu einer Hypersekretion von lysosomalen Enzymen
fahrt, da NH,Cl as schwache Base wirkt und intrazellulére, saure Kompartimente (TGN, Endo-
somen und Lysosomen) neutralisiert. Als Folge wird der Transport neusynthetisierter lysosomaler
Enzyme gehemmt (fehlende Dissoziation der Enzyme vom Mannose-6-Phosphat-Rezeptor im
Endosom mit der Folge, dal3 intrazellulér keine freien Rezeptoren mehr zur Verfligung stehen).

Wenn Makrophagen, die fur 8 Tage in Kultur waren, fir 24 h mit 5 mM, 10 mM oder 30 mM
NH,4CI inkubiert wurden, war eine konzentrationsabhangige Steigerung der Sekretion nachweisbar
(Abb.5), die ca. 1,5-2-fach Uber der basalen Sekretion der a-Fucosidase und ca. 2-2,7-fach Gber der
basalen Sekretion der 3-Hexosaminidase lag (Abb.5). Die Sekretion der ASA wurde bereits bel
Zusatz von 5 mM NH,Cl maximal um 13 % gegenlber der Basal sekretion gesteigert.

Aullerdem zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen der basalen und stimulierten Sekretion
lysosomaler Enzyme in Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer (4.2.3.).
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Stimulierte Sekretion durch Ammoniumchlorid

45% -
40%
35%-+
30% -
25%-
20%-
15%-
10%-+

5%-

0%-

O 5 mM Ammoniumchlorid
W10 mM Ammoniumchlorid
130 mM Ammoniumchlorid

Fuc Hex ASA

Abb. 5.: Effekt der NH,Cl-Konzentration auf die Sekretionsrate lysosomaler Enzyme

Makrophagen, die fur 8 Tage kultiviert waren, wurden fur 24 h in An- und Abwesenheit der angegebenen NH,CI-
Konzentrationen inkubiert. Anschliel?end wurde die Aktivitét der a-Fucosidase, B-Hexosaminidase und Arylsulfatase A
im Medium bestimmt und al's prozentuaer Anteil der Gesamtaktivitét (Zellen und Medium) tber der basalen Stimulation

ausgedriickt. Gezeigt ist das Ergebnis eines représentativen Experimentes.

Zymosan ist ein Polysaccharid, das aus der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae gewonnen
wird und die Freisetzung sowohl von reifen als auch von Precursor-Formen lysosomaler Enzyme
stimuliert (Imort et al. 1983).

Auch durch Zymosan konnte eine konzentrationsabhangige Steigerung der Enzymsekretion gezeigt
werden (Abb.6). Dafur wurden Makrophagen, die fur 8 Tage in Kultur waren, fur 24 h mit 12,5 und
50 pl Zymosan/ml Medium inkubiert. Es zeigte sich, daf? fur die a-Fucosidase eine ca. 1,3-1,5-
fache, fur die B-Hexosaminidase eine ca. 1,8-1,9-fache und fir die ASA ca. 1,1-fache Steigerung
der Enzymsekretion zu erreichen war.

Auch fur eine Stimulation der Enzymsekretion durch Zymosan zeigte sich eine deutliche
Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer (4.2.3.).

Um eine moglichst maximale Stimulation der Sekretion lysosomaler Enzyme zu erreichen wurden

die nachfolgenden Experimente mit einer Endkonzentration von 30 mM NH,Cl bzw. 50 pl
Zymosan/ml Medium durchgefuhrt.
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Stimulierte Sekretion durch Zymosan

25% -

20%-

12,5 pl/ml Zymosan
@50 pli/ml Zymosan

Fuc Hex ASA

Abb.6: Effekt der Zymosan-K onzentration auf die Sekretion lysosomaler Enzyme

Makrophagen, die fur 8 Tage kultiviert waren, wurden fir 24 h in An- und Abwesenheit der angegebenen
Konzentrationen von Zymosan inkubiert. Danach wurden die Enzymaktivitéten der a-Fucosidase, 3-Hexosaminidase und
ASA gemessen und als prozentualer Anteil Uber der basalen Sekretionsrate angegeben. Gezeigt ist das Ergebnis eines

repréasentativen Experiments.

4.2.3. Abhangigkeit der basalen und stimulierten Enzymsekretion von der Kultivierungs
dauer der Makrophagen.

Die obengenannten Versuche wurden mit Makrophagen durchgefiihrt, die fir 8-14 Tage in Kultur
waren. Um zu testen, welche Kulturdauer mindestens notwendig ist, um eine ausreichende basale
und stimulierte Enzymsekretion zu erreichen bzw. ob die Sekretion lysosomaler Enzyme mit
zunehmender Kulturdauer wieder abnimmt, wurden die Sekretionsraten lysosomaler Enzyme durch
M akrophagen nach einer Kultivierungsdauer von 7-14 Tagen gemessen (Tab.2).
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Tab.2: Effekte der Kultivierungsdauer auf die basale und stimulierte Sekretion lysosomaler
Enzyme durch M akrophagen

Sekretionsrate [mU/mg Zellprotein/24 h]

Kulturdauer

[Tage] 7 8 9 10 12 14
Fucosidase
basal 0,3 2,3 2,4 1,6 47 9,8
+NH,Cl 1,1 41 51 3,9 54 32,1
+Zymosan 04 2,6 3,1 2,6 11,6 39,5
Hexosa-
minidase
basd 14,4 12,1 23,8 25,3 24,6 24,4
+NH,Cl 36,5 41,6 49,1 47,2 51,1 29,9
+Zymosan 26,7 27,8 19,4 417 76,1 23,2
ASA
basal 0,4 1,0 0,6 0,4 0,5 0,2
+NH,Cl 0,7 1,0 0,2 0,7 0,7 0,6
+Zymosan 0,6 0,7 0,0 0,7 0,9 11

Unter Berlcksichtigung der Gesamtenzymaktivitét lassen sich hieraus die prozentuaen
Sekretionsraten im zeitlichen Verlauf graphisch darstellen (Abb.7a-c).

Danach war die basale a-Fucosidase Sekretion bei einer Kulturdauer von 12 Tagen am hdchsten,
und lield sich am Anfang (8.Tag) und am Ende (14.Tag) des Beobachtungszeitraumes deutlich
durch NH,4CI und Zymosan stimulieren.

Die relative basale 3-Hexosaminidase Sekretion blieb Gber den Kultivierungszeitraum etwa gleich.
Die stimulierende Wirkung von NH,Cl und Zymosan auf die relative Sekretionsrate der [3-
Hexosaminidase war, mit geringen Abweichungen an Tag 8 und 9, Uber den Untersuchungs-
zeitraum deutlich erkennbar, wobei sich eéin Maximum am 8. Kultivierungstag der Makrophagen
fand. Flr die Arylsulfatase A hingegen zeigte sich eine deutliche Abnahme der basalen und
stimulierten Enzymsekretion ab einer Kultivierungsdauer von 10 Tagen. FiUr nachfolgende
Experimente zur Bestimmung lysosomaler Enzyme wurden deshalb Makrophagen mit einer

Kultivierungsdauer zwischen 8 und 10 Tagen gewahlt.
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a) Alpha-Fucosidase
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Abb.7a-c: Relative basale und stimulierte Sekretion lysosomaler Enzyme durch Makro-
phagen in Abhéngigkeit von der Kultivierungsdauer

Makrophagen, die fir 7-14 Tage kultiviert waren, wurden 24 h ohne Zusatz ( m ) oder in Anwesenheit von 30 mM
Ammoniumchlorid ( m ) und 50 pl Zymosan/ml Medium () inkubiert und die Aktivitdten der a-Fucosidase, [3-

Hexosaminidase und ASA in Medium und Zellextrakten bestimmt. Der Anteil des in das Medium sezernierten Enzyms
wurde in Bezug zur Gesamtaktivitét (Medium und Zellen) a's prozentual e Sekretion angegeben.
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4.2.4. Nachweis von ASA in Medien von humanen Makrophagen durch Western-Blot-
Analyse

Neben den enzymatischen Bestimmungen lysosomaler Enzyme wurde der Gehalt der Arylsulfatase
A in Medien von Makrophagen, die 14 Tage in Kultur waren und fir 24 h in An- und Abwesenheit
von 30 mM Ammoniumchlorid bzw. 50 pl/ml Zymosan (Endkonzentration 2,5 mg/ml Medium)
inkubiert wurden, durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen (Abb.8). Der Western-Blot bestétigt
die Enzymaktivitadtsbestimmungen (4.2.2.) und zeigt ein ahnliches Signal in den Medien

stimulierter Zellen im Vergleich zu Kontrollmedien.

M akrophagen- ASA-
Probe M edien Standard
Zusatz - NH,CI Zéranno— -

- e ' w
* -

Abb.8: Western-Blot-Analyse von M akrophagenmedien

Medien von Makrophagen, die fir 14 Tage in Kultur waren und fir weitere 24 h in An- und Abwesenheit von
Ammoniumchlorid (30 mM) und Zymosan (50 pl/ml) inkubiert wurden, dienten der Bestimmung des Arylsulfatase A-
Gehaltes durch Western-Blot. Als ASA-Standard diente rekombinante humane ASA.

