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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Lysosomen

Eukaryotische Zellen bestehen aus einer Vielzahl von membranbegrenzten Organellen
mit unterschiedlichen Funktionen. Zu diesen gehdren auch die von Christian de Duve
1955 entdeckten Lysosomen (de Duve et al., 1955). In Lysosomen werden zellfremde
und zelleigene Makromolekiile durch ca. 50 lysosomale Hydrolasen degradiert. Nach
dem Abbau von Lipiden, Polysacchariden, Proteinen und Nukleinsduren werden die
Katabolite aus dem Lumen der Lysosomen ins Cytosol transportiert und von der Zelle
wiederverwendet (Sagne und Gasnier, 2008). Zusitzlich besitzen Lysosomen wichtige
Funktionen bei weiteren zelluldren Prozessen, wie der Osteoklasten-vermittelten
Knochenresorption (Lacombe et al., 2013), der Antigenprédsentation (Basha et al., 2012)
und der Pigmentbildung (Damek-Poprawa et al., 2009).

Substratabhdngig werden lysosomale Hydrolasen in Glycosidasen, Lipasen,
Phosphatasen, Proteasen, Nukleasen, Sulfatasen und Thioesterasen eingeteilt. Zelltyp-
spezifisch unterscheiden sich Lysosomen in ihrer Struktur, GréBe und Anzahl, wihrend
in ihrem Lumen immer ein saurer pH herrscht (pH < 5) (Kornfeld und Mellman, 1989).
Dieser ist fiir die Aktivierung lysosomaler Enzyme notwendig und wird durch die
V-Typ H'-ATPase, die Protonen vom Cytosol ins Lumen transportiert, aufrechterhalten
(Lafourcade et al., 2008). Neben der V-Typ H'-ATPase gibt es mehr als 140 weitere
lysosomale Membranproteine, die fiir die Homdostase der Lysosomen notwendig sind
(Schroder et al., 2007). Die prominentesten lysosomalen Membranproteine sind LAMP-
1 (Lysosomen-assoziiertes Membranprotein 1), LAMP-2 (Lysosomen-assoziiertes
Membranprotein 2) und LIMP-2 (Lysosomales-integrales Membranprotein 2). LAMP-2
ist wichtig fiir die Fusion von Autophagosomen und Lysosomen und LIMP-2
transportiert das lysosomale Enzym -Glucocerebrosidase zum Lysosom (Reczek et al.,
2007; Saftig et al., 2008). Lysosomale Membranproteine sind meist hochglycosyliert,

was sie vor dem Abbau durch lysosomale Enzyme schiitzt (Schieweck et al., 2009).

Waihrend zelleigenes Material meist durch Autophagie in die Lysosomen gelangt (siehe
1.2), wird den Lysosomen zellfremdes Material durch Rezeptor-vermittelte Endozytose

oder durch Autophagozytose zugefiihrt (de Duve, 1983; Kornfeld et al., 1989).
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1.2 Autophagie-vermittelter Proteinabbau

Autophagie ist ein lysosomaler Abbauweg, durch den cytoplasmatisches Material in
Stresssituationen, wie zum Beispiel bei Néhrstoffmangel oder wéhrend viraler
Infektionen, degradiert wird (Talloczy et al., 2002). Es werden drei Varianten der
Autophagie unterschieden: Mikroautophagie, Chaperon-vermittelte Autophagie und
Makroautophagie. Als Mikroautophagie wird die Aufnahme cytosolischen Materials
durch direkte Invagination der lysosomalen Membran bezeichnet. Bei der Chaperon-
vermittelten Autophagie durchqueren Proteine direkt die lysosomale Membran vom
Cytoplasma ins Lumen des Lysosoms. Chaperone binden dabei an cytosolische
Proteine, die eine KFERQ-Sequenz tragen und entfalten diese. Der Chaperon-Protein-
Komplex kann anschlieBend durch die Interaktion mit dem Membranprotein LAMP-2
ins lysosomale Lumen translozieren (Kaushik und Cuervo, 2012).

Makroautophagie ist durch Autophagosomen gekennzeichnet, die Cytoplasma oder
Organellen mit einer Doppelmembran umschlieBen. Insbesondere in Hefe konnte eine
Vielzahl der am Makroautophagie-Prozess beteiligten Genen (autophagy-related genes
(Atg)) identifiziert werden. Bei Nihrstoffmangel der Zelle wird die Kinase mTOR
(mammalian target of rapamycin) inhibiert, was zur Derepression der ULK1 (unc-51-
like kinase I)-Kinaseaktivitét fiihrt. Die aktive ULK1-Kinase phosphoryliert Beclin-1.
Beclin-1 ist Teil eines Proteinkomplexes aus VPS34 (vacuolar sorting protein 34), einer
Phosphatidylinositol-3-Kinase, und Atgl4L. Durch die Phosphorylierung von Beclin-1
wird die VPS34-Kinase aktiviert, was zur Produktion von Phosphatidylinositol-3-
Phosphat (PtdIns(3)P) fiihrt und die Bildung des Phagophors initiiert (Kang et al., 2011;
Russell et al., 2013). Es wird angenommen, dass aufgrund der zelluldren Lokalisation
von PtdIns(3)P am endoplasmatischen Retikulum (ER), Phagophoren aus ER-
Membranen entstehen (Tooze und Yoshimori, 2010). Fiir die autophagosomale
Elongation sind LC3-II (microtubule-associated protein light chain 3) und der Atg5-
Atgl12-Atgl6L-Komplex essentiell. Fiir die Uberfiihrung der cytosolischen Form von
LC3 (LC3-1) zur Autophagosomenmembran-gebundenen LC3-II-Form ist die
Konjugation von Phosphatidylethanolamin notwendig, die fiir den Transport und die
Reifung der Autophagosomen wichtig ist (Matsushita et al., 2007).

Mit Hilfe von SNARE-Proteinen (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF)

attachment protein receptor) fusionieren Autophagosomen und Lysosomen zu
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Autophagolysosomen und die lysosomalen Enzyme beginnen mit dem Abbau des
Autophagosoms und dessen Inhalt (Itakura et al., 2012). Durch Makroautophagie kann
einerseits unspezifisch cytosolisches Material umschlossen und abgebaut werden.
Andererseits bindet das p62-Protein iiber eine C-terminale Domine spezifisch an
ubiquitinylierte Proteine, transportiert diese zu reifenden Autophagosomen und bindet

an LC3-II an naszierenden Autophagosomen (Abb. 1-1) (Bjorkoy et al., 2009).

Induktion
PtdIns(3)P Phagophor Autophagosom Autophagolysosom

R — D) —
*e?LC3HI
A
2
°® g ... @p62 L
e LC3-I yr .
°% Atg12 Ublqultlnqy Lysosom
Elongation Fusion

-
>

Y

Abb. 1-1: Schematische Darstellung der Autophagolysosom-Bildung

Néhrstoffmangel fithrt zur Inaktivierung von mTOR (mammalian target of rapamycin) und dadurch zur
Derepression der ULK1 (unc-51-like kinasel)-Kinase. ULK1-Kinase phosphoryliert Beclin-1 im Atgl4L-
VPS34 (vacuolar sorting protein 34)-Beclin-1-Komplex und aktiviert die VPS34-Kinase, was zur
Produktion von Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PtdIns(3)P) an naszierenden Autophagosomen fiihrt
und die Bildung des Phagophores initiiert. Durch Konjugation von Phosphatidylethanolamin an die
cytosolische LC3 (microtubule-associated protein light chain 3)-Form (LC3-I), wird diese in eine
membrangebundene Form iiberfiihrt (LC3-1I) und trdgt, neben dem Atg5-Atgl2-Atgl6L-Komplex, zur
Reifung des Autophagosoms bei. Parallel bindet p62 an ubiquitinylierte Proteine und LC3-II auf der
luminalen Seite des naszierenden Autophagosoms. Die Fusion mit dem Lysosom erfolgt nach
vollstdndiger Bildung des Autophagosoms. Abbildung verdndert nach Russell er al., 2013 und Kang et
al., 2011.

1.3 Synthese und Transport loslicher lysosomaler Proteine

1.3.1 Biosynthese loslicher lysosomaler Proteine

Lysosomale Hydrolasen werden an Ribosomen des ER synthetisiert. Durch eine 20-25

lange Aminosduresequenz am N-Terminus des naszierenden Proteins wird die
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Translokation ins Lumen des ER signalisiert und initiiert. Nach Entfernung des
Signalpeptids werden vorgefertigte Oligosaccharide (Glc;MangGIcNAc,) auf selektive
Asparaginreste innerhalb der Konsensussequenz NXT/S (X = alle Aminosduren aufler
Prolin) der Hydrolasen {iiberfiihrt. Der terminale Glucoserest wird danach durch die
Glucosidase I und die beiden inneren Glucosereste durch die Glucosidase II entfernt
(Kornfeld und Kornfeld, 1985). Die neu synthetisierten Polypeptide binden iiber ihre
monoglucosylierten Glycane an das Chaperon Calnexin bis sie vollstindig gefaltet und
nach Verpackung in COPII (coat protein complex II)-ummantelte Vesikel zum Golgi-
Apparat transportiert werden (Trombetta und Helenius, 1998). Durch Generierung des
Mannose 6-Phosphat (M6P)-Erkennungssignals oder Ubertragung komplexer Zucker
(z.B. Fucose, Galactose und GlcNAc) erfolgen im Golgi-Apparat weitere

Modifikationen der Mannose-reichen Oligosaccharide an Hydrolasen.

1.3.2 Generierung des Erkennungssignals loslicher lysosomaler Proteine

Die Bildung des M6P-Restes im cis-Golgi-Apparat ist essentiell fiir den effektiven,
intrazelluldren Transport lysosomaler Enzyme zum Lysosom. Diese posttranslationale
Modifikation erfolgt in einer zweistufigen Reaktion, katalysiert durch die N
-Acetylglucosamin-1-Phosphotransferase (GlcNAc-1-Phosphotransferase) und die N
-Acetylglucosamin-1-phosphodiester-a-N-Acetylglucosaminidase (GlcNAc-1-
Phosphodiesterase, UCE, uncovering enzyme) (Lazzarino und Gabel, 1988). Im ersten
Schritt transferiert die GlcNAc-1-Phosphotransferase ein GlcNAc-1-Phosphatrest von
UDP-GIcNAc an die C6-Hydroxylgruppe spezifischer Mannosereste lysosomaler
Enzyme. Die erste Phosphorylierung erfolgt im o-1,6-Zweig des N-Glycans. Eine
weitere Phosphorylierung kann im a-1,3-Zweig erfolgen (Pohl et al., 2009). Die
GlcNAc-1-Phosphotransferase ist ein heterohexamerer Komplex und besteht aus zwei
a-, zwel - und zwei y-Untereinheiten (Bao et al., 1996). Die a- und B-Untereinheiten
enthalten das katalytische Zentrum. Zusétzlich soll eine Subdoméne der a-Untereinheit,
die DMAP (DNA methyltransferase-associated protein)-Domine, die Bindungsstelle
fiir lysosomale Hydrolasen enthalten (Qian et al., 2013). Dabei ist die Spezifitit der
Erkennung abhingig von der Oberfldchenkonformation lysosomaler Enzyme, die durch
die Anordnung von Lysinresten und ihrem Abstand zu Mannose-reichen

Oligosacchariden bestimmt wird (Steet et al., 2005). Die Funktion der y-Untereinheiten
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ist noch weitgehend unbekannt. Es wird angenommen, dass sie die Aktivitit der o/f3-
Untereinheiten moduliert und moglicherweise zum Transfer eines zweiten GIcNAc-1-
Phosphatrestes auf die Mannose-reichen Oligosaccharide lysosomaler Enzyme beitragt
(Qian et al., 2010). Die y-Untereinheiten werden durch das GNPTG-Gen (Raas-
Rothschild et al., 2000) bzw. die a- und B-Untereinheiten werden durch das GNPTAB-
Gen kodiert (Tiede et al., 2005) und als katalytisch inaktives Vorstufen-Typ III-
Membranprotein im ER synthetisiert. Sortierungssignale im C- und N-Terminus des
o/B-Vorstufenproteins vermitteln den COPII-abhidngigen, vesikuldren Transport zum
Golgi-Apparat, wo es durch die site-1 protease (S1P) zwischen den Aminosduren K928
und D929 gespalten wird und eine aktive Form der GIcNAc-1-Phosphotransferase
entsteht (Marschner ef al., 2011; Franke et al., 2013). Im zweiten Schritt der Bildung
des M6P-Erkennungssignals, wird der maskierte GlcNAc-Rest durch die GIcNAc-1-
phosphodiesterase (UCE) entfernt und der M6P-Rest freigelegt. Die GIcNAc-1-
Phosphodiesterase ist ein 68 kDa Typ I-Membranprotein und zirkuliert zwischen dem
trans-Golgi-Apparat und der Plasmamembran. Ob sie eine Rolle an der

Plasmamembran spielt, ist nicht bekannt (Rohrer und Kornfeld, 2001).

1.3.3 Mo6P-abhingiger Transport loslicher lysosomaler Proteine

Im trans-Golgi-Apparat binden neu synthetisierte lysosomale Enzyme an Mannose-6-
Phosphatrezeptoren (MPRs). In eukaryotischen Zellen existieren zwei MPRs, der
46 kDa Kation-abhingige (CD-MPR, MPR46) und der 300 kDa Kation-unabhéngige
Rezeptor (CI-MPR, MPR300) (Ghosh et al, 2003). Beide MPRs sind Typ I-
Membranproteine, die sich in ihrer subzelluliren Lokalisation, Quartdrstruktur,
Halbwertszeit und in der Fahigkeit Liganden zu binden unterscheiden. In der
cytosolischen Domine beider MPRs befinden sich, neben der GGA (Golgi-localized,
gamma adaptin  ear-containing, ~ADP-ribosylation factor binding protein)-
Bindungssequenz, Sequenzmotive fiir die Bindung der Adaptorprotein-Komplexe 1 und
2 (AP-1, AP-2). Mit Hilfe dieser Proteine werden die MPRs in Clathrin-umschlossene
Vesikel verpackt und zu frithen Endosomen transportiert (Braulke und Bonifacino,
2009). Durch Einwirkung von den ESCRT (Endosomsal sorting Complex Required for
Transport)-Proteinkomplexen 0, I-IIl reifen die friilhen Endosomen zu spiten bzw.

multivesikuldren Endosomen (multivesicular bodies, MVB), was mit der steigenden
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Aktivitit der V-Typ H'-ATPase und einem Abfall des pH auf maximal 4,9 in spiten
Endosomen einhergeht. MVBs entstehen durch die Invagination endosomaler
Membranen und der Abschniirung von Vesikeln ins Lumen. Wiahrend dieses Prozesses
werden endosomale Transmembranproteine, die fiir die Degradation bestimmt sind, ins
Lumen transportiert (Babst, 2005; Huotari und Helenius, 2011). Der niedrige pH in
MVBs fiihrt zur Dissoziation der lysosomalen Enzyme von MPRs, die anschlieBend mit
Hilfe von Retromer-Komplexen zum trans-Golgi-Apparat zuriicktransportiert werden.
Die lysosomalen Enzyme erreichen ihren endgiiltigen Bestimmungsort durch Fusion der
MVBs mit Lysosomen unter Beteiligung von ESCRT-Proteinkomplexen (Abb. 1-2)
(Metcalf und Isaacs, 2010).

Plasmamembran

> frithes
./ Endosom pHs.o

spates
Endosom pH49-6.0

\

. Lysosom pH<5.0

' GlcNAc-1-Phosphotransferase
. GlcNAc-1-Phosphodiesterase

@ |ysosomales Enzym + M6P-Rest

Y MPR300
Y MPR46

{_2 Clathrinhiille

.

Abb. 1-2: Schematische Darstellung des M6P-abhéingigen Transport loslicher lysosomaler Proteine

Nach Synthese im endoplasmatischen Retikulum (ER) erfolgt die Modifikation lysosomaler Enzyme mit
M6P-Resten durch die GIcNAc-1-Phosphotransferase und Phosphodiesterase. Im trans-Golgi-Netzwerk
(TGN) binden Mannose-6-Phosphatrezeptoren MPRs (MPR300 und MPR46) an die lysosomalen
Enzyme. Die Enzym-Rezeptor-Komplexe werden iiber vesikuldren Transport zum frithen Endosom
befordert. In spdten Endosomen dissoziieren die Rezeptoren von ihren Liganden. Die Rezeptoren werden
zum TGN zuriicktransportiert und die lysosomalen Enzyme erreichen die Lysosomen. MPR300 an der
Plasmamembran kdnnen sezernierte lysosomale Enzyme binden und zu Endosomen transportieren.
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Einige lysososmale Enzyme (5 - 10 % der Gesamtheit neu synthetisierter Hydrolasen)
entgehen der Bindung an MPR im trans-Golgi-Apparat und werden sezerniert. Diese
konnen jedoch durch MPR300, die an der Zelloberfliche lokalisiert sind, AP-2-
abhingig internalisiert werden (Abb. 1-2) (Braulke und Bonifacino, 2009).

Ein Grofteil lysosomaler Hydrolasen und Aktivatorproteine wird als inaktive
Vorlauferproteine (Préproproteine) synthetisiert. Die Vorlduferproteine werden
autokatalytisch oder durch andere saure, lysosomale Proteasen im endosomalen Lumen
proteolytisch prozessiert. Dadurch entstehen aktive, reife Formen des Proteins und
durch den sauren pH wird das reife Protein selbst proteolytisch aktiv (Sun und Wolfe,

2001a; Guha und Padh, 2008).

1.3.4 Mo6P-unabhiingiger Transport lysosomaler Proteine

In Fibroblasten von Patienten mit Mucolipidose Typ II, einem erblichen GIcNAc-1-
Phosphotransferase-Defekt, wird ein Grofiteil der lysosomalen Enzyme sezerniert.
Allerdings konnten normale Aktivitidten einzelner Enzyme in verschiedenen Organen
dieser Patienten gemessen werden (Waheed et al., 1982). Die Befunde lassen vermuten,
dass alternative, M6P-unabhingige, zelltyp-spezifische Transportwege fiir lysosomale
Enzyme existieren. Ahnliche SchluBfolgerungen wurden aus den Analysen von
MPR46/MPR300-defizienten Méusen gezogen (Ludwig et al., 1994; Dittmer et al.,
1999).

Auch die Aktivitit der lysosomalen Hydrolase p-Glucocerebrosidase war in
Fibroblasten von Patienten mit Mucolipidose Typ II unverdndert (Aerts et al., 1988).
Spéter konnten Reczek et al. zeigen, dass die B-Glucocerebrosidase an das lysosomale
Membranprotein LIMP-2 bindet, das den Transport zu Lysosomen vermittelt. Die
Bindung der B-Glucocerebrosidase an eine Coiled-Coil Struktur von LIMP-2 erfolgt im
ER (Reczek et al., 2007; Blanz et al., 2010; Zachos et al., 2012). Lysosomale
Membranproteine werden M6P-unabhidngig, in Abhédngigkeit von cytosolischen
Tyrosin- oder Dileucin-basierten Sortierungssignalen im trans-Golgi-Apparat in Vesikel

verpackt und direkt zum Lysosom transportiert (Saftig und Klumperman, 2009).

Als ein weiterer M6P-unabhéngiger Rezeptor fiir einzelne lysosomale Enzyme ist

Sortilin beschrieben, der hohe Homologien zu bekannten Sortierungsrezeptoren
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aufweist (Petersen et al., 1997). Sortilin ist ein Typ-1 Transmembranprotein mit einer
Vps10p (vacuolar-protein-sorting 10 protein)-Domédne im luminalen Teil und gehort zu
der Vps10p-Superfamilie. In Hefe transportiert Vps10p Carboxypeptidase Y vom trans-
Golgi-Apparat zur Vakuole, dem Aquivalent von Lysosomen in eukaryotischen Zellen
(Cooper und Stevens, 1996). Im cytosolischen C-Terminus von Sortilin befinden sich,
dhnlich wie in der cytosolischen Doméne des MPR300, eine Kasein-Kinase-2-
Phosphorylierungsstelle und ein Dileucin-Sortierungssignal, die fiir die Bindung des
cytosolischen Adaptorproteins GGA2 wichtig sind und den Transport vom trans-Golgi-
Netzwerk zu den Endosomen vermitteln (Petersen et al., 1997; Nielsen et al., 2001). Es
wurde beschrieben, dass Sortilin die saure Sphingomyelinase, Cathepsin D, Cathepsin H
und die Aktivatorprotein-Vorstufe Prosaposin M6P-unabhéngig bindet, so dass Sortilin
als alternativer Transportrezeptor fiir einzelne, nicht phosphorylierte Enzyme in
Fibroblasten von Patienten mit Mucolipidose Typ II angesehen wird (Lefrancois et al.,

2003; Ni und Morales, 2006; Canuel et al., 2008).

Neben intrazelluldren Transportmechanismen kénnen lysosomale Enzyme auch nach
Sekretion in den extrazelluliren Raum {iiber Rezeptoren an der Oberfliche
reinternalisiert und zu den Lysosomen transportiert werden (secretion-recapture
Mechanismus (Hickman und Neufeld, 1972)). So wurde berichtet, dass Annexin VI
bovine B-Glucuronidase an der Plasmamembran binden und internalisieren kann
(Ramirez-Mata et al., 2011). Andere lysosomale Proteine, wie Cathepsin B, Cathepsin
D und die Aktivatorprotein-Vorstufe Prosaposin, sollen durch Rezeptoren der LDL (low
density lipoprotein)-Rezeptorfamilie endozytiert werden, zu der neben dem LDLR
(LDL-Rezeptor) auch LRP1 (low-density lipoprotein receptor-related protein 1) und
LRP2 (low-density lipoprotein receptor-related protein 1, Megalin) gehoren
(Hiesberger et al., 1998; Nielsen et al., 2007; Derocq et al., 2012). Die Mitglieder dieser
Familie sind an der Plasmamembran lokalisert und dienen der Aufrechterhaltung der
Cholesterinhomdostase durch Bindung und Endozytose zirkulierender Lipoprotein-
Komplexe (Go und Mani, 2012). Eine wichtige Eigenschaft, die alle Rezeptoren dieser
Familie gemeinsam haben, ist die Bindung von RAP (receptor-associated protein) im
ER, das unter physiologischen Bedingungen als molekulares Chaperon fungiert und die
frithzeitige Interaktion von Liganden mit den Rezeptoren verhindert und dadurch den

sicheren Transport durch den sekretorischen Weg ermdoglicht (Bu, 2001). Nielsen et al.
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konnten zeigen, dass LRP2 in proximalen Tubuluszellen der Niere die lysosomale
Cysteinprotease Cathepsin B endozytieren kann (Nielsen et al., 2007). Fiir die
lysosomale Aspartylprotease Cathepsin D wird berichtet, dass sie in Fibroblasten an die
extrazellulire Doméne der B-Kette von LRP1 (AS 349-394) bindet und anschliefend
internalisiert wird (Beaujouin et al., 2010; Derocq et al., 2012). Die LRP-Liganden-
Komplexe dissoziieren in frithen endosomalen Strukturen und die Rezeptoren

rezirkulieren an die Plasmamembran.

1.4 Funktion loslicher lysosomaler Proteine

Die lysosomalen Hydrolasen degradieren in Lysosomen Makromolekiile wie Lipide,
Zucker und Proteine. Lysosomale Proteine besitzen weitere Funktionen, wie die
Aktivierung und Stabilisierung lysosomaler Hydrolasen oder den Transport von
Metaboliten aus den Lysosomen. Defekte in lysosomalen Proteinen konnen zu

lysosomalen Speichererkrankungen fiihren (Abschnitt 1.5).

1.4.1 Degradation von Glycanen, Proteinen und Lipiden

Proteoglycane sind in sekretorischen Granula, im Interstitium, an der Zelloberfliche
und im extrazelluldiren Raum lokalisiert und bestehen aus einem Kernprotein, das eine
oder bis liber hundert Glycosaminoglycan-Ketten (GAGs) kovalent gebundenen hat.
GAGs sind lineare Polysaccharide, die aus repetetiven Disacchariden bestehen und an
unterschiedlichen Positionen Sulfatgruppen tragen. Die Disaccharide bestehen aus
einem Aminozucker (N-Acetylglucosamin, Glucosamin, N-Acetylgalactosamin) und
einer Uronsdure (Glucuronsiure, Iduronsdure) oder Galactose (Afratis ef al., 2012). Es
gibt 5 unterschiedliche Gruppen von GAGs: Heparansulfate, Chondroitinsulfate,
Keratansulfate, Dermatansulfate und Hyalurone. Der Abbau in Lysosomen erfolgt in
aufeinanderfolgenden, enzymatischen Reaktionen vom nicht-reduzierenden Ende der
GAG-Kette aus, wobei GAG-abhingig 3 bis 8 lysosomale Hydrolasen am Abbau einer
Glycankette beteiligt sind (Freeze, 2009) (Abb. 1-3).
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3 - N-Acetylglucosamin-4-Sulfatase Galactose
4 - j-N-Acetylhexosaminidase A/B
5 - p-Glucuronidase
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1 - Iduronat-2-Sulfatase L a.

2 - u-L-lduronidase 2 4 5

3 - Heparan N-Sulfatase 1 - N-Acetylgalactosamin-6-Sulfatase

4 - Acetyl-CoA N-Acetyltransferase 2 - f-Galactosidase

5 - u-N-Acetylglucosaminidase 3 - N-Acetylglucosamin-6-Sulfatase

6 - p-Glucuronidase 4 - B-N-Acetylhexosaminidase A/B

7 - N-Acetylglucosamin-6-Sulfatase 5 - f-Galactosidase

8 - u-N-Acetylglucosaminidase 6 - N-Acetylglucosamin-6-Sulfatase

Abb. 1-3: Stufenweiser Abbau von Glycosaminoglycanen

Schematische Darstellung des Abbaus von Tetrasacchariden aus Hyaluron (A), Dermatan- und
Chondroitinsulfat (B), Heparansulfat (C) und Keratansulfat (D). GAGs-Monosaccharide sind symbolisch
dargestellt. Die Nummern an den GAG-Ketten stellen die Reihenfolge des sequentiellen Abbaus dar. Die
zugehorigen Enzyme sind jeweils aufgelistet. 2-Sulfat (2S), 4-Sulfat (4S), 6-Sulfat (6S), N-Sulfat (NS).
Abbildung verdndert nach Freeze, 2009.

N-Glycane sind kovalent an Asparaginreste des Kernproteins (Glycoproteine)
gebunden. Der Abbau von komplexen N-Glycanen erfolgt dhnlich wie fiir GAGs in
Lysosomen in einem stufenweisen Prozess an dem neun lysosomale Hydrolasen

beteiligt sind (Aronson und Kuranda, 1989) (Abb. 1-4).

1- Protease @ sialinsaure

2 - u-L-Fucosidase

3 - Aspartyl-N-Acetylglucosaminidase Galactose

4 - Endo-[i-N-Acetylglucosaminidase

5 - Sialidase . N-Acetylglucosamin
6 - p-Galactosidase

7 - p-N-Acetylhexosaminidase A Fucose

8 - u-Mannosidase

9 - p-Mannosidase .Mannose

Abb. 1-4: Stufenweiser Abbau von komplexen N-Glycanen

Schematische Darstellung des Abbaus von komplexen N-Glycanen. Monosaccharide wurden graphisch
dargestellt. Die Nummern am N-Glycan stellen die Reihenfolge des sequentiellen Abbaus da. Die
zugehorigen Enzyme sind aufgelistet. Abbildung verdndert nach Freeze, 2009.

Glycolipide enthalten ein oder mehrere Oligosaccharide, welche glycosidisch an eine
Lipidstruktur gebunden sind. Unterteilt werden Glycolipide in Gu;-Ganglioside,
Sulfatide und Globotriaosylceramide. Der Abbau von beispielsweise Gy-Gangliosiden
erfolgt durch lysosomale Hydrolasen in aufeinanderfolgenden enzymatischen

Reaktionen. Neben den lysosomalen Hydrolasen sind aber auch das Gump-
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Aktivatorprotein und Saponin C als Cofaktoren fiir den Abbau der Ganglioside
essentiell (Xu et al., 2010) (Abb. 1-5)

G”]-Gangliosid 1 - f-Galactosidase Ceramid
5 2 - i-Hexosaminidase A (bendtigt G-
Gup-Gangliosid Aktivatorprotein) .Glucose
. 3 - Sialidase
Gy Gangliosid 4 - p-Galactosidase . Galactose
1 2 4 5 5 - Glucocerebrosidase (bendtigt Saposin C) .Galactosamin
Vo VoYY
. Q. . Sialinsaure

Abb. 1-5: Stufenweiser Abbau von Gy;;-Gangliosiden

Schematische Darstellung des Abbaus von Gy-Gangliosiden. Monosaccharide wurden graphisch
dargestellt. Die Nummern an der Zuckerstruktur stellen die Reihenfolge des sequentiellen Abbaus dar.
Die zugehdrigen Enzyme sind aufgelistet.

Die meisten lysosomalen Proteasen gehdren zu den Familien der Aspartyl-, Cystein-
oder Serinproteasen. Die Zuordnung dieser Proteasen erfolgt durch die Struktur und
Prisenz von Aspartat-, Cystein- oder Serinresten im aktiven Zentrum. Einige
lysosomale Proteasen werden ubiquitidr exprimiert, wie beispielsweise die
Aspartylprotease Cathepsin D oder die Cysteinproteasen Cathepsin B, H und L. Andere
Proteasen werden zelltyp- oder gewebe-spezifisch synthetisiert, wie z. B. Cathepsin S,
das in Immunzellen exprimiert wird und bei der Prozessierung von Peptiden zur
Antigenprasentation beteiligt ist. Neben der Degradation von Proteinen in Lysosomen
gehoren die Prozessierung von Proproteinen, Antigenen und Prohormomen und die
Inititerung apoptotischer Prozesse zu den wichtigsten Funktionen lysosomaler Proteasen

(Miiller et al., 2012).

Sphingomyeline sind Lipide die hauptsdchlich in Membranen vorkommen. Der Abbau
erfolgt in den Lysosomen. Durch die saure Sphingomyelinase wird zunichst das
Phosphodiester abgespalten, so dass Ceramid und Phosphocholin entsteht.
Anschlieffend erfolgt die Deamidiation des Ceramids zu Sphingosin und freien

Fettsduren durch die saure Ceramidase (Kolter und Sandhoft, 2010).

1.4.2 Lysosomaler Cholesterin-Transport

LDLR an der Plasmamembran endozytieren cholesterin-haltiges LDL und

transportieren es iber endosomale Kompartimente zu Lysosomen, wo die
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Cholesterinester durch die saure Lipase gespalten werden und freies Cholesterin
entsteht (Brown und Goldstein, 1986). Das 16sliche lysosomale Protein Niemann-Pick
C2 (NPC2) bindet Cholesterin und iiberfiihrt es auf das lysosomale Membranprotein
Niemann-Pick C1 (NPC1). NPC1 exportiert das freie Cholesterin {iber noch nicht
bekannte Mechanismen aus den Lysosomen ins Cytoplasma. AnschlieBend wird das
freie Cholesterin zum ER oder zur Plamamembran transportiert (Miller und Bose,

2011).

