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Vanessa A. van Rahden Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Das Lowe-Syndrom (LS) ist eine X-chromosomal erbliche Multisystemerkrankung, die durch
mentale Retardierung, Hypotonie, kongenitale Katarakt und selektive proximale Tubulopathie
gekennzeichnet ist. Verursacht wird das LS durch Mutationen im OCRI-Gen, das fiir die
Inositol-Polyphosphat 5-Phosphatase OCRL kodiert, ein Protein, das bevorzugt das Phospho-
inositid Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat [PI1(4,5)P,] zu Phosphatidylinositol-4-Phosphat
[PI(4)P] dephosphoryliert. OCRL ist primir am frans Golgi-Netzwerk (TGN) lokalisiert; dartiber
hinaus wurde OCRL auch am frithen Endosom, an der Plasmamembran und an endozytotischen
Vesikeln detektiert. Die weitldufige subzellulire Verteilung lisst eine Beteiligung von OCRL an
Transportprozessen zwischen Golgi und Endosom sowie Plasmamembran und Endosom
vermuten.

In Hautfibroblasten von Patienten mit LS wurde in einer fritheren Arbeit eine reduzierte
Aufnahme des lysosomalen Enzyms Arylsulfatase B iber den Mannose 6-Phosphat (MG6P)-
Rezeptor beobachtet, was zu der Annahme fiithrte, dass OCRL eine allgemeine Funktion bei der
Clathrin-vermittelten Endozytose von Zelloberflichenproteinen spielen konnte. Um  dieser
Hypothese nachzugehen, wurde in dieser Arbeit die siRNA (swall interfering RNA)-vermittelte
Depletion von OCRL in Hela-Zellen etabliert. Mittels Zelloberflichenbiotinylierungs-
experimenten wurde die Clathrin-abhingige Endozytose von zwei Rezeptoren, dem Transferrin-
und dem 300 kDa schweren M6P-Rezeptor (MPR300), analysiert. Fiir den Transferrin-Rezeptor
ergab sich im Vergleich zu Kontrollzellen keine verinderte Internalisierung nach OCRL-
Depletion. Dieses Ergebnis konnte durch Verwendung von iber das Flp-In-System erzeugte,
stabil OCRL-tiberexprimierende CV1-Zellen bestirkt werden. Aufgrund dieser Daten wird fir
OCRL keine allgemeine Funktion in der Clathrin-abhingigen Endozytose angenommen. Mit der
oben erwihnten Biotinylierungsmethode konnte jedoch sowohl eine erhohte Menge an
Plasmamembran-stindigen MPR300 als auch eine erhchte Internalisierungsrate des MPR300 in
OCRL-depletierten Zellen detektiert werden. Da diese Ergebnisse vermutlich nicht auf eine
gestorte Endozytose zurickzufiihren waren, wurden weitere Experimente zum MO6P-Rezeptor-
Trafficking in OCRL-depletierten Zellen durchgefithrt. In einem pulse-chase-Experiment wurde
zunichst die Halbwertszeit des MPR300 bestimmt, die, wie auch die MPR300-Gesamt-
Proteinmenge, unverindert war. In Immunfluoreszenzexperimenten konnte eine Relokalisation
des MPR300 in vergroBerten, vesikuliren Strukturen beobachtet werden, die mittels Kolokali-
sationsexperimenten als Intermedidrformen des frithen Endosoms charakterisiert wurden. Unter
Verwendung einer den MPR46 (46 kDa schwere M6P-Rezeptor-Variante)-stabil exprimierenden
HEK-293-Zelllinie in einem radioaktiven Sulfatidierungsexperiment wurde nach OCRL-
Depletion ein um etwa 54 % verminderter Ricktransport des M6P-Rezeptors vom Endosom
zum TGN detektiert. Fin weiteres pulse-chase-Experiment zur Messung der extrazelluliren
Aktivitat saurer Hydrolasen, den Liganden des MG6P-Rezeptors, erbrachte keinen Hinweis auf
eine erhéhte Sekretion dieser lysosomalen Enzyme ins extrazellulire Medium. Zusammen-

genommen fithrten diese Daten zu der Annahme, dass der verminderte retrograde MOP-
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Rezeptor-Transport durch eine erhéhte MPR300-Menge an der Plasmamembran und eine
gesteigerte Internalisierung dieses Rezeptors in OCRL-depletierten Zellen kompensiert wird. In
Immunfluoreszenzanalysen konnten dariiber hinaus mehr und gréB3ere, durch den Marker Lamp1
detektierbare Lysosomen in OCRL-depletierten HelLa-Zellen als in Kontrollzellen identifiziert
werden. Die verdnderte Lysosomenmorphologie lie3 auf einen verminderten Proteinabbau in
diesem Zellkompartiment, vermutlich bedingt durch eine reduzierte Menge lysosomaler Enzyme,
schlieen. Die Untersuchung des anterograden Transportwegs vom TGN zum Lysosom, den neu
synthetisierte lysosomale Enzyme durchlaufen, mittels verschiedener radioaktiver und bio-
chemischer Methoden ergab jedoch in OCRL-depletierten Zellen nur marginale Veranderungen.
In dieser Arbeit konnte durch die umfassende und detaillierte Analyse der verschiedenen
MO6P-Rezeptor-Transportwege gezeigt werden, dass der retrograde Transport vom Endosom
zum TGN - sehr wahrscheinlich der vom frihen Endosom ausgehende Transport - in OCRL-
depletierten Zellen wesentlich vermindert ist. Damit einhergehend kommt es vermutlich zu einer
vermehrten Einschleusung der MOP-Rezeptoren in den endozytotischen Transportweg. In
Komplementationsexperimenten wurde gezeigt, dass der 5-Phosphataseaktivitit von OCRL eine
wesentliche Rolle beim M6P-Rezeptor-Trafficking in der Zelle zukommt. Die OCRL-vermittelte
Dephosphorylierung von PI(4,5)P, zu PI(4)P koénnte lokal am frihen Endosom fiir den
retrograden Transport wichtig sein: Zum einen kénnten durch die Generierung von PI(4)P die
Adaptorproteine AP1 und EpsinR zum Endosom rekrutiert werden, so dass der Clathrin- und
Retromer-abhingige retrograde Transport am frihen Endosom initiiert wird. Zum anderen
konnte eine zeitlich und ortlich kontrollierte Menge an PI(4,5)P, am frithen Endosom fir die
Aktin-Polymerisation im Bereich der sich bildenden Vesikel benétigt werden. Hinweise auf ein
verindertes Aktin-Zytoskelett in OCRL-depletierten Zellen gaben u. a. in dieser Arbeit durch-
gefithrte Immunfluoreszenzanalysen. Die Bedeutung der Inositol-Polyphosphat 5-Phosphatase
OCRL fir das M6P-Rezeptor-Trafficking weist darauthin, dass in einigen Geweben von Jungen

mit LS intrazellulidre Transportwege in ihrer Funktion beeintrachtigt sein kénnten.
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2 EINLEITUNG

2.1 Das Lowe-Syndrom

Das Lowe-Syndrom (LS), auch okulo-zerebro-renales Syndrom nach Lowe (OCRL) genannt,
ist eine seltene, X-chromosomal vererbte Multisystemerkrankung mit einer Pravalenz von etwa 1
in 500.000 Geburten (Loi, 2006). Erstmals beschrieben wurde sie im Jahr 1952 von Charles Lowe
und Kollegen als ,,Syndrom mit Azidurie, verminderter Harnstoffproduktion, Hydrophthalmus
und mentaler Retardierung® (Lowe et al., 1952). Bei Patienten mit LS, die in der Regel mannlich
sind (Abb. 2.1), sind vor allem die Augen, das zentrale Nervensystem und die Nieren betroffen.

Die Jungen haben eine helle Gesichtsfarbe und eine hohe, prominente Stirn (Loi, 20006).

Abb. 2.1: Aufnahmen von ausgewihlten Patienten mit LS. Die Bilder zeigen von links nach rechts Fotografien
von Patienten mit LS frihkindlichen bis jugendlichen Alters. Quelle: www.matthewdegorifoundation.org; www.lowe-

syndrom.de/.

Bereits in utero bildet sich eine beidseitige Katarakt. Postnatal wird die Augenfehlbildung

oftmals durch Nystagmus und Entwicklung eines Glaukoms oder Keloids begleitet (Loi, 2000).
Zum Zeitpunkt der Geburt liegt bei den Patienten eine Hypotonie vor, die zu respiratorischen
Problemen im ersten Lebensabschnitt fithren kann. Die fehlerhafte Entwicklung des zentralen
Nervensystems fithrt oftmals im weiteren Krankheitsverlauf zu einer moderaten bis schweren
mentalen Retardierung mit Verhaltensauffilligkeiten, wie aggressivem oder zwanghaftem
Verhalten (Kenworthy et al, 1993). Auch epileptische Anfille und Fieberkrimpfe konnen
auftreten (Charnas et al., 1988). Im Gegensatz zu den Augen- und ZNS-Auffilligkeiten tritt der
Nierenphanotyp in Form einer selektiven Dysfunktion des proximalen Tubulus erst innerhalb der
ersten Lebensmonate auf. Bei dieser Form der Niereninsuffizienz kommt es zu einer
verminderten Resorption bestimmter, kleinerer Molekiile im proximalen Tubulus der Niere, was
zu Albuminurie, Aminoazidurie, Hyperkalziurie und lysosomaler Enzymurie fihrt (Bockenhauer
et al.,, 2008). Die Niereninsuffizienz ist mit zunehmendem Alter progressiv und neben den
Folgen der Hypotonie die hiufigste Todesursache fir das frithzeitige Versterben der Patienten
mit LS zwischen Ende der zweiten und Beginn der vierten Lebensdekade (Loi, 20006).

Verursacht wird das LS durch Mutationen im OCRI-Gen, das in Xq25 lokalisiert ist. Das 24

Exon umfassende Gen ist ubiquitir exprimiert und kodiert fiir eine Inositol-Polyphosphat 5-
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Phosphatase, dem OCRL-Protein (Attree et al., 1992; Nussbaum et al., 1997). Die Mutationen
sind in der Regel ,,privat®, d. h. fast jeder Patient hat eine andere OCRL-Mutation, und fithren zu
einem Funktionsverlust des OCRL-Proteins (Lin et al.,, 1997, Monnier et al., 2000). Bei der
Mehrheit der Patienten mit LS sind die Miitter Ubertrigerinnen, tragen also die OCRL-Mutation

in heterozygotem Zustand. Etwa 30 % der Patienten weisen dagegen eine de #ovo Mutation im
OCRL-Gen auf (Monnier et al., 2000).

2.2 Domanenstruktur des OCRL-Proteins

Das Produkt des OCRI-Gens hat ein Molekulargewicht von 105 kDa (Olivos-Glander et al.,
1995) und zeigt eine hohe Sequenzhomologie zu der Inositol-Polyphosphat 5-Phosphatase
INPP5B (Attree et al., 1992). Durch alternatives Spleilen kénnen zwei unterschiedliche OCRL-
Isoformen mit einer Linge von 901 bzw. 893 Aminosduren (AS) entstehen, die sich durch die
An- bzw. Abwesenheit von acht AS, kodiert vom alternativen Exon 18a, unterscheiden. Beide
Isoformen kommen in allen bisher untersuchten Koérpergeweben vor. Einzige Ausnahme bildet
das Gehirn, in dem ausschlieBlich die OCRL-Isoform a zu finden ist, die die acht alternativen AS
aufweist. In den ibrigen Geweben ist dagegen Isoform b dominierend (Johnson et al., 2003).
Bisher konnte nicht geklirt werden, warum beim LS trotz der offensichtlich ubiquitiren Ex-
pression des OCRL-Gens lediglich drei Korpergewebe betroffen sind. Ein Ansatzpunkt liefert
INPP5B, die als kompensatorische 5-Phosphatase bei OCRL-Defizienz fungiert. Dies wird durch
mit Wildtyp-Mdusen verbleichbare Ocr-Knockout-Miuse und der Beobachtung einer erhdhten,
murinen Inpp5b-Expression im Vergleich zur humanen INPP5B-Expression gestiitzt (Janne et al.,
1998).

Urspringlich wurde OCRL als Golgi-Protein mit einer Lokalisation am #rans Golgi-Netz-
werk (TGN) der Zelle beschrieben (Olivos-Glander et al., 1995; Dressman et al., 2000). Wenig
spater wurde OCRL auch an endosomalen Strukturen und Clathrin-bedeckten Vesikeln detektiert
(Ungewickell et al., 2004; Choudhury et al., 2005). Auch eine Plasmamembran-Lokalisation nach
Stimulierung mit dem epidermalen Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) (Faucherre et
al., 2005) sowie eine Lokalisation an endozytotischen Transportvesikeln (Erdmann et al., 2007)
wurde beobachtet. OCRL weist eine Multidominenstruktur auf, die in Abb. 2.2 schematisch fir
Isoform a dargestellt ist.

Die katalytisch aktive IPPc- (1nosito! polyphosphate phosphatase, catalytic-) Domine umfasst die
AS 237-539 (Choudhury et al., 2005). Sie vermittelt vor allem die Hydrolyse des Membran-
gebundenen Phosphoinositids Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat [PI(4,5)P,] an der D-5-
Position des Inositolrings zu Phosphatidylinositol-4-Phosphat [PI(4)P]. Da OCRL zu den
Inositol-Polyphosphat 5-Phosphatasen vom Typ II gehort, wird auch das Phosphoinositid
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat  [PI(3,4,5)P,] sowie die wasserloslichen Inositol-
phosphate Inositol-1,4,5-Trisphosphat  [Ins(1,4,5)P;] und Inositol-1,3,4,5-Tetrakisphosphat
[Ins(1,3,4,5)P,] als Substrat erkannt. (Zhang et al., 1995; Zhang et al., 1998). Zudem konnte eine
geringe Aktivitit gegeniiber Phosphatidylinositol-3,5-Bisphosphat [PI1(3,5)P,] nachgewiesen
werden (Schmid et al., 2004). Ein Sequenzhomologievergleich mit bekannten 5-Phosphatasen
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fuhrte zur Identifikation von zwei konservierten AS-Sequenzmotiven, (F/)WXGDXN(F/Y)R
und R/N)XP(S/A)(W/Y)(C/T)DRI/V)(L/I), die sich an den AS-Positionen 418-426 und 493-
502 der IPPc-Domine von OCRL befinden (Majerus et al., 1999). Austausche dieser konser-
vierten AS fiuhren zu einer stark reduzierten bis fehlenden Phosphatase-Aktivitit (Jefferson und
Majerus, 1996).

Neben der katalytisch aktiven IPPc-Domine wurden dartiber hinaus diverse Protein-Inter-
aktionsdominen und -motive identifiziert. Im N-Terminus von OCRL befindet sich ein
FEDNF-Motiv, dass eine Interaktion mit dem endozytotischen Adaptorprotein AP2 vermittelt
(Ungewickell et al., 2004). Zudem konnte erst kiirzlich eine PH- (pleckstrin homology-) Domine
identifiziert werden, die sich tber die AS 1-119 erstreckt (Mao et al., 2009). Im Gegensatz zu
vielen bisher charakterisierten PH-Dominen (Lemmon, 2004) zeigt die PH-Domaine des OCRL-
Proteins jedoch keinerlei Phosphoinositid-Bindungskapazitit (Mao et al., 2009). Stattdessen
konnte eines der beiden Clathrin-Bindemotive von OCRL, LIDI, in dieser Domine lokalisiert
werden (Choudhury et al,, 2009; Mao et al.,, 2009). Das zweite Clathrin-Bindemotiv, LIDLE,
befindet sich in der RhoGAP- (Rho GTPase-activating protein-) ahnlichen-Domine am C-
Terminus von OCRL (Choudhury et al., 2005; Erdmann et al., 2007). Beide Clathrin-Boxen
ermoglichen eine Bindung der schweren Kette von Clathrin und eine Lokalisation von OCRL an
Clathrin-bedeckten Vesikeln (Choudhury et al.,, 2005; Mao et al., 2009). Direkt benachbart zur
LIDLE-Box befinden sich die vom alternativen Exon 18a kodierten acht AS. Es konnte gezeigt
werden, dass die OCRL-Isoform a vermehrt an Clathrin-bedeckten Transportintermediaten
lokalisiert ist (Choudhury et al., 2009), vermutlich bedingt durch die Ausbildung einer Schleife bei
Anwesenheit der acht AS, die einen besseren Zugang zu Clathrin ermoéglicht (Erdmann et al,,
2007; Choudhury et al., 2009).

Die RhoGAP-ihnliche-Domine umfasst die AS 679-901 der OCRL-Isoform a (Erdmann et
al., 2007). Sie weist eine hohe Ahnlichkeit zu anderen RhoGAP-Dominen auf, jedoch befindet
sich anstelle des katalytischen Arginins ein Glutamin (Peck et al., 2002), wodurch die fehlende
RhoGAP-Aktivitit erklirt werden kann (Lichter-Konecki et al, 2006). Uber die RhoGAP-
dhnliche-Domine wird eine Interaktion mit den RhoGTPasen Racl und Cdc42 vermittelt, die
sowohl im aktiven, als auch im inaktiven Zustand gebunden werden (Faucherre et al., 2003).
Zudem konnte eine Interaktion mit den TGN-assoziierten GTPasen Arfl und Arf6 Gber diese
Domine gezeigt werden (Lichter-Konecki et al., 2006).

In der Linkerregion zwischen IPPc- und RhoGAP-ihnlicher-Domine konnte eine ASH-
(ASPM, SPD2, Hydin-) Domine identifiziert werden (Ponting, 2006), die sich von AS-Position
564-678 erstreckt (Erdmann et al., 2007). Zusammen mit der RhoGAP-ihnlichen Domine
ermoglicht sie die Interaktion mit dem endosomalen Adaptorprotein APPL1 (adaptor protein
containing PH domain, PIB domain and Leucine zipper motify (Erdmann et al., 2007) sowie den PH-
Dominen-Proteinen IPIP27A und IPIP27B (inositol pohphosphate phosphatase interacting protein of 27
#&Da; Swan et al., 2010; Noakes et al., 2011). Dartber hinaus konnte eine OCRL-Interaktion mit
Mitgliedern der Rab-Proteinfamilie nachgewiesen werden, die von der ASH-Domine vermittelt
wird. Fir die Bindung missen die Rab-GTPasen im aktiven, GTP-gebundenen Zustand
vorliegen (Hyvola et al., 2006; Fukuda et al., 2008; Rodriguez-Gabin et al., 2010; Hou et al,,

5
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2011). Bisher bekannte Rab-Interaktionspartner sind Rabla/b, Rab3a/b/c/d, Rabb5a/b/c,
Rab6a/b, Rab8a/b, Rab13, Rab14, Rab22b, Rab31 und Rab35. Die Bindung an Rab-Proteine ist
essentiell, da sie die korrekte Lokalisation von OCRL gewihtleistet. Dabei sind Rabla und Rab6
fir die OCRL-Rekrutierung an den Golgi-Apparat und Rab5 fir die Rekrutierung an das frithe
Endosom verantwortlich (Hyvola et al., 2006).
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Abb. 2.2: Dominenstruktur der Inositol-Polyphosphat 5-Phosphatase OCRL-Isoform a. Dargestellt sind die
funktionellen OCRL-Proteindominen in Form farbiger Kistchen. Oberhalb der Dominenstruktur sind die OCRL-
Bindemotive (fett gedruckt) sowie die acht alternativen AS der Isoform a mit Angabe der AS-Positionen abgebildet.
Unterhalb der Dominenstruktur zeigen die schwarzen Pfeile auf die Proteininteraktionspartner sowie die Substrate
von OCRL. Das Hauptsubstrat ist fett gedruckt. Die AS-Positionen der OCRL-Proteindominen sind unterhalb der
Dominenstruktur angegeben. PH: pleckstrin homology; IPPc: inositol polyphosphate phosphatase, catalytic; ASH: ASPM,
SPD2, Hydin; RhoGAP: RhoGTPase activating protein.

2.3 Der endozytotische Transportweg und OCRL

Die Lokalisation von OCRL an der Plasmamembran sowie an endozytotischen, Clathrin-
bedeckten Vesikeln lisst eine Funktion von OCRL in der Clathrin-vermittelten Endozytose
(clathrin-mediated endocytosis, CME) vermuten. Dieser Transportprozess dient der Internalisierung
von Plasmamembran-stindigen Proteinen und ist in Abb. 2.3 schematisch fiir einen Zelloberfla-
chenrezeptor dargestellt. Initiiert wird die CME durch Ausbildung Clathrin-bedeckter Gruben
(clathrin coated pits, CCP) an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran, die einen Durch-
messer von etwa 10-300 nm aufweisen (Heuser, 1980). Hauptbestandteil der CCPs ist das
Clathrin, das aus drei leichten (35 kDa) und drei schweren (180 kDa) Proteinketten besteht.
Zusammen bilden sie das Clathrin-Triskelion. Bei Assemblierung dieser Clathrin-Triskelia kommt
es zur Ausbildung einer Gitternetzstruktur (Ungewickell und Branton, 1981; Pearse und
Crowther, 1987). Die Rekrutierung der Clathrin-Triskelia an die Plasmamembran wird von
verschiedenen Adaptorproteinen vermittelt, die wiederum tber Bindung an das an der

Plasmamembran vorherrschende Phosphoinositid PI(4,5)P, rekrutiert werden (Ungewickell und
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Hinrichsen, 2007). Die zentrale Rolle bei der Clathrin-Bindung nimmt das tetramere Adaptor-
protein AP2 ein, da es in nahezu allen CCPs an der Plasmamembran enthalten ist (Keyel et al.,
2000), und die siRNA-vermittelte Depletion der AP2-Untereinheiten eine fast vollstindige
Eliminierung der CCPs hervorruft (Hinrichsen et al., 2003; Motley et al., 2003). AP2 ermdglicht
zudem zusammen mit anderen, monomeren Adaptorproteinen die selektive Rekrutierung des
Proteincargos in die CCPs. Insgesamt vier verschiedene Erkennungssequenzen wurden in der
zytoplasmatischen Domine der Zelloberflichenproteine identifiziert, die von den Adaptor-
proteinen erkannt werden koénnen (Ungewickell und Hinrichsen, 2007). Fir OCRL konnte
nachgewiesen werden, dass es zz witro die Ausbildung des Clathrin-Gitternetzes stimuliert
(Choudhury et al., 2005; Mao et al., 2009). Eine Beteiligung von OCRL an der Clathrin-Assem-
blierung der CME konnte bisher nicht gezeigt werden.

Die Krimmung der Membran wird einerseits durch die Ausbildung der Clathrin-Gitternetz-
struktur (Hinrichsen et al., 20006), andererseits durch verschiedene akzessorische Proteine vermit-
telt, die schlieBlich eine vollstindige Invagination der Membran und Ausbildung eines Clathrin-
bedeckten Vesikels (CCV) bewirken. Mogliche akzessorische Proteine fiir diesen Prozess sind
SNX9 (sorting nexin 9) und Amphiphysin, die sowohl eine Krimmung der Membran generieren
und stabilisieren kénnen, als auch an Clathrin und AP2 binden. Zudem rekrutieren sie die zyto-
plasmatische GTPase Dynamin an den Hals des entstehenden CCVs (David et al., 1996;
Lundmark und Carlsson, 2003; Lundmark und Catlsson, 2004; Peter et al., 2004; Yoshida et al.,
2004). Dynamin ermoglicht daraufhin die Abschniirung des CCVs von der Plasmamembran
(Praefcke und McMahon, 2004).

Die CCV-Bildung ist zudem an eine Modulierung des Aktin-Zytoskeletts gekoppelt (Yarar et
al., 2005). Die Rekrutierung des Nukleationsfaktors Arp2/3 und des NPFs (nucleation promoting
Sactor) N-WASP (neural Wiskott Aldrich Syndrome protein) an den entstehenden CCV lisst auf eine
Arp2/3-vermittelte Aktin-Assemblierung schlieBen (Merrifield et al., 2004). Die Aktivitit von N-
WASP ist abhingig von P1(4,5)P, (Rohatgi et al., 1999; Rohatgi et al., 2000). Bei einer erhchten
PI1(4,5)P,-Konzentration kommt es an Vesikeln zu einer vermehrten, N-WASP-abhingigen
Bildung von sogenannten Aktin-Kometen, bestehend aus F-Aktin und Aktin-bindenden
Proteinen, die fur die Vesikelmotilitit essentiell sind (Rozelle et al., 2000). Auch in LS-Fibro-
blasten, die einen erhéhten PI(4,5)P,-Level aufweisen (Zhang et al., 1998), wurden vermehrt
Aktin-Kometen detektiert (Allen, 2003). OCRL kénnte daher tber Modulierung der PI(4,5)P,-
Konzentration an der Regulierung des Aktin-Zytoskeletts wiahrend der CME beteiligt sein.

Im letzten Schritt der CME kommt es in Abhingigkeit von ATP zum Abstreifen der
Clathrinhiille, vermittelt durch den DnaJ-Kofaktor Auxilin und dem Hitzeschockprotein Hsc70
(Gall et al., 2000; Pishvaee et al., 2000; Greener et al., 2001; Lemmon, 2001). Zudem scheint die
Dephosphorylierung von PI(4,5)P, durch die Inositol-Polyphosphat 5-Phosphatase Synaptojanin
1 wichtig fiir die Deassemblierung von Clathrin zu sein (Cremona et al., 1999; Harris et al., 2000).
Aufgrund der Lokalisation von OCRL an endozytotischen Vesikeln und PI(4,5)P, als bevor-
zugtes Substrat wird eine Beteiligung von OCRL am Abstreifungsprozess der Clathrinhiille
postuliert (Erdmann et al., 2007; Mao et al., 2009).
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Abb. 2.3: Clathrin-vermittelte Endozytose eines Zelloberflichenrezeptors. Das Adaptorprotein AP2 wird iiber
Interaktion mit Phosphoinositiden und mit der zytoplasmatischen Domine Liganden-gebundener Rezeptoren an die
Plasmamembran rekrutiert, von wo aus AP2 die Rekrutierung von Clathrin steuert. Die Invagination des dadurch
entstehenden Clathrin-bedeckten Vesikels (CCP) wird von Clathrin und akzessorischen Proteinen sowie durch
Modulierung des Aktin-Zytoskeletts vermittelt. Die GTPase Dynamin ermdglicht die GTP-abhingige Abschniirung
des Clathrin-bedeckten Vesikels (CCV). Das Abstreifen der Clathrinhiille wird von Auxilin und Hsc70 in Abhingig-
keit von ATP vermittelt. Der endozytotische Vesikel entlisst seine Fracht ins frithe Endosom. Die Rezeptor-Ligand-
Komplexe werden daraufhin entweder zur Plasmamembran zuriicktransportiert (Recycling) oder im Lysosom degra-
diert (Degradation).

Der im Vesikel enthaltene Cargo kann nun in Abhingigkeit des transportierten Rezeptors
unterschiedliche Destinationen erreichen. Der Eisentransporter Transferrin (Tf) ist ein Beispiel
fir den Recycling-Transportweg. Nach Clathrin-abhingiger Endozytose des Eisen-gebundenen
Tfs Gber den Tf-Rezeptor (TfR) erfolgt eine Fusion des Vesikels mit dem frithen Endosom.
Nach Dissoziation des Eisens vom Tf aufgrund der pH-Wert-Senkung wird der Rezeptor-
Ligand-Komplex zuriick zur Plasmamembran transportiert (Recycling) (Qian et al., 2002). Im
Gegensatz zum Recycling ist aber auch eine Degradation des Protein-Cargos im Lysosom
moglich. Ein Beispiel fiir den degradativen Transportweg ist der EGF-Rezeptor (EGFR). Nach
Endozytose des Rezeptor-Ligand-Komplexes wird dieser vom frihen Endosom zum Lysosom
transportiert. Dort erfolgt der Abbau des EGFR und seines Liganden um die EGFR-vermittelten

Signaltransduktionskaskaden zu unterbinden (Sorkin und Goh, 2009).
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2.4 Der retrograde Transportweg und OCRL

Neben der primiren Golgi-Verteilung sowie der Lokalisation an der Plasmamembran und an
endozytotischen Vesikeln ist ein betrichtlicher Anteil des OCRL-Proteins tiber die Rab5-Interak-
tion am frithen Endosom lokalisiert (Hyvola et al., 2006). Das friihe Endosom ist neben der
Sortierung von endozytierten Proteinen fir den degradativen oder Recycling-Transportweg (siche
2.3) auch am Proteintransport zu biosynthetischen/sekretorischen Kompartimenten beteiligt.
Dieser Prozess wird als retrograder Transportweg bezeichnet und liefert Proteincargo an das
TGN, an Golgi-Membranen und in einigen Fillen an das endoplasmatische Reticulum (Johannes
und Popoff, 2008). Pflanzliche und bakterielle Toxine, wie Ricin und Shiga Toxin, kénnen auf
threm Weg in die Zelle ebenfalls diesen Transportweg durchlaufen (Sandvig und van Deurs,
2005). Retrograde Transportvesikel kénnen sowohl nach Formation von Clathrin- als auch
Clathrin-unabhingigen Hullen gebildet werden (Abb. 2.4). Fur die Shiga Toxin-Untereinheit B
(STxB) konnte eine Beteiligung von Clathrin und dessen Adaptorprotein EpsinR nachgewiesen
werden (Lauvrak et al., 2004; Saint-Pol et al., 2004). Auch fir den Mannose 6-Phosphat- (M6P-)
Rezeptor (sieche 2.5) wurde EpsinR als essentiell fir den retrograden Transport identifiziert
(Saint-Pol et al., 2004). Zudem konnte eine Involvierung der Clathrin-Adaptorproteine AP1 und
AP3 (Meyer et al., 2000; Medigeshi und Schu, 2003) sowie des AP1-Bindungspartners PACS1
(phosphofurin: acidic-cluster sorting protein 1) fir den Rucktransport des M6P-Rezeptors zum TGN
gezeigt werden (Scott et al., 2000).

Eine ebenfalls wichtige Funktion im retrograden Transportweg nimmt das Retromer ein.
Hierbei handelt es sich um einen Vesikelhtllen-dhnlichen Proteinkomplex, der in der Knos-
pungshefe Saccharomyces cerevisiae entdeckt wurde (Seaman et al., 1997; Seaman et al., 1998). In
Siugerzellen besteht das Retromer aus einem VPS26- (vacuolar sorting protein 26-) VPS29-VPS35-
Trimer (Haft et al., 2000) und einem SNX-Dimer (Rojas et al., 2007). SNX-Proteine binden
unabhingig vom VPS826-VPS29-VPS35-Trimer an stark-gewolbte Bereiche des frithen Endo-
soms. Dies wird ermdglicht durch die Phosphatidylinositol-3-Phosphat- [P1(3)P-] und PI(3,5)P,-
bindende PX- (phox homology-) Domine sowie der BAR- (Bin/Amphiphysin/Rvs-) Domine in
den SNX-Proteinen (Cozier et al., 2002; Zhong et al., 2002; Carlton et al., 2004). Erkennung und
Bindung der zytoplasmatischen Bereiche des Protein-Cargos, wie z. B. des MO6P-Rezeptors,
erfolgt schlieBlich iber Vps35. (Nothwehr et al., 1999; Nothwehr et al., 2000; Arighi et al., 2004).
Die dafiir benétigte Rekrutierung des VPS26-VPS29-VPS35-Trimers an das Endosom wird
durch das SNX-Dimer (Rojas et al., 2007) und die Interaktion mit Rab7 vermittelt (Rojas et al,,
2008).

Zusitzlich zum frihen, retrograden Transport vom frithen Endosom wurde ein spater
Transportweg zuriick zum TGN beschrieben. Dieser ist abhidngig von Rab9 und dessen Effektor,
TIPA7 (tail interacting protein of 47 £Da), und wird am spiten Endosom initiiert (Lombardi et al.,
1993; Diaz und Pfeffer, 1998) (Abb. 2.4). Es konnte gezeigt werden, dass Rab9 und TIP47 fir
den retrograden Transport von MO6P-Rezeptoren benotigt werden (Lombardi et al., 1993;
Riederer et al., 1994; Diaz und Pfeffer, 1998).
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung der am retrograden Transport beteiligten Proteine. Am friihen Endosom
sind das Retromer sowie Clathrin und Adaptorproteine (AP1, AP3, EpsinR und PACS1) an der Rekrutierung des
Cargos sowie der Vesikelbildung beteiligt. Der Vesikel-Transport erfolgt in Abhingigkeit der Motorproteine
Dynein/Dynaktin, von Mikrotubuli und einer WASH-vermittelten Arp2/3-abhingigen F-Aktin-Polymerisation. Am
spiten Endosom erfolgt die Cargo-Rekrutierung und Vesikelbildung tber Rab9 und TIP47. TGN: frans Golgi
Netzwerk.

Der Mechanismus des zytoplasmatischen Transports retrograder Transportvesikel ist
weitestgehend ungeklirt (Johannes und Popoff, 2008). Bei Retromer-assoziierten, tubuliren
Strukturen kommt es zu einer Assoziation mit Mikrotubuli (Bonifacino und Hutrley, 2008). Als
molekularer Motor fiir den retrograden Transport von STxB und M6P-Rezeptoren konnte der
Dynein/Dynaktin-Komplex identifiziert werden (Hehnly et al., 2006; Hong et al., 2009). Zudem
wurde eine Beteiligung des Retromer-assoziierten NPFs WASH (Wiskott-Aldrich syndrome protein
and SCAR homolog) am retrograden Transport nachgewiesen, indem WASH die Verbindung der
Transportvesikel mit Mikrotubuli und eine F-Aktin-Polymerisation in Abhingigkeit von Arp2/3
vermittelt (Gomez und Billadeau, 2009).

Auch eine Funktion von OCRL im retrograden Transportweg wird postuliert. Nach tran-
sienter Uberexpression eines OCRL-Wildtyp- (WT-) Proteins und einer OCRL-Variante mit feh-
lender Phosphatase-Domine sowie Depletion des OCRL-Proteins mittels siRNA konnte eine
Relokalisation eines stabil-tiberexprimierten M6P-Rezeptors in vergréBerten, endosomalen Struk-
turen beobachtet werden (Choudhury et al., 2005). Aufgrund dieser Daten wurde auf einen
Defekt im retrograden Transport geschlossen. Dieser wurde fiir den Transport von STxB in
OCRL-iiberexprimierenden Zellen bestatigt. Fin direkter Beweis flir einen gestorten, retrograden

Transport bei vorliegender OCRL-Defizienz konnte jedoch nicht erbracht werden (Choudhury et
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al., 2005). Auch die Frage nach der genauen Funktion des OCRL-Proteins in diesem Transport-

prozess bleibt nach wie vor offen.

2.5 Der lysosomale Transport saurer Hydrolasen iiber den M6P-
Rezeptor

Sowohl der endozytotische (sieche 2.3) als auch der retrograde (siche 2.4) Transportweg wird
vom MO6P-Rezeptor durchlaufen. Dieser Rezeptor eignet sich daher als Modell fur die Analyse
beider Transportrouten. In der Zelle wurden zwei unterschiedliche M6P-Rezeptor-Formen mit
einer molaren Masse von 46 (MPR46) bzw. 300 kDa (MPR300) als einzige Mitglieder der Lectine
vom p-Typ identifiziert (Dahms und Hancock, 2002). Sie weisen eine relativ lange Halbwertszeit
von ungefahr 20 h auf und zyklisieren kontinuierlich zwischen TGN, Endosom und Plasma-
membran (Dahms et al., 2008) (Abb. 2.5).

Friihes
Endosom

en \J Spates u S
Endosom membran

Saure
P MPR300 \ MPR46 ® Hydrolase
N M6P-Rezeptor-Zyklus &\ M6P-Rezeptor-Zyklus
U TGN und Endosom- V -Plasmamembran und Endosom-

Abb. 2.5: Transportwege der MG6P-Rezeptorformen. Der MPR300 und der MPR46 zyklisieren zum einen
zwischen #rans Golgi-Netzwerk (TGN) und Endosom und zum anderen zwischen Plasmamembran und Endosom.
Am TGN koénnen beide M6P-Rezeptorformen saure Hydrolasen binden und zum Endosom transportieren. An der
Plasmamembran bindet nur der MPR300 saure Hydrolasen. Der Ligand dissoziiert schlieBlich am Endosom wieder
vom Rezeptor. Die freien M6P-Rezeptoren werden entweder vom frithen oder vom spiten Endosom zuriick zum
TGN oder zur Plasmamembran transportiert.

MO6P-Rezeptoren gehoren zu den integralen Membran-Glykoproteinen vom Typ I und
dienen dem Transport lysosomaler Enzyme. Diese werden tiber spezifische M6P-Bindungsstellen

in der extrazytoplasmatischen Domine der MG6P-Rezeptoren gebunden. Eine Ubersicht zum
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Aufbau der M6P-Rezeptoren ist in Abb. 2.6 dargestellt. Der monomere MPR300 besitzt eine
extrazytoplasmatische Region mit 15 repetitiven Abschnitten (Lobel et al., 1988), die zwei M6P-
Bindungsstellen in Abschnitt 3 und 9 enthilt (Hancock et al., 2002). Im Gegensatz zum MPR46
besitzt der MPR300 zudem weitere Erkennungssequenzen, mithilfe derer eine M6P-unabhingige
Bindung zusitzlicher Liganden, wie IGFIL (insulin-like growth factor 1I-) und Retinolsiure,
ermoglicht wird (Schmidt et al., 1995; Kang et al., 1999). Die extrazytoplasmatische Domine des
MPR46 weist eine Ahnlichkeit zu den repetitiven Abschnitten des MPR300 auf (Dahms et al.,
2008) und enthilt eine einzige MOP-Bindungssequenz (Tong und Kornfeld, 1989). In der
Membran liegt eine dimerisierte Form des MPR46 vor (Dahms und Hancock, 2002), weshalb
analog zum MPR300 eine gleichzeitige Bindung von zwei MOP-Resten erfolgt (Braulke und
Bonifacino, 2009). Zusitzlich zu den Liganden-Bindungsstellen konnten in beiden MOG6P-
Rezeptoren verschiedene Sortierungsmotive identifiziert werden, die in die zytoplasmatische
Domine eingebettet sind und verschiedenartig modifiziert werden kénnen (Meresse et al., 1990;
Schweizer et al., 1990).

Saure P MO6P-Rest
Hydrolase Extrazyto-

) plasmatische
. IGFII Domine

]

E SE 52 52 5 Lipiddop-

pelschicht
Zytoplasma

C

MPR300 MPR46

Abb. 2.6: Aufbau der M6P-Rezeptoren. Der MPR300 weist 15 repetitive Abschnitte in der extrazytoplasmatischen
Domine auf. Saure Hydrolasen kénnen tber einen MG6P-Rest an Abschnitt 3 und 9, IGFII an Abschnitt 11 binden.
Der MPR46 liegt als Dimer in der Membran vor. Die extrazytoplasmatische Domine des MPR46 zeigt Ahnlichkeit
zu den repetitiven Sequenzen des MPR300 und kann je einen M6P-Rest binden. Das N- und C-terminale Ende ist
angegeben [Abbildung nach Braulke und Bonifacino (2009)].