4.2.5. Nachweis neusynthetisierter ASA in Medien von Makrophagen

Makrophagen, die fir 9 Tage in Kultur waren, wurden fir weitere 24 h mit [*S]-Methionin-
haltigem Medium in An- und Abwesenheit von 30 mM NH,CI inkubiert. Das Medium wurde von
den Zellen abgenommen, dialysiert und anschlieffend fur die Immunoprézipitation der ASA
verwendet (Abb.9). Nur aus den Medien nach NH,Cl-Stimulation war radioaktiv markierte ASA
prézipitierbar und nachweisbar.

Diese Daten lassen vermuten, daf3 die Diskrepanz zwischen der Enzymaktivitdtsbestimmung und
den Western-Blots, die keine grofen Unterschiede zwischen dialysierten und Kontrollmedien
hinsichtlich des ASA-Proteins aufwiesen, auf Sekretion neusynthetisierter lysosomaler ASA

zurUckzufihren ist, deren Anteil an der Gesamtmenge sezernierter ASA aber aullerst gering ist.
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Probe M akrophagen-M edien
NH,CI - +

ADbb.9: Sekretion neusynthetisierter ASA durch humane M akrophagen

Makrophagen, die fir 9 Tage in Kultur waren, wurden nach metabolischer Markierung mit [*S]-Methionin in An- und
Abwesenheit von 30 mM Ammoniumchlorid und nach Diayse zur Immunoprazipitation der ASA verwendet. Nach SDS-
PAGE wurde die radioaktive ASA durch Fluorographie sichtbar gemacht.

4.2.6. Aufnahme von [*S]-ASA in humane Fibroblasten aus Medien NH,Cl-stimulierter
M akrophagen

Um zu erfahren, ob Unterschiede in der Aufnahmekapazitét von [*S]-ASA in humane Fibroblasten
in Abhangigkeit von der Dauer der Kultivierung der Makrophagen bestehen und ob
Makrophagenmedien zur Enzymendozytose geeignet sind, wurden Medien von Makrophagen
verwendet, die fir 9 und 20 Tage in Kultur waren. Nach metabolischer Markierung mit [*S]-
Methionin in An- und Abwesenheit von Ammoniumchlorid wurden die anschlief3end dialysierten
Medien ads Quelle von Enzymen eingesetzt, deren Aufnahme bestimmt werden sollte. Die
Endozytose erfolgte fir eine Inkubationsdauer von 27 h, an die sich die Immunprazipitation der
ASA anschlo3. Aus den Zellextrakten konnte die erwartete 62 kDa ASA-Form nicht prézipitiert
werden (Abb.10), dagegen aber eine schwache Bande von etwa 47 kDa ([ ). Die 47 kDa-Bande
war auch aus den Medien prézipitierbar.
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Fibroblasten Medien Z€dlen
Endozytose
- 9d - |20d 9d 20d
Kond. Med.
Kond. Med. 9d - [20d| - - R
M6P - - - - - + - |+

Abb.10: Aufnahme von ASA aus Medien von Makrophagen in humane Fibroblasten in

Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer der M akrophagen
[®S]-markierte, dialysierte Medien von Makrophagen (nach Stimulation durch NH,C!), die fir 9 und 20 Tage in Kultur

waren, wurden a's Quelle von Enzymen eingesetzt (konditioniertes Medium), deren Aufnahme bestimmt werden sollte.
Nach 27-stindiger Inkubation in An- und Abwesenheit von M6P wurde die ASA aus Zellextrakten und Medien
immunprazipitiert und nach SDS-PAGE und Fluorographie sichtbar gemacht.

4.2.7. Mannose-6-Phosphat abhéngige Aufnahme von Proteinen in Fibr oblasten

Um eine Aussage Uber die Spezifitat gegeniiber der Aufnahme der von Makrophagen sezernierten
Proteine in Fibroblasten zu erhalten, wurden durch NH4CI-Stimulation gewonnene Makrophagen-
Medien dialysiert, lyophilisiert und anschlief?end jodiert. Dies sollte eine schnelle Zuordnung der
M6P-abhangig aufgenommenen Proteine ermoéglichen und zum Verschwinden entsprechender
Proteinbanden bzw. der Vorlauferformen aus den Medien fuhren. Unklarerweise war die Jodierung
dieser Makrophagensekrete auch nach Dialyse und Gelfitration in 3 verschiedenen Ansétzen nicht
maglich.
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4.2.8.Kinetik der Endozytose[**°J]-markierter ASA durch Makrophagen

Um einen schnellen, empfindlichen und spezifischen Nachweis Uber die Aufnahme eines
lysosomalen Enzyms in Zellen unter verschiedenen Bedingungen fihren zu kdnnen, wurde
rekombinante, gereinigte humane ASA jodiert und den Zellen im Medium fir verschiedene
Zeitraume (2-6 h) angeboten. Die Zellen wurden nach der Inkubation solubilisiert und die aufge-
nommene ASA durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert und dargestellt. Parallel wurden
Zellen ener nicht radioaktiven Kontrollinkubation zur Bestimmung der Zellzahl bzw. des

Proteingehaltes aufgearbeitet.

Die ASA-Endozytose in Makrophagen, die fir 5 Wochen in Kultur waren, wurde in Abhéngigkeit
von einer Inkubationszeit zwischen 2 und 6 h untersucht. Die densitometrische Auswertung der
Autoradiogramme zeigte eine anndhernd lineare Zunahme des aufgenommenen Enzyms mit
zunehmender Inkubationszeit (Abb.11): Nach einer Inkubationszeit von 4 h kam es zur Aufnahme
der 2,2-fachen, nach 6 h der 3-fachen Enzymmenge gegenitiber der Aufnahme nach 2 h. Die
Aufnahme der ASA war bis zu 6 h zu 95-97,5 % durch Mannose-6-Phosphat (M6P) hemmbar.

Inkubations- 6
zeit [h]

mep | — | *t | - |t -] *

Abb.11: ASA-Aufnahmein Makrophagen

Funf Wochen alte Makrophagen wurden fiir 2, 4 und 6 h in An- und Abwesenheit von 10 mM M6P mit [*2J]-markierter
ASA inkubiert. Die Zellen wurden anschlieffend solubilisiert und die aufgenommene ASA durch SDS-PAGE und
Autoradiographie analysiert und dargestellt.
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4.2.9. Kinetik der Endozytose [**J]-markierter ASA in Glia C6-Zellen und neuronale SY5Y -
Zéellen

Die ASA-Aufnahme in Glia C6-Z€llen wurde fiir eine Inkubationsdauer von 2-6 h, in neuronae
Zéllen fur eine Inkubationsdauer von 4 h in An- und Abwesenheit von M6P untersucht. Es zeigte
sich fir beide Zellarten eine nahezu komplette Hemmbarkeit der Endozytose durch M6P (Abb.12).
Nach densitometrischer Quantifizierung der ASA-Bande zeigte sich interessanterweise fir die Glia
C6-Z€llen, nach einer geringflgigen Zunahme der endozytierten ASA zwischen 2 und 4 h Inkuba-
tionszeit (4 %), dal nach einer Inkubationszeit von 6 h 15 % weniger [**J]-ASA als nach 2 h
intrazellulér nachweisbar war (Abb.12). Diesist am ehesten auf einen intrazelluléren Enzymabbau
zurlckzufihren. Im Vergleich nahmen die Glia C6-Zellen nach einer Inkubationszeit von 4 h
deutlich mehr ASA (42 %) auf als neuronae SY5Y -Zellen.

Zdellen GliaCé6 SY5Y
Inkubations-
) 2 4 6 4
zeit [h]
M6P - + - + - + - +

Abb.12: ASA-Aufnahmein Glia C6- und neuronale SY5Y-Zellen
Glia C6-Z€llen wurden fir 2, 4 und 6 h und neuronale SY5Y-Zellen fir 4 h in An- und Abwesenheit von 10 mM M6P

mit [*%J]-markierter ASA inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend solubilisiert und die aufgenommene ASA durch
SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert und dargestellt.

46



Resultate

4.2.10. Nachweis des Abbaus endozytierter [**J]-markierter ASA in Glia C6 und neuronalen
SY5Y-Zéllen

Um zu bestimmen, ob die endozytierte ['*°J]-ASA in Glia C6-Zellen abgebaut wird, wurden die
Zellen in 5 paralelen Ansitzen zunéchst fir 2 h mit [*2J)-ASA bei 37°C inkubiert (Pulse). Die
Zellen einer Kulturschale wurden anschlief3end direkt aufgearbeitet (t=0), wéahrend andere Schalen
nach Entfernen des radioaktiven Mediums fir 2-22 h in frischem, nicht radioaktivem Medium
weiter inkubiert wurden (Chase). Die densitometrische Quantifizierung der ASA-Banden ergab fir
die Glia C6-Zellen, daR bereits nach 2 h Chase die Menge der [**°J]-ASA um 39 % und nach 22 h
um 83 % der ASA-Menge zum Zeitpunkt t=0 abgenommen hatte (Abb.13). Auch fir die
neuronalen SY5Y-Zellen zeigte sich eine deutliche Verminderung des intrazelluldren Enzym-

gehaltes um 96 % nach einem Chase von 22 h.