1.5 Lysosomale Speichererkrankungen

Lysosomale Speichererkrankungen (Lysosomal storage diseases, L.SDs) umfassen eine
Gruppe von ca. 60 Krankheiten, die groBtenteils autosomal-rezessiv vererbt werden
(Vellodi, 2005). Meist resultieren die Erkrankungen aus Defekten einer lysosomalen
Hydrolase, von Aktivatorproteinen oder werden durch Mutationen in lysosomalen
Membranproteinen verursacht, die am Export von Metaboliten beteiligt sind. Diese
Proteindefizienzen fithren zur Akkumulation von spezifischen, nicht abbaubaren bzw.
nicht transportierbaren Substraten dieser lysosomalen Proteine in Lysosomen. Die
klinischen Erscheinungsbilder der lysosomalen Erkrankungen sind sehr heterogen,
jedoch ist das zentrale Nervensystem hdufig betroffen. Zusdtzlich kann das
Erkrankungsalter, der Schweregrad der Symptome und die Manifestation im zentralen

Nervensystem bei den einzelnen Erkrankungen stark variieren (Platt et al., 2012).

Die Klassifizierung der LSDs erfolgt insbesondere durch die Art des akkumulierenden
Speichermaterials. So filihrt die Speicherung von GAGs (Mucopolysaccharide),
aufgrund einzelner Enzymdefekte, die am Abbau dieser Glycane beteiligt sind, zur
Untergruppe der Mucopolysaccharidosen (MPS I - IX). In einigen Fillen, in denen ein
Enzym mehrere Substrate besitzt, kann der Enzymdefekt zur Speicherung
unterschiedlicher Makromolekiile fithren. Beispielsweise werden Gy-Gangliosidose
und MPS IV B (Morquio-B) durch einen Defekt in der B-Galactosidase hervorgerufen
was zur Speicherung von Gy, Gangliosiden und Keratansulfat fithrt (Futerman und van

Meer, 2004).

Bisher sind nur wenige LSDs behandelbar, bei denen Defizienzen einzelner l9slicher

lysosomaler Enzyme vorliegen. Bei der Enzymersatztherapie (ERT) wird das defekte
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Protein substituiert. Das rekombinant hergestellte Enzym wird den Patienten injeziert
und {iber M6P-Rezeptoren von Zellen peripherer Organe aufgenommen. Sechs LSDs
sind bisher durch ERT behandelbar (Ohashi, 2012). Verschiedene klinische Studien
(Phase I/Phase II) fiir intravendse als auch intrathekale ERT weiterer lysosomaler
Speichererkrankungen sind in der Erprobung. Die ERT ist insbesondere fiir lysosomale
Speichererkrankungen geeignet, in denen das zentrale Nervensystem nicht betroffen ist,
da intravends injizierte, rekombinante Enzyme die Blut-Hirn-Schranke nicht
tiberwinden konnen und somit nicht ins Hirn gelangen (Brady und Schiffmann, 2004).
Zudem ist der Erfolg der ERT auf eine effiziente Endozytoserate der rekombinanten
Enzyme in die betroffenen Organe angewiesen. Die Endozytose erfolgt in vielen
Zelltypen tliber den MPR300. Eine geringe Expressionsrate von MPR300 und ein
geringer Phosphorylierungsgrad des rekombinanten Proteins limitieren somit die
Aufnahme des Enzyms in die Gewebe (Grubb et al., 2010). Durch verschiedene
experimentelle Ansdtze wird versucht, die Aufnahme des rekombinanten Proteins in die
Gewebe sowie den Transport iiber die Blut-Hirn-Schranke zu verbessern. Dazu werden
die Proteine unter anderem mit Proteindoménen fusioniert, die MPR300 oder alternative
Endozytoserezeptoren binden. Die Fusion der sauren o-Glucosidase mit einer
Bindungsdoméne des nicht-glycosylierten Wachstumsfaktors IGF-II ermdglicht die
M6P-unabhingige Bindung des rekombinanten Enzyms an MPR300, der auch eine
Bindungsstelle fiir IGF-II besitzt, und erhoht somit die Endozytose in Zellen des
peripheren Muskelgewebes (Maga et al., 2013). Durch Verwendung eines ApoB-
Sulfamidase-Fusionsproteins konnte sogar eine erhohte Menge der rekombinanten
Sulfamidase aus der Blutbahn in neuronales Gewebe iibertragen werden. ApoB bindet
an den LDL-Rezeptor, der in diesem Fall die Transzytose des Proteins iiber die Blut-

Hirn Schranke zu vermitteln scheint (Sorrentino et al., 2013).

1.5.1 Mucolipidose Typ II und III

Eine besonders schwere Form der LSDs stellt die Mucolipidose Typ II (MLII
alpha/beta, I-cell disease) dar (Leroy und Spranger, 1970), welche durch nonsense oder
frameshift-Mutationen im GNPTAB-Gen hervorgerufen wird und zum vollstindigen
Funktionsverlust der GIlcNAc-1-Phosphotransferase fiihrt (Tiede er al., 2005)
Mutationen im GNPTG-Gen (MLIII gamma) bzw. missense-Mutationen im GNPTAB-
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Gen (MLIII alpha/beta) fiihren zur Mucolipidose Typ III, einer weniger progressiven
Form der Erkrankung (Cathey er al., 2008). Aufgrund von Restaktivitit der GIcNAc-1-
Phosphotransferase konnen lysosomale Enzyme in MLIII-Patienten teilweise
phosphoryliert und zu den Lysosomen transportiert werden. Bei beiden Erkrankungen
werden neu synthetisierte lysosomale Enzyme aufgrund fehlender MG6P-
Erkennungssignale sezerniert, was die intrazellulire Defizienz dieser Enzyme in
Lysosomen und die Akkumulation von Speichermaterial zur Folge hat. Die
Fehlsortierung lysosomaler Enzyme kann in Seren oder in kultivierten Fibroblasten von
Patienten gemessen werden. Zusétzlich tragen geringe Enzymaktivititen und
lichtmikroskopisch sichtbare Einschliisse (inclusions) in kultivierten Fibroblasten zur
Diagnose der Patienten mit MLII bei. Die molekularbiologische Diagnose erfolgt durch
Sequenzierung des GNPTAB-Gens. Das klinische Erscheinungsbild von MLII ist durch
schwere psychomotorische und mentale Retardierung, Kleinwuchs, Skelettdeformitaten
sowie kardiologische und respiratorische Komplikationen charakterisiert. Die Patienten
versterben im Alter zwischen zwei und zehn Jahren (Braulke et al, 2013). Die
Mechanismen, die fiir die gewebe-spezifischen pathologischen Verdnderungen
verantwortlich sind, und die Identitét des akkumulierenden Speichermaterials bei MLII,

sind unbekannt.

1.5.2 Tiermodelle der Mucolipidose Typ II

In einer Hauskatzenkolonie konnten Bosshard et al. eine spontane Mutation (¢.2655C >
T) im Gnptab-Gen identifizieren, was zur Auspragung charakteristischer Merkmale von
MLII, wie skelettale Fehlbildung, fazialer Dysmorphismus und psychomotorische
Retardierung flihrte. Im Serum dieser Katzen wurden erhohte lysosomale
Enzymaktvititen gemessen, die in kultivierten Fibroblasten reduziert waren (Bosshard
et al., 1996; Mazrier et al., 2003). Das erste Mausmodell fiir Mucolipidose Typ II wurde
durch die gene trap-Methode generiert. Die Gnptab-knockout-Mause (Gnptab™) wiesen
erhohte Enzymaktivitdten im Serum auf, sind kleiner als Wildtyptiere und erblinden im
Alter von 5 Monaten. Thr Wachstum ist verlangsamt und ihre Lebenserwartung liegt bei
maximal 15 Monaten. Zusitzlich zeigen kultivierte Fibroblasten die charakteristischen
cytoplasmatischen Einschliisse (Gelfman et al., 2007; Vogel et al., 2009). Als weiteres
Tiermodell fiir Mucolipidose Typ II wurde ein Morpholino-basiertes Gnptab-
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knockdown Zebrafisch-Modell beschrieben. Knockdown-Embryonen zeigen skelettale
Abnormalitidten, kraniofaziale Defekte und beeintrachtigte Beweglichkeit. Die
verdnderte Differenzierung der Chondrozyten konnte, aufgrund von Untersuchungen in
frihen embryonalen Entwicklungsphasen dieses Tiermodells, auf abnormale
Expressionen chondrogener Faktoren zuriickgefiihrt werden (Flanagan-Steet et al.,

2009; Petrey et al., 2012).

In der Arbeitsgruppe von Prof. Braulke am Universititsklintkum Hamburg-Eppendorf
wurde durch Einfiihrung einer Patientenmutation (GNTPAB ¢.3145insC, (Tiede et al.,
2005)) an orthologer Stelle im murinen Gnptab-Gen ein knock-in Mausmodell
(Gnptab™*®*™C Gnprab") fiir Mucolipidose Typ II generiert (Kollmann ef al., 2012).
Distal der Spaltstelle des o/B-Vorstufenproteins fiihrt die Insertion eines Cytosins an
Position Gnptab ¢.3082 zu einem frameshift und dadurch zu einem vorzeitigen
Translationsabbruch und Verlust der zweiten Transmembrandomédne des o/3-
Vorstufenproteins (p.G1028RfsX16). Das a/B-Vorstufenprotein kann das ER nicht
verlassen und wird deshalb nicht im Golgi-Apparat proteolytisch aktiviert. Gnprab®-
Maiuse sind kleiner als Wildtyptiere und weisen eine geringere Gewichtszunahme auf.
Die Sterblichkeit ist, mit einer maximalen Lebenserwartung von 14 Monaten, erhoht.
Sie zeigen nahezu alle typischen klinischen und biochemischen Merkmale der humanen
MLII-Erkrankung, wie Skelettdeformititen, psychomotorische Defekte, schwere
Neurodegeneration, Fehlsortierung lysosomaler Enzyme und Akkumulation von

verschiedenen Speichersubstanzen (Kollmann et al., 2012).



Zielsetzung 16

2. Zielsetzung

Die N-Acetylglucosamin-1-Phosphotransferase (GlcNAc-1-Phosphotransferase) ist ein
hexamerer, Golgi-residenter Enzymkomplex (o2f32y2), der den ersten Schritt bei der
Bildung von Mannose-6-Phosphat (M6P)-Resten an Zuckerketten neu synthetisierter
l6slicher lysosomaler Enzyme katalysiert. M6P dient als Erkennungssignal fiir
spezifische Rezeptoren und ist fiir den effektiven Transport der Enzyme zu den
Lysosomen essentiell. Mutationen im GNPTAB-Gen, das die a- und B-Untereinheiten
des GIcNAc-1-Phosphotransferase-Komplexes kodiert, fiihren zu einer schweren
lysosomalen Speichererkrankung, Mucolipidose Typ II (MLII), die biochemisch durch
die Fehlsortierung lysosomaler Enzyme und die Akkumulation von Speichermaterial in
Lysosomen charakterisiert ist. Die Fehlsortierung betrifft aber nicht die Gesamtheit der
50 lysosomalen Hydrolasen und ist gewebe- und zelltyp-abhidngig. Diese Befunde
unterstlitzen die Hypothese zur Existenz von M6P-unabhingigen, alternativen

Transportwegen lysosomaler Enzyme zu Lysosomen.

An einem Gnptab knock-in (Gnptab*)-Mausmodell fiir MLII sollte in dieser Arbeit die
Expression und die Abhdngigkeit des Transportes einzelner lysosomaler Hydrolasen
vom MO6P-Rest untersucht werden. Vergleichende biochemische, massen-
spektrometrische und mikroskopische Analysen des Speichermaterials in neuronalem
Gewebe der Gnptab“-Miuse sollten zusitzlich zur Identifizierung von solchen
Enzymen beitragen, die ausschlieBlich M6P-abhéngig zu den Lysosomen transportiert
werden und deshalb limitierend fiir den Abbau spezifischer Substrate in MLII-Zellen
sind. Histologische Untersuchungen der Gnprab*-Méiuse sollten schlieBlich Aufschluss
iiber den Verlauf neurodegenerativer Prozesse bei MLII geben, um Einblick in die

zugrundeliegenden Pathomechanismen der Neurodegeneration zu erhalten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten M6P-unabhingige Transportmechanismen fiir
saure Hydrolasen zu Lysosomen ndher untersucht werden. Da der neurotrophe, multi-
ligand type-1 Transmembranrezeptor Sortilin als alternativer Rezeptor fiir den
intrazelluldren Transport lysosomaler Enzyme zu Lysosomen postuliert wurde, sollte
durch Verpaarung von M6P-defizienten Gnptab®- mit Sortilin-defizienten (Sortilin®)-
Mausen Zellen generiert werden, an denen die Bedeutung von Sortilin als alternativer

M6P-unabhéngiger Transportrezeptor analysiert werden sollte.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

2-Mercaptoethanol

4¢,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Acrylamid

Agarose
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Bromphenolblau

BSA (bovine serum albumin)
Calciumacetat
Calciumchlorid

Chloroform

Coomassie blue
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Diphenyloxazol (PPO)
Dithiothreitol (DTT)
DNA-Standard 1 kb-Ladder
dNTP-Set

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Formaldehyd
Gelatine
Glycerin
Hefeextrakt

Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen
Serva, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Amersham, Freiburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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Imidazol

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG )
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kanamycin

Ketamin

Luminol
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Methanol

Milchpulver

Mowiol

N,N,N*,N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Natriumacetat

Natriumazid

Natrimchlorid

Natriumecitrat
Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Nartiumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

Nonidet 40
Paraformaldehyd (PFA)
p-Cumarinsiure

Phenolrot

Protaminsulfat

Protein G-Sepharose
Salzsdure

Saponin

Streptavidin — Agarose

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

J.T. Baker, Griesheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Hoechst, Frankfurt a. M.
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Pierce, Rockford, USA
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Sucrose

Szintillationsfliissigkeit

Tissue-Solubilizer (Solvable™)

TriReagent®
Tris

Triton X-100
Tween-20

Wasserstoffperoxid

3.1.2 Arbeitsgeriite

Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Perkin-Elmer, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Geriit Typ Firma
Absaugpumpe Miniport SMT
Autoklav 3850 EL Systec, Wettenberg
Blockthermostat Rotilabo H250 Roth, Karlsruhe

TM130-6 HLC, Bovenden
B-Szintillationscounter B-Counter LS3801 Beckman Counter, Krefeld
Imager Chemi Doc XRS Bio-Rad, Miinchen
Douncer S5ml Volumen Wheaton, USA
Drehrad Rotator Neolab, Heidelberg
Eismaschine AF 10 Scotsman, Herborn
Elektrophoresekammer Agagel Midi Wide Biometra, Gottingen

SE600 Hoefer, Holliston, USA
Entwicklermaschine Curix 60 Agfa, Leverkusen
Fluorometer Infinite 200 Pro Tecan, Mannedorf, Schweiz
y-Szintillationscounter Wallac 1470 Perkin Elmer,Waltham, USA
Geldokumentationssystem E-BOX VX2 peqlab, Erlangen
Geltrockner GelAir Dryer Bio-Rad, Miinchen
Horizontalschiittler Rocky Frobel Labortechnik, Lindau
HPLC Biologic DuoFlow Bio-Rad, Miinchen
Inkubationsschrank CO»-Inkubator Sanyo, Bad Nenndorf

Gasboy C20A Labotect, Wiesbaden

Innova CO-170

New Brunswick Scientific
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Inkubationsschiittler

Kryo-Einfiergerit

Leuchtplatte
Lyophilisator
Magnetriihrer

Mikroskope

Mikrowelle
pH-Meter
Photometer
Pipetten
Pipettierhilfe
Realtime-Cycler
Sterilbank

Stickstoff-Einfriertank

Thermocycler

Transferkammer

Ultraschallgerét

Ultra Turrax
Vortex

Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

Innova 4230
Nalgene™ Cryo 1°C

Gro6

Christ Alpha 1-2
MSH-basic
Leica DM IRE2
Axiovert 25
Promicro
MP220
Multiskan GO

Pipetus
Mx3000P
Herasafe
Gelaire
Airpege 55

Tpersonal

Real-Time, MX3000P™

Mastercycler, Gradient
TE62 & TE22

Sonopuls

Dremel®

Genie 2

AC100

BP2100 S

c10

Centrifuge 5418
Speed Vac®
Centrifuge 5415R
Centrifuge 5804R

New Brunswick Scientific
Nalgene, Roskilde,
Dénemark

Rex, Blaustein

Fisher Scientific, UK
IKA-Werke, Staufen
Leica, Wetzlar

Zeiss, Gottingen
Whirlpool, Stuttgart
Mettler Toledo, Giessen
Th. Scientific, St Leon-Rot
Eppendorf, Hamburg
Hirschmann, Eberstadt
Stratagene, La Jolla, USA
Heraeus, Hanau

Flow Laboratories, USA
Air Liquide, Diisseldorf
Biometra, Gottingen
Stratagene, USA
Eppendorf, Hamburg
Hoefer, Holliston, USA
Bandelin Electronic GmbH
& Co KG, Berlin
BioSpec Products, USA
Scientific Industries
Mettler Toledo, Giessen
Sartorius, Gottingen
Schiitt Labortechnik
Eppendorf, Hamburg
Savant

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
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Zentrifugen Minifuge RF
MC6 Centrifuge

Heraeus, Hanau

Sarstedt, Niimbrecht

Sorvall Discovery M120 Kendro Laboratory Products

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Cellophanfolie

Deckgléser

Dialyseschlauch (Visking 8/32)
Einmalkiivetten
Einwegmaterial fiir Zellkultur
Einweg-Schaber

Fluoromount Medium
Gewebekulturflaschen, -schalen
Immersionsdl 518 C

Kaniilen

Kryordhrchen

Linsenpapier MN 10 B
Objekttrager

Parafilm

Protran™ Nitrocellulosemembran
Pipettenspitzen
Reaktionsgefilie

Rontgenfilme

Skalpelle

Spritzen

Spritzenvorsatzfilter, steril
Sterilfilter

Stripes/ Deckel fiir Real-Time PCR
Szintillationsr6hrchen
UV-Kivetten

Whatman-Papier

Piitz Folien, Taunusstein
Glaswarenfabrik Heckt KG
Roth, Karlsruhe

Plastibrand, Wertheim

BD Falcon, Heidelberg
Sarstedt, Niimbrecht
Polysciences, Inc., Eppelheim
Sarstedt, Amersham

Zeiss, Oberkochen

Becton GmbH, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden

Zeiss, Oberkochen
Engelbrecht, Kassel

Bemis, Wisconsin, USA
Whatman GmbH, Dassel
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Kodak, Stuttgart

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

VWR Int., USA

VWR, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt
Perkin-Elmer, Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg
Whatman GmbH, Dassel
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3.1.4 Kits und Assays

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad, Miinchen

Bradford Assay Roti®Quant

Gene Jet™ RNA Purification Kit Thermo Scientific, St Leon-Rot
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit  Applied Biosystems, Darmstadt
KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit peqlab, Erlangen

RNeasy” Mini Kit (250) QIAGEN, Hilden

Taqman® Gene Expression Assay Applied Biosystems, Darmstadt
3.1.5 Siulen und Siulenmaterial

2,5 cm x 75 cm Séaule Bio-Rad, Miinchen
DEAE-Sepharose Pharmacia Chemicals, Schweden
HisTrap™ HP GE Healthcare, Miinchen
Polyprep-Séule Bio-Rad, Miinchen

Sephadex PD-10 GE Healthcare, Miinchen
Sepharose C1-6B Sigma-Aldrich, Miinchen

3.1.6 Enzyme, Proteine, Protease-Inhibitoren und Proteinstandards

Cathepsin B (aufgereinigt aus menschl. Leber) Merck, Darmstadt

Cathepsin D (aufgereinigt aus Mausleber) (Claussen et al., 1997)
Chondroitinase ABC Sigma-Aldrich, Miinchen
Dispase | Sigma-Aldrich, Miinchen

DNase | Sigma-Aldrich, Miinchen
B-Glucocerebrosidase Genzyme, Neu-Isenburg
Heparinase I, 11, 111 (Lawrence et al., 2012)
Kollagenase I Sigma-Aldrich, Miinchen
Leupeptin Sigma-Aldrich, Miinchen
Lysozym Merck, Darmstadt
PAGERuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot
Phusion®-Polymerase New England Biolabs GmbH,

PMSF

Frankfurt am Main

Serva, Heidelberg
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Pronase

Proteinase K
Protease-Inhibitor-Cocktail
Arylsulfatase B (ASB)

3.1.7 Enzymsubstrate

p-Nitrophenyl-N-Acetyl-f-D-glucosamid
p-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid
p-Nitrophenyl-o-D-mannopyranosid
Nitrocatecholsulfat
4-Methylumbelliferyl-p-D-glucuronid
4-Methylumbelliferyl-a-L-fucopyranosid
4-Methylumbelliferyl-o-L-iduronat
4-Methylumbelliferyl-a-iduronat-2-sulfat
4-Methylumbelliferyl-p-D-galactosid-6-sulfat
4-Methylumbelliferyl-oa-N-sulfo-D-glucosamin

3.1.8 Maus- und Zelllinien

Gnptab*"*"“_Mauslinie (Gnptab™)
Sortilin 1-defiziente-Mauslinie (S*)
Gnptab®*%"™¢/ $*-Mauslinie (Gnptab"/S*)
LRP1-defiziente-

Maus embryonale Fibroblasten (LRP1*)
LDLR-defiziente-

Maus embryonale Fibroblasten (LDLR*")
LRP1/LDLR-defiziente-

Maus embryonale Fibroblasten (LRP1/LDLR*)
LIMP-2-defiziente-

Maus embryonale Fibroblasten (LIMP-2")

Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen

Firma Biomarin, USA

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Glycosynth, Cheshire, England
Moscerdam, Niederlande
Moscerdam, Niederlande

Moscerdam, Niederlande

(Kollmann et al., 2012)
(Jansen et al., 2007)
Eigene Herstellung
Prof. Jorg Heeren

Prof. Jorg Heeren

Prof. Jorg Heeren

Prof. Paul Saftig
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3.1.9 Haufig verwendete Puffer

10 x PBS:

10 x TBS:

3.1.10 Medium und Zusitze

1,37 M NacCl

27 M KCl

100 mM Na,HPO,

17,6 mM KH,HPO, (pH 7.,4)
100 mM Tris/HCI

1,5 M NaCl (pH 7.,4)

3.1.10.1 Medien zur Anzucht von Bakterien

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium):

10 g/1 Bacto-Trypton

5 g/l Bacto-Hefeextrakt
8 g/l NaCl

pH 7,2

Die Zugabe von Antibiotikum erfolgte je nach Bedarf (100 pug/ml Carbenicillin;

50 pg/ml Kanamycin).

3.1.10.2 Medien und Zusiitze fiir die Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) GIBCO/BRL, Eggenstein

RPMI-1640

DMEM/F12

Fotales Kélberserum (FKS)

DMEM ohne L-Glutamin und L-Methionin
Glutamat

GlutaMax™

D-Mannose 6-phosphat Natrium salz
Optimem -1 + GlutMax™
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Penicillin/ Streptomycin
Receptor-Associated Protein (RAP)
0,02 % Trypsin/ EDTA

GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein
PAA, Osterreich

MP Biomedicals, Ohio
Sigma-Aldrich, Miinchen
GIBCO/BRL, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Miinchen
GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein
Eigene Herstellung
GIBCO/BRL, Eggenstein
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3.1.11 Antikorper

3.1.11.1 Primiére Antikorper

Name Verdiinnung Herkunft
Beclin-1 WB 1:200 Santa Cruz, Santa Cruz, USA
BMP IF 1:25 (Kobayashi et al., 1998)
Cathepsin D WB 1:500 Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Cathepsin D IF 1:100 (Claussen et al., 1997)

IP 2ul
Cathepsin B IF 1:200 Neuromics Antibodies, Northfield, USA
Cathepsin Z WB 1:250 R&D Systems GmbH, Wiesbaden
GAPDH WB 1:500 Santa Cruz, Santa Cruz, USA
LAMP-1 (1D4B) WB 1:500 Hybridoma Bank, lowa, USA

IF 1:25
LC3 (2G6) WB 1:500 Nanotools, Teningen
LDLR WB 1:5000 Abcam, Cambridge, UK
LRP1 WB 1:5000 Abcam, Cambridge, UK
c-Myc WB 1:1000 Cell Signalling Techology Inc., Danvers
MnSOD WB 1:1000 Upstate, USA
Neurotensin Rezeptor 3 WB 1:200 BD, San Jose, USA
NPC2 WB 1:500 (Ong et al., 2004)
o-Mannosidase WB 1:5000 von Prof. Beccari zur

Verfiigung gestellt

p62 WB 1:500 MBL, Nakaku

Saure Sphingomyelinase IF 1:50 Santa Cruz, Santa Cruz, USA
single chain fragment o WB 1:1000 (Miiller-Loennies et al., 2010)
MO6P — scFv M6P-1

B-Tubulin WB 1:3000 Sigma-Aldrich, Miinchen
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3.1.11.2 Sekundére Antikorper

Name Verdiinnung Herkunft
Ziege o Ratte Alexa Fluor 488 IF 1:400 Invitrogen, Karlsruhe
Ziege o Ratte Alexa Fluor 546 IF 1:400 Invitrogen, Karlsruhe
Ziege o. Kaninchen Alexa Fluor 546 IF 1:400 Invitrogen, Karlsruhe
Esel a Ziege Alexa Fluor 555 IF 1:400 Invitrogen, Karlsruhe
Streptavidin Alexa Fluor 546 IF 1:400 Invitrogen, Karlsruhe
Ziege o Kaninchen IgG HRP WB 1:3000 Dianova, Hamburg
Ziege a Maus IgG HRP WB 1:5000 Dianova, Hamburg
Ziege a Ratte IgG HRP WB 1:3000 Dianova, Hamburg
Kaninchen a Ziege 1gG HRP WB 1:3000 Dianova, Hamburg

3.1.12 Filipin und Lektine

Name Verdiinnung Herkunft

Filipin Komplex IF 1:100 Sigma Aldrich, Miinchen

Aleuria Aurantia Lektin IF 1:50 Vector Laboratories, Peterborough, UK

Lotus Tetragonolobus Lektin - IF 1:50

3.1.13 Radioaktive Substanzen

[*°S]-Methionin 10mCi/ul
['*I]-Natriumjodid

Na[*S]0;4

3.1.14 Software

Adobe Photoshop 7.0
CorelDraw” 11.6
GraphPad Prism 4.03

Leica Confocal Software 2.61

Vector Laboratories, Peterborough, UK

Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig
Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig
Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig

Adobe Systems, Miinchen

Corel Coop., UnterschleiSheim
GraphPad Software Inc, USA

Leica, Wetzlar
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Microsoft Office Standard Edition 2010 Microsoft, Redmond, USA
MxPro Realtime-PCR 4.6.1 Stratagene Europe, Niederlande
Quantity One 2.61 Bio-Rad, Miinchen

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Genotypisierung von antabki- und S*-M:iusen

Die DNA-Extraktion aus Schwanzspitzen von Gnptab"- und S*-Miusen und die
anschlieBende Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) erfolgte mit dem KAPA Mouse
Genotyping Hot Start Kit. Zur Genotypisierung der Gnptab"- und der S*-Mauslinie
wurde die Insertionsstelle der Neomycin-Kassette verwendet. Es wurden spezifische
Primer ausgewihlt die im Gnprab“-Mausmodell den ausgewihlten Bereich flankieren
und im S*-Mausmodell zusitzlich in der Neomycin-Kassette binden (Multiplex-PCR).
Wihrend der PCR wurde bei der Gnptab"-Mauslinie bei dem Wildtyp-Allel ein 550 bp
grofBes Produkt und bei dem knock-in Allel ein 700 bp groBes Produkt amplifiziert. Bei
der S*-Mauslinie wurde ein 293 bp groBes Produkt fiir das Wildtyp-Allel und ein 206
bp groBes Produkt fiir das knock-out Allel amplifiziert. Die hier verwendeten Primer
befinden sich im Anhang (Abschnitt 8.1.1). Folgende PCR-Programme wurden

verwendet:

antabki-Programm: 95 °C 3 min
95 °C 15 sek
60 °C 15 sek 40 Zyklen
72 °C 15 sek
72 °C 4 min
S*_Programm: 95 °C 3 min
95 °C 15 sek
57 °C 15 sek 40 Zyklen
72 °C 15 sek
72 °C 4 min

AnschlieBend erfolgte die Auftrennung der DNA-Fragmente in einem Agarosegel.
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3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 1 - 3 %-ige Agarosegele hergestellt (je
nach Grofle des Fragments). Zum Ldsen der Agarose wurde diese in TAE-Puffer
aufgekocht. Nach Abkiihlen der Losung auf 60 °C wurde Ethidiumbromid
(Endkonzentration: 0,5 pg/ml) dazugegeben. Die Losung wurde anschlieBend in eine
Gelkammer gegossen und zum Erhirten mindestens 30 min unter einem Abzug stehen
gelassen. Das Gel wurde in eine Elektrophoresekammer tiberfiihrt und mit TAE-Puffer
iibergossen. Die Proben wurden in die Kammern pipettiert und bei 120 V
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der Banden erfolgte anschlieBend unter

UV-Bestrahlung im E-box Geldokumentationssystem.

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

3.2.3 RNA-Isolierung aus kultivierten Zellen

Eukaryontische Zellen wurden zwei Tage vor der RNA-Isolierung auf 10 cm
Zellkulturschalen ausplattiert. Die konfluenten Zellen wurden zweimal mit eiskalten
PBS gewaschen und die RNA mit Hilfe des Gene Jet'™ RNA Purification Kit nach
Herstellerangaben isoliert. Die Elution der RNA erfolgte mit 50 ul DEPC-Wasser. Die
Qualitdt der isolierten RNA wurde durch Auftrennung im Agarosegel tiberpriift. Die

Quantitdt wurde photometrisch mit dem Multiskan GO Spektrophotometer bestimmt.

3.2.4 RNA-Isolierung aus Geweben

Zur Isolierung von RNA aus Gewebe wurden maximal 100 mg Mausgewebe mit 1 ml
TriReagent mit einem Ultra Turrax homogenisiert und 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden 200 pl Chloroform hinzugegeben und durch 15-sekiindiges
Vortexen vermischt. Daraufhin folgten 15 min Inkubation bei RT mit anschlieBender
Zentrifugation fiir 15 min bei 12000 xg und 4 °C. Dabei bilden sich drei Phasen. Die
oberste, RNA-haltige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefd3 {tberfithrt. Zur Féllung der RNA wurde 500 pl Isopropanol

hinzugegeben und kurz durch Vortexen vermischt. Darauthin folgten 10 min Inkubation
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bei RT mit anschlieBender Zentrifugation bei 12000 xg und 4 °C. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 500 pl 70 % (v/v) EtOH gewaschen, erneut bei 12000 xg
und 4 °C zentrifugiert und das Pellet getrocknet. Die RNA wurde in 100 pl DEPC-
Wasser aufgenommen. Die Qualitit wurde durch Auftrennung im Agarosegel liberpriift

und die Quantitit der RNA photometrisch gemessen.

3.2.5 cDNA-Synthese und quantitative Realtime-PCR

Mit Hilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit wurde nach Angaben des
Herstellers die RNA in ¢cDNA umgeschrieben. Die ¢cDNA diente anschlieBend als
Matrize fiir die quantitative Realtime-PCR. Die quantitative Realtime-PCR ist eine
PCR-Methode zur Amplifikation und gleichzeitiger Quantifizierung von cDNA. Die
Messung erfolgt dabei durch Verwendung des TagMan® Gene Expression Assay tiber
Fluoreszenzsignale von TagMan-Sonden (Abschnitt 8.1.2). Diese Sonden sind am 3°-
Ende an ein Reporterfluorophor und am 5°-Ende an einen Quencher gekoppelt. Die
rdumliche Ndhe des Fluorophors zu dem Quencher verhindert die Detektion seiner
Fluoreszenz. Erst nachdem die Tag-DNA-Polymerase durch ihre endonukleolytische
Aktivitdit die Sonde hydrolysiert, wird das Fluorophor freigesetzt, rdumlich vom
Quencher getrennt und kann nach Anregung fluorometrisch gemessen werden. Die
Fluoreszenzintensitdt steigt proportional zur Konzentration des Amplifikats. In den
ersten PCR-Zyklen ist jedoch aufgrund der geringen Menge des Amplifikats und
dementsprechend geringer Fluoreszenzintensitit kein Anstieg detektierbar. Der erste

exponentielle Anstieg bestimmt den sogenannten cycle of threshold (Cr-Wert).