Die Liganden der M6P-Rezeptoren, die sauren Hydrolasen, dienen der Degradation von
Makromolekiilen im Lysosom (Braulke und Bonifacino, 2009). Bisher wurden bereits tiber 50
solcher lysosomaler Enzyme identifiziert. Nach Synthese der sauren Hydrolasen und Translo-
kation ins ER-Lumen erfolgt ein vesikulirer Transport ins Golgi-Kompartiment. Dort wird die

Markierung der Enzyme mit M6P-Resten von zwei nacheinander agierenden Enzymen vermittelt
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(Lazzarino und Gabel, 1989; Kornfeld et al., 1999; Rohrer und Kornfeld, 2001). Im spiten Golgi-
Kompartiment werden die M6P-markierten lysosomalen Enzyme vom MO6P-Rezeptor erkannt
und gebunden (Rohrer und Kornfeld, 2001). Fir den Transport ins Endosom erfolgt eine
Verpackung des Rezeptor-Ligand-Komplexes in Adaptorprotein AP1-positive CCVs, die von
den Sortierungssignalen in der zytoplasmatische Domine der M6P-Rezeptoren vermittelt wird
(Campbell und Rome, 1983; Schulze-Lohoff et al., 1985; Johnson und Kornfeld, 1992). Der
GroBteil der MOP-Rezeptor-positiven Vesikel wird zum frithen Endosom transportiert (Ludwig
et al., 1991; Press et al., 1998; Waguri et al., 2003). Die Dissoziation des Liganden vom M6P-
Rezeptor erfolgt vermutlich wihrend der Reifung vom frihen zum spiten Endosom, bedingt
durch den dabei sinkenden pH-Wert (Braulke und Bonifacino, 2009). AnschlieBend werden die
sauren Hydrolasen durch Fusion des spiten Endosoms mit dem Lysosom ins lysosomale Lumen
transportiert (Storrie und Desjardins, 1996). Lysosomale Enzyme konnen auf ihrem Weg vom
TGN zum Lysosom, auch anterograder Transport genannt, weitere Prozessierungsschritte
durchlaufen. Ein Beispiel hierfiir ist die aspartatische Protease Cathepsin D (Cath D). Cath D
liegt beim Transport vom TGN zum Lysosom in drei unterschiedlichen Formen vor. Am TGN
bindet ein 52 kDa schweres Pro-Cath D an den M6P-Rezeptor und wird zum endosomalen
Kompartiment transportiert. Nach Dissoziation vom Rezeptor wird ein Propeptid abgespalten
und es entsteht ein Cath D-Intermediat von 48 kDa. Im Lysosom reift das Cath D-Intermediat
schliefflich zum aktiven, zwei-kettigen Cath D, das aus einer leichten, N-terminalen Kette (14
kDa) und einer schweren, C-terminalen Kette (34 kDa) besteht (Zaidi et al., 2008).

Im Gegensatz zu den lysosomalen Enzymen wird der M6P-Rezeptor tiber den retrograden
Transportweg zum TGN zuricktransportiert (siche 2.4), wo er erneut MOP-markierte saure
Hydrolasen binden kann. Etwa 3-10 % der Gesamt-M6P-Rezeptormenge wird an die Plasma-
membran transportiert, wo der M6P-Rezeptor anschlieBend tuber die CME wieder in die Zelle
transportiert wird (siche 2.3; Braulke und Bonifacino, 2009). Obwohl beide MG6P-Rezeptor-
formen an der Plasmamembran lokalisiert sind, ist jedoch nur der MPR300 in der Lage, an der
Zelloberfliche Liganden zu binden und somit zuvor MOP-Rezeptor-unabhingig sekretierte,
lysosomale Enzyme zu reinternalisieren (Dahms et al., 2008) . Dies ist auf das verminderte
MPR46-Bindungsvermégen bei leicht alkalischen Bedingungen, wie dem an der Zelloberfliche
vorliegenden pH von 7,4, zuriickzufiihren (Tong und Kornfeld, 1989).
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3 ZIEL DER ARBEIT

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war die Erforschung einer moglichen Funktion des
humanen OCRL-Proteins in verschiedenen Transportprozessen eukaryotischer Zellen im
allgemeinen und im M6P-Rezeptor-Transportweg im speziellen.

Zunichst sollte der Annahme nachgegangen werden, ob OCRL eine generelle Rolle bei der
CME in eukaryotischen Zellen spielt, so z.B. im endozytotischen Transport des TfR und des
MO6P-Rezeptors. Dazu sollten stabil OCRL-tberexprimierende CV1-Zellen generiert und
verwendet werden.

Aufgrund einer in der Dissertation von Juliane Najm (2009) beobachteten, reduzierten
Internalisierung des lysosomalen Enzyms Arylsulfatase B in Fibroblasten von Patienten mit LS
sollte der Transportweg des MO6P-Rezeptors in OCRL-defizienten Zellen detailliert untersucht
werden. Hierfir wurde ein transientes Zellsystem etabliert, fiir das mithilfe von swall interfering
RNAs (siRNAs) eine Depletion des OCRL-Proteins in HelLa-Zellen erzielt wurde. Es sollten
Experimente zur Bestimmung der Proteinmenge, der Halbwertszeit und der Lokalisation des
MO6P-Rezeptors durchgefithrt werden. Zudem sollte der anterograde und retrograde Transport
des MOP-Rezeptors sowie die Sekretion lysosomaler Enzyme und die Lysosomenmorphologie
analysiert werden. Darliber hinaus sollte geklirt werden, welche OCRL-Domine in die
entsprechende zellulire Funktion von OCRL involviert ist.

Schliellich sollte neben der Untersuchung verschiedener Transportwege auch ein moglicher
Einfluss von OCRL auf andere zellulire Prozesse, wie Signaltransduktionswege und das Aktin-

Zytoskelett, analysiert werden.

14



Vanessa A. van Rahden Material und Methoden

4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

4.1.1 Bakterienstimme und Zelllinien

Tab. 4-1: Verwendete Bakterienstimme und Zelllinien. Aufgefiihrt ist die jeweilige Bezeichnung, die genetische
Eigenschaft bzw. der Zelltyp, die Herkunft und, soweit vorhanden, eine Referenz fir die verwendeten
Bakterienstimme und Zelllinien. ATCC: American Type Culture Collection.

Bezeichnung Eigenschaft/Zelltyp Herkunft  Referenz
E- mer A D(mrr-hsd RMS-mer BC)
E. i DHLOB D80d/acZDM15 D/acX74 deoR recAl  Invitrogen
S end A1 araD139 D(ara, len)7697 galU  (Karlstuhe)
Bakterien- alK 1 rps L (St™ mup G
stimme F- D(mrr-hsd RMS-mer BC)
, D80d/acZDM15 D/acXT74 deoR recAl  Invitrogen
E. wli TOP10
araDD139 D(ara, len)7697 ga/U ga/K = (Katlsruhe)
rpsL (StrR) end Al nup G
el Adhirente Epithelzellen eines ATCC (USA Scherer ez
e Zervixkarzinoms (human) SA) 1 (1953)
Adhirente, embryonale Graham e#
Zelllini EK-2 ’ Al A
e HER-293 Nierenzelllinie (human) TCCUSA) ) o)
Adhirente Fibroblasten aus Nieren Invitrogen
Flp-In™-CV1 __
der Griinen Meerkatze (Karlsruhe)
Prof. Dr. S. R.
stabil MPR46-tberexprimierende Pfeffer, Itin ez al.
293HMY . I
HEK-293-Zelllinie Kalifornien, (1997)
USA
Sta'bil.-ﬁberex CAT-Fip- stabil Chlorzimphenic.ol.— . .
primierende Acetyltransferase-tiberexprimierende = diese Arbeit
In-CV1 -
Zelllinie CV1-Zelllinie
WT . WT . .
OCRL" "-Flp- = stabil OCRL —uber-ex‘pﬂrmerende diese Arbeit
In-CV1 CV1-Zelllinie
OCR] R4934/R500T stabil OCR] R493A/RS00T_
o o diese Atbeit
-Flp-In-CV1 Uberexprimierende CV1-Zelllinie

4.1.2 Plasmide

4.1.2.1 Zur Verfiigung gestellte Konstrukte

15



Vanessa A. van Rahden

Material und Methoden

Tab. 4-2: Vorliegende Konstrukte fiir die eukaryotische Expression. Angegeben sind jeweils der Name des
Konstruktes, der Name des Inserts mit Genbank-Eintragsnummer, der Umfang der vom Insert kodierten

Proteinsequenz sowie die Herkunft des Konstruktes.

Proteinbezeichnung  kodierte
Name des Konstrukts (Genbank Amino-  Herkunft
Eintragsnummer) sduren
EGIPNT FAPPLPH Wildtyp-FAPP1 10y T Balla (NIH,
P - ) (NM_019091.3 ) "7 Bethesda, USA)
EGEPNL PLCS.PH Wildtyp-PLCS 7o T Balla (NIH,
P o i (NM_001130964.1) a Bethesda, USA)
ENTR3C OCRLYT# Wildtyp-OCRL Isoform A 2.901 AG Kutsche
P - (NM_000276.3) ) (UKE,
Wildevn-OCRL Tsof: B AG Kutsche
wrags | WECYP OB 5893 UKE
pENTR3C_OCRL (NM._001587.3) (UKE,
Hamburg)
pGreenlantern-Rab7 Wildtyp-Rab7 S. Linder
(NM_004637.5) (Hamburg)
AG Kutsch
PMT2SM-HA-  Wildtyp-OCRL Isoform A aehe
WT+18a 2-901 (UKE,
Dest_OCRL (NM_000276.3)
Hamburg)
pMT2SM-HA- Wildiyp-OCRL IsoformB. - AG [I;szSChe
Dest_OCRLY™ (NM_001587.3) ] (UKE,
~ Hamburg)

4.1.2.2 Ausgangsvektoren fiir die Erstellung neuer Konstrukte

Tab. 4-3: Ubersicht iiber Vektoren zur Herstellung neuer Konstrukte. Neben dem Vektornamen sind die

Eigenschaften und die Herkunft angegeben.

Name des Konstrukts Eigenschaften Herkunft
ENTR3C K, aed B fowitrogen,
Gateway- b s Kartlsruhe
Eingangsvektoren Invitrogen,
pENTR/D-TOPO Km', «dB
Karlsruhe
pEF5/FRT/V5-DEST Amp', Hyg, adB, FRT-Seq.,  Invitrogen,
Gateway- Cm', V5-Epitop Karlsruhe
Zielvektoren A . . AG Kutsche,
pMT2SM-HA-DEST Amp', HA- Epitop UKE, Hamburg
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4.1.2.3 Hergestellte Konstrukte

Mittels PCR-vermittelter Mutagenese + Restriktion/Ligation oder Topoisomerase-
Reaktion hergestellte Gateway™-Eingangskonstrukte

Tab. 4-4: Ubersicht iiber die mit Hilfe verschiedener Methoden hergestellten Eingangsvektoren fiir die
Gateway™-Technologie. Angegeben sind die Konstruktnamen, die bei der PCR eingesetzten Oligonukleotide und
Templates, die gewihlte Methode zur Herstellung der Konstrukte sowie der Umfang der vom Insert kodierten
Proteinsequenz.

11:;‘:;3: Oligonukleotide Template Methode KO‘:;"e
OCRL-Phos_F PCR-vermittelte
pENTR3C_ OCRL-Phos_R pENTR3C_ Mutagenese + 2.901
OCRIR43A/RS00T+HE CRL-R493A/R500T_F  OQCRLYT*8% Restriktion/
OCRL-R493A /R500T_R Ligation
OCRL-Phos_F PCR-vermittelte
pENTR3C_ OCRL-Phos_R pENTR3C_ Mutagenese + 5.893
OCRI4PV/RIOOT8 5 CRT-R493A/R500T_F  OCRL.V' '™ Restriktion/
OCRL-R493A/R500T_R Ligation
pENTR/D- OCRL_F+ATG+CACC  pENTR3C_  Topoisomerase- o
TOPO_OCRLYT" 8 OCRL_R-Ohne Stopp OCRI VT8 Reaktion
PENTR/D-TOPO_ OCRL_F+ATG+CACC ~ pENTR3C_  Topoisomerase-
OCRLR493A/RSOOT+18a OCRL_R—Ohne Stopp OCRLR493A/RSOOT+18:1 Reaktion

Mittels Gateway™-Technologie hergestellte Zielkonstrukte fiir die eukaryotische

Expression

Tab. 4-5: Ubersicht iiber die mithilfe der Gateway™-Technologie hergestellten Konstrukte. Angegeben sind
der Name der Konstrukte, die Herstellungsmethode und der Umfang der vom Insert kodierten Proteinsequenz.

Name des Konstrukts Herstellung Kodierte AS
pEF5/FRT/V5- Rekombination aus pENTR/D- 1.900
DEST_OCRLY!*!% TOPO_OCRLY'"!® ]
pEF5/FRT/V5-DEST_ Rekombination aus pENTR/D-
OCR] R493A/RS00T+18a TOPO OCR] R493A/R00T+18 1-900
pMT2SM-HA-Dest_  Rekombination aus pENTR3C_
OCR] R493A/R500T+18a OCR] R493A/R500T+18a 2-901
pMT2SM-HA-Dest_  Rekombination aus pENTR3C_
OCR]R43A/RS00T-182 OCRJR493A/RS0T-18a 2-893
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Mittels Quikaange®- Technologie hergestellte Gateway™-Zielkonstrukte fiir die
eukaryotische Expression
Tab. 4-6: Ubersicht iiber die mithilfe der QuikChange®-Technologie hergestellten Konstrukte. Angegeben

sind der Name der Konstrukte, die in der PCR-verwendeten Oligonukleotide und Templates sowie der Umfang der
vom Insert kodierten Proteinsequenz.

Kodiert
Name des Konstrukts  Oligonukleotide Template °A‘§r €
PMT2SM-HA-Dest_  siRNA Rescue OCRLGa  pMT2SM-HA-
OCRLY™% tescue  SIRNA Rescue OCRL 6b  Dest OCRLY ™% =
pMT2SM-HA-Dest_  siRNA Rescue OCRL 6a  pMT2SM-HA- 5,803
OCRLY"™ rescue  siRNA Rescue OCRL 6b  Dest OCRLY™™ 7
MT2SM-HA-Dest
P ) —  siRNA Rescue OCRL 6a pMT2SM-HA-Dest_
OCR] R4/ R500T+18a 2,901
siRNA Rescue OCRL 6b  QCRIR#PA/RS00T+18a
_rescue
MT2SM-HA-Dest
P R493A/R500T-18a | SIRNA Rescue OCRL 6a pMT2SM-HA-Dest_
OCRL™7™ : . R493A/R500T-18a 2893
siRNNA Rescue OCRL 6b OCRL™
_rescue

4.1.3 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide fir Klonierungen und Sequenzierungen
wurden manuell designt und von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Vor der Verwendung wurde
eine Stocklosung der entsalzten, lyophilisierten Oligonukleotide mit einer Konzentration von 100
pmol/ul in 1x TE hergestellt. Als Gebrauchslésung der verwendeten Oligonukleotide wurde eine
1:10-Verdiinnung der Stocklésung mit Aqua bidest. eingesetzt.

Die verwendeten siRNAs wurden von unterschiedlichen Firmen bezogen. Die entsalzten,
lyophilisierten Duplex-siRNAs wurden nach Herstellerangaben geldst und eine Stocklosung mit
einer Konzentration von 20 pmol/ul in 1x siRNA-Puffer hergestellt.
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4.1.3.1 Zur Sequenzierung verwendete Oligonukleotide

Tab. 4-7: Verwendete Oligonukleotide fiir die Sequenzanalyse. Angegeben ist jeweils die Bezeichnung und
Sequenz.
Bezeichnung Oligonukleotid-Sequenz (5'-3")
M13 uni GTGGGGCGACGGCCAGT
MI13 rev CAGGAAACAGCTATGAC

OCRL-cDNA-fw?2

GCAAAGCGAGAGAAAGAATATGTC

OCRL-cDNA-rev

CATGTGACTCCGATAATTAAGCTG

OCRL-cDNA-rev2

TCCAATGCAGTAGATATCAGGAGG

OCRL-Ex18a-fw

TGGCACATCCTTAGAGGCTCTGTG

OCRL-Ex18a-fw2

AGATTACTTCTTGACTATCAGTGG

OCRI-Ex18a-rev

CTACTAGAAGCCAGATCTCCTTGG

OCRL-Ex18a-rev2

TCTCACTGGCACCTTCATCCAAAG

OCRIL-Ex21a-rev

GATCCGGGGATCATAAGCAGAGTC

OCRL-F1 ACTGTCGAGGGTATGGAGATGAAG
OCRL-F3 CACCATGCGGAAGCTCTTTGTACC
OCRL-F4 AGAAAGTTCAACTGGTGCGCC
OCRL-F5 AGTTGAACATCATGAAACATGAGG
OCRL-F6 GTATGACTCTAAAACAGACCGGTG
OCRL-F7 GTGTACGCATCATGGACAGAATGG
OCRL-F8 ATCCTGAACTCGGGAGAAGATAAG
OCRL-F9 ACCTATTCAAATACGCCTGTCACC
OCRL-F10 ATAGCGTCAATGCCAACATGATCG
OCRL-3F GCATGTTCAAGATATCATTC
OCRL-5F GTTCCTCTCAGCTGTCCTTGC
OCRL-6F CCAGAAATTAGACACTAAGG
OCRL-7F CCTACTGGGATTCATCGGGAA
OCRL-10F GGCTGTAGAGAGAGGTTTGC
OCRL-15F CCAGCGACCACAAGCCTGTTAGC
OCRL-17F GACCTTTTGAGGGCTACTTGG
OCRL-21F GTCATCTGTTACGAGCTGTATCAG

OCRL-nested-fw1

TGGAACTTGGAATGTGAATGGCCAG

OCRIL-nested-revl

GGTTCTAACCCGCTATCTGGAGACTG

OCRL-RI1 ATGCTGTTCCTTCTCATGCAACTG
OCRL-R2 CTTCGTTCATCCACAACCTTCACC
OCRL-R3 TTCTGGTACCAGCTAGATGAGTCC
OCRL-R4 TTCCCGATGAATCCCAGTAGGCTG
OCRL-4R TGTTAGAAGCTATGTCAATC
OCRL-8R GACCCTCCCGCTGCCCAGATT
OCRL-11R GCAAATATAAGAAGCATCATC
OCRL-12R GGTGTTIGTGAAATACAAATCTC
OCRL-13R GTCTATAATTCAAATCTCCCAAC
OCRL-17R CTTCTCCTTTTGTAGTTGCCGAAAC
OCRL-18R CATACACATCAAGAGAAATGTC
OCRL-22R CTATGGCATCTCGGAAGCTGG
pEGFP_N1_F CTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCC

pEGFP_N1 R

CGTCCAGCTCGACCAGGATG
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4.1.3.2 Zu Klonierungszwecken verwendete Oligonukleotide

Tab. 4-8: Zu Klonierungszwecken verwendete Oligonukleotide. Angegeben ist jeweils die Bezeichnung und

Sequenz.

Bezeichnung

Oligonukleotid-Sequenz (5'-3")

OCRL+ATG+CACC_F

CACCATGGAGCCGCCGCTCCCGGTCGGAG

OCRL-Ohne Stopp_R

GTCTTCTTCGCTCCCAAGCAGAAAG

OCRL-Phos_F

ACATGCATGCCTGATGCCAATGAGG

OCRL-Phos_R AAAAGTACTGGCTGTCATTAAGTTTAGG
OCRL-R493A/R500T_F GGAAATGCGCGGTTCCAGCCTGGTGTGACACAATTC
OCRL-R493A/R500T_R  GAATTGTGTCACACCAGGCTGGAACCGCGCATTTCC

AGACTTTCCGGTACCTTCGTTCGTCTACGACTTTTACA
CCAATATGGAAGAGGGCGCTA

TAGCGCCCTCTTCCATATTGGTGTAAAAGTCGTAGAC
GAACGAAGGTACCGGAAAGTCT

siRNA Rescue OCRL 6a

siRNA Rescue OCRL 6b

4.1.3.3 Verwendete siRNA

Tab. 4-9: Sequenz und Herkunft der in dieser Arbeit verwendeten siRNNA. Angegeben ist die Bezeichnung,
Sequenz und Herkunft der jeweiligen siRNA. P = Phosphatrest.

Bezeichnung siRNA-Sequenz Herkunft
5 PGCAAGCUGACCCUGAAGUUCAU | hermo Scientific
GFP -siRNA Dharmacon
GCCGUUCGACUGGGACUUCAAG-P-5'
(Schwerte)
Eurofins MWG
Lamin A-siRNA AACUGGACUUCCAGAAGAACA Operon
(Ebersberg)
Thermo Scientific
OCRL-siRNA = 5'-GGGUGAAGGUUGUGGAUGAUU-3' Dharmacon
(Schwerte)

4.1.4 Antikorper
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4.1.4.1 Primirantikérper

Tab. 4-10: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Primirantikérper. Angegeben ist jeweils der Name
des Primirantikorpers, das erkannte Antigen, der Wirtsorganismus fir die Herstellung des Antikérpers und dessen
Hersteller bzw. Vertriebsfirma. Aulerdem ist die jeweilige Verdinnung des Antikorpers fiir die Anwendung im
Western-Blot (WB) und/oder in der Immunfluoreszenzanalyse (IF) angegeben.

H 1l
Antikérper Antigen ergeste ¢ Verdiinnung Hersteller
in
anti-Adaptin « Murines Adaptin o Maus IF 1:500 BD Transduction (Heidelberg)
anti-Adaptin & Humanes Adaptin « Maus IF 1:100 BD Transduction (Heidelberg)
anti-Adaptin y Murines Adaptin o Maus IF 1:100 BD Transduction (Heidelberg)
. . . Cell Signaling — NEB (Frankfurt a.
anti-AKT Murines AKT Kaninchen WB 1:500 .
Main)
anti-Phospho- Murines p(Serd73)- Kaninchen WB 1:500 Cell Signaling — NEB (Frankfurt a.
AKT Ser473 AKT Main)
anti-Cathepsin D Humanes Cathepsin D Ziege WB 1:200 Santa Cruz (Heidelberg)
. . . . 1P 12 pl pro .
anti-Cathepsin Z Humanes Cathepsin Z Ziege Ansaty Santa Cruz (Heidelberg)
nsa
_ IF 1:500 WB . .
anti-EEA1 Humanes EEA1 Maus 1.2.500 BD Transduction (Heidelberg)
) ) ) S. R. Pfeffer (Stanford Universitit,
anti-GDI Bovines GDI Kaninchen =~ WB 1:1.000 . .
Kalifornien, USA)
anti-GM130 GM130 aus der Ratte Maus IF 1:200 BD Transduction (Heidelberg)
Himagglutinin des
anti-HA humanen Influenza- Maus IF 1:1.000 Covance (Miinchen)
Virus
) IF 1:150 WB
anti-LAMP1 Humanes Lampl Maus 1:500 DSHB (Iowa, USA)
i IF 1:150 WB
anti-LAMP2 Humanes Lamp2 Maus 1:500 DSHB (Iowa, USA)
) ) IP 1 ulpro  S.R. Pfeffer (Stanford Universitit,
anti-MPR300_1 Humanes MPR300 Kaninchen ) .
Ansatz Kalifornien, USA)
. . IF 1:200  WB S. Honing (Universitit zu Kéln,
anti-MPR300_2 Humanes MPR300 Kaninchen .
1:2.000 Koln)
anti-MPR46 Bovines MPR46 Maus IF 1:150 DSHB (Iowa, USA)
anti-OCRL Humanes OCRL Maus WB 1:1.000 S. Suchy (NIH, Bethesda, USA)
) IF 1:500 WB . .
anti-Rab5 Humanes Rab5 Maus 1.1.000 BD Transduction (Heidelberg)
anti-Rab7 Humanes Rab7 Maus WB 1:750 Abcam (Cambridge, UK)
. IF 1:100 _ .
anti-SNX1 Humanes SNX1 Maus WB 1:2.000 BD Transduction (Heidelberg)
anti-TfR Humanes TfR Maus 1‘1520000% ZYMED® (San Francisco, USA)
anti-TGN46 Humanes TGN46 Schaf IF 1:100 AbD Serotec (Dusseldorf)
antiaTubulin Tubul M WB1:2.000  Sigma-Aldrich (Taufkirch
(Clone DM 1A) umanes «-Tubulin aus 2. igma-Aldrich (Taufkirchen)
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4.1.4.2 Sekundirantikérper

Tab. 4-11: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Sekundirantikérper. Es ist die jeweilige
Antikérperbezeichnung, das Antigen, das Antikérperkonjugat, der Wirtsorganismus sowie der Hersteller der
Antikérper angegeben. Aullerdem wurde eine Angabe zu der in dieser Arbeit eingesetzten Verdiinnung fir Western-

Blot (WB) und Immunfluoreszenzanalysen (IF) gemacht.

H tellt
Antikorper Antigen Konjugat erg.es c Verdiinnung Hersteller
AlexaFluot®-488 Schaf Alexa®™Fl Molecular
ECX? u‘_”s ‘h , Immuno- eXZS‘S YO Esel  IF 1:1.000  Probes
selanti->cha globuline (Karlsruhe)
AlexaFluor-488® = Kaninchen ® Molecular
] ) Alexa -Fluor- .
Ziege anti- Immuno- 488 Ziege IF 1:1.000 Probes
Kaninchen globuline (Karlsruhe)
AlexaFluor®.488 Maus Alexa®-Fl Molecular
Z‘exa uofM Immuno- CXZS‘S YT Ziege  IF 1:1.000  Probes
fege ant-Maus globuline (Karlsruhe)
AlexaFluor®-546  Kaninchen ® Molecular
. i Alexa -Fluot- )
Ziege anti- Immuno- 546 Ziege IF 1:1.000 Probes
Kaninchen globuline (Karlsruhe)
AlexaFluo®-546 Maus Alexa®.Fl Molecular
Z.exa uo.rN—[ Immuno- 6X354_6 uor Ziege IF  1:1.000 Probes
tege anti-Aaus globuline (Karlsruhe)
P/V-Protein M wich Iovit
anti-V5-HRP  des Paramy- o 0o Maus  WB 1:5.000 o8
, Peroxidase (Karlsruhe)
xovirus SV5
ECL™ Esclant- 20PN e rettich WB 1:7.000 GE
Kani hse Ifll;ll)_ Immuno- Peerre'dlc ] Esel 30'0(')0 "~ Healthcare
aninchens globulin G croxidase ' (Freiburg)
ECI™ Schafani- % Meerrettich WB 1:7.000 oF
M CH;;[H ~ Immuno- Peerre'dlc ] Schaf 15'060 ~ Healthcare
aus” globulin G croxidase ' (Freiburg)
Esel anti-Zi A8 peerrettich Santa C
SCANAICEE muno- oY Kaninchen  WB 1:25.000 Do M
IeG HRP . Peroxidase (Heidelberg)
globulin G

4.1.5 Chemikalien und Losungsmittel
Actrylamid/Bisacrylamid (30%; 37,5:1)

Agar
Agarose

Ammoniumacetat (C,H-NO,)

Biorad (Miinchen)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin-Natriumsalz

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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B-Mercaptoethanol

Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk
Borsaure (H;BO,)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Complete Mini Protease Inhibitor Cockail Tabletten

Cycloheximid

D-Glucose

4, 6-Diamidino-2-phenyl-indole/2HCI (DAPI)
Di-Kaliumhydrogenphosphat (IK,HPO,)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
2,5-Diphenyloxazol

Dithiothreitol (DTT)

D-Mannose 6-Phosphat

Epidermal Growth Factor (EGF), human
Essigsaure (CH,COOH)

Ethanol (CH,CH,OH)

Ethidiumbromid
Ethylendinitrilotetraessigsaure, Dinatriumsalz-
Dihydrat (EDTA)

EZ-Link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin
EZview™ Red Streptavidin Affinity Gel
Ficoll 400

Formamid (CH;NO)

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

HisPur Ni-NTA

Isopropanol (C,H,,0)

Kaliumacetat (KAc; KCH,COO)
Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumhydroxid (KOH)

Kalziumchlorid (CaCl,)

Kanamycin-Sulfat

L-Glutathion, reduziert

Lipofectamine™ 2000-Reagenz
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,-6H,O)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO,-7H,0)
Methanol (CH,OH)

Natriumcarbonat (Na,CO,)

Natriumchlorat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO)
Natriumhydroxid (NaOH)

4-Nitrophenyl 8-D-Galactopyranosid
4-Nitrophenyl N-Acetyl 3-D Glucosaminid

Merck (Darmstadt)

Biorad (Minchen)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Pierce/Perbio (Bonn)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Thermo Scientific (Bonn)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Amersham Bioscience (Freiburg)
Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
Thermo Scientific (Bonn)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Neu-Ulm)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Invitrogen (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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Natriumacetat (C,H;NaO,)
Nonidet P40 / Igepal
Normal Goat Serum
Orange-G
Paraformaldehyd
Phosphorsaure (H,PO,)

Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20)

Polyvinylalkohol 488 (Mowiol488)
Propylgallate

Protein-A-Agarose

Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow
Salzsaure (HCI)

5x siRNA-Puffer

N,N,N'N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Texas Red®-X Phalloidin

Triton X-100

TRIZMA® BASE (Ttis)

Trypton

Restore™ Western-Blot Stripping Puffer
Wasser fiir Chromatographie (HPLC)

Merck (Darmstadt)

ICN (Eschwege)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Fluka (Neu-Ulm)

Fluka (Neu-Ulm)

Roche (Mannheim)
Amersham Bioscience (Freiburg)
Merck (Darmstadt)

Thermo Scientific Dharmacon
(Schwerte)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Invitrogen (Katlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Invitrogen (Katlsruhe)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Thermo Scientific (Bonn)
Merck (Darmstadt)

4.1.6 Kits, Enzyme, Nukleotide und Standards

BCA™ Protein Assay Kit

BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit

Immobilon™ Western

JetQuick PCR Product Purification Spin Kit

NucleoBond® Xtra Maxi Kit
pENTR™/D-TOPO® Cloning Kit

QuikChange® Site-directed Mutagenesis Kit

Gateway® LR Clonase™ Enzyme Mix
PfuULTRA™ HF DNA Polymerase
Quick Ligase
Restriktionsendonukleasen

RNase A
T4 DNA Ligase
Taq DNA Polymerase

dN'TPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

DNA-Standard Fast-Ruler™
PageRuler™ Plus Prestained Protein
100 Bp DNA-Leiter

1 Kb DNA-Leiter

4.1.7 Radioaktive Substanzen
Schwefel-35, 5mCi, Na,SO, in 1 ml H,O

Thermo Scientific (Bonn)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Millipore (Schwalbach)
Genomed (LLéhne)
Macherey/Nagel (Diiren)
Invitrogen (Karlsruhe)
Stratagene (Waldbronn)

Invitrogen (Karlsruhe)
Stratagene (Waldbronn)
NEB (Frankfurt a. Main)
Promega (Mannheim),
NEB (Frankfurt a. Main),
Fermentas (St. Leon-Rot)
Invitrogen (Karlsruhe)
NEB (Frankfurt a. Main)
Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Invitrogen (Katlsruhe)
Invitrogen (Katlsruhe)

Perkin Elmer (Rodgau)
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Tran™S Label™, 10 mCi/ml
L-[35S]Methionin, 10 mCi/ml

MP Biomedicals (Eschwege)
Hartmann Analytic (Braunschweig)

4.1.8 Medien und Zusitze

4.1.8.1
LB-Medium:

Agar fir Festmedien:

Ampicillin:
Kanamycin:

SOC-Medium:

10¢g

58

10¢g

ad 1000 ml
pH

15 g/1

in

Medien und Zusitze fiir molekularbiologische Arbeiten

Trypton
Hefe-Extrakt
NaCl

Aqua dest.
7,0

Agar
LB-Medium

1 ml/1 LB-Medium von Stocklésung 250 mg/ml (in Aqua dest.)
1 ml/1 LB-Medium von Stocklésung 25 mg/ml (in Aqua dest.)

20¢

58

05¢

ad 970 ml
10 ml

10 ml

10 ml

Trypton
Hefe-Extrakt

NaCl

Aqua dest.

steriles 1M MgSO,
steriles 1M MgCl,
sterile 40 % Glucose

4.1.8.2 Medien und Zusitze fiir zellbiologische Arbeiten

Medien und Zusitze fiir die Zellkultivierung

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (D-MEM)
mit L-Glutamin

D-MEM ohne L-Cystein, L-Glutamin, I.-Methionin

D-MEM ohne Phenol-Rot

Minimal essentielles Medium- (MEM-) «
Opti-MEM ¥ serumreduziertes Medium
mit GlutaMAX™

Fétales Rinderserum (FBS)
Dialysiertes FBS

Hygromycin (50 mg/ml)
L-Askorbinsdure

L-Glutamin, 200 mM

L-Methionin

MEM-Aminosiuren
MEM-nicht-essentielle Aminosiuren
MEM-Vitamin-Losung
Natrium-Pyruvat, 100 mM
Penicillin/Streptomycin (100 U/ml; 100 mg/ml)
Phenol-Rot

TrypLE™ Express

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)
GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)
GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

PAA Laboratories GmbH (Karlsruhe)

selbst hergestellt

Calbiochem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)
GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)
GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)
GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)
GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)
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Fiir Experimente bendtigte Spezialmedien
Einfriermedium 10 % DMSO
in Vollmedium (siche 4.3.1)
Entzugsmedium 0,1 % BSA
1% Penicillin/Streptomycin

Met-freies Entzugsmedium

Sulfat-freies MEM-a

4.1.9 Puffer und Loésungen

4.1.9.1

Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli (Mini-Priparation)

Losung 1

Losung 11
Losung 111
Isopropanol/KAc

1x TE-Puffer

TE/RNase-Puffer

m

1%

1%

in

1,8 mM
5,36 mM
0,39 mM
116,36 mM
1,01 mM
5,56 mM

1 mM

0,28 mM
26,19 mM
Phenol-Rot
ph

100 ml/1
50 ml/1

50 ml/1

50 mM
25 mM
10 mM

0,2N
1%

4 M
2M
2M
88%

10 mM
1 mM
Ph

100 pl/ml

DMEM

dialysiertes FBS
Penicillin/Streptomycin
DMEM ohne Methionin

Ca(l,

KCl

MgCl,

NaCl
NaH,PO,*H,O
D-Glucose
Natrium-Pyruvat
L-Askorbinsdure
NaHCO,

zur Anfarbung
7,4
MEM-Aminosiuren

MEM-nicht-essentielle Amino-

sauren

MEM-Vitamin-Losung

Puffer und Lésungen fiir molekularbiologische Arbeiten

Glucose
Tris-HCI, pH 8,0
EDTA

NaOH

SDS (w/v)

KAc, pH 5,5
Essigsaure

KAc
Isopropanol
Tris

EDTA

7,5

RNase A in 1xTE-Puffer
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Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli (Maxi-Priparation)

RES (Zellsuspension) 50 mM Tris, pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase
LYS (Zelllyse) 200 mM NaOH
1% SDS (w/v)
NEU (Neutralisation) 3M KAc, pH 5,5
EQU (Siuleniquilibrierung) 750 mM NaCl

50 mM MOPS, pH 7,0
15% Isopropanol (v/v)
0,15% Triton-X-100 (v/v)

WASH (Waschputffer) 1M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15% Isopropanol (v/v)

ELU (Elutionspuffer) 1,25 M NaCl
50 mM Tris, pH 8,5
15% Isopropanol (v/v)

Agarose-Gelelektrophorese

10x TBE 890 mM Borsiure
20 mM EDTA
890 mM Tris
pH 8,0
10x Ladepuffer 25 ml Glycerin
25ml 1x TBE
20 mg Orange G
Ethidiumbromid-Losung 0,05% Ethidiumbromid (w/v)
PCR-Puffer
10x Cloned Pfu DNA Polymerase Reaction Buffer 100 mM KCl
20 mM MgSO,

100 mM (NH,),SO,
200 mM Tris-HCL, pH 8,8

1% Triton® X-100 (v/+)
1 mg/ml nukleasefreies BSA

4.1.9.2 Puffer und Losungen fiir biochemische und zellbiologische Arbeiten

Zelllyse

RIPA-Lysepuffer 150 mM NaCl
50 mM Tris-HCI, pH 8
0,5% DOC (w/v)
1% NP-40 (v/v)
0,1% SDS (w/v)
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SDS-Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE)

4x Trenngelpuffer 2¢g
91¢g

ad 500 ml

pH

4x Sammelgelpuffer 2¢g
30,3 ¢

ad 500 ml

pH

4x Laemmlipuffer (SDS-Ladepuffer) 0,01%
33%

6,7%

0,3M

80 mM

10x SDS-Laufpuffer 2884 ¢
40 ¢

60,6 g

ad 2000 ml

pH

Western-Blot + Immundetektion
Transferpuffer 150 mM

10x PBST 4g

ad 2000 ml
pH

10x TBST 15M
200 mM
1%

Antikérperlésung fur Antikorper von:

Cell Signaling Technology; MPR300 (8. Honing), Invitrogen 5%

Abcam, anti-OCRL (R. L. Nussbaum), 0,5%

BD Transduction 1.aboratories, DSHB

Santa Cruz, Biotechnology 5%

Zellkultur

10x PBS” 2g
24 ¢
80 g

SDS
Tris

Aqua dest.
8,8 mit H,PO,

SDS
Tris

Aqua dest.
6,8 mit H,PO,

Bromphenolblau (v/v)
Glycerol (v/v)
SDS (w/v)

DTT

Tris-HCI, pH 6,8

Glycin

SDS
Tris

Aqua bidest.

8,3

Glycin

Tris

Methanol (v/v)

8,3
KCl

KH,PO,

NaC(Cl

Na,HPO,
Tween 20
Aqua dest.

7,2
NaC(Cl

Tris-HCI, pH 7,4
Tween 20 (v/v)

BSA in 1x TBST (w/v)
(TBST/BSA)

Milchpulver in 1x TBST (w/v)
(TBST/M)

Milchpulver in 1x PBST (w/v)
(PBST/M)

KCl

KH,PO,

NaC(Cl
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Sekretion lysosomaler Enzyme

5x Reaktionspuffer

Lysepuffer

Stopppuffer

Zelloberflichenbiotinylierung
HBSS

Wasch-HBSS

Glutathion-Puffer

Immunfluoreszenzanalysen

1x PBS*/*

Hochsalzpuffer
Fixierlosung

Blockierl6sung

Antikorperlosung

144 ¢
ad 1000 ml

500mM
0.5%

10mM
150mM
0.5%

500mM
500mM

1,3 mM
5,6 mM
5,4 mM
0,4 mM
0,5 mM
0,6 mM
137 mM
4,2 mM
0,3 mM

pH

5 mM
in

1 mM

50 mM

75 mM

frisch dazu: 10%
frisch dazu: 75 mM

0,9 mM
0,52 mM
0,16 mM

in

500 mM
in
4%
in
2%
3%
0,5%
in
3%
0,1%
in

Na,HPO,
Aqua dest.