Zellen GliaCé SYsY

Pulse + + + + + + + +
Chase [h] - - 2 4 8 22 - 22

M6P - + - - - - - -

Abb.13: Nachweis des Abbaus endozytierter ASA in Glia C6- und neuronalen SY5Y-Zéellen
Glia C6- (Bahn 1-6) und Neuroblastoma SY5Y -Zellen (Bahn 7 und 8) wurden fiir 2 h bei 37° C mit [**J]-ASA in An-
und Abwesenheit von 10 mM M6P (Bahn 2) inkubiert. Danach wurde ein Teil der Zellen direkt abgeerntet (Bahn 1 und
7) oder fir die angegebenen Zeiten mit frischem, nicht radioaktivem Medium inkubiert. Die Zellen wurden anschlief3end
solubilisiert und durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert und dargestellt.
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4.2.11. Nachweis des Abbaus und der intrazellularen Lokalisation von [**J]-ASA in Glia C6-
Zéellen

Um zu unterscheiden, ob es sich bei der ASA, die nach 2-6 h Inkubation bel 37° C darstellbar war
(Abb.11-13), um intrazellul&re oder zell oberflachengebundene ASA handelt, wurden Zellen nach 2
h Inkubation mit [**°J]-ASA bei 37° C auf 4° C abgekiihit, kalt gewaschen und anschlieRend fiir 2 x
10 min mit 5 mM M6P bei 4° C inkubiert. Oberfldchengebundene ASA wird nach dieser Prozedur
abgel6st, wobei intrazelluldre ASA die gleiche Bandenintensitdt nach SDS-PAGE und Auto-
radiographie aufwei sen sollte wie die sofort abgeerntete Kontrolle (Abb.14).

Ein anderer Teil der Zellen wurde nach einer Inkubationsdauer von 2 h mit [**J]-ASA (Pulse) fir
weitere 22 h mit frischem, nicht radioaktivem Medium in An- und Abwesenheit von Protease-
inhibitoren inkubiert (Chase). Nach densitometrischer Quantifizierung zeigte sich, eine anndhernd
gleiche Bandenintensitét der nach ASA-Endozytose bei 4° C mit M6P inkubierten Probe, wie bei
der entsprechenden Kontrolle (Bahn 3 vs Bahn 1). Die Endozytose war fast vollsténdig durch M6P
hemmbar (Bahn 2). Nach einem Chase von 22 h fand sich eine Minderung der intrazellulér
nachweisbaren Enzym-Menge um 7 % (Bahn 4), sowie in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren um
16 % (Bahn 5).

Pulse + + + + +
Chase [h] - - - 22 22
M6P - + + - -
Inhibitoren - - - - +

[ JE—

Abb.14: Pulse-Chase-Experiment zur Bestimmung der intrazellularen Stabilitét endozy-

tierter ASA

Glia C6-Zellen wurden firr 2 h bei 37° C mit [*°J]-ASA in An- und Abwesenheit von 10 mM M6P (Bahn 2) inkubiert.
Danach wurden die Zellen auf einem Teil der Platten direkt abgeerntet (Bahn 1 und 2), ein anderer Teil 2 x 10 min mit 5
mM M6P auf Eisinkubiert (Bahn 3) und ein dritter Teil fir weitere 22 h mit frischem, nicht radioaktivem Medium in An-
und Abwesenheit von Proteaseinhibitoren (Bahn 4 und 5) inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen solubilisiert und
mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert und dargestellt.
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4.2.12. Kinetik der Endozytose [*°J]-markierter ASA in gemischte Cortexkulturen

Die ASA-Aufnahme in gemischte Cortexkulturen aus Rattenhirnen, die am 18. Embryonaltag
prapariert und anschlief}end fur einen Zeitraum von 3 oder 6 Tagen kultiviert wurden, wurde in
Abhangigkeit von der Inkubationsdauer bestimmt (Abb.15). Die Aufnahme war bis zu 6 h unter
beiden Kulturbedingungen nahezu komplett durch M6P hemmbar. Es zeigte sich auferdem fir die
nur 3 Tage kultivierten Zellen eine nur geringe Zunahme der Enzymendozytose mit der Zeit. Nach
einer Inkubationsdauer von 6 h lagen die Mengen nachweisbarer ASA nur 1,8-fach Gber dem Wert
nach 2 h Endozytose. Die Aufnahme der ASA in 6 Tage kultivierte Zellen zeigte dagegen 3-fach
hohere ASA-Mengen nach 6 h Endozytose gegeniber 2 h Endozytose. Bezogen auf die
Proteinmengen ergibt sich, daid die fir 6 Tage in Kultur gehaltenen Zellen nach einer Endozytose-
dauer von 2 h 20 % weniger Enzym aufgenommen haben als die 3 Tage kultivierten Zellen, nach
einer Endozytosezeit von 6 h alerdings zeigten die 6 Tage kultivierten Zellen eine um 36 % hohere
ASA-Aufnahme.

Inkubations-
. 2 4 6 2 4 6
zeit [h]
M6P - -+ -1+ - - +| - +

Abb.15: ASA-Aufnahmein gemischte Cortexkulturen aus Rattenhirnen

Gemischte Cortexzellen, die fir 3 und 6 Tage in Kultur waren, wurden fir 2, 4 und 6 h in An- und Abwesenheit von 10 mM M6P mit
[**J-ASA inkubiert. Die Zellen wurden anschlielend solubilisiert und die aufgenommene ASA durch SDS-PAGE und
Autoradiographie analysiert und dargestellt.
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4.2.13. Kinetik der Endozytose [**°J]-markierter ASA in Wildtyp- und ASA-defiziente
Mausfibroblasten

Um den méglichen EinfluR endogener ASA auf die Endozytose der [*J]-ASA in den verwendeten
Zéellinien oder primaren humanen und Rattenzellen auszuschlief3en, wurden aus Wildtyp und ASA-
defizienten Mausen Fibroblasten der Haut prépariert, kultiviert und die ASA-Endozytose in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit sowie in An- und Abwesenheit von M6P und konditionierten
Makrophagensekreten analysiert und dargestellt (Abb.16). Insgesamt ist die ASA-Aufnahme in
ASA-defiziente Fibroblasten 1,5-fach geringer as in Wildtypfibroblasten. Bei beiden Zelltypen
wurde die Aufnahme zu 75-89 % durch M6P gehemmt. Eine Inkubation in Anwesenheit von
konditionierten Makrophagensekreten (Makrophagen nach 4 Wochen Kultivierung; 24 h Kondi-

tionierung +/- NH,CI) fiihrte zu einer Verminderung der [**°J]-ASA-Aufnahme um ca. 40 %.

Zdltyp Wildtyp ASA -/-
Inkubations-

, 2 2162 2 ]|212] 6 2 2
zeit

M6P - + | -1 -1 -1- +| - - -
Kond. Med. | - - -1+ + - -] - + +

Abb.16: ASA-Aufnahmein Wildtyp und ASA-defiziente M ausfibroblasten

Wildtyp (Bahn 1-5) und ASA-defiziente (Bahn 6-10) Mausfibroblasten wurden fir 2 und 6 h in An- und Abwesenheit
von 10 mM M6P (Bahn 2 und 7) und konditionierten Makrophagensekreten (kond. Med.) mit (Bahn 5 und 10) und ohne
(Bahn 4 und 9) NH,CI-Stimulation bei 37° C mit [*2°J]-ASA inkubiert. Anschlieflend wurden die Zellen solubilisiert und
die ASA durch SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert und dargestelIt.
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4.2.14. Hemmung der [**J]-ASA-Aufnahme durch Sekrete NH,Cl-stimulierter Makrophagen
Um herauszufinden, ob die Aufnahme von [**°J]-ASA durch die Anwesenheit von dialysierten
Sekreten NH,Cl-stimulierter Makrophagen (30 mM), die 1,75 mU/ml/24 h ASA bzw. 16,2
mU/ml/24 h B-Hexosaminidase enthalten, gesenkt wird, wurden Wildtyp und ASA-defiziente
Mausfibroblasten mit ansteigenden Mengen NH,Cl-stimulierter Makrophagensekrete fir 2 h bei
37° C mit [***J]-ASA inkubiert (Abb.17).