Die Auswertung erfolgt nach der 2-**“"-Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Dabei
wird zunichst die Differenz zwischen dem Crt-Wert des zu untersuchenden Gens und
eines Kontrollgens (f#-Actin) berechnet. Durch den Vergleich der einzelnen Gruppen

erfolgt die Ermittlung der relativen Expression 2-**“T. Dabei gilt folgende Gleichung:

ACt = Ct Gen - Cr pacin und AACt = Cr defiziente Zellen - CT Wildtyp-Zellen

PCR-Ansatz: 10 pl Maxima™ Probe gPCR Master Mix (2x)
7 ul ddH,O
2 ul template cDNA
1 ul TagMan® Gene Expression Assay
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PCR-Programm: 95 °C 10 min
95 °C 30 sek

40 Zyklen
60 °C 1 min

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Zellen wurden in 75 cm’-Zellkulturflaschen in wassergeséttigter Atmosphire bei
37°C und 5 % CO, kultiviert. Bei einer Konfluenz der Zellen von 90 % - 100 %
wurden diese passagiert. Dazu wurde zundchst 1 x mit 5 ml PBS gewaschen. Das
Ablosen der adhidrenten Zellen erfolgte mit 1,5 ml 0,05 % (w/v) Trypsin/EDTA. Die
Zellkulturschale wurde geschwenkt, so dass das Trypsin/EDTA vollstindig den
Zellrasen benetzte. Nach Ablosen der Zellen wurde die Reaktion durch Zugabe von
vorgewdrmtem Medium (Maus embryonale Fibroblasten (MEF): DMEM, 10 % FKS, 1
x P/S, 1 x GlutaMax™; Lungenfibroblasten: RPMI-1640, 20 % FKS, 1 x P/S, 1 x
GlutaMax™) gestoppt. Die Zellen wurden durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren

vereinzelt und je nach gewiinschter Dichte ausgesit.

3.3.2 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden konfluente Zellen einer 75 cm’-Zellkulturflasche mit
1,5 ml 0,05 % (w/v) Trypsin/EDTA von der Flasche gelost, in 5 ml FKS-haltigem
Medium aufgenommen und in ein neues Reaktionsgefdl {iberfithrt. Nach
Sedimentierung der Zellen bei 500 xg fiir 5 min wurde der Uberstand abgenommen und
das Pellet in 3 ml Einfriermedium (10 % DMSOQO, 20 % FKS in DMEM) resuspendiert.
Jeweils 1 ml der Suspension wurde in ein Kryoréhrchen iiberfiihrt und anschlieBend in
einem Nalgene™ Cryo 1 °C Freezing Container bei -80°C eingefroren. Die

Kryorohrchen wurden nach 24 h in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

Zur Rekultivierung eingefrorener Zellen wurden diese in 5 ml kaltem Medium
aufgetaut. Die Zellen wurden bei 200 xg fiir 5 min sedimentiert, das Pellet in 10 ml

warmen Medium resuspendiert und in eine 75 cm’-Zellkulturflasche tiberfiihrt.
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3.3.3 Isolierung von embryonalen Mausfibroblasten

Fiir die Isolierung von embryonalen Mausfibroblasten wurden Tiere an Tag 12,5 der
Embryonalentwicklung prapariert. Das tragende Muttertier wurde durch Genickbruch
getdtet, der Bauch mit 70 % EtOH desinfiziert, die Embryonen entnommen und einzeln
in eine Zellkulturschale mit PBS gelegt. Das Gewebe um die Embryonen wurde
vollstindig entfernt und ein kleiner Teil im Kopfbereich des Embryos fiir die
Genotypisierung abgetrennt. AnschlieBend wurde der Embryo in ein Reaktionsgefil3
mit 4 ml 0,05 % (w/v) Trypsin/EDTA iiberfiihrt und durch mehrfaches Auf- und
Abpipettieren zerkleinert. Die Freisetzung einzelner Zellen aus dem Zellverbund
erfolgte bei anschlieBender 10-miniitiger Inkubation bei 37 °C im Wasserbad. Durch
Zugabe von 8 ml FKS-haltigem Medium wurde die Reaktion gestoppt. Anschlieend
wurden die Zellen in einer 75 cm’-Zellkulturflaschen ausplattiert. Um das

Trypsin/EDTA zu entfernen wurde nach Adherieren der Zellen das Medium gewechselt.

3.3.4 Isolierung von Lungenfibroblasten aus der Maus

Die Maus wurde durch Genickbruch getdtet, der Korper mit 70 % EtOH desinfiziert
und anschlieBend die Lunge entnommen. Die Lunge wurde 2 x mit eiskaltem PBS
gewaschen und in kleine Stiickchen geschnitten. Die Stiickchen wurden in ein
Reaktionsgefdl mit 5 ml Lysispuffer iiberfiihrt und 3 h bei 37 °C und 180 rpm
geschiittelt. Nach 10-mintitiger Zentrifugation bei 2000 xg wurde das Pellet in Medium

aufgenommen und die Zellen in 75 cm?-Zellkulturflaschen ausplattiert.
Lysispuffer: PBS

12 U/ 5 ml Dispase |

850 U/ 5 ml Kollagenase III

3.3.5 Konditionieren von Medien

Fir das Konditionieren von Medien wurden die Zellen auf eine & 10 cm-
Zellkulturschale ausplattiert. Nach 90 %-iger Konfluenz wurden die Zellen 2 x mit PBS
gewaschen und anschlieBend in 5 ml Optimem-1 + GlutaMax' ™ bei 37 °C fiir 2 Tage
kultiviert.
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3.3.6 Metabolische Markierung von Proteinen mit [**S]-Methionin

Die Zellen wurden 2 Tage vor der Markierung auf 3,5 cm-Zellkulturschalen
ausplattiert. Die konfluenten Zellen wurden zundchst 2 x mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit 700 pul Hungermedium fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschliefend
wurde das Pulsemedium (Hungermedium, 150 pCi/ml [*°S]-Methionin) vorbereitet.
Anschliefend wurden 2 pl des Pulsemediums in 2 ml Szintillationsfliissigkeit gegeben
und die Radioaktividt des Pulsemediums im [-Szintillationscounter iiberpriift. Dabei
gilt: 1 pCi = 2.200.000 cpm. Das Hungermedium wurde abgenommen und fiir 45 min
durch das Pulsemedium ersetzt (Pulse). Die Zellen wurden anschlieend 2 x mit PBS
gewaschen und entweder lysiert (siche 3.4.8) oder nach dem Pulse mit 700 pl
Chasemedium fiir weitere 5 h bei 37 °C (Chase) inkubiert. Durch Mesung der
Radioaktivitdt im Pulsemedium vor und nach dem Pulse, in Zellhomogenaten und in
Chasemedien wurde die Inkooperationsrate bestimmt. Das Chasemedium und die Zellen

wurden nach Waschen mit PBS fiir die Immunprézipitation vorbereitet (siche 3.4.8).
Hungermedium: DMEM ohne Methionin und Glutamin

1 x GlutaMax™

1 x Penicillin/ Streptomycin

5 % hitzeinaktiviertes, dialysiertes FKS
Chasemedium: DMEM

1 x GlutaMax™

1 x Penicillin/ Streptomycin

5 % hitzeinaktiviertes, dialysiertes FKS

10 mM Mannose 6-phosphat-Na-Salz

3.3.7 Metabolische Markierung von Glycosaminoglycanen mit Na[**S]04

Die Zellen wurden 2 Tage vor der Markierung auf 6-well-Zellkulturschalen (fiir die in
3.4.12 beschriebene Mengenanalyse von Chondroitinsulfat bzw. Heparansulfat) bzw.
@10 cm-Zellkulturschale (fiir die in 3.4.13 beschriebene Groflenanalyse von
Chondroitinsulfat bzw. Heparansulfat) ausplattiert. Nach Berechnung der aktuellen

Radioaktivitdt mittels des Kalibrierungsdatums wurde die entsprechende Menge
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Na[**S]04 (100 pCi/ml) in frisches Medium iiberfiihrt (Pulsemedium). Die konfluenten
Zellen wurden zundchst 2 x mit PBS gewaschen. Die Markierung der
Glycosaminoglycane (GAGs) erfolgte mit 2 ml bzw. 8 ml Pulsemedium fiir 2 Tage bei
37 °C (Pulse). Das Pulsemedium wurde abgenommen, die Zellen 2 x mit PBS
gewaschen und mit 2 ml bzw. 8 ml Medium fiir 2 Tage bei 37 °C inkubiert (Chase).
Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 2 ml bzw. 4 ml 0,05 %
(w/v) Trypsin/EDTA fiir 20 min trypsiniert, die Suspension in ein neues Reaktionsgefif3
tiberfiihrt und fiir 5 min bei 1000 xg zentrifugiert. AnschlieBend wurden die GAGs aus
dem Pellet isoliert (siche 3.4.12).

Medium: DMEM/F12

10 % hitzeinaktiviertes, dialysiertes FKS

3.3.8 Endozytose von [1251]-markierten Proteinen

['*I]-markiertes rekombinantes Protein (spezifische Aktivitit: 0,56 uCi/pg Cathepsin

D, 28 uCi/pg Cathepsin B, 17uCi/ug Arylsulfatase B) wurde von Prof. Braulke zur
Verfiigung gestellt. Konfluente Zellen in & 3,5 cm-Zellkulturschalen wurden zunéchst
2 x mit PBS gewaschen und fiir 30 min mit 800 pl DMEM/ 1 % BSA bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit (625.000 cpm/ml fiir Cathepsin B,
Arylsulfatase B bzw. 375000 cpm/ml fiir Cathepsin D) ['*’I]-markiertem Protein in 800
ul DMEM/1 % BSA unter An- bzw. Abwesenheit von spezifischen kompetetiven
Inhibitoren, wie 10 uM receptor-associated Protein (RAP) oder 10 mM Mannose 6-
phosphat-Na-Salz (M6P). Die Inkubationszeit variierte je nach Fragestellung.
AnschlieBend wurde das Medium abgenommen und die Zellen 5 x mit eiskaltem PBS
gewaschen bevor sie in 1 ml 250 mM Sucrose/10 mM Tris-Losung (pH 7,4) abgeschabt
wurden. Die Zellen wurden bei 800 xg und 4 °C fiir 4 min sedimentiert, der Uberstand
entfernt und die Radioaktivitit des Pellet in einem 7y-Szintillationscounter gemessen.
Das Pellet wurde in 100 pl Lysispuffer aufgenommen und fiir 1 h auf Eis lysiert. Fiir die
Bestimmung der  [B-Hexosaminidase-Aktivitdit  (siche  3.4.11) und  der
Proteinkonzentration (siche 3.4.3) wurden 10 pl Lysat in ein neues Reaktionsgefil3
iiberfiihrt. AnschlieBend wurde das Lysat bei 13000 xg und 4 °C fiir 10 min

zentrifugiert, der Uberstand mit 30 ul 4 x Solubilisierungspuffer vermischt, 5 min bei
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95 °C gekocht und auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Das Polyacrylamid-Gel
wurde zwischen 2 Cellophan-Folien im Geltrockner fiir 2 h getrocknet und anschlieBend

ein Rontgenfilm aufgelegt.

Lysispuffer: PBS
0,2 % Triton X-100
1xIC

3.3.9 Lentivirale Transduktion und Immortalisierung von Zellen

Die Immortalisierung von embryonalen Mausfibroblasten und Lungenfibroblasten
erfolgte durch Lentiviren. Die Produktion der Viren und die anschlieBende
Transduktion der Zellen wurden von Dr. Kerstin Cornils, UKE durchgefiihrt. Der
lentivirale pLego-Vektor enthdlt das Onkogen LargeT welches nach der Expression in
vitro an den Tumorsupressor p53 bindet und inaktiviert, wodurch ein
Proliferationsarrest der Zellen verhindert wird und diese teilungsfahig bleiben (Cheng et
al., 2009). Zur Uberpriifung der Transduktionseffizienz enthilt der pLego-Vektor
zusétzlich den Fluoreszenzmarker Cerulean der in transduzierten Zellen cytosolisch

exprimiert wird (Clayton et al., 1982).

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Herstellung von Proteinhomogenaten aus Zellen

Konfluente Zellen einer & 10 cm-Zellkulturschale wurden 2 x mit PBS gewaschen und
anschlieBend in 500 pl Lysispuffer mit einem Zellschaber abgeschabt. Die Lyse erfolgte
auf Eis fiir 1 h. Unlosliche Bestandteile wurden bei 16000 xg und 4 °C fiir 10 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt und bis zu

weiterem Gebrauch bei -20 °C gelagert.

Lysispuffer: PBS
0,2 % Triton X-100
1xIC
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3.4.2 Herstellung von Proteinhomogenaten aus Hirn

Das Gehirn wurde vor dem Homogenisieren in 3 Bereiche zerlegt (linker und rechter
Cortex und Cerebellum) und bei -80 °C gelagert. Homogenisiert wurden immer gleiche
Bereiche von unterschiedlichen Tieren. Zunédchst wurde die flinffache Menge an Puffer
I zu dem Gewebe hinzugegeben und mit einem Douncer (tighf) mit 30 Hiiben
homogenisiert. Das Homogenat wurde fiir 10 min bei 500 xg und 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand mit gleicher Menge Puffer II fiir 1 h bei 4 °C auf dem Drehrad vermischt
(Fraktion I). Zur Auftrennung in Triton X-100-16sliche und -unldsliche Fraktion wurde
das Homogenat anschliefend bei 13000 xg und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand (I6sliche Fraktion) wurde in neues Reaktionsgefif iiberfiihrt und das Pellet
(unldsliche Fraktion) in 1 % SDS/PBS gelost.

Puffer I: 0,25 M Sucrose Puffer II: Puffer I
50 mM Tris/HCI (pH 7,4) 1 % Triton X-100
1 mM EDTA
1 xIC

3.4.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach den Herstellerangaben fiir den
Bradford Assay von Roth (Roti®Quant). Zur Quantifizierung der Protein-konzentration
wurde zu jeder Messung mit Hilfe eine Verdiinnungsreihe mit Standard-BSA-Losung

(0-20pg) eine Eichgerade erstellt.

3.44 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ermdglicht
die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grofe (Laemmli, 1970).
Die Acrylamidkonzentration der Trenngele variierte zwischen 8 - 15 % und wurde
abhingig von der Grofle des zu analysierenden Proteins gewdhlt.
Sammelgel: 100 mM Tris/HCI (pH 6,8)

4 % (v/v) Acrylamid

0,1 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) APS
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0,1% (v/v) TEMED
Trenngel: 375 mM Tris/HCI (pH 8,8)

8 - 15 % (v/v) Acrylamid

0,1% (w/v) SDS

0,016 % (w/v) APS

0,08 % (v/v) TEMED
Solubilisierungspuffer (4x): 500 mM Tris/HCI (pH 6,8)

4 % (w/v) SDS

40 % (v/v) Glycerin

Coomassie® Blue G

(reduzierend: + 40 mM DTT)

Anodenpuffer: 25 mM Tris/HCI (pH 8,6)
192 mM Glycin

Kathodenpuffer: 25 mM Tris/HCI (pH 8,6)
192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS
50 — 100 pg Protein wurden in Solubilisierungspuffer gelost und bei 95 °C fiir 5 min
gekocht. Nach Gie3en des Gels und Auftragen der Proben erfolgte die Auftrennung der
Proteine bei 55 mA/Gel. Sobald die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte, wurde
der Lauf beendet.

3.4.5 Fiarbung von Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Losung

Zur Visualisierung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen wurde eine Coomassie-
Féarbung durchgefiihrt. Die Féarbung erfolgte im sauren pH-Milieu, da Coomassie an
positiv geladene Aminosduren bindet. Das Trenngel wurde fiir mindestens 20 min in
Férbelosung auf einer Wippe inkubiert und anschlieBend fiir 3 x 20 min in die
Entfarbelosung gelegt. Nach einstiindigem Wissern wurde das Gel in Folie

eingeschweif3t und getrocknet.
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Farbeldsung: 50 % Methanol

10 % Essigdure

0,05 % Coomassie® Blue R
Entféarbeldsung: 50 % Methanol

10 % Essigsédure

3.4.6 Western-Blot-Analyse

Zur Detektion spezifischer Proteine nach Auftrennung in der SDS-PAGE, wurden die
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Dafiir wurden das Gel und die
Membran luftblasenfrei zwischen 4 Whatman-Papieren und zwei Faser-Pads gelegt und
in einer Transfer-Kassette in der Blotting-Kammer fixiert. Der Transfer der Proteine

erfolgte bei 900 mA und 4 °C fiir 3 h oder {iber Nacht bei 150 mA.
Transferpuffer: 0,025 M Tris

0,192 M Glycin

20 % Methanol

Alle nachfolgenden Schritte erfolgten bei kontinuierlicher Bewegung auf einer Wippe.
Die Nitrozellulosemembran wurde aus der Transfer-Kassette entnommen und in
Waschpuffer tiberfiihrt. Zur Sattigung unspezifischer Antigenbindungsstellen wurde die
Membran in Blockierpuffer iiberfiihrt. Dabei hidngt die Zusammensetzung des
Blockierpuffers von den Bindungseigenschaften der primdren Antikdrper ab. Die
Inkubation der Membran mit dem primédren Antikorper erfolgte in Blockierpuffer bei
RT fiir 1 h oder iiber Nacht bei 4 °C. Die Membran wurde 3 x 10 min mit Waschpuffer
gewaschen und anschlieffend fiir 1 h mit HRP-gekoppeltem sekundéren Antikorper in
Blockierpuffer inkubiert. Alle verwendeten Antikorper und Verdiinnungen sind in

Abschnitt 3.1.11 nachzulesen.
Waschpuffer: 1 x TBS
0,05 % Tween 20
Blockierpuffer 1: 1 x TBS
0,05 % Tween 20
5 % Milchpulver
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Blockierpuffer 2: 1 x TBS
0,05 % Tween 20
1 % BSA

Beim Umsatz von Luminol durch HRP wird Chemilumineszenz erzeugt. Dies wird zur
Visualisierung der AntikOrper-markierten Proteinbanden mittels ECL (Enhanced
chemiluminescence) genutzt. Die ECL-Losungen 1 und 2 wurden im Verhéltnis 1:1
vermischt und auf die Membran gegeben. Die erzeugte Chemilumineszenz wurde mit

der ChemiDoc aufgenommen.
ECL-Losungen:

Losung 1: 0,1 M Tris/HCI (pH 8,5)
2,7 mM Luminol
0,44 mM p-Cumarinsiure
Losung 2: 0,1 M Tris/HCI (pH 8,5)
0,02 % H,0,
Zur Entfernung der gebundenen Antikdrperkomplexe wurde die Membran zundchst
»gestrippt®. Dabei wird die Membran 5 min dH,O gewaschen, 5 min mit 0,2 M NaOH

inkubiert und erneut gewaschen. Die Detektion weiterer Proteine auf der Membran

erfolgt beginnend mit der Blockierung.

3.4.7 Aufreinigung von His-Fusionsproteinen

Zur Aufreinigung von His6-markierten Proteinen wurden diese in proteasedefizienten,
E.coli BL21 Bakterien {iberexprimiert. Einzelne Kolonien wurden zunichst in 10 ml
LB-Medium mit Ampicillin @i.N. bei 37 °C und 230 rpm kultiviert und anschlieBend in
500 ml Medium iiberfiihrt. Zur Induktion der Expression der His6-markierten Proteine
wurde bei einem ODgyo-Wert von 0,5 — 0,6 0,5 mM IPTG hinzugegeben und 5 h bei
24 °C geschiittelt. AnschlieBend wurden die Bakterien bei 4500 xg fiir 10 min und 4 °C
pelletiert und in 40 ml HSB-Puffer/20 mM Imidazol resuspendiert. Durch Zugabe von
40 mg Lysozym und anschlieBender 3-miniitiger Ultraschallbehandlung wurden die
Bakterien aufgeschlossen. Das Homogenat wurde daraufhin bei 20000 xg fiir 20 min

und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und erneut zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde durch einen Filter mit PorengrdBe 0,45 pm von restlichen, unlslichen
Bestandteilen getrennt und das Filtrat im Verhéltnis 1:3 mit HSB-Puffer/20 mM
Imidazol verdiinnt. Die Aufreinigung der His6-markierten Proteine erfolgte
affinitdtschromatographisch iiber eine 1 ml HisTrap™ HP (GE Healthcare) Saule im
HPLC-System Bio-Flow (Biorad). Das folgende Programm wurde mit einer

Durchflussrate von 0,5 ml/min durchgefiihrt:

Programmpunkt Volumen Puffer/ Probe
Aquilibrieren 10 ml HSB + 20 mM Imidazol
Laden 30 ml Probe

Waschen 30 ml HSB + 20 mM Imidazol
Elution Sml HSB + 450 mM Imidazol
Waschen 10 ml HSB + 20 mM Imidazol

Tabelle 3-1: Programmeinstellung beim HPLC-Durchlauf

Wasch- und FElutionsfraktionen wurden im Fraktionssammler als 1 ml Fraktionen

gesammelt und anschlieBend in einer SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-

Féarbung tliberpriift.

HSB (His-Sonication Buffer): 50 mM NaH,HPO./NaH,PO4 (pH 8)
300 mM NacCl
0,1 mM PMSF

0,1 mM Leupeptin

3.4.8 Immunprizipitation metabolisch markierter Proteine

Nach metabolischer Markierung der Proteine (Pulse) und anschlieBender
Prozessierungs- und Sortierungszeit (Chase) (siche Abschnit 3.3.6) wurden die Zellen
in 800 ul Lysispuffer mit einem Einweg-Schaber von der Zellkulturschale geschabt und
das Chasemedium gesammelt. Das Chasemedium wurde mit 78 pl 10 % Triton X-100
und 15 pl 50 x IC versetzt. Zur Tritonextraktion wurden die Proben 1 h auf Eis
inkubiert. Zum Entfernen von DNA aus den Lysaten erfolgte eine DNA-Féllung mit
10 pl 3 % Protaminsulfat, einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis und anschlieender

Zentrifugation bei 10.000 xg und 4 °C. Der Uberstand wurde in ein neues
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Reaktionsgefal3 iiberfithrt und 200 ul PIMM hinzugefiigt. Protein G-Sepharose wurde
2 x mit IMM gewaschen und eine 50 % (v/v) Losung in IMM hergestellt. 50 pl der
Protein G-Sepharose-Losung wurde mit den Proben fiir 1 h bei 4 °C auf dem Drehrad
inkubiert. Die Protein G-Sepharose und daran unspezifisch gebundene Proteine wurden
anschlieBend bei 1000 xg bei 4 °C abzentrifugiert. Die Inkubation mit dem priméiren
Antikorper erfolgte bei 4 °C iiber Nacht auf dem Drehrad (Antikorperkonzentration
sieche 3.1.11.1). AnschlieBend wurde 50 pl Protein G-Sepharose hinzugefiigt und fiir 1 h
auf dem Drehrad inkubiert. Die Protein G-Sepharose und daran gebundene Antikorper
und Proteine wurden anschlieend wie folgt gewaschen. Zwischen jedem Waschschritt

wurde bei 1000 xg und 4 °C fiir 1 min zentrifugiert:
1 x 800 ul Neufeldpufter

1 x 800 ul IMM

1 x 800 ul IMM + 2 M KCl

2 x 800 pul 0,1 x PBS

Die Protein G-Sepharose wurde anschlieBend in 50 pl 2 x Solubilisierungspuffer
aufgenommen und 5 min bei 95 °C gekocht, wodurch die prézipitierten Proteine
denaturiert und von der Protein G-Sepharose getrennt wurden. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE mit anschlieBender Fluorographie (Absatz 3.4.4,
3.4.9).

Lysispuffer: 1 x PBS PIMM: 1 x PBS
0,1 % BSA 1 % Triton X-100
1 % Triton X-100 0,5 % Na-Desoxycholat
1 xIC 0,2 % SDS
10 % BSA
1 xIC
Neufeldpuffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,5) IMM: 1xPBS
0,6 M NaCl 1 % Triton X-100
0,1 % SDS 0,5 % Na-Desoxycholat

0,05 % NP-40
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3.49 Fluorographie

Zur Signalverstirkung von radioaktiv markierten Proteinen nach Auftrennung in einem
Polyacrylamid-Gel wird das Gel zunéchst 3 x fiir 20 min in DMSO geschwenkt und
iiber Nacht in 20 % PPO/DMSO gelegt. AnschlieBend wird es fiir 1 h mit dH,O
gewdssert bevor es zwischen zwei Cellophan-Folien im Geltrockner fiir 3 h getrocknet

wird. Die Detektion der Banden erfolgt durch Auflegen eines Rontgenfilms.

3.4.10 Szintillationsmessung von radioaktiven Proteinen in Polyacrylamid-Gelen

Zur Quantifizierung von radioaktiv markierten Proteinen in Banden von
Polyacrylamidgelen wurden die Banden mit Hilfe des entwickelten Rontgenfilms auf
einer Leuchtplatte lokalisiert, ausgeschnitten und in Szintillationsrohrchen iiberfiihrt.
Anschlieffend wurde 300 pl dH,O dazugegeben und die Gelstiickchen wurden iiber
Nacht quellen gelassen. Nach Zugabe von 1 ml Tissue-Solubilizer wurden die
Szintillationsrohrchen fiir 5 h in ein 50 °C Wasserbad iiberfiihrt. AnschlieBend wurde

10 ml Szintillationsfliissigkeit hinzugefiigt und die Radioaktivitit im Counter gemessen.

3.4.11 Messung von Enzymaktivititen

Die Aktivitdten lysosomaler Hydrolasen wurden in Zellhomogenaten, in konditionierten
Medien und in Seren gemessen. Zur Messung der Enzymaktivititen von Glycosidasen
werden synthetische Substrate verwendet die als 4-Nitrophenyl- oder 4-Methylum-
belliferyl-konjugierte Monosaccharide vorliegen. Die in der Probe vorliegende
spezifische Hydrolase spaltet unter sauren Bedingungen den Zuckerrest ab und 4-
Nitrophenol bzw. 4-Methylumbelliferon wird frei, was nach Zugabe eines alkalischen
Stopppuffers photometrisch bzw. fluorometrisch quantifiziert werden kann. Als Substrat
fiir Sulfatasen dient 4-Nitrocatecholsulfat, wobei durch Abspaltung des Sulfats ein

Nitrocatechol freigesetzt wird.

Nach Herstellung von Proteinhomogenaten aus Zellen (Absatz 3.4.1) wurden die in
Tabelle 3-2 angegebene Proteinmenge auf 100 pul Gesamtvolumen mit 0,2 % Triton X-
100/ 1 x IC aufgefiillt. Zur Enzymaktivititsbestimmung in konditionierten Medien
wurde 100 pl eingesetzt. AnschlieBend wurde 100 pl Substrat in Reaktionspuffer
hinzugegeben und fiir 1 h bzw. 16 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 800 pul
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Stopppuffer beendet. Die Messung des freigesetzten 4-Nitrophenol erfolgte bei 405 nm
(E405) und des 4-Nitrocatechol bei 515 nm (Es;s).

Reaktionspuffer: 0,1 M Natriumcitrat (pH 4,6)
0,2 % Triton-X100

0,4 % BSA
Stopppuffer: 0,4 M Glycin/NaOH (pH 10,4)

Lysosomales Substrat Konzen- ug Inkubations-

Enzym tration Protein zeit (h)

B-Hexosaminidase  p-Nitrophenyl-N-Acetyl- 10 mM 20 1
B-D-glucosamid

B-Galactosidase p-Nitrophenyl-B-D- 10 mM 50 16
galactopyranosid

a-Mannosidase p-Nitrophenyl-o-D- 5 mM 50 16
mannopyranosid

Arylsulfatase A Nitrocatecholsulfat 10 mM 50 16

Tabelle 3-2: Verwendete Substratmengen, Proteinkonzentrationen und Inkubationszeiten fiir die
Messung von Enzymaktivititen mittels p-Nitrophenol.

Die Berechnung der Aktivitit A erfolgte nach folgender Gleichung:
AE/min x Vy
exdxVp
A = Enzymaktivitit [U; I U = I umol/min]

AE/min = Anderung der Extinktion (Absorption) pro Zeit

€ = molarer Extinktionskoeffizient

[fiir p-Nitrophenol 18,45 /umol*cm; fiir 4-Nitrocatechol 12,6 /umol*cm |
Vp = Probenvolumen wéhrend der Reaktion [40 pl]

Vum = MeBvolumen in der Kiivette [1000 pl]

d = Schichtdicke der Losung [1 cm]
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Fir die Enzymaktivititsbestimmung mit 4-Methylumbelliferyl-konjugierten
Monosacchariden wurden zunidchst folgende Molarititen 4MU-Standard in DMSO
gelost: 0; 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 10 mM. Anschlieend wurde 20 pl jedes Standards mit 280
ul Verdiinnungspuffer, 100 ul Lysispuffer und 3,6 ml Stopppuffer verdiinnt. Jeweils
200 pl jedes Standards wurde zur Erstellung der Kurve eingesetzt (das entspricht: 0, 0,1,
0,5, 1, 2,5, 5, 10, 25 nmol). AnschlieBend wurden Zellhomogenate hergestellt und die
Proteinkonzentration bestimmt (Absatz 3.4.1 und 3.4.3). Die in Tabelle 3-3
angegebenen Proteinkonzentrationen bzw. Serumvolumina wurden fiir die Messung
eingesetzt. Die Endkonzentration der Substrate wihrend der Reaktion betrug: 5 mM fiir
4-Methylumbelliferyl-o-L-fucopyranosid, I mM fiir 4-Methylumbelliferyl--D-
glucuronid und 0,5 mM fiir 4-Methylumbelliferyl-a-L-iduronat. Das Reaktionsvolumen
betrug 100 pl. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 900 ul Stopppuffer gestoppt. 200
ul des Standards und der Probe wurde in eine schwarze Mikrotiterplatte iiberfithrt und
bei 340 nm Anregungs- und 485 nm Emissionswellenlinge gemessen. Die
Enzymaktivitdtsbestimmungen von Iduronat-2-Sulfatase, N-Acetylgalactosamin-6-
Sulfatase und N-Sulfoglucosamin-Sulfohydrolase wurden nach Herstellerangaben

durchgefiihrt.