NaAc, pH 4,4
Triton X-100

NaH,PO,, pH 6,0
NaC(Cl
Triton X-100

Glycin
Na,CO;, pH 10,0

CaCl,
Glucose
KCl
KH,PO
Mg(Cl,
MgSO,
NaCl
NaHCO,
Na,HPO,
7,4

Tris-HCI, pH 7,4
HBSS

EDTA
Glutathion
NaCl

FBS (v/v)
NaOH

CaCl,
Mg(Cl,
MgSO,
1x PBS”

NaCl
1x PBS™*

Paraformaldehyd (w/v)
1x PBS™/*

BSA (w/v)
Ziegen-Serum (v/v)
Igepal (v/v)

1x PBS™/*
Ziegen-Serum (v/v)
Igepal (v/v)
1xPBS+/+
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Mowiol-Einbettmedium

Experiment zur MPR300-Halbwertszeit
TD-Puffer

Cathepsin Z-Reifungsexperiment
1x Neufeld-Puffer

1x IMM-Lysepuffer

1x IMM-Lysepuffer/KCl

PPO-Lo6sung

25% Propylgallatlosung (v/v)

(2,5 g in 50 ml 1x PBS"/" und
50 ml 100% Glycerol)
Mowiol488-Losung (v/v)

(20 g in 80 ml 1x PBS™")

75%

137 mM NaCl
25 mM Tris-HCl, pH 7,4
0.7mM Na,HPO,

5mM KCl

10 mM Tris/HCl pH 8,5
0,6 M NaCl
0,1 % SDS

0,05 % Nonidet P-40

0,5 % Natriumdesoxycholat
1% Triton X-100
in PBS”

2M KCl
in IMM-Lysepuffer

10 % 2,5-Diphenyloxazol (w/v)
in DMSO

4.1.10 Geratschaften und Verbrauchsmaterialien

12-Loch-Zellkulturplatten

35 mm Polystyrol-Zellkulturschalen
60 mm Polystyrol-Zellkulturschalen
100 mm Polystyrol-Zellkulturschalen
ABI PRISMR 3130 Genetic Analyzer
Agarplatten

Autoklav

Brutschrank

CO, Water-Jackted Inkubator
Digitalkamera

Drucker “Digital Graphic Printer”
Filmentwickler OPTIMAX X-Ray Filn Processor
GelAir Drying System

GD 2000 Vacuum Gel Dryer System
Gelkammer “Sub-Cell GT”
Glasdeckglischen

Heizblock (Typ: 52526101)
Inkubator Shaker Model G25

Kryoréhrchen
Kunststoff-Tubes (Falcon)
Kihlzentrifuge 5417R

Sarstedt (Nurnbrecht)

Sarstedt (Nurnbrecht)

Sarstedt (Nurnbrecht)

Sarstedt (Nurnbrecht)

Applied Biosystems (Darmstadt)
Greiner (Kremsmiinster, Osterreich)
Tecnomara (Fernwald)

Heraeus (Hannover)

Nuaire™ US AUTOFLOW (USA)
OLYMPUS (Hamburg)

SONY (Japan)

Protecl] (Oberstenfeld-Gronau)
BioRad (Miinchen)

Amersham Bioscience (Freiburg)
BioRad (Miinchen)

Marienfeld (Lauda-Koénigshofen)
Liebisch (Bielefeld)

New Brunswick Scientific. Co INC
(Edison, New Jersey, USA)

Nunc (Langenselbold)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Eppendorf AG (Hamburg)
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Kihlzentrifuge 5810R
Laserscanmikroskop DMIRE2
Magnetrithrer RET basic

Objekttriger

PCR-Maschine “M] Research PTC 200”
PCR-Tubes (0,5 ml)

Phosphorlmager “Typhoon FLA 70007
Photometer “Biometer”

PIPETBOY acu

Pipetten “Finnpipetten”

PVDF (Polyvinylidendifluorid) Western Blotting
Membranen

Rontgenfilme (Cronex 5)
Schittelapparat 3006

Schittelapparat “Centromat R”

Semi-Dry-Blot-Apparatur

Spannungsgeber “Electrophoresis power supply
ST305”

Spannungsgeber “Electrophoresis power supply
PS3002”

Spannungsgeber “Power Pac 3007
Spannungsgeber “Standard Power Pack P25”
Sterilwerkbank “HERA safe Typ 12/2, 1995”
Sterilwerkbank “Lamin Air Instruments”
Szintillationszédhler “TRICARB 2900”
Thermomixer “compact”

Tischzentrifuge “Biofuge Pico”
UV-Transilluminator “UVT-28M”

Vortex-Gerat “Vortex Genie 2 Heidolph Reex 2000”

Waage “Sartorius ISO 9001”

Wasserbad ,,GFL 1003

Wasserbad ,,GFL 1083
Whatman-3mm-Chromatographie-Papier
Zentrifuge ,,Megafuge 1.0

Eppendorf AG (Hamburg)

Leica (Mannheim)

IKA Labortechnik (Staufen i. Br.)
Marienfeld (Lauda-Konigshofen)

M]J Research, Inc. (Watertown, USA)
Biozym Diagnostik GmbH (Oldenburg)
GE Healthcare (Freiburg)
Eppendorf AG (Hamburg)

IBS Integra Biosciences (Fernwald)
Thermo Labsystems (Mannheim)
Roche (Mannheim)

AGFA (Berlin)

GFL (Burgwedel)

B. Braun Biotech International
(Melsungen)

Biometra (G6ttingen)

Life Technologies (Karlsruhe)

Life Technologies (Karlsruhe)

BioRad (Miinchen)
Biometra (G6ttingen)
Heraeus (Hannover)
Heraeus (Hannover)
Perkin Elmer (Rodgau)
Eppendort AG (Hamburg)
Heraeus (Hannover)
Herolab (Wiesloch)
Scientific Industries, INC.
(Bohemia, New York, USA)
Sartorius (Gottingen)

GFL (Burgwedel)

GFL (Burgwedel)
Whatman (Dassel)
Heraeus (Hannover)
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4.1.11 Verwendete Computerprogramme und Datenbanken

Tab. 4-12: Verwendete Computerprogramme. Angegeben sind die Datenbank, die Anwendung sowie, falls
vorhanden, die Internetadresse.

Computerprogramme Anwendung/Internetadresse

EditSeq (Dnastar) Editieren von DNA-Sequenzen

Ermittlung von Restriktionsschnittstellen in
DNA-Sequenzen

SeqMan Auswertung von DNA-Sequenzen

MapDraw (Dnastar)

DIGI CAM Digital Camera Control Dokumentation von Agarosegelen

Densitometrische Auswertung von Western

Im:
age ) Blots, http://tsbweb.nih.gov /ij/

Quantitative Auswertung von
Immunfluoreszenzanalysen,
MetaMorph®-Software http://www.moleculardevices.com/Products/
Software /Meta-Imaging-
Seties/MetaMorph.html

Tab. 4-13: Verwendete Datenbanken. Angegeben sind die Datenbank, die Anwendung sowie die Internetadresse.

Datenbanken Anwendung /Internetadresse

Zugang zu cDNA-Sequenzen,

NCBI (Human Genome Resources) hetp:// ncbi.nlm.nih.gov/guide/

Homologievergleiche von DNA-Sequenzen,

Bl
ast http://blast.ncbi.nlm.nih.gov /Blast.cgi

Literaturrecherche,

PubMed http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und PCR-vermittelte Mutagenese

Der Einsatz hitzestabiler DNA-Polymerasen in der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase
chain reaction, PCR) ermoglicht die spezifische 7z vitro- Amplifikation von DNA-Fragmenten. Diese
Methode basiert auf dem Prinzip der zyklischen Vervielfiltigung eines DNA-Abschnitts, der von
zwei Oligonukleotiden (Primern) flankiert wird. In dieser Arbeit diente die PCR der Amplifi-
kation von DNA-Fragmenten sowie der Erzeugung von Punktmutationen in DNA-Konstrukten.
Daftr wurden je nach Herstellerangaben, meist jedoch 2-10 ng Template-DNA, je 10 pmol eines
5'-und 3'-Primers sowie 0,2 ul (1 U) Polymerase eingesetzt und diese in einem Reaktionsvolumen
von 25 ul mit 10x PCR Puffer, Desoxy-Ribonukleosid-Triphosphaten (ANTPs; 2,5 mM je dANTP)
und Aqua bidest. versetzt.
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Im Anschluss an die Denaturierung des PCR-Ansatzes (3 min, 95°C) wurden 30 Zyklen
durchlaufen, die sich aus Denaturierung (30 sec, 95°C), Primer-Anlagerung (annealing, 30 sec,
48-68°C) und Polymerisation (Elongation, 1-4 min, 72°C) zusammensetzten. Anhand der
Schmelztemperatur der verwendeten Oligonukleotide kann die Temperatur fir eine effiziente
Primer-Anlagerung bestimmt werden. Die Dauer der Elongation richtet sich nach der Linge des
zu amplifizierenden DNA-Templates, wobei pro Minute etwa 500-1000 Basenpaare (Bp) von den
DNA-Polymerasen polymerisiert werden kénnen.

Fir Klonierungen wurden spezielle DNA-Polymerasen verwendet, die eine Korrektureigen-
schaft (proofreading) aufgrund einer 3'—5'-Exonuklease-Aktivitit aufwiesen. Um ein gezieltes Ein-
fithren von Punktmutationen in DNA-Sequenzen zu ermoglichen, wurden zwei verschiedene
Methoden verwendet. Zum einen wurde sich der PCR-vermittelten Mutagenese bedient (Ito et
al., 1991). Zum anderen wurde die QuikChange® Site-directed Mutagenesis-Technologie von
Stratagene angewandt.

In der PCR-vermittelten Mutagenese ermdglichte der Einsatz von spezifischen Oligonukleo-
tiden, die die gewiinschten Basenaustausche aufwiesen, die Generierung von zwei tiberlappenden,
etwa 35 Bp langen DNA-Fragmenten in zwei getrennten PCR-Reaktionen. Nach Aufreinigung
der amplifizierten PCR-Produkte, die nun die gewiinschte Mutation enthielten, wurden diese in
einer darauf folgenden PCR-Reaktion als Template eingesetzt (Megaprime-PCR). Fur diesen Reak-
tionsansatz wurden jeweils 1 pl einer 1:10-Verdiinnung der beiden PCR-Produkte sowie Puffer,
dNTPs und Polymerase gegeben und ein Drei-Zyklen-Programm gestartet (Programm 1). Nach
anschlieBender Zugabe der 5'- und 3'-Primer wurden weitere 19 Zyklen durchlaufen, wodurch die
Amplifikation des Gesamtfragments ermoglicht wurde (Programm 2). Das Produkt enthielt nun
die gewiinschte Punktmutation und konnte je nach Art der Klonierung per Restriktionsspaltung
und Ligation oder mit Hilfe der TOPO®—Klonierungs—Technologie in den Gateway™-Zielvektor
eingebaut werden. Zur Uberpriifung der Integritit der PCR-Produkte wurde die Plasmid-DNA

einer DNA-Sequenzierung unterzogen.

Megaprime PCR-Ansatz Programm 1:

1 Wl PCR-Produkt 1 — 1:10-Verdinnung 1.95°C / 3 min

1 ul PCR-Produkt 2 — 1:10-Verdinnung 2.95°C / 15 sec
0,5 ul dN'TPs (10 pmol/ul) 3.40°C / 20 sec
2,5 ul 10x PCR-Puffer 4.72°C / 3-5 min
0,2 ul Polymerase 5.g0102 [ 2 times
ad 25 pl Aqua bidest. 6. end

Zugabe der Primer zum Megaprime-Ansatz Programm 2:

+1 pl Primer 1 (10 pmol/ul) 1.95°C / 3 min
+1 pl Primer 2 (10 pmol/ul) 2.95°C / 15 sec

3.55°C / 10 sec
4.72°C / 4 min
5.g90202 /19 times
6.72°C / 10 min
7. end
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Die QuikChange® Site-directed Mutagenesis-Technologie liefert dagegen eine schnelle und
effiziente Methode Punktmutationen in ein gewinschtes DNA-Konstrukt (Insert) einzufiihren,
das zuvor bereits in einen Plasmid-Vektor kloniert wurde. Dafiir werden zwei Oligonukleotide
generiert, die jeweils komplementir zu gegeniiberliegenden Sequenzen des Inserts sind und die
gewiinschten Basenaustausche enthalten. Die erstellten Oligonukleotide werden in einer PCR-
Reaktion zusammen mit dem Plasmid-Vektor und einer Pfu Turbo®—Polymerase eingesetzt,
wodurch die gewiinschten Basenaustausche in den neu amplifizierten Plasmid-Vektor eingefithrt
werden. Um das Ausgangsplasmid zu eliminieren, wurde anschlieBend eine Restriktion mit dem
Enzym Dpnl durchgefiihrt. Diese Endonuklease erkennt spezifisch Methylierungsstellen der
DNA und zerschneidet den zuvor in Bakterien vervielfaltigten und damit methylierten Ausgangs-
vektor. Die QuikChange®—Mutagenese wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Um zu
ermitteln, ob die Basenaustausche korrekt eingefithrt wurden, wurde die Plasmid-DNA sequen-

ziert.

4.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermoglicht die Auftrennung fragmentierter DNA nach ihrer
GrofBle sowie die Darstellung von PCR-Produkten. Der Agarosegehalt des Gels richtet sich nach
der GroBe der aufzutrennenden Fragmente und liegt zwischen 0,8-2,0 % (w/v), wobei das Lauf-
verhalten des Fragments umgekehrt proportional zum Logarithmus seines Molekulargewichts ist,
d. h. gréBere Fragmente wandern langsamer durch die Poren des Agarosegels als kleinere. Die
Phosphatgruppen im Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat der DNA bewirken eine negative
Gesamtladung, weshalb die DNA in einem angelegten elektrischen Feld von der Kathode zur
Anode wandert.

Fir die Herstellung eines Agarosegels wurde die benotigte Agarosemenge in 1x TBE-Puffer
aufgekocht. Die Agaroselésung wurde anschlieBend auf etwa 50°C abgekiihlt, in einen mit Pro-
benkimmen versehenen Gelschlitten gegossen und nach dem Auspolymerisieren in eine mit 1x
TBE-Puffer befillte Gelelektrophoresekammer gegeben. Die zu analysierenden Proben wurden
mit Ladepuffer versetzt (/4 Volumen Ladepuffer (Orange G), %4 Volumen Probe) und in die Gel-
taschen gegeben. Die Gelelektrophorese erfolgte bei ca. 140 V fiir 60 min. Zuletzt wurde das Gel
in einer 0,05 %-igen Ethidiumbromid-Losung fir mindestens 15 min angefirbt. Aufgrund seiner
planaren Struktur ist dieser Farbstoff in der Lage reversibel zwischen die Basen der DNA zu
interkalieren, was anschlieBend durch Anregung mit UV-Licht (312 nm) auf einem Transillu-
minator-Tisch sichtbar gemacht werden kann. Die Dokumentation erfolgte mit dem DIGI CAM
Digital Camera Control-Programm.

4.2.3 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die Verwendung des Jetguick PCR Product Purification Spin Kifs nach Herstellerangaben ermdg-
lichte eine Aufreinigung der PCR-Produkte. Dadurch war es moglich, fir weitere Arbeitsschritte

storende Oligonukleotide, kleinere DNA-Fragmente und Enzymreste zu entfernen.
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4.2.4 Restriktionsanalyse von DNA

Fir eine herkémmliche Klonierung iiber Restriktion und Ligation wurden die PCR-Produkte
zundchst einer Restriktionsanalyse unterzogen. Spezifische, meist palindromische 4- bis 8-stellige
Nukleotidsequenzen werden von Restriktionsendonukleasen des Typs II erkannt, die dann in der
unmittelbaren Umgebung die Phosphodiester-Bindungen der vorliegenden DNA hydrolysieren.
Dabei entstehen enzymabhingig doppelstringige, glatte (blunt ends) oder 3'- bzw. 5'-tberhingende
Enden (sticky ends). Die Restriktionsanalyse wurde nach Angaben der jeweiligen Enzymhersteller
Promega, NEB oder Fermentas durchgefithrt. Dazu wurden pro Ansatz ca. 0,1-2 ug DNA und
0,5-1 U Enzym in einem Reaktionsvolumen von 20 ul eingesetzt. Die Restriktionsspaltung wurde

mittels Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift (siche 4.2.2).

4.2.5 DNA-Ligation

Nach Erzeugung von sowohl glatten als auch 3'- bzw. 5'-tiberhingenden Restriktionsenden
wurden die PCR-Produkte durch Verwendung der T4-DNA-Ligase bzw. der Quick Ligase der
Firma NEB in einen mithilfe von Restriktionsenzymen linearisierten und aufgereinigten Vektor
ligiert. Ligasen erméglichen eine kovalente Verbindung von DNA-Fragmenten, indem sie Phos-
phodiesterbindungen zwischen den 5'-Phosphat- und 3'-Hydroxylgruppen freier DNA-Enden
ausbilden. Fiir die Ligation wurde das PCR-Produkt in einem molaren Uberschuss zu der Vektor-
DNA gegeben und nach Angaben der Hersteller mit Ligase (1 U) und dem dazugehérigen Puffer

inkubiert.

4.2.6 Klonierung mittels TOPO®-Klonierungs-Technologie

Die TOPO®—Klonierungs—Technologie ist eine schnelle und effiziente Klonierungsstrategie
zur Restriktionsenzym-unabhingigen Insertion eines PCR-Produkts in einen Plasmidvektor. Bei
der TOPO®—Klonierung wird die Topoisomerase I aus dem [“accinia Virus verwendet, die sowohl
DNA spalten als auch ligieren kann. Zunichst kommt es zu einer spezifischen Bindung des
Enzyms an die doppelstringige Vektor-DNA. Durch Spaltung des Phosphodiester-Riickgrats
eines Strangs durch die Topoisomerase 1 wird ein einzelstringiger 3'-Uberhang erzeugt (Shuman,
1991), der daraufhin in das doppelstringige PCR-Produkt eindringt, einen Teil des unteren
Strangs ersetzt und an das PCR-Produkt ligiert wird. Diese Reaktion ermoglicht z. B. die
Generierung eines sogenannten FEingangsvektors (entry wvector), der als Ausgangsvektor zur
Klonierung eines bestimmten DNA-Fragments in verschiedene Zielvektoren (destznation vector) des
Gateway™-Systems verwendet werden kann. Die TOPO®—Klonierungs—Reaktion wurde nach

Angaben des Herstellers Invitrogen durchgefihrt.

4.2.7 Klonierung mittels Gateway™-Technologie

Durch lokusspezifische Rekombinationsreaktionen bietet die Gateway™-Technologie eine
universell einsetzbare Alternative zur herkémmlichen Klonierungsstrategie tiber Restriktion und

Ligation. Die Eigenschaft des Bakteriophagen Lambda wihrend des lysogenen Zyklus in das
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Genom eines Bakteriums integrieren zu konnen, liefert die Grundlage dieser Technologie. Um
eine Integration des zu klonierenden Inserts in den Gateway™-Zielvektor zu ermdglichen, wird
dieses von zwei spezifischen kurzen DNA-Sequenzen, den sogenannten Att-Stellen (atfachment
sites), flankiert. Mittels herkémmlicher Klonierung (Restriktion und Ligation) oder mittels
TOPO®—Technologie ist das Einftugen des Inserts zwischen die Att-Stellen mdglich. Der so
erzeugte Eingangsklon wird zusammen mit einem Zielvektor mit dquivalenten Att-Stellen in einer
Enzym-vermittelten LR-Reaktion eingesetzt. In dieser Reaktion wird das Insert Giber Rekom-
bination zwischen den Att-Stellen des Eingangsklons und des Zielvektors in den Zielvektor
integriert. Zur Erstellung eines Gateway-kompatiblen Zielvektors ist lediglich der Einbau einer
Gateway™-Leserahmen-Kassette mit Att-Stellen in einen gewdhnlichen Plasmidvektor erforder-

lich. Die Gateway™-Reaktion wurde nach Angaben des Herstellers Invitrogen durchgefiihrt.

4.2.8 Hitzeschock-Transformation kompetenter Escherichia coli- (E. coli-)
Zellen mit Plasmid-DNA

Tiefgefrorene, chemisch kompetente E. co/-Zellen wurden auf Eis aufgetaut. 100 ul der
Bakteriensuspension wurde mit ca. 100 ng Plasmid-DNA versetzt und vermischt. Es erfolgte eine
Inkubation von 30 min auf Eis. Die optimale Aufnahme der DNA wurde mit der Durchfithrung
eines Hitzeschocks fiir 90 sec bei 42°C erzielt. AnschlieBend wurden die Bakterien fiir 5 min auf
Eis abgekthlt und mit 700 ul SOC- (super optimal broth-) Medium versetzt. Nach einer 60-mint-
tigen Inkubation bei 37°C und starkem Schiitteln wurden die Zellen bei 8.000 rpm abzentrifu-
giert, der Uberstand dekantiert und die Bakterien in der zuriickbleibenden Fliissigkeit resuspen-
diert. Die Bakteriensuspension wurde dann auf selektiven LB- (ysogeny broth-) Agarplatten ausge-

strichen.

4.2.9 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung der transformierten E. o/ fir eine Minipriparation erfolgte durch Animp-
fen von 2 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie, fir eine Maxipriparation durch Animpfen von
200 ml LB-Medium mit einer 2 ml LB-Vorkultur. AnschlieBend wurden die Bakteriensuspen-
sionen tiber Nacht bei 220 rpm und 37°C im Inkubationsschiittler inkubiert.

4.2.10 Mini-Priaparation von Plasmid-DNA

Zur Isolierung der in den E. w/i vervielfiltigten Plasmid-DNA wurde zunichst fiir analy-
tische Zwecke eine Minipriparation auf Grundlage der alkalischen Lyse durchgefithrt. Die Bak-
terien einer 2 ml LB-Ubernachtkultur wurden zu diesem Zweck fiir 5 min bei 8.000 rpm pelletiert
und in 100 pl der Losung I resuspendiert. Die Initiation der basischen Zelllyse erfolgte durch
Zugabe von 200 ul Loésung II. Nach 5-miniitiger Inkubation bei RT wurde die Lyse durch Neu-
tralisation mit 300 ul Losung III abgestoppt. Die Suspension wurde vollstindig durchmischt und
fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Pelletierung der Zelltrimmer durch Zentrifugation fiir 5 min

bei 14.000 rpm und RT wurde der Uberstand in ein neues Zentrifugationsréhrchen uberfithrt
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und die darin enthaltene Plasmid-DNA mit 350 pl Isopropanol gefillt. AnschlieBend wurde die
Plasmid-DNA bei 14.000 rpm fiir 5 min bei RT abzentrifugiert und zur Degradation eventuell
mitgefillter RNA in 100 pl RNase A-haltigem TE-Puffer fir 20 min bei 37°C inkubiert. Durch
Zugabe von 125 ul Isopropanol/KAc und 10miniitiger Inkubation bei RT wurde die gewonnene
Plasmid-DNA-Losung gereinigt. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA bei 14.000 rpm fir
5 min bei RT pelletiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet getrocknet und in
50 Wl Aqua bidest. resuspendiert. Zur Langzeitlagerung wurde die Plasmid-DNA bei -20°C

eingefroren.

4.2.11 Maxi-Priparation von Plasmid-DNA

Um eine effektive Transfektion von eukaryotischen Zellen mit der hergestellten Plasmid-
DNA zu gewihrleisten, war eine hohe Menge und ein hoher Reinheitsgrad erforderlich, der mit
der hier angewendeten Minipriparation nicht erzielt werden konnte. Daher wurde fur Transfek-
tionsversuche eine Plasmid-DNA eingesetzt, die durch Anionenaustausch-Chromatographie mit
dem NucleoBond® Xtra Maxi Kit der Firma Macherey/Nagel gewonnen wurde. Die gefillte
DNA wurde in 200-1000 pl Aqua bidest. gelst und zur Langzeitlagerung bei -20°C eingefroren.

4.2.12 Photometrische Quantifizierung der Plasmid-DNA

Die Konzentration der gewonnenen Plasmid-DNA wurde photometrisch im Spektralphoto-
meter BioPhotometer durch Bestimmung der Absorption bei 260 nm ermittelt, wobei eine optische
Dichte von 1 einer DNA-Konzentration von 50 pug/ml entspricht. Zur Bestimmung der Reinheit
der Plasmid-DNA wurden zudem die enthaltenen Proteine detektiert, die ein Absorptions-
maximum bei 280 nm aufweisen. Der Quotient A der Absorption beider Wellenlingen (A, /,40)
gilt somit als Maf3 fir die Reinheit der Plasmid-DNA und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

4.2.13 DNA-Sequenzierung

Um die zuvor isolierte Plasmid-DNA auf korrekte PCR-Amplifikation und Integration des
enthaltenen Inserts zu Uberpriifen, wurde die Plasmid-DNA sequenziert. Die DNA-Sequenzie-
rungen wurden mit dem ABI Prism Dye Terminator Kit und dem ABI 16-Kapillar-Sequenzierer
(ABI Prism® 3500 Genetic Analyzer) der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt. Dabei wurde
das Prinzip der Didesoxy-Methode nach Sanger angewandt (Sanger ez a/., 1977); neben dNTPs
werden in der zyklischen Sequenzierreaktion eines spezifischen PCR-Produkts auch Fluoreszenz-
markierte Di-Desoxy-Ribonukleosid-Triphosphate (ddNTPs) eingesetzt. Der Einbau eines
solchen ddNTPs in den entstehenden DNA-Strang erzeugt den Abbruch der Sequenzierreaktion.
Da die Integration der ddN'TPs in die entstehenden DNA-Stringe zufillig erfolgt, sind diese von
unterschiedlicher Linge und je nach Didesoxynukleotid mit einem spezifischen Fluoreszenz-
farbstoff markiert, der bei der anschlieBenden Kapillarelektrophorese mithilfe eines Lasers
detektiert wird. Anhand der GroBe und der Fluoreszenzmarkierung der PCR-Fragmente kann so

das Sequenzchromatogramm einer Probe erstellt werden.
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4.3 Biochemische und zellbiologische Methoden

4.3.1 Zellkultur eukaryotischer Zellen

Fir die Kultivierung der verwendeten adhirenten Zelllinien wurden Begasungsinkubatoren
mit einer konstanten Temperatur von 37°C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, ver-
wendet. Sterile Bedingungen wurden durch das Arbeiten unter einer Sterilwerkbank gewihrleistet.
Fir die Kultivierung der Zelllinien wurden Zellkulturschalen mit einer Wachstumsfliche von
25 1 cm’ verwendet. Fiir den Einsatz in biochemischen und zellbiologischen Experimenten
wurden die Zellen auf Zellkulturschalen mit Wachstumsflichen von 257 cm® 9 mecm® oder
3 1 cm® ausgesit. Fiir Immunfluoreszenzstudien fand die Kultivierung der Zelllinien auf Glas-
deckglischen in 12-Loch-Kulturplatten statt. Angegeben in Tab. 4-14 sind die fiir zellbiologische
und biochemische Experimente verwendeten Zelllinien sowie die zur Kultivierung bendtigten
Medien und deren Zusitze. Diese werden im folgenden Vollmedium genannt.

Tab. 4-14: Verwendete Zelllinien und dazugehorige Zellkulturmedien. Angegeben sind die fiir zellbiologische
und biochemische Experimente verwendete Zelllinien sowie die zur Kultivierung bendtigten Medien und deren
Zusitze. Diese werden im folgenden Vollmedium genannt.

Zelllinie Medium Zusitze

7,5 % FBS (v/v)
1%P/S (v/v)
7,5 % FBS (v/v)
293HMY a-MEM 1%P/S (v/v)
250 pg/ml Geneticin (v/v)
10 % FBS (v/v)

Hela DMEM

Flp-In™-CV1 DMEM 1%P/S (v/v)
100 pg/ml Zeocin (v/v)
stabil- 10 % FBS (v/v)
Uberexprimierende DMEM 1%P/S (v/v)
Flp-In-CV1 200 pg/ml Hygromycin (v/v)

4.3.1.1 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen von gefrorenen Zellsuspensionen wurden diese aus einer -150°C-Gefrier-
truhe entnommen und in einem Wasserbad mit einer Temperatur von 37°C soweit angetaut, bis
nur noch wenige Eiskristalle sichtbar waren. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon mit
bereits vorgelegten 8 ml Vollmedium iberfithrt und bei 900 rpm fir 5 min bei RT zentrifugiert.
Das entstandene Zellpellet wurde in 10 ml frischem Vollmedium resuspendiert und in eine Zell-
kulturschale mit einer Wachstumsfliche von 25 n cm® gegeben. Die weitere Kultivierung erfolgte

in einem Begasungsinkubator.
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4.3.1.2 Passagieren von Zellen

Je nach Bedarf, meist jedoch zweimal wéchentlich wurden die Zellen bei einer Konfluenz
von 80-100 % auf neue Kulturschalen ausgesit. Da es sich um adhirente Zelllinien handelte,
mussten diese zunichst von dem Kulturgefi3 abgel6st werden. Dazu wurde das Vollmedium
abgesaugt, die Zellen zur Entfernung von im Medium befindlichen Proteinen mit 3-5 ml 1x PBS
gewaschen und durch Zugabe von 2 ml TrypLE™ Express von der Kulturschale gelést. Die
Zellen wurden unter dem Mikroskop beobachtet und die Trypsinreaktion nach vollstindiger
Ablésung mit 8 ml Vollmedium abgestoppt. Nach Resuspension durch Auf- und Abpipettieren
wurden die Zellen dann je nach Wachstumsgeschwindigkeit in einem Verhaltnis von 1:2-1:20 mit

Vollmedium in einem Volumen von 10 ml verdinnt und auf ein neues Kulturgefa3 tberfihrt.

4.3.1.3 Einfrieren von Zellen

Fir die Langzeitlagerung von Zelllinien wurden diese in einem Gefrierschrank bei -150°C
weggefroren. Die Zellen mussten zunichst durch Trypsinieren mit TrypLE™ Express von der
Zellkulturschale gelost werden. Zum Abstoppen der Trypsinreaktion wurde 8 ml Vollmedium zu
den Zellen gegeben. AnschlieSend wurde die Zellsuspension in einem 15 ml Falcon bei 900 rpm
und 5 min bei RT abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in eiskaltem Einfriermedium zur
Vermeidung von Eiskristallen durch das enthaltene DMSO resuspendiert und in Kryoréhrchen
tberfiihrt. Pro Kryorohrchen wurde 1 ml Einfriermedium bendétigt, wobei zumeist 2-3 Kryoréhr-
chen mit der Suspension eines Zellpellets befillt werden konnten. Zur Sicherstellung eines kon-
stanten Runterkiihlens der Zellsuspensionen wurden diese in einem mit Isopropanol befiillten
Einfrierbehilter platziert, . N. bei -80°C gelagert und am darauf folgenden Tag bei -150°C weg-

gefroren.
4.3.2 Methoden zur Transfektion eukaryotischer Zellen

4.3.2.1 ‘Transiente Transfektion mit Plasmid-DNA

Fir die transiente Transfektion eukaryotischer Zellen mit Plasmid-DNA wurde das Trans-
fektionsreagenz Lipofectamine™ 2000 verwendet, das auf dem Prinzip der Lipofektion basiert.
Es handelt sich um ein kationisches Lipid, das aufgrund der negativen Ladungseigenschaften der
DNA durch ionische Wechselwirkungen mit dieser einen Komplex bilden kann. Der Lipid-
DNA-Komplex kann dann durch Internalisierungsprozesse an der Plasmamembran diese tiber-
winden und so die Plasmid-DNA in die Zelle transportieren. Das optimale Verhaltnis von DNA
zu Transfektionsreagenz wurde dabei auf ein Verhiltnis von 1:2 festgelegt.

Vorbereitend fur die Lipofektion wurden die Zellen mit einer Konfluenz von 60-80 % auf
Glasdeckglischen in 12-Lochplatten ausgesit. Am Folgetag wurden Transfektionslésung I (100 pl
OpttMEM + 1-2 ug Plasmid-DNA) und Transfektionslésung II (100 ul OpttMEM + 2l
Lipofectamine™ 2000) angesetzt, 5 min bei RT inkubiert, vermischt und fiir weitere 30 min bei
RT inkubiert. Die Inkubationszeit konnte genutzt werden um die zu transfizierenden Zellen mit

1 ml 1x PBS zu waschen und mit 600-800 ul vorgewirmtem OptiMEM zu tberschichten. Die
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Zellen wurden dann trépfchenweise mit dem Transfektionsansatz versetzt und nach vorsichtigem
Schwenken der Kulturschalen bei 37°C und 5 % CO, fiir ca. 6 h inkubiert. AnschlieBend wurde
das Medium von der Kulturschale abgesaugt, die Zellen je nach Experiment mit 1 ml Vollme-
dium oder Entzugsmedium bedeckt und fir weitere 16-20 h bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

Bei der HelLa-Zelllinie wurde zudem eine reverse Transfektion durchgefihrt, d. h. die Zellen
wurden erst wahrend der Inkubation der Transfektionslosungen ausgesit. Dabei wurden
100-250 pl der Zellsuspension in Vollmedium ohne P/S auf die Glasdeckglischen gegeben und
anschliefend mit der Transfektionslosung versetzt. Es erfolgte eine Inkubation fir 16-18 h bei

37°Cund 5 % CO, in einem Begasungsinkubator ohne Mediumswechsel.

4.3.2.2 Transiente Transfektion mit siRNA zur Unterdriickung der Expression
eines gewiinschten Gens

Bei der RNA-Interferenz wird mithilfe der bereits beschriebenen Lipofektion (4.3.2.1) eine
als siRNA bezeichnete, synthetisch hergestellte RNA in die zu transfizierenden Zellen einge-
bracht. Bei der siRNA handelt es sich um eine 19-23 Bp lange, doppelstringige RNA, die an
thren Enden je zwei Gberstehende Nukleotide aufweist. In der Zelle wird die siRNA auf Argo-
nautenproteine des RISC- (RINA-induced silencing complex-) Komplexes tbertragen, wodurch dieser
aktiviert wird. Der RNA-Doppelstrang wird entwunden und gespalten, wobei der Einzelstrang
mit der geringeren thermodynamischen Stabilitit am 5'-Ende zum Leitstrang wird und im RISC-
Komplex verbleibt. Die zum Leitstrang komplementire mRNA wird vom RISC-Komplex
gebunden und durch die Endonukleaseaktivitit der Argonautenproteine abgebaut. Die Methode
der RNA Interferenz eignet sich daher zum gezielten Abschalten eines beliebigen Gens. Dabei
muss lediglich die Nukleotidsequenz des Zielgens bekannt sein um eine spezifische siRNA gegen
dieses Gen zu generieren.

Bei der siRNA-Transfektion wurde nach dem Prinzip der reversen Transfektion verfahren.
Zunichst wurden Transfektionslosung 1 (1,75-2 ml OpttMEM + 700-900 pmol siRNA) und
Transfektionslosung II (1,75-2 ml OptiMEM + 35-40 pl Lipofectamine™ 2000) angesetzt, 5 min
bei RT inkubiert, vermischt und fur weitere 30 min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden
je nach Versuch Hela-Zellen mit einer Konfluenz von 20 % oder 293HMY-Zellen mit einer
Konfluenz von 60 % in Vollmedium ohne P/S auf Zellkulturschalen mit einer Wachstumsfliache
von 2571 cm® ausgesit. Der Transfektionsansatz wurde dann tropfchenweise auf den Zellen
verteilt und die Kulturschalen vorsichtig geschwenkt. In dieser Arbeit sollte die Expression des
OCRL-Gens mit einer OCRL-spezifischen siRNA (Dharmacon) unterbunden werden. Hierfiir
wurde eine siRNA-Transfektion von 72 h bei 37°C und 5 % CO, durchgefithrt. Als Kontrolle
wurde eine gegen GFP (Dharmacon) oder Lamin A (MWG Biotech) gerichtete siRNA
verwendet.

Sollte nach Abschalten der OCRL-Expression durch siRNA eine Rekonstruktion der OCRL-
Expression durch siRNA-resistente OCRL-Konstrukte erfolgen, wurde eine reverse Transfektion

mit entsprechender Plasmid-DNA, wie unter 4.3.2.1 beschrieben, durchgefiihrt.
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4.3.2.3 Verwendung des Flp-In™ Systems zur stabilen Transfektion eukaryoti-
scher Zellen

Die Herstellung stabil transfizierter Zellen wurde mit dem Flp-In™ System der Firma Invitrogen
erzielt. Die verwendeten Flp-InTM-CV1-Zellen enthalten einen definierten Lokus im Genom, in
dem eine cDNA-Sequenz eingebaut und anschlieend das von der cDNA kodierte Protein stabil
Uberexprimiert werden kann. Um dies zu ermoglichen, wird die cDNA-Sequenz tiber kurze, flan-
kierende Erkennungssequenzen in einen Eingangsvektor kloniert und in die Zellen transfiziert.
Zusitzlich erforderlich ist die Kotransfektion einer Flp-Rekombinase mithilfe eines Expressions-
vektors. Die Flp-Rekombinase ermdglicht dann tber die flankierenden Erkennungssequenzen
der cDNA die Rekombination zwischen Eingangsvektor und definiertem Lokus im Genom der
Zelle. Die Selektion auf transfizierte Klone wird tber eine zusitzlich integrierte Hygromycinre-
sistenz ermdglicht. Der proteinbiochemische Nachweis der stabilen Uberexpression des gewiin-
schten Proteins kann tiber ein C-terminales V5-Epitop erbracht werden.

Am Vortag der Transfektion wurden 1,2 x 10° Flp-InTM-CV1-Zellen auf eine Zellkultur-
schale mit einer Wachstumsfliche von 25 n cm’ ausgesit. Am nichsten Tag wurden Transfek-
tionslésung I (400 ul OpttMEM + 1,2 ug des gewtinschten DNA-Plasmids + 9 pug des Flp-
Rekombinase-Vektors) und Transfektionslosung II (400 ul OptiMEM + 20 pl Lipofectamine™
2000) angesetzt und eine Transfektion, wie unter 4.3.2.1 beschrieben, durchgefiihrt. Nach 6-
stindiger Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsansatz wurde dieser abgesaugt und durch
10 ml Vollmedium (ohne Zeocin und Hygromycin) ersetzt. Die Zellen wurden dann fiir 24 h bei
37°C und 5 % CO, im Begasungsbrutschrank inkubiert und anschlieBend mit Selektionsmedium
(Vollmedium + 100 pg/ml Hygromycin) versetzt. Zur besseren Selektion positiver Klone,
wurden die Zellen am nichsten Tag trypsiniert und in 6-Loch-Kulturplatten umgesetzt. Nach
mehrwochiger Selektion mit ansteigender Hygromycinkonzentration (bis 400 ug/ml) im Selek-
tionsmedium und erfolgter Koloniebildung stabil transfizierter Zellen wurden die erstellten Zell-
linien mithilfe immunologischer Detektion der V5-Markierung auf die stabile Protein-Uberex-
pression der jeweils integrierten cDNA getestet. Eine Flp-InTM-CV1-Zellline mit einem stabil
tberexprimierten Chloramphenicol-Acetyltransferase-Protein diente in nachfolgenden Versuchen

als Kontrolle.