Insgesamt nahmen die ASA-defizienten Fibroblasten 3,3-fach weniger Enzym auf (siehe auch
4.2.13.), as die Wildtypzellen (vergleiche Bahn 2 und 7 bzw. 3 und 8). Die aufgenommene ASA-
Menge war in beiden Zelltypen direkt von der angebotenen Enzymmenge abhangig: die
Verdoppelung der Menge von ASA im Medium (60 bzw. 120 ul Zusatz pro Platte) fuhrte zu 2-fach
hoherer ASA-Ausbeute in den Zellen. Bel einer durchschnittlichen spezifischen Radioaktivitét der
ASA von 23 uCi/ug ASA wurden den Zellen ca. 2,6 ng [*°J-ASA (in 60 ul) angeboten. Durch
Zugabe NH,CI-stimulierter Makrophagensekrete (1,74 mU ASA/ml, d.h. 17,4 ng ASA/ml) war
eine Hemmung der Endozytose bis zu maxima 51 % (bei Zusatz von 2 ml konditioniertem
Medium) zu erreichen. Unterschiede zwischen Wildtyp und ASA-defizienten Zellen waren

hinsichtlich der Hemmung nicht signifikant.

Zdltyp |Med Wildtyp ASA -/-

[125J]-ASA
(k]
Kond. Med.
[mi]

60 (120 | 60 | 60 | 60 | 60| 120 [ 60 [ 60 | 60 | 60

p——

————a-

-
1 2]3[a]5s5]6] 7[s8]o]wo]n2

% Inhibition| - - - 23 | 40 (51| - - - 123 28

Abb.17: Hemmung der ASA-Endozytose durch NH,ClI-stimulierte M akrophagensekrete
ASA-defiziente (Bahn 7-11) und Wildtypfibroblasten (Bahn 2-6) wurden fur 2 h mit den angegebenen Mengen von
[*5]]-ASA (162.000 cpm/60 pl) und NH,Cl-stimulierten Makrophagensekreten (1,74 mU ASA/ml bzw. 16.2 mU B-
Hexosaminidase/ml) bei 37° C inkubiert. Anschlielfend wurden die Zellen solubilisiert und die ASA durch SDS-PAGE
und Autoradiographie analysiert und dargestellt. In Bahn 1 ist die den Zellen angebotene, immunprazipitierte [*°J]-ASA dargestellt.
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4.2.15. Cokultur ASA-defizienter M duse-Astroglia mit humanen Makrophagen

Um zu testen, ob von humanen Makrophagen sezernierte, [*°S]-markierte Arylsulfatase A von
ASA-defizienter Mause-Astroglia aufgenommen wird, wurden auf Zellkulturschalen wachsende
Makrophagen (14 d Kultivierungszeit) mit auf Filtern wachsenden M&use-Astrogliazellen fir 24 h
in Anwesenheit von [*S]-Methionin (40 pCi/ml) cokultiviert (Abb.17). Die immortalisierte Astro-
gliakultur wurde durch SV 40 large-T-antigen Transformation ASA-defizienter Maus-Astroglia
gewonnen (U. Matzner, Universitdt Bonn). Anschlief3end wurde die ASA durch ein fir humane
ASA spezifisches Antiserum prézipitiert und durch Phosphorimaging sichtbar gemacht. Es zeigte
sich, dal3 ASA aus cokultivierten Makrophagen (Bahn 7 und 8) zwar in das Medium sezerniert
wurde (Bahn 1 und 2), aber nicht in den ASA -/- Astrogliazellen (Bahn 4 und 5) nachweisbar war.
Die in cokultivierten ASA -/- Gliazellen nachweisbaren Banden (00) stellen unspezifische
Prézipitate dar, was sich durch Vergleich mit separat kultivierten Astrogliazellen (Bahn 3 und 6)
zeigte, die exakt dieselben Banden aufwiesen.

M edien Zéllen Makroph.
1
ho ASA-/- Glia Makroph. |Zellen| Med.
Cokultur + + - + + - + + - -
M6P10mM | - + A + . . + _ ]
pASA [ Bk ek i e
ash PR
i 'Iul-n.'-_Eq.
1 2 6 7 8 9 10

ADbb.18: Cokultur humaner Makrophagen mit ASA-defizienter M ause-Astroglia

Humane Makrophagen und ASA-defiziente Maus-Astroglia wurden fir 24 h mit [*S]-Methionin und in An- und
Abwesenheit von 10 mM MG6P cokultiviert. Die humane ASA wurde anschlielfend aus Zellextrakten der Glia (Bahn 4
und 5) und der entsprechenden Makrophagen (Bahn 7 und 8) sowie aus jeweils Y/;, der Medien (Bahn 1 und 2)
immunprazipitiert und nach SDS-PAGE durch Phosphorimaging sichtbar gemacht.

Als Kontrolle wurden unter gleichen Bedingungen entweder Gliazellen (Bahn 3 und 6) oder Makrophagen (Bahn 9 und
10) alein markiert und kultiviert. (p ASA: 62 kDa Precursor; m ASA: 54-57 kDa reife Form)
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4.2.16. Cokultur ASA-Uberexprimierender BHK-Zellen mit ASA -/- Astroglia

Um sicherzustellen, dal? die in den Vorexperimenten festgestellte fehlende Endozytose von ASA
aus Sekreten humaner Makrophagen auf ein zu geringes Enzymangebot oder eine mangelnde
Phosphorylierung der sezernierten humanen ASA zurlickzufuhren ist, wurde in einem néchsten
Schritt eine Cokultur von ASA-Uberexprimierenden BHK-Zellen, von denen bekannt ist, dal3 sie
M6P-haltige ASA sezernieren, mit ASA-defizienter Astroglia fir 24 h durchgefihrt (Abb.18). Hier
zeigte sich, dal3 die durch ASA-Uberexprimierende Zellen (Bahn 7 und 8) sezernierte ASA (Bahn 1
und 2) nicht in ASA -/- Astrogliazellen (Bahn 4 und 5) nachgewiesen werden konnte.

Medien _
N ASA -/- Glia BHK-Zellen
/10
Cokultur + + - + + - + +
M6P - + - - + - - +

Abb.19: Cokultur ASA-uberexprimierender BHK-Zellen mit ASA-/- Astroglia

Auf Zellkulturschalen wachsende ASA-iberexprimierende BHK-Zellen (Bahn 7 und 8) wurden mit [*S]-Methionin
markiert und fir 24 h mit auf Filtern wachsenden ASA -/- Astrogliazellen (Bahn 4 und 5) in An- und Abwesenheit von
10 mM M6P cokultiviert. Zum Vergleich wurde ASA -/- Astrogliazellen allein kultiviert (Bahn 3 und 6). Anschliel3end
wurde die [*S]-markierte humane ASA aus Zellextrakten und ;o der Medien immunprazipitiert und nach SDS-PAGE
durch Phosphorimaging sichtbar gemacht.

4.2.17. Phosphorylierung von sezer nierten lysosomalen Enzymen aus M akr ophagen

In einem vorlaufigen, orientierenden Experiment wurden humane Makrophagen, die fir 14 Tage
kultiviert wurden, fir 24 h in An- und Abwesenheit von NH,Cl mit jeweils 0,8 mCi [*P] ortho-
Phosphat markiert. Anschlief3end wurden aus den Medien und Zellextrakten ASA und Cathepsin D

immunprazipitiert, die aber nicht [*P]-markiert waren.
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5. Diskussion

5.1. Charakteriserung humaner Makrophagen als Quelle sezernierter lysosomaler Enzyme
Der Transfer von lysosomalen Enzymen aus Makrophagen in Hirnzellen wurde als Ausgangspunkt
gewdhlt, um geeignete Bedingungen fir einen experimentellen Therapieansatz fir lysosomale
Speichererkrankungen mit Beteiligung des ZNS zu etablieren. Dazu wurde zunéchst die Isolation
humaner Makrophagen aus Buffy Coats mittels Ficoll-Dichtezentrifugation zur Abtrennung von

L eukozyten und nachfolgender Elutriationszentrifugation nach Mason et al. (1985) zur An-
reicherung der Makrophagen entsprechend der zur Verfligung stehenden Moglichkeiten

modifiziert. Die Fraktionen mit dem héchsten Makrophagenanteil wurden mittels der fr
Makrophagen typischen Oberflachenmarker CD14 und CD45 durch FACScan-Analyse ermittelt.
Aufgrund der Haufigkeit der Defizienz lysosomaler Enzyme und deren Mef¥barkeit durch
konventionelle Aktivitéatstests, Verflgbarkeit von Antikdrpern und rekombinanten Enzymen
wurden sechs lysosomale Enzyme fir die Vorversuche ausgewdhit: [B-Hexosaminidase, a-
Fucosidase, a-Mannosidase, 3-Galaktosidase, B-Glucosidase und Arylsulfatase A. Fir diese sechs
lysosomalen Enzyme wurde die basale Sekretionsrate bestimmt und getestet, ob eine Stimulation
der Sekretion mdglich war. Es zeigte sich, dal3 die 3-Hexosaminidase und a-Fucosidase mit 32 und
27 % der Gesamtaktivitét die hoéchsten basaen Sekretionsraten aufwiesen und auch fur die
Arylsulfatse A und a-Mannosidase noch Sekretionsraten zwischen 10 und 15 % zu finden waren.
Die Sekretionsrate der [3-Galaktosidase betrug dagegen nur 2 %. Im Vergleich hierzu betrug die
basale Enzymsekretionsrate fur Mausemakrophagen zwischen 5 (B-Gaaktosidase) und 10 % (B-
Glucuronidase) und fur U937 Zellen bis zu 15 % an neusynthetisiertem Cathepsin D (Brown et a.,
1985; Braulke et al., 1987 b). Nach diesen Ergebnissen wurden in die nachfolgenden Experi-mente
nur noch -Hexosaminidase, a-Fucosidase und Arylsulfatase A einbezogen.