Lysosomales Substrat Konzen- ug ul Inkubations-

Enzym tration Protein Serum zeit (h)

a-L-Fucosidase 4MU-a.-L- 10 mM 50 2
fucopyranosid

B-Glucuronidase 4MU-B-D- 2 mM 30 4
glucuronid

o-L-Iduronidase 4AMU-o-L-iduronat 5 mM 50

Iduronat-2- 4MU-o-iduronat-2- * 3 *

Sulfatase sulfat

Acetylgalactosamin 4MU-B-D- * 20 *

6-Sulfatase galactosid-6-sulfat

N-Sulfoglucosamin  4MU-q-N-sulfo-D- * 10 *

Sulfohydrolase glucosamin

Tabelle 3-3: Verwendete Substratmengen, Proteinkonzentrationen, Serumvolumina und
Inkubationszeiten fiir die Messung von Enzymaktivititen mittels 4-Methylumbelliferon. 4-
Methylumbelliferyl (4-MU), nach Herstellerangaben durchgefiihrt (*).
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Verdiinnungspuffer: 0,1 M Natriumcitrat (pH 4,5)
0,15 M NaCl

Lysispuffer: 0,1 M Natriumcitrat (pH 4,5)
0,15 M NaCl

0,1 % Triton X-100

Stopppuffer: 0,4 M Glycin/NaOH (pH 10.4)

Die Enzymaktivitdsbestimmungen von Cathepsin D und Cathepsin B wurden von Dr.

Markus Damme durchgefiihrt.

3.4.12 Aufreinigung metabolisch markierter Glycosaminoglycane

Nach metabolischer Markierung der GAGs (Absatz 3.3.7) wurde das Pellet in 500 pl
0,1 M NaOH lysiert und die Proteinkonzentration bestimmt. AnschlieBend wurde das
Homogenat im Verhiltnis 1:5 mit DEAE (Diethylaminoethylcellulose)-Waschpuffer
verdiinnt, 100 pg/ml Pronase hinzugefiigt und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Das
Zelllysat wurde durch einen Filter mit Porengrofe 0,20 um von restlichen, unldslichen

Bestandteilen getrennt.

Zur Aufreinigung metabolisch markierter GAGs wurde zunédchst die DEAE-Polyprep-
Sdule vorbereitet. Dazu wurde 400 pl DEAE-Sepharose in die Sdule pipettiert und
anschlieBend mit 10 ml Pri-Waschpuffer gewaschen. Das Zelllysat wurde mit DEAE-
Waschpuffer im Verhéltnis 1:10 verdiinnt und auf die Siule gegeben. Nach Bindung der
stark negativ geladenen GAGs an die positiv geladene DEAE-Sepharose wurde mit
20 ml Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 2,5 ml Elutionspuffer und die

GAG-Konzentration wurde mit 100 pl des Eluats im Szintillationscounter gemessen.

Um die Menge an Chondroitinsulfat bzw. Heparansulfat zu bestimmen, mussten die
aufgereinigten GAGs zunéchst zur Entsalzung auf eine Sephadex PD-10 Séule gegeben
werden. Dafiir wurde die Sdule mit 25 ml 10 % EtOH equilibriert und anschlieend die
Probe aufgetragen. Nachdem die Probe vollstindig eingelaufen war, wurden die GAGs

mit 3,5 ml 10 % EtOH eluiert und anschlieBend im Lyophilisator lyophilisiert.

Die getrockneten GAGs wurden in 400 pl dH,O resuspendiert und auf zwei

ReaktionsgefdBe gleichmdfig aufgeteilt. Der eine Teil wurde fiir den Verdau mit
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Heparinase I, II und II und der andere fiir den Verdau mit Chondroitinase ABC
verwendet.
1. Reaktionsansatz fiir Verdau mit Chondoitinase ABC:

200 pl aufgereinigte und entsalzte GAGs

20 pl 10 x Chondroitinasepufter

20 TU/ 100 pl Chondroitinase ABC
2. Reaktionsansatz fiir Verdau mit Heparinase I, II, I11:

200 pl aufgereinigte und entsalzte GAGs

20 ul 10 x Heparinasepuffer

Jeweils 2 mIU/100 pl Heparinase I, IT und III
Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 37 °C.
Anschliefend wurden die verdauten Proben im Verhéltnis 1:10 mit DEAE-Waschpufter
verdiinnt und erneut wie oben beschrieben auf eine DEAE Polyprep-Séule gegeben.
Nach der Elution mit 2,5 ml Elutionspuffer wurde die Menge an Chondroitinsulfat bzw.
Heparansulfat im Szintillationscounter gemessen.
DEAE-Pra-Waschpuffer: 50 mM Natriumacetat (pH 6,0)

0,2 M NaCl
0,5 % (w/v) Triton X-100

DEAE-Waschpuffer: 50 mM Natriumacetat (pH 6,0)
0,2 M NaCl

DEAE-Elutionspuffer: 50 mM Natriumacetat (pH 6,0)
1 M NaCl

10 x Chondroitinasepuffer: 500 mM Tris (pH 7,9)
500 mM NacCl

10 x Heparinasepuffer: 500 mM Natriumacetat (pH 7,0)

5 mM Calciumacetat
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3.4.13 GrobBenanalyse metabolisch markierter Glycosaminoglycane

Um die Grofle von GAGs auf der Zelloberfldche zu untersuchen wurden die Zellen nach
dem in Absatz 3.3.7 beschriebenen Pulse 20 min mit 4 ml 0,05 % (w/v) Trypsin/EDTA
trypsiniert und bei 1000 xg fiir 5 min pelletiert. Die Oberflichen-GAGs befinden sich
anschlieBend im Uberstand. Intrazellulire GAGs wurden nach dem Chase aus dem
Pellet isoliert. Die Aufreinigung von Chrondroitinsulfat und Heparansulfat erfolgte wie
in Absatz 3.4.12 beschrieben. Um die GroBe der GAG chromatographisch analysieren
zu konnen, wurden an die GAGs gebundene Peptide zwischen der Chromatographie
mit DEAE-Sepharose und der Entsalzung der GAGs durch Zugabe von 500 pl 0,4 M
NaOH und anschlieBender Neutralisation mit 500 ul 0,4 M HCI entfernt. Nach der
Elution von Chondroitinsulfat und Heparansulfat von der DEAE-Polyprep-Séule
wurden 10000 cpm in 200 pl DEAE-Waschpuffer aufgenommen und mit 50 pl
Phenolrot-Losung vermischt. Eine 2,5 cm x 75 cm Séule wurde mit CL-6B Granulat
befiillt und die Probe vorsichtig auf die Sdule gegeben. Die Laufgeschwindigkeit betrug

1 ml/15 min und die Proben wurden in einem Fraktionskollektor aufgefangen.

Das Molekulargewicht der GAGs kann bei der Chromatographie durch Bestimmung des
Ka-Werts berechnet werden. Der K,, entspricht dem Verteilungkoeffizient von
Molekiilen in der 16slichen Phase, und berechnet sich aus dem Elutionsverhalten und
den Eigenschaften der verwendeten Siule. Dem K,-Wert von GAGs kann nach
Wasteson et al. ein entsprechendes Molekulargewicht zugeordnet werden (Wasteson,
1971). Zur Auswertung wurde zunichst der Vi-Wert (Bettvolumen) der Sdule bestimmt.
Dieser entspricht der Fraktionsnummer mit der dunkelsten Phenolrotfirbung. Der V-
Wert (Totvolumen der Siule) ist ein 1/3 des Vi-Werts. Anschlieend wurden die Proben
im Szintillationscounter gemessen. Der K,,-Wert kann durch die Fraktionsnummer, dem
Bettvolumen und dem Totvolumen der Sdule nach folgender Gleichung berechnet

werden:

K.y = (Fraktionsnummer — V) / (V, - Vo)

3.4.14 Massenanalytik von Oligosacchariden

50 — 60 mg Gewebe vom Hirn wurde zunéchst in kleine Stiicke geschnitten und

anschlieBend mit Hilfe eines Ultra Turrax in 600 ul dH,O bei 4 °C homogenisiert. Nach
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3 x 10 sek Ultraschallbehandlung erfolgte die Fallung von Proteinen durch die Zugabe
von 2,6 ml 100 % Methanol. Die Proteine wurden durch Zentrifugation bei 4500 rpm
fiir 3 min und 4 °C sedimentiert und die im Uberstand geldsten Oligosaccharide in ein
neues Reaktionsgefd3 {berfithrt. Das Pellet wurde in 1,3 ml 80 % Ethanol
aufgenommen, 10 sek im Ultraschall behandelt, fiir 5 min bei 4500 rpm zentrifugiert

und die Uberstande vereint.

Zur Prizipitation von Lipiden wurde 900 pl Chloroform zu den Uberstinden
hinzugegeben und durch Vortexen vermischt. Nach 2-miniitiger Zentrifugation bei
3300 rpm und 4 °C wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, 2,73 ml
dH,O hinzugefiigt und durch abermaliges Vortexen vermischt. AnschlieBend wurden
die Proben bei 4000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Zur Entfernung von Salzen wurde
0,25 g des Anionen-/Kationen-Austauscher-Gemisches (exchange resin, AG 501-X8,
20-50 mesh) zum Uberstand hinzugefiigt und fiir 1 h bei 4 °C auf dem Drehrad
inkubiert. Das ungebundene Material wurde lyophilisiert und in dH,O resuspendiert

(Endkonzentration: 1 mg Gewebe/pl).

Die Oligosaccharide wurden anschlieBend mittels MALDI-TOF (Matrix-unterstiitzte
Laser-Desorption/Ionisation und Massenspektrometrie mit Flugzeitanalysator) und
gekoppelter Gaschromatographie/ Massenspektrometrie identifiziert (Morelle et al.,
2005a; Morelle et al., 2005b) und durch Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
quantifiziert (Blanz et al., 2008). Durchgefiihrt wurden die massenspektrometrischen
Analysen von Dr. W. Morelle aus der Arbeitsgruppe von Dr. J.-C. Michalski,

Universitit Lille, Frankreich.

3.4.15 Massenanalytik von Lipiden

Das Gewebe (linke Cortexhilfte bzw. das Cerebellum) wurde gewogen, in 500 ul dH,O
tiberfiihrt und mit einem Douncer homogenisiert. AnschlieBend wurde 2 ml 100 %
Methanol und 1 ml Chloroform hinzugefiigt und vermischt. Nach 15-miniitiger
Inkubation bei RT wurden die Proben bei 1000 xg fiir 15 min zentrifugiert und der
Uberstand in konischen Glasrohrchen gesammelt. Das Pellet wurde erneut in 500 ul
dH,O aufgenommen, das oben beschriebene Verfahren wiederholt und die Uberstinde

vereint. AnschlieBend wurden die Lipidextrakte mit Chloroform/Methanol (1:2) auf die
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gleiche Endkonzentration eingestellt (Cerebellum: 7,5 mg Gewebe/ml; Cortex: 19
mg/ml).

Die aufgereinigten Lipide wurden mit Hilfe des Vakuum-Elutionssystems von Camag
in eine neutrale und eine anionische Fraktion aufgetrennt. Dafiir wurden C18-Sdulen
(300 mg, Varian) mit 3 x 2 ml Chloroform/Methanol (1:2) und 1 x 2 ml Methanol
equilibriert. AnschlieBend wurde 6 ml des Lipidextrakts (Cerebellum: 45 mg Gewebe;
Cortex: 114 mg Gewebe) mit 8 ml Methanol/Wasser (1:1) vermischt und auf die Séaule
aufgetragen. Der Durchfluss wurde in Glasrohrchen gesammelt, mit 8 ml Methanol/0,9
% NaCl (1/1) versetzt und erneut auf die Sdule gegeben. Dieser Schritt wurde einmal
wiederholt bevor die Sdule mit 4 x 500 ul Wasser entsalzt wurde. Die Elution der
anionischen Lipidfraktion erfolgte mit 4 x 2 ml Methanol/Wasser (12:1) und der
neutralen Lipidfraktion mit 4 x 2 ml Chloroform/Methanol (1:2). Beide Eluate wurden
mit Stickstoff getrocknet. Die Fraktionen wurden mittels Elektrospray-lonisations-
Massenspektrometrie unter Verwendung der Tandem-Massenspektrometrie und dem
lipidspezifischen Detektionsmodus im Labor von Dr. R. Kékeld, Universitit Helsinki,

Finnland analysiert (Kékeli et al., 2003; Jabs et al., 2008).

3.5 Histochemische Methoden

3.5.1 Indirekte Immunfluoreszenz an kultivierten Zellen

Zunichst wurden sterile Deckgldschen in eine 12-well-Zellkulturplatte {iberfithrt und
mit 1 ml 1 %-iger steriler Gelatine/PBS-Losung bedeckt und bei 37 °C fiir 30 min
inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung abgesaugt und die Deckgldaschen bei
offenem Deckel unter der Sterilbank getrocknet. Die Zellen wurden daraufhin in
70 %-iger Konfluenz auf den Gelatine-beschichteten Deckgldschen ausplattiert. Fiir die
indirekte Immunfluoreszenz wurden die adhirenten Zellen 2 x mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit 500 pl 4 % PFA fiir 30 min fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS
wurden die Zellen mit 500 pl 0,1 % Saponin in PBS fiir 10 min permeabilisiert. Um
unspezifische Antikorperbindungsstellen zu blockieren erfolgte die Inkubation mit
500 ul Blockierlosung fiir 1 h. Die primdren Antikorper wurden in Blockierlosung
verdiinnt (Absatz 3.1.11.1) und 50 pl auf Parafilm pipettiert. Die Deckgldschen wurden
mit der zellbewachsenen Seite auf den Tropfen gelegt und fiir 1 h bei RT inkubiert.
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AnschlieBend wurden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen, auf einen 50 pl Tropfen
fluoreszenzmarkierten Zweitantikorper (Absatz 3.1.11.2) iiberfiihrt und erneut fiir 1 h
inkubiert. Die Zellen wurden 3 x mit PBS und 2 x mit dH,O gewaschen. Die Einbettung
erfolgte mit Fluoromount-Medium auf Objekttrdgern und am darauffolgenden Tag
wurde mit Nagellack versiegelt. Die Aufnahme der Zellen erfolgte mit dem Leica-
Konfokalmikroskop SP2 mit einem 63x Olobjektiv). Die Uberlagerung von
Fluoreszenzaufnahmen aus unterschiedlichen Kandlen wurde mit dem Programm

Adobe Photoshop durchgefiihrt.

Blockierlosung: PBS
5% BSA

0,1 % Saponin

3.5.2 Histologische Untersuchungen an Gewebeschnitten

Die untersuchten Organe der Maus wurden mit 4 % Paraformaldehyd fixiert und bei
4°C gelagert. Einige Farbungen wurden durch Kooperationspartner durchgefiihrt. Dr.
Markus Damme, Universitit Bielefeld farbte Filipin, Luxolblau, GFAP, CD68, p62 und
Calbindin an Schwimmschnitten (Damme et al., 2011). Dr. Melanie Neumann, Core
Facility Mauspathologie UKE fertigte PAS-Farbungen mit Hilfe von Paraffin-Schnitten
an. Dr. Michaela Schweizer, ZMNH, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf hat
Miuse zur elektronenmikroskopischen Untersuchung erhalten (Weinert et al., 2010;
Schweizer et al., 2013) und Dr. Micsenyi, Albert Einstein College of Medicine, Yeshiva
Universitdt, New York firbte Gy, und Gys Ganglioside an Vibratomschnitten

(Micsenyi et al., 2009).

3.5.3 Immunbhistochemische Firbung von Glycanen an Gewebeschnitten

Von einem mit 4 % PFA fixierten Maushirn wurde am Vibratom 50 pm sagitale
Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden in eine 6-well-Zellkulturschale mit PBS
tiberfithrt. Die Lagerung der Schnitte erfolgte bei 4 °C in 0,2 % Natriumazid in PBS.
Die Farbung wurde in einer 24-well-Zellkulturschale durchgefiihrt. Die Schnitte wurden
zunéchst 3 x mit PBS gewaschen. Die Permeabilisierung und Blockierung erfolgte mit

300 pl Blockierlosung. Das Lektin Lotus Tetragonolobus wurde 1:50 in Blockierlosung
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verdiinnt und 3 Tage mit den Schnitten bei 4 °C unter leichtem Schwenken inkubiert.
Die Schnitte wurden 3 x mit PBS gewaschen und anschlieBend mit dem
Zweitantikorper flir 1,5 h inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Schnitte

feucht auf Objekttrager aufgezogen und mit Fluoromount-Medium eingedeckelt.

Blockierlosung: PBS
0,3 % BSA
10 % Pferdeserum
0,3 % Triton X-100

3.6 Sonstige Methoden

3.6.1 Tierhaltung

Die Méiuse wurden in der Versuchstierhaltung (VTH) des Universitdtsklinikums
Hamburg-Eppendorf unter standardisierten Bedingungen in einem 12 h Hell-/
Dunkelrythmus gehalten. Alle Experimente an Gnptab“-Miusen erfolgten an
homozygoten Gnptab"-Miusen im Vergleich zu Wildtyp-Geschwistertieren.
Heterozygote Tiere mit einem C57B1/6 Hintergrund wurden mit heterozygoten 129/SvJ
Maiusen gekreuzt um homozygote Miuse mit einem stabilen, gemischten C57Bl/6-
129/Sv) Hintergrund zu erzeugen. Zur Generierung von Sortilin- und Gnptab-
doppeltdefizienten Mausen wurden homozygote Sortilin knockout Miuse (S*) (Jansen
et al., 2007) mit Gnptab“-Mausen verpaart und anschlieBend untereinander verkreuzt.
Die Méduse wurden in der Versuchstierhaltung biopsiert und entsprechend Abschnitt
3.2.1 genotypisiert. Zur Blutentnahme bei lebenden Méusen wurde die Mandibularvene
punktiert. Zur Gewinnung von Serum wurde das Vollblut fiir 10 min bei 4 °C gelagert.
AnschlieBend wurde fiir 6 min bei 6000 xg zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Tiertotungen erfolgten durch CO,-Inhalation oder zervikale

Dislokation.
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4. Ergebnisse

4.1 Expression und Transport lysosomaler Proteine in Gnptab"-MEFs

4.1.1 Meé6P-abhingiger Transport loslicher lysosomaler Proteine

Lysosomale Matrixproteine werden im Golgi durch die GIcNAc-1-Phosphotransferase
und die GIcNAc-1-Phosphodiesterase mit M6P-Resten modifiziert. AnschlieBend
werden die M6P-haltigen Proteine durch MPR erkannt, die den Transport zu
Lysosomen vermitteln. Bei Verlust der GlcNAc-1-Phosphotransferase-Aktivitdt ist die

Sortierung der lysosomalen Proteine gestort und sie werden sezerniert.

Im Folgenden wurde die Expression und der Transport verschiedener lysosomaler
Enzyme in Zellen des Gnptab®*™C knock-in (Gnptab)-Mausmodells fiir
Mucolipidose Typ II (MLII) analysiert. Zundchst wurden primédre embryonale
Mausfibroblasten (MEFs) aus Wildtyp- und antabki-Embryonen an Tag 12,5 der
Embryonalentwicklung isoliert und fiir 48 h kultiviert. AnschlieBend wurde die
Expression lysosomaler Proteine in Zellen und konditionierten Medien mittels Western-

Blot-Analyse untersucht.

Zur Detektion von M6P-haltigen Proteinen wurde die Blot-Membran zunéchst mit
einem anti-M6P-single chain Antikorperfragment analysiert. Dabei handelt es sich um
einen rekombinanten Antikorper, der die M6P-Modifikation an N-Glycanen
lysosomaler Proteine spezifisch detektiert (Miiller-Loennies et al., 2010). In
Homogenaten und im Medium von Wildtyp-MEFs ist eine Vielzahl von Proteinen mit
M6P-Resten mit molaren Massen zwischen 25 und 70 kDa detektierbar. Einige M6P-
abhingig transportierte Proteine entgehen der Bindung an M6P-Rezeptoren im trans-
Golgi-Apparat, werden sezerniert und sind in den Medien der Wildtyp-MEFs
nachweisbar. In Gnptab“-MEFs sowie in konditionierten Medien dieser Zellen sind
keine M6P-haltigen Proteine zu detektieren (Abb. 4-1 A). Dieses Ergebnis zeigt, dass
die Gnptab"-Mutation zu einem Funktionsverlust der GlcNAc-1-Phosphotransferase im

untersuchten Mausmodell fiihrt und keine M6P-Reste mehr generiert werden.

Anschliefend wurden die Expression und Lokalisation der lysosomalen Proteine

Cathepsin Z (CtsZ), a-Mannosidase (a-Man), Npc2 (Abb. 4-1 B) und Cathepsin D
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(CtsD, Abb. 4-1 C) im Wildtyp- und Gnptab”-MEFs und in konditionierten Medien
dieser Zellen mittels Western-Blot untersucht. Cathepsin Z wird als 40 kDa
Vorlduferprotein exprimiert und anschlieBend im endosomalen Kompartiment
proteolytisch zu einer reifen Form mit molarer Masse von 37 kDa prozessiert. In
Homogenaten von Wildtyp-MEFs erkennt man die prozessierte, reife Form (m) von
Cathepsin Z. In Homogenaten von Gnptab“-MEFs ist diese hingegen nicht zu
detektieren. Jedoch erkennt man in den Medien der Gnptab"-MEFs eine Anreicherung
des Cathepsin Z-Vorlduferproteins. Aufgrund der fehlenden M6P-Reste an Mannose-
reichen Oligosacchariden werden diese weiter zu komplexen Zuckerstrukturen
prozessiert, was sich in der geringeren elektrophoretischen Mobilitdt sezernierter

lysosomaler Proteine in Medien von Gnptab"-MEFs widerspiegelt.
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Abb. 4-1: Expression von lysosomalen Proteinen in Wildtyp- und Gnptab*-Fibroblasten

Zur Untersuchung der Expression und Lokalisation von lysosomalen Proteinen wurden Western-Blot-
Analysen an Wildtyp (wt)- und antabk' (ki)-embryonalen Mausfibroblasten (MEFs) durchgefiihrt.
Jeweils 100 pg Zellhomogenat und 100 pl FKS-freies Medium, mit dem die Zellen zuvor fiir 48 h
kultiviert waren, wurden unter nicht-reduzierenden (A) und reduzierenden Bedingungen (B, C) im SDS-
Gel aufgetrennt und anschlieend im Western-Blot mit einem anti-M6P-single chain Antikorper (A) und
Antiseren gegen Cathepsin Z (CtsZ), a-Mannosidase (o-Man), Niemann Pick C2 (Npc2) (B) und
Cathepsin D (CtsD) (C) analysiert. B-Tubulin und Mangan-abhéngige Superoxid-Dismutase (MnSOD)
dienten als Ladekontrolle. precursor, Vorldauferprotein (p); mature, reife Form (m); intermedidre Form (i),
* unspezifische Bande.

o-Mannosidase wird in MEFs als 85 kDa Vorlduferprotein synthetisiert. Durch die
proteolytische Spaltung in Endosomen entsteht eine 60 kDa intermedidre Form (i) und

eine 40 kDa reife Form (m). In Homogenaten von Wildtyp-MEFs erkennt man beide
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prozessierte Formen der o-Mannosidase. In Zellhomogenaten von Gnptab"-MEFs
hingegen ist nur das Vorlduferprotein nachweisbar, das intrazelluldr akkumuliert,
wihrend in den konditionierten Medien der Wildtyp- und Gnprab"-MEFs die
Vorlauferform der a-Mannosidase in vergleichbaren Mengen detektiert wird (Abb. 4-1
B). Npc2 wird als 19 kDa Vorlduferprotein synthetisiert und nach Erreichen des
endosomalen Kompartimentes zu einer 17 kDa reifen Form proteolytisch prozessiert. In
Homogenaten von Wildtyp-MEFs erkennt man die reife Form, die in Homogenaten von
Gnptab"-MEFs fehlt. Jedoch akkumuliert das komplex-glycosylierte Npc2-
Vorlduferprotein in den Medien der Gnptab"-MEFs (Abb. 4-1 B)

Cathepsin D wird als 50 kDa Vorlduferprotein zu den Endosomen transportiert und dort
proteolytisch in eine 45 kDa intermedidre und anschlieBend in eine 30/33 kDa reife
Form gespalten. In Homogenaten von Wildtyp- und Gnprab-MEFs kann die
intermedidre Form (i) und die 30 kDa reife Form (m) von Cathepsin D detektiert
werden, wobei die Intensititen dieser Banden in den Gnprab“-MEFs signifikant
schwiicher sind. Ahnlich der gestdrten proteolytischen Prozessierung von Cathepsin D
in Fibroblasten von Patienten mit MLII (Hasilik und Neufeld, 1980), ist in den
Homogenaten von Gnptab”-MEFs noch eine zweite 33 kDa reife Form zu finden. Im
Vergleich zu Wildtyp-MEFs wird in Gnptab“-MEFs ein Grofteil des Vorlduferproteins
von Cathepsin D sezerniert (Abb. 4-1 C). Wie bei Cathepsin Z und Npc2, weist die
hohere molare Masse des Vorlduferproteins von Cathepsin D im Medium der Gnptab®-
MEFs auf die verdnderte Prozessierung der N-Glycane zum komplexen Typ hin

(Hasilik und von Figura, 1981).

Die Western-Blot-Analysen zeigen, dass Cathepsin Z, a-Mannosidase und Npc2 M6P-
abhingig zu den Lysosomen transportiert werden. Der Transport von Cathepsin D
erfolgt hingegen nur teilweise M6P-abhéngig. Obwohl ein groBerer Teil des Cathepsin
D-Vorlduferproteins in Gnptab“-MEFs sezerniert wird als in Wildtyp-MEFs, werden in
Gnptab*-MEFs auch Anteile von Cathepsin D zu Endosomen/ Lysosomen transportiert

und proteolytisch prozessiert.

Zur detailierten Untersuchung der Synthese, Prozessierung und Sortierung von
Cathepsin D und Cathepsin Z wurden Wildtyp- und Gnptab”-MEFs im folgenden

Experiment mit [*°S]-Methionin fiir 45 min metabolisch markiert (Pulse). Durch
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anschlieende Inkubation der Zellen mit nicht-radioaktivem Medium (Chase) kann das
[*°S]-markierte Protein iiber einen kurzen Zeitraum sensitiv verfolgt werden. Nach dem
sogenannten Pulse-Chase wurden die Zellen geerntet, lysiert und Cathepsin D bzw.

Cathepsin Z aus den Zellextrakten und Medien immunprézipitiert.

Zellen Medium
Genotyp wt ki wt ki
Chase(h) 0 | 5| o] 5 [ 5] 5
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Abb. 4-2: Synthese, Transport und Prozessierung von Cathepsin D und Cathepsin Z in Wildtyp-
und Gnptab"-MEFs

Wildtyp (wt)- und Gnptab" (ki)-MEFs wurden fiir 45 min mit [*°S]-Methionin metabolisch markiert und
anschlieBend geerntet (Spur 1 und 3) oder fiir 5 h mit nicht-radioaktivem Medium inkubiert (Chase) und
danach geerntet (Spur 2 und 4). Cathepsin D (CtsD) und Z (CtsZ) wurden von Zellhomogenaten und
Chasemedien immunpréizipitiert. Die Immunkomplexe wurden durch eine SDS-PAGE unter
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und anschlieBend fluorographisch detektiert. AnschlieBend
wurden Proteinbanden ausgeschnitten und die Menge des radioaktiv-markierten Proteins durch
Szintillationsmessung bestimmt. precursor, Vorlduferpotein (p); mature, reife Form (m); intermedidre
Form (i)

Cathepsin D kann nach der metabolischen Markierung als 50 kDa Vorlduferprotein in
den Fibroblasten detektiert werden. Die Syntheserate ist in Wildtyp- und Gnptab®-
MEFs vergleichbar (Abb. 4-2, Spur 1 und 3). Nach einem 5-stiindigen Chase ist in
Wildtyp- als auch in Gnptab"-MEFs eine 45 kDa intermediire Form des Cathepsin D
detektierbar, was einen Transport des Proteins zum endosomalen Kompartiment
nachweist (Abb. 4-2, Spur 2 und 4). Jedoch ist in Gnptab"-MEFs, aufgrund der
Sekretion des Vorlduferproteins (Abb. 4-2, Spur 6), die intrazellulire Menge an
prozessierten Cathepsin D geringer. Ca. 80 % des nach 5 h nachweisbaren
Gesamtproteins werden von den Gnptab-MEFs als Vorliuferprotein sezerniert,
wohingegen sich bei Wildtyp-MEFs 62 % im Extrazelluldrraum befinden (Abb. 4-2,
Spur 5). Wie bei Cathepsin D gibt es keine signifikanten Unterschiede in der
Syntheserate des 40 kDa Vorlduferproteins von Cathepsin Z in Wildtyp- und Gnprab®-
MEFs (Abb. 4-2, Spur 1 und 3). Die 37 kDa prozessierte, reife Form von Cathepsin Z
kann jedoch nur in den Wildtyp-MEFs detektiert werden (Abb. 4-2, Spur 2 und 4).
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Entsprechend wurden 89 % des nach 5 h nachweisbaren Gesamtproteins als
Vorlauferprotein sezerniert (Abb. 4-2, Spur 6). Auch bei Cathepsin Z ist bei der
sezernierten Form zu erkennen, dass Cathepsin Z aufgrund der Prozessierung der N-
Glycane zum komplexen Typ im Vergleich zum Wildtyp-Enzym ein hoheres

Molekulargewicht aufweist.

Um die intrazellulire Konzentration an lysosomalen Enzymen in Gnprab*-MEFs und
die Sekretion lysosomaler Enzyme in den Extrazellularraum zu untersuchen, wurden

zusitzlich Enzymaktivitéten lysosomaler Hydrolasen photometrisch bestimmt.
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Abb. 4-3: Enzymaktivititen in MEFs und in Seren von Wildtyp- und Gnptab"'-Miusen

Enzymaktivititen lysosomaler Hydrolasen in Zellhomogenaten Wildtyp (wt)- und Gnptab" (ki)-MEFs (A)
und Seren von 7 Monate alten Wildtyp (wt)- und Gnprab® (ki)-Mzusen (B) wurden mittels
photometrischer und fluorometrischer Messungen bestimmt. Dargestellt sind die relativen
Enzymaktivititen, wobei Wildtyp-Werte gleich 1 gesetzt wurden (Mittelwert + Standardabweichung, *P
< 0.05, n = 3). B-Hexosaminidase (B-Hex), PB-Galactosidase (pB-Gal), a-Mannosidase (o-Man),
Arylsulfatase A (ASA), o-Fucosidase (a-Fuc), Cathepsin B (CtsB), Cathepsin D (CtsD), N-
Acetylgalactosamin-6-Sulfatase  (B-Gal-6S), B-Glucuronidase (B-Gluc), a-L-Iduronidase (a-Idu),
Iduronat-2-Sulfatase (a-IdoA-2S), Heparan N-Sulfatase (o-GlcNS).

In den Gnptab*-MEFs wurden intrazellulir signifikant geringere Enzymaktvititen von

B-Hexosaminidase, B-Galactosidase, a-Mannosidase, Arylsulfatase A und o-Fucosidase
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gemessen. In den Gnprab“-MEFs ist im Vergleich zu den Wildtyp-MEFs maximal 30 %
(z. B. fiir Arylsulfatase A) des Wildtyp-Proteinanteils vorhanden. Teilweise fallt dieser
Wert unter 5 % (z. B. fiir a-Mannosidase). Die intrazelluldren Enzymaktivitdten von
Cathepsin B und D waren in den Gnptab”-MEFs hingegen nicht verindert
(Abb. 4-3 A).

Im Serum der Gnptab*-Miuse wurden mit Hilfe der Enzymaktivititsmessungen die
Konzentrationen weiterer lysosomaler Enzyme bestimmt. Acetylgalactosamin-6-
Sulfatase, B-Glucuronidase und o-L-Iduronidase waren im Serum von Gnptab"-Méusen
3- bis 5-fach erhoht, die Iduronat-2-Sulfatase und Heparan N-Sulfatase 12- bis 14-fach
(Abb. 4-3 B).