4.3.3 Herstellung von Proteinlysaten aus eukaryotischen Zellen

Fir die Herstellung von Zelllysaten aus adhirent wachsenden Zellen wurden diese, sofern
nicht anders beschrieben, je nach Wachstumsfliche mit einer festgelegten Menge RIPA-Puffer +
Protease-Inhibitoren versetzt und fiir 10-15 min bei 4°C inkubiert. Sollte die Phosphorylierung
bestimmter Proteine untersucht werden, wurden zusitzlich Phosphatase-Inhibitoren zum RIPA-
Puffer gegeben. Die mechanische Lyse erfolgte mit einem Zellschaber. AnschlieBend wurde das
Lysat in ein Zentrifugationsréhrchen tberfithrt, durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert

und durch Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4°C von Zelltrimmern befreit.
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4.3.4 Proteinkonzentrationsmessung mit dem BCA-Test

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das BCAT™-Protein Assay Kit der
Firma Thermo Scientific verwendet. Dieser Test nutzt die Reduktion zweiwertiger Kupferionen
zu einwertigen Kupferionen durch die Reaktion mit dem zu vermessenden Proteinlysat. Es
kommt zur Chelatisierung der entstehenden Cu'-Ionen mit Bicinchoninsiure- (BCA-) Mole-
kiilen, was letztlich zur Bildung eines lilafarbenen Reaktionsprodukts fithrt. Dessen Absorption
verhilt sich bei 562 nm hinreichend linear zur Proteinkonzentration und kann photometrisch
gemessen werden.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Angaben des Herstellers. Zur
Berechnung der Proteinkonzentrationen der gemessenen Proteinlysate wurde eine FEichkurve des
Standardproteins BSA (Bovines Serumalbumin) mit definierten Konzentrationen (100, 200, 400,
600, 800 und 1000 mg/ml) mitgefiihrt.

4.3.5 Bestimmung der Sekretion lysosomaler Enzyme

Dieses Experiment ermoglicht die Quantifizierung der MOP-Rezeptor-unabhingigen Sekre-
tion saurer Hydrolasen ins extrazellulire Medium. Um die Menge der sekretierten Enzyme zu
ermitteln, wird ein Enzym-spezifisches Substrat gelost in 5x Reaktionspuffer (= Substratpuffer)
zum Zelliberstand gegeben (Tab. 4-15). In einer enzymatischen Reaktion kommt es zur
Freisetzung von p-Nitrophenol, das schlieBlich photometrisch vermessen werden kann.

Tab. 4-15: Verwendete Substrate zur Aktivititsbestimmung der lysosomalen Enzyme.

Lysosomales Enzym Substrat

5 mM p-Nitrophenyl-N-
Acetyl-B-D-Glukosaminid
10 mM p-Nitrophenyl-B-D

Galaktopyranosid

B-Hexosaminidase

B-Galaktosidase

Der Sekretionsversuch sollte in Hel.a-Zellen nach Transfektion mit OCRL-spezifischer
siRNA, wie unter 4.3.2.2 beschrieben, durchgefiihrt werden. Als Kontrolle wurde GFP-spezifi-
sche siRNA verwendet. Nach 48 h wurden die siRNA-transfizierten Zellen auf Zellkulturschalen
mit einer Wachstumsfliche von 9 = cm® mit einer Konfluenz von 40 % ausgesit. Etwa 60 h nach
siRNA-Transfektion wurde das Vollmedium entfernt und durch 1 ml Phenol-Rot-freies DMEM
+ 10 mM MOP (Sekretionsmedium) ersetzt. Das MOP siittigt die Zelloberflichen-stindigen M6P-
Rezeptoren ab und verhindert so eine Reinternalisierung der zuvor sekretierten lysosomalen
Enzyme. Nach Inkubation fir 24 h bei 37°C wurde der Zelliiberstand gesammelt, die Zellen 2x
mit eiskaltem 1x PBS’ gewaschen und anschlieBend in 200 ul eiskaltem Zelllysepuffer +
Protease-Inhibitoren lysiert. Das Lysat wurde durch Zentrifugation fur 10 min bei 14.000 rpm
und 4°C von Zelltrimmern befreit.

Zur Ermittlung der intrazelluliren und sekretierten Menge an lysosomalem Enzym erfolgte

in Doppelbestimmung eine Inkubation mit dem Substrat nach folgendem Schema (Tab. 4-16):
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Tab. 4-16: Reaktionsansitze zur Bestimmung der intrazelluliren und sekretierten Menge des jeweiligen
lysosomalen Enzyms.

Reaktionsansatz zur Reaktionsansatz zur
Lysosomales Enzym Bestimmung der Bestimmung der
intrazelluliren Enzymmenge sekretierten Enzymmenge

50 ul Zelllysat
+ 350 ul Sekretionsmedium
+ 100 pl Substratpuffer
- 1 h,37°C
50 ul Zelllysat
+ 350 pl Sekretionsmedium
+ 100 pl Substratpuffer
-4 h,37°C

400 pl Zelluberstand
+ 100 pl Substratpuffer
- 1h,37°C

B-Hexosaminidase

400 wl Zelluberstand
+ 100 pl Substratpuffer
-4 h, 37°C

B-Galaktosidase

Im Anschluss an die Inkubation bei 37°C wurde die enzymatische Reaktion mit 500 pl
Stoppputfer abgestoppt und das gebildete p-Nitrophenol bei 405 nm photometrisch vermessen.
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration im Zelllysat durch Anwendung des BCA-Assays
(4.3.4) kann die Menge an sckretiertem Enzym auf die intrazellulire Gesamtmenge bezogen

werden um so die absolute Sekretion saurer Hydrolasen zu erfassen.

4.3.6 Biotinylierung

Bei der biochemischen Methode der Biotinylierung verwendet man das wasserlosliche
Vitamin Biotin, das die Eigenschaft hat an eine Vielzahl von Makromolekilen zu binden. Der
entscheidende Vorteil liegt dabei in der geringen Gréfle des Biotins, da es so zum einen bei
entsprechender Anzahl von Biotinbindungsstellen innerhalb eines Molekiils zur Ausbildung einer
Mehrfach-Biotinylierung kommen kann, zum anderen bleiben die biologischen und chemischen
Eigenschaften des Molekils erhalten. Fir die in dieser Arbeit angestrebte Biotinylierung von
Proteinen an der Zelloberfliche wurde das Thiol-spaltbare und Amin-reaktive Biotinylierungsrea-
genz Sulfo-NHS-SS-Biotin verwendet, das aufgrund der Ladung des gebundenen Succinimidyl-
Rings die Zellmembran nicht durchdringen kann. Unter der Voraussetzung einer intakten Zell-
membran reagiert die Estergruppe dieses Reagenzes nur mit den primiren Aminogruppen von
Proteinen an der Zelloberfliche, also mit der O-Aminogruppe der ersten Aminosdure des
Proteins sowie der €&-Aminogruppe von Lysinen in dem Protein. Zur Reduzierung einer mit
dieser Interaktion verbundenen, sterischen Hinderung des gebundenen Proteins, wurden in
dieser Arbeit Biotinmolekiile mit verlingerten Verbindungsarmen verwendet (Biotin-crossiinker).
Die Isolierung des biotinylierten Proteins kann nach der Zelllyse durch die Prizipitation mit
Streptavidin-konjugierten Agarosekiigelchen (hier: EZview™ Red Streptavidin Affinitdtsgel)
ermoglicht werden. Streptavidin wird aus dem Bakterium S#repromyces avidinii gewonnenes und ist
ein 53 kDa schweres Homotetramer. Die Dissoziationskonstante K(d) des Biotin-Streptavidin
Komplexes liegt bei ca. 10" M und stellt damit eine der stirksten nicht-kovalenten Bindungen in

der Natur dar.
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In dieser Arbeit sollte mit der Methode der Zelloberflichenbiotinylierung der Einfluss des
OCRL-Proteins auf die Verteilung des MPR300 und des TfR an der Plasmamembran sowie
deren Internalisierung ins Zellinnere untersucht werden. Bei der Verwendung von Hel.a-Zellen
wurden diese 72 h vor dem Biotinylierungsassay, wie unter 4.3.2.2 beschrieben, mit OCRL-
spezifischer siRNA sowie GFP-spezifischer Kontroll-siRNA transfiziert.

4.3.6.1 Zelloberflichenbiotinylierung zur Detektion von Plasmamembran-
stindigen Rezeptoren

Biotinylierung

Am Vortag der Biotinylierung wurden Hela-Zellen oder tber das Flp-In™-System
transfizierte CV1-Zellen mit einer Konfluenz von 50 % auf Zellkulturschalen mit einer
Wachstumsfliche von 9 © cm® ausgesit und mit Entzugsmedium versetzt. Zu Versuchsbeginn
wurden die benétigten Zellkulturschalen auf Fis gestellt und dreimal mit 2,5 ml eiskaltem 1x
HBSS-Puffer gewaschen. Die Biotinylierung erfolgte nach Zugabe von 1,5 ml eiskaltem HBSS-
Puffer + 0,5 mg/ml Biotin auf einem Schuttler fir 15 min bei 4°C. Ungebundenes Biotin wurde
durch zweimaliges Waschen mit 2,5 ml eiskaltem Wasch-HBSS und zweimaliges Waschen mit
2,5 ml eiskaltem 1x HBSS-Puffer entfernt.

Zelllyse

Die Zellen wurden in 600 pul RIPA-Puffer + Protease-Inhibitoren fiir 10 min auf Eis lysiert
und anschlieBend nach Behandlung mit einem Zellschaber in ein Zentrifugationsréhrchen tber-
fihrt. Zur Entfernung von Zelltrimmern erfolgte eine Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4°C.
Die Zelllysate wurden nach Messung der Proteinkonzentration mit dem BCA-Verfahren, wie
unter 4.3.4 beschrieben, auf eine einheitliche Proteinkonzentration eingestellt. Zur spiteren
Uberpriifung der Vergleichbarkeit der Lysate wurde ein 80 ul Aliquot zuriickbehalten, mit 4x
Laemmli-Puffer versetzt und als Rohlysat bei -20°C gelagert.

Prizipitation der biotinylierten Rezeptoren mit Streptavidin

Pro Ansatz wurden 40 pul Streptavidin-Agarose-Kigelchen eingesetzt. Diese mussten
zunichst einem Waschschritt unterzogen werden. Dafiir wurde die benétigte Menge an Strept-
avidin-Agarose-Kugelchen mit einer abgeschnittenen Spitze in ein Zentrifugationsréhrchen
gegeben und zweimal mit je 500 ul RIPA-Puffer versetzt, vorsichtig invertiert und bei 8.700 rpm
und 4°C abzentrifugiert. Die Zelllysate wurden nun auf die vorbereiteten Kiigelchen gegeben und
fir mindestens 2 h oder tiber Nacht bei 4°C in einem Rotationsgerit invertiert. Nach Zentrifu-
gation bei 8.700 rpm und 4°C wurde der Uberstand verworfen und die Streptavidin-Agarose-
Kigelchen zweimal mit je 500 ul RIPA versetzt und erneut bei 8.700 rpm und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde jeweils verworfen. Nach Durchfithrung der Waschschritte wurde 40 pl
RIPA + Protease-Inhibitoren sowie 25 ul 4x Laemmli zu den Kiigelchen gegeben. Nach Durch-
mischung wurde das Prizipitit bis zur weiteren Analyse mittels SDS-PAGE, Western-Blot und
Immundetektion, wie im folgenden unter 4.3.7, 4.3.8 und 4.3.9 beschrieben, bei -20°C gelagert.
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4.3.6.2 Zelloberflichenbiotinylierung zur Quantifizierung der Internalisierung
und Berechnung der Internalisierungsrate

Mit diesem Biotinylierungsexperiment kann eine Aussage tber die Quantitit der internali-
sierten Rezeptoren nach einem bestimmten Zeitraum gemacht werden, in dem die Menge der
prézipitierten, also internalisierten Rezeptoren auf die Gesamtmenge der Rezeptoren im Rohlysat
normalisiert werden. Es ist zudem eine Bestimmung der Internalisierungsrate moglich, in dem
der prozentuale Anteil an internalisierten Rezeptoren im Verhiltnis zu den Plasmamembran-

stindigen Rezeptoren vor Beginn der Endozytose errechnet wird.

Biotinylierung
Die Biotinylierung von Hel.a-Zellen oder tber das Flp-In™-System transfizierte CV1-Zellen
wurde durchgefiihrt, wie bei 4.3.6.1 unter dem Absatz Biotinylierung beschrieben.

Endozytose

Zur Quantifizierung der Endozytose wurden die Zellschalen mit 2 ml Endozytosemedium
versetzt und fir Zeitpunkte von 2-15 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
wieder auf Eis gestellt und das Endozytosemedium entfernt um ein schnelles Abstoppen der
Endozytose zu gewihtleisten. Die Zellen wurden dann mit 2 ml Glutathion-Puffer bedeckt und
auf einem Schittler fir 25 min bei 4°C inkubiert. Dann wurde der Puffer entfernt und durch
2 ml neuen Glutathion-Puffer ersetzt. Dies diente der Eliminierung des gebundenen Biotins an
nicht internalisierten Zelloberflichenrezeptoren. Die Effizienz dieses Vorgangs wurde durch die
Inkubation einer Schale mit Glutathion-Puffer Gberprift, die zuvor nicht bei 37°C erwirmt
wurde. Sollte die Endozytoserate ermittelt werden, wurde mit einer Zellschale verfahren, wie
unter 4.3.6.1 beschrieben, um den Anteil der Rezeptoren an der Zelloberfliche vor Einsetzen der

Internalisierung bestimmen zu kénnen.

Zelllyse
Die Zelllyse wurde durchgefiihrt, wie bei 4.3.6.1 unter dem Absatz Ze//lyse beschrieben.

Prizipitation der biotinylierten Rezeptoren mit Streptavidin
Die Prizipitation der Biotin-gebundenen Rezeptoren wurde durchgefiihrt, wie bei 4.3.6.1
unter dem Absatz Prazipitation der biotinylierten Rezeptoren mit Streptavidin beschrieben.

4.3.7 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen wurde die Methode der eindimensionalen, diskontinuier-
lichen SDS-PAGE unter denaturierenden und nach Bedarf reduzierenden Bedingungen ange-
wandt (Laemmli, 1970). Die Proteine werden fiir diese Methode vorbereitend mit dem anioni-
schen Tensid SDS in sittigender Konzentration versetzt und bei 95°C fir 5 min erhitzt. Dabei
kommt es zum Aufbrechen der Sekundir-, Tertidr- und Quartirstruktur durch Unterbrechung

von Wasserstoffbriickenbindungen und Strecken des Molekdls. Zusitzlich kommt es zu einer
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Maskierung der Eigenladung des Proteins durch Ausbildung von SDS-Protein-Komplexen, was
zu einer konstanten, negativen Ladungsverteilung fihrt. Die Proteine kénnen nun ihrer Gro3e
nach in der SDS-PAGE aufgetrennt werden. Als Tragermedium fiir das SDS-Gel wird Polyacryl-
amid verwendet, dessen Konzentration den Vernetzungsgrad und damit die Porengrof3e des Gels
bestimmt. Die Wanderungsgeschwindigkeit des jeweiligen Proteins wird damit durch dessen
Molekulargewicht bestimmt.

Fir die Gelelektrophorese wurde die Trenngel-Polyacrylamid-Losung nach der unten
angegebenen Rezeptur hergestellt und zwischen zwei Glasplatten in eine Minigel-Apparatur
(BioRad) gegossen. Um eine gleichmil3ige Oberfliche zu gewihrleisten, wurde das Trenngel mit
Isopropanol iiberschichtet. Nach abgeschlossener TEMED- und APS-katalysierter Polymeri-
sation wurde das Isopropanol vollstindig entfernt. Nachfolgend wurde auf das Trenngel ein
Sammelgel gegossen und mit Probenkimmen versehen. In diesem werden die SDS-Protein-
Komplexe vor der eigentlichen Auftrennung im Trenngel aufkonzentriert. Die Proteinproben
wurden mit 4x SDS-Probenpuffer (Laemmli-Puffer) versetzt, fur 5 min bei 95°C aufgekocht,
zentrifugiert und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Die Elekrophorese in 1x SDS-Laufpuffer
erfolgte bei 90 V durch das Sammelgel und bei 150-160 V durch das Trenngel. Zur Uberpriifung
der molekularen Masse der Proteine wurde zusitzlich ein Proteinmassenstandard aufgetragen.

Tab. 4-17: GieBprotokoll zur Herstellung von Trenn- und Sammelgelen.

Trenngel Sammelgel
6,5 % 10,0 % 12,5 % 5,0 %
Aqua bidest. [ml] 6,5 5 4.2 7,8
4x Trenngelpuffer [ml] 3,1 3,1 3.1 -
4x Sammelgelpuffer [ml] - - - 3,4
30 % Acryl-/Bisactylamid (37,5:1) [ml] 2,7 4,2 5 2,4
10 % SDS (w/v) [ul] 125 125 125 -
TEMED [ul] 6,5 6,5 6,5 12,5
10 % APS (w/v) [ul] 125 125 125 125

4.3.8 Western-Blot

Der Transfer von Proteinen aus dem SDS-Gel auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDE)-
Membran erfolgte aufgrund der negativen Ladung der SDS-Proteinkomplexe im Elektroblot.

Die PVDF-Membran wurde auf die Gro3e des Gels zugeschnitten und fir 30 sec in 100 %o-
igem Methanol aktiviert. AnschlieBend wurde sie fir 1 min in Aqua bidest. gewaschen und fiir
5 min in Transferpuffer inkubiert. Vier 1 mm dicke Whatman-Filterpapiere wurden ebenfalls auf
GelgroBie zugeschnitten und in Transferpuffer dquilibriert. Die Polyacrylamidgele wurden aus der
Gelelektrophoresekammer entnommen und kurz in Transferpuffer geschwenkt, um stérende

Salze zu entfernen.
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Aufbau des Western-Blot-Sandwichs (luftblasenfrei) in einem Semidry-Blotter:
Kathode (-)
Bz %
2 x Whatman-Papier
Gel

Membran

2 x Whatman-Papier
% i i %

Anode (+)
Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte fir 60-90 min bei konstanter
Stromstirke (3,5 mA/cm? Gelfliche). Die auf der PVDF-Membran immobilisierten Proteine

konnten in einer Immundetektion nachgewiesen werden.

4.3.9 Immunologische Detektion auf PVDF-Membran

Fir die Detektion der auf der PVDF-Membran immobilisierten Proteine ist zunichst die
Bindung eines primaren AntikOrpers an das spezifische Epitop im nachzuweisenden Protein
notwendig. Es kommt zur Bildung eines Antigen-Antikérper-Komplexes. AnschlieBend kann ein
mit Meerrettich-Peroxidase- (HRP-) konjugierter, sekundirer Antikorper an die F-Region des
primiren Antikérpers binden. Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid findet eine HRP-katalysierte
Oxidation von Luminol statt. Das instabile Intermedidrprodukt dieser Reaktion befindet sich in
einem angeregten Zustand und fillt unter Lichtemission in seinen Grundzustand zuriick (Chemi-
lumineszenz), die durch Auflegen eines Rontgenfilms detektiert werden kann.

Zur Absittigung freier Bindungsstellen auf der PVDF-Membran erfolgte nach dem Protein-
transfer eine Inkubation mit einer Blockierlésung fir 45-90 min bei RT. Diese bestand je nach
verwendetem Primirantikérper aus 5 % (w/v) Milchpulver in 1x TBS-T (Antikérper von Abcam,
BD Transduction Laboratories, Cell Signaling Technology, Invitrogen sowie zur Verfigung
gestellte, selbst hergestellte Antikérper) oder aus 10 % (w/v) Milchpulver in 1x PBS-T
(Antikorper von Santa Cruz). Die Ausbildung der Antigen-Antikorper-Komplexe fand wihrend
der Inkubation mit dem primiren Antikérper tiber Nacht unter leichtem Schwenken bei 4°C
statt. Abhingig vom verwendeten Primirantikbrper wurde dieser in TBS-T/BSA, TBS-T/M odet
PBS-T/M verdinnt (siche 4.1.9.2). Ungebundene Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen
der Membran mit 1x TBS-T bzw. 1x PBS-T fir je 10 min entfernt. Die Bindung des HRP-
konjugierten Sekundarantikérpers an die F-Domine des primiren Antikorpers erfolgte wihrend
einer einstiindigen Inkubation bei RT. Die Membran wurde danach dreimal fir je 15 min mit 1x
TBS-T bzw. 1x PBS-T gewaschen. AbschlieBend wurde die Membran fir ca. 3 min mit einer
ECL-Substratlosung (Immobilon™ Western — Chemiluminescent HRP-substrate) inkubiert und die
entstechende Chemilumineszenz durch Exposition der Membran auf Rontgenfilm sichtbar
gemacht. Die Entwicklung des Rontgenfilms erfolgte in einem speziellen Entwicklergerit (X-Ray
Film Processor). Fiir die erneute Immundetektion mit einem weiteren Primarantikorper konnten

die bisher gebundenen Antikérper durch Inkubation mit dem Restore™ Western-Blot Stripping
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Puffer oder mit 0,2 M NaOH fiir ca. 20 min von den auf der Membran immobilisierten

Proteinen gelost werden.

4.3.10 Immunfluoreszenzanalysen

In dieser Arbeit sollte die subzellulire Lokalisation verschiedener Proteine bzw. die Koloka-
lisation zwischen zwei Proteinen in den siRNA-transfizierten Hel.a-Zellen untersucht werden.
Um dies zu ermdglichen wurde die Methode der Immunfluoreszenzanalyse angewendet.

Zunichst wurden unbeschichtete Glasdeckglischen (18 mm) durch Einlegen in 70 %
Ethanol und kurzes Abflammen sterilisiert und anschlieBend in 12-Loch-Platten platziert. Nach
zweimaligem Waschen der Deckglischen mit 1 ml sterilem Aqua bidest. wurden siRNA-
transfizierte HelLa-Zellen 24-60 h nach der Transfektion mit einer Konfluenz von 20-80 % auf
die Deckglaschen ausgesiit.

72 h nach der siRNA-Transfektion wurde das Zellmedium abgesaugt und die Zellen einmal
mit eiskaltem 1x PBS™/* gewaschen. Zur Fixierung der Zellen wurden diese mit 500 ul Paraform-
aldehyd-Losung tberschichtet und bei leichtem Schwenken der 12-Loch-Platten fiir 10 min bei
RT inkubiert. Nach Entfernung der Fixierlosung wurden die Zellen darauthin dreimal fir je
10 min mit 1x PBS™" unter Schwenken gewaschen. Die Inkubation der Zellen in 400 ul Blockier-
16sung fir 45 min bei RT und leichtem Schwenken ermdglichte eine Absittigung unspezifischer
Bindungsstellen. Nach  Auftropfen des primiren Antikérpers, verdinnt in  einer
Antikérperlésung, auf einem in einer feuchten Kammer platzierten Parafilm wurden die
Glasdeckglischen mit der Zellseite auf der Antikérperverdiinnung platziert. AnschlieBend
erfolgte eine Inkubation der Zellen fiir 2-3 h im Dunkeln. Nach Bindung des primiren Anti-
korpers wurden die Zellen zunichst zweimal fiir 10 min mit einem Hochsalzpuffer gewaschen,
um unspezifisch gebundene Antikérper zu entfernen. Nach einem weiteren zweimaligen Wasch-

*/* unter leichtem Schwenken wurden die Zellen fir 1 h mit

schritt fur je 10 min mit 1x PBS
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten sekundiren Antikorpern in Antikrperlésung in der feuchten
Kammer im Dunkeln inkubiert. Zusitzlich wurde DAPI zu dieser sekundiren Antikérperlosung
gegeben. Dieser Farbstoff lagert sich an AT-reiche Regionen der DNA an und erméglicht somit
die Visualisierung des Zellkerns. Nach einer finalen Waschung fiir 3x 10 min mit 1x PBS™"
wurden die Glasdeckglischen mit Mowiol-Einbettmedium auf einem Objekttriger fixiert. Fur die
Auswertung der Priparate wurde das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop (confocal laser scanning
microscope; cLSM) Leica DMIREZ mit der entsprechenden Leica TCS-Software (TCS confocal
software) verwendet, das eine Darstellung definierter Zellebenen ermoglicht.

Sollten dartiber hinaus die VesikelgroBen der Zelle bestimmt werden, wurden Zellen mit
identischer VergroBerung und Intensitit gescannt und anschlieBend mit dem Metamorph-
Programm ausgewertet. Die Vesikel wurden mit einem Auswahlwerkzeug definiert und die
Fliche bestimmt. Dies ermoglichte eine Einteilung in eine willkiirlich gewiahlte VesikelgroBen-

verteilung.
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4.3.11 Experimente mit dem radioaktiven Schwefel-Isotop Schwefel-35 (*°S)

4.3.11.1 Immunprizipitation (IP)

Mithilfe der IP kann ein gewiinschtes Protein (Protein X) aus einem Zelllysat autkonzentriert
und prazipitiert werden. Dies ist moglich durch die Zugabe eines Antikorpers, der spezifisch
gegen ein Epitop des Proteins X gerichtet ist und tber die F, -Region an dieses bindet. Um
diesen Antikorper-Antigen-Komplex aus dem Proteingemisch zu prazipitieren, werden mit
Protein A oder G beschichtete Agarose- oder Sepharose-Kiigelchen zum Lysat gegeben. Protein
A und G stammt aus der Zellwand von bestimmten Bakterienstimmen und hat die Eigenschaft
mit hoher Spezifitit an die F-Region der meisten Sdugetier-Antikérper zu binden. Durch Dena-
turierung konnen die prizipitierten Proteine wieder von den Kigelchen gel6st und in der SDS-
PAGE aufgetrennt werden.

In dieser Arbeit wurde die IP zum Nachweis radioaktiv-markierter Proteine verwendet. Die
Protein A- oder G-beschichteten Kiigelchen wurden durch dreimaliges Waschen gereinigt, zum
Proteinlysat gegeben und fiir 15-60 min bei RT oder 4°C rotiert um unspezifische Bindungen zu
minimieren. Durch Zentrifugation konnte der Uberstand von den Kiigelchen getrennt und mit
einem spezifischen Antikérper versetzt werden. Die Antikérper-Antigen-Komplexbildung
erfolgte bei Rotation fiir 1,5 h bis 16 h bei RT oder 4°C. AnschlieBend wurden erneut Protein A-
oder G-Kiigelchen zum Lysat gegeben und fiir 30-60 min bei RT oder 4°C rotiert. Um wieder-
holt unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden zusitzliche Waschschritte durchgefithrt und
die Kigelchen anschliefend in unverdinntem Laemmli-Puffer aufgenommen. Nach Denatu-

rierung bei 95°C fiir 5 min wurde der Uberstand vollstindig auf eine SDS-PAGE aufgetragen.

4.3.11.2 Bestimmung der MPR300-Halbwertszeit

Um die Halbwertszeit eines Proteins zu bestimmen, wird ein pulse-chase Experiment durchge-
fithrt. Wahrend der pulse-Phase wird eine Zelle mit *S-markiertem Methionin (Met) und Cystein
(Cys) versetzt. Neu-synthetisierte Proteine enthalten somit die radioaktiv-markierten Amino-
sauren. AnschlieSend erfolgt der Entzug der Radioaktivitit in der chase-Phase. Bei der Protein-
Neusynthese werden ausschlief3lich nicht-radioaktiv-markierte Proteine gebildet. Die wihrend der
pulse-Phase synthetisierten radioaktiv-markierten Proteine gelangen zu ihren Bestimmungsorten
und werden schlieflich abgebaut. Anhand der Menge des noch verbliebenen, radioaktiv-
markierten Proteins zum Zeitpunkt X kann die Halbwertszeit des Proteins berechnet werden.

Die Halbwertszeit des MPR300 sollte in Hela Zellen nach Transfektion mit OCRL-
spezifischer siRNA, wie unter 4.3.2.2 beschrieben, bestimmt werden. Als Kontrolle wurde GFP-
spezifische siRNA verwendet. Nach 24 h wurden die siRNA-transfizierten Zellen auf 6-Loch-

Platten mit einer Konfluenz von 35 % ausgesit.

pulse-chase des MPR300
Zum Zeitpunkt einer fast vollstindigen Runterregulierung des OCRL-Proteins wurden die

Zellen einmal mit 1 ml TD-Puffer gewaschen und mit 1 ml Met-/Cys-freiem Vollmedium fiir

49



Vanessa A. van Rahden Material und Methoden

30 min bei 37°C in einem Begasungsinkubator inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von
500 wl Tran™S Label™ (MP Biomedicals) in Met-/Cys-freiem Vollmedium und eine pulse-Phase
fir 60 min bei 37°C in einem Begasungsinkubator. Die radioaktiv-markierten Aminosduren
wurden moglichst vollstindig durch zweimaliges Waschen mit 1 ml Vollmedium entfernt. Nach
Zugabe von 2ml Met-/Cys-haltigem Vollmedium etfolgte eine Inkubation unterschiedlicher
Zeitriume von 3 bis 48 h bei 37°C im Begasungsinkubator.

Zelllyse

Zum Abstoppen der chase-Phase wurden die Zellkulturschalen auf Eis gestellt und dreimal
mit 1 ml eiskaltem 1x PBS” gewaschen. Die Zellen wurden mit 500 ul RIPA-Puffer + Protease-
Inhibitoren versetzt und fur 10 min auf Eis inkubiert um eine vollstindige Lyse zu gewihrleisten.

Zur Entfernung von Zelltrimmern wurde das Lysat bei 55.000 rpm und 4°C zentrifugiert.

IP des MPR300

Es erfolgte eine IP wie unter 4.3.11.1 beschrieben. Es wurde eine 1:4 Suspension von
Protein A-Agarose (Roche) in 1x PBS”" eingesetzt. Das Zelllysat wurde mit 80 pl dieser Suspen-
sion versetzt und fir 15 min bei RT in einem Rotationsgerit vorinkubiert. Die Protein A-
Agarose-Kiigelchen wurden durch Zentrifugation bei 12.000 rpm, 4°C sedimentiert und der
Uberstand mit 1 pl anti-MPR300-Antikorper (selbst hergestellt, Prof. Dr. Suzanne R. Pfeffer,
Kalifornien, USA) versetzt. Zur Ausbildung der Antikérper-Antigen-Komplexe erfolgte eine
Inkubation im Rotationsgerit fiir 1.5 h bei RT. Zur Prazipitation dieser Komplexe wurde das
Lysat mit 80 ul der Protein A-Agarose Kiugelchen versetzt und fiir 30 min bei RT im Rota-
tionsgerit inkubiert. Nach Sedimentierung der Kiigelchen durch Zentrifugation bei 12.000 rpm
und 4°C wurden diese dreimal mit 500 ul RIPA + Protease-Inhibitoren und einmal mit 500 pl 1x
PBS” gewaschen. Die Kiigelchen wurden dann in 50 pl 5x Laemmli-Puffer + 10 % B-Mercapto-
ethanol aufgenommen und bei 95°C fiir 5 min denaturiert. Mit dem Uberstand wurde eine SDS-

PAGE mit einem 6,5 %igem Trenngel durchgefiihrt, wie unter 4.3.7 beschrieben.

Quantifizierung des radioaktiv-markierten MPR300 im Phosphor-Imager

Zur Quantifizierung des radioaktiv-markierten MPR300 im Phosphor-Imager musste dem
Trenngel zunichst das Wasser entzogen werden. Hierfiir wurde dieses auf zwei Whatman-Papiere
gelegt. Das Whatman-Papier unter dem Gel wurde mit Wasser befeuchtet. Der Whatman-Gel-
Stapel wurde dann in einer Gel-Trocknungsapparatur platziert und mit Frischhaltefolie bedeckt.
Nach 1.5 h bei 72°C waren Gel und Whatman durch den Entzug der Feuchtigkeit miteinander
verschmolzen und wurden fir 3-5 Tage in einer photostimulierbaren Speicher-Phosphor
Kassette platziert. Fine Speicher-Phosphor Oberfliche ermdglicht die Speicherung von radio-
aktiver Strahlung. Die Oberfliche wurde dann in einem Phosphor-Imager ausgelesen und mithilfe
des digitalen Bildes die Halbwertszeit des MPR300 bestimmt. Ein Phosphor-Imager erméglicht die
Umwandlung der gespeicherten Energie in Lichtemission durch Anregung mit einem im Gerit
befindlichen Laser. Das abgegebene Licht wird von Photoverfielfachern linear in ein digitales

Graustufen-Bild umgewandelt.
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4.3.11.3 Detektion der Reifung des lysosomalen Enzyms Cathepsin Z

In dieser Arbeit sollte die Reifung des lysosomalen Enzyms Cathepsin Z wihrend des
Transports zum Lysosom untersucht werden. Um die Bildung der verschiedenen Formen dieses
Enzyms in der Zelle nachzuweisen, wurde das Prinzip des pulse-chase Experiments, wie unter
4.3.11.2 beschrieben, angewandt. Das in der pulse-Phase gebildete Cathepsin Z wurde mit dem
prozessierten Cathepsin Z nach einer chase-Phase von 5 h verglichen. Der Versuch wurde in
Hel.a-Zellen nach vorhergehender Transfektion mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA, wie
unter 4.3.2.2 beschrieben, durchgefiihrt. 48 h nach siRNA-Transfektion wurden die Zellen mit
einer Konfluenz von 50 % auf Zellkulturschalen mit einer Wachstumsfliche von 3,1 = cm” ausge-
sit. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit 1 ml 1x PBS” gewaschen und mit 1 ml Met-
freiem Entzugsmedium versetzt. Nach einer Inkubation von 1 h bei 37°C im Begasungsinkubator
wurde das Entzugsmedium entfernt und 700 ul Met-freiem Entzugsmedium + 100 uCurie (uCi)
PS-Met (Hartmann Analytic) zu den Zellen gegeben. Es erfolgte eine pu/se-Phase von 1 h bei
37°C im Begasungsinkubator. Das pulse-Medium wurde durch eine Waschung mit 1 ml 1x PBS”"
moglichst grindlich entfernt. Gegebenenfalls wurde eine chase-Phase mit 750 ul Met-freiem
Entzugsmedium + 250 pg/ml Met + 10 mM MGP fir 5h bei 37°C im Begasungsinkubator
vorgenommen. Die Zellkulturschalen wurden dann auf Eis gestellt und nach zweimaligem
Waschen mit 1 ml eiskaltem 1x PBS’ mit 1,2 ml IMM-Lysepuffer + Protease Inhibitoren
versetzt. Der Uberstand der Zellen, die eine fiinfstiindige chase-Phase durchlaufen hatten, wurde
abgenommen und 700 pl dieses Uberstandes mit 500 ul IMM-Lysepuffer + Protease Inhibitoren

versetzt.

IP von Cathepsin Z

Es erfolgte eine IP wie unter 4.3.11.1 beschrieben. Es wurde eine 1:2 Suspension von
Protein G-Sepharose in 1x PBS” eingesetzt. Das Zelllysat und der Uberstand wurde mit 40 pl
dieser Suspension versetzt und fir 1 h bei 4°C in einem Rotationsgerit vorinkubiert. Die Protein
G-Sepharose-Kiigelchen wurden durch Zentrifugation bei 3.000 rpm, 4°C sedimentiert und der
Uberstand mit 12 pl anti-Cathepsin Z-Antikoérper (Santa Cruz, USA) versetzt. Zur Ausbildung
der Antikérper-Antigen-Komplexe erfolgte eine Inkubation im Rotationsgerit fir 16 h bei 4°C.
Zur Prazipitation dieser Komplexe wurde das Lysat mit 40 ul der Protein G-Sepharose-
Kigelchen versetzt und fiir 1 h bei 4°C im Rotationsgerit inkubiert. Nach Sedimentierung der
Kiugelchen durch Zentrifugation bei 3.000 rpm und 4°C wurden diese nacheinander mit 500 ul
1x Neufeld-Waschpuffer, 1x IMM-Lysepuffer, 1x IMM-Lysepuffer/KCl und 0,1x PBS”
gewaschen. Die Kigelchen wurden dann in 130 pl 2x Laemmli-Puffer aufgenommen und bei
95°C fiir 5 min denaturiert. Mit dem Uberstand wurde eine SDS-PAGE mit einem 12,5 %igem
Trenngel durchgefiihrt, wie unter 4.3.7 beschrieben.

Detektion der Cathepsin Z-Formen mittels Fluorographie
Das Polyacrylamid-Trenngel wurde vom Sammelgel abgetrennt und fiir dreimal 20 min in
Dimethylsulfoxid (DMSO) geschwenkt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation fur 16 h in einer

2,5-Diphenyloxazol- (PPO-) Losung, einem organischen Szintillator. Zum Eintrocknen wurde
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das Gel in Zellophanfolie gebettet und in einem Trocknungsofen fir 2,5 h vollstindig getrocknet.
Das Gel wurde darauf in einer Entwicklerkassette einem Rontgenfilm exponiert und fir unter-
schiedliche Zeitraume, mindestens aber 24 h zur Verstirkung des Signals auf -80°C gelagert. Der
Rontgenfilm konnte dann in einem Entwicklergerit (X-Ray Film Processor) entwickelt werden.
Bei diesem Verfahren handelt es sich um eine fluorographische Auswertungsmethode, da es beim
radioaktiven Zerfall von S zu einer Interaktion der B-Partikel mit dem Szintillator PPO kommt,

wodurch Licht emittiert wird. Der Réntgenfilm wird an dieser Stelle schwarz gefirbt.

4.3.11.4 Detektion des retrograden Transports von MPR46 in vivo

Mit dieser Methode kann die MPR46-Menge bestimmt werden, die iz vivo den retrograden
Transportweg vom endosomalen Kompartiment zum TGN durchliuft. Es wird eine modifizierte
HEK- (buman embryonic kidney-) 293-Zelllinie verwendet (im folgenden 293HMY genannt; (Itin et
al., 1997)), die eine MPR46-Variante stabil tUberexprimiert (freundlicherweise zur Verfigung
gestellt von Prof. Dr. Suzanne R. Pfeffer, Kalifornien, USA). Diese MPR46-Variante enthilt
einen Histidin-Rest (HIS), eine c-myc-Markierung sowie eine Tyrosin-Sulfatidierungsstelle. Bei
korrektem Ricktransport des modifizierten MPR46 zum TGN kann die Tyrosin-Sulfa-
tidierungsstelle von der dort lokalisierten Tyrosin-Sulfotransferase erkannt und sulfatidiert
werden. Als Substrat wird [°S]3‘-Phosphoadenosin 5'-Phosphosulfat (["S|PAPS) verwendet, das
im Zytoplasma aus ATP und Sulfat synthetisiert wird.