Die oben genannten Experimente zur Bestimmung der Basalsekretionsraten wurden mit
Makrophagen, die fir 14 Tage kultiviert wurden, durchgefihrt. Um zu testen, ob die basale und
stimulierte Sekretion lysosomaler Enzyme sich mit der Kultivierungsdauer andert, wurden
lysosomale Enzymaktivitéten taglich nach 7-10 sowie 12 und 14 Tagen Kultivierung der
Makrophagen bestimmt. Es lief3 sich jedoch kein optimaler Zeitpunkt ermitteln an dem alle
untersuchten Enzyme maximal e Sekretionsraten aufwiesen. So war die a-Fucosidase-Sekretion am
12. Kulturtag maximal, wdahrend die Sekretionsrate fur die Arylsulfatase A nach einer
Kultivierungsdauer von 8-9 Tagen am héchsten war und danach wieder deutlich abnahm. Ahnlich
verhielt es sich mit der Stimulation der Sekretion durch NH,CI.

Um eine mogliche in vivo Aktivierung der Makrophagen imitieren zu kénnen und deren Potential
zur hochstméglichen Sekretion endogener Enzyme zu ermitteln, erfolgten zusétzlich
Untersuchungen zur Stimulierbarkeit der Sekretion lysosomaler Enzyme durch NH,Cl und

Zymosan. Schwache Basen, wie NH,Cl, erhdhen den pH-Wert in sauren, intrazelluléren
54



Diskussion

Kompartimenten wie TGN, Endosomen und Lysosomen. Die schwachen Basen diffundieren in
ihrer nichtprotonierten Form durch Membranen und werden in sauren Organellen protoniert. Der
Ausstrom der protonierten Basen aus diesen Organellen ist im Vergleich zum Einstrom der
nichtprotonierten Formen stark erschwert. Die Aktivitét der Protonenpumpe hélt den Konzentra-
tionsgradienten fur die nichtprotonierten Basen aufrecht, so dal3 es neben der Erhéhung des pH-
Wertes zu einer steigenden Akkumulation der Basen in diesen Organdlen kommt. Diese
Akkumualtion wird von einer fortschreitenden Schwellung dieser Organellen aufgrund des
osmotischen Einstroms von Wasser begleitet (Poole & Ohkuma, 1981). Aufgrund des pH-Anstiegs
ist die pH-abhéngige Dissoziation von Rezeptor-Ligand-Komplexen blockiert. Die Zahl freier, fur
Transportvorgange nutzbarer Rezeptoren nimmt ab und ligandbel adene Rezeptoren akkumulieren.
Dies hat zur Folge, dal3 kaum noch Rezeptoren fir den Transport neusynthetisierter lysosomaler
Enzyme zur Verfigung stehen und es somit zu einer Sekretion dieser Enzyme kommt (Gonzal ez-
Noriegaet a., 1980; Braulke et al., 1987 b).

Es zeigte sich, dal3 auch die stimulierte Sekretion fir die verschiedenen lysosomalen Enzyme
Unterschiede aufwies, da sich die 3-Hexosaminidase und a-Fucosidase durch NH,Cl und Zymosan
deutlich stimulieren lief3en, wohingegen die Arylsulfatase A-Sekretion kaum stimulierbar war.

Pul se-Chase-Experimente mit [*S]-markierten Makrophagen in An- und Abwesenheit von NH,CI
und anschlieender Immunprézipitation von ASA aus den Medien zeigten, dal® NH,Cl zur
Freisetzung lysosomaler Enzymvorstufen fuhrt (Abb.9). Zymosan dagegen bewirkt zusétzlich eine
Freisetzung reifer lysosomaler Enzyme aus den Lysosomen. Es wird angenommen, dal? aufgrund
erhohter intrazelluldrer Ca*-K onzentrationen (1-5 uM) Lysosomen in verschiedenen Zellinien der
Exozytose und Fusion mit der Plasmamembran unterliegen (Rodriguez et al., 1997). Kirzlich
wurde auch ein hochaffiner Ca®*-Sensor, Synaptotagmin VII, in lysosomalen Membranen
nachgewiesen, der die Ca?" induzierte Exozytose von Lysosomen vermittelt (Martinez et al., 2000).
Wie hoch genau der mdgliche Anteil der freigesetzten lysosomalen Enzyme aus den Lysosomen
humaner Makrophagen unter Zymosanbehandlung ist, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
bestimmt.

Dalysosomale Enzyme in spdten endosomalen Kompartimenten bzw. in den Lysosomen durch die
M 6Pase dephosphoryliert werden (Bresciani et al., 1992), stellt sich die Frage, ob auch diese reifen,
dephosphorylierten lysosomalen Enzyme nach ihrer Sekretion aus den Lysosomen in
Akzeptorzellen aufgenommen werden kdnnen, obwohl ihnen der M6P-Marker fehlt. Die Aufnahme
von [*J]-ASA in Wildtyp und ASA-defiziente Mausfibroblasten wird in Gegenwart von Medien
stimulierter Makrophagen nur wenig inhibiert. Bei einem Angebot von Makrophagensekreten, die
1,74 mU ASA/ml bzw. 16,2 mU [-Hexosaminidase/ml enthalten, herrscht ein 13,4-facher
UberschuR an ASA aus Makrophagensekreten gegeniiber der [**°J]-ASA vor. Zusitzlich enthalten
diese Makrophagensekrete noch weitere lysosomale Enzyme, die mit der [*°J-ASA um eine
Aufnahme durch den M6P-Rezeptor konkurrieren. Trotzdem wird die [**°J]-ASA Aufnahme nur zu
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maximal 51 % gehemmt (Abb. 17). Dies |&% vermuten, dal3 der Grof¥eil der lysosomalen Enzyme
in NH,Cl-stimulierten Sekreten von Makrophagen im dephosphorylierten Zustand vorliegt und
somit die M6P-abhangige Aufnahme der [**°J]-ASA in Maus-Fibroblasten nicht hemmbar ist.

5.2. Nachweisverfahren fir ausgewahlte lysosomale Enzyme

Es wurden verschiedene Verfahren ausgewdhlt, um die Aufnahme lysosomaler Enzyme in
verschiedene Zellsysteme nachzuweisen. Zuerst erfolgte der Nachweis Uber enzymatische
Enzymaktivitatsbestimmungen, wobei aber Endozytosezeiten von mindestens 24 h notwendig
waren, um einen relevanten Zuwachs der Enzymaktivitdten zu erhalten. Deshalb erfolgte als
nachstes Verfahren eine metabolische Markierung von Makrophagen mit [*S]-Methionin und
Nutzung der markierten Sekrete as Quele fur lysosomale Enzyme zur Endozytose in
Akzeptorzellen, aus denen nachfolgend die Immunprézipitation einzelner Enzyme und ihre
Darstellung Uber Fluorographie erfolgte. Hierbei zeigte sich, da’ sehr lange Expositionszeiten
notwendig waren um eine Endozytose nachweisen zu kdénnen und daher erschien auch diese
Methode nicht fir alle Versuchsansétze geeignet. Eine exogene Markierung von sezernierten
M akrophagenproteinen mit [*>J] war nicht méglich, was auf (unbekannte) Quencheffekte zuriick-
zufiihren ist. Deshalb erfolgte der Endozytosenachweis schlielich tber ['J]-markierte ASA
mit/ohne Immunprézipitation und nachfolgender Autoradiographie, wobel bereits nach kurzen

Endozytose- und Expositionszeiten eine Aufnahme nachgewiesen werden konnte.

5.3. Untersuchungen zur Rezeptor-vermittelten Endozytose von Arylsulfatase A in
ver schiedene Akzeptor zellen

Um die Fahigkeit verschiedener Zellen zur rezeptorvermittelten Aufnahme von ASA zu
bestimmen, wurden Zellen mit rekombinanter, jodierter humaner ASA in An- und Abwesenheit
von 10 mM MG6P fur verschiedene Zeitréume inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen
solubilisiert und die aufgenommene ASA durch SDS-PAGE und Autoradiographie dargestellt und
densitometrisch analysiert. Der Vergleich der ASA Banden aus Zellen, die direkt nach der
Inkubation abgeerntet und solubilisiert wurden und solchen, die nach der Inkubation auf 4° C
abgekihlt und mit M6P von an Zelloberflachen gebundener ASA befreit wurden, ergab keinen
Unterschied (Abb.14). Das bedeutet, daid die dargestellte ASA intrazellulér lokalisiert ist.