4.1.2 Transkriptionsrate lysosomaler Gene in antabki-MEFs

Im Western-Blot wurden in Gnprab“-MEFs im Vergleich zu Wildtyp-MEFs starke
Unterschiede in der intrazelluldren Konzentration lysosomaler Proteine detektiert. Um
zu untersuchen, ob diese Unterschiede durch Anderungen der Transkriptionsmenge der
entsprechenden Gene verursacht sind, wurden die relativen mRNA-Spiegel lysosomaler

Proteine in MEFs durch realtime-PCR bestimmt.

Die mRNA-Spiegel lysosomaler Gene sind in Gnptab*-MEFs fiir alle untersuchten
Gene leicht erhoht. Dabei konnten jedoch keine signifikanten Steigerungen der mRNA-
Expression festgestellt werden (Abb. 4-4).
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Abb. 4-4: mRNA-Expression lysosomaler Gene in MEFs von Wildtyp- und Gnptab"-M:iusen

Aus primdren MEFs von Wildtyp (wt)- und Gnptab® (ki)-Mausen wurde RNA isoliert, um durch
realtime-PCR die relativen mRNA-Expressionen lysosomaler Gene im Verlgeich zu Wildtyp zu
bestimmen. Die Auswertung erfolgte nach der AAC-Methode, wobei eine Normalisierung auf die
mRNA-Expression von B-Aktin erfolgte und die Expression in Wildtyp-MEFs gleich 1 gesetzt wurde.
(Mittelwert + Standardabweichung, n = 3). B-Hexosaminidase (Hexa), P-Galactosidase (GIbl),
a-Mannosidase (Man2bl), a-Fucosidase (Fucal), Arylsulfatase A (Arsa), Cathepsin D (Ctsd).
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4.2 Charakterisierung des Speichermaterials in Gnptab*-Miiusen

Bei Mucolipidose Typ II (MLII) fiihrt die Fehlsortierung lysosomaler Enzyme zur
Defizienz dieser Enzyme in Lysosomen und dadurch zur Speicherung von nicht
abgebauten Makromolekiilen. Die molekulare Charakterisierung des Speichermaterials
ermOglicht es daher lysosomale Enzyme zu identifizieren, die ausschlieBlich M6P-
abhingig zu Lysosomen transportiert werden. Im Folgenden wurde deshalb das
Speichermaterial im Hirngewebe und in embryonalen Fibroblasten von Gnptab"-

Mausen ultrastrukturell, massenspektrometrisch und histochemisch untersucht.

4.2.1 Mikroskopische Untersuchung des Speichermaterials

Um zu untersuchen ob in Hirngewebe von Gnprab“-Miusen Speichermaterial
vorhanden ist, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von 11 Monate alten
Gnptab“-Miusen von Dr. Michaela Schweizer (Scientific Service Group Morphology,
ZMNH, Hamburg) angefertigt.

Abb. 4-5: Ultrastrukturelle Analyse des Speichermaterials im neuronalen Gewebe von 11 Monate
alten Gnptab"-Miusen

Nach Perfusion wurde das Hirn von Gnptab"-Miusen entnommen und Ultradiinnschnitte (60 nm)
angefertigt. Léangsschnitt eines myelinierten Axons von cerebellaren Neuronen und mit gréBerer
Auflosung. multivesikuldre Strukturen (Pfeile); elektronendichte Strukturen (ed) (A und B).
Speichermaterial in Kornerzellen des Cerebellums. fingerprint-Strukturen (fp), Zebra-Strukturen (ZS),
elektronendichte Strukturen (ed), geflocktes Speichermaterial (*), Autophagosom (Au) (C, D und E).
MaBstédbe A - E: 1 um.
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Speichermaterial war in kortikalen, hippocampalen und cerebellaren Neuronen
nachweisbar. Neurone wiesen angeschwollene Axone (Spheroide) auf, die mit
verschiedenartigen Speichervakuolen gefiillt waren. Dabei konnte elektronendichtes bis
elektronentransparentes, membranumschlossenes Speichermaterial in cerebellaren
Neuronen detektiert werden (Abb. 4-5 A und B). Das Speichermaterial in Kornerzellen
des Cerebellums bestand aus dichten und multilamelldren, elektrontransparenten
geflockten, Zebra- und sogenannten fingerprint-Strukturen (Abb. 4-5 C bis E).
AuBerdem wurden Autophagosomen detektiert (Abb. 4-5 E).

Im Folgenden wurde das Speichermaterial in Gnptab“-MEFs mittels Differenzial-
Interferenzkontrast-Mikroskopie untersucht. Mikroskopisch ist in Gnptab“-MEFs die
Akkumulation von Speichermaterial nachweisbar. Dabei ist das Cytoplasma mit einer
hohen Anzahl kugelférmiger Einschliisse gefiillt, die in Wildtyp-MEFs nicht zu sehen
waren (Abb. 4-6).

o

Abb. 4-6: Differenzial-Interferenzkontrast-Mikroskopie von Wildtyp- und Gnptab"-MEFs

Differenzial-Interferenzkontrast-Mikroskopie von Wildtyp (Wildtyp)- und Gnptab" (ki)- MEFs nach zwei
Tagen Kultivierungszeit. MaB3stab: 15 pm.

Immunfluoreszenzmikroskopische und Western-Blot-Analysen zeigten zudem, dass es
sich bei den zelluldren Einschliissen um LAMP-1-positive lysosomale Strukturen
handelt (Abb. 4-7 A). LAMP-1 (Lysosomal-associated membrane protein 1) ist ein 140
kDa lysosomales, integrales Membranprotein, dessen Konzentration in Gnptab*-MEFs
aufgrund der Anzahl und Gr6fe lysosomaler Strukturen im Vergleich zu Wildtyp-MEFs
um das 2-fache erhoht ist (Abb. 4-7 B).



Ergebnisse 59

A wt B
wt | ki
Lamp-1
L
130-

B-Tubulin g5 | #9% S

Abb. 4-7: Immunfluoreszenzmikroskopische und Western-Blot-Analysen von LAMP-1 in Wildtyp-
und Gnptab"-MEFs

Immunfluoreszenzmikroskopische Analysen von LAMP-1 in Wildtyp (wt)- und Gnptab" (ki)- MEFs. Die
Zellen wurden fixiert, permeabilisert und mit einem monoklonalen LAMP-1-Antikdrper (griin)
dargestellt. MaBstab: 15 um (A). LAMP-1-Western-Blot-Analyse in Wildtyp (wt)- und Gnptab" (ki)-
MEFs. 100 pg Zellhomogenat wurden unter reduzierenden Bedingungen im SDS-Gel aufgetrennt und
anschlieBend im Western-Blot mit einem LAMP-1-Antikorper analysiert. [B-Tubulin diente als
Ladekontrolle (B).

4.2.2 Charakterisierung von Oligosacchariden im Speichermaterial

Ein GroBteil der bekannten lysosomalen Hydrolasen sind Glycosidasen, die am Abbau
von Oligosaccharidstrukturen an Glycoproteinen, Glycolipiden und Proteoglycanen
beteiligt sind. Um zu untersuchen, ob Zuckerstrukturen in den Lysosomen der Gnptab®-
Maiuse gespeichert sind, wurde Hirngewebe zundchst histochemisch untersucht. Durch
PAS-Féarbung (Periodic Acid Schiff reaction) koénnen Oligosaccharidstrukturen
histochemisch dargestellt werden. Die Férbung wurde von Dr. Melanie Neumann

(HEXT Core Facility Mousepathology, UKE) durchgefiihrt.

Abb. 4-8: Akkumulation von PAS-positivem Speichermaterial im Cerebellum von Gnptab*-Miusen

Hirne von 10 Monate alten Wildtyp (wt)- und Gnptab® (ki)-Miusen wurden mit Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet. An sagitalen Hirnschnitten (50 pm) wurden Zuckerstrukturen mit PAS-Reagenz
angefarbt. Zelluldre Strukturen wurden mit Hamatoxylin geférbt. Dargestellt ist die Molekularschicht des
Cerebellums. PAS-positive Strukturen (Pfeile). MaBstab: 50 um.
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PAS-positive Strukturen konnten in allen Teilen des Cerebellums der Gnptab"-Maus
detektiert werden. Insbesondere in der weillen Substanz und in der Molekularschicht
wurde eine starke Firbung nachgewiesen (Abb. 4-8). Im Cerebellum von Wildtyp-

Maiusen hingegen konnten keine PAS-positiven Strukturen detektiert werden.

4.2.2.1 Identifizierung von N-Glycanstrukturen im Speichermaterial

Zur Identifizierung akkumulierender Zuckerstrukturen wurden freie Oligosaccharide
aus dem Hirn von 6 Monate alten Wildtyp- und Gnptab"-Miusen isoliert und
anschlieBend mittels MALDI-TOF  massenspektrometrisch  analysiert.  Eine
Quantifizierung der Oligosaccharide erfolgte durch Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie und Zugabe von 520 pmol GIcNAc;Man; als Standard. Durchgefiihrt
wurden die massenspektrometrischen Analysen von Dr. W. Morelle aus der

Arbeitsgruppe von Dr. J.-C. Michalski, Universitét Lille, Frankreich.

Im Hirn von Wildtyp-Mausen stellt Glycogen in diesem Alter die quantitativ haufigste
Zuckerstruktur dar und ist als Tetra- bis Oktomere (Hex4 bis Hex8) detektierbar. Im
Hirn der Gnptab“-Miuse stellen hingegen freie N-Glycanstrukturen vom Mannose-
reichen (GIcNAcMan, - GIcNAcMang, Abb. 4-9 A) und vom komplexen Typ die
quantitativ hdufigsten Zuckerstrukturen dar. Die komplexen N-Glycane weisen alle
terminale Fucosereste auf. Die quantitativ hiufigste Zuckerstruktur ist vom komplexen
Typ (Fuc;Gal;Man,GlcNAc,; m/z 1345). Die quantitative Analyse ergab, dass diese
Oligosaccharide im Hirngewebe der 6 Monate alten Gnptab"-Miuse mit einer
Konzentration von 500 pmol Fuc;Gal;Man,GlcNAc,/mg Hirngewebe angereichert sind
(Abb. 4-9 B). Hingegen liegt die Speicherung anderer fucosylierter N-Glycane
zwischen 33 pmol/mg fiir FuciGalsMansGlcNAcs (m/z 1345) und 120 pmol/mg
Hirngewebe fiir Fuc,Gal;Man3;GIcNAcs (m/z 1969). Mannose-reiche N-Glycane werden
in &dhnlichen Mengen gespeichert. So akkumulieren 99 pmol Man,GlcNAc/mg
Hirngewebe (m/z 722) und 50 pmol Man,GlcNAcs/mg Hirngewebe 6 Monate alter
Gnptab"-Miusen (m/z 1130).
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Abb. 4-9: Massenspektrometrische Analyse der freien Oligosaccharide im Hirn von Gnptab-
Miusen

Massenspektrometrische Identifizierung von Zuckerstrukturen im Hirn 6 Monate alter Wildtyp (wt)- und
Gnptab™ (ki)-Muse. Freie Oligosaccharide wurden permethyliert und im Reflektionsmodus fiir positive
Ionen mittels MALDI-TOF massenspektrometrisch analysiert. Die Massen und Strukturen der haufigsten
Oligosaccharide sind eingezeichnet; Kontamination von 2,5-Dihydroxybenzoesdure (*) (A).
Quantifizierung der 2-Aminobenzamid-gekoppelten Oligosaccharide mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (B). Die Monosaccharide wurden wie folgt dargestellt: Fucose
(A), Mannose (@), Galactose (©), N-Acetylglucosamin (m).

Zur Verifizierung dieser Daten wurden Hirnschnitte und MEFs mit Hilfe von Fucose-
spezifischen Lektinen untersucht. Lektine sind Proteine meist pflanzlichen Ursprungs,

die eine hohe Konformations- und Zuckerspezifitit aufweisen. So binden die Lektine
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Lotus tetragonolobus (LTA), Ulex europaeus (UEA) und Aleuria Aurantia (AAL)
Fucose-haltige Oligosaccharide. LTA bindet bevorzugt an al,3-verkniipfte Fucose,

UEA an al,2-verkniipfte Fucose und AAL an al,6-verkniipfte Fucose (Kratz et al.,
2010).

A

Abb. 4-10: Fluoreszenzmikroskopische Analyse fucosylierter Glykane an Hirnschnitten und MEFs
von Wildtyp- und Gnptab*-Miusen

Féarbung fucosylierter N-Glycane mit dem Lotus tetragonolobus agglutinin (LTA, rot) im Cerebellum 10
Monate alter Wildtyp (wt)- und Gnptab™ (ki)-Miuse. Sagitalschnitte (50 pm) vom Hirn transkardial
perfundierter Mause wurden permeabilisiert und mit biotinyliertem Lektin (rot) inkubiert. MaBstab: 50
pm. Molekularschicht (M), Purkinje-Zellschicht (P), Kornerschicht (Ks) (A). Detektion fucosylierter N-
Glycane mit Aleuria Aurantia agglutinin (AAL) in Wildtyp (wt)- und Gnptab" (ki)-MEFs. Die Zellen
wurden fixiert, permeabilisert, mit dem biotinyliertem Lektin AAL (rot) inkubiert. Mafistab: 15 pm (B).
Lysosomale Membranen wurden parallel zur Lektinfidrbung mit einem Antikdrper gegen LAMP-1 (griin)
markiert. Merge stellt die Uberlagerung der Abbildungen LAMP-1 und LTA bzw. AAL da. Inset ist die
Detailaufnahme von dem in der merge-Abbildung begrenzten Bereich. Gelb zeigt die Kolokalisation.

Hirnschnitte (50 pm) von 10 Monate alten Wildtyp- und Gnptab"-Miusen wurden
permeabilisert und mit biotinyliertem LTA fiir 3 Tage inkubiert. Nach Inkubation mit

einem Streptavidin-gekoppelten Fluorophor erfolgte die mikroskopische Auswertung.
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Die Farbung mit LTA zeigte die Akkumulation von N-Glycanen mit a1,3-gekoppelten
terminalen Fucoseresten insbesondere in der Molekularschicht (M) des Cerebellums
von Gnptab“-Méusen. Die LTA-positiven Zellen in der Molekularschicht weisen zudem
eine starke iiberlagernde LAMP-1-Farbung auf, was auf eine Anreicherung der
Zuckerstrukturen in Lysosomen hinweist. In Hirnschnitten von Wildtyp-Mé&usen
konnten keine LTA-positiven Strukturen detektiert werden (Abb. 4-10 A). In Wildtyp-
und Gnptab"-MEFs hingegen waren nur AAL-positive N-Glycane mit terminal oul,6-
verkniipften Fucoseresten darstellbar. Die Lokalisation mit dem lysosomalen
Markerprotein LAMP-1 zeigte, dass die fucosylierten N-Glycane lysosomal lokalisiert
sind. In den Gnprab“-MEFs ist die starke Anreicherung von Lektin-positivem Material

in vergroBerten lysosomalen Strukturen deutlich zu erkennen (Abb. 4-10 B).

Um zu bestimmen, welche Zellpopulationen fucosylierte N-Glycanstrukturen speichern,
wurden von Dr. Michaela Schweizer (Scientific Service Group Morphology, ZMNH,
Hamburg) Semidiinnschnitte (0,5 pum) und Ultradiinnschnitte (60 nm) von Hirnen
angefertigt und diese mit Toluidin und Aleuria Aurantia agglutinin (AAL) angefarbt.
Dargestellt durch die dichten und dunklen Strukturen in den Toluidin-gefirbten
Semidiinnschnitten von Hirngewebe 9 Monate alter Wildtyp- und Gnprab®-Miuse, zeigt
sich der Verlust von Zellen in der Koérnerzellschicht und die Degeneration der Purkinje-
Zellen im Hirn von Gnprab“-Miusen (Abb. 4-11 A und B). AAL-positive Strukturen
konnte insbesondere in der Purkinje-Zellschicht vom Cerebellum der Gnptab*-Mause
detektiert werden. Keine AAL-positiven Strukturen wurden hingegen im Cerebellum
von Wildtyp-Médusen beobachtet (Abb. 4-11 C und D). Elektronenmikroskopische
Analysen zeigen die Akkumulation von al,6-fucosylierten N-Glycanstrukturen in
Purkinje-Zellen, Neuronen der Kornerschicht, Astrozyten, Mikroglia, Perizyten und

Endothelzellen von Blutgefdflen in antabki-Méiusen (Abb. 4-11 E-K).
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Abb. 4-11: Elektronenmikroskopische Analyse von neuronalen und nicht-neuronalen Zellen 9
Monate alter Wildtyp und Gnptab®*- Miuse nach Lektinfirbung

Toluidin- und Lektinfarbung in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen 9 Monate alter Mause. Toluidin-
angefirbte Semidiinnschnitte (0,5 pm) vom Cerebellum von Wildtyp- (A) und Gnptab-Mausen (B). Die
dunklen Strukturen (Pfeile in B) deuten auf Speichermaterial hin. Semidiinnschnitte vom Cerebellum von
Wildtyp- (C) und Gnptab“-Mzusen (D) und Ultradiinnschnitte vom Cerebellum von Gnptab'-Méusen
(60nm, E-F) wurden mit biotinyliertem Aleuria Aurantia agglutinin (AAL) angefirbt. AAL-DAB
(Diaminobenzidin) positives Speichermaterial (Pfeile in D und Pfeilkdpfe in E-K) wurde in Purkinje-
Zellen (E), Neuronen der Kornerschicht (F), Astrozyten (G), Mikroglia (H), Perizyten (J) und
Endothelzellen von BlutgefdBen detektiert (K). Purkinje-Zellschicht (P), Kornerzellschicht (K),
Blutgefifie (Bg), Nucleus (N). Mafistab: A-D =20 pm, E-K =1 um.

4.2.2.2 Identifizierung von Glycosaminoglycanen im Speichermaterial

Neben freien Zuckern stellen die Oligosaccharidketten der Glycosaminoglycane
(GAGs) Substrate der lysosomalen Glycosidasen dar. Deshalb wurde im Folgenden die
Degradation von GAGs in Wildtyp- und Gnptab"-MEFs untersucht. Dazu wurden neu
synthetisierte GAGs in MEFs mit Na[>>SO4] metabolisch markiert und anschlieBend
iiber DEAE (Diethylaminoethylcellulose)-Sdulen aufgereinigt. Die stark negativ
geladenen GAGs binden an die positiv geladene DEAE-Sepharose. Anschliefend
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wurden Heparansulfate mittels Heparinase I, II und III fragmentiert und die dadurch
verbleibenden  Chondroitinsulfatketten iiber DEAE-Sdulen aufgereinigt. Die
Aufreinigung der Heparansulfate erfolgte durch enzymatischen Verdau von
Chondroitinsulfaten mittels Chondroitinase ABC. Die Quantifizierung erfolgte durch
Messung der Radioaktivitit der beiden Fraktionen. In Gnprab*-MEFs wurde 1000-fach
mehr [*>SO4]-Radioaktivitit an intrazelluldrem Heparansulfat, und 1700-fach mehr
[**SO,]-Radioaktivitit an intrazellulirem Chondroitinsulfat pro pg Protein detektiert als

in Wildtyp-MEFs (Abb. 4-12 A).
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Abb. 4-12: Metabolische Markierung von Glycosaminoglycanen in MEF von Wildtyp- und
Gnptab"'-Miiusen

GAGs wurden in Wildtyp (wt)- und Gnptab™ (ki)-MEFs mit Na[*’SO,] fiir 48 h metabolisch markiert.
Anschliefend wurden die Zellen weitere 48 h in nicht-radioaktivem Medium inkubiert und die GAGs
iiber DEAE-Sepharose Sédulen aus Zellhomogenaten aufgereinigt. Heparansulfate wurden mittels
Heparinase I, IT und III fragmentiert und die dadurch verbleibenden Chondroitinsulfatketten iiber DEAE-
Saulen aufgereinigt. Die Aufreinigung der Heparansulfate erfolgte durch enzymatischen Verdau von
Chondroitinsulfaten mittels Chondroitinase ABC. Angezeigt ist der Mittelwert + Standardabweichung.
Die Wildtyp-Werte wurden gleich 1 gesetzt (*P < 0.05, n = 3) (A). Die Bestimmung des
Molekulargewichts von an der Zelloberfliche und intrazelluldr-lokalisierten Heparan- und
Chondroitinsulfate erfolgte {iber eine CL-6B Saule. Zur Bestimmung von GAGs an der Zelloberflache
wurden die Zellen mit Na[*’SO,] fiir 48 h metabolisch markiert und anschliefend fiir 20 min trypsiniert.
Dadurch werden die Proteoglykane proteolytisch verdaut und die GAGs in die Trypsinlosung freigesetzt.
Zelloberflichen-GAGs wurden anschlieBend mittels DEAE-Sepharose-Saulen aus der Trypsin-Lésung
aufgereinigt. Intrazellulire GAGs wurden nach 48 h metabolischer Markierung und anschlieBender
Inkubation der Zellen mit nicht-radioaktivem Medium fiir weitere 48 h aus Zellhomogenaten aufgereinigt.
Nach enzymatischer Trennung in Chondroitin- und Heparansulfat wurden diese auf eine CL-6B Séule
aufgetragen. Die Laufgeschwindigkeit betrug 1 ml/l15 min und die Fraktionen wurden im
Farktionssammler aufgefangen. Die Auswertung erfolgte durch Bestimmung des Bettvolumens und des
Totvolumens der Séule und anschlieBender Berechnung des K,,-Wertes (siche 3.4.13). Dieser Wert
enstpricht einem festgelegten Molekulargewicht (B).

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Molekulargewichte von GAGs an der
Zelloberfliche und von intrazelluliren GAG-Fraktionen gelchromatographisch (size

exclusion chromatography) bestimmt. Die durchschnittliche molare Masse von
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Heparansulfat-GAGs, die an Zelloberflichen-Proteoglycanen von Wildtyp-MEFs zu
finden sind, betrigt 49 kDa, wihrend die in Gnptab“-MEFs 58 kDa betriigt. Die Masse
der Chondroitinsulfate wurde an Zellen beider Genotypen auf 30 kDa bestimmt (Abb.
4-12 B). In Gnptab*-MEFs akkumuliert Heparansulfat intrazelluldr mit einer Masse von
10 kDa und Chondroitinsulfat mit 30 kDa. In Wildtyp-MEFs konnten keine
intrazelluldren Massen bestimmt werden, da Heparansulfat- und Chondroitinsulfat
vollstindig abgebaut wird.. Die Experimente zeigen, dass die Degradation von GAGs in

Gnptab*-MEFs stark eingeschrinkt ist, was zur Speicherung von GAGs fiihrt.

4.2.3 Charakterisierung von Lipiden im Speichermaterial

Neben Oligosacchariden und Protetoglycanen werden Lipide in Lysosomen abgebaut.
Um zu untersuchen, ob die lysosomale Degradation von Lipiden bei MLII
eingeschrinkt ist, wurden Hirngewebe und Fibroblasten der Gnptab“-Miuse auf die

Akkumulation von Lipiden massenspektrometrisch und histochemisch untersucht.

4.2.3.1 Identifizierung von Gyp;- und Gy3-Gangliosiden und

Bis(monoacylglycero)phosphat im Speichermaterial

Nach Methanol/Chlorofom-Extraktion aus Hirngewebe von 5 und 10 Monate alten
Wildtyp und Gnptab*-Miusen wurden die isolierten Lipide durch Reversed-Phase-
Chromatographie in neutrale und anionische Fraktionen aufgetrennt. Die anionischen
und neutralen Lipide wurden mittels Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie
unter Verwendung der Tandem-Massenspektrometrie im Labor von Dr. R. Kikela,
Universitit Helsinki, Finnland quantitativ untersucht (Kékeld et al., 2003; Jabs et al.,
2008).

Ganglioside wurden durch die Vorldufer-lonen Analyse bei 290 m/z detektiert. In
Hirnextrakten von Gnptab“-Miusen waren die Monosialogangliosidkonzentrationen
von Gmp- und Guys-Gangliosiden um das 1,8-fache erhdht gegeniiber dem Wildtyp-
Hirngewebe. Zusitzlich konnte die Speicherung von Bis(monoacylglycero)phosphat
(BMP) nachgewiesen werden (Abb. 4-13 A und B). In Hirnextrakten von Gnptab"-
Maiusen war BMP im Vergleich zu Wildtyp-Mausen 1,3 - 1,9-fach erhoht. Im Alter von
10 Monaten steigerte sich die Akkumulation von BMP, Gy, und Gy in Hirnextrakten
von Gnptab"-Miusen auf 2,3-fach hohere Werte im Vergleich zum Wildtyp-Gewebe
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(sieche 8.2). Die Analyse der neutralen Lipide zeigte keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Wildtyp- und Gnprab“-Miusen.
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Abb. 4-13: Massenspektrometrische Analyse der Lipidkomposition im Hirn von Wildtyp- und
Gnptab®-Miusen

Die anionischen Lipidfraktionen, isoliert aus Hirngewebe von 5 Monate alten Wiltdtyp (wt)- und Gnptab"
(ki)-Méuse, wurden massenspektrometrisch analysiert. Die Ganglioside wurden entweder als einfach
geladene (1-) oder zweifach geladene (2-) Ionen detektiert. Die Intensitdten wurden auf das Signal des
GD1-Gangliosides normalisiert (A). Relative Intensititen der aus dem Hirngewebe von 10 Monate alten
Maéusen isolierten anionischen Lipide. Die Gesamtintensitdt aller detektierbaren Lipide in der anionischen
Fraktion wurden auf 100 % gesetzt. (* P < 0,05) (B). Phosphatidsidure (PA), Phosphatidylinositol (PI),
Phosphatidylserin (PS), Sulfatid (Sulf), a-Hydroxysulfatid (Sulf-OH), Bis(monoacylglycero)phosphat
(BMP), Phosphatidylglycerol (PG)

Zur Verifizierung der Gangliosid-Speicherung wurden Hirnschnitte aus 8 Monate alten
Wiltyp- und Gnptab"-Miusen mit Antikorpern gegen Gap- und Gys-Ganglioside

histochemisch analysiert.
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Immunhistochemische Farbungen von G- und Gys-Gangliosiden am retrosplenialen
Cortex 8 Monate alter Wildtyp- und Gnprab“-Miuse bestitigten die Akkumulation in
vesikuldren Strukturen von Neuronen der GroBhirnrinde von Gnptab*-Miusen.
Insbesondere konnte eine starke Gyp-Immunreaktivitit in Hirnschnitten von Gnptab-
Maiusen festgestellt werden. In Hirnschnitten von Wildtyp-Mausen konnten keine

Akkumulationen von Gyp- und Gys-Gangliosiden festgestellt werden (Abb. 4-14).

Abb. 4-14: Histochemische Detektion von Gy,- und Gy-Gangliosiden an Hirnschnitten von
Gnptab®-Miusen

Sagitalschnitte (35 wm) vom Hirn 8 Monate alter transkardial perfundierter Wildtyp (wt)- und Gnptab®
(ki)-Méuse wurden permeabilisiert und mit HRP-gekoppelten Gyp- und Gy Antikérpern inkubiert. Die
Férbung wurde mittels DAB (Diaminobenzidin)-Reaktion visualisiert und mit Nissl gegengeférbt.
Dargestellt ist der retrospleniale Cortex. MaBstab: 20 pm.

Neben Gyp- und Gys-Gangliosiden wurde die Speicherung von BMP im Hirn der
Gnptab*-Miuse massenspektrometrisch festgestellt. Mit Hilfe eines monoklonalen
Antikdrpers gegen BMP wurde anschliefend untersucht, ob BMP auch in Gnprab®-
MEFs gespeichert wird. Die Firbung von BMP in Wildtyp- und Gnptab®- MEFs zeigt,
dass BMP in LAMP-1-positiven lysosomalen Vesikeln lokalisiert ist und dass die
Anzahl und GroBe BMP-positiver Vesikel in Gnptab"- MEFs stark erhoht ist.
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BMP Lamp1
Abb. 4-15: Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse von BMP in Wildtyp- und Gnptab“-MEFs

Detektion von BMP (griin) und LAMP-1 (rot) in Wildtyp (wt)- und Gnptab" (ki)-MEFs. Die Zellen
wurden fixiert, permeabilisert und mit Antikorpern gegen LAMP-1 und BMP inkubiert. MaBstab: 15 pm.
Merge stellt die Uberlagerung der Abbildungen LAMP-1 und BMP da. Inset ist die Detailaufnahme von
dem in der merge-Abbildung begrenzten Bereich. Gelb zeigt die Kolokalisation.

4.2.3.2 Identifizierung von Cholesterin im Speichermaterial

Bei der lysosomalen Degradation von zelleigenen Membranstrukturen als auch von
extrazelluldren, endozytiertem LDL wird unter anderem Cholesterin luminal freigesetzt,
das normalerweise durch die lysosomalen Proteine Npcl und Npc2 wieder in das
Cytosol iiberfiihrt wird (Goldstein und Brown, 1976). Um zu untersuchen, ob
Cholesterin in neuronalem Gewebe und in Fibroblasten von Gnptab"-Miusen
akkumuliert, wurde Cholesterin mit dem fluoreszierenden Antibiotikum Filipin

angefarbt und mittels immunfluoreszenzmikroskopischer Analyse detektiert.

Im Hirn von 8 Monate alten Gnptab"-Miusen konnte akkumulierendes Cholesterin in
groBen Teilen des zentralen Nervensystems detektiert werden, wéhrend keine
Filipinreaktivitdt im Wildtyp-Gewebe nachweisbar war. Eine starke Farbung mit Filipin
war in der Purkinje- und Kornerschicht des Cerebellums der Gnptab"-Méusen zu sehen
(Abb. 4-16 A). In kultivierten Gnprab*-MEFs erkennt man zudem eine deutliche
Anreicherung von Cholesterin in LAMP-1-positiven lysosomalen Vesikeln (Abb. 4-16
B).
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Abb. 4-16: Fluoreszenzmikroskopische-Analyse der Cholesterinverteilung im Cerebellum und in
MEFs von Wildtyp und Gnptab*-Miusen

Anfirbung von freiem Cholesterin mittels Filipin im Cerebellum 8 Monate alter Wildtyp (wt)- und
Gnptab" (ki)-Méause. Sagitalschnitte (35 pm) vom Hirn transkardial perfundierter Miuse wurden
permeabilisiert und mit Filipin (wei}) inkubiert. MaBstab: 20 pm. Kornerschicht (Ks), Purkinje-
Zellschicht (P) (A). Detektion von freiem Cholesterin mit Filipin (blau) in Wildtyp (wt)- und Gnptab®
(ki)-MEFs. Die Zellen wurden fixiert und durch Inkubation mit Filipin (blau) permeabilisert. Lysosomale
Membranen wurden parallel zur Filipinfarbung mit einem Antikorper gegen LAMP-1 (rot) markiert.
Merge stellt die Uberlagerung der Abbildungen Filipin und LAMP-1 dar. Inset ist die Detailaufnahme
von dem in der merge-Abbildung begrenzten Bereich. Rosa zeigt die Kolokalisation. Maf3stab: 15 pm

(B).

Im Him von Gnptab*-Miusen konnte die Akkumulation von fucosylierten und
Mannose-reichen N-Glycanen, BMP, Gy;- und Gyp-Gangliosiden und Cholesterin
detektiert werden. Mittels Lektin- bzw. Filipinfarbung wurde die Speicherung von
fucosylierten Oligosacchariden bzw. Cholesterin im Hirn und MEFs von Gnptab®-
Miusen verifiziert. Die Speicherung von BMP wurde in Gnptab"-MEFs verifiziert.
Zudem wurde in Gnptab“-MEFs die Akkumulation von Heparan- und Chondroitinsulfat
detekiert. Dieses Speichermaterial deutet auf die Fehlsortierung von a-L-Fucosidase, o-

Mannosidase (MAN2bl1, die o(1-2), a(1-3) and a(1-6) verbundene Mannosereste
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hydolysiert), B-Galactosidase und f—Hexosaminidase hin. Die Fehlsortierung von Npc2

fiihrt zur Speicherung von Cholesterin.