In dieser Arbeit sollte der retrograde Transport des modifizierten MPR46 nach Runterregu-
lierung des OCRL-Proteins 7z vivo in den 293HMY Zellen untersucht werden (Sincock et al,,
2003). Dazu wurde eine siRNA Transfektion mit OCRL-spezifischer siRNA durchgefihrt. GFP-
spezifische siRNA wurde als Kontrolle verwendet. Die transfizierten 203HMY Zellen wurden fiir
3 Tage in 10 ml Sulfat- und Antibiotika-freiem Vollmedium + 20 mM Chlorat bei 37°C im Bega-
sungsinkubator inkubiert. Das Chlorat bewirkt eine reversible Inhibierung der ATP-Sulfurylase,
eines der beiden fiir die Synthese von [“SJPAPS benétigten Enzyme (Baeuerle und Huttner,
1986). Zusitzlich wird die Bildung von [“S]PAPS durch den Entzug von Sulfat verhindert.
Dadurch wurde gewihrleistet, dass die Tyrosin-Sulfatidierungsstelle zum Zeitpunkt des Experi-
ments im nicht sulfatidierten Zustand vorlag. Am Tag des Versuches wurde das Medium dann
mit 10 pg/ml Cycloheximid versetzt und die Zellen fiir 2h bei 37°C im Begasungsinkubator
inkubiert. Dadurch wurde die Proteinneusynthese inhibiert und neu-synthetisierte MPR46 an
ihren Bestimmungsort transportiert. Fiir die Synthese von [“S]PAPS wurden die Zellen mit
400 mCi [°S]Natrium-Sulfat (Perkin-Elmer) in 4 ml Sulfat- und Antibiotikum-freiem Vollme-
dium + 10 pg/ml Cycloheximid versetzt und fir 2 h bei 37°C im Begasungsinkubator inkubiert.
Regelmalliges Schwenken verhinderte dabei ein Austrocknen der Zellen. Diese wurden dann
dreimal mit eiskaltem 1x PBS” auf Fis gewaschen und in 1 ml RIPA + Protease Inhibitoren fiir
15 min lysiert. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation bei 55.000 rpm und 4°C aus dem Lysat

entfernt.
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Prizipitation des modifizierten MPR46

Die HIS-Markierung des modifizierten MPR46 weist eine starke Bindung an bivalente Eisen-
ionen wie Nickel oder Cobalt auf. Durch Zugabe von [Ni*‘|Nitrilotriessigsiure-Agarose (Ni-
NTA) kann der MPR46 daher aus dem Lysat prazipitiert werden.

Das Lysat wurde mit 40 ul einer 1:2 Suspension Ni-NTA in RIPA + Protease Inhibitoren
versetzt und fur 45 min bei RT rotiert. Die Ni-NT'A-Kiigelchen wurden durch Zentrifugation bei
6.000 rpm und 1 min sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Kiigelchen
dreimal mit 1 ml RIPA + Protease Inhibitoren gewaschen. Die Kiigelchen wurden mit 150 ul
RIPA + Protease Inhibitoren + 25 mM EDTA versetzt und fir 5 min bei RT inkubiert um den
Komplex zwischen Ni*" und der NTA-Agarose zu 16sen. Nach erneuter Zentrifugation wurde
der Uberstand in ein Szintillations-Réhrchen iiberfithrt und die Radioaktivitit im B-Counter
vermessen. Die relative Sulfatidierung des MRP46 wurde ermittelt, indem die gemessene Radio-

aktivitit auf die zuvor ermittelte Proteinkonzentration bezogen wurde.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Untersuchungen zum Einfluss des OCRL-Proteins auf die
Rezeptor-vermittelte Endozytose

Aufgrund der Interaktion mit Proteinen aus dem endozytotischen Transportweg, Lokali-
sation an der Plasmamembran, endozytotischen Vesikeln und frithem Endosom sowie des fiir die
Bildung Clathrin-bedeckter Gruben benétigten Substrats PI(4,5)P, wird eine direkte Beteiligung
des OCRL-Proteins an der Clathrin-abhingigen, Rezeptor-vermittelten Endozytose vermutet. In
der Dissertation von Juliane Najm (2009) wurde eine Beeintrichtigung der Clathrin-abhingigen
Internalisierung des Eisentransporters Tf iiber den TfR in COS-7-Zellen nach transienter Uber-
expression von katalytisch aktiven OCRL-Proteinvarianten aufgedeckt. Fir eine korrekte Tt-
Internalisierung wird die Phosphatase-Domine von OCRL benétigt. Die transiente Uberexpres-
sion hatte jedoch den Nachteil unterschiedlicher Expressionslevel in den OCRL-tiberexprimie-
renden Zellen. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewihrleisten, sollten stabil OCRL-iiberex-

primierende Zelllinien hergestellt und die Tf-Internalisierung erneut analysiert werden.

5.1.1 Generierung von stabil OCRL-iiberexprimierenden CV1-Zellen

Fir die Generierung der stabil OCRL-tiberexprimierenden CV1-Zellen wurde das Flp-In™.-
System verwendet. Diese Technologie gewihrleistet die Integration der gewtnschten cDNA an
einen definierten Ort im Genom der verwendeten Zelllinie. Als Modellzelllinie wurde die Flp-
In™-CV1-Linie ausgewihlt, bei der es sich um eine Vorlduferlinie der COS-7-Zellen handelt. Die
in Abb. 5.1 A schematisch dargestellten OCRL-Konstrukte wurden zur stabilen Integration ins
CV1-Genom verwendet. Im Gegensatz zu den transient transfizierten OCRL-Konstrukten
(Juliane Najm, 2009) enthielten die hier generierten Konstrukte aufgrund der inzwischen
postulierten Beteiligung der OCRL-Isoform a an der Tf-Endozytose (Choudhury et al., 2009) das
alternative Exon 18a. Neben einem OCRL-WT-Konstrukt (OCRLY") wurde auch ein
Phosphatase-defizientes OCRL-Konstrukt (OCRL™”**") generiert, indem Mutationen in die
cDNA-Sequenz eingefithrt wurden, die zum Austausch zweier fir die katalytische Aktivitit
essentieller Aminosduren fithrten (sieche 2.2). Zur Detektion der tberexprimierten Protein-
varianten wurde eine V5-Markierung am C-Terminus von OCRL angefiigt (Abb. 5.1 A). Als
Kontrolle méglicher Transfektionsartefakte wurde eine stabil CAT- (Chloramphenicol-Acetyl-
transferase-) Gberexprimierende CV1-Zelllinie hergestellt. Die generierten CV1-Zelllinien wurden
anschliefend in der Immundetektion mit einem anti-V5-Antikorper auf Expression der tiberex-
primierten Proteine untersucht. Im dargestellten Blot entsprechen die detektierten Banden von
iiberexprimiertem OCRLY" bzw. OCRL™?Y®"T der erwarteten Masse von 105 kDa (Abb. 5.1
B). Die Intensitit der detektierten Bande nach OCRLM”*®" _Uberexpression ist jedoch schwi-
cher als die nach OCRLY"-Uberexpression. Die Bande nach Uberexpression von CAT entspricht
ebenfalls der erwarteten Gré3e von 25 kDa (Abb. 5.1 B).
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Abb. 5.1: Generierung von WT- und Phosphatase-defizienten OCRL-Konstrukten und biochemischer
Nachweis der Expression nach stabiler Transfektion der Konstrukte in CV1-Zelllinien. (A) Schematische
Darstellung der Domainenstruktur von OCRL¥T und Phosphatase-defizientem OCRL (OCRLR43A/R00T) - Die
entsprechenden Konstrukte wurden fiir die Generierung stabil OCRL-iiberexprimierender CV1-Zellen verwendet.
Beide OCRL-Konstrukte enthalten das alternative Exon 18a sowie eine C-terminale V5-Markierung. (B) CV1-Zellen
wurden nach Transfektion der OCRL-Konstrukte sowie eines Chloramphenicol-Acetyltransferase- (CAT-) Kon-
struktes als Transfektionskontrolle in der Immundetektion mit einem anti-V5-Antikérper auf Expression der Giberex-
primierten Proteine untersucht. Das Ergebnis ist im abgebildeten Blot dargestellt. Die erwarteten BandengréBen
liegen bei 105 kDa (OCRL¥T und OCRLR#3A/RS0TY sowie bei 25 kDa (CAT). Bei etwa 65 und 90 kDa wurden
unspezifische Banden detektiert. Die Molekulargewichte des Massenstandards sind links des Blots abgebildet. PH:
Pleckstrin homology; 1PPc: inositol polyphosphate phosphatase, catalytic, ASH: ASPM, SPD-2, Hydin; RhoGAP: Rho GTPase-
activating protein; WB: Western-Blot.

5.1.2 Untersuchung der TfR-Internalisierung in stabil OCRL-iiberexpri-
mierenden CV1-Zellen mittels Zelloberflichenbiotinylierung

Nach Generierung der stabil-transfizierten CV1-Zelllinien sollte nun die Internalisierung von
Tf bei stabiler Uberexpression der OCRL-Proteinvarianten bestimmt werden.

Analog zu den Experimenten in der Dissertation von Juliane Najm (2009) sollten immun-
zytochemische Methoden verwendet werden, um die Internalisierung des TfR-Ligand-Komple-
xes zu untersuchen. Im Gegensatz zu den zuvor verwendeten COS-7-Zellen konnte mit Hilfe der
Immunfluoreszenzanalyse jedoch kein internalisiertes Tf in den CV1-Zellen detektiert werden
(Daten nicht gezeigt). Daher sollte die Methode der Zelloberflichenbiotinylierung fiir die Analyse
der Tf-Endozytose durch Markierung und Detektion des Rezeptors angewandt werden. Um dies
zu erméglichen, wurden die Zelloberflichenproteine der stabil OCRLY"-, OCRL™?**®%™_ ynq
CAT-uberexprimierenden CV1-Zelllinien mit einem Zellmembran-impermeablen Biotin-cross-
linker markiert. Ungebundenes Biotin wurde entfernt, und pro Transfektionsansatz wurde ein
Zellaliquot zur Detektion von Plasmamembran-stindigen TR direkt lysiert. Die anderen Ansitze
wurden fir 2 bzw. 5 min zur Initiation der TfR-Endozytose bei 37°C inkubiert. Nach Abstoppen
der Endozytose wurde Oberflichen-gebundenes Biotin entfernt, und die Zellen wurden lysiert.
AbschlieBend wurden die biotinylierten Proteine durch Zugabe von Streptavidin-Agarose aus den
Rohlysaten (Gesamt-TfR) prizipitiert. Prizipitat und Rohlysat wurden nach Western-Blot in der

Immundetektion mit einem anti-TfR-Antikérper analysiert.
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Abb. 5.2: Bestimmung der relativen Internalisierung und der Internalisierungsrate des TfR in stabil OCRL-
iiberexprimierenden CV1-Zellen mittels Zelloberflichenbiotinylierung. Stabil OCRL¥T-, OCRLR#3A/RS00T_ ynd
CAT-tiberexprimierende CV1-Zelllinien wurden an der Zelloberfliche mit Biotin markiert. Ungebundenes Biotin
wurde durch einen Waschschritt entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen entweder sofort lysiert (Spuren 2, 5 und
8) oder fir 2 bzw. 5 min erwirmt (Spuren 3-4, 6-7 und 9-10). Nach Entfernung des Oberflichenbiotins durch
reduzierenden Glutathion-Puffer wurden die Zellen lysiert. Zusitzlich wurde eine Kontrolle zur Effizienz des Gluta-
thion-Puffers mitgefiihrt (Spur 1). Die Prizipitation der biotinylierten Rezeptoren wurde mittels Streptavidin-
Agarose durchgefiihrt. Prizipitat (oberer Blot) und Rohlysat (unterer Blot) wurden nach Western-Blot durch
Immundetektion mit einem anti-TfR-Antikérper untersucht. Die Molekulargewichte des verwendeten Proteinstan-
datds sind in kDa auf der linken Seite des Blots abgebildet. Die dargestellten Blots zeigen reprisentative Ergebnisse
von zwei unabhingig voneinander durchgefiihrten Biotinylierungsansitzen. (B) Quantifizierung der relativen Inter-
nalisierung des TR pro Zeiteinheit. Das Balkendiagramm zeigt den prozentualen Wert der TfR-Internalisierung nach
Uberexpression der OCRL-Proteinvarianten im Vergleich zur CAT-CV1-Zelllinie (100 %). Der densitometrisch
ermittelte Wert der internalisierten TfR im Prizipitit wurde auf die Gesamt-TfR-Menge im Rohlysat normalisiert
und ein Mittelwert mit Standardabweichung gebildet. (C) Berechnung der mittleren Internalisierungsrate. Der 0 min-
Wert wurde auf 100 % gesetzt und der prozentuale Anteil der nach 2 und 5 min internalisierten TR berechnet. Nach
Bildung von Mittelwert und Standardabweichung konnte die mittlere Internalisierungsrate in %/min bestimmt
werden (n = 2). BSP: Biotin-Streptavidin-Prizipitation, WB: Western-Blot.

Abb. 5.2 A zeigt ein reprisentatives Ergebnis von zwei unabhingig voneinander durchge-
fihrten Zelloberflaichenbiotinylierungen. Die 0 min-Bande im abgebildeten Blot des Prizipitats
gibt die Menge an Plasmamembran-stindigen TfR vor Beginn der Internalisierung wieder. Die 2
und 5 min-Banden spiegeln die Menge der nach diesen Zeitpunkten internalisierten TfR wieder.
Vergleicht man die Zeitreihen der OCRLY"-) OCRLM”"®"™_ und CAT-CV1-Zellen miteinan-
der, ist kein Unterschied in der Tf-Internalisierung zu erkennen. Diese Beobachtung konnte nach

densitometrischer Quantifizierung der Bandenintensititen nach 2 und 5 min bestitigt werden.
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Das abgebildete Balkendiagramm stellt die relative Menge an internalisierten TfR von OCRLY"-
und OCRLM?Y®UT_CV1-Zellen prozentual zur CAT-iiberexprimierenden Zelllinie dar; es zeigte
sich kein statistisch signifikanter Unterschied (Abb. 5.2 B).

Zur Berechnung der TfR-Internalisierungsrate wurde der densitometrisch ermittelte O min-
Wert auf 100 % gesetzt, da dieser die maximal mogliche Menge an internalisierbaren TfR
reprasentiert. Nach Berechnung des prozentualen Anteils an internalisierten TfR nach 2 und
5 min wurde die mittlere TfR-Internalisierungsrate gebildet und im abgebildeten Balkendiagramm
dargestellt (Abb. 5.2 C). Die berechneten Internalisierungsraten von ca. 16 %/min fiir OCRLY"-,
15%/min fiir OCRLFMPMVRBYT_ - ynd 13 %/min  fiir CAT-CV1-Zellen sind miteinander

vergleichbar.

5.1.3 Unterdriickung der Translation des OCRL-Proteins in HeLa-Zellen
durch eine OCRL-spezifische siRNA

Nach stabiler Uberexpression der OCRL-Proteinvarianten konnte keine verinderte Tf-Inter-
nalisierung detektiert werden. Um die Auswirkung der bei LS vorliegenden OCRL-Defizienz auf
endozytotische Transportwege zu untersuchen, sollte ein stabiles, reproduzierbares Modellsystem
entwickelt werden. Die bisher verwendeten primiren Hautfibroblastenlinien von Patienten mit
LS (Najm, 2009) wiesen aufgrund zahlreicher Subkultivierungen bereits sehr langsames Wachs-
tum sowie starke Wachstumsschwankungen untereinander auf und waren daher fir viele der
geplanten Versuche nicht einsetzbar.

Durch Transfektion einer immortalisierten Zelllinie mit einer OCRI-spezifischen siRNA
sollte daher ein transientes System der OCRL-Depletion erzeugt werden (OCRL knockdown). Als
Zelllinie wurden HelLa-Zellen ausgewihlt, da diese einfach zu kultivieren und zu transfizieren
sind. Zudem enthalten sie kein endogenes INPP5B, das als kompensatorische Inositol-
Polyphosphat 5-Phosphatase bei OCRL-Defizienz gilt (Cui et al., 2010). Die verwendete siRNA
erkennt einen 19 Bp langen Abschnitt von 1601 bis 1619 Bp der OCRL-cDNA-Sequenz, die fir
das C-terminale Ende der Phosphatase-Domine kodiert. Zur Kontrolle des OCRL &nockdowns
(OCRL KD) auf Spezifitit und Bestimmung der optimalen Transfektionsbedingungen wurde die
OCRIL-spezifische siRNA fiir 48 bzw. 72 h in Hel.a-Zellen transient transfiziert. Als Transfek-
tionskontrolle wurde in einem parallelen Ansatz eine fir das Griun-fluoreszierende Protein- (green
fluorescent protein; GFP) oder fir das Kernprotein Lamin A- (nicht gezeigt) spezifische siRNA
transfiziert. Zur Detektion des OCRL-Proteinlevels wurden die Zelllysate nach Western-Blot in
der Immundetektion mit einem anti-OCRL-Antikérper untersucht. Als Ladekontrolle wurde ein
Antikérper gegen einen Guanin-Nukleotid-Dissoziations-Inhibitor (GDI) verwendet (Abb.
5.3 A).
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Abb. 5.3: Optimierung der OCRL-Depletion durch eine OCRL-spezifische siRNA. (A) Zur Ermittlung der
maximal zu erzielenden Effizienz einer OCRL-Depletion mittels siRNA wurden Hel.a-Zellen fiir 48 bzw. 72 h mit
einer OCRL-spezifischen siRNA (OCRL KD) transfiziert. Als Transfektionskontrolle wurde eine GFP-spezifische
siRNA (Ko) verwendet. Nach Lyse der Zellen wurde nach Western-Blot eine Immundetektion mit einem anti-
OCRL-Antikérper durchgefiihrt. Der obere Blot zeigt die verbliebene Menge an OCRL. Im unteren Blot ist die
Menge an GDI zu sehen, das als Ladekontrolle verwendet wurde. Links neben den Blots sind die Molekulargewichte
des verwendeten Massenstandards abgebildet. (B) Darstellung der relativen Menge an OCRL nach siRNA-Transfek-
tion. Zur Berechnung wurde die densitometrisch ermittelte Menge an OCRL auf die GDI-Menge normalisiert und
der prozentual verbliebene Anteil an OCRL in OCRL-depletierten Zellen relativ zu den Kontrollzellen berechnet.
WB: Western-Blot.

Der Einsatz von OCRL-spezifischer siRNA erzeugte im Vergleich zu den Kontrollzellen
eine starke OCRL-Depletion, wobei diese nach 72 h am effektivsten war. Nach densitometrischer
Quantifizierung der Bandenintensititen konnte diese Beobachtung bestitigt werden. Die relative
Menge des OCRL-Proteins betrug nach 48 h siRNA-Transfektion ca. 28 % im Vergleich zu den
Kontrollzellen, wogegen sie nach 72 h bei nur noch 13 % lag (Abb. 5.3 B). Fir die im Folgenden
beschriebenen funktionellen Analysen wurde daher, sofern nicht anders beschrieben, eine
siRNA-Transfektion von 72 h in HelLa-Zellen vorgenommen. Zudem wurde bei jedem nachfol-
genden Experiment die Effizienz der siRNA-vermittelten OCRL-Depletion mit einem anti-

OCRL-Antikérper in der Immundetektion sichergestellt.

5.1.4 Zelloberflichenbiotinylierung des TfR zur Bestimmung des
Plasmamembran-Anteils in OCRL-depletierten HeLa-Zellen

Nach Etablierung der OCRL-Depletion mittels siRNA sollte nun durch Verwendung der
Zelloberflichenbiotinylierung geklart werden, ob ein transienter OCRL KD einen Einfluss auf
die Rezeptor-vermittelte Tf-Endozytose hat. Zunichst wurde der Anteil an TfR an der Plasma-
membran bestimmt. Dazu wurden Hela-Zellen nach Transfektion mit OCRI- bzw. GFP-spezi-
fischer siRNA an der Zelloberfliche mit Zellmembran-undurchlissigem Biotin markiert. Nach
Lyse der Zellen wurden die biotinylierten, Plasmamembran-stindigen TfR prazipitiert. Anschlie-
Bend wurden das Prizipitat und das Rohlysat in der Immundetektion durch Verwendung eines
anti-TfR-Antikérpers untersucht. Die reprisentativen Blots in Abb. 5.4 A zeigen keinen opti-
schen Unterschied in der Bandenstirke zwischen OCRL KD- und Kontrollzellen. Zur Bestim-

mung der TfR-Menge an der Zelloberfliche wurde eine densitometrische Quantifizierung der
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Bandenintensititen durchgefiihrt. Die relative Menge von Plasmamembran-stindigen TfR nach
OCRL KD wurde aus fiinf voneinander unabhingig durchgefithrten Zelloberflichenbiotinylie-
rungen prozentual zu den Kontrollzellen bestimmt und ist im abgebildeten Balkendiagramm
dargestellt (Abb. 5.4 B). Es wurde kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen OCRL KD-
und Kontrollzellen detektiert.
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Abb. 5.4: Bestimmung des Anteils an Plasmamembran-stindigen TfR in OCRL- bzw. GFP-siRNA-transfi-
zierten HeLa-Zellen durch Zelloberflichenbiotinylierung. Hel.a-Zellen wurden far 72 h mit OCRL- (OCRL
KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) transfiziert. AnschlieBend wurde eine Zelloberflichenbiotiny-
lierung durchgefithrt. Nach Entfernung von ungebundenem Biotin, Lyse der Zellen und Prizipitation der biotiny-
lierten Oberflichenproteine mit Streptavidin wurden Prizipitat (oberer Blot) und Rohlysat (mittlerer Blot) nach
Western-Blot mittels Immundetektion mit einem anti-TfR-AntikSrper analysiert. Die Effizienz der siRNA-Trans-
fektion wurde im Rohlysat durch Western-Blot und Immundetektion mit einem anti-OCRL-Antikorper tiberpriift
(unterer Blot). Die Molekulargewichte des verwendeten Proteinstandards sind auf der linken Seite der Blots ab-
gebildet. Die gezeigten Blots stellen reprisentative Ergebnisse von fiinf voneinander unabhingig durchgefihrten
Biotinylierungsversuchen dar, deren quantitative Auswertung in den abgebildeten Balkendiagrammen dargestellt ist.
In (A) wurde die relative TfR-Menge an der Zelloberfliche nach OCRL KD prozentual zu den Kontrollzellen ermit-
telt, indem die densitometrisch bestimmte Menge des Zelloberflichen-TfR im Prizipitat auf die Gesamt-TfR-Menge
im Rohlysat normalisiert und ein Mittelwert mit Standardabweichung gebildet wurde. In (B) wurde der absolute
TfR-Anteil an der Plasmamembran im Verhiltnis zur Gesamtmenge berechnet. Dazu wurden Prizipitat und Rohly-
sat aus vier von fiinf Versuchen fiir eine direkte Vergleichbarkeit nebeneinander aufgetragen und unter Beriicksichti-
gung der Verdiinnungsfaktoren der prozentuale Anteil des TR an der Plasmamembran mit dazugehdriger Standard-
abweichung ermittelt und im Balkendiagramm dargestellt. BSP: Biotin-Streptavidin-Prizipitation, WB: Western-Blot.

Um zusitzlich die absolute Menge an Zelloberflichen-stindigen TfR im Verhiltnis zur
Gesamtmenge des TR zu ermitteln, wurden Prizipitat und Rohlysat aus vier von finf Versuchen

fir eine direkte Vergleichbarkeit nebeneinander aufgetragen und densitometrisch vermessen.

Unter Berticksichtigung der Verdiinnungsfaktoren wurde der prozentuale TfR-Anteil an der
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Plasmamembran im Verhiltnis zur TfR-Gesamtmenge berechnet. Das Balkendiagramm zeigt
eine vergleichbare, absolute Menge an Zelloberflichen-stindigen TfR von ca. 15% in den
Kontrollzellen und ca. 16 % in den OCRL KD-Zellen (Abb. 5.4 C).

5.1.5 Quantifizierung der relativen Internalisierung und Bestimmung der
Internalisierungsrate des TfR in OCRL-depletierten HeLa-Zellen
mittels Zelloberflichenbiotinylierung

Nach Detektion einer unverinderten TfR-Menge an der Plasmamembran nach OCRL KD
wurde im Folgenden die TfR-Internalisierung in OCRL-depletierten Zellen untersucht. Dazu
wurden Hel.a-Zellen mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA transfiziert. AnschlieBend wurde
eine Zelloberflichenbiotinylierung, wie unter 5.1.2 beschrieben, durchgefiihrt.

Die Blots in Abb. 5.5 A zeigen ein reprisentatives Ergebnis. Vergleicht man die Banden des
Prizipitats von OCRL KD- und der Kontrollzellen miteinander, so scheint nach 2 und 5 min
eine verminderte Internalisierung nach OCRL KD vorzuliegen. Fir eine genauere Aussage
wurden die Bandenintensititen des Prazipitats und des Rohlysats densitometrisch quantifiziert,
und die relative Menge an internalisierten TfR wurde fir 2 (n = 5) und 5 min (n = 7) nach OCRL
KD prozentual zu den Kontrollzellen bestimmt. Das abgebildete Balkendiagramm zeigt, dass
kein statistisch signifikanter Unterschied in der TfR-Internalisierung zwischen OCRL KD- und
Kontrollzellen vorliegt (Abb. 5.5 B). Das abgebildete Balkendiagramm in Abb. 5.5 C zeigt die
mittleren TfR-Internalisierungsraten von finf unabhingigen Zelloberflichenbiotinylierungen, die
durch Einbezichung des 0 min-Wertes berechnet wurden (siche 5.1.2). Die mittleren TfR-
Internalisierungsraten von ca. 19 %/min in den Kontrollzellen und 21 %/min in den OCRL

KD-Zellen weisen keinen statistisch signifikanten Unterschied auf.
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Abb. 5.5: Berechnung der relativen Internalisierung sowie der Internalisierungsrate des TfR nach Zellober-
flichenbiotinylierung in OCRL-depletierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen. (A) OCRL- (OCRL KD)
bzw. GFP-spezifische siRNA als Kontrolle (Ko) wurde fiir 72 h in Hel.a-Zellen transfiziert. AnschlieBend wurde
eine Zelloberflichenbiotinylierung durchgefiihrt. Nach Entfernung von ungebundenem Biotin wurden die Zellen
entweder sofort lysiert (Spuren 1 und 4) oder fiir 2 bzw. 5 min erwirmt (Spuren 2-3 und 5-6). Danach erfolgte eine
Entfernung des Oberflichenbiotins durch Glutathion-Puffer und Lyse der Zellen. Zusitzlich wurde eine Kontrolle
zur Effizienz des Glutathion-Puffers mitgefithrt (Spur 7). Die Prizipitation biotinylierter Rezeptoren wurde mittels
Streptavidin-Agarose erzielt. Prizipitat (oberer Blot) und Rohlysat (unterer Blot, links) wurden nach Western-Blot
durch Immundetektion mit einem anti-TfR-Antikérper untersucht. Die Effizienz der siRNA-Transfektion wurde im
Rohlysat durch Western-Blot und Immundetektion mit einem anti-OCRL-Antikorper tberpriift (unterer Blot,
rechts). Die Molekulargewichte des verwendeten Proteinstandards sind in kDa auf der linken (anti-TfR) bzw. der
rechten (anti-OCRL) Seite der Blots abgebildet. Die dargestellten Blots zeigen reprisentative Ergebnisse von finf
unabhingig voneinander durchgefithrten Biotinylierungsansitzen. (B) Quantitative Auswertung der relativen Inter-
nalisierung des TR pro Zeiteinheit. Das Balkendiagramm zeigt den prozentualen Wert der TfR-Internalisierung nach
OCRL KD mit Standardabweichung im Verhiltnis zu den Kontrollzellen. Zur Berechnung wurde der densito-
metrisch ermittelte Wert der internalisierten TfR im Prizipitit nach 2 (n = 5) bzw. 5 min (n = 7) auf die Gesamt-
TfR-Menge im Rohlysat normalisiert. (C) Berechnung der mittleren Internalisierungsrate. Die TfR-Menge im Prizi-
pitat wurde auf die TfR-Menge im Rohlysat normalisiert und der prozentuale Anteil der nach 2 und 5 min interna-
lisierten TfR im Verhiltnis zum 0 min-Wert (100 %) berechnet. Nach Bildung von Mittelwert und Standardabwei-
chung konnte die mittlere Internalisierungsrate in %/min bestimmt werden (n = 5). BSP: Biotin-Streptavidin-
Prizipitation, WB: Western-Blot.

5.1.6 Zelloberflichenbiotinylierung zur Bestimmung des MPR300-Anteils
an der Plasmamembran in OCRL-depletierten HeLa-Zellen

Nach OCRL KD wurde also eine normale TfR-Internalisierung beobachtet. In der Disserta-
tion von Juliane Najm (2009) wurde dagegen eine reduzierte Internalisierung des lysosomalen
Enzyms Arylsulfatase B (ASB) in primiren Hautfibroblasten von Patienten mit LS beschrieben.

Die ASB-Internalisierung wird wie die TfR-Internalisierung Clathrin-abhingig vermittelt und
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erfolgt iber den MPR300, der in der Zelle fur den Transport saurer Hydrolasen zum Lysosom
zustindig ist (siche 2.5). Es sollte daher die Endozytose des MPR300 nach OCRL KD genauer
untersucht werden. Dafiir wurde zunichst die MPR300-Menge an der Plasmamembran
bestimmt. HelLa-Zellen wurden mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA transfiziert. Anschlie-
Bend wurde eine Zelloberflichenbiotinylierung, wie unter 5.1.4 beschrieben, durchgefiihrt.
Prizipitat und Rohlysat wurden nach Durchfithrung einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE mit
anschlieBendem Western-Blot durch Verwendung eines anti-MPR300-Antikérpers in  der

Immundetektion analysiert.
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Abb. 5.6: Ermittlung des MPR300-Anteils an der Plasmamembran durch Zelloberflichenbiotinylierung von
OCRL- bzw. GFP-siRNA-transfizierten HeLa-Zellen. HelLa-Zellen wurden fir 72 h mit OCRL- (OCRL KD)
bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) transfiziert. Im Anschluss erfolgte eine Zelloberflichenbiotinylie-
rung. Nach Entfernung von ungebundenem Biotin, Lyse der Zellen und Prizipitation der biotinylierten Oberfla-
chenproteine mit Streptavidin, wurden Prizipitat (oberer Blot) und Rohlysat (mittlerer Blot) nach Western-Blot
mittels Immundetektion mit einem anti-MPR300-Antikérper analysiert. Die Effizienz der siRNA-Transfektion
wurde im Rohlysat durch Western-Blot und Immundetektion mit einem anti-OCRL-Antikérper iberpriift (unterer
Blot). Die Molekulargewichte des verwendeten Proteinstandards sind auf der linken Seite der Blots abgebildet. Die
gezeigten Blots stellen reprisentative Ergebnisse von neun voneinander unabhingig durchgefiithrten Biotinylierungs-
versuchen dar, deren quantitative Auswertung in den abgebildeten Balkendiagrammen dargestellt ist. (A) zeigt die
relative Menge des MPR300 an der Zelloberfliche. Die densitometrisch ermittelte Menge des Zelloberflichen-
MPR300 im Prizipitat wurde auf die Gesamt-MPR300-Menge im Rohlysat normalisiert. Die mittlere Menge an Zell-
oberflichen-MPR300 in OCRL-depletierten Zellen ist relativ zu den Kontrollzellen prozentual mit errechneter Stan-
dardabweichung dargestellt. In (B) wurde der absolute Anteil der MPR300 an der Plasmamembran im Verhiltnis zur
Gesamtmenge berechnet. Prizipitat und Rohlysat aus vier von neun Versuchen wurden fir eine direkte Vergleich-
barkeit nebeneinander aufgetragen und unter Berticksichtigung der Verdiinnungsfaktoren der prozentuale Anteil des
MPR300 an der Plasmamembran mit dazugehoriger Standardabweichung berechnet. BSP: Biotin-Streptavidin-Prizi-
pitation, WB: Western-Blot, *: p<0,05.
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In Abb. 5.6 A sind reprisentative anti-MPR300-Blots abgebildet. Im Prizipitat sind die
Bandenintensititen in den Kontrollzellen deutlich schwicher als nach OCRL KD. Die densito-
metrische Quantifizierung der Bandenintensititen von Prizipitat und Rohlysat bestitigte diese
Beobachtung (Abb. 5.6 A). Die im Balkendiagramm wiedergegebene, relative MPR300-Menge an
der Zelloberfliche aus neun voneinander unabhingig durchgefithrten Zelloberflichenbiotinylie-
rungen zeigt im Vergleich zu den Kontrollzellen, dass in OCRL-depletierten Zellen etwa die
doppelte Menge an MPR300 an der Plasmamembran lokalisiert ist. Diese Beobachtung ist statis-
tisch signifikant (p<0,05).

Zudem wurde die absolute Menge an Zelloberflichen-stindigen MPR300 im Verhaltnis zur
Gesamtmenge des MPR300 bestimmt (siche 5.1.4). Die densitometrische Quantifizierung der
Bandenintensititen aus vier von neun Versuchen ergab einen absoluten MPR300-Anteil an der
Plasmamembran von 2 % in den Kontrollzellen (Abb. 5.6 B). Nach OCRL KD kam es dagegen
zu einer Erhohung des Anteils an Plasmamembran-stindigen MPR300 auf ca. 4 %, was einem

statistisch signifikanten Unterschied gegentiber den Kontrollzellen entspricht (p<0,05).

5.1.7 Quantitative Untersuchungen zur Internalisierung des MPR300 in
OCRL-depletierten HeLa-Zellen mittels Zelloberflichenbiotiny-
lierung

Nach OCRL KD konnte bereits eine erhchte Menge an Plasmamembran-stindigen MPR300
detektiert werden. Mithilfe der Zelloberflichenbiotinylierung sollte darauthin geklirt werden, ob
es ebenfalls zu einer vermehrten Internalisierung des MPR300 in OCRL-depletierten Zellen
kommt. Nach Transfektion mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA wurden Hel.a-Zellen, wie
unter 5.1.2 beschrieben, einer Zelloberflichenbiotinylierung unterzogen. Die Detektion des
MPR300 erfolgte durch Verwendung eines anti-MPR300-Antikorpers in der Immundetektion
(siehe 5.1.0). Reprisentative anti-MPR300-Blots der Prazipitate und Rohlysate sind in Abb. 5.7 A
abgebildet. Nach 2 und 5min MPR300-Internalisierung scheint die Bandenintensitit im
Prazipitat nach OCRL KD im Vergleich zu den Kontrollzellen erhoht zu sein. Diese Beob-
achtung wurde durch densitometrische Quantifizierung der Bandenintensititen von Prizipitaten
und Rohlysaten bestitigt. Die relative Menge an nach 2 (n = 6) und 5 min (n = 9) internalisierten
MPR300 nach OCRL KD wurde prozentual zu den Kontrollzellen bestimmt. Das abgebildete
Balkendiagramm zeigt nach 2 min eine Verdopplung bzw. nach 5 min eine Verdreifachung der
MPR300-Internalisierung nach OCRL KD im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 5.7 B).
Diese Zunahme der MPR300-Internalisierung ist statistisch signifikant (p<<0,05). Aus drei vonein-
ander unabhingigen Zelloberflichenbiotinylierungen wurde die mittlere Internalisierungsrate des
MPR300 berechnet (siche 5.1.2). Das Balkendiagramm in Abb. 5.7 C zeigt eine MPR300-Interna-
lisierungsrate von ca. 13 %/min nach OCRL KD, was einem statistisch signifikanten Unterschied

zu der in den Kontrollzellen ermittelten Rate von ca. 9 %/min entspricht (p<0,05).
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Abb. 5.7: Bestimmung der relativen Internalisierung und der Internalisierungsrate des MPR300 in OCRL-
bzw. GFP-siRNA-transfizierten HeLa-Zellen mittels Zelloberflichenbiotinylierung. (A) Nach 72-stindiger
Transfektion mit OCRL- (OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) in HelLa-Zellen wurde eine
Zelloberflichenbiotinylierung durchgefithrt. Nach Entfernung von ungebundenem Biotin wurden die Zellen
entweder sofort lysiert (Spuren 1 und 4) oder fir 2 bzw. 5 min erwidrmt (Spuren 2-3 und 5-6). Das Zellober-
flichenbiotin wurde durch Zugabe von Glutathion-Puffer entfernt und die Zellen lysiert. Zusitzlich wurde eine
Kontrolle mitgefihrt (Spur 7). Die Prizipitation der biotinylierten Rezeptoren wurde mittels Streptavidin-Agarose
erzielt. Prizipitat (oberer Blot) und Rohlysat (unterer Blot, links) wurden nach Western-Blot durch Immundetektion
mit einem anti-MPR300-Antikérper untersucht. Die Effizienz der siRNA-Transfektion wurde im Rohlysat durch
Western-Blot und Immundetektion mit einem anti-OCRL-Antikérper tiberpriift (unterer Blot, rechts). Die Moleku-
largewichte des verwendeten Proteinstandards sind in kDa auf der linken (anti-MPR300) bzw. der rechten (anti-
OCRL) Seite der Blots abgebildet. Die dargestellten Blots zeigen reprisentative Ergebnisse von drei unabhingig
voneinander durchgefithrten Biotinylierungsansitzen. (B) Quantitative Auswertung der relativen Internalisierung des
MPR300 fir 2 (n = 6) und 5 min (n = 9). Im Balkendiagramm ist der prozentuale Wert der MPR300-Internalisierung
nach OCRL KD im Verhiltnis zu den Kontrollzellen mit Standardabweichung dargestellt. Zur Berechnung wurden
die densitometrisch ermittelten Werte der internalisierten MPR300 im Prizipitit auf die Gesamt-MPR300-Menge im
Rohlysat normalisiert. (C) Berechnung der mittleren Internalisierungsrate. Die Menge des MPR300 im Prizipitat
wurde auf die Menge des MPR300 im Rohlysat normalisiert. Im Verhaltnis zum 0 min-Wert wurde der prozentuale
Anteil der nach 2 und 5 min internalisierten MPR300 berechnet. Nach Bildung von Mittelwert und Standard-
abweichung konnte die mittlere Internalisierungsrate in %/min besimmt (n = 3). BSP: Biotin-Streptavidin-
Prizipitation, WB: Western-Blot, *: p<0,05.
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5.2 Untersuchungen verschiedener Transportwege des MO6P-
Rezeptors in OCRL-depletierten Zellen

5.2.1 Biochemische Quantifizierung der MPR300-Proteinmenge in OCRL-
depletierten HeLa-Zellen

Die verinderte Endozytose des MPR300, nicht jedoch des TfR, ldsst auf einen Einfluss des
OCRL-Proteins auf den MPR300-Transportweg schliefen. In weiterfihrenden Versuchen sollte
nun der gesamte MPR300-Transportweg untersucht werden, um die Funktion von OCRL in
diesem Transportprozess zu kliren. Der Anstieg der MPR300-Menge an der Zelloberfliche kann
beispielsweise durch eine verinderte Gesamtmenge oder Lebenszeit des MPR300 nach OCRL
KD bedingt sein. Zur Bestimmung der MPR300-Proteinmenge wurden HelLa-Zellen mit OCRL-
bzw. GFP-spezifischer siRNA transfiziert und das Zelllysat anschlieBend in der Immundetektion
mit einem anti-MPR300-Antikorper untersucht. Als Ladekontrolle wurde Tubulin mit einem anti-
Tubulin-Antikorper detektiert.
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Abb. 5.8: Quantifizierung der MPR300-Proteinmenge in OCRL- bzw. GFP-siRNA-transfizierten HeLa-
Zellen. (A) Hela-Zellen wurden fir 72 h mit OCRL- (OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle
(Ko) transfiziert und anschlieBend lysiert. Die abgebildeten Blots zeigen die Menge an MPR300 (oberer Blot),
Tubulin (mittlerer Blot) und OCRL (unterer Blot) nach Western-Blot und Immundetektion mit entsprechend
spezifischen Antikérpern. (B) Quantifizierung der relativen Menge an zelluliren MPR300 aus drei unabhingig
voneinander durchgefithrten Versuchen. Der MPR300-Wert wurde gegen Tubulin normalisiert und die mittlere
Menge an zellulirem MPR300 nach OCRL KD prozentual zu den Kontrollzellen mit dazugehoriger Standard-
abweichung berechnet.