In alen untersuchten Zellen (humane Fibroblasten, humane Makrophagen, Glia C6-Zellen,
neuronale SY5Y-Zellen, gemischte Cortexkulturen aus Rattenhirnen, ASA -/- und Wiltyp-
Mausfibroblasten) war die Aufnahme von ASA MG6P-abhangig (Abb.11-16). Die Aufnahme
erfolgte nahezu linear mit zunehmender Inkubationszeit bis zu 6 h in humane Makrophagen
(Abb.11) und in 6 Tage kultivierte gemischte Cortexkulturen aus Rattenhirnen (Abb.15).

Ullrich et al. (1979 b) haben die Aufnahme von gereinigter N-acetyglucuronidase aus humanem

Urin, a-Mannosidase aus Schweinenieren und [(-N-acetylglucosaminidase aus humanen
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Hautfibroblasten in kultivierte nicht-parenchymale Rattenleberzellen gemessen. Die Inhibitions-
studien liefen vermuten, dald hauptséchlich Mannose- und N-acetylglucosamin-spezifische
Rezeptoren fir die Aufnahme verantwortlich sind. Die Prasenz von Mannose-6-Phosphatresten in
den gereinigten Enzymen wurde alerdings nicht nachgewiesen und mdglicherweise wurden die
Reste wahrend der Aufreinigung dephosphoryliert. Die verwendete -Hexosaminidase, die aus
Hautfibroblasten isoliert wurde, dirfte keine oder kaum noch Mannose-6-Phosphatreste enthalten,
da dieses Enzym lysosomalen Ursprungs ist, und spétestens dort durch die Mannose-6-
Phosphatasen dephosphoryliert wurde (Bresciani et al., 1992). Die in dieser Arbeit verwendete
rekombinante Arylsulfatase A enthdlt M6P-Reste (Braulke et al., 1990) und wird in humanen
Makrophagen und wie bereits friher gezeigt, auch in isolierten Kupferzellen aus der Rattenleber,
M6P-abhangig Uber den 300 kDa Mannose-6-Phosphat-Rezeptor aufgenommen (Schmitz et al.,
1995). Aulerdem wurde gezeigt, da3 die aus menschlichem Urin gereinigte o-N-
acetylglucosaminidase verschiedene Enzymformen enthélt, die durch Rezeptoren unterschiedlicher
Spezifitét erkannt werden kdnnen (Ullrich et al., 1978; Ullrich, 1979 ).

Interessanterweise war in Glia C6-Zellen nach einer anfanglichen Zunahme der endozytierten ASA
zwischen 2-4 h, nach einer Endozytosezeit von 6 h ca. 15 % weniger Enzym als nach 2 h
intrazellulér nachweisbar (Abb.12). Um zu untersuchen, ob die aufgenommene ASA abgebaut
wird, wurden Glia C6- und Neuroblastoma SY 5Y -Zellen nach einer Endozytosezeit von 2 h (Pulse)
mit frischem nicht radioaktivem Medium versehen und fir unterschiedliche Zeitréume zwischen 2
und 22 h inkubiert (Chase). Hierbel zeigte sich fur die Glia C6 Zellen eine Abnahme der
intrazellulér nachweisbaren Enzymmenge bereits nach einem Chase von 2 h und nach 22 h eine
deutliche Abnahme zwischen 83 % (Glia C6-Zellen) und 96 % (SY5Y-Zellen) gegentiber dem
Ausgangswert (Abb.13).

Die Ursache fiir den erhdhten Abbau von [*°J]-ASA in Glia C6 und neuronalen SY5Y-Zellen ist
unklar. Mdglicherweise , erkennen* die heterologen Akzeptorzellen (Glia C6-Zellen) die humane
ASA und bauen diese vermehrt ab. Dagegen spricht, dal3 in neuronalen SY5Y -Zellen ebenfalls ein
Abbau stattfindet, obwohl es sich hierbel um Zellen humanen Ursprungs handelt und dal3 bel der
Endozytose humaner ASA in 6 d kultivierte gemischte Cortexkulturen aus Rattenhirnen durchaus
eine Zunahme der aufgenommenen ASA nach einem Zeitraum von bis zu 6 h nachweisbar war.
Andererseits konnte die Kinetik des Abbaus von Zellsystem zu Zellsystem unterschiedlich sein.
Denkbar ist auch, dal3 1) wahrend der affinitétschromatographischen Reinigung der fur die
Aufnahmeexperimente benutzten ASA ein ,Cofaktor® verloren geht, der bel gleichzeitiger
Aufnahme zur Stabilitét beitrégt, 2) die Jodierung an einzelnen oder mehreren Tyrosinresten der
ASA (Y 33, 39, 63, 88, 116, 149, 201, 222, 223, 230, 306, 429, 439) die Stabilitét beeinfluld. Dazu
konnte auch ein verandertes Verhalten bel der pH-abhangigen Dimerisierung der ASA beitragen
(Waheed et dl., 1979).
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5.4. Konditionierte M akrophagensekr ete als mdgliche Quelle lysosomaler Enzyme

Ob konditionierte Makrophagenmedien, die nach metabolischer Markierung mit [*S]-Methionin
und Inkubation fur 24 h in An- und Abwesenheit von 30 mM Ammoniumchlorid gewonnen und
anschlief?end dialysiert wurden eine geeignete Quelle fir lysosomale Enzyme darstellen kdnnten,
war eine der entscheidenden Fragen, nachdem gezeigt werden konnte, dal3 eine Aufnahme von
ASA durch verschiedene Akzeptorzellen moglich war. Uberraschenderweise konnte aber nach
einer Inkubationsdauer von 27 h mit konditionierten Medien von Makrophagen, die fur 9 oder 20
Tage in Kultur waren keine ASA in humanen Fibroblasten nachgewiesen werden. Lediglich eine
schwache Bande von 47 kDa war nachweisbar, die sich auch in den Medien fand. Ob diese Bande
auf unspezifische Prézipitate oder einen intrazelluléren Abbau von Arylsulfatase A zurlickzufUihren
ist, bleibt unklar.

Im Gegensatz hierzu konnten andere Arbeitsgruppen zeigen, da die Inkubation ASA-
angereicherter konditionierter Medien von retroviral transduzierten C2C12-Myoblasten nach 48 h
zu einer Aufnahme von ASA in primére Oligodendrozytenkulturen A SA-defizienter, neugeborener
Maéuse fihrte (Consiglio et al., 1999).

Um festzustellen, ob die Anwesenheit endogener ASA einen Einfluf? auf die Endozytose von ASA
hat, wurde ASA-defizienten und Wildtyp Mausfibroblasten (als Kontrolle) rekombinante, jodierte
ASA in Gegenwart konditionierter Makrophagensekrete mit/ohne Stimulation durch NH,Cl zur
Endozytose angeboten. Es zeigte sich eine Hemmbarkeit der ASA-Aufnahme von ca. 40 %
(Abb.16). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei einer Inkubation von Wildtyp und ASA-defizienten
Mausfibroblasten mit jodierter ASA und ansteigenden Mengen konditionierter Makrophagen-
sekrete, bei der nur eine Hemmung von maximal 51 % zu erreichen war, was angesichts eines
Uberschusses von sezernierter ASA gegeniiber jodierter ASA duRerst gering ist.

Die Ursache dieser geringen Inhibierbarkeit konnte ein Fehlen der M6P-Reste und somit
mangel nde Konkurrenz am M 6P-Rezeptor sein oder auf ein mangelhaftes ,, uncovering” des M6P-
Restes (d.h. Abspaltung des N-acetylglucosaminrestes durch eine N-acetylglucosamin-1-phospho-
diester o N-acetylglucosaminidase) zurtickzufthren sein.

In U937-Zellen und Fibroblasten fand sich z.B. ein nahezu komplettes ,uncovering” in
intermedidren und reifen Formen von Cathepsin D, wohingegen die M6P-Reste von intrazelluldren
und sezernierten Precursor-Formen weniger freigelegt wurden. Das ,, uncovering” von M6P-Resten
ist in Gegenwart von NH,Cl vermindert (Isidoro et a., 1990 und 1991). Um zu kléren, ab
sezernierte lysosomale Enzyme in humanen Makrophagen freie M6P-Reste tragen, wurden
Makrophagen mit [*P] metabolisch markiert und Cathepsin D und ASA anschliefend immun-
prézipitiert. Die Analyse der Immunprézipitate nach und ohne Behandlung mit alkalischer
Phosphatase ergab in einem ersten Experiment kein autoradiographisch auswertbares Resultat.

Diese Experimente missen wiederholt und mit entsprechenden Kontrollen verifiziert werden.