4.3 Neurodegeneration in Gnptab"-Miusen

4.3.1 Progressiver Verlust neuronaler Zellen in Cerebellum von Gnptab"-Miusen

Mucolipidose Typ II ist eine neurometabolische Erkrankung, die klinisch unter anderem
durch mentale und motorische Retardierung charakterisiert ist. Gnptab*-Mause zeigen
zudem motorische Auffilligkeiten wie clasping (Anklammern der Hinter- und
Vorderldufe an den Korper beim Herausnehmen aus dem Kéfig) und unkoordinierte
Bewegungen, die auf einen neurodegenerativen Phidnotyp hinweisen. Zur genaueren
Analyse der neurodegenerativen Prozesse wurden Hirne von Wildtyp- und Gnptab®-

Mausen histochemisch untersucht.

Die immunhistochemische Férbung der Purkinje-Zellschicht durch das Calcium-
bindende Protein Calbindin zeigte einen umfangreichen Verlust von Purkinje-Zellen in
9 Monate alten Gnprab*-Miusen. Ein charakteristisches Merkmal von lysosomalen
Speichererkrankungen ist die Ausbildung axonaler Spheroide der Purkinje-Zellen
(Walkley et al., 2010), welche auch im Hirn der Gnptab®-Miuse detektiert werden
konnten (Abb. 4-17 A).

Um den Verlauf der Neurodegeneration im Gnptab"-Mausmodell zu untersuchen
wurden 4, 9 und 12 Monate alte Gnprab*-Miuse histologisch untersucht. Der Verlust
der neuronalen Zellen und die Hirnatrophie verlaufen in Gnprab*-Mausen progressiv,
wobei ein signifikanter Groenunterschieden des Cerebellums bereits in 4 Monate alten
Maiusen erkennbar ist (Daten nicht gezeigt). In Abb. 4-17 A ist deutlich der
GroBenunterschied des Cerebellums von 9 Monate alten Gnprab"-Méusen im Vergleich

zu Wildtyp-Méusen zu erkennen.

Luxolblau besitzt eine hohe Affinitit zu dem im Myelin enthaltenen Neurokeratin und
wird daher zur Farbung von Myelin verwendet. Im Hirn von 9 Monate alten Gnptab®-

Maiusen zeigte sich eine starke Demyelinisierung (Abb. 4-17 B).
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Abb. 4-17: Immunhistochemische Féirbung des Cerebellum mit Calbindin und Luxolblau

Immunhistochemische Analysen des Cerebellums von 9 Monate alten Wildtyp (wt)- und Gnptab® (ki)-
Mausen. Sagitalschnitte (50 um) vom Hirn transkardial perfundierter Mause wurden permeabilisiert und
mit HRP-gekoppeltem Calbindin-Antikdrper inkubiert. Die Férbung wurde mittels DAB
(Diaminobenzidin)-Reaktion visualisiert. Detektion von Purkinje-Zellen und axonalen Spheroiden
(Pfeile) nach hoherer Auflosung. Molekularschicht (M), Purkinje-Zellschicht (P), Kornerschicht (Ks),
weile Substanz (S). MaBstab: obere Reihe: 500 um; untere Reihe: 50 um (A). Die Férbung des Myelins
erfolgte an Hirnschnitten (50 pm) durch Luxolblau. Mafistab: obere Reihe: 500 um; untere Reihe: 50 pm

(B).

4.3.2 Astro- und Mikrogliose im Hirn von Gnptab*-Miusen

Als Gliose bezeichnet man die Aktivierung von Gliazellen, wie Astroglia und
Mikroglia, die eine Vielzahl von neurodegenerativen Erkrankungen begleitet. Um zu
untersuchen, ob Astroglia und Mikroglia in Gnptab"-Miusen aktiviert werden, wurden
an Hirnschnitten von Wildtyp- und Gnptab*-Miusen die Expression des Astrozyten-
spezifischen Intermedidrfilaments glial fibrillary acidic protein (GFAP) und des
Makrophagen/Mikroglia-Markerprotein CD68 untersucht.

Starke GFAP- und CD68-Immunreaktivitit konnte in allen Teilen des Hirns der 9
Monate alten Gnptab"-Miuse nachgewiesen werden. Die hypertrophen Astrozyten im
Cerebellum und der GroBhirnrinde zeigten eine prominente reaktive Astrogliose. Im
Cerebellum wurde die Astrogliose besonders in der weilen Substanz, der Korner- und
Purkinjezellschicht deutlich (Abb. 4-18 A). CD68-positive Gliazellen wurden
insbesondere im Cerebellum, Hippocampus und dem Thalamus mit prominenter
Mikrogliose in der weilen Substanz und der Molekularschicht des Cerebellums

detektiert (Abb. 4-18 B). AuBlerdem konnte starke CD68-Immunreaktivitit in der
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GroBhirnrinde der Gnprab*-Miuse festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Es konnte
keine Astrogliose bzw. Mikrogliose im Hirn der Wildtyp-Mause detektiert werden.
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Abb. 4-18: Reaktive Gliosen im Cerebellum, Cortex und Hippocampus von Gnptab*-Miusen

Immunhistochemische Analysen des Cerebellum, Cortex und Hippocampus von 9 Monate alten Wildtyp
(wt)- und Gnptab" (ki)-Mzusen. Sagitalschnitte (50 um) vom Hirn transkardial perfundierter Miuse
wurden permeabilisiert und mit HRP-gekoppeltem (A) glial fibrillary acid protein (GFAP)-Antikorper
(Astroglia) bzw. (B) CD68-Antikorper (Mirkoglia) inkubiert und mittels Diaminobenzidin (DAB)-
Reaktion visualisiert. Molekularschicht (M), Purkinje-Zellschicht (P), Kornerschicht (Ks), weile
Substanz (S). MaBstibe: Cerebellum: 500 pm, Cortex: 250 pm, Hippocampus: 500 pm, Inset: 50 pm

4.3.3 Akkumulation von Autophagosomen im neuronalen Gewebe von Gnptab®'-

Miusen

Durch den Prozess der Autophagie werden zelleigene, cytosolische Proteine und
Zellorganellen von Membranen umschlossen (Autophagosomen), um anschlieend der
lysosomalen Degradation (Autophagolysosomen) zugefiihrt zu werden. Um zu
untersuchen, ob es durch die Fehlsortierung lysosomaler Proteine bzw. Dysfunktion der
Lysosomen zu einer Beeintrichtigung des Autophagieprozesses kommt, wurde die
Expression von Autophagie-assoziierten Proteinen im Hirn von Gnptab“-Miusen
analysiert. Zunédchst wurde die Expression von LC3 (Microtubule-associated proteins
1A/IB light chain 3A) untersucht. Wéhrend die LC3-I-Form im Cytosol lokalisiert ist,
bindet die prozessierte, Phosphatidylethanolamin-konjugierte LC3-II-Form an die

autophagosomale Membran. Die Menge von LC3-II korreliert dabei mit der relativen
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Anzahl der Autophagosomen (Kabeya et al., 2000). In Cerebellumhomogenaten von 10
Monate alten Gnprab*-Miusen ist im Vergleich zum Wildtyp ein signifikanter Anstieg
der Isoform LC3-II nachweisbar. Die Expression von LC3-I hingegen ist in Wildtyp-
und Gnprab*-Mausen vergleichbar (Abb. 4-19 A und B).

Um zu lberpriifen, ob die Bildungsrate von Autophagosomen im Cerebellum von
Gnptab®-Miusen erhoht ist, wurde zudem die Expression von Beclinl analysiert.
Beclinl ist Teil des Beclinl-Vps34-Atgl4L. Komplexes, der die Ausbildung von
autophagosomalen Membranen initiiert (Abb. 1-1) (Kang et al, 2011). In
Cerebellumhomogenaten von 10 Monate alten Gnptab“-Mzusen konnten jedoch im
Vergleich zum Wildtyp keine signifikanten Unterschiede in der Expression dieses

Proteins festgestellt werden (Abb. 4-19 A und B).
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Abb. 4-19: Akkumulation von Autophagosomen im Cerebellum von Gnptab"-Miusen

Western-Blot-Analyse von LC3 und Beclinl in Homogenaten und p62 in Triton™ X-100-unloslichen
Fraktionen vom Cerebellum 10 Monate alter Wildtyp (wt)- und Gnprab" (ki)-Miuse. 100 pg
Proteinhomogent bzw. gleiche Mengen Triton™ X-100-unlosliche Fraktionen wurden unter
reduzierenden Bedingungen im SDS-Gel aufgetrennt und anschlieBend im Western-Blot mit LC3-,
Beclinl- und p62-Antikdrpern analysiert. Gapdh und B-Tubulin dienten als Ladekontrolle (A). Die
Quantifizierung der Proteinexpression von LC3-II, Beclinl und p62 erfolgte densitometrisch und wurde
auf B-Tubulin normalisiert. Angezeigt ist der Mittelwert + Standardabweichung. Die Wildtyp-Werte
wurden gleich 1 gesetzt (*P < 0.05, n = 3) (B).

Ein weiteres Markerprotein fiir Autophagie ist p62 (sequestosome 1), das mit
cytosolischen, ubiquitinierten Proteinen heteropolymere detergenz-resistente Strukturen
ausbildet und an LC3-II bindet (Bjorkoy et al., 2005; Wooten et al., 2006) und den
Abbau dieser ubiquitinierten Proteine mittels Autophagie vermittelt. In detergenz-
unldslichen Fraktionen von Cerebellumhomogenaten von 10 Monate alten Gnprab®-

Mausen ist eine 1,8-fach erhohte Konzentration von p62 detektierbar. Die Anreicherung
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p62-positiver Proteinaggregate im Cerebellum der Gnprab*-Miuse deutet darauf hin,

dass der Abbau ubiquitinierter Proteine durch Autophagie inhibiert ist (Abb. 4-19 A, B).

Die anschlieende immunhistochemische Analyse von Hirnschnitten 11 Monate alter
Maiuse zeigte die Akkumulation p62-positiver Strukturen im Soma von Neuronen der
Hirnbriicke (Pons) von Gnptab*-Méusen (Abb. 4-20 A). Zudem konnten p62-positive
Proteinaggregate im Hippocampus, Cortex und der Kornerschicht des Cerebellums
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). In Neuronen von Wildtyp-Méiusen wurden
diese  Strukturen nicht detektiert.  Doppelimmunfluorszenz-Firbungen  fiir
Markerproteine in Neuronen (NeuN), Astroglia (GFAP), Mikroglia (CD68) und
Oligodendroglia (MBP) und p62 zeigte die neuronale Lokalisation dieser p62-positiven
Strukturen (Abb. 4-20 B).
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Abb. 4-20: Akkumulation von p62-positiven Aggregaten

Histologische Analysen von p62 im Hirn 11 Monate alter Méuse. Immunhistochemie Analyse der
Hirnbriicke (Pons) von Wildtyp (wt)- und Gnptab® (ki)-Méausen. Sagitalschnitte (50 pm) vom Hirn
transkardial perfundierter Méuse wurden permeabilisiert und mit HRP-gekoppeltem p62 Antikdrper
inkubiert und mittels Diaminobenzidin (DAB)-Reaktion visualisiert. Malstab: 5 pm (A).
Doppelimmunfluoreszenz-Féarbungen von p62 (rot) mit Markern fiir Neurone (NeuN), Astroglia (GFAP),
Mikroglia (CD68) und Oligodendroglia (MBP) (griin) (B).

In Neuronen von Gnptab"-Miusen ist die basale Autophagie aufgrund dysfunktioneller

Lysosomen gestort, was zur Akkumulation von LC-II und p62 fiihrt.

4.4 Transport lysosomaler Proteine in Gnptab"/S*-Fibroblasten

Untersuchungen an  Gnptab*~MEFs zeigen, dass einige lysosomale Proteine

unabhéngig von M6P zu den Lysosomen transportiert werden konnen. In Kapitel 4.1.1
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wurde dies durch Pulse-Chase-Experimente und Western-Blot-Analysen fiir die
lysosomale Protease Cathepsin D gezeigt. Zudem konnte in vorherigen Studien am
Gnptab*-Mausmodell gezeigt werden, dass Cathepsin B in neuronalem Gewebe als
reifes, lysosomales Protein vorliegt (Kollmann et al., 2012). In Studien an MLII-
Patientenzellen wurde zudem die vermehrte Sekretion und Reduktion der intrazelluldren
Spiegel an saurer Sphingomyelinase (ASM) festgestellt (Hurwitz et al., 1994). Uber
welche Transportmechanismen z. B. Cathepsin D, Cathepsin B und saure
Sphingomylelinase zu Lysosomen gelangen, ist noch unklar, aber ein Kandidat stellt der

multi-ligand type-1 Transmembranrezeptor Sortilin da.

Um zu analysieren, ob Sortilin am M6P-unabhingigen Transport lysosomaler Proteine
beteiligt ist, wurden Gnptab"-Miuse mit Sortilin-defizienten Méusen (S*°) (Jansen et
al., 2007) gekreuzt (Gnptab™/S"). AnschlieBend wurde die Expression, Lokalisation
und der Transport der lysosomalen Proteine Cathepsin D, Cathepsin B und saure

Sphingomyelinase untersucht.
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Abb. 4-21: Relative mRNA-Expression von Ctsb, Ctsd und Smpdl in Wildtyp-, Gnptab®-, $*- und
Gnptab"'/S**-MEFs

Aus primdren MEFs von Wildtyp (wt)-, Gnptab™ (ki)-, S¥-, und Gnptab*/S* (ki/ S*°)-Mzusen wurde
RNA isoliert um durch realtime-PCR die relative mRNA-Expression von Ctsb, Ctsd und Smpdl im
Vergleich zum Wildtyp zu bestimmen. Die Auswertung erfolgte nach der AAC-Methode, wobei eine
Normalisierung auf die mRNA-Expression von B-Aktin erfolgte und die Expression im Wildtyp gleich 1
gesetzt wurde. (Mittelwert = Standardabweichung, n=3). Die mRNA-Expression von folgenden
lysosomalen Proteinen wurde gemessen: Cathepsin B (Ctsb), Cathepsin D (Ctsd), saure
Sphingomyelinase (Smpdl) (*P < 0.05)

Zunichst wurde mittels realtime-PCR die mRNA-Expression von Cathepsin B,
Cathepsin D und saurer Sphingomyelinase in Gnptab*-, S*’- und Gnptab*/S*°-MEFs im
Vergleich zu Wildtyp-MEFs bestimmt. In Gnptab®- und Gnptab"/S*-MEFs ist die
Expression von Cathepsin B um das 2,8- bzw. 2,2-fache erhoht, wohingegen in S*-

MEFs der Unterschied nur bei 1,3 liegt. Cathepsin D ist in Gnprab*- und Gnptab"/S*’-
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MEFs 1,6-fach und 2,0-fach signifikant erhoht. Die mRNA-Expression der sauren

Sphingomyelinase ist in allen Genotpyen gleich.

Um zu untersuchen, ob Cathepsin B, Cathepsin D und saure Sphingomyelinase in
Fibroblasten von Gnptab"/S¥-Miusen iiberhaupt noch zu den Lysosomen gelangen,
wurde ihre intrazellulire Lokalisation mittels Doppelimmunfluoszenzmikroskopie an

Fibroblasten analysiert, die aus der Lunge der adulten Méuse isoliert wurden.

Cathepsin D (Abb. 4-22 A), Cathepsin B (Abb. 4-22 B) und saure Sphingomyelinase
(Abb. 4-22 C) kolokalisieren in Gnptab"-, $*- und Gnprab*/S*-Lungenfibroblasten mit
dem lysosomalen Markerprotein LAMP-1. Somit konne Cathepsin D, Cathepsin B und
saure Sphingomyelinase sowohl M6P- als auch Sortilin-unabhédngig zu den Lysosomen

transportiert werden.
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Abb. 4-22: Fluoreszenzmikroskopische-Analyse von Cathepsin D, Cathepsin B und saurer
Sphingomyelinase in Wildtyp-, Gnptab®-, S*’- und Gnptab*/S*’-Lungenfibroblasten

Detektion von Cathepsin D (A, rot), Cathepsin B (B, rot) und saure Sphingomyelinase (C, rot) in Wildtyp
(wt)-, Gnptab" (ki)-, S*-, und Gnptab"/S" (ki/ S)-Lungenfibroblasten. Die Zellen wurden fixiert,
permeabilisert und mit Antikdrpern gegen Cathepsin D, Cathepsin B und saure Sphnigomyelinase (rot)
und LAMP-1 (griin) inkubiert. Inset ist die Detailaufnahme von dem in der merge-Abbildung begrenzten
Bereich. Gelb zeigt die Kolokalisation. MaB3stab: 15 pm.
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Zur genaueren Untersuchung der Syntheserate, Prozessierung und Sortierung von
Cathepsin D in S¥- und Gnptab"/S*-Lungenfibroblasten wurden zusitzlich Pulse-
Chase-Experimente durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit [*>S]-Methionin metabolisch
markiert und anschlieBend geerntet (Pulse) oder fiir weitere 5 h mit nicht-radioaktivem
Medium inkubiert (Chase). AnschlieBend wurden aus den Zellen und den Medien

Extrakte hergestellt aus denen Cathepsin D immunprézipitiert wurde.

Zellen Medium
Genotyp|  wt ki sk kilS® | wt ki S* kilS*
Chaseth) 0] 5 | o[ 5[ o] 5[ o555 ]5]s
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Abb. 4-23: Synthese, Transport und Prozessierung von Cathepsin D in Wildtyp-, Gnptab®-, $*- und
Gnptab"'/S*-Lungenfibroblasten

Wildtyp (wt)-, Gnptab® (ki)-, S*-, und Gnprab®/S* (ki/ S*)-Lungenfibroblasten wurden fiir 45 min mit
[**S]-Methionin metabolisch markiert und anschlieBend geerntet (Spur 1, 3, 5 und 7) oder fiir 5 h mit
nicht-radioaktivem Medium inkubiert (Chase) und danach geerntet (Spur 2, 4, 6 und 8). Cathepsin D
wurde von Zellhomogenaten und Chasemedien immunprézipitiert. Die Immunkomplexe wurden durch
SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und anschlieBend fluorographisch detektiert.
Anschliefend wurden Proteinbanden ausgeschnitten und die Menge des radioaktiv markierten Proteins
durch Szintillationsmessung bestimmt. precursor, Vorlauferpotein (p); intermedidre Form (i).

Cathepsin D wird als 53 kDa Vorlduferprotein synthetisiert, das im endosomalen
Kompartiment zu einer 39 kDa intermedidren Form prozessiert wird. Im Pulse-Chase-
Experiment an Gnptab*-MEFs wurde bereits gezeigt, dass die Konzentration an reifem
lysosomalen Cathepsin D reduziert ist und die Vorlduferform von diesen Zellen
vermehrt sezerniert wird (siehe 4.1.1). Dies wurde in hier durchgefiihrten Pulse-Chase-
Experimenten bestitigt (Abb. 4-23, Spur 1- 4, 8, 9). In Gnptab"-Lungenfibroblasten
wurde jedoch nur 74 % und in Wildtyp-Lungenfibroblasten 42 % sezerniert (Abb. 4-23,
Spur 8, 9), im Vergleich zu 80 % und 62 % in Gnptab* — und Wildtyp-MEFs (siche
4.1.1). Vergleicht man S*- und Gnprab"/S*- mit Wildtyp- und Gnprab"-
Lungenfibroblasten sieht man, dass die Sortilin Defizienz keinen zusétzlichen Effekt auf
den Transport und Prozessierung von Cathepsin D hat (Abb. 4-23, Spur 2, 4, 6, 8).
Wihrend der 5-stiindigen Chasephase sezernieren die S*-Lungenfibroblasten wie

Wildtyp-Lungenfibroblasten ca. 40 % des synthetisierten Cathepsin D (Abb. 4-23, Spur
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11). Der Transport und die Prozessierung von Cathepsin D in Gnptab/S*-
Lungenfibroblasten (Abb. 4-23, Spur 8) und die Sekretion in das Medium (Abb. 4-23,
Spur 12) ist hingegen mit der von Gnptab*-Lungenfibroblasten (Abb. 4-23, Spur 4, 10)
vergleichbar. Beide Genotypen sezernieren ca. 75 % des Vorlduferproteins von

Cathepsin D.

4.5 Rezeptor-vermittelte Endozytose lysosomaler Proteine

Neben vesikulédren, intrazelluldren Transportmechanismen konnen lysosomale Enzyme
Lysosomen auch durch Sekretion und Wiederaufnahme (secretion-recapture, (Hickman
et al., 1972)) erreichen. Es konnte bereits fiir die lysosomalen Proteine Prosaposin und
Cathepsin D gezeigt werden, dass der zur LDL (low-density lipoprotein)-
Rezeptorfamilie gehorende Rezeptor LRP1 (LDL-related protein 1) sezerniertes
Prosaposin und Cathepsin D glycosylierungs-unabhédngig binden, internalisieren und zu

Lysosomen transportieren kann (Hiesberger et al., 1998; Derocq et al., 2012).

Das lysosomale Enzym B-Glucocerebrosidase wird intrazellulir durch Bindung an
LIMP-2 M6P-unabhéngig zu den Lysosomen transportiert (Reczek et al., 2007). Ob
sezernierte [3-Glucocerebrosidase auch iiber LIMP-2 endozytiert werden kann und ob
weitere lysosomale Enzyme iiber Rezeptoren der LDL-Rezeptorfamilie endozytiert

werden, ist nicht bekannt.

4.5.1 Expression von LDLR, LRP1, LIMP-2 und MPR300 in Wildtyp-,Gnptab®-,
S*- und Gnptab"'/S*°-MEFs

Zundchst wurde die mRNA-Expression von LRP1, dem LDLR, MPR300 und LIMP-2
in Wildtyp-, Gnptab®™-, S¥- und Gnptab"/S*-MEFs untersucht.

Die mRNA-Expression von LRP1 ist in Gnptab"-, S*- und Gnptab"/S*-MEFs im
Vergleich zum Wildtyp 1,5 - 3,5-fach erhéht. Signifikante Unterschiede waren in S*-
und Gnprab*/S*-MEFs detektierbar (Abb. 4-24). Die mRNA-Expression vom LDLR ist
in allen Genotypen signifikant erhoht, wahrend die Expression von LIMP-2 (Scarb2) in
Gnptab®-, $*- und Gnptab"/S*°-MEFs im Vergleich zu Wildtyp-MEFs unverindert ist.
Signifkante Unterschiede in der Expression von MPR300 (/gf2r) konnten nur in
Gnptab*/S*-MEFs detektiert werden. Es ist auffillig, dass sich die mRNA-
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Expressionen der Endozytoserezeptoren LRP1, LDLR und MPR300 in Gnptab"/S*-
MEFs sogar im Vergleich zu Gnprab®- und S*-MEFs signifikant unterscheiden
(Abb. 4-24).
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Abb. 4-24: Relative mRNA-Expression von Lrpl, Ldlr, Scarb2 und Igf2r in Wildtyp-, Gnptab®-, S*-
und Gnptab"/S*’-MEFs

Aus primiren MEFs von Wildtyp (wt)-, Gaptab® (ki)-, S¥-, und Gnptab™/S* (ki/S**)-Miusen wurde RNA
isoliert um durch realtime-PCR die relative mRNA-Expression von Lrpl, Ldlr, Scarb2 und Igf2r im
Vergleich zum Wildtyp zu bestimmen. Die Auswertung erfolgte nach der AAC,-Methode, wobei eine
Normalisierung auf die mRNA-Expression von -Aktin erfolgte und die Expression im Wildtyp gleich 1
gesetzt wurde. (Mittelwert + Standardabweichung, n = 3, *P < 0.05).

Zur Untersuchung der Proteinexpression dieser Rezeptoren wurden Homogenate von

Wildtyp-, Gnptab®-, S*- und Gnptab*/S"-MEFs im Western-Blot analysiert.

Im Zelllysat von Wildtyp- und Gnptab"-MEFs ist Sortilin als 105 kDa Protein
detektierbar. In S*- und Gnptab"/S"-MEFs ist Sortilin aufgrund des knockouts nicht
exprimiert (Abb. 4-25). Die Expression von Sortilin ist in Gnptab"-MEFs im Vergleich
zu Wildtyp-MEFs um das 2,7-fache erhoht (Abb. 4-25 A und B). LRP1 besteht aus
einer 85 kDa membraniiberspannenden Domine und einem 515 kDa extrazellulirem
Fragment. Die 85 kDa Bande konnte in Wildtyp-, Gnptab®-, S¥- und Gnprab"/S"-
MEFs detektiert werden. Zusitzlich erscheint in den Zelllysaten der Gnptab™- und
Gnptab"/S*-MEFs ein 56 kDa Fragment, das vermutlich ein Degradationsprodukt von
LRP1 darstellt und aufgrund der lysosomalen Dysfunktion in Gnptab"- und
Gnptab"/S*-MEFs akkumuliert. LRP1 wird in Gnprab®- und Gnptab™/S*-MEFs
geringer exprimiert als in Wildyp-MEFs und S*-MEFs. Die Expression von LDLR ist
in Gnptab"-MEFs 5-fach hoher als in Wildtyp-MEFs. In S¥- und Gnptab"/S*°-MEFs ist
im Vergleich zum Wildtyp kein bzw. nur ein geringer Anstieg der Expression zu

erkennen (Abb. 4-25 A und B).
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Abb. 4-25: Proteinexpression von LRP1, LDLR und Sortilin in Wildtyp-, Gnptab®-, S*- und
Gnptab*/S**-MEFs

Western-Blot-Analyse von LRP1, LDLR, und Sortlin in Wildtyp-, Gnptab® (ki)-, S*- und Gnptab*/S*
(ki/S¥)-MEFs. 20 ng Proteinhomogenat wurden unter reduzierenden Bediungen im SDS-Gel aufgetrennt
und anschlieend im Western-Blot mit LRP1, LDLR und Sortilin Antikdrpern analysiert. GAPDH diente
als Ladekontrolle (A). Densitometrische Quantifizierung der relativen Proteinexpression von Sortilin,
LRP1 und LDLR auf GAPDH normalisiert. Der Wildtyp-Wert wurde gleich 1 gesetzt.

4.5.2 Endozytose lysosomaler Enzyme

Extrazelluldre Proteine konnen durch Rezeptor-vermittelte Endozytose von der Zelle
aufgenommen und zu den Lysosomen transportiert werden. Im Folgenden sollte
untersucht werden, welche Rezeptoren an der Endozytose lysosomaler Enzyme beteiligt

sind.

Zundchst wurde die Endozytose von Mannose-6-phosporylierter, rekombinanter
humaner Arylsulfatase B (ASB) untersucht. Dazu wurde ['*’I]-markierte ASB in An-
und Abwesenheit von RAP (receptor-associated protein) bzw. M6P im Medium mit
Wildtyp-, Gnptab"- und Gnptab"/S*-MEFs fiir 20 min bei 37 °C inkubiert (Pulse).
RAP und M6P sind kompetitive Inhibitoren, die spezifisch an Rezeptoren binden und
dadurch die Bindung anderer Liganden inhibieren. So bindet RAP an Rezeptoren der
LDL-Rezeptorfamilie und M6P an MPRs. Nach dem Pulse folgte eine 8-stiindige
Inkubation der MEFs mit nicht-radioaktivem Medium (Chase), um den
Degradationsprozess der ASB in den Lysosomen von Wildtyp-, Gnptab“- und
Gnptab"/S*-MEFs zu untersuchen.

['*I]-markierte, phosphorylierte ASB wurde in Gnptab”- und Gnptab"/S*°-MEFs ca. 7-
fach mehr aufgenommen als von Wildtyp-MEFs. Die Zugabe von M6P inhibierte die
Aufnahme um ca. 80 % in Wildtyp-MEFs, wihrend RAP nur einen geringfiigigen
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Effekt auf die Endozytose hatte. Nach 8-stiindiger Inkubation mit nicht-radioaktivem
Medium erkennt man die 47 kDa reife Form von ASB insbesondere in Gnprab*- und
Gnptab™/S*°-MEFs. In Wildtyp-MEFs wird das Enzym in 8 h fast vollstindig abgebaut,
hingegen zeigt sich in Gnptab’- und Gnprab/S*-MEFs eine beeintrichtige
Degradation (Abb. 4-26).

Genotyp| wt ki kils® | wt | ki [kis*
mer| - | + | - - | =] = | = - - | -
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Abb. 4-26: Endozytose ["*I]-markierter, phospohorylierter Arylsulfatase B in Wildtyp-, Gnptab®-
und Gnptab"/S*’-MEFs

['*I]-markierte, phosphorylierte Arylsulfatase B (ASB, 625000 cpm/ml) wurde in An- bzw. Abwesenheit
von 320 pg/0,8 ml RAP bzw. 10 mM M6P im Medium von Wildtyp (wt)-, Gnptab®™ (ki)- und Gnptab™/S*
(ki/S¥)-MEFs fiir 20 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet (Chase = 0) oder fiir 8 h mit
nicht-radioaktivem Medium inkubiert. Die Zellen wurden lysiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und die
['1]-Banden durch Autoradiographie visualisiert. Durch Ausschneiden und Szintillationsmessung der
Banden konnten die absoluten Mengen (cpm/mg Protein) berechnet werden. precursor, Vorlauferprotein
(p), mature, reife Form (m).

AnschlieBend wurde die Endozytose der lysosomalen Proteine Cathepsin B (CtsB) und
Cathepsin D (CtsD) untersucht. Cathepsin D wurde aus Mausleber (Claussen et al.,
1997) und das kommerziell erhiltliche Cathepsin B aus menschlicher Leber
aufgereinigt. Die lysosomale saure Phosphatase (LAP) und die Tartrat-resistente saure
Phosphatase (TRAP) in den Lysosomen der Leber flihren zu einer rapiden
Dephosphorylierung lysosomaler Enzyme (Suter et al., 2001). Aufgereinigtes Cathepsin
D und Cathepsin B aus Leber besitzt somit keine M6P-Reste mehr. Dadurch kann die

Endozytose dieser lysosomalen Enzyme liber MPRs ausgeschlossen werden.

['*I]-markiertes Cathepsin B bzw. Cathepsin D wurde fiir 1 h in An- bzw. Abwesenheit
von RAP mit Wildtyp-, Gnptab®'- und Gnprab*/S*-MEFs inkubiert. Um zu iiberpriifen,
ob die Endozytose dieser lysosomalen Enzyme iiber Rezeptoren der LDL-

Rezeptorfamilie erfolgt, wurden zusitzlich LRP1*-, LDLR*- und LRP1*“/LDLR*-
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MEFs mit ['*I]-markiertem Cathepsin B bzw. Cathepsin D fir 1 h in An- bzw.
Abwesenheit von RAP inkubiert.

Bei dem reifen dephosphorylierten, ['*

I]-markierten Cathepsin B handelt es sich um ein
24 kDa Protein. Es wird in Wildtyp-MEFs zu einem geringeren Teil (466 cpm/mg
Protein) endozytiert als in Gnptab®- und Gnptab"/S*-MEFs (627 und 631 cpm/mg
Protein). Die Aufnahme kann in allen drei Genotypen durch RAP bis zu 80 % inhibiert
werden. LRP1*’- und LDLR"-MEFs endozytieren Cathepsin B in geringerem MaBe
(12 % bzw. 21,5 % der Wildtyp-MEFs) als Wildtyp-MEFs. Durch Zugabe von RAP
konnte die Aufnahme von Cathepsin B in LRP1*-MEFs zu 52 % und in LDLR*-MEFs
zu 41 % inhibiert werden (Abb. 4-27 A).