In den abgebildeten Blots ist ein reprisentatives Ergebnis aus drei voneinander unabhingig
durchgefithrten Ergebnissen dargestellt (Abb. 5.8 A). Die Bandenintensititen des MPR300-Blots
und der Ladekontrolle wurden densitometrisch quantifiziert. Das Balkendiagramm zeigt die
relative Gesamtmenge des MPR300 nach OCRL KD prozentual zu den Kontrollzellen (n = 3);
sie weist keinen statistisch signifikanten Unterschied auf (Abb. 5.8 B).
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5.2.2 Berechnung der Halbwertszeit des MPR300 in OCRL-depletierten
HeLa-Zellen

Da keine veranderte Gesamtmenge des MPR300 in OCRL-depletierten Zellen vorliegt, sollte
die Lebensdauer neu-synthetisierter MPR300 ermittelt werden. Hierzu wurde ein pulse-chase
Experiment mit dem radioaktiven Schwefel-Isotop *S zur Bestimmung der MPR300-Halbwerts-
zeit durchgefihrt. HeLa-Zellen wurden mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA transfiziert.
Noch vor Erreichen des Maximums der OCRL-Depletion wurden die Zellen fir eine pulse-Phase
von 1h mit *S-markiertem Cys/Met zur radioaktiven Markierung neu-synthetisierter Proteine
versetzt. AnschlieBend etfolgte eine chase-Phase durch Inkubation mit ,kaltem* Cys/Met fur
unterschiedliche Zeitpunkte. Nach 3 h wurde der erste Zeitpunkt durch Lyse der Zellen gestoppt.
Dieser Zeitpunkt wurde als 0 h-Wert angesehen, da eine Abnahme bestimmt werden sollte und
neu-synthetisierte, radioaktiv-markierte Proteine erst zu diesem Zeitpunkt ihr Maximum erreicht
hatten. Nach Kollektion aller weiteren chase-Zeiten wurde der MPR300 mit einem anti-MPR300-
Antikérper aus dem Rohlysat prazipitiert. Nach Durchfithrung einer SDS-PAGE mit dem
Prizipitat wurde das Gel in einer Speicher-Phosphor-Kassette exponiert. Die Auswertung
erfolgte mit einem Phosphor-Imager. In Abb. 5.9 A ist ein digitales Bild einer Phosphor-Imager-
Analyse abgebildet, das ein reprasentatives Ergebnis zweier unabhingig voneinander, in Doppel-
bestimmung durchgefithrter Halbwertszeit-Experimente darstellt. Die detektierten Banden
spiegeln die Menge an radioaktiv-markiertem MPR300 wider. Sowohl in den Kontrollzellen als
auch nach OCRL KD ist eine konstante Abnahme von *S-MPR300 mit zunehmender chase-Zeit
zu erkennen. Einzige Ausnahme ist die erste 0 h-Bande nach OCRL KD. Hier ist die
Bandenintensitit im Verhiltnis zur 15 h-Bande vermindert. Da dies auf einen technischen Fehler
zurickzuftihren war, wurde dieser Wert in der weiteren quantitativen Analyse nicht bertick-
sichtigt.

Zur Bestimmung der Abbaurate des MPR300 wurden die Banden des Phosphor-Imager-Bildes
densitometrisch vermessen. Der 0 h-Wert wurde als maximal mdgliche Menge an MPR300
gesehen. Nach Berechnung des prozentualen MPR300-Anteils nach unterschiedlichen chase-
Zeiten wurde dieser logarithmisch aufgetragen und so die Konstanten der Abbaurate ermittelt
(Abb. 5.9 B). Diese Konstanten dienten dann zur Berechnung der MPR300-Halbwertszeiten. Das
abgebildete Balkendiagramm zeigt eine Halbwertszeit von etwa 16 h in den Kontrollzellen und
einen statistisch nicht signifikanten Anstieg auf etwa 20 h in OCRL-depletierten Zellen (Abb.
5.9 C).
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Abb. 5.9: Berechnung der Halbwertszeit des MPR300 in OCRL- bzw. GFP-siRNA-transfizierten HeLa-
Zellen. (A) HeLa-Zellen wurden mit OCRL- (OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko)
transfiziert. Noch vor Erreichen des Maximums der OCRL-Depletion wurden die Zellen fiir eine pulse-Phase von 1 h
mit 3S-matkiertem Cys/Met inkubiert. Danach etfolgte eine chase-Phase fur 3-44 h mit ,kaltem* Cys/ Met und
anschlieBende Lyse der Zellen. Aufgrund des Synthese-Maximums der radioaktiv-markierten Proteine nach 3 h
wurde dieser Wert als 0 h-Wert betrachtet. Der MPR300 wurde mit einem anti-MPR300-Antikérper aus dem
Rohlysat prizipitiert. Nach Durchfithrung einer SDS-Page wurde das Gel nach Trocknung und Platzierung in einer
Speicher-Phosphor-Kassette im Phosphor-Inmager ausgewertet. Das digitale, obere Bild zeigt die jeweils vorhandene
Menge an radioaktiv-markiertem MPR300 in den Zellen nach entsprechender chase-Zeit und stellt ein reprisentatives
Ergebnis aus zwei voneinander unabhingig in Doppelbestimmung durchgefiihrten Experimenten dar. Im unteren
Blot wurde das Rohlysat nach Western-Blot mittels Immundetektion mit einem anti-OCRL-Antikérper untersucht.
Die Molekulargewichte des verwendeten Massenstandards sind auf der linken Seite der Blots aufgefithrt. Die mit *
markierte Bande wurde nicht fiir die quantitative Auswertung verwendet. (B) Berechnung der Abbaurate des
MPR300. Das digitale Bild des Phosphor-Imagers wurde densitometrisch ausgewertet. Der prozentual verbliebene
Anteil an radioaktiv-markiertem MPR300 in den Zellen wurde mit dazugehdriger Standardabweichung relativ zum
0 min-Wert (100 %) bestimmt und im abgebildeten Diagramm mit logarithmischer Skalierung aufgetragen. So
konnten die jeweiligen Konstanten der Abbauraten berechnet werden. (C) Halbwertszeit des MPR300. Mithilfe der
errechneten Konstanten der Abbauraten konnte die MPR300-Halbwertszeit ermittelt werden. Das Diagramm zeigt
die mittlere MPR300-Halbwertszeit der OCRL KD- und Kontrollzellen mit errechneter Standardabweichung. IP:
Immunprizipitation, WB: Western-Blot.

5.2.3 Immunzytochemische Analysen zur subzelluliren Lokalisation des
MPR300 nach OCRL-Depletion in HeLa-Zellen

Sowohl Proteinmenge als auch Lebensdauer des MPR300 in OCRL-depletierten Zellen
waren mit denen der Kontrollzellen vergleichbar. Daher sollte im Folgenden die subzellulire

Verteilung des endogenen MPR300 mittels immunzytochemischer Farbungen analysiert werden.
Hierfiir wurden HelLa-Zellen nach Transfektion mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA fixiert

67



Vanessa A. van Rahden Ergebnisse

und zur Detektion des MPR300 mit einem anti-MPR300-Antikérper, gefolgt von einem Alexa
Fluor 488-gekoppelten Sekundirantikérper behandelt (MPR300, grin). Die Anfirbung der DNA
erfolgte mittels DAPI (blau). Die Immunfluoreszenzpriparate wurden mit einem cLSM
ausgewertet. In Abb. 5.10 A sind je zwei reprisentative Aufnahmen abgebildet. Der MPR300
weist in den Kontrollzellen eine typische, in der Literatur beschriebene perinukledre Verteilung
auf. Nach OCRL KD liegt dagegen eine weniger kompakte Verteilung des MPR300 in zum Teil
stark vergroBerten vesikuliren Strukturen (weile Pfeile) vor. Dieser qualitative Unterschied
konnte quantitativ durch Anwendung des Metamorph-Programms bestitigt werden, indem
Kontrollzellen und Zellen nach OCRL KD mit identischer VergroBerung und Laser-Stirke
aufgenommen wurden (n = 20) und der Anteil der Vesikel innerhalb einer willktirlich gewiéhlten
VesikelgroB3enverteilung pro Zelle bestimmt wurde. Das Ergebnis im abgebildeten Balken-
diagramm zeigt fiir die OCRL-depletierten Zellen einen deutlich erhéhten Vesikel-Anteil inner-
halb der arbitriren VesikelgroBen 61-80 und = 81 im Vergleich zu den Kontrollzellen, wogegen
der Anteil von Vesikeln der Grofle = 40 stark vermindert ist (Abb. 5.10 B). Diese detektierten
Unterschiede sind héchst signifikant (p<0,001).
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Abb. 5.10: Subzellulire Verteilung des MPR300 in OCRL- bzw. GFP-siRNA-transfizierten HeLa-Zellen.
(A) Nach Transfektion von HelLa-Zellen mit OCRL- (OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko)
fiir 72 h wurden die Zellen fir die Immunfluoreszenzanalyse fixiert. Die Lokalisation des MPR300 wurde mit einem
anti-MPR300-Antikorper, gefolgt von einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundirantikérper dargestellt (MPR300,
grin). Die weillen Pfeile in den OCRL-depletierten Zellen weisen auf vergréBerte, MPR300-positive vesikulire
Strukturen hin. Zusitzlich wurde die DNA mit DAPI angefirbt (blau). Die Immunfluoreszenzpriparate wurden an
einem cL.SM ausgewertet. (B) Quantitative Bestimmung der relativen Gréfle von MPR300-positiven vesikuliren
Strukturen. Es wurden jeweils 20 Zellen fir die Auswertung mit dem Programm Metamorph mit identischer
VergroBerung und Laserintensitidt aufgenommen. Pro Zelle wurde die GroBe von 29 Vesikeln vermessen und der
mittlere Anteil der Vesikel innerhalb einer willkiitlich gewihlten VesikelgroBenverteilung durch Bildung der
Mittelwerte und Standardabweichungen bestimmt. ***: p<<0,001.
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5.2.4 Untersuchungen zur Kolokalisation des MPR300 mit Markerproteinen
subzellulirer Zellkompartimente

Zur Charakterisierung der vergroflerten, MPR300-positiven vesikuliren Strukturen wurde
eine immunzytochemische Kolokalisationsstudie mit den subzelluliren Markerproteinen GM130
(Golgi Marker 130), TGN46 und EEA1 (early endosomal antigen T) durchgefihrt. Kolokalisationen
konnen durch die Verwendung unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe detektiert werden. Bei
riumlicher Nihe eines griin- und eines rot-markierten Proteins wird in der Uberlagerung beider
Proteine eine gelbe Pseudofirbung sichtbar. Dies kann dann als Hinweis fiir eine identische,
subzellulire Verteilung gewertet werden.

Fir die Kolokalisationsstudie wurden Hela-Zellen mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer
siRNA transfiziert und anschlieBend fixiert. Der MPR300 wurde tber einen anti-MPR300-
Antikoérper detektiert, die Markerproteine durch Verwendung spezifischer Antikérper. Abb. 5.11
zeigt reprisentative Ergebnisse der am cLSM ausgewerteten Immunfluoreszenzpriparate. In
Abb. 5.11 A wurde ein Alexa Fluor 488-gekoppelter Sekundarantikorper zur Visualisierung des
MPR300 verwendet (MPR300, griin). Als Markerprotein des s Golgi-Apparats wurde GM130
durch Verwendung eines anti-GM130-Antikorpers sowie eines Alexa Fluor 546-gekoppelten
Sekundirantikorpers detektiert (Markerprotein GM130, rot). Sowohl OCRL KD- als auch
Kontrollzellen zeigen kaum Pseudogelb-gefirbte Bereiche in der Uberlagerung, wobei die
Abgrenzung von MPR300-positiven und GM130-positiven Bereichen im OCRL KD noch
deutlicher zu sein scheint. Eine Kolokalisation der beiden Proteine liegt nicht vor.

Zur Detektion einer moglichen Kolokalisation zwischen dem MPR300 und dem TGN-Mar-
ker TGN46 in Abb. 5.11 B wurde zur Darstellung des MPR300 ein Alexa Fluor 546-gekoppelter
Sekundirantikérper verwendet (MPR300, rot) sowie ein anti-TGN46-Antikérper, gefolgt von
einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundirantikérper zur Detektion von TGN46 eingesetzt
(Markerprotein TGN46, grun). Die Firbung des TGN46 zeigt einen qualitativen Unterschied
zwischen Kontrollzellen und OCRL-depletierten Zellen. Wihrend der TGN46 in den Kontroll-
zellen eine typische Verteilung aufweist, die den perinukleiren Golgi-Zisternen dhnelt, ist nach
OCRL KD zusatzlich zur perinukledren Verteilung eine tiber das Zytoplasma verteilte, vesikuldre
Lokalisation zu erkennen. Das Uberlagerungsbild von Kontrollzellen und OCRL-depletierten
Zellen weist in einigen Bereichen eine gelbe Pseudofirbung auf, was auf eine partielle
Kolokalisation von MPR300 und TGN46 hindeutet.
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Abb. 5.11: Kolokalisationsstudien des MPR300 mit GM130, TGN46 und EEA1 in HeLa-Zellen nach OCRL-
bzw. GFP-siRNA-Transfektion. HelLa-Zellen wurden fir 72 h mit OCRL- (OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer
siRNA als Kontrolle (Ko) transfiziert und anschlieBend fiir eine Immunfluoreszenzanalyse fixiert. Der MPR300
wurde durch Verwendung eines anti-MPR300-Antikérpers und eines Alexa Fluor 488- [(A; C), MPR300, griin] bzw.
Alexa Fluor 546-gekoppelten [(B), MPR300, rot] Sekundirantik6rpers detektiert. Zusitzlich wurde die Verteilung
von GM130 durch Verwendung eines anti-GM130-Antikérpers, gefolgt von einem Alexa Fluor 546-gekoppelten
Sekundirantikérpers [(A), Markerprotein GM130, rot], von TGN46 durch Verwendung eines anti-TGN46-Antikor-
pers, gefolgt von einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundirantikérpers [(B), Markerprotein TGN46, grin] sowie
von EEA1 durch Verwendung eines anti-EEA1-Antikorpers, gefolgt von einem Alexa Fluor 546-gekoppelten
Sekundirantikérpers [(C), Markerprotein EEA1, rot] dargestellt. In der Uberlagerung weisen pseudogelbe Firbun-
gen auf eine Kolokalisation des MPR300 mit dem jeweiligen Markerprotein hin. Die Immunfluoreszenzbilder wur-
den an einem cL.SM aufgenommen. Die weien Balken in der Uberlagerung entsprechen einer GréBe von 10 pm.
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In Abb. 5.11 C sollte die raumliche Verteilung des MPR300 und des Markerproteins fir
frihe Endosomen, EEA1, zueinander ermittelt werden. Die Detektion des MPR300 erfolgte
durch Verwendung eines Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundirantikorpers (MPR300, griin), die
Visualisierung von EEA1 durch Verwendung eines anti-EEA1-Antikorpers, gefolgt von einem
Alexa Fluor 546-gekoppelten Antikorpers (Markerprotein EEA1, rot). Im Vergleich zu den
Kontrollzellen weist EEA1 nach OCRL KD eine Lokalisation an zum Teil stark vergréBerten
frihen Endosomen auf. Die Kontrollzelle zeigt lediglich eine partielle Kolokalisation zwischen
MPR300 und EEAT1, belegt durch die in einigen Bereichen detektierbare gelbe Pseudofirbung in
der Uberlagerung. Nach OCRL KD weisen dagegen alle MPR300-positiven, vergroBerten
vesikuliren Strukturen eine gelbe Pseudofirbung in der Uberlagerung mit EEA1 auf. Dies deutet
auf eine Lokalisation des MPR300 in vergréflerten Endosomen in OCRL-depletierten Zellen hin.

Zur genaueren Bestimmung der Lokalisation des MPR300 im endosomalen Kompartiment
wurden weitere Kolokalisationsstudien mit endosomalen Markerproteinen durchgefithrt. Fir den
Nachweis einer moglichen Kolokalisation zwischen MPR300 und den Markerproteinen fir frithe
Endosomen, EEA1 und Rab5, dem frithen Endosomen- und Recycling Endosomen-Marker TR
sowie dem Retromer-spezifischen Markerprotein SNX1 wurden Hel.a-Zellen nach Transfektion
mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA fir die Immunfluoreszenzanalyse fixiert. Der MPR300
wurde durch Verwendung eines anti-MPR300-Antikérpers sowie eines Alexa Fluor 488-
gekoppelten Sekundirantikérpers visualisiert (MPR300, griin). Die Markerproteine wurden mit
einem anti-EEA1, anti-Rab5, anti-TfR bzw. einem anti-SNX1-Antikorper, gefolgt von einem
Alexa Fluor 546-gekoppelten Sekundarantikorper detektiert (Markerprotein, rot). Zur Ermittlung
des Kolokalisationsverhaltens von MPR300 und des spiten Endosomen-Markers Rab7 wurden
HeLa-Zellen mit einer OCRL- und einer Lamin A-spezifischen siRNA transfiziert. Zur Detektion
von Rab7 wurden die Zellen zusitzlich iiber Nacht mit einem Rab7-GFP-Konstrukt transfiziert.
Der MPR300 wurde durch Verwendung eines anti-MPR300-Antikorpers sowie eines Alexa Fluor
546-gekoppelten Sekundirantikorpers visualisiert (MPR300, griin).

Die Immunfluoreszenzpriparate wurden am cLSM ausgewertet. Abb. 5.12 zeigt
reprasentative Ergebnisse der OCRL KD-Zellen. Die Markerproteine EEA1, Rab5, TfR sowie
SNXT1 lokalisieren an stark vergroBerten endosomalen Strukturen, zeigen aber ansonsten keine
Verinderung in der subzelluliren Verteilung im Vergleich zu den Kontrollzellen (Daten nicht
gezeigt). Die Uberlagerung dieser vier Markerproteine mit dem MPR300 ergab eine deutliche
gelbe Pseudofirbung, was auf eine Kolokalisation hindeutet. Das Rab7-GFP-Protein zeigt
dagegen eine mit den Kontrollzellen (Daten nicht gezeigt) vergleichbare Verteilung an endoso-
malen Strukturen. In der Uberlagerung von Rab7-GFP mit dem MPR300 ist nur in einigen
wenigen Bereichen eine gelbe Pseudofirbung zu erkennen.

Aufgrund der hier gewonnenen Ergebnisse kann also von einer verstirkten Lokalisation des

MPR300 an vergroflerten, Retromer-positiven, frihen Endosomen ausgegangen werden.
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Abb. 5.12: Kolokalisation des MPR300 mit EEA1, Rab5, TfR, SNX1 sowie Rab7-GFP in HeLa-Zellen nach
OCRL- bzw. Kontroll-siRNA-Transfektion. HelLa-Zellen wurden fir 72 h mit OCRL- (OCRL KD) bzw. GFP-
oder Lamin A- (bei Rab7-GFP-Uberexpression) spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) transfiziert und anschlieBend
fir die Immunfluoreszenzanalyse fixiert. Die Detektion des MPR300 erfolgte durch einen anti-MPR300-Antikorper,
gefolgt von einem Alexa Fluor 488- (MPR300, griin) bzw. Alexa Fluor 546-gekoppelten (MPR300, rot) Sekundir-
antikérper. Die Detektion der endosomalen Markerproteine EEA1, Rab5, TfR und SNXT1 erfolgte durch Verwen-
dung eines anti-EEA1-Antikorpers, eines anti-Rab5-Antikérpers, eines anti-TfR-Antikérpers und eines anti-SNX1-
Antikorpers, gefolgt von einem Alexa Fluor 546-gekoppelten Sekundirantikorpers (Markerprotein, rot). Die
Visualisierung von Rab7 wurde durch Uberexpression einer GFP-konjugierten Rab7-Proteinvariante erzielt
(Markerprotein Rab7, griin). Pseudogelbe Firbungen in der Uberlagerung und VergroBerung weisen auf eine Kolo-
kalisation von MPR300 und Markerprotein hin. Der in der VergréBerung gezeigte Ausschnitt ist in den Uberlage-

rungsbildern mit einer weilen, gepunkteten Linie markiert. Die Auswertung der Immunfluoreszenzpriparate erfolgte
an einem cL.SM. Der weiBe Balken in der Uberlagerung entspricht einer Gréf3e von 10 pm.
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5.2.5 Biochemische Quantifizierung der Proteinmenge der endosomalen
Marker Rab5, EEA1, SNX1 und Rab7 in OCRL-depletierten HeLa-
Zellen

Aufgrund der immunzytochemisch beobachteten Relokalisation einiger Markerproteine in
vergréflerte Strukturen des endosomalen Kompartiments ergab sich die Frage, ob eine Erhéhung
der Gesamtmenge dieser Markerproteine vorliegt. Es sollte daher die Proteinmenge von EEAT,
Rab5, SNX1 und Rab7 bestimmt werden. Hierfur wurden Hela-Zellen mit OCRL- bzw. GFP-
spezifischer siRNA transfiziert und anschlieBend lysiert. Das Zelllysat wurde in der Immun-
detektion durch Verwendung von Markerprotein-spezifischen Antikérpern auf Expression der
verschiedenen Markerproteine analysiert. Als Ladekontrolle wurde Tubulin mit einem anti-
Tubulin-Antikorper detektiert. In Abb. 5.13 sind reprisentative Blots aus vier voneinander
unabhingig durchgefiihrten Versuchen abgebildet. Zur Bestimmung der relativen, zelluliren
Menge der Markerproteine wurden die Blots densitometrisch ausgewertet. Die relative
Gesamtmenge der Markerproteine nach OCRL KD wurde prozentual zu den Kontrollzellen
berechnet. In den abgebildeten Balkendiagrammen ist das Ergebnis fiir Rab5 (Abb. 5.13 A),
EEA1 (Abb. 5.13 B), SNX1 (Abb. 5.13 C) und Rab7 (Abb. 5.13 D) dargestellt. In den OCRL-
depletierten Zellen konnte eine leicht erhéhte relative Gesamtproteinmenge fiir Rab5, EEAT und
Rab7 im Vergleich zu den Kontrollzellen detektiert werden, wobei die EEA1-Menge am
stirksten erhoht war. Das notwendige Signifikanzniveau wurde jedoch fiir keines dieser Proteine

erreicht.
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Abb. 5.13: Quantifizierung der Proteinmenge von Rab5, EEA1l, SNX1 und Rab7 in OCRL- bzw. GFP-
siRNA-transfizierten HeLa-Zellen. HelLa-Zellen wurden nach 72-stindiger Transfektion mit OCRL- (OCRL
KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) lysiert. (A-D) Im oberen Blot wurde die Proteinmenge des
endosomalen Markerproteins Rab5 (A), EEA1 (B), SNX1 (C) bzw. Rab7 (D) durch Verwendung eines anti-Rab5-,
eines anti-EEA1-, eines anti-SNX1- bzw. eines anti-Rab7-Antikérpers in der Immundetektion nach Western-Blots
detektiert. Im mittleren Blot ist jeweils die Kontrolle fiir den OCRL KD zu sehen, wofiir ein anti-OCRL-Antikérper
in der Immundetektion eingesetzt wurde. Der untere Blot zeigt jeweils die Immundetektion von Tubulin mit einem
anti-Tubulin-Antikérper. Die Blots zeigen reprisentative Ergebnisse von vier unabhingig voneinander durchgefiihr-
ten Experimenten. Die Molekulargewichte des verwendeten Massenstandards sind links neben den Blots angegeben.
Rechts von den Blots ist die quantitative Auswertung der Proteinmenge der unterschiedlichen Markerproteine in
Form von Balkendiagrammen dargestellt. Die densitometrisch ermittelten Werte der Markerproteinbanden wurden
auf die Tubulin-Werte normalisiert, und die relative Menge der Markerproteine nach OCRL KD wurde prozentual
zu den Kontrollzellen durch Bildung des Mittelwertes und der Standardabweichung berechnet. WB: Western-Blot.
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5.2.6 Quantifizierung des retrograden MPR46-Transports in einer modifi-
zierten HEK-293-Zelllinie nach OCRL-Depletion

Die in OCRL-depletierten Hel.a-Zellen beobachtete verstirkte MPR300-Lokalisation in
endosomalen Strukturen kann auf einen Defekt im retrograden Transport des MPR300 zum
TGN hindeuten. Fir die quantitative Analyse des retrograden Transportweges wurde eine HEK-
293-Zelllinie verwendet (im Folgenden 293HMY-Zelllinie genannt), die eine modifizierte Version
des kleinen M6P-Rezeptors, MPR46, stabil iberexprimiert. Dieser modifizierte MPR46 weist eine
N-terminale Mehrfachmarkierung auf, die sich aus sechs Histidinresten (HIS), einer c-Myc-
Markierung und einer Tyrosin-Sulfatidierungsstelle zusammensetzt. Durchlauft dieser MPR46
den retrograden Transportweg, wird die Tyrosin-Sulfatidierungsstelle von der TGN-spezifischen
Tyrosin-Sulfotransferase erkannt und Schwefel von dessen Substrat 3‘-Phosphoadenosin 5'-
Phosphosulfat (PAPS) iibertragen. Durch Zugabe von S kann im Zytoplasma in einer 2-Schritt-
Reaktion ["S]PAPS erzeugt werden (Itin et al., 1997). Dadurch kommt es zu einer radioaktiven
Markierung des modifizierten MPR46 (Abb. 5.14 A), die anschlieBend quantifiziert werden kann.
Der Rucktransport des MPR46 zum TGN entspricht dem retrograden Transport des MPR300,
da beide M6P-Rezeptoren identische Transportwege in der Zelle durchlaufen (siehe 2.5).

Zunichst wurden 293HMY-Zellen mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA transfiziert.
Am Tag des Versuches wurden die Zellen in einer pulse-Phase von 2 h mit S versetzt. Nach
Ricktransport des MPR46 zum TGN konnte dieser nun von der Tyrosin-Sulfotransferase
sulfatidiert werden. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und der modifizierte MPR46 wurde
Uber die HIS-Markierung aus dem Rohlysat prizipitiert. Im Szintillations-Counter wurde die
absolute Menge an sulfatidiertem MPR46 gemessen. Nach Abgleich auf die Proteinkonzentration
wurde die relative Menge an sulfatidiertem MPR46 in den OCRL-depletierten Zellen prozentual
zu den Kontrollzellen bestimmt. Im abgebildeten Balkendiagramm ist das gemittelte Ergebnis
von zwel voneinander unabhingig in Doppelbestimmung durchgefithrten Versuchen dargestellt
(Abb. 5.14 B). Es zeigt eine statistisch hoch signifikante Reduktion der relativen Sulfatidierung
des MPR46 nach OCRL KD auf ca. 46 % (p<0,01) und somit einen verminderten retrograden
Transport des modifizierten MPR46 in OCRL-depletierten Zellen.
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Abb. 5.14: Quantitative Bestimmung des retrograden MPR46-Transports in einer OCRL- bzw. GFP-
siRNA-transfizierten 293HMY-Zelllinie. (A) Schematische Abbildung zum Prinzip des retrograden Transport-
Experiments. Die Tyrosin-Sulfatidierungsstelle eines modifizierten MPR46 wird nach Riicktransport vom endoso-
malen Kompartiment am TGN von der Tyrosin-Sulfotransferase erkannt. Radioaktiver Schwefel (dargestellt als
gelber Stern) wird vom Substrat der Tyrosin-Sulfotransferase, PAPS, auf die Sulfatidierungsstelle iibertragen. (B)
293HMY-Zellen wurden fir 72 h mit einer OCRL- (OCRL KD) bzw. einer GIP-spezifischen siRNA als Kontrolle
(Ko) transfiziert und in Sulfat-freiem Vollmedium ohne Antibiotikum + Chlorat inkubiert. Vor Versuchsbeginn
erfolgte eine Cycloheximid-Zugabe fiir 2 h. Die Synthese von radioaktiv-markiertem PAPS wurde durch 2-stindige
Inkubation bei 37°C mit S + Cycloheximid ermdglicht. Nach Lyse der Zellen wurde der modifizierte MPR46 tber
eine  Ni?*-Nitrilotriessigsiure-Prazipitation aus dem Rohlysat isoliert. Durch Vermessung der Proben im
Szintillations-Counter wurde die absolute Menge an sulfatidiertem MPR46 bestimmt. Dieser Wert wurde auf die
ermittelte Proteinkonzentration normalisiert. Das Balkendiagramm zeigt die relative Sulfatidierung des MPR46 nach
OCRL KD im Verhiltnis zu den Kontrollzellen nach Bildung des Mittelwertes und dazugehériger Stan-
dardabweichung von zwei in Doppelbestimmung unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen. Im oberen
Blot ist eine Immundetektion des OCRL-Proteins durch Verwendung eines anti-OCRL-Antikérpers dargestellt. Als
Ladekontrolle ist die Immundetektion von GDI nach Verwendung eines anti-GDI-Antikérpers im unteren Blot
abgebildet. Die Molekulargewichte des verwendeten Massenstandards sind links neben den Blots abgebildet. WB:
Western-Blot, **: p<0,01.

5.2.7 Immunzytochemische Analysen zur subzelluliren Lokalisation des
MPR46 in OCRL-depletierten HeLa-Zellen

Die auf immunzytochemische Analysen gestiitzte Vermutung eines verminderten
retrograden Transports des MPR300 konnte fiir den MPR46 biochemisch verifiziert werden. Die
Lokalisation des MPR46 wurde daher ebenfalls in vergréerten vesikuliren Strukturen vermutet.

Fir eine entsprechende Untersuchung wurden Hela-Zellen fir die Immunfluoreszenz-
analyse mit einer OCRI- bzw. einer GFP-spezifischen siRNA transfiziert und anschlieBend
fixiert. Die Detektion des MPR46 erfolgte durch Verwendung eines anti-MPR46-Antikorpers,
gefolgt von einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundirantikérper (MPR46, grin). Der
Zellkern wurde durch DAPI-Fiarbung der DNA angefirbt. Die angefertigten Immunfluoreszenz-

priparate wurden mit einem cLSM ausgewertet. Reprisentative Aufnahmen sind in Abb. 5.15
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dargestellt. Die Kontrollzellen zeigen eine kompakte, perinukledre Lokalisation des MPR46. In
den OCRL-depletierten Zellen liegt dagegen eine weniger kompakte Verteilung des MPR46 mit
Akkumulation in vergroBerten vesikuldren Strukturen vor (weille Pfeile), die mit der Fehlver-
teilung des MPR300 nach OCRL KD vergleichbar ist.

MPR46

Ko OCRLKD

Abb. 5.15: Subzellulidre Lokalisation des MPR46 in HeLa-Zellen nach OCRL- bzw. GFP-siRNA-Transfek-
tion. HelLa-Zellen wurden fiir 72 h mit einer OCRL- (OCRL KD) bzw. GFP-spezifischen siRNA als Kontrolle (Ko)
transfiziert und anschlieend fiir die Immunfluoreszenzanalyse fixiert. Durch Verwendung eines anti-MPR46-Anti-
korpers, gefolgt von einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundirantikérper, konnte die Lokalisation des MPR46
detektiert werden (MPR46, griin). Die weillen Pfeile in den OCRL-depletierten Zellen weisen auf vergroferte,
MPR46-positive vesikuldre Strukturen. Die Zellkerne wurden durch Firbung der DNA mittels DAPI dargestellt
(blau). Der weile Balken entspricht einer GréB3e von 10 um. Die Immunfluoreszenzexperimente wurden mit einem
cLSM ausgewertet.

5.2.8 Untersuchungen zum anterograden Transport lysosomaler Enzyme in
OCRL-depletierten HeLa-Zellen

Aufgrund des beobachteten, verminderten M6P-Rezeptor-Rucktransports nach OCRL KD
konnte der anterograde Transportweg vom TGN zum frithen Endosom ebenfalls verindert sein.
Fir die Analyse des anterograden Transportweges bietet sich die Detektion der verschiedenen
Formen saurer Hydrolasen an, da diese auf threm Weg zum Lysosom mehrfach prozessiert
werden (sieche 2.5). In dieser Arbeit sollten die unterschiedlichen Formen des lysosomalen
Enzyms Cathepsin D (Cath D) detektiert werden. Hierfiir wurden HelLa-Zellen mit OCRL- bzw.
GFP-spezifischer siRNA transfiziert und anschlieBend lysiert. Die Cath D-Formen wurden nach
Western-Blot in der Immundetektion durch Verwendung eines anti-Cath D-Antikorpers
untersucht. Zusitzlich erfolgte eine Detektion von Tubulin als Ladekontrolle durch Verwendung
eines anti-Tubulin-Antikérpers. In Abb. 5.16 A zeigen die dargestellten Blots ein reprisentatives
Ergebnis aus vier voneinander unabhingig durchgefihrten Versuchen. Die Menge an Cath D-
Intermediat (48 kDa) scheint nach OCRL KD erhoht zu sein. Zur Quantifizierung der einzelnen
Cath D-Formen wurden die Blots densitometrisch ausgewertet. Die relative Menge der Cath D-
Formen wurde prozentual zu den Kontrollzellen bestimmt. Das in Abb. 5.16 B dargestellte
Balkendiagramm zeigt eine statistisch signifikant erhohte Menge an Cath D-Intermediat in
OCRL-depletierten Zellen (p<0,05). Die Menge an Pro-Cath D (52 kDa) ist nach OCRL KD
ebenfalls erhoht, jedoch konnte keine statistische Signifikanz ermittelt werden. Die Menge an

reifem, lysosomalen Cath D (34 kDa) ist nach OCRL KD unverindert, was daftr spricht, dass
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Cath D in OCRL-depletierten Zellen tber den anterograden Transportweg weiterhin das

Lysosom erreicht.
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Abb. 5.16: Biochemische Detektion der unterschiedlichen Formen des Cath D-Proteins in OCRL- bzw.
GFP-siRNA-transfizierten HeLa-Zellen. (A) Hela-Zellen wurden nach 72-stindiger Transfektion mit OCRL-
(OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) lysiert. Der obere Blot zeigt die unterschiedlichen, in
der Immundetektion durch Verwendung eines anti-Cath D-Antikorpers detektierten Formen des Cath D-Proteins
im stationdren Zustand (52 kDa = Pro-Cath D; 48 kDa = Cath D-Intermediat; 34 kDa = Cath D). Der mittlere Blot
zeigt die Kontrolle der siRNA-Transfektion durch Immundetektion mit einem anti-OCRL-Antikérper. Im unteren
Blot wurde die Expression des Haushaltsgens Tubulin durch Immundetektion mit einem anti-Tubulin-Antikérper
detektiert. Die Blots zeigen reprisentative Ergebnisse von vier unabhingig voneinander durchgefithrten Experi-
menten. Die Molekulargewichte des verwendeten Massenstandards sind links neben den Blots aufgefithrt. (B)
Quantitative Auswertung der relativen Menge der unterschiedlichen Cath D-Formen. Die densitometrisch ermit-
telten Werte der einzelnen Cath D-Formen wurden auf die Tubulin-Werte normalisiert und die relative Menge der
Cath D-Formen prozentual zu den Kontrollzellen mit dazugehoériger Standardabweichung ermittelt. WB: Western-
Blot, *: p<0,05.

Fir die Untersuchung des anterograden Transportweges wurde ein zweiter, unabhingiger
Versuch durchgefihrt. In einem pulse-chase Experiment wurde die Menge an neu-synthetisiertem
Cathepsin Z (Cath Z), einer Cystein-Protease der Papain-Familie, ermittelt. Cath Z wird als ein
aus 303 AS-bestehendes Pripropeptid synthetisiert. Nach Abspaltung der Signalsequenz (23 AS)
im ER wird Pro-Cath Z freigesetzt und zum Golgi transportiert. Im Lysosom wird schlieBlich das
Propeptid (38 AS) abgespalten und reifes Cath Z entsteht (Nagler et al., 1999; Sivaraman et al.,
2000).

Fir den Versuch wurden Hel.a-Zellen mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA transfi-
ziert. Zur Synthese radioaktiv-markierter Proteine wurden die Zellen fiir 1 h mit *S-Met inku-
biert. Fir die Detektion von Pro-Cath Z wurde ein Zellaliquot direkt im Anschluss lysiert. Mit
den dbrigen Ansitzen wurde eine chase-Phase von 5h durchgefithrt. Nach Zelllyse wurde das
Cath Z-Protein durch einen anti-Cath Z-Antikérper prazipitiert. Die Prizipitate wurden auf eine
SDS-PAGE aufgetragen und anschlieBend fluorographisch ausgewertet. Abb. 5.17 A zeigt ein
reprasentatives Ergebnis von zwei voneinander unabhingig durchgefithrten Versuchen. Die

obere Bande nach 0 h chase konnte als Pro-Cath Z (ca. 39 kDa) identifiziert werden (siche Abb.
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5.18 A). Bei der unteren Bande (ca. 38 kDa) handelt es sich vermutlich um eine weniger stark
glykosylierte Form von Pro-Cath Z (Nagler et al., 1999). Eine voriibergehende Bildung einer
Intermediarform innerhalb der pulse-Phase ist unwahrscheinlich, da in der Literatur lediglich die
Reifung vom Propeptid direkt zum reifen Enzym beschrieben ist. Nach 5 h chase konnte schlief3-
lich reifes Cath Z (ca. 37 KDa) detektiert werden.