58



Diskussion

5.5. Cokulturexperimente als Modele fir einen mdglichen Enzymtransfer
Um den Transfer lysosomaler Enzyme von Makrophagen auf enzymdefiziente Hirnzellen nach
Knochenmarktransplantationen imitieren zu konnen, wurden as in vitro Modell humane
Makrophagen mit auf Filtern wachsenden ASA -/- Astrogliazellen cokultiviert. Es zeigte sich
dlerdings, da3 nach einer Cokulturdauer von 24 h keine ASA in den defizienten Hirnzellen
nachweisbar war (Abb.19). Um auszuschlief?en, dal3 die fehlende Aufnahme von ASA auf zu
geringe Mengen der zur Endozytose angebotenen ASA oder mangel nde/fehlende M6P-Reste bzw.
fehlendes Aufdecken von M6P-Resten (,,uncovering®) der ASA zurlickzufihren ist, wurden in
einem weiteren Cokulturexperiment humane ASA-Uberexprimierende BHK-Zellen, deren
sezernierte ASA freie M6P-Reste enthalten, (Braulke et al., 1990) mit ASA -/- Maus-Astroglia
cokultiviert. Jedoch war auch in diesem Experiment nach einer Cokulturdauer von 24 h kein
Enzymtransfer nachwei shar.
Die Ursache hierfir kdnnte durch eine geringe Zahl/geringe Recycling-Kinetik des zur Aufnahme
notwendigen M6P-Rezeptors auf der Plasmamembran der ASA-defizienten Astroglia-Zellen oder
durch einen Abbau der aufgenommen ASA nach der Endozytose erklért werden. In den humanen
Colonadenocarcinom-Zellinien SW 948, SW 1116 und SW 1222 wird die fehlende Aufnahme von
Cathepsin B, ASA und B-Hexosaminidase auf eine geringe Recycling-Rate des 300 kDa M6P-
Rezeptors zurtickgefihrt (Braulke et al., 1992).
Eine weitere theoretische Moglichkeit fir einen fehlenden Enzymtransfer besteht in einem
veranderten Phosphorylierungsgrad der sezernierten lysosomalen Enzyme in Abhéngigkeit vom
Differenzierungs-/Aktivierungszustand der Makrophagen/Mikroglia.
In vivo Experimente zeigten, dald mit retroviralen Vektoren transduzierte Knochenmark-
stammzellen ASA-defizienter Méuse, die die cDNA fur ASA enthielten und ASA-defizienten
Mausen transplantiert wurden, zu einer z.T. Uber Monate nachweisbaren ASA Expression und auch
zu erhohten Gewebskonzentrationen fuhrten. Als Folge kam es zu einer Entspeicherung peripherer
Organe. Eine Entspeicherung im ZNS war, obwohl 27 % der normalen ASA Aktivitat im ZNS
gefunden wurde nur gering ausgepragt (Matzner et d., 1999).
Neueste Untersuchungen an Mausen, denen das Gen fir die B-Untereinheit der 3-Hexosaminidase
ausgeschatet wurde und die als Modedl fur die Sandhoff’'sche Krankheit dienen, die mit
Knochenmark aus Wildtyp-M&usen transplantiert wurden, zeigten folgende, z.T. Uberraschenden
Ergebnisse:
1. Viele 3-Hexosaminidase-positive Zellen wurden in der Milz und nur wenige in der Leber oder
Niere nachgewiesen.
2. Im ZNS dieser Méuse sind 3-Hexosaminidase-positive Zellen in den Leptomeningen und im
Plexus choroideus nachzuweisen, und nur wenige in den perivaskuldren Regionen des ZNS

(posteriorer Thalamus, Hirnstamm und Riuickenmark).
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3. Einige der B-Hexosaminidase-positiven Zellen sind gleichzeitig immunreaktiv fir Marker von
Makrophagen/Mikroglia, wahrend keine Neurone [3-Hexosaminidase-positiv sind (Oya et al.,
2000).

4. Aktivierte Mikroglia-Zellen mit einem erhthtem Genexpressionsmuster fur inflammatorische
Antworten sind in den gleichen Regionen (Thalamus, Hirnstamm und Rickenmark) der
Sandhoff-Maus zu finden, die einen hohen Prozentsatz an Zelltod aufwei sen.

5. Die Verbesserung der neurologischen Symptome und die verlangerte Lebenserwartung nach
KMT wird auf die Infiltration 3-Hexosaminidase-positiver Mikroglia in die oben genannten
Regionen mit dem hochsten Grad an neuronalem Zelltod und die Suppression der Mikroglia-
Aktivierung zurtickgefihrt.

6. KMT reduziert die neuronalen GM,-Gangliosid Ablagerungen nicht (Wadaet al., 2000).

Basierend auf diesen Daten wird folgender pathogenetischer Mechanismus vorgeschlagen: Die
Glykolipid-Akkumulation fihrt zu neuronaler Dysfunktion und Zerstérung von Neuronen, die
durch die Mikroglia erkannt und durch Phagozytose entfernt werden. Aufgrund ihres eigenen
Enzymdefekts kann die Mikroglia die phagozytierten Glykolipide jedoch nicht abbauen, wird
aktiviert und rekrutiert weitere hamatogene Mikroglia-Vorstufen. AufRerdem kommt es zur
Expression potentiell neurotoxischer Cytokine und Substanzen wie TNFa, Proteasen und
Oxyradikalen, die den Zelltod der schon komprimierten Neurone herbeifiihren. Durch die KMT
infiltriert enzymkompetente Mikroglia das ZNS und entfernt zerstdrte Speicherneurone. Dies
supprimiert den expansiven Anstieg der aktivierten Mikroglia, der zu einer Verlangsamung des
neurodegenerativen Prozesses bel diesen Patienten fihrt.

Daher erscheint eine kombinierte Therapie zur Reduktion von Speichermaterial und Suppression

der inflammatorischer Antwort sinnvoll.

5.6. Perspektiven

5.6.1. Technische Verfahrensweisen fur die Gentherapie bei lysosomalen Speichererkran-
kungen

Eine erfolgreiche Behandlung lysosomaler Speichererkrankungen ist bis auf wenige Ausnahmen
(Cystinose, Morbus Gaucher Typl, a-Glucuronidase, Morbus Pompe) zur Zeit noch nicht moglich.
Besonders schwierig ist die Behandlung von Speichererkrankungen mit Beteiligung des ZNS, da
die substituierten Enzyme die Blut-Hirn-Schranke nicht Uberwinden kénnen. Therapeutische
Ansdtze ziden u.a. auf die Durchflihrung von Knochenmarkstransplantationen, wobei sich der
Nutzen von KMT’s bei der Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen bisher nicht
eindeutig beweisen lield. Eine metabolische Korrektur von Enzymdefekten durch rezeptor-
vermittelte Endozytose des fehlenden Enzyms in die enzymdefizienten Empféangerzellen nach
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seiner Sekretion durch (gentechnisch verénderte) Spenderzellen wie z.B. Makrophagen konnte
einen moglichen Mechanismus fir Erfolge bel der KMT darstellen.

Gentherapeutische Ansdtze zur Behandlung lysosomaler Speichererkrankungen sind fir
verschiedene Enzymdefekte erprobt worden. Die meisten Untersuchungen wurden aber bisher fir
die B-Glucuronidasedefizienz durchgefuhrt, da das MPS VII Mausemodell (Genausschaltung der
B-Glucuronidase) sehr starke Ahnlichkeiten mit der humanen Erkrankung aufweist.

So wurden z.B. autologe KMT’s mit retroviral modifizierten Zellen an MPS VII-Mausen
durchgefiihrt, die dadurch in der Lage waren, unterschiedliche Mengen an [-Glucuronidase zu
exprimieren. Dadurch kam es zu einer Reduktion von Speichermateria in Leber, Milz und
Knochenmark, wohingegen eine Korrektur von Skelett- und Nervenschadigungen nicht moglich
war (Wolfe et d., 1992). Be einem anderen Modell wurden [3-Glucuronidase-Uberexprimierende
Fibroblasten, eingebettet in ein Kollagengel, in die Peritoneahthle -Glucuronidase-defizienter
Tiere implantiert, was zu einer Zunahme der Enzymaktivitédten und Rickgang des Speicher-
materials besonders in Leber und Milz fuhrte, aber wiederum keine Korrektur von Nerven- und
Skelettschaden bewirkte. Auch die direkte intrazerebrae Injektion [(-Glucuronidase-Uber-
exprimierender Fibroblasten ins Gehirn B-Glucuronidase-defizienter Mause zeigte, dal3 eine
Entspeicherung nur in unmittelbarer Nahe des Injektionsortes stattfand (Taylor & Wolfe, 1997; Sy
& Vogler, 1997). Trotzdem beweisen diese Modelle, dal? ein Transfer lysosomaler Enzyme von
einer Uberexprimierenden Spenderzelle auf eine Akzeptorzelle grundsétzlich moglich ist.