Dephosphoryliertes, ['*°

I]-markiertes Cathepsin D der Maus besitzt eine molare Masse
von 40 kDa. Es wird in Wildtyp- und Gnptab®-MEFs in gleicher Menge aufgenommen
(52 und 50 cpm/ mg Protein). Hingegen verdoppelt sich die Aufnahme von ['*’I]-
markierten Cathepsin D in Gnprab™/S*-MEFs (105 cpm/mg Protein). Durch die Zugabe
von RAP wurde die Endozytose in allen Genotypen bis zu 80 % inhibiert. In LRP1*-
und LRP1*/LDLR*-MEFs wurden sehr geringe Mengen an Cathepsin D aufgenommen
(3-8 cpm/mg Protein). Jedoch zeigt sich in LDLR*-MEFs eine starke Signalbande (32

cpm/mg Protein), die durch Zugabe von RAP zu 62 % inhibiert wurde (Abb. 4-27 B).

In einem Kontrollexperiment wurde die Aufnahme des lysosomalen Enzyms
B-Glucocerebrosidase untersucht, die keine M6P-Reste besitzt und fiir die gezeigt
wurde, dass sie an das lysosomale Membranprotein LIMP-2 im ER bindet und iiber
diese Protein-Protein-Interaktion zu den Lysosomen gelangt (Reczek et al., 2007).
Gleichzeitig sollte in diesem Experiment untersucht werden, ob LIMP-2 auch die

Endozytose der -Glucocerebrosidase vermittelt.

In Gnptab"/S*-MEFs wurde dephosphorylierte, ['*’I]-markierte B-Glucocerebrosidase
in héheren MaBe aufgenommen (429 cpm/mg Protein) als in Wildtyp- und Gnprab®-
MEFs (124 und 244 cpm/mg Protein). Zudem konnte auch die Aufnahme in LIMP-2"-
MEFs und LDLR*-MEFs festgestellt werden (252 und 108 cpm/mg Protein). Die
Zugabe des Inhibitors RAP fiihrte in LIMP-2*-MEFs zu 42 % und in LDLR*-MEFs zu

39 % verringerter Aufnahme von B-Glucocerebrosidase. In Wildtyp-, Gnptab®- und
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Gnptab*/S"-MEFs hatte die Zugabe von RAP nur einen geringfiigigen Effekt (Abb.
4-27 C).
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Abb. 4-27: Endozytose [**I]-markierter, dephosphorylierter lysosomaler Enzyme

['*I]-markierte, dephosphorylierte lysosomale Enzyme wurden in An- bzw. Abwesenheit von
320 pg/0,8 ml RAP im Medium von Wildtyp (wt)-, Gnptab® (ki)-, Gnptab"/S* (ki/S*)-, LRP1*-,
LDLR*-, LRP1*/LDLR*- und LIMP-2*-MEFs fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen lysiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und die ['*’I]-Banden durch Autoradiographie visualisiert.
Durch Ausschneiden und Szintillationsmessung der Banden konnten die absoluten Mengen (cpm/mg
Protein) berechnet werden. Endozytose von Cathespin B (CtsB, 625000 cpm/ml) (A) und Cathepsin D
(CtsD, 375000 cpm/ml) (B) und B-Glucocerebrosidase (B-GC, 625000 cpm/ml) (C).

Die Aufnahme von phosphorylierten lysosomalen Enzymen, wie ASB, erfolgt
hauptséchlich tiber MPR an der Zelloberfldche (Abb. 4-26). Liegen lysosomale Enzyme
dephosphoryliert vor, kdnnen sie iiber alternative Rezeptoren endozytiert werden. So
wird nicht-phosphoryliertes Cathepsin D tiiber LRP1 und nicht-phosphoryliertes
Cathepsin B iiber LDLR und LRPI internalisiert. Der Endozytoserezeptor fiir
B-Glucocerebrosidase ist noch nicht bekannt. Die Experimente zeigen, dass es sich

dabei nicht um LIMP-2 oder Rezeptoren der LDL-Rezeptorfamilie handelt (Abb. 4-27).
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4.6 EinfluB der Zellimmortalisierung auf den Transport lysosomaler
Proteine

Die Isolierung von primdren Zellen ist zeitaufwendig und die Teilungsrate ist begrenzt.
Die Immortalisierung von priméren Zellen wird genutzt um aus Tiermodellen isolierte
Zellen teilungsfahig zu halten und somit ein stabiles Zellmodell der Erkrankung zu

generieren.

Die Immortalisierung der MEFs und Lungenfibroblasten erfolgte durch lentivirale
Transduktion des Onkogens LargeT. Dieses Onkogen stammt aus dem Simian Virus
(SV40) und bindet und inaktiviert den Tumorsupressor p53 (Cheng et al., 2009). Dies
verhindert einen Proliferationsarrest der Zelle, so dass sich Large T-transduzierte Zellen
unbegrenzt teilen. Lungenfibroblasten isoliert aus Wildtyp-, Gnptab®-, S*- und
Gnptab*/S"-Mausen wurden mit LargeT immortalisiert und anschlieBend auf die

Expression und den Transport von M6P-haltigen Proteinen untersucht.

Wihrend in primdren Wildtyp-Lungenfibroblasten eine Vielzahl von Proteinen mit
M6P-Resten in Western-Blot zu detektieren sind, sinkt nach der Immortalisierung der
Zellen die Anzahl und die Intensitit der Mo6P-haltigen Proteine in Wildtyp-
Lungenfibroblasten drastisch. Die schwache anti-M6P Immunreaktivitit in
immortalisierten Wildtyp-Lungenfibroblasten ist vergleichbar mit der Intensitdt der
priméren und immortalisierten Gnprab“-MEFs, die aufgrund der defekten GlcNAc-1-
Phosphotransferase keine M6P-Reste generieren (Abb. 4-28 A).

Wie bereits in Abb. 4-23 dargestellt, wird Cathepsin D in priméren MEFs als 50 kDa
Vorlduferprotein exprimiert und ist nach einem 5-stiindigen Chase in Wildtyp- als auch
in Gnptab"/S"-Lungenfibroblasten in einer intermediiren 45 kDa Form des Cathepsin
D detektierbar, was einen Transport des Proteins zum endosomalen Kompartiment
nachweist. Im Medium primérer Gnprab*-Lungenfibroblasten befindet sich nach dem
Chase 75 % des Gesamtproteins, wohingegen beim Wildtyp 40 % in den

Extrazellularraum sezerniert wurde.

In Abb. 4-28 B ist ein vergleichbares Experiment mit immortalen Wildtyp- und
Gnptab®/S"-Lungenfibroblasten dargestellt. Nach 3-stiindigem Chase ist in immortalen
Wildtyp-Zellen die intermediére, prozessierte Form des Cathepsin D nur schwach zu

detektieren (Abb. 4-28, Spur 2), da ein Grofiteil (90 %) der Vorlauferform von
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Cathepsin D ins Medium sezerniert wird (Abb. 4-28, Spur 5). In immortalen
Gnptab®/S"-Lungenfibroblasten ist, im Gegensatz zu primidren Gnptab"/S¥-
Lungenfibroblasten, nach dem Chase keine prozessierte Form des Cathepsins zu
detektieren (Abb. 4-28, Spur 4). Es befindet sich ausschlieBlich als Vorlduferform im
Medium (Abb. 4-28, Spur 6).

A B
Primdr | Immortal Zellen Medium
wt | ki | wt | ki Genotyp|  wt kils*™ | wt | kils*
Chaseth)) 0 [ 3 [ o[ 3] 3] 3
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Abb. 4-28: Expression und Transport M6P-haltiger Proteine in primiren und immortalen
Lungenfibroblasten von Wildtyp-, Gnptab*- und Gnptab*/S**-Miusen

Western-Blot-Analyse von Zellhomogenaten primirer und immortalisierter Wildtyp (wt)- und Gnptab®
(ki)-Lungenfibroblasten. 100 ug Proteinhomogenat wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen im
SDS-Gel aufgetrennt und anschlieBend im Western-Blot mit anti-M6P-single chain Antikdrper analysiert
(A). Immortalisierte Wildtyp (wt)- und Gnptab"/S¥ (ki/S¥)-Lungenfibroblasten wurde fiir 20 min mit
[**S]-Methionin metabolisch markiert und anschlieBend geerntet (Spur 1 und 3) oder fiir 3 h mit nicht-
radioaktivem Medium (Chase) inkubiert und danach geerntet (Spur 2 und 4). Cathepsin D (CtsD) wurde
von Zelllysat und Chasemedien (Spur 5 und 6) immunprézipitiert. Die Immunkomplexe wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend durch Fluorographie analysiert. AnschlieBend wurden
Proteinbanden ausgeschnitten und die Menge des radioaktiv markierten Proteins durch
Szintillationsmessung bestimmt. p = precursor, Vorlauferpotein; i = intermediére Form (B).

Im Gegensatz zu primiren Wildtyp- und Gnptab"/S*-Fibroblasten sezernieren
immortalisierte Wildtyp- und Gnprab"/S¥-Fibroblasten eine erhdhte Menge des neu
synthetisierten Cathepsin D. Zudem sind Proteine in Homogenaten immortalisierter
Wildtyp-Fibroblasten in geringerem Malle mit M6P modifiziert, was bei
Untersuchungen des lysosomalen Proteintransports an immortalisierten Zellen
beriicksichtigt werden muf3. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit nur priméire

MEFs und Lungenfibroblasten verwendet.
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5. Diskussion

Die GIcNAc-1-Phosphotransferase katalysiert den ersten Schritt bei der Generierung
von M6P-Resten an 16slichen lysosomalen Enzymen und ist essentiell fiir den effektiven
Transport dieser Enzyme zu Lysosomen. Mutationen im GNPTAB-Gen, das fiir die o/3-
Untereinheiten des Phosphotransferase-Komplexes kodiert, fithren zur lysosomalen
Speichererkrankung Mucolipidose Typ II (MLII). Durch Fehlen des M6P-Restes
werden neu synthetisierte lysosomale Proteine nicht von MPR erkannt und deshalb
sezerniert. Die Defizienz der Hydrolasen in Lysosomen fiihrt zur Akkumulation von

Substraten dieser Enzyme, was als lysosomales Speichermaterial detektierbar ist.

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde das Gnprab“-Mausmodell fir MLII
biochemisch und histologisch charakterisiert. Zundchst wurden die Expression, der
Transport und die zelluldre Lokalisation von lysosomalen Hydrolasen bestimmt. Dabei
zeigte sich, dass der lysosomale Transport der untersuchten Proteine in
unterschiedlichem MaBe vom M6P-vermittelten Transportmechanismus abhingig ist,
sodass die lysosomale Konzentration einiger Hydrolasen stark reduziert ist, andere
hingegen in normalen bis erhohten Konzentrationen in Lysosomen vorliegen. Durch
Untersuchung des Speichermaterials in neuronalem Gewebe der Gnptab“-Mause konnte
weiterhin bestétigt werden, dass die lysosomale Defizienz spezifischer Hydrolasen den
Abbau der untersuchten Substrate limitieren. Die histologischen Untersuchungen der
Neurodegeneration an Gnptab"-Miusen zeigten zudem eine progressive Atrophie des
Hirns und des Cerebellums und identifizierte Mikro- und Astrogliose, sowie die

Blockierung des basalen Autophagieprozesses als Pathomechanismen der Erkrankung.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit wurde an Gnprab“-Fibroblasten die Rolle alternativer
Rezeptoren beim Transport lysosomaler Proteine zu den Lysosomen untersucht. Die
Untersuchungen fokussierten sich hierbei auf Sortilin, der als alternativer Rezeptor fiir
den Transport verschiedener lysosomaler Enzyme zu Lysosomen beschrieben wurde,
und auf Rezeptoren der LDLR-Familie, die die Endozytose von LDL und sezernierter

lysosomaler Proteine vermitteln.
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5.1 Das Mausmodell fiir Mucolipidose Typ II

Im antabki-Mausmodell fir MLII fihrt die Insertion der MLII-Patientenmutation
GNPTAB c¢.3145insC an orthologer Stelle des murinen Gnptab-Gens zum
Translationsabbruch und Verlust der distalen Transmembrandoméne des o/f-
Vorstufenproteins der Phosphotransferase (Kollmann et al., 2012). Untersuchungen
zum Transport des o/B-Vorstufenproteins zeigten, dass Sortierungssignale, die im C-
und N-terminalen cytosolischen Bereich dieses Typ IlI-Transmembranproteins
lokalisiert sind, fiir den Transport vom ER zum cis-Golgi notwendig sind (Franke et al.,
2013). Im Golgi-Apparat wird das Vorlduferprotein durch die site-1-protease (S1P)
proteolytisch gespalten und somit aktiviert (Marschner et al., 2011). Durch den Verlust
der distalen Transmembrandoméne des o/B-Vorstufenproteins kann das mutierte
Protein nicht zum Golgi-Apparat transportiert und aktiviert werden (Kollmann et al.,
2012). Somit flihrt die frameshift-Mutation zu einem vollstdndigen Verlust der GIcNAc-
1-Phosphotransferaseaktivitit, was durch verschiedene biochemische Analysen bestitigt

wurde.

Die Aktivitit der GlcNAc-1-Phosphotransferase kann indirekt unter Verwendung eines
single-chain-Antikorperfragments nachgewiesen werden, das spezifisch M6P-Reste an
N-glycosylierten Proteinen detektiert (Miiller-Loennies et al., 2010). Mit Hilfe dieses
Antikorpers konnte in Wildtyp-MEFs intrazelluldr eine Vielzahl M6P-haltiger Proteine
detektiert werden. Zudem waren M6P-haltige Proteine auch im Medium dieser Zellen
nachweisbar, da etwa 5-20 % der neu synthetisierten lysosomalen Enzyme im trans-
Golgi der Bindung an M6P-Rezeptoren entgehen und sezerniert werden (Braulke und
Bonifacino, 2009). In Zellen und Medien von Gnptab"-MEFs konnten dagegen keine
M6P-haltigen Proteine detektiert werden, was den vollstdndigen Verlust der GIcNAc-1-
Phosphotransferase-Aktivitdt in diesen Méusen bestdtigte (Abb. 4-1 A).

5.2 Transport und Lokalisation lysosomaler Proteine im Gnptab"-
Mausmodell

Die Diagnose der Patienten mit MLII erfolgt primédr durch Messung von lysosomalen
Enzymaktivitdten. Aufgrund der Fehlsortierung lysosomaler Enzyme sind bei MLII (i)
erhohte lysosomale Enzymaktivititen im Serum und (ii) verringerte lysosomale

Enzymaktivititen in kultivierten Fibroblasten messbar (Leroy et al., 1972; Thomas et
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al., 1973). Diese biochemischen Parameter konnten ebenfalls im Serum von Gnptab®-
Miusen und in Gnptab"-MEFs nachgewiesen werden. Die Aktivitit mehrerer
lysosomaler Hydrolasen ist im Serum der Gnptab“-Miuse auf das 2- bis 14-fache
erhoht (Abb. 4-3, Kollmann et al. 2012). In Gnptab"-MEFs entspricht die Aktivitit der
lysosomalen Hydrolasen [-Hexosaminidase, [-Galactosidase, o-Mannosidase,
Arylsulfatase A und o-Fucosidase nur 4-30 % der Aktivitdt in Wildtyp-MEFs. Die
Restaktivititen der lysosomalen Enzyme in Gnptab“-MEFs kénnen zwei Griinde haben:
1) Die intrazelluldre Aktivitit resultiert aus neu synthetisierten lysosomalen Proteinen,
die im ER, Golgi und/oder sekretorischen Vesikeln vorliegen und bei der
Enzymaktivititsbestimmung in vitro unter optimalen Bedingungen aktiv sind. 2) Die
lysosomalen Enzyme gelangen zum Teil unabhdngig von MO6P-Resten zu den
Lysosomen. Die intrazelluldren Aktivitdten der lysosomalen Proteasen, wie Cathepsin D
und Cathespin B waren sogar unverindert (Abb. 4-3). Deshalb wurden die Expression
und Lokalisation der lysosomalen Proteine in Fibroblasten durch Western-Blot-

Analysen und Pulse-Chase-Experimente weiter untersucht.

Ein GroBteil lysosomaler Hydrolasen werden als inaktive Vorlduferproteine
(Praproproteine) synthetisiert, anschlieBend MG6P-abhingig zum endosomalen/
lysosomalen Kompartiment transportiert und dort proteolytisch aktiviert. In Western-
Blot-Analysen kann somit durch Detektion der proteolytisch prozessierten, reifen Form
der Transport zum endosomalen Kompartiment nachgewiesen werden. Zusitzlich
wurden durch Pulse-Chase-Experimente die Prozessierung und Sortierung lysosomaler
Enzyme direkt nach der Synthese verfolgt. Diese Experimente zeigten, dass Cathepsin Z
in Gnptab*-MEFs nicht prozessiert, sondern vollstindig in den extrazelluliren Raum
sezerniert wird (Abb. 4-1 B und Abb. 4-2). Zudem weist Cathepsin Z im Medium von
Gnptab"-MEFs ein hoheres Molekulargewicht auf, was auf eine verdnderte
N-Glycosylierung des Proteins zurlickzufithren ist. Aufgrund fehlender M6P-Reste
werden die Oligosaccharidstrukturen an lysosomalen Proteinen durch die
o—Mannosidase ,,getrimmt*. Anschlieend iibertragen Glycosyltransferasen komplexe
Zucker auf die N-Glycane, was zu der verdnderten elektrophoretischen Mobilitét der
sezernierten lysosomalen Enzyme flihrt (Hasilik et al., 1981). Diese Verdnderung
konnte auch in Fibroblasten von Patienten mit MLII festgestellt werden (Tiede et al.,

2005). Western-Blot-Analysen zeigten zudem keine prozessierten, lysosomalen Formen
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des Niemann-Pick Proteins C2 (Npc2) und der o-Mannosidase (Man2b1) in Gnprab"-
MEFs (Abb. 4-1 B). Npc2 bindet unverestertes Cholesterin in Lysosomen und tiberfiihrt
es auf Npcl, das den Export des Cholesterins aus Lysosomen vermittelt (Peake und
Vance, 2010). Die lysosomale o-Mannosidase (Man2bl) hydrolysiert Mannosereste
von N-Glycanen und ist somit fiir den Abbau von Oligosacchariden in Lysosomen
notwendig (Damme et al., 2010). Neben vollstindig fehlsortierten und somit M6P-
abhingig transportierten lysosomalen Proteinen, konnten in Western-Blot-Analysen und
Pulse-Chase-Experimenten spezifische lysosomale Enzyme, wie beispielsweise
Cathepsin D, detektiert werden, die die Lysosomen unabhédngig von M6P erreichen

(Abb. 4-1 C, Abb. 4-2), und zum Teil proteolytisch prozessiert werden.

Die Pulse-Chase-Experimente zeigten zudem, dass sich der Anteil des sezernierten
Vorlduferproteins z. B. von Cathepsin D in verschiedenen Zelltypen voneinander
unterscheidet. In humanen Kontrollfibroblasten werden nur 5-20 % des neu
synthestisierten Cathepsin D sezerniert (Braulke, 1996). In den hier durchgefiihrten
Pulse-Chase-Experimenten war in Wildtyp-MEFs 60 % (Abb. 4-2) und in Wildtyp-
Lungenfibroblasten 42 % (Abb. 4-23) des nach 5 h vorliegenden Cathepsin D im
Medium nachweisbar. Moglicherweise bindet der verwendete Antikdrper besser an die
sezernierte  Vorlduferform des murinen Cathepsin D, sodass diese mehr
immunprazipitiert wird. Eine verstdrkte basale Sekretion in embryonalen
Mausfibroblasten ist jedoch wahrscheinlicher. Zudem fithrte die lentivirale
Immortalisierung von primiren Wildtyp- und Gnptab“-MEFs zusitzlich zu einer
Steigerung der Sekretionsrate lysosomaler Proteine (Abb. 4-28 B) und zu einer
verminderten Generierung von M6P-Resten an lysosomalen Proteinen in Wildtyp-
MEFs (Abb. 4-28 A), was bei der Untersuchung von Transportmechanismen an
immortalen Zellen beriicksichtigt werden muss. In der vorliegenden Arbeit wurden

jedoch nur primére Zellen analysiert.

5.3 mRNA-Expression lysosomaler Proteine in Gnptab"-MEFs

Die reduzierte intrazellulire Konzentration lysosomaler Enzyme in Gnptab"-MEFs
konnte, neben der Fehlsortierung, auch auf eine verringerte Genexpression
zuriickzufiihren sein. Um dies zu untersuchen, wurden mRNA-Expressionsspiegel

lysosomaler Proteine, wie [-Hexosaminidase, [-Galactosidase, o-Mannosidase,
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a-Fucosidase, Arylsulfatase A, Npc2 und Cathepsin D durch Realtime-PCR analysiert.
Es zeigte sich, dass alle untersuchten lysosomalen Hydrolasen in Gnptab“-MEFs
tendenziell stirker, aber nicht signifikant hoher, als in Wildtyp-MEFs exprimiert
wurden (Abb. 4-4). Dies 1d6t darauf schlieBen, dass moglicherweise der Verlust der
Hydrolasen in Gnptab“-Lysosomen zu einer Steigerung ihrer Neusynthese fiihrt. Der
kiirzlich identifizierte Transkriptionsfaktor TFEB (transcription factor EB) spielt
vermutlich bei der Ausbildung dieses Phénotyps eine essentielle Rolle. TFEB bindet an
eine palindromische Erkennungssequenz (auch bekannt als CLEAR (Coordinated
Lysosomal Expression and Regulation-Element)), welche in der Promotorsequenz vieler
Gene, die flir lysosomale Enzyme und Membranproteine kodieren, zu finden ist
(Sardiello et al., 2009). Die Uberexpression von TFEB fiihrt zu einer Steigerung der
GroBe und Anzahl lysosomaler Kompartimente pro Zelle sowie zur erhohten mRNA-
Expression vieler lysosomaler Gene und daraus resultierend zur Erh6hung lysosomaler
Enzymaktivititen (Sardiello et al., 2009). Die Regulation von intrazellulirem TFEB
erfolgt tiber Serin-Phosphorylierung unterschiedlicher Reste (mehr als 10 sind bekannt),
die unter anderem durch den Kinase-Komplex mammalian target of rapamycin complex
1 (mTORC1) phosphoryliert werden (Settembre et al., 2013). Liegen ausreichend
Aminosduren im lysosomalen Lumen vor, bindet mTORCI1 {iber Rag-Guanosin-
Triphosphatasen (Rag-GTPasen) an die lysosomale Membran und wird durch den
mTORCI1-Aktivator Rheb-Guanosin-Triphosphatase (Rheb-GTPase) aktiviert. Dabei
interagieren Aminosiuren mit der V-Typ H-ATPase in der lysosomalen Membran und
regulieren den sogenannten Ragulator-Komplex, der die Bindung der Rag-GTPasen an
Lysosomen und somit die Bindung und Aktivierung von mTORC]1 vermittelt (Zoncu et
al., 2011). TFEB interagiert mit dem lysosome nutrient sensing-Komplex (LYNUS),
bestehend aus mTORCI1, Rab-GTPasen, Rheb und weiteren Proteinkomplexen, und
wird durch aktives mTORCI1 phosphoryliert und dadurch inaktiviert. Bei
Néhrstoffmangel dissoziiert mTORC1 vom LYNUS-Komplex und wird inaktiv.
Folglich kann TFEB nicht phosphoryliert werden, was die Aktivierung und
Translokation von TFEB in den Nucleus auslost und die erhohte Expression
lysosomaler Gene bedingt (Settembre et al., 2012; Settembre et al., 2013). Die
Aktivierung und Translokation von TFEB kann auch durch lysosomale Speicherung

induziert werden. Dies konnte bereits in Fibroblasten aus Mausmodellen lysosomaler
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Speichererkrankungen, wie Mucopolysaccharidose Typ III (MPSII) und Multipler
Sulfatasedefizienz (MSD), gezeigt werden (Sardiello et al., 2009)

Die erhohten mRNA-Expressionsspiegel der lysosomalen Proteine -Hexosaminidase,
B-Galactosidase, o-Mannosidase, o-Fucosidase, Arylsulfatase A, Npc2 und
Cathepsin D in Gnptab"-MEFs kénnte deshalb durch die kompensatorische Aktivierung
von TFEB erklart werden.

5.4 Charakterisierung des Speichermaterials im Gnptab"-
Mausmodell

Die Untersuchungen zum Transport und zur zelluldren Lokalisation lysosomaler
Hydrolasen am Gnptab" -Mausmodell fiir Mucolipidose Typ II haben gezeigt, dass der
lysosomale Transport der untersuchten Proteine in unterschiedlichem Malle vom M6P-
vermittelten Transportmechanismus abhingig ist, sodass die lysosomale Konzentration
einiger Hydrolasen stark reduziert ist (z. B. Cathesin Z und Npc2), andere hingegen in
normalen bis erhohten Konzentrationen in Lysosomen vorliegen (z. B. Cathepsin B und
Cathepsin D). Durch Analyse des Speichermaterials in neuronalem Gewebe der
Gnptab*-Miuse wurde weiterhin untersucht, ob zusitzliche Aussagen iiber lysosomale
Hydrolasen gewonnen werden konnen, die ausschlieflich M6P-abhingig zu den
Lysosomen transportiert werden und deshalb limitierend fiir den Abbau spezifischer

Substrate in MLII-Geweben sind.

Die Defizienz lysosomaler Enzyme in Lysosomen fiihrt in Gnptab-MEFs zu
lichtmikroskopisch sichtbaren EinschluBkorperchen (Abb. 4-6). Dieses typische
Merkmal der Erkrankung konnte bereits 1967 in Fibroblasten von Patienten mit MLII
festgestellt werden (Leroy und Demars, 1967). In der vorliegenden Arbeit konnte durch
Immunfirbung gezeigt werden, dass die EinschluBkérperchen in Gnptab™-MEFs positiv
fiir den lysosomalen Marker LAMP-1 sind und somit lysosomale Strukturen darstellen
(Abb. 4-7 A). Zudem war der LAMP-1-Gehalt in Gnptab”-MEFs im Vergleich zu
Wildtyp-MEFs verdoppelt (Abb. 4-7 B), was auf eine erhdhte Anzahl und Grof3e
lysosomaler Kompartimente in Gnptab“-MEFs zuriickgefiihrt wurde und vermutlich
durch eine erhohte Expression lysosomaler Gene und deren Translation bei lysosomalen
Speichererkrankungen (Sardiello er al., 2009) und durch eine verringerte lysosomale

Degradationskapazitdt verursacht wird.
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Ultrastrukturelle Analysen im Hirn von Gnprab"-Miusen zeigten verschiedenartiges
Speichermaterial, von elektronentransparenten bis elektronendichten, multilamelléren,
geflockten, Zebra- und fingerprint-Strukturen in Kornerzellen 11 Monate alter Gnptab"-
Miuse (Abb. 4-5). Bereits in 4 Monate alten Gnptab®-Miusen zeigten sich
elektronendichte Einschliisse in hippocampalen Neuronen und angeschwollene Axone
(Spheroide) in cerebellaren Neuronen, die mit verschiedenartigen Speichervakuolen
gefiillt waren (Kollmann et al., 2012). Neben neuronalen Zellen konnte auch in nicht-
neuronalen Zellen, wie Astrozyten, Mikroglia und Endothelzellen der Blutgefife,
Speichermaterial ~detektiert werden (Abb. 4-11 G bis K). Weiterfithrende
Untersuchungen zeigten zudem Speichermaterial in verschiedenen Zelltypen der Retina

in 4 Monate alten Gnprab“-Miusen (Schweizer et al., 2013).

Heterogenes Speichermaterial ist ein typisches Merkmal von MLII und konnte auch in
erkrankten Patienten und Katzen beobachtet werden (Martin et al., 1984; Bosshard et
al., 1996). Die verschiedenartige ultrastrukturelle Zusammensetzung des
Speichermaterials gibt erste Hinweise auf die Art des akkummulierenden
Speichermaterials. So sind elektronendichte Strukturen auf die Speicherung von
Glycogen zuriickzufiihren, wie sie in Morbus Pompe-Patienten und Maiusen
vorkommen, die durch einen genetischen Defekt in der «o-1,4-Glucosidase
hervorgerufen wird (Pokorny et al., 1982; Lynch et al., 2005). Zebra- und fingerprint-
Strukturen weisen auf die Speicherung von Gangliosiden und anderen Glycolipiden hin.
Diese ultrastrukturellen Eigenschaften des Speichermaterials konnen vor allem in
Patienten mit Morbus Fabry (a-Galactosidase-Defizienz), Fucosidose (a-Fucosidase-
Defizienz), Gumi- und Gyp-Gangliosidose (B-Galactosidase- bzw. B-Hexosaminidase-
Defizienz), Galactosialidose (Neuraminidase-f-Galactosidase-Defizienz), Mucolipidose
Typ IV (Mucolipinl-Defekt) und Sialidose (Neuraminidasel-Defizienz) detektiert
werden (Alroy und Ucci, 2006). Fiir Patienten mit Mucolipidose Typ II und fiir
Tiermodelle dieser Erkrankung gab es aber bisher weder detaillierte, analytische

Untersuchungen noch Hinweise auf die Natur des Speichermaterials im Gehirn.

Durch PAS-Firbungen, wodurch Oligosaccharidstrukturen histochemisch angeféarbt
werden, konnte die Akkumulation von Oligosaccharidstrukturen im gesamten
Cerebellum 10 Monate alter Gnptab“-Mause festgestellt werden (Abb. 4-8). Fiir die

genauere Charakterisierung der Zusammensetzung von Zuckerstrukturen im
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Speichermaterial wurden freie Oligosaccharide aus dem Gesamthirn-Gewebe 6 Monate
alter Wildtyp und Gnprab*-Miuse isoliert, massenspektrometrisch identifiziert und
quantifiziert. Die Analysen zeigten, dass in Hirngewebe der Gnptab"-Miuse Mannose-
reiche und fucosylierte N-Glycane vom komplexen Typ akkumulieren (Abb. 4-9).
Durch Lektinfarbungen konnte die Akkumulation von fucosylierten N-Glycanen in
neuronalen und nicht-neuronalen Zellen des Cerebellums und in embryonalen
Mausfibroblasten verifiziert werden (Abb. 4-10, Abb. 4-11). Die Menge an
akkumulierenden Mannose-reichen Strukturen im Hirn von antabki-Méiusen war
vergleichbar mit der Menge, die im Hirn von einem Knockout-Mausmodell fiir o-
Mannosidose gefunden worden ist, bei dem ein Defekt der a-Mannosidase vorliegt
(Roces et al., 2004). Da der Abbau von komplexen und Mannose-reichen Glycanen in
Lysosomen sequentiell vom nicht-reduzierenden Ende her erfolgt (Aronson et al., 1989;
Freeze, 2009), liasst die Speicherung dieser Metabolite darauf schlieen, dass o-
Fucosidase und o-Mannosidase ausschlieBlich bzw. stirker auf den Transport iiber
M6P-spezifische Rezeptoren angewiesen sind als andere lysosomale Glycosidasen

(Abb. 1-4) und dadurch den vollstindigen Abbau der N-Glycane verhindern.