Die Pro-Cath Z- und Cath Z-Banden wurden anschlieBend densitometrisch ausgewertet. Die
relative Menge an reifem Cath Z in OCRL-depletierten Zellen wurde prozentual zu den
Kontrollzellen im abgebildeten Balkendiagramm dargestellt. In OCRL KD- und Kontrollzellen
wurde eine vergleichbare Menge an reifem Cath Z detektiert (Abb. 5.17 B).

A B
— 140 =2
tpulse =1h = n
§ 120
N
tchase [h] § g e
40kDa > IP: KCJ: 9 80 A
anti- S5
CathZ & o
=)
ﬁ w0 40 A
Ko OCRLKD - 20
WB: ©
- anti- 0 A
95kDa > OCRL Ko OCRLKD

Abb. 5.17: Detektion der Prozessierung des Cath Z-Proteins in OCRL- bzw. GFP-siRNA-transfizierten
HeLa-Zellen durch radioaktive Markierung mit 35S. (A) Hela-Zellen wurden mit OCRL- (OCRL KD) bzw.
GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) fiir 72 h transfiziert. In einer pulse-Phase von 1 h wurde 33S-Met zu den
Zellen gegeben. Zur Detektion von Pro-Cath Z wurden die Zellen direkt lysiert. Zur Ermittlung von reifem Cath Z
wurden die Zellen fiir eine ¢hase-Phase von 5 h mit ,,kaltem® Met inkubiert. Nach Lyse der Zellen wurde enthaltenes
Cath Z mittels IP mit einem anti-Cath Z-Antikérper prazipitiert. Im Anschluss wurde mit dem Prizipitat eine SDS-
PAGE durchgefithrt und das Gel fluorographisch ausgewertet. Die beiden oberen Blots zeigen das Ergebnis der IP
nach Durchlaufen des Réntgenfilms durch ein Entwicklergerit. Nach 0 h chase kann Pro-Cath Z detektiert werden,
wogegen nach 5 h chase reifes Cath Z sichtbar wird. Der Transfektionsansatz wurde, dargestellt im unteren Blot,
durch Immundetektion mit einem anti-OCRL-Antikérper auf OCRL KD-Effizienz tberpriaft. Die Blots stellen
reprisentative Ergebnisse von zwei voneinander unabhingig durchgefithrten Experimenten dar. Auf linker Seite der
Blots sind die Molekulargewichte des verwendeten Massenstandards abgebildet. (B) Das Balkendiagramm zeigt die
relative Menge des nach 5 h chase gebildeten, reifen Cath Z. Der densitometrisch ermittelte Cath Z-Wert wurde auf
den Pro-Cath Z-Wert (obere Bande) normalisiert. Die relative Menge des in OCRL-depletierten Zellen nach 5 h chase
gebildeten Cath Z wurde prozentual zu den Kontrollzellen ermittelt. Die Standardabweichung wurde berechnet. WB:
Western-Blot.

5.2.9 Analysen zur Sekretion lysosomaler Enzyme in das extrazellulire
Medium nach siRNA-Depletion von OCRL in HeLa-Zellen

Zusitzlich zum Transport ins Lysosom wird ein Teil der lysosomalen Enzyme MOGP-
Rezeptor-unabhingig ins extrazellulire Medium abgegeben. Bei einer Beeintrichtigung des M6P-
Rezeptor-Transportweges kann es deswegen zu einer erhohten Sekretion lysosomaler Enzyme
kommen.

Zur Messung der Sekretion von Cath Z wurde mit OCRL- bzw. GFP-siRNA transfizierten
HeLa-Zellen, wie bereits beschrieben (siehe 5.2.8), ein pulse-chase Experiment durchgeftihrt. Nach

einer 5-stiindigen chase-Phase wurde der Zelluberstand gesammelt und zusammen mit dem 0 h-
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Zelllysat einer Cath Z-IP unterzogen. Das Prizipitat wurde auf eine SDS-PAGE aufgetragen und
anschlieBend fluorographisch ausgewertet. Abb. 5.18 A zeigt das repriasentative Ergebnis von
zwei unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen. Da keine Prozessierung im endoso-
malen/lysosomalen Kompartiment stattfindet, wird Pro-Cath Z nach 5h chase im Uberstand
detektiert (sekretiert). Das nach 0 h chase neu-synthetisierte Pro-Cath Z im Zelllysat (intrazellulir)
konnte durch Vergleich der BandengréBen im Lysat und im Uberstand identifiziert werden. Die
detektierten Pro-Cath Z-Banden wurden densitometrisch ausgewertet und die Pro-Cath Z-Werte
des Uberstands auf die intrazelluliren Werte normalisiert. Die relative Sekretion von Pro-Cath Z
in OCRL-depletierten Zellen wurde prozentual zu den Kontrollzellen berechnet und ist im
abgebildeten Balkendiagramm wiedergegeben (Abb. 5.18 B). Die Menge an sekretiertem Cath Z
in OCRL KD- und Kontrollzellen ist miteinander vergleichbar.
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Abb. 5.18: Quantifizierung der Sekretion von radioaktiv-markiertem Pro-Cath Z in HeLa-Zellen nach
OCRL- bzw. GFP-siRNA-Transfektion. (A) Nach einer 72-stindigen Transfektion von Hel.a-Zellen mit OCRL-
(OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (KKo) wurden die Zellen fiir eine pulse-Phase von 1 h mit
3S-Met versetzt. Zur Detektion von intrazellulirem Pro-Cath Z wurden die Zellen direkt im Anschluss lysiert. Zur
Ermittlung der Sekretion von Pro-Cath Z wurde eine chase-Phase von 5 h durchgefiihrt. Das enthaltene Pro-Cath Z
in Zelliberstand und —lysat wurde mittels Cath Z-IP mit einem anti-Cath Z-Antikérper prizipitiert. Im Anschluss
wurde mit dem Prizipitat eine SDS-PAGE durchgefithrt und das Gel fluorographisch ausgewertet. Die beiden
oberen Blots zeigen das Ergebnis der IP nach Durchlaufen des Rontgenfilms durch ein Entwicklergerit. Im linken,
oberen Blot ist das intrazellulire Pro-Cath Z nach 0 h chase sichtbar, wogegen im oberen, rechten Blot das nach 5 h
chase sekretierte Pro-Cath Z zu erkennen ist. Der Transfektionsansatz wurde, dargestellt im unteren Blot, durch
Immundetektion mit einem anti-OCRL-Antikérper auf OCRL KD-Effizienz Gberpriift. Die Blots stellen reprisen-
tative Ergebnisse von zwei voneinander unabhingig durchgefithrten Experimenten dar. Links neben den Blots sind
die Molekulargewichte des verwendeten Massenstandards abgebildet. (B) Das Balkendiagramm zeigt die relative
Menge an nach 5 h chase sekretiertem Pro-Cath Z. Die Blots der Cath Z-IP wurden densitometrisch ausgewertet und
sekretiertes Pro-Cath Z auf das intrazellulire Pro-Cath Z normalisiert. Die relative Menge des nach OCRL KD
sekretierten Pro-Cath Z wurde prozentual zu den Kontrollzellen berechnet und die Standardabweichung gebildet.

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der Sekretion lysosomaler Enzyme stellt die
Messung der Enzymaktivititen im extrazelluliren Medium dar. In dieser Arbeit wurde die
Sekretion der lysosomalen Enzyme B-Hexosaminidase und [3-Galaktosidase bestimmt. Hierftr
wurden HelLa-Zellen nach 60-stiindiger Transfektion mit OCRI- bzw. GFP-spezifischer siRNA
fir weitere 24 h bei 37°C mit frischem Medium inkubiert. AnschlieBend wurde der Zelliberstand
gesammelt und die Zellen lysiert. Die Substrate der Enzyme wurden zu den Zelliberstinden und
—lysaten gegeben und die Extinktion des daraufhin gebildeten Farbstoffs wurde photometrisch

gemessen. Die erhaltenen Werte wurden auf die zuvor ermittelte Proteinkonzentration norma-
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lisiert. Zur Bestimmung der absoluten Sekretion wurde unter Berticksichtigung der Verdinnungs-
faktoren der Anteil an sekretiertem Enzym im Verhiltnis zur intrazelluliren Gesamtmenge
berechnet. Die relative Menge an sekretiertem Enzym in OCRL-depletierten Zellen wurde
daraufhin prozentual zu den Kontrollzellen ermittelt. Fur die Sekretion der 3-Hexosaminidase (n
= 4) konnte kein Unterschied nach OCRL KD detektiert werden (Abb. 5.19 B). Die relative
Sekretion der B-Galaktosidase (n = 3) war dagegen in OCRL-depletierten Zellen im Vergleich zu
den Kontrollzellen ca. 1,8-fach erhéht (Abb. 5.19 C). Dieser Anstieg war jedoch nicht statistisch
signifikant. Im Vergleich zur $-Hexosaminidase wurden zudem starke Schwankungen in den
absoluten Werten registriert (Daten nicht gezeigt), weshalb das Ergebnis der 3-Hexosaminidase-
Sekretion als aussagekriftiger zu werten ist.

Zusammenfassend konnte nach Anwendung beider Methoden kein Unterschied in der

Sekretion der untersuchten, lysosomalen Enzyme nach OCRL KD detektiert werden.
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Abb. 5.19: Bestimmung der Enzymaktivititen der lysosomalen Enzyme j-Hexosaminidase und -
Galaktosidase nach Sekretion ins extrazellulire Medium aus HeLa-Zellen nach OCRL- bzw. GFP-siRINA-
Transfektion. HeLa-Zellen wurden mit OCRL- (OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) fur
60 h transfiziert. (A) Die Lyse eines Zellaliquots ermdglichte die Uberpriifung der OCRL KD-Effizienz nach
Western-Blot durch Verwendung eines anti-OCRL-Antikérpers in der Immundetektion. Der abgebildete Blot zeigt
ein reprisentatives Ergebnis. Die Molekulargewichte des verwendeten Massenstandards sind links neben dem Blot
abgebildet. (B, C) Zur Messung der Sekretion lysosomaler Enzyme wurden die tbrigen Zellaliquots fiir weitere 24 h
bei 37°C inkubiert. Zelliberstand und hergestelltes Zelllysat wurden mit Substratpuffer versetzt und fur 1h (B-
Hexosaminidase) bzw. 3 h (8-Galaktosidase) bei 37°C inkubiert. Gemessen wurde die Substratfreisetzung von p-
Nitrophenol bei 405 nm. Die erhaltenen Werte wurden auf die zuvor im Zelllysat gemessene Proteinkonzentration
normalisiert und die absolute Sekretion durch Bestimmung des Anteils an sekretiertem Enzym im Verhiltnis zum
zelluliren Enzym ermittelt. Die abgebildeten Balkendiagramme zeigen die relative Sekretion der B-Hexosaminidase
(B) und der B-Galaktosidase (C) nach 24 h. Die relative Sekretion von vier (8-Hexosaminidase) bzw. drei (B-
Galaktosidase) voneinander unabhingig durchgefiihrten Sekretionsexperimenten wurde in OCRL-depletierten Zellen
prozentual zu den Kontrollzellen errechnet und die Standardabweichung bestimmt. WB: Western-Blot.
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5.2.10 Immunzytochemische Betrachtung der Lysosomenmorphologie und
biochemische Quantifizierung der lysosomalen Marker Lampl und
Lamp2 in OCRL-depletierten HeLa-Zellen

Aufgrund der Akkumulation der MO6P-Rezeptoren in vergrof3erten, endosomalen Strukturen
sowie der detektierten Erhchung von Cath D-Vorstufen in OCRL-depletierten Zellen, war es
von Interesse, die Morphologie der Lysosomen als Bestimmungsort der vom MO6P-Rezeptor
transportierten lysosomalen Enzyme niher zu untersuchen. Als lysosomale Marker wurden die
Lysosomen-assoziierten Membranproteine Lampl und Lamp2 verwendet (Karlsson und
Carlsson, 1998).

Durch Immunfluoreszenzfirbungen von Lampl und Lamp2 sollte zunichst die
Lysosomenmorphologie analysiert werden. Dafiir wurden HelLa-Zellen mit OCRL- bzw. GFP-
spezifischer siRNA transfiziert und anschlieend fixiert. Die Detektion von Lampl und Lamp2
erfolgte mit einem anti-Lampl- (Lampl, griin) bzw. anti-Lamp2-Antikérper (Lamp2, grin),
gefolgt von einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundirantikérper. Die DNA wurde mittels
DAPI angefirbt (blau). Am cL.SM wurden Immunfluoreszenzbilder der hergestellten Firbungen
mit identischer Laserintensitit und VergroBerung gescannt. Reprisentative Aufnahmen sind in
Abb. 5.20 A abgebildet. Die Lamp1-Farbung zeigt einen deutlichen Unterschied in der Lysoso-
menmorphologie zwischen OCRL KD- und Kontrollzellen (links). Nach OCRL-Depletion
scheinen deutlich vergroBerte und/oder mehr Lysosomen vorzuliegen. Dieser Effekt konnte
jedoch nicht fur Lamp2 beobachtet werden; Lysosomenanzahl und -morphologie waren in
OCRL KD- und Kontrollzellen gleich (rechts).

Um zu bestimmen, ob die intensivere Farbung der Lamp1-positiven Lysosomen in OCRL-
depletierten Zellen auf eine Erhéhung der Proteinmenge von Lampl zuriickzufithren war,
wurden Zelllysate von OCRL- und GFP-siRNA-transfizierten Hela-Zellen hergestellt. Die
Gesamtmenge von Lampl bzw. Lamp2 als Vergleich wurde in der Immundetektion durch
Verwendung von anti-Lamp1- bzw. anti-Lamp2-Antikérpern bestimmt. Als Ladekontrolle wurde
Tubulin mit einem anti-Tubulin-Antikorper detektiert. Reprasentative Blots von vier voneinander
unabhingig durchgefiihrten Versuchen sind in Abb. 5.20 B dargestellt. Aufgrund der erhéhten
Lamp1-Bandenintensitit nach OCRL KD verglichen mit den Kontrollzellen (links) scheint eine
erhohte Lampl-Proteinmenge vorzuliegen. Die Lamp2-Bandenintensititen in OCRL KD- und
Kontrollzellen (rechts) sind dagegen vergleichbar. Fiir eine quantitative Bestimmung der Lamp1-
und Lamp2-Proteinmengen wurden die Banden densitometrisch vermessen. Die ermittelten
Lamp1- und Lamp2-Werte wurden auf Tubulin normalisiert und die relative Menge an Lampl
bzw. Lamp2 nach OCRL KD prozentual zu den Kontrollzellen bestimmt (Abb. 5.20 B). Wie im
linken Balkendiagramm zu sehen ist, konnte die anscheinend erhéhte Lamp 1-Proteinmenge
nach OCRL KD nicht quantitativ bestitigt werden, was auf die unscharfen Banden im Blot
zurickgefithrt werden kann. Die im rechten Balkendiagramm wiedergegebene Quantifizierung
von Lamp2 zeigt keinen Unterschied zwischen OCRL KD- und Kontrollzellen, was den

Bandenintensititen im Blot entspricht.
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Abb. 5.20: Immunzytochemische und biochemische Analysen zur Lokalisation und Proteinmengenbestim-
mung von Lampl und Lamp2 in OCRL- bzw. GFP-siRNA-transfizierten HeLa-Zellen. (A) Hela-Zellen
wurden nach 72-stindiger Transfektion mit OCRL- (OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko)
fir eine Immunfluoreszenzanalyse fixiert. Die Lokalisation von Lampl- (links) und Lamp2- (rechts) wurde mit
einem anti-Lampl- bzw. anti-Lamp2-Antikérper sowie einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundirantikrper
detektiert (griin). Die DNA wurde mit DAPI angefirbt (blau). Die Immunfluoreszenzpriparate wurden mit einem
cL.SM ausgewertet. Der weille Balken entspricht einer Linge von 10 pm. (B) OCRL- bzw. GFP-siRNA-transfizierte
HelLa-Zellen wurden lysiert. Die Lamp1- (links) bzw. Lamp2-Gesamtmenge (rechts) wurde durch Verwendung eines
anti-Lamp1- bzw. anti-Lamp2-Antikérpers in der Immundetektion detektiert und ist im oberen Blot dargestellt. Der
mittlere Blot zeigt die Kontrolle der Transfektion durch Verwendung eines anti-OCRL-Antikérpers in der Immun-
detektion. Im unteren Blot ist die Immundetektion von Tubulin mit einem anti-Tubulin-Antik6rper dargestellt. Die
abgebildeten Blots stellen reprisentative Ergebnisse von vier unabhingig voneinander durchgefithrten Transfek-
tionsansitzen dar. Die Molekulargewichte des verwendeten Massenstandards sind links neben den Blots abgebildet.
Nach densitometrischer Quantifizierung der Bandenintensititen von Lampl und Lamp2 wurden diese auf Tubulin
normalisiert und die relative Menge an Lamp1 und Lamp2 nach OCRL KD prozentual zu den Kontrollzellen mit
dazugehériger Standardabweichung im abgebildeten Balkendiagramm dargestellt. WB: Western-Blot.
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5.3 Untersuchungen zur Funktion von OCRL und/oder OCRL-
Domainen fiir den retrograden Transport

Der deutlich verminderte, retrograde M6P-Rezeptor-Transport nach OCRL KD lie3 auf
eine Funktion von OCRL in diesem Transportprozess schlieBen. Es war jedoch unklar, welche
OCRL-Domine(n) fur die Regulation des MOP-Rezeptor-Riicktransports zum TGN bendtigt
witd/werden. Vermutet wurde eine Beteiligung der OCRL-Phosphatase-Domine, was im

Folgenden niher untersucht werden sollte.

5.3.1 Komplementierung der MPR300-Fehlverteilung nach OCRL-
Depletion durch Uberexpression verschiedener OCRL-Protein-
varianten in HeLa-Zellen

In dieser Arbeit sollte die Uberexpression verschiedener OCRL-Proteinvarianten Aufschluss
tber deren Komplementierungsfihigkeit beziiglich der MPR300-Fehlverteilung nach OCRL KD
geben. In den Komplementationsstudien wurde sowohl ein OCRL WT-Protein als auch eine
Phosphatase-defiziente OCRL-Proteinvariante (siche 5.1.1) verwendet. Daflir war es von
entscheidender Bedeutung, dass diese nach transienter Transfektion iberexprimierten OCRL-
Proteinvarianten im Gegensatz zum endogenen OCRL-Protein nicht mehr durch OCRI-
spezifische siRNA depletiert werden. Um dies zu realisieren, wurde eine sogenannte Rescue-Se-
quenz in die OCRL-cDNA eingefiihrt. Die von der OCRL-siRNA erkannte Basensequenz wurde
durch Einfihren stiller Mutationen so verindert, dass die siRNA nicht mehr binden konnte, die
Aminosaurensequenz aber unverindert blieb (Abb. 521 A). Insgesamt wurden vier dieser
siRNA-resistenten Proteinvarianten erstellt (Abb. 5.21 B): Zum einen OCRL WT (OCRLY"

" _rescue; OCRLY"™"* _rescue), zum anderen eine Phosphatase-defiziente OCRI-Proteinvariante

(OCRLRMA/ RSOT18 pescue; OCRLMPY RIS rescue), jeweils sowohl ohne, als auch mit alterna-
tivem Exon 18a. Die abgebildete Dominenstruktur dieser OCRL-Varianten zeigt die Position der
Rescue-Sequenz am Ende der Phosphatase-Domine sowie die durch Einfihrung von Mutati-
onen in der cDNA-Sequenz erzeugten Aminosdurenaustausche in der Phosphatase-defizienten
OCRL-Variante. Zusitzlich wurde eine N-terminale HA-Markierung angefiigt um eine Detektion
der Gberexprimierten Proteine in der Immunfluoreszenz zu erméglichen (Abb. 5.21 B).

Um die Funktionalitit der Rescue-Sequenz zu testen, wurden HelLa-Zellen nach OCRL KD
mit den unterschiedlichen OCRIL-cDNA-Konstrukten transfiziert. Nach Zellfixierung konnten
erfolgreich tberexprimierte OCRL-Proteinvarianten durch Verwendung eines anti-HA Anti-
korpers, gefolgt von einem Alexa Fluor 546-gekoppelten Sekundirantikérper, detektiert werden
(HA, rot). Der Zellkern wurde durch Firbung der DNA mit DAPI dargestellt (blau). Nach
Auswertung der Immunfluoreszenzpraparate am cLL.SM zeigen die hier abgebildeten Aufnahmen
nach Uberexpression aller OCRL-Proteinvarianten eine typische, perinukleire Verteilung (Abb.
5.21 C). Besonders nach Uberexpression der OCRL-Varianten inklusive alternativem Exon 18a
wurde zusitzlich eine Lokalisation in vesikuldren Strukturen beobachtet, was bereits veroffent-

lichten Daten entspricht (Choudhury et al., 2009).
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Abb. 5.21: Uberexpression von siRNA-resistenten OCRL-Proteinvarianten in OCRL-siRNA-transfizierten
HeLa-Zellen. (A) Generierung von siRNA-resistenten OCRL-Proteinvarianten durch Einfithren von stillen
Mutationen (Rescue-Sequenz) in die von der OCRL-spezifischen siRNA erkannten OCRL-cDNA-Sequenz. (B)
Schematische Darstellung der Domainenstruktur der siRNA-resistenten OCRL¥T- und Phosphatase-defizienten
(OCRILR43A/R500T - ¥y Proeinvarianten ohne (-18a) bzw. mit (+18a) den vom Exon 18a kodierten AS. Die Rescue-
Sequenz befindet sich am Ende der Phosphatase-Domine ( ¥ ). Zudem wurde eine N-terminale HA-Markierung
angeftgt. PH: pleckstrin homology; 1PPc: inositol pohyphosphate phosphatase, catalytic, ASH: ASPM, SPD-2, Hydin; RhoGAP:
Rho GTPase-activating protein. (C) Fur die Immunfluoreszenzanalyse wurden HelLa-Zellen fir 72 h mit einer OCRL-
spezifischen siRNA (OCRL KD) transfiziert und die siRNA-resistenten OCRL-Proteinvarianten iber Nacht
transient iberexprimiert. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert und die OCRL-Proteinvarianten mit einem anti-
HA-Antikérper und einem Alexa Fluor 546-gekoppelten Sekunddrantikérper detektiert (anti-HA, rot). Der Zellkern
wurde durch DNA-Firbung mittels DAPI dargestellt (blau). Die Immunfluoreszenzfirbungen wurden an einem
cLSM ausgewertet. Der weil3e Balken entspricht einer Linge von 10 um.

Da fir jedes der OCRL-Konstrukte eine siRNA-Resistenz gezeigt werden konnte, wurden
diese darauthin in einem Komplementierungsassay eingesetzt. OCRL wurde in Hel.a-Zellen mit
OCRIL-spezifischer siRNA depletiert und die verschiedenen OCRL-Konstrukte transient
transfiziert. Nach Fixierung der Zellen wurde die Uberexpression der OCRL-Proteinvarianten
mit einem anti-HA-Antikérper sowie einem Alexa Fluor 546-gekoppelten Sekundirantikorper
Uberprift. Die Verteilung des MPR300 wurde nach Verwendung eines anti-MPR300-Antikorpers
und eines Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundarantikorpers am cLLSM untersucht. Der Zellkern
wurde mittels DAPI markiert (blau). Reprisentative Aufnahmen sind in Abb. 5.22 A dargestellt.
Im Gegensatz zu den nicht-transfizierten, OCRL-depletierten Zellen kann in den
OCRIY™® tescue- und OCRL\WHM_rescue—ﬁberexprimierenden Zellen keine Lokalisation des
MPR300 in vergroBerten vesikuliren Strukturen detektiert werden. Bei Uberexpression von
OCRLMPVENTR pescue- und OCRLMPYRNTH rescue liegt dagegen weiterhin eine MPR300-

Fehlverteilung vor.
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Abb. 5.22: Komplementierung der MPR300-Fehlverteilung in OCRL-depletierten HeLa-Zellen durch Ubet-
expression von siRNA-resistenten OCRL-Proteinvarianten. (A) HelLa-Zellen wurden fir 72 h mit einer OCRL-
spezifischen siRNA (OCRL KD) transfiziert und siRNA-resistente OCRL-Proteinvarianten iiber Nacht transient in
den Zellen iberexprimiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir eine Immunfluoreszenzanalyse fixiert. Zur Detektion
von Zellen mit transienter Uberexpression einer siRNA-resistenten OCRL-Proteinvariante wurde ein anti-HA-
Antik6rper gefolgt von einem Alexa Fluor 546-gekoppelten Sekundirantikérper verwendet (HA, rot). Der MPR300
wurde durch Verwendung eines anti-MPR300-Antikorpers, gefolgt von einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekun-
dirantikérper dargestellt (MPR300, griin). Weille Sterne kennzeichnen Zellen, die eine siRNA-resistente OCRIL-
Proteinvariante iiberexprimieren. Der weie Balken in der Uberlagerung entspricht einer Linge von 20 um. Die
DNA wurde mit DAPI angefirbt (blau). Die Immunfluoreszenzfirbungen wurden mit einem cL.SM ausgewertet. (B)
Auswertung der Komplementierungsfahigkeit der siRNA-resistenten OCRL-Proteinvarianten hinsichtlich der
MPR300-Fehlverteilung nach OCRL KD mit dem Metamorph-Programm. Es wurden pro Bedingung 20 Zellen mit
identischer VergroBerung und Laserintensitit aufgenommen. Pro Zelle wurde die Fliche von 29 Vesikeln vermessen
und der mittlere Anteil der Vesikel innerhalb einer willkiirlich gewihlten VesikelgroBenverteilung mit dazugehériger
Standardabweichung bestimmt. *: p<0,05, ***: p<0,001.

Diese qualitativen Beobachtungen konnten quantitativ durch Anwendung des Metamorph-
Programms bestitigt werden. Pro transfiziertem Rescue-Konstrukt wurden HA-positive Zellen in
identischer Vergroflerung und Laserstirke am cLSM gescannt (n = 20) und der mittlere Anteil
der Vesikel innerhalb einer willkiirlich gewihlten VesikelgroB3enverteilung bestimmt. Dieser
wurde dann mit der VesikelgroBenverteilung nach OCRL KD (siehe dazu Abb. 5.10 B)
verglichen und im abgebildeten Balkendiagramm dargestellt (Abb. 5.22 B). Die VesikelgroB3en-
verteilung in Zellen nach Uberexpression von OCRLY"™ tescue und OCRLY"™ % tescue unter-
scheidet sich deutlich von der Verteilung in OCRL-depletierten Zellen: der iberwiegende
Vesikelanteil findet sich in der arbitriren Vesikelgrole < 40, wogegen nur wenige Vesikel eine
Vesikelgrofle von 61-80 und = 81 haben. Diese Unterschiede zu den OCRL KD-Zellen sind
statisch hochst signifikant (p<<0,001). Damit zeigt die VesikelgroBBenverteilung dieser Zellen
Ahnlichkeit zu der in den GFP-siRNA-transfizierten Kontrollzellen detektierten Verteilung (siehe
dazu Abb. 5.10). Verglichen mit den OCRL KD-Zellen konnte dagegen keine Verdnderung in
der VesikelgroB3enverteilung bei Hela-Zellen gefunden werden, die eine Phosphatase-defiziente
OCRIL-Variante iiberexprimierten. Einzige Ausnahme bildet dabei die Uberexpression von
OCRIMPMRNTIR pescue, fiir die ein signifikant erhohter Vesikelanteil der VesikelgréBe 61-80 im
Vergleich zu den OCRL-depletierten Zellen vorliegt (p<0,05). Diese Ergebnisse zeigen, dass das
OCRL WT-Protein die MPR300-Fehlverteilung komplementiert, die Phosphatase-defiziente

OCRL-Proteinvariante jedoch nicht.

5.3.2 Immunzytochemische Bestimmung der Verteilung von Phospho-
inositiden in OCRL-depletierten HeLa-Zellen

Die Komplementationsstudien haben gezeigt, dass nur durch Uberexpression eines OCRL-
Proteins mit intakter Phosphatase-Domine die Fehlverteilung des MPR300 nach OCRL-
Depletion behoben wird. Die Dephosphorylierung von PI(4,5)P, durch OCRL kénnte also fir
den retrograden MOP-Rezeptor-Transport von Bedeutung sein. Im folgenden Versuch sollte
daher die Phosphoinositid-Verteilung nach OCRL KD untersucht werden. Um dies zu
ermoglichen, wurde je eine GFP-gekoppelte PH-Domine von zwei verschiedenen Proteinen in
Hela-Zellen tberexprimiert, die zuvor mit OCRL- bzw. Lamin A-spezifischer siRNA transfiziert
wurden. Zum einen wurde die PH-Domaine des four-phosphate-adaptor protein 1 (FAPP1) verwendet,
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die spezifisch an das Produkt der OCRL-katalysierten Dephosphorylierungsreaktion, PI(4)P,
bindet (Godi et al., 2004). Die Detektion von PI1(4,5)P,, dem Substrat von OCRL, erfolgte durch
Uberexpression der Phospholipase C-delta 1- (5-PL.C-) PH-Domine (Gatcia et al., 1995). Nach
Fixierung der Zellen wurden die Praparate am cLLSM ausgewertet (Abb. 5.23). Die FAPP1-PH-
Domine zeigt eine perinukleire Verteilung, die mit der beschriebenen Golgi-Lokalisation von
PI(4)P tdbereinstimmt (Di Paolo und De Camilli, 2006). Zwischen den OCRL KD- und
Kontrollzellen sind qualitativ keine Unterschiede ersichtlich. PI(4,5)P, ist in der Zelle
hauptsichlich an der Plasmamembran zu finden, was durch die Verteilung der 8-PLC-PH-
Domine bestatigt wird. Auch hier sind keine Unterschiede in der P1(4,5)P,-Verteilung zwischen
Kontrollzellen und OCRL-depletierten Zellen erkennbar.
FAPP1-PH-GFP 6-PLC-PH-GFP

OCRLKD

Abb. 5.23: Visualisierung der subzelluliren Verteilung von Phosphoinositiden in OCRL- und Lamin A-
siRNA-transfizierten HeLa-Zellen durch Uberexpression von GFP-gekoppelten PH-Dominen. Hel.a-
Zellen wurden fir 72 h mit OCRL- (OCRL KD) bzw. Lamin A-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) transfiziert
und eine GFP-gekoppelte FAPP1-PH-Domine zur Visualisierung von PI(4)P (links) bzw. 8-PLC-PH-Domine zur
Visualisierung von PI(4,5)P; (rechts) iiber Nacht transient in den Zellen iiberexprimiert. AnschlieBend wurden die
Zellen fur Immunfluoreszenzanalysen fixiert. Die weillen Pfeile weisen auf die primire Lokalisation der Phospho-
inositide hin. Die weilen Balken entsprechen einer Linge von 5 um. Ausgewertet wurden die Immunfluoreszenz-
priparate mit einem cL.SM.

5.3.3 Untersuchungen zur subzelluliren Lokalisation der Adaptorproteine
AP1, AP2 und AP3 in HeLa-Zellen nach OCRL-Depletion

Obwohl auf zellulirem Niveau keine verinderte Phosphoinositid-Verteilung erkennbar war,
ist dennoch eine lokale Modulierung der Phosphoinositid-Level durch OCRL mdoglich, die sich
auf die Rekrutierung von Adaptorproteinen auswirken kann. Diese sind fiir die Bildung der CCV's
essentiell. Fir den retrograden Transport des MPR46 konnte bereits eine Beteiligung der
Adaptorproteine AP1 und AP3 gezeigt werden (siche 2.4). Daher sollte die intrazellulire
Verteilung von AP1 und AP3 nach OCRL KD untersucht werden. Zusitzlich erfolgte eine
Detektion des Adaptorproteins AP2, das fiir die Bildung endozytotischer CCVs benétigt wird
(siche 2.3).
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Fir den Versuch wurden Hela-Zellen mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA transfiziert
und fir die Immunfluoreszenzfirbung fixiert. Zur Visualisierung der Adaptorprotein-Verteilung
wurden anti-AP1-; anti-AP2- bzw. anti-AP3-Antikérper, gefolgt von einem Alexa Fluor 488-
gekoppelten Sekundirantikorper, verwendet (griin). Die Immunfluoreszenzfirbungen wurden am
cLSM ausgewertet und reprisentative Aufnahmen in Abb. 5.24 dargestellt. Die Farbungen zeigen
eine vesikulire Verteilung der Adaptorproteine. Die AP1-Firbung von tberwiegend perinu-
kledren Vesikeln stimmt mit der beschriebenen Lokalisation von AP1 an hauptsidchlich TGN-
assozilerten Strukturen iberein (Ahle et al, 1988). AP3 zeigt ebenfalls eine perinukleire
Verteilung, jedoch ist diese weniger kompakt als bei AP1. Zusitzlich kann mehr AP3 an Vesikeln
detektiert werden, die im Zytoplasma verstreut sind. AP2-positive Vesikel sind tiber das gesamte
Zytoplasma verteilt, mit einer teilweise verstirkten Anhdufung an der Zellperipherie, in Korre-

lation mit der Funktion im endozytotischen Transportweg. Fir keines der drei Adaptorproteine

konnte also eine veranderte Lokalisation in OCRL KD-Zellen detektiert werden.
AP1 AP2 AP3

OCRLKD

Abb. 5.24: Subzellulire Lokalisation der Adaptorproteine AP1, AP2 und AP3 in HeLa-Zellen nach OCRL-
bzw. GFP-siRNA-Transfektion. Im Anschluss an eine 72-stindige Transfektion von Hel.a-Zellen mit OCRL-
(OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) wurden die Zellen fiir die Immunfluoreszenzanalyse
fixiert. Die Adaptorproteine wurden durch Verwendung eines anti-AP1- (links), eines anti-AP2- (Mitte) sowie eines
anti-AP3-Antikorpers, gefolgt von einem Alexa Fluor 488-gekoppelten Sekundirantikérper, detektiert. Die wei3en
Balken entsprechen einer Linge von 10 um. Ausgewertet wurden die Immunfluoreszenzpriparate mit dem cLSM.
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5.4 Untersuchungen zur Rolle des OCRL-Proteins in verschie-
denen zelluldren Prozessen

5.4.1 Biochemische Quantifizierung des Phosphorylierungszustandes der
Serin/Threonin-Kinase Akt in HeLa-Zellen nach OCRL-Depletion

Neben einer Funktion von OCRL in verschiedenen Transportwegen der Zelle ist auch eine
Beteiligung an anderen zelluliren Prozessen denkbar. Die Interaktion von OCRL mit dem
endosomalen Adaptorprotein APPL1 konnte eine Verbindung zu Signaltransduktionskaskaden
herstellen. Diese Annahme stiitzt sich auf die Beobachtung von Mitsuuchi und Mitarbeitern
(1999), dass APPL1 mit der Serin/Threonin-Kinase Akt, einem Apoptose-Suppressor, interagiert.
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von APPL1 eine erhéhte
Phosphorylierung und damit erhéhte Aktivitit von Akt zur Folge hat, wogegen nach APPLI1-
Depletion, mit oder ohne Wachstumsfaktor-Stimulierung, eine Aktivierung von Akt ausbleibt
(Yang et al., 2003). In dieser Arbeit sollte daher die Aktivierung von Akt nach Stimulation mit
EGF in OCRL-depletierten Zellen untersucht werden. HelLa-Zellen wurden zunichst mit OCRL-
bzw. GFP-spezifischer siRNA transfiziert und anschlieBend fir 20 min mit EGF stimuliert. Nach
Lyse der Zellen wurde die Menge an Gesamt-Akt (Akt) und phosphoryliertem, aktivem Akt (P-
Akt) in der Immundetektion durch Verwendung von anti-Akt- und anti-P-Akt-Antikérpern

bestimmt.
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Abb. 5.25: Bestimmung der Menge an phosphoryliertem Akt in OCRL- bzw. GFP-siRNA-transfizierten
HeLa-Zellen nach EGF-Stimulierung. (A) Hela-Zellen wurden nach 72-stindiger Transfektion mit OCRI-
(OCRL KD) bzw. GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) mit 10 ng/ml EGF fur 20 min stimuliert. Nach
Zelllyse wurde der Level an phosphoryliertem Akt (P-Akt) in der Immundetektion mit einem anti-P-Akt Antikérper
detektiert (oberer Blot). Gesamt-Akt konnte durch Verwendung eines anti-Akt Antikérpers in der Immundetektion
dargestellt werden (2. Blot von oben). Die Kontrolle des OCRL KD wurde durch Verwendung eines anti-OCRL-
Antik6rpers in der Immundetektion erbracht (2. Blot von unten). Der untere Blot zeigt die Immundetektion des
Haushaltsproteins Tubulin mit einem anti-Tubulin-Antikérper. Die Blots zeigen reprisentative Ergebnisse von zwei
unabhingig voneinander durchgefithrten Experimenten. Die Molekulargewichte des verwendeten Massenstandards
sind links neben den Blots angegeben. (B) Quantitative Auswertung der relativen Phosphorylierung von Akt. Es
wurde der Quotient der densitometrisch ermittelten Werte von P-Akt und Akt gebildet und die relative Menge von
P-Akt nach OCRL KD prozentual zu den Kontrollzellen mit Standardabweichung ermittelt. WB: Western-Blot.
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Die abgebildeten, reprisentativen Blots aus zwei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Versuchen zeigen qualitativ keine Unterschiede in der Bandenstiarke von Akt und P-Akt zwischen
OCRL KD- und Kontrollzellen (Abb. 5.25 A, obere Blots). Auch im Vergleich zur Ladekontrolle
Tubulin, das mit einem anti-Tubulin-Antikorper detektiert wurde (unterer Blot), ist keine verin-
derte Menge von Akt und P-Akt nach OCRL KD ersichtlich. Fir eine quantitative Aussage
wurden die Banden densitometrisch vermessen und der Quotient aus Akt und P-Akt gebildet.
Die relative Menge an P-Akt nach OCRL KD wurde prozentual zu den Kontrollzellen bestimmt
und im abgebildeten Balkendiagramm dargestellt (Abb. 5.25 B). Auch quantitativ wurde eine
vergleichbare Akt-Phosphorylierung in OCRL KD- und Kontrollzellen nach EGF-Stimulierung
detektiert.