In einem neueren Modell erfolgte die intraventse Injektion von infektiosen rekombinanten Adeno-
assoziierten Viren (AAV), die die cDNA fur humane B-Glucuronidase enthielten in neugeborene
MPS VIl Méause. Hier zeigte sich eine Uber den Beobachtungszeitraum von 16 Waochen anhaltende
Enzymexpression in verschiedenen Organen, wobei diese interessanterweise auch das ZNS betraf.
Dies kdnnte einerseits an der noch mangel haft ausgebildeten Blut-Hirn-Schranke der neugeborenen
Tiere liegen oder andererseits an der hohen Virusdosis bezogen auf das Korpergewicht, da es bei
adulten Tieren und &hnlichen Experimenten nicht zu solchen Erfolgen kam (Daly et al., 1999).
Auch in anderen Ansdtzen zeigte sich, dal3 rekombinante Adeno-assoziierte Viren geeignete
Vektoren fur einen Enzymtransfer darstellen konnten. So exprimierten Méuse- und Patienten-
Fibraoblasten, die durch AAV-Vektoren infiziert wurden grof3e Mengen an Glucocerebros dase (15-
fach) und Arylsulfatase A (500-fach) in Zellen von Patienten mit Morbus Gaucher bzw.
metachromatischer Leukodystrophie (Wei et a., 1994).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Makrophagen as Enzymlieferanten zur
metabolischen Korrektur der Arylsulfatase A-Defizienz bel der metachromatischen Leuko-
dystrophie geeignet sein konnten. Die vorliegenden Ergebnisse, im Context mit den ersten
gentherapeutisch-experimentellen Ansdtzen bei ASA-defizienten Méusen (Matzner et al., 1999)
und an KM T-Sandhoff-Mausen (Wada et d., 2000) sprechen gegen einen effizienten Transfer der
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ASA aus Makrophagen auf andere Zellen, besonders von Hirnzellen in vitro. Um auszuschlief3en,
dal die aus dem Blut isolierten und kultivierten Makrophagen eventuell nicht die Verhdtnisse der
bei KMT vermittelten Ersatztherapie entsprechen, sollten einige der hier aufgefiihrten
Basisexperimente mit a) isolierten Makrophagenzellen aus Knochenmarksmateria bzw. b)
isolierten Mikrogliazellen (Dobrenis, 1998; de Groot et a., 1999), die als Differenzierungsprodukte
der KMT-Makrophagen im Gehirn angesehen werden, wiederholt werden.
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6. Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob der Nachwels eines effizienten Transfers
lysosomaler Enzyme von humanen Makrophagen auf Hirnzellen in vitro mdglich ist, der der
Zielsetzung zur Therapie lysosomaler Speichererkrankungen mit Beteiligung des ZNS durch

Knochenmarkstranspl antationen entspricht.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1. Die basde und stimulierte Sekretion lysosomaler Enzyme durch kultivierte, humane
Makrophagen aus Blut weist erhebliche Unterschiede fir die verschiedenen lysosomalen
Enzyme auf. Wahrend fur die a-Fucosidase und [3-Hexosaminidase eine Sekretionsrate von 27
und 32 % ermittelt wurde, wiesen a-Mannosidase und Arylsulfatase A (ASA) Sekretionsraten
zwischen 10 und 15 % auf und die 3-Galaktosidase wurde kaum sezerniert. Die Sekretion von
B-Hexosaminidase und a-Fucosidase lief3 sich durch die schwache Base NH,Cl und das
Polysaccharid Zymosan deutlich stimulieren, wahrend die ASA-Sekretion kaum stimulierbar
war.

2. Die basde und stimulierte Enzymsekretion humaner Makrophagen hangt von der
Kultivierungsdauer der Makrophagen ab und weist unterschiedliche Sekretionsmaxima fur die
verschiedenen lysosomalen Enzyme auf. Die a-Fucosidase-Sekretion war z.B. am 12.
Kulturtag maximal, wahrend hochste Sekretionsraten fur die ASA am 8. Kultivierungstag
gemessen wurden.

3. Um optimale Bedingungen fiir die rezeptorabhangige Aufnahme eines lysosomalen Enzyms zu
etablieren, filhrte der Nachweis endozytierter, rekombinanter [**J]-markierter ASA zu den
besten Ergebnissen. In allen untersuchten priméren Zellkulturen und Zellinien war die
Aufnahme absolut M6P-abhéngig und z.B. fir humane Makrophagen und 6 Tage kultivierte
gemischte Cortexkulturen aus Rattenhirnen bis zu einer Inkubationszeit von 6 h nahezu linear,
wéhrend sich fur Glia C6- und neuronale SY5Y -Zellen nach einer Endozytosezeit von > 4 h
eine Abnahme der intrazelluldr nachweisbaren Enzymmenge fand, die wahrscheinlich auf
intrazelluléren Abbau zurtickzufthren ist.

4. Die Inkubation von humanen Fibroblasten mit konditionierten z.T. metabolisch markierten
oder stimulierten Makrophagensekreten fihrte dagegen auch nach einer Endozytosezeit von 27
h nicht zu einer nachweisbaren Aufnahme von ASA. Aulerdem konnte die Aufnahme von
['®J]-ASA in Wildtyp- und ASA-defiziente Mausfibroblasten durch ansteigende Mengen
konditionierter Makrophagensekrete nur geringflgig inhibiert werden. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dal3 entweder @) die Gesamtmenge aler von Makrophagen sezernierten M6P-
haltigen Enzymvorlduferformen zu gering ist, oder b) die M6P-Reste nicht durch eine
entsprechende Phosphodiesterase-Aktivitét freigelegt wurden, um die Aufnahme der Tracer-
ASA zu kompetitieren.
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5. Cokulturexperimente mit humanen Makrophagen bzw. ASA-Uberexprimierenden BHK-Zellen

fuhrten nicht zu eéinem nachweisbaren Transfer von ASA in ASA -/- Astrogliazellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dal3 ein effizienter Transfer von Arylsulfatase A von humanen,
kultivierten Makrophagen auf (ASA-defiziente) Hirnzellen in vitro nicht moglichist. Esist zu
vermuten, dal3 die konventionelle KMT keinen geeigneten Ansatz zur cerebralen

Enzymsubstitution bei metachromatischer Leukodystrophie (ASA-Defizienz) darstellt.
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8. Abkirzungsverzeichnis

AAV adeno-assoziierte Viren

Abb. Abbildung

APS Ammoniumperoxodisulfat

ASA Arylsulfatase A

ATP Adenosintriphosphat

AV Adenoviren

BHK Baby-Hamster-Kidney

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

°C Temperatur in Grad Celsius

CCDh charge-coupled device

CD Cathepsin D

cDNA komplementé&re Desoxyribonukleinsiure
Ci Curie (Aktivitét einer radioaktiven Substanz)
cm Zentimeter

cpm counts per minute (Impulse pro Minute)
d.h. das heift

DMEM Dulbecco’s Minimal Essential Medium
DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

ECL €lectro-generated chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ELISA enzyme linked immuno sorbent assay (heterologer Enzym-Immunassay)
ER endoplasmatisches Retikulum

etal. et dii (lat.: und andere)

FACScan Fluorescence-activated cell sorter (Durchfluf3zytometer)
FKS fotales Kaberserum

Fuc Fucosidase

g Gramm

Ga Galaktosidase

h Stunden

Hex Hexosaminidase

HIV human immune deficiency virus

73



Abkurzungsverzeichnis

HRP
HSV
g

IMM

kb
kDA
KMT
k..
kond.

Man
Med.
MG
mg
min

ml
MLD
MLP
mm
mM
MNZ
M6P
MPR
MPS
mMRNA
mu
MUG
MUGS

Hg

um
NC
NCL
ng
nm

Horseradish-Peroxidase
Herpes simplex Virus
Immunglobulin

Immunomix

Jahre

Kilo Basen

Molare Massein Kilodalton
K nochenmarktransplantation
knock out

konditioniert

Molar

Milliampere

Mannosidase

Medium

Mol ekulargewicht
Milligramm

Minuten

Milliliter

M etachromatische L eukodystrophie

Mukolipidose
Millimeter
Millimolar

mononukledre Zellen

M annose-6-Phosphat

M annose-6-Phosphat-Rezeptor
Mucopolysaccharidose
messenger Ribonukleinséure
Milliunit

Methyl-Umbelliferyl N-Acetyl 3-Glucosaminid
Methyl-Umbelliferyl N-Acetyl 3-Glucosaminid-6-Sulfat

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Nitrocellulose

neuronale Ceroidlipofuscinose
Nanogramm

Nanometer
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nmol
NP-40
PAGE
PBS
pH

rpm
RPMI
RT

S

SAP
SDS
Std
Tab.
TBS
TCA
TEMED
TGN
Tris
TX-100

u.a
UKE

VS

WT

Xg
ZMNH
z.B.
ZNS
zT.
z.Z.

Nanomol

Nonidet-40

Polyacrylamid-Gel el ektrophorese
Phosphat-gepufferte SalzlGsung
negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

Sekunden

Sphingolipid Aktivator Protein
Natriumdodecylsulfat

Standard

Tabelle

Tris-gepufferte Salzl 6sung
Trichloressigsiure
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
trans-Golgi Netzwerk
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Unit

unter anderem
Universitatskrankenhaus Eppendorf
Volumen

versus

Gewicht

Wildtyp

-fache Erdbeschleunigung

Zentrum fur molekulare Neurobiologie Hamburg
zum Beispiel

Zentalnervensystem

zum Teil

zur Zeit

Bel einigen Begriffen wurden die englischen Fachtermini verwendet, da auch in der

deutschsprachigen Fachliteratur eine Ubersetzung dieser Begriffe untiblich ist.
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