5.4.2 Untersuchungen zum Einfluss einer OCRL-Depletion auf das Aktin-
Zytoskelett in HeLa-Zellen

Das Substrat von OCRL, PI(4,5)P,, ist ein kritischer Faktor in der N-WASP-vermittelten,
Arp2/3-abhingigen Assemblierung von F-Aktin, dem Grundbaustein des Aktin-Zytoskeletts
(Rohatgi et al., 1999; Rohatgi et al., 2000). Uber Modulierung der PI(4,5)P,-Menge durch die
OCRL-gesteuerte Dephosphorylierung dieses Phosphoinositids kénnte OCRL in die Regulation
der F-Aktin-Assemblierung eingreifen. In der Literatur gibt es bereits erste Hinweise auf einen
Einfluss des OCRL-Proteins auf das Aktin-Zytoskelett und Aktin-Zytoskelett-gesteuerte
Prozesse (Suchy und Nussbaum, 2002; Allen, 2003; Faucherre et al., 2005; Coon et al., 2009). In
dieser Arbeit sollte daher das Aktin-Zytoskelett in OCRL-depletierten Hel.a-Zellen untersucht
werden. Dafiir wurden Hel.a-Zellen zunichst mit OCRL- bzw. GFP-spezifischer siRNA trans-
fiziert und dann fir die Immunfluoreszenzanalyse fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde durch
Farbung von F-Aktin mit dem Texas Red-gekoppelten Phallotoxin Phalloidin detektiert (rot). Die
DNA wurde mittels DAPI angefirbt (blau). Die Immunfluoreszenzpriparate wurden am cL.SM
ausgewertet und reprisentative Aufnahmen in Abb. 5.26 abgebildet. Die Kontrollzellen zeigen
nur wenige Aktin-Fasern, die uberwiegend entlang der Plasmamembran verlaufen. Auch in
OCRL-depletierten Zellen finden sich Aktin-Fasern an der Plasmamembran. Im Gegensatz zu
den Kontrollzellen zeigen die OCRL KD-Zellen jedoch eine verstirkte Bildung von netzartigen
Aktin-Strukturen im Zytoplasma, was auf eine vermehrte Bildung von Stressfasern nach OCRL-

Depletion hinweist.
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Phalloidin-Firbung

Ko

OCRLKD

Abb. 5.26: Phalloidin-Firbung zur Visualisierung des Aktin-Zytoskeletts in HeLa-Zellen nach OCRL- bzw.
GFP-siRNA-Behandlung. Hela-Zellen wurden fir die Immunfluoreszenzanalyse fir 72 h mit OCRL- (OCRL
KD) und GFP-spezifischer siRNA als Kontrolle (Ko) transfiziert und anschlieBend fixiert. Das Aktin-Zytoskelett
wurde durch die Anfirbung von F-Aktin mit dem Phallotoxin Phalloidin detektiert (rot). Die weillen Pfeile weisen
auf verstirkte Stressfasern nach OCRL KD hin. Die DNA wurde durch Verwendung von DAPI angefirbt (blau).
Die weilen Balken entsprechen einer Linge von 10 um. Die Immunfluoreszenzfirbungen wurden mit einem cLSM
ausgewertet.
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6 DISKUSSION

6.1 Der verminderte retrograde MO6P-Rezeptor-Transport nach
OCRL-Depletion geht mit einer erhohten MPR300-
Endozytose einher

Zu Beginn dieser Arbeit stand die Frage im Vordergrund, ob eine OCRL-Defizienz zu einer
gestorten Clathrin-vermittelten Endozytose (CME) fihrt. Die Lokalisation von OCRL an der
Plasmamembran (Faucherre et al., 2005) und an endozytotischen Vesikeln (Erdmann et al., 2007)
sowie die OCRL-vermittelte Clathrinhiillen-Bildung 7z vifro (Choudhury et al., 2005; Mao et al.,
2009) lieBen vermuten, dass OCRL in die Entstehung von CCVs involviert ist. Dartiber hinaus
kann die OCRL-vermittelte PI(4,5)P,-Dephosphorylierung eine regulatorische Funktion von
OCRL in der Clathrin-Deassemblierung und der Modulierung des Aktin-Zytoskeletts wahrend
der CME vermuten lassen. Durch die in dieser Arbeit durchgefihrten Analysen zur TfR-
Endozytose in OCRL-depletierten HelLa-Zellen konnte gezeigt werden, dass die TfR-Endozytose
nicht beeintrichtigt ist. Dieses Ergebnis wird durch die Daten von Coon und Mitarbeitern (2009)
sowie durch die Ergebnisse aus der Dissertation von Juliane Najm (2009), die beide Hautfibro-
blasten von Patienten mit LS fiir ihre Untersuchungen nutzten, gestiitzt. Obwohl demnach kein
Hinweis auf eine Funktion von OCRL in der CME gefunden wurde, konnte nach transienter
Uberexpression einer OCRL-Variante mit fehlender Phosphatase-Domine in Hel.a-Zellen
(Choudhury et al., 2009) sowie eines OCRL WT-Proteins in COS-7-Zellen (Najm, 2009) eine
reduzierte Tf-Aufnahme detektiert werden. Die transiente Uberexpression von OCRL hat jedoch
den Nachteil schwankender Expressionslevel. Um eine konstante OCRL-Expression zu erhalten,
wurden daher in dieser Arbeit stabil OCRL-liberexprimierende CV1-Zelllinien generiert und die
TfR-Endozytose in diesen Zellen getestet. Diese war zwischen der OCRLY'- und der

RIRPPAVRSOT_ v/ _Zelllinie sowie im Vergleich zu der als Kontrolle

Phosphatase-defizienten OC
dienenden CAT-CV1-Zelllinie vergleichbar. Aufgrund dieses Ergebnisses ist die reduzierte Tt-
Aufnahme nach transienter Uberexpression von OCRL-Varianten vermutlich auf unterschied-
liche OCRL-Expressionslevel zurtiickzufiihren. Es kann daher angenommen werden, dass OCRL
eher keine generelle Funktion bei der CME hat.

Die Interaktion von OCRL mit Komponenten des endozytotischen Transportweges
bedeutet also nicht notwendigerweise, dass OCRL eine Funktion in diesem Prozess austibt. Die
Vermutung, dass OCRL fiir die Rekrutierung von Adaptorproteinen und Clathrin an die CCPs
benotigt wird, wird durch die unverinderte AP2-Lokalisation nach OCRIL-Depletion in dieser
Arbeit und AP2- und Clathrin-Lokalisation in LS-Fibroblasten in der Arbeit von Coon und
Mitarbeitern (2009) entkriftet. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass die AP2- und Clathrin-
Bindung fiir eine Lokalisation von OCRL an der Plasmamembran bendtigt wird, um dort eine
Funktion in der Aktin-Zytoskelett-vermittelten Zellmigration auszuiiben (Coon et al., 2009). In
der Literatur wurde zudem die Vermutung aufgestellt, dass die Interaktion von OCRL mit
APPLL1 eine Verbindung zur CME des Multi-Liganden-Rezeptors Megalin darstellt (Erdmann et
al., 2007). Die in der Arbeit von Cui und Mitarbeitern (2010) detektierte, unveranderte Aufnahme
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von Liganden tber Megalin in OCRL-depletierten proximalen Tubulus-Zellen entkriftet jedoch
diese Theorie. Aufgrund der erhdhten Aktivitit der Serin-/Threonin-Kinase Akt nach Uberex-
pression des OCRL-Interaktionspartners APPL1 (Yang et al., 2003) wurde fiir OCRL zudem eine
modifizierende Rolle bei der Regulation von Signaltransduktionskaskaden postuliert. Die hier
detektierte, unverinderte Akt-Aktivitit in EGF-stimulierten, OCRL-depletierten Zellen konnte
diese Annahme jedoch nicht bestitigen. Stattdessen konnte die APPL1-OCRL-Interaktion
lediglich fiir einen Riicktransport von OCRL von der Plasmamembran zum Endosom sorgen.

Neben der TfR-Endozytose wurde in dieser Arbeit auch die Internalisierung des MPR300
untersucht. Dabei wurde zum einen eine erhéhte MPR300-Menge an der Plasmamembran nach
OCRL-Depletion in Hel.a-Zellen detektiert, zum anderen war die MPR300-Internalisierungsrate
erhoht, d. h. pro Zeiteinheit wurden mehr MPR300 als in Kontrollzellen internalisiert (Abb. 6.1).
Der MPR300 wird wie der TfR Clathrin-abhingig in die Zelle transportiert (Collawn et al., 1991;
Trowbridge, 1991). Aufgrund der unverinderten TfR-Internalisierung nach OCRL-Depletion
wurde jedoch postuliert, dass OCRL keine Rolle bei der CME spielt. Die erhéhte MPR300-
Endozytose kann daher nicht mit einer gestorten CME erklart werden.

Einen moglichen Erklirungsansatz liefert dagegen ein im weiteren Verlauf der Arbeit
erhaltenes Ergebnis: Neben der erhéhten MPR300-Endozytose wurde eine Fehlverteilung von
endogenem MPR46 und MPR300 in vergroBerten endosomalen Kompartimenten nach OCRL-
Depletion in Hela-Zellen detektiert (Abb. 6.1). Diese Beobachtung bestitigt die bereits
beschriebene Relokalisation eines stabil-iiberexprimierten, CD8-markierten MPR300 in endoso-
malen Strukturen nach Uberexpression verschiedener OCRL-Proteinvatianten bzw. OCRL-
Depletion in HelLa-Zellen (Choudhury et al., 2005). Die Verwendung spezifischer endosomaler
Marker erméglichte erstmals eine genaue Charakterisierung der vergréflerten MPR300-positiven
Endosomen. Die Kolokalisation des MPR300 mit Markern des frithen Endosoms sowie mit
SNX1 als Komponente des Retromer-Komplexes belegt eine Lokalisation des MPR300 in
vergrof3erten, Retromer-assoziierten Endosomen. Der Retromer-Komplex ist am retrograden
Transport des MOP-Rezeptors beteiligt (Seaman, 2004) und assembliert an endosomalen
Strukturen, die positiv fir Marker des frithen Endosoms sind, intraluminale Vesikel enthalten
und eine Clathrin-Hulle aufweisen (Arighi et al., 2004; Carlton et al., 2004). Aufgrund dieser
Charakteristika konnen die hier detektierten MPR300-positiven, vergréflerten Endosomen
vermutlich als Intermedidrform zwischen frihem und spitem Endosom definiert werden
(Raposo et al., 2001).

Die gezeigte Akkumulation des endogenen MPR300 in moglichen Intermedidrformen
zwischen frithen und spiten Endosomen sowie eine vergleichbare Fehlverteilung des MPR46
nach OCRL-Depletion kénnte auf eine Stérung im Reifungsprozess des endosomalen Kompar-
timents von frihen zu spiten Endosomen zuriickzufiihren sein. Dieser Reifungsprozess wird in
Vertebraten vermutlich durch Monl reguliert, indem es die Rab5-Aktivierung unterbindet und
stattdessen Rab7 durch Proteininteraktionen an das reifende Endosom rekrutiert (Poteryaev et
al., 2010). Die Depletion von Monl fihrt zu stark vergroBlerten, frithen Endosomen (Poteryaev
et al., 2010), was in Ubereinstimmung mit der hier beobachteten Lokalisation des MPR300 nach
OCRL-Depletion ist. Uber die Interaktion mit Rab5 ist OCRL am frithen Endosom lokalisiert
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(Hyvola et al., 2006). Dort konnte OCRL tber weitere Interaktionen mit Effektor-Proteinen eine
Funktion bei der Rekrutierung von Rab7 spielen. Eine Interaktion mit Rab7 selbst konnte bisher
nicht nachgewiesen werden (Hou et al., 2011). Die durch Monl-vermittelte Reifung vom frithen
zum spiten Endosom ist zudem PI(3)P abhingig (Poteryaev et al., 2010). Dieses Phosphoinositid
gehért jedoch nicht zu den von OCRL erkannten Substraten. Uber die OCRIL-Phosphatase-
aktivitit wire eine Funktion in diesem Prozess also eher unwahrscheinlich. Dartiber hinaus
entkriftet der nach Uberexpression eines OCRL WT-Proteins und einer OCRL-Variante mit
fehlender Phosphatase-Domine beobachtete Block im Transport des bakteriellen Toxins STxB
vom Endosom zum Golgi (Choudhury et al., 2005) die Theorie, dass OCRL in die Reifung vom
frihen zum spiten Endosom involviert ist. STxB wird vermutlich ausschlieB3lich tiber den frithen
retrograden Transportweg zum TGN transportiert (Mallard et al., 1998). Bei einer Stérung im
endosomalen Reifungsprozess nach OCRL-Depletion wire aber sehr wahrscheinlich nur der
spite TIP47/Rab9-vermittelte, retrograde Transportweg betroffen, weswegen eine Funktion von
OCRL im endosomalen Reifungsprozess eher nicht anzunehmen ist.

Da die MPR300-Akkumulation in endosomalen Intermedidrformen demnach nicht mit einer
gestorten Endosomen-Reifung nach OCRL-Depletion zu erkliren war, bot ein méglicher Defekt
im retrograden Transport der MGOP-Rezeptoren eine weitere Erklirungsmoglichkeit fir die
Fehlverteilung der M6P-Rezeptoren (Choudhury et al., 2005). Durch radioaktive Sulfatidierung
einer stabil-Uberexprimierten MPR46-Variante konnte in dieser Arbeit in der Tat ein
verminderter, retrograder Transport des MPR46 nachgewiesen werden (Abb. 6.1). Wie bereits
angedeutet, liefert diese Beobachtung einen Erklirungsansatz fir die erhohte MPR300-
Endozytose: Durch die Aufstauung des MOP-Rezeptors im frihen Endosom aufgrund des
verminderten TGN-Ricktransports werden verstirkt MPR300 aus dem TGN-Endosom-
Transportweg in den endozytotischen Transportweg zwischen Plasmamembran und Endosom
eingeschleust. Die Erhohung des Plasmamembran-Anteils des MPR300 hat eine ebenfalls
erhéhte MPR300-Internalisierung zur Folge. Gestiitzt wird diese Annahme durch eine erhéhte
MPR300-Menge an der Plasmamembran nach Depletion des Retromerproteins Vps26 in Hela-
Zellen, was ebenfalls einen gestorten retrograden Transport hervorruft (Seaman, 2004). Auch in
ulA-, einer Untereinheit des Adaptorproteins AP1, defizienten Fibroblasten kommt es zu einer
Kompensation des retrograden Transportblocks durch Erhohung der MPR300-Internalisie-
rungsrate (Meyer et al.,, 2001). Als weiterer Mechanismus zur Kompensation des Defekts im
Mo6P-Rezeptor-Riicktransport zum TGN ist ein verringerter M6P-Rezeptor-Level, bedingt durch
eine erhohte Abbaurate, denkbar (Seaman, 2004). In OCRL-depletierten Hel.a-Zellen konnte
jedoch keine Verianderung in der MPR300-Gesamt-Proteinmenge, bedingt durch eine verkirzte
MPR300-Halbwertszeit, detektiert werden. Ob es letztlich zu einem erhéhten MPR300-Transport
an die Plasmamembran oder einer erh6hten MPR300-Abbaurate als Kompensationsreaktion auf
einen gestorten retrograden Transports kommt, ist vermutlich Zelltyp-abhingig, da der Anteil
von M6P-Rezeptoren im endozytotischen Transportweg von Zelltyp zu Zelltyp variiert. Dieser
ist vermutlich von der primiren Lokalisation des MOP-Rezeptors am TGN oder am

endosomalen/prilysosomalen Kompartiment abhingig (Seaman, 2004).
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Eine Akkumulation und Fehlverteilung des M6P-Rezeptors und/oder MGP-Rezeptor-Degra-
dation, bedingt durch einen retrograden Transport-Block, verursacht oftmals eine Erhéhung in
der MOP-Rezeptor-unabhingigen Sekretion lysosomaler Enzyme ins extrazellulire Medium
(Seaman, 2004; Ganley et al., 2008; Progida et al., 2010). Bei Patienten mit LS wurden bereits
erhohte Mengen lysosomaler Enzyme in Blutplasma und Urin detektiert (Ungewickell und
Majerus, 1999; Norden et al.,, 2008). Cui und Mitarbeiter (2010) konnten zudem eine erhohte
Sekretion von Cath D in OCRL-depletierten proximalen Tubulus-Zellen detektieren. Die in
dieser Arbeit verwendeten Hel.a-Zellen zeigten dagegen nach Anwendung zweier unterschied-
licher Methoden keine vermehrte Sekretion lysosomaler Enzyme nach OCRL-Depletion. Da es
sich bei der HelLa-Zelllinie nicht um einen Zelltyp aus einem beim LS betroffenen Organ handelt,
wire es denkbar, dass der erh6hte MPR300-Transport an die Plasmamembran bereits ausreicht,
um den MOP-Rezeptor-Transportdefekt zwischen Endosom und TGN auszugleichen. In beim
LS betroffenen Geweben wire dagegen zusitzlich eine kompensatorische Erhohung des
sekretorischen Transportweges notig. Auch moglich ist die von Norden und Mitarbeitern (2008)
diskutierte, vermehrte Sekretion saurer Hydrolasen aufgrund einer erhéhten Sekretion Liganden-
gebundener MPR300. Durch die stetig ansteigende Menge an MPR300 im endozytotischen
Transportweg koénnte es schlieBlich zu einer solch verstirkten MPR300-Sekretion tber die
Plasmamembran kommen. Zudem koénnte die erhéhte MPR300-Internalisierungsrate aufgrund
eines damit vermutlich verbundenen, verkirzten Aufenthalts des MPR300 im endosomalen
Kompartiment zu einer verminderten Liganden-Dissoziation im Endosom fithren. Aufgrund des
nach wie vor Liganden-gebundenen MPR300 und/oder Sekretion des MPR300 wite eine
Reinternalisierung von zuvor Rezeptor-unabhingig sekretierten lysosomalen Enzymen dann
nicht mehr méglich (Abb. 6.1). Dies hitte die bei Patienten mit LS bereits beschriebene, extra-
zellulire Akkumulation lysosomaler Enzyme zur Folge (Ungewickell und Majerus, 1999; Norden
et al., 2008). Diese Theorie wird durch eine in der Dissertation von Juliane Najm (2009)
beobachtete, reduzierte ASB-Internalisierung tber den MPR300 in LS-Fibroblasten bestirkt.
Auch die in dieser Arbeit detektierte Zunahme in GréBe und Anzahl Lampl-positiver
Lysosomen spricht fir einen Defekt im lysosomalen Transport saurer Hydrolysen, da derselbe
Phinotyp bei Hautfibroblasten von Patienten mit lysosomalen Speicherkrankheiten beobachtet
wurde, die eine Defizienz fiir bestimmte lysosomale Enzyme aufweisen (Karageorgos et al.,
1997). Die verminderte Anzahl saurer Hydrolasen im Lysosom fiithrt zu einer verminderten
Proteindegradierung und somit Anschwellung der Lysosomen. Da Lamp2 wie Lampl in
Lysosomen lokalisiert ist, wire auch eine Zunahme in Gréfle und Anzahl der Lamp2-positiven
Lysosomen zu erwarten gewesen. Warum dies in dieser Arbeit nach OCRL-Depletion nicht
detektiert werden konnte, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklirt werden; hier sind weitere
Experimente notwendig. Die unter Umstinden verminderte Anzahl lysosomaler Enzyme im
Lysosom kénnte durch die hier diskutierte, fehlende Reinternalisierung und Weiterleitung sekre-
tierter Enzyme zum Lysosom erklirt werden. Ein gestorter Transport saurer Hydrolasen tiber
den anterograden Transportweg kommt dagegen als Erklirung fir die verinderte Lysosomen-
morphologie eher nicht in Frage, da die in dieser Arbeit detektierten, unverinderten Mengen an

reifem Cath D und Cath Z zeigen, dass lysosomale Enzyme weiterhin Gber den anterograden
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Transportweg ins Lysosom gelangen. Die erhohte Menge der Intermedidrform von Cath D, die
bereits vor Ankunft im Lysosom im spiten Endosom gebildet wird, spricht fiir eine lingere
Verweildauer der Intermedidrform im spaten endosomalen Kompartiment, vielleicht als Folge
des retrograden M6P-Rezeptor-Transportdefekts. Die auBlerdem erhohte Gesamtmenge aller drei
Cath D-Formen kann moglicherweise durch eine erhohte Halbwertszeit oder Synthese von
Cath D erklirt werden, was oft nach einem Defekt im anterograden Transport saurer Hydrolasen
beobachtet wird (Riederer et al., 1994). Aufgrund der unverinderten Menge an neu-syntheti-
siertem Cath Z ist eine erhohte Syntheserate lysosomaler Enzyme jedoch unwahrscheinlich. Ob
die erhohte Cath D-Gesamtmenge auf eine verminderte Abbaurate zuriickzufithren ist, wiirde
letztlich die Ermittlung der Halbwertszeit klaren. Im Gegensatz zu den hier erzielten Ergebnissen
zum anterograden Transport nach OCRL-Depletion konnte fir die OCRL-Interaktionspartner
IPIP27A und IPIP27B kirzlich ein Einfluss auf den Transport saurer Hydrolasen zum Lysosom
nachgewiesen werden: Reifes, lysosomales Cath D wurde nach Depletion von IPIP27A bzw.
IPIP27B nur noch vermindert gebildet (Noakes et al.,, 2011). Dies ldsst auf unterschiedliche
Funktionen von OCRL und IPIP27A und IPIP27B im Transport der M6P-Rezeptoren schlief3en.
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Abb. 6.1: Auswirkungen einer OCRL-Depletion auf den Transportweg des M6P-Rezeptors. Schematische
Darstellung des zelluliren, M6P-Rezeptor-abhingigen und -unabhingigen Transports saurer Hydrolasen in einer
OCRL-depletierten Zelle. Die Akkumulation des M6P-Rezeptors im vergroerten, reifenden Endosom (1), vermut-
lich bedingt durch einen verminderten retrograden Transport (2), wird durch eine vermehrte Einschleusung des
MG6P-Rezeptors in den endozytotischen Transportweg und Sekretion ins extrazellulire Medium kompensiert (3).
Aufgrund der erhohten Internalisierungsrate kénnte die Aufenthaltsdauer des MG6P-Rezeptors im Endosom nicht
ausreichend fiir eine effiziente Dissoziation lysosomaler Enzyme sein, woraufhin die nach wie vor Liganden-
gebundenen MG6P-Rezeptoren zuvor Rezeptor-unabhingig sekretierte saure Hydrolasen nicht mehr reinternalisieren
konnen (4). Uber diesen Transportweg werden daher nur noch vermindert saure Hydrolasen zum Lysosom trans-
portiert, was zu einer verinderten Lysosomenmorphologie fithren kénnte (5).
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6.2 Die Phosphatase-Aktivitit von OCRL konnte fiir die Rekru-
tietung von Adaptorproteinen und/oder Reorganisation des
Aktin-Zytoskeletts im frithen retrograden Transportweg
wichtig sein

Im ersten Teil der Diskussion konnte dargelegt werden, dass OCRL vermutlich keine
generelle Funktion in der CME hat. In dieser Arbeit wurde allerdings eine erhéhte Menge und
auch Internalisierung Plasmamembran-stindiger MPR300 in OCRL-depletierten Zellen
beobachtet. Bei dieser erhohten MPR300-Endozytose handelt es sich vermutlich um einen
sekundiren Effekt zur Kompensation der nach OCRL-Depletion detektierten MPR300-Akku-
mulation in vergroBerten, endosomalen Intermediirformen. Diese MPR300-Relokalisation ist
vermutlich auf einen verminderten retrograden Transport, der fir den MPR46 detektiert wurde,
zurickzuftihren. Da MPR46 und MPR300 identische Transportwege durchlaufen (Ghosh et al.,

2003), kann von einer generellen Stérung im retrograden Transport beider M6P-Rezeptoren

ausgegangen werden. Der um etwa 54 % reduzierte Rucktransport des MPR46 zum TGN zeigt

jedoch, dass die OCRL-Depletion keinen vollstindigen Block im retrograden Transport der

MO6P-Rezeptoren verursacht. Einen méglichen Erklarungsansatz fiir dieses Ergebnis bieten die

vermuteten, unterschiedlichen Riicktransportrouten des M6P-Rezeptors. In der Literatur wird

hiufig von einem frihen und einem spiten Transport gesprochen (Johannes und Popoff, 2008).

Urspriinglich wurde angenommen, dass der retrograde Transport des M6P-Rezeptors ausschliel3-

lich am spiten Endosom eingeleitet wird. Dieser Clathrin-unabhingige Weg wird durch die kleine

GTPase Rab9 (Lombardi et al.,, 1993) und deren Effektor TIP47 vermittelt (Diaz und Pfeffer,

1998). Neuere Daten liefern jedoch Hinweise auf einen zweiten Weg, der den Riicktransport des

MO6P-Rezeptors bereits am reifenden, frithen Endosom einleitet. Dieser Transportweg ist von

verschiedenen Komponenten abhingig. Zum einen konnte der in Saccharomyces cerevisiae entdeckte

Retromer-Proteinkomplex (Seaman et al., 1997; Seaman et al, 1998) als essentiell fiir den

retrograden M6P-Rezeptor-Transport identifiziert werden (Seaman, 2004). Als weitere Kompo-

nenten des frithen Transports gelten die Clathrin-Adaptorproteine AP1 (Meyer et al., 2000) und

EpsinR (Saint-Pol et al., 2004) sowie der AP1-Interaktionspartner PACS-1 (Crump et al., 2001).

Es wire denkbar, dass OCRL nur fiir einen der beiden Wege wichtig ist. In solch einem Fall
konnte ein Teil der Rezeptoren weiterhin Gber den nicht betroffenen Weg zum Golgi zurtick-
kehren. Die Akkumulation des MPR300 im frihen endosomalen Kompartiment in OCRL-
depletierten Zellen spricht fiir eine Rolle von OCRL im frihen retrograden Transport, da die

Depletion von Komponenten dieses Transportweges ebenfalls zu einer Relokalisation der M6P-

Rezeptoren in Strukturen fuhrt, die positiv fur Marker des frithen Endosoms sind (Meyer et al.,

2000; Carlton et al., 2004). Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass eine Interaktion mit Rab-

Proteinen fir die Regulierung des retrograden Transportweges essentiell ist (Hyvola et al., 2000).

Da OCRL zwar mit dem frihen endosomalen Marker Rab5, nicht jedoch mit dem spiten

endosomalen Marker Rab7 interagiert (Hou et al., 2011), erscheint eine Beteiligung von OCRL

am frihen MO6P-Rezeptor-Ricktransport wahrscheinlicher (Abb. 6.2 A). Ein Teil der M6P-

Rezeptoren konnte also nach wie vor den retrograden Transport vom spaten Endosom zum
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TGN durchlaufen, was durch die hier beobachtete, partielle Kolokalisation des MPR300 mit
Rab7 unterstiitzt wird. Durch die bereits beschriebene Beobachtung eines vollstindigen Blocks
im retrograden Transport von STxB nach Uberexpression von OCRL-Proteinvarianten
(Choudhury et al., 2005) wird diese Vermutung zusitzlich erhirtet (siche 6.1).

Weiterhin sollte untersucht werden, wie OCRL in den Ricktransportprozess vom frihen
Endosom zum TGN eingreift. Erst kiirzlich wurde eine Fehlverteilung des CD8-markierten
MPR300 in endosomalen Strukturen nach Depletion des OCRL-Interaktionspartners IPIP27A
bzw. IPIP27B gezeigt, vermutlich bedingt durch einen gestorten retrograden Transport (Noakes
et al.,, 2011). Diese Beobachtung deutet auf eine Funktion von OCRL in diesem Transport-
prozess, vermutlich durch Rekrutierung von Proteinen tber die Protein-Protein-Interaktions-
motive von OCRL, hin. Eine Funktion im retrograden Transportweg kénnte jedoch auch iiber
die IPPc-Domine durch Modulierung der Phosphoinositid-Level vermittelt werden (Choudhury
et al, 2005). In dieser Arbeit gaben Komplementierungsexperimente Aufschluss tber die
Beteiligung einer OCRL-Domine. Wihrend die MPR300-Fehlverteilung durch tiberexprimiertes
OCRLY" komplementiert werden konnte, war dies nach Uberexpression der Phosphatase-
defizienten OCRLMM®YT_Proteinvariante nicht moéglich. Damit konnte die TPPc-Domine als
essentiell fir die Funktion von OCRL im retrograden Transport identifiziert werden. Neben
einer moglicherweise OCRL-Interaktionsdominen-vermittelten Rekrutierung von Interaktions-
partnern wie IPIP27A und IPIP27B an das Endosom, wird also auch die Phosphatase-Aktivitit
von OCRL fir den retrograden Transport benétigt. Hinweise auf eine Regulierung der Phospho-
inositid-Level durch OCRL lieferten bereits LS-Fibroblasten, in denen eine erhohte PI(4,5)P,-
Konzentration gemessen wurde (Zhang et al., 1998). Die hier durchgefiihrte Uberexpression von
Phosphoinositid-bindenden PH-Dominen zeigte jedoch keine Verinderung in der zelluliren
Lokalisation von PI(4)P und PI(4,5)P, nach OCRL-Depletion. Die Generierung von PI1(4,5)P,
und PI(4)P an ihren Hauptbestimmungsorten, der Plasmamembran und dem Golgi, wird daher
sehr wahrscheinlich durch andere Kinasen und Phosphatasen reguliert (De Matteis et al., 2002;
Krauss und Haucke, 2007). Am frihen Endosom, an dem der frithe retrograde Transport
vermittelt wird, ist dagegen das Phosphoinositid PI(3)P vorherrschend (Gillooly et al., 2000).

Wie ist es nun dennoch vorstellbar, dass OCRL tber die Phosphataseaktivitit in den frihen
retrograden Transportweg eingreift? Als Ansatzpunkt dienen hier vor allem Adaptorproteine, da
diese hiufig tiber Phosphoinositid-Bindung an die Membran rekrutiert werden (Edeling et al.,
20006). AP1 und EpsinR werden z. B. tiber PI(4)P an intrazellulire Membranen rekrutiert (Mills et
al., 2003; Wang et al., 2003) und sind zudem am Rucktransport der M6P-Rezeptoren beteiligt
(Meyer et al,, 2000; Medigeshi und Schu, 2003; Saint-Pol et al.,, 2004). Durch eine lokale
Generierung von PI(4)P am frithen Endosom kénnte OCRL also die Rekrutierung dieser
Adaptor-Proteine an dieses Kompartiment vermitteln (Abb. 6.2 B). In dieser Arbeit wurde
jedoch eine unverinderte, perinukleire und vesikulire Verteilung von AP-1 nach OCRL-
Depletion detektiert. Da der Grof3teil von AP1 am TGN lokalisiert ist (Ahle et al., 1988), ist es
moglich, dass die durchgefithrte Methode nicht sensitiv genug ist, um eine endosomale AP1-
Lokalisation im Detail zu studieren. Méglicherweise wiren hierfiir Kolokalisationsstudien von

AP1 mit frihen endosomalen Markerproteinen, gefolgt von einer prozentualen Bestimmung des
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AP1-Anteils am frithen Endosom hilfreich. Der von Choudhury und Mitarbeitern (2005)
entdeckte STxB-Transportdefekt vom Endosom zum Golgi nach OCRL-Uberexpression wire
jedoch nicht mit einer gestorten AP1-Rekrutierung an das Endosom zu erkliren, da dieses
Adaptorprotein nicht am retrograden Transport von STxB beteiligt ist. EpsinR wird dagegen
sowohl fir den TGN-Ricktransport der STxB-Untereinheit als auch fir den der MO6P-
Rezeptoren benétigt (Saint-Pol et al., 2004). In der Literatur finden sich immer mehr Hinweise,
dass der Clathrin-abhingige und Retromer-vermittelte retrograde Transport nicht getrennt
voneinander, sondern gemeinsam agieren, wobei der Clathrin-abhingige Schritt vermutlich vor
der Rekrutierung des Retromers abliauft (Saint-Pol et al., 2004; Borner et al., 2006; Popoff et al.,
2007). Eine fehlerhafte Rekrutierung von EpsinR und/oder AP1 wirde daher nicht nur die
Clathrin-Assemblierung betreffen, sondern auch die Rekrutierung des Retromers an das
Endosom verhindern. Damit konnte OCRL fiir die Rekrutierung der fir den frithen retrograden
Transport benétigten Adaptorproteine AP1 und/oder EpsinR wichtig sein.

Neben einer Rekrutierung von Adaptorproteinen an das friihe Endosom kidme aber auch
eine Funktion von OCRL fir die Vesikel-Bildung und den Vesikel-Transport durch Regulierung
des Aktin-Zytoskeletts im frihen retrograden Transportprozess in Betracht. Bisherige Daten
lassen auf eine Beteiligung von Mikrotubuli (Bonifacino und Hutley, 2008), vom
Dynein/Dynaktin-Proteinkomplex (Hehnly et al., 2006; Hong et al., 2009) sowie vom Retromet-
assoziierten NPF WASH am frithen retrograden Transport schlieBen, wobei WASH die
Verbindung der sich bildenden, retrograden Transportvesikel mit Mikrotubuli und eine F-Aktin-
Polymerisation in Abhingigkeit von Arp2/3 vermittelt (Gomez und Billadeau, 2009). Die Modu-
lierung des Aktin-Zytoskeletts wird generell fir die Entstehung neuer Vesikel benétigt (Lanzetti,
2007). Das Substrat von OCRL, PI(4,5)P,, bindet und aktiviert den Arp2/3-Stimulator N-WASP
und ist damit ein wichtiger Faktor fur die Arp2/3-vermittelte F-Aktin-Assemblierung (Rohatgi et
al., 1999; Rohatgi et al., 2000). In der Literatur wurden bereits Verinderungen in OCRL-
defizienten Zellen hinsichtlich des Aktin-Zytoskeletts gezeigt, die mit einer PI(4,5)P,-abhingigen
F-Aktin-Polymerisation in Verbindung gebracht wurden (Suchy und Nussbaum, 2002; Allen,
2003; Faucherre et al., 2005; Coon et al., 2009). Auch die hier detektierte, vermehrte Stressfaser-
Bildung nach OCRL-Depletion lisst auf eine verinderte Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts
schlieBen. Dartiber hinaus bestitigt diese Beobachtung die in der Arbeit von Coon und
Mitarbeitern (2009) beschriebene, verminderte Migrationsfahigkeit von LS-Fibroblasten, da
Stressfasern in HelLa-Zellen tberwiegend in stationiren, nicht migrierenden Zellen detektiert
werden (Herman et al., 1981). Neueste Daten zeigen nun auch eine Beteiligung der Arp2/3-
vermittelten F-Aktin-Polymerisation am Retromer-vermittelten retrograden Transport tiber den
NPF WASH. Die Depletion von WASH fiihrt zu vergréBerten Endosomen (Duleh und Welch,
2010) und Relokalisation des MPR300 in vergréBerte, verstreut im Zytoplasma lokalisierte
Endosomen (Gomez und Billadeau, 2009), was mit den hier erzeugten Daten tibereinstimmt. Wie
konnten nun der WASH-Proteinkomplex, oder genauergesagt die dadurch vermittelte Aktin-
Polymerisation am Endosom, und OCRL fiir den retrograden Transportweg zusammenspielen?
In einem kiirzlich erschienenen Ubersichtsartikel von Rottner und Mitarbeitern (2010) wird die

Hypothese aufgestellt, dass das Protein Annexin A2 in einer Signalkaskade zur Rekrutierung von
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WASH an das Endosom beteiligt sein kénnte. Annexin A2 lokalisiert am frithen Endosom
(Emans et al., 1993) und wurde bereits als essentiell fiir den Transport vom frithen zum spiten
Endosom identifiziert (Mayran et al., 2003; Morel et al., 2009). Eine Funktion von Annexin A2
im frihen retrograden Transport ist also durchaus denkbar. Dartiber hinaus hat Annexin A2 eine
hohe Affinitit fur PI(4,5)P, (Hayes et al., 2004; Rescher et al., 2004). OCRL kénnte also durch
Modulierung der PI(4,5)P,-Konzentration die Rekrutierung von Annexin A2 an das Endosom
regulieren (Abb. 6.2 C). Fir Annexin A2 wurde zudem eine PI(4,5)P,-abhingige Funktion bei der
Bildung von Aktin-Kometen in LS-Fibroblasten nachgewiesen: Die erhohten PI(4,5)P,-Level in
LS-Fibroblasten fithrten zu einer vermehrten Bildung von Aktin-Kometen in Abhingigkeit von
Annexin A2 (Hayes et al., 2009). Aktin-Kometen werden an entstehenden Vesikeln gebildet,
bestehen aus polymerisiertem F-Aktin, vermittelt durch Arp2/3, sowie Aktin-bindenden
Proteinen und sind an der zytoplasmatischen Vesikel-Bewegung beteiligt (Rozelle et al., 2000).
Nach OCRL-Depletion konnte es, bedingt durch einen erhéhten PI(4,5)P,-Spiegel, zu einer
lokalen Anreicherung von Annexin A2 an PI(4,5)P,-positiven Bereichen des frithen Endosoms
kommen. Dies konnte eine vermehrte Rekrutierung von WASH an das frithe Endosom und eine
dadurch gesteigerte Arp2/3-Polymerisation nach sich ziechen. Ob es dadurch zu einer
beeintrichtigten Bildung und/oder Abschniirung von Vesikeln am frithen Endosom und/oder
einer vermehrten Bildung von Aktin-Kometen an den entstehenden Vesikeln kommt, kann
momentan nur spekuliert werden. In dem einen oder anderen Fall kénnte aber ein verminderter,
friher retrograder Transport, wie er in dieser Arbeit beobachtet wurde, das Resultat sein.

Weitere Experimente miissen zeigen, ob OCRL an der Rekrutierung der Adaptorproteine
AP1 und EpsinR und/oder an der durch den WASH-Komplex vermittelten Aktin-Polymeri-
sation am Endosom, beides fiir den retrograden Transport des M6P-Rezeptors wichtige zellulire

Prozesse, beteiligt ist.
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Abb. 6.2: Modelle zur Regulation des frithen retrograden Transports durch OCRL. (A) In der Ubersicht ist
der Transportweg des MOP-Rezeptors und seines Liganden (saure Hydrolase) zwischen TGN und Endosom in einer
OCRL-depletierten Zelle graphisch dargestellt. Bei OCRL-Depletion kommt es zu einer Akkumulation des M6P-
Rezeptors in vergréBerten, reifenden Endosomen, vermutlich bedingt durch einen Defekt im frithen retrograden
Transport des M6P-Rezeptors (—). (B, C) Die Funktion von OCRL im frithen retrograden Transportweg konnte
zum einen in der Rekrutierung der Adaptorproteine AP1 und/oder EpsinR an das frihe Endosom tber Generierung
von PI(4)P liegen (B). Denkbar ist auch eine OCRL-vermittelte Modulierung des PI(4,5)P>-Levels zur Regulierung
der lokalen Annexin A2-Lokalisation am frithen Endosom, die einen Einfluss auf die endosomale Rekrutierung von
WASH und somit auf die lokale Arp2/3-vermittelte F-Aktin-Polymerisation haben konnte (C).
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