Die Struktur der akkumulierenden fucosylierten und Mannose-reichen Glycane zeigt
weiterhin, dass in neuronalem Gewebe von Gnptab"-Miusen Man(o.1-6) verzweigte
Glycaniste vollstindig abgebaut werden, wenn sie keine Fucosereste tragen. Neben der
in antabki-Méiusen fehlsortierten a-Mannosidase (Man2bl), die a(1-2), a(1-3) und
a(1-6) verbundene Mannosereste hydolysiert, existiert eine weitere o-Mannosidase
(Man2b2), die ausschlieflich a(1-6) glykosidisch verkniipfte Mannose-Reste des Core-
Glykans hydrolysiert (Park et al., 2005). Daher lassen die Ergebnisse vermuten, dass
aktive Man2b2 im Hirn von Gnprab*-Mausen nicht vollstindig fehlsortiert wird,
sondern in Lysosomen in ausreichender Menge vorliegt. Ahnliche Untersuchungen am
Urin von Patienten mit o-Mannosidose (MAN2BI1-Defizienz) zeigten, dass
hauptsdchlich Man(al-3)Man(B1-4)GIcNAc Trisaccharide gespeichert werden.
Akumulierende Man(al-6)-verzweigte Glycanstrukturen konnten nicht detektiert

werden (Michalski und Klein, 1999).

Wihrend iiberraschenderweise im Hirn von Gnprab“-Miusen keine Speicherung von

Glycosaminoglycanen (GAGs) nachweisbar war (unverdffentlichte Daten), weisen
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Gnptab*-MEFs erhohte Konzentrationen von Heparan- und Chondroitinsulfat auf (Abb.
4-12 A). GAGs sind polymere Zuckerstrukturen, die kovalent an Core-Proteine
gebundenen sind. Diese sogenannten Proteoglycane sind hauptsdchlich an der
Zelloberflache und in 16slicher Form im extrazelluldren Raum lokalisiert und kénnen u.
a. Cytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren binden, fungieren als Rezeptoren fiir
die Endozytose von Lipoproteinen oder spielen bei Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen eine wesentliche Rolle (Sarrazin et al, 2011). Die fiir den Abbau
vorgesehene Zelloberflichen-Proteoglycane werden endozytiert und das Core-Protein
durch Proteasen gespalten. Die Heparansulfatketten werden anschlieBend durch eine
Heparanase in kleine Fragmente gespalten, die dann in den Lysosomen durch acht
Exoglycosidasen und Sulfatasen vollstindig degradiert werden. Fiir den Abbau von
Chondroitinsulfatketten existiert keine Endoglycosidase, die die Polysaccharidkette vor
Erreichen der Lysosomen fragmentiert. Der Abbau dieser GAGs, an dem 6 lysosomale
Hydrolasen beteiligt sind, erfolgt vollstdndig in Lysosomen (Abb. 1-3) (Varki, 2009).
Liegt eine Mutation in einem lysosomalen Enzym vor, das fiir den Abbau von GAGs
essentiell ist, fithrt dies zu Mucopolysaccharidosen (MPS), die die groBte Gruppe
lysosomaler Speichererkrankungen darstellen und durch die Speicherung von GAGs

charakterisiert sind (Zafeiriou und Batzios, 2013).

Die molare Masse von Heparansulfat-GAGs, die an Zelloberflichen-Proteoglycanen
von antabki-MEFs zu finden waren, betrug ca. 58 kDa, wihrend intrazelluldr 10 kDa
Fragmente akkumulierten. Heparanase kann MO6P-unabhidngig zu Endosomen
transportiert werden (Ben-Zaken et al., 2008), weshalb die Fragmentierung von
Heparansulfat in Gnprab"-MEFs nicht eingeschrinkt ist. Da der vollstindige Abbau der
Heparansulfatfragmente jedoch auf lysosomale Hydrolasen angewiesen ist, die M6P-
abhingig zu den Lysosomen transportiert werden, werden die Fragmente in Gnptab"-
MEFs nicht weiter abgebaut. Chondroitinsulfat weist in Gnptab“-MEFs an der
Zelloberfliche dieselbe Masse auf wie intrazellulires Chondroitinsulfat und wird
offensichtlich nicht abgebaut (Abb. 4-12 B). Die lysosomalen Hydrolasen
Acetylgalactosamin-6-Sulfatase, [B-Glucuronidase, «-L-Iduronidase, Iduronat-2-
Sulfatase und Heparan N-Sulfatase, die am Abbau von GAGs beteiligt sind, werden
M6P-abhingig zu Lysosomen transportiert, was durch ihre erhdhte Konzentration im

Serum von Gnptab*-Miusen gezeigt werden konnte (Abb. 4-3). Welche der beteiligten
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Hydrolasen jedoch ausschlieBlich iiber M6P-abhéngige Transportwege zu den
Lysosomen gelangen und somit den Abbau der GAGs in Gnptab"-Mefs limitieren, kann

durch die verwendete Methode nicht identifiziert werden.

Die ultrastrukturellen Analysen gaben zusétzlich Hinweise auf die Akkumulation von
Lipiden in neuronalem Gewebe der Gnptab*-Mause. Nach Extraktion von Lipiden aus
Hirngewebe, Trennung in neutrale und saure Lipidfraktionen und anschlieBende
massenspektrometrische Untersuchung konnte gezeigt werden, dass in 5 und 10 Monate
alten Gnptab™-Mausen im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtyp-Mausen nur Gyp- und
Gwus-Ganglioside 2-fach erhoht waren (Abb. 4-13). Die Akkumulation dieser
Ganglioiside konnte histochemisch verifiziert werden (Abb. 4-14). Die Speicherung
dieser Metabolite ldsst darauf schlieBen, dass P-Hexosaminidase und Sialidase
ausschlieBlich bzw. stirker auf den Transport mittels M6P-Rezeptoren angewiesen sind,
da diese lysosomalen Glycosidasen fiir den Abbau der Gyp- und Gys-Ganglioside
essentiell sind. Alternativ konnte auch die Fehlsortierung des M6P-haltigen 16slichen
Gwmp-Aktivatorproteins  oder von Saposin B fiir die Gangliosid-Speicherung
verantwortlich sein (Abb. 1-5, (Schulze et al., 2009)). Die Akkumulation von Gypp- und
Gwms-Gangliosiden im Hirn von antabki-Méiusen konnte allerdings auch sekundédres
Speichermaterial darstellen. Eine Vielzahl lysosomaler Speichererkrankungen, wie
Mucopolysaccharidosen (MPS 1, VI, VII), Neuronale Ceroid Lipofuszinosen und
Niemann-Pick C-Erkrankung, speichern Gyp- und Gys-Ganglioside, obwohl der
primdre Defekt nicht in einem Enzym vorliegt, das fiir den Abbau von Gangliosiden
notwendig ist (Vogler et al., 2005; Walkley et al., 2005; Jabs et al., 2008; Walkley und
Vanier, 2009; Kreutz et al., 2013). Bei der Niemann-Pick C- Erkrankung (NPC), die
durch Defekte in den lysosomalen Proteinen NPC1 oder NPC2 verursacht wird, stellt
unesterifiziertes Cholesterin das primére lysosomale Speichermaterial da. NPC2 bindet
freies Cholesterin, das aus dem LDL-Abbau durch die Saure Lipase freigesetzt wird,
und tiberfiihrt es auf das NPC1-Membranprotein, das den Transport von Cholesterin aus
Lysosomen in das Cytosol vermittelt (Brown et al., 1986). Anschlieend erfolgt der
Transport durch Cholesterin-Bindungsproteine zum ER oder zur Plasmamembran
(Miller et al., 2011). Die Akkumulation von Cholesterin in den Lysosomen fiihrt zur
Defizienz in anderen Kompartimenten der Zelle, was die Hochregulierung der

Cholesterinneusynthese zur Folge hat (Beltroy et al., 2005). In Patienten mit NPC
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kommt es zur Speicherung weiterer Membranbestandteile, wie Ganglioside,
Sphingomyelin und Bis(monoacylglycero)phosphat (BMP) im Hirn und in
verschiedenen anderen Organen (Sun et al., 2001b). Auch im Hirn von 8 Monate alten
antabki-Méiusen und in antabki-MEFs konnte die Akkumulation von Cholesterin und
BMP in Lysosomen detektiert werden (Abb. 4-16), was durch die Fehlsortierung und
lysosomale Defizienz von Npc2 bestdtigt wird (Abb. 4-1 B).

Erhohte BMP-Spiegel, allerdings 20-fach hoher als in Wildtyp-Méusen, und eine
verdnderte intrazelluldre Verteilung von Cholesterin konnte auch in Hirnen von
Cathepsin D-defizienten Méusen detektiert werden (Jabs et al., 2008). Verdnderungen
in der Lipidkomposition von vesikuliren Membranen beeintrachtigen zusitzlich den
effizienten Transport lysosomaler Hydrolasen (Kobayashi et al., 1999), die
Interaktionen und Funktionen lysosomaler Proteine und die Degradation spezifischer
Lipide (Gallala und Sandhoff, 2011) und kénnen somit auch zum Phénotyp der
Mucolipidose Typ II beitragen.

5.5 Neurodegenerative Prozesse im Gnptab"-Mausmodell

Mucolipidose Typ II ist eine neurometabolische Erkrankung, die klinisch unter anderem
durch mentale und motorische Retardierung charakterisiert ist. Auch Gnptab"-Miuse
zeigen progressive motorische Auffilligkeiten wie clasping (Anklammern der Hinter-
und Vorderldufe an den Korper beim Herausnehmen aus dem Kifig) und eine
schwankende Gangart bereits im Alter von 4 - 6 Monaten (Kollmann et al., 2012).
Clasping geht bei Mausen haufig mit neurodegenerativen Prozessen im Cerebellum
einher (Lalonde und Strazielle, 2011). So konnte in Gnptab"-Miusen ein progressiver
Verlauf der Hirnatrophie und der Verlust neuronaler Zellen detektiert werden. In 9
Monate alten Gnprab“-Miusen zeigt sich ein umfangreicher Verlust der Purkinje-
Zellschicht und die Ausbildung axonaler Spheroide (Abb. 4-17 A), die fiir lysosomale
Speichererkrankungen charakteristisch sind und den axonalen Transport beeintrachtigen
(Walkley et al., 2010). Der progressive Verlust der Purkinje-Zellschicht wurde auch fiir
andere lysosomale Speichererkrankungen, wie die Niemann-Pick C-Erkrankung,

beschrieben (Ko et al., 2005).
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In 9 Monate alten Gnprab*-Miusen konnte auBerdem eine starke Demyelinisierung
beobachtet werden (Abb. 4-17 B). Die Demyelinisierung ist ein charakteristisches
Merkmal der lysosomalen metachromatischen Leukodystrophie (MLD) und
Globoidzell-Leukodystrophie (Morbus Krabbe) (McGowan et al., 2000; Clas et al.,
2012). MLD wird durch Mutationen der lysosomalen Arylsulfatase A (ASA) oder des
ASA-Aktivatorproteins Saponin D verursacht (Ballabio und Gieselmann, 2009). Bei M.
Krabbe ist dagegen die lysosomale Galactocerebrosidase defekt (Belleri et al., 2013).
Diese lysosomalen Hydrolasen sind am Glycolipidmetabolismus beteiligt und spielen
bei der Bildung von Myelin eine besondere Rolle, da Myelin aus Membranstrukturen
mit einem 70 %-igen Glycolipidanteil besteht. Bei M. Krabbe fiihrt der Defekt der
Galactocerebrosidase zudem zur Akkumulation von Psychosin, das toxisch auf die am
Aufbau des Myelin beteiligten Oligodendrozyten wirkt (Hawkins-Salsbury et al., 2013).
Bisher wurden bei Patienten mit MLII keine Demyelinisierungsprozesse beschrieben,
was entweder auf ungentligende Untersuchungen zuriickzufiihren ist, oder die schnelle
Neurodegeneration im Mausmodell der MLII bedingt die sekundére Demyelinisierung,

die beim langsamen Verlauf der Neurodegeneration in Patienten nicht detektierbar ist.

Proteomanalysen an MPR46- und MPR300-defizienten Fibroblasten zeigten die
Fehlsortierung von Arylsulfatase A und Galactocerebrosidase, was auf den M6P-
abhingigen Transport dieser Enzyme hindeutet (Kollmann et al, 2005). Die
Demyelinisierung in Hirnen von Gnptab“-Miusen konnte durch die lysosomale
Defizienz von Arylsulfatase A und Galactocerebrosidase erklart werden, obwohl keine
Akkumulationen der Substrate dieser Enzyme (Sulfatide, 3-Sulfolactosylceramid,
Galactosylceramid) im Hirn von Gnptab"-Miusen detektiert werden konnten. Da die
massenspektrometrischen Analysen am Gesamthirn der Gnptab"-Méuse durchgefiihrt
worden sind, konnten regionale Akkumulationen vergleichsweise so gering sein, dass

sie nicht als Speicherung detektiert werden.

Die Neurodegeneration in Gnptab"-Miusen wird durch Astrogliose und Mikrogliose in
allen untersuchten Hirnregionen begleitet (Abb. 4-18). Reaktive Gliosen sind sensitive
Indikatoren fiir neurodegenerative Prozesse, die durch aktivierte gliale Zellen im Hirn
aufgrund von inflammatorischen Signalen beschiddigter Neuronen charakterisiert
werden (Streit et al., 1999). Dabei wird je nach aktiviertem Zelltyp zwischen
Astrogliose  (aktivierte Astrozyten) und Mikrogliose (aktivierte Mikroglia)
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unterschieden. Astrozyten haben diverse Funktionen bei der neuronalen Homoostase,
wie die Zufiihrung von Néhrstoffen, Aufrechterhaltung des Kalium-Haushalts und
Aufnahme und Modifikation von Neurotransmittern (Di Malta et al., 2012). Astrogliose
zeigte sich im Cerebellum 9 Monate alter Gnptab*-Miuse besonders deutlich in der
weillen Substanz, der Korner- und Purkinje-Zellschicht (Abb. 4-18 A). Mikroglia stellen
die Abwehrzellen des Gehirns dar. Bei Schiadigungen von neuronalen Zellen migrieren
Mikroglia zum Ort der Lésion, proliferieren und transformieren zu Phagozyten. Durch
mikroglidre Phagozytose werden apoptotische, neuronale Zellen entfernt (Kettenmann
et al., 2013). Da aber sowohl Mikroglia als auch Astroglia der Gnptab“-Miuse durch
dysfunktionelle Lysosomen/Phagolysosomen gekennzeichnet sind, potenzieren sich die
Prozesse mit Fortschreiten der Neurodegeneration. Genauso wie fiir Astrogliosen,
konnten Mikrogliosen in allen Teilen des Gehirns 9 Monate alter Gnptab“-Miuse
detektiert werden. Insbesondere konnten aktivierte Mikroglia im Cerebellum, der
GroBhirnrinde, Hippocampus und dem Thalamus mit prominenter Mikrogliose in der
weillen Materie und der Molekularschicht des Cerebellums beobachtet werden (Abb.
4-18 B).

Neben ihren wichtigen Funktionen als Abwehrzellen im Gehirn bzw. als Néhrzellen
neuronaler Zellen, konnen Mikroglia und Astrozyten auch zu neurodegenerativen
Prozessen beitragen. In lysosomalen Speichererkrankungen kann die Funktion der
Gliazellen, aufgrund defizienter lysosomaler Enzyme und daraus resultierender
lysosomaler Dysfunktion, stark beeintriachtigt sein. So konnen Mikroglia zwar sterbende
Neuronen phagozytieren, sie jedoch nicht abbauen, was zur Migration und Aktivierung
weiterer Mikroglia und zur Freisetzung von Tumornekrosefaktor (TNF)-a, IL-6 und
Stickoxid flihren kann, was auf Neuronen toxisch wirkt (Kettenmann et al., 2013). In
einem Mausmodell der Sandhoff-Erkrankung (pB-Hexosaminidase-Defizienz) konnte
durch Knochenmarktransplantation aus gesunden Méusen die Aktivierung der defekten
Mikroglia und der neuronale Zelltod, durch die Migration gesunder Mikroglia ins Hirn,
verhindert werden. Zusétzlich differenzierten eingewanderte, transplantierte Monozyten
im Hirn zu Mikroglia, die zur Phagozytose und Abbau degenerierter Neuronen fahig
waren (Wada et al., 2000). Di Malta et al. konnten mit Hilfe eines astrozyten-
spezifischen konditionellen knockouts von SUMF1, was ein Mausmodell der multiplen

Sulfatasedefizienz (MSD) darstellt, zeigen, dass dysfunktionelle Astrozyten zur
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Neurodegeneration von kortikalen Neuronen beitragen, was auf den Verlust ihrer
Funktion bei der Versorgung von neuronalen Zellen zuriickzufithren ist. Die
Degeneration von Purkinje-Zellen war in diesem Mausmodell jedoch unabhéngig von
der Funktionalitit der Astrozyten (Di Malta et al., 2012). In einem anderen Mausmodell
fiir die lysosomale Speichererkrankung Niemann-Pick Typ C (NPC), das ebenfalls
durch den Verlust der Purkinje-Zellschicht gekennzeichnet ist, konnte gezeigt werden,
dass dysfunktionelle Astrozyten allein keinen FEinfluss auf das Absterben von
Purkinjezellen haben, so dass vermutlich zellautonome Mechanismen diesen Phéanotyp

hervorrufen (Elrick et al., 2010; Yu et al., 2011).

Der Abbau von zelleigenen, cytosolischen Proteinen und fehlerhaften, gealterten
Organellen erfolgt durch Autophagie. Der knockout essentieller Gene der Autophagie
fiihrt zu cytoplasmatischen Einschliissen (Autophagosomen) in Neuronen und
anschlieBender Neurodegeneration, insbesondere von Purkinje-Zellen. In Méusen mit
konditionellen, neuronen-spezifischen knockouts von Atg5 und Atg7, Proteinen, die fiir
den Autophagieprozess essentiell sind, wurden dhnliche Verhaltensauffalligkeiten wie
in dem hier beschriecbenen Gnptab"-Miusen beobachtet (Clasping der Hinter- und
Vorderlaufe und unkoordinierte Bewegungen) (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006).
Beeintriachtigungen des Autophagieprozesses konnten bereits in anderen lysosomalen
Speichererkrankungen, wie Multipler Sulfatasedefizienz (MSD), Mucopolysaccharidose
Typ HIA (MPSIIIA), Danon-Krankheit und Mucolipidose Typ IV (MLIV), gezeigt
werden (Tanaka et al., 2000; Jennings et al., 2006; Settembre er al., 2008). Zur
Bestimmung der relativen Menge von Autophagosomen im Hirn der Gnptab"-Miuse
wurden LC3 Western-Blot-Analysen durchgefiihrt. Wéhrend der Reifung der
Autophagosomen wird die cytosolische Form von LC3 (LC3-I) in die
Autophagosomenmembran-gebundene LC3-II-Form tiberfiihrt (Matsushita ez al., 2007).
Die Menge von LC3-II korreliert dabei mit der relativen Anzahl der Autophagosomen
(Kabeya et al., 2000). Im Hirn von 10 Monate alten Gnptab"-Miusen ist die Menge an
LC3-II im Vergleich zu Wildtyp-Miusen signifkant um das 2,5-fache erhoht (Abb.
4-19). Der Anstieg der Autophagosomenzahl kann auf eine erhohte Bildungsrate der
Autophagosomen oder eine reduzierte Fusion mit Lysosomen zuriickgefiihrt werden.
Um dies zu klidren, wurde die Menge von Beclin-1 bestimmt. Beclin-1 ist Teil eines

Proteinkomplexes, der essentiell fiir die induzierte Bildung des Phagophores ist (Kang
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et al., 2011; Russell et al., 2013). Es konnten keine signifikanten Unterschiede in den
Beclin-1-Mengen zwischen Hirnen aus Wildtyp- und Gnptab"- Miusen festgestellt
werden (Abb. 4-19). Erhohte LC3-II- und unverinderte Beclin-1-Konzentrationen
wurden auch fiir Mausmodelle der lysosomalen Erkrankungen MSD und MPSIIIA
beschrieben. In MSD- und MPSIIIA-Mausmodellen ist die Fusion von
Autophagosomen mit Lysosomen beeintrachtigt (Settembre et al., 2008), was
schlieBlich zur Akkumulation von toxischen Proteinen und dysfunktionellen
Mitochondrien und zur Apoptose fiihrt (Boya et al., 2005). Ob die Fusion von
Autophagosomen mit Lysosomen in Gnptab“-Miusen beeintrichtigt ist, oder ob
aufgrund defizienter lysosomaler Enzyme der Abbau der Autophagosomen vermindert

ist, ist bisher unbekannt.

Zusitzlich sind in Hirnen von Gnptab“-Miusen signifikant erhhte Konzentrationen
von p62 im Vergleich zu Wildtyp-Méausen detektierbar (Abb. 4-19, Abb. 4-20), wie sie
auch bei MSD- und MPSIIIA-Mausen beschrieben wurden (Settembre et al., 2008). Das
cytosolische Protein p62 bindet ubiquitinylierte Proteine, vermittelt ihre Aufnahme in
Autophagosomen und ihren lysosomalen Abbau. Durch die Oligomerisierung von p62
und die Bindung ubiquitinylierter Proteine werden p62-haltige Aggregate gebildet, die
durch Bindung an LC3-II in Autophagosomen eingeschlossen werden (Bjorkoy et al.,
2005). Micsenyi et al. postulieren zudem, dass lysosomales Speichermaterial durch
lysosomale Membranpermeabilitit ins Cytosol gelangt, an das p62 bindet und dadurch
p62-positive cytosolische Einschliisse entstehen (Micsenyi et al., 2013). Ob die
Aggregation von p62 toxisch ist und primér zur Degeneration der neuronalen Zellen
beitrégt, ist nicht klar. Das Protein p62 ist ein multifunktionelles Protein, dessen direkte
Interaktion mit Caspase-8 zum Zelltod fithren kann, wéhrend p62-vermittelte
Aktivierung des TRAF-NFkB Signalweges das Zelliiberleben fordern kann (Ichimura
und Komatsu, 2010).

Am Gnptab“-Mausmodell der Mucolipidose Typ II konnten Pathomechanismen der
Neurodegeneration bei dieser Erkrankung erstmalig untersucht werden. Die
neurodegenerativen Prozesse sind vermutlich zurlickzufiihren auf: 1) beeintrdchtige
basale Autophagieprozesse, 2) dysfunktionelle Astrozyten, die die nutrielle Versorgung

der Neuronen und ihre Homoostase beeinflussen, 3) dysfunktionelle Mikroglia, die die
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Anreicherung von neurotoxischem Tumornekrosefaktoren (TNF)-a, IL-6 und NO

bewirken, und 4) auf die Aktivierung p62-vermittelter Apoptosemechanismen.

5.6 Mo6P-unabhingiger Transport lysosomaler Proteine

Untersuchungen an Gnprab”-MEFs zeigten, dass einige lysosomale Proteine
unabhingig von M6P zu Lysosomen transportiert werden konnen (Abb. 4-1 C, Abb.
4-2). In Pulse-Chase-Experimenten und Western-Blot-Analysen konnte dies fiir die
lysosomale Protease Cathepsin D gezeigt werden. Zudem liegt Cathepsin B im
neuronalen Gewebe von Gnptab"- Miusen als reife, prozessierte Form vor (Kollmann
et al., 2012). Auch in Organen von Patienten mit Mucolipidose Typ II konnten normale
Aktivitdten fiir die lysosomale Hydrolase B-Hexosaminidase gemessen werden (Waheed
et al., 1982), was darauf hinweist, dass einige 10sliche lysosomale Proteine iiber

alternative Transportmechanismen zum Lysosomen gelangen konnen.

Sortilin, ein Typ-1 Transmembranprotein, der verschiedene Liganden binden kann
(Quistgaard et al, 2009), wurde als ein alternativer Rezeptor fiir den Transport
lysosomaler Enzyme postuliert. Er besitzt Homologien zum Vps10-Rezeptor, der in der
Hefe fiir den Transport saurer Hydrolasen zur Vakuole verantwortlich ist (Petersen et
al., 1997). Sortilin enthélt in seiner cytosolischen Doméne ein Dileucin- und Tyrosin-
Sortierungssignal mit starker Homologie zu Sortierungsmotiven des MPR300 (Nielsen
et al., 2001). Er ist primdr im Golgi-Apprat und an der Plasmamembran in clathrin-
beschichteten Membranbereichen lokalisiert, wo er die Internalisierung von
extrazellulirem Progranulin, LDL oder der Lipoprotein Lipase zu Lysosomen vermittelt
(Nielsen et al., 1999; Hu et al., 2010; Strong et al., 2012). Zudem wurde beschrieben,
dass Sortilin die saure Sphingomyelinase (ASM), Cathepsin D (CtsD), Cathepsin H
(CtsH) und Prosaposin binden und zu den Lysosomen transportieren kann (Lefrancois et
al., 2003; Ni et al., 2006; Canuel et al, 2008). Um lysosomale Proteine zu
identifizieren, die Sortilin-abhingig zu Lysosomen transportiert werden konnen,
wurden Gnptab"-Miuse mit Sortilin-defizienten (S*°)-Miusen (Jansen et al., 2007)
gekreuzt (Gnptab™/S"). AnschlieBend wurde der Transport von lysosomalen Proteinen
vergleichend in S*-, Gnptab"- und Gnprab"/S*-MEFs bzw. Lungenfibroblasten
untersucht, um eventuelle kompensatorische Effekte durch den jeweils anderen

Rezeptor auszuschliefen. Sowohl durch immunfluoszenzmikroskopische Analysen als
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auch durch [*>S]-Methionin Pulse-Chase-Experimente konnten keine Verdnderung in
der lysosomalen Lokalisation verschiedener lysosomaler Enzyme (wie CtsD, CtsB oder
ASM) bzw. keine additiven Effekte in der Fehlsortierung oder proteolytischen
Prozessierung von Cathepsin D in Gnprab"/S¥- gegeniiber Gnptab"-Fibroblasten
festgestellen (Abb. 4-22, Abb. 4-23). In der vorliegenden Arbeit konnten in S*-Miusen
weder Transportdefekte von Cathepsin D noch typisches Speichermaterial lysosomaler
Erkrankungen nachgewiesen werden, was gegen eine signifikante Rolle von Sortilin im

Transport 19slicher Proteine zu Lysosomen spricht.

Zur Identifizierung von Sortilin als Transportrezeptor wurde in der Arbeitsgruppe von
Morales ein verkiirztes, dominant-negatives Sortilin-Protein exprimiert, das aufgrund
der fehlenden cytosolischen Domédne weder zu frithen noch zu spiten Endosomen
transportiert werden kann und im Golgi-Apparat verbleibt (Lefrancois et al., 2003; Ni et
al., 2006; Canuel et al., 2008). Nach Uberexpression in unterschiedlichen Zelltypen
konnte die Kolokalisation der lysosomalen Proteine saure Sphingomyelinase, Cathepsin
D, Cathepsin H und Prosaposin mit dem dominant-negativen Sortilin im Golgi-Apparat
detektiert werden. AuBlerdem wurde aus Koimmunoprizipitationsexperimenten eine
direkte Interaktion von Sortilin mit den untersuchten lysosomalen Proteinen abgeleitet.
Die Ergebnisse der Morales Arbeitsgruppe stehen zum Teil im Widerspruch mit den
hier durchgefiihrten Experimenten. Morales hat jedoch nicht direkt gezeigt, dass Sortilin
den lysosomalen Transport der untersuchten Proteine vermittelt. Zudem sind die durch
Morales et al. durchgefiihrten siRNA-vermittelten Sortilin-knockdown-Experimente
nicht mit den hier durchgefiihrten Experimenten an Gnptab*/S*-MEFs vergleichbar, da

sie an Zellen mit intaktem M6P-vermittelten Transport durchgefiihrt wurden.

Die Expression von Sortilin ist in Gnptab"-MEFs im Vergleich zu Wildtyp-MEFs
erhoht (Abb. 4 25) und Gnptab"/S*-MEFs zeigten, hnlich wie Gnprab*-MEFs,
signifikant erhohte mRNA-Spiegel der lysosomalen Proteasen Cathepsin D und
Cathepsin B. Da jedoch in S-MEFs die mRNA-Expression dieser lysosomalen
Enzyme nicht verdndert ist (Abb. 4-21), ist eine kompensatorische Aktivierung des
lysosomalen Sensors TFEB durch die lysosomale Speicherung in Gnptab*-Zellen
wahrscheinlich, wihrend die Defizienz von Sortilin zu keiner transkriptionellen

Expressionskontrolle lysosomaler Zielgene durch TFEB fiihrt.
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Neben dem direkten intrazelluldren Transport vom Golgi-Apparat zu Endosomen
konnen lysosomale Enzyme das Lysosom auch durch Sekretion und Wiederaufthahme
iiber Rezeptor-vermittelte Endozytose (secretion-recapture) erreichen (Hickman et al.,
1972). So konnten Sando und Neufeld bereits 1977 zeigen, dass sezernierte
phosphorylierte a-L-Iduronidase iiber Rezeptoren an der Oberfliche von Fibroblasten
aufgenommen werden kann (Sando und Neufeld, 1977). Die Endozytose von
phosphorylierten lysosomalen Enzymen erfolgt hauptsédchlich iiber den MPR300 (Stein
et al., 1987). So ist die Endozytose M6P-haltiger Arylsulfatase B (ASB) sowohl in
Wildtyp-, Gnptab®- als auch in Gnprab“/S*-MEFs komplett durch den molaren
UberschuB an M6P inhibierbar. Zudem nehmen Gnptab"- als auch Gnptab"/S*-MEFs
7-fach mehr ASB auf als Wildtyp-MEFs, was auf eine erhohte Anzahl von M6P-
Rezeptoren an der Plasmamembran zuriickzufiihren ist (Braulke et al., 1992) und durch
die TFEB-regulierte Expression des Igf2r-Gens, das den murinen MPR300 kodiert, in
Gnptab"- als auch in Gnprab"'/S*°-MEFs erklirbar ist (Palmieri ef al., 2011).

Neben dem MPR300 kénnen auch andere Zelloberflachenrezeptoren die Aufnahme und
den lysosomalen Transport von Proteinen vermitteln. Durch Endozytoseexperimente

mit nicht-phosphoryliertem, ['*°

[]-markiertem Cathepsin D und Cathepsin B konnte
gezeigt werden, dass diese Liganden sowohl in Wildtyp- als auch in Gnprab® und
Gnptab*/S"-MEFs internalisiert werden (Abb. 4-27 A und B). Derocq et al. konnten
zeigen, dass Cathepsin D an die extrazelluldire Domine der B-Kette von LRP1 bindet
(Derocq et al., 2012). In proximalen Tubuluszellen der Niere wird Cathepsin B {iber
LRP2 endozytiert, ein weiterer Rezeptor der LDL-Rezeptorfamilie (Nielsen et al.,
2007). Um zu untersuchen, ob Rezeptoren der LDLR-Familie an der Endozytose der
nicht-phosphorylierten Proteine Cathepsine D und B beteiligt sind, wurden die
Internalisierungsexperimente zusitzlich an LRP1*-, LDLR*- und LDLR/LRP1%*-
MEFs durchgefiihrt und der EinfluB des Rezeptor-assoziierten Proteins RAP, einem
Inhibitor fiir LRP1 und LDLR, auf die Endozytoserate der [1251]-markierten Cathepsine
untersucht. Die Bindung von RAP an LRP1 fiihrt zur Konformationsdnderung des
Rezeptors, sodass kein Ligand mehr binden kann. Mit geringerer Affinitdt bindet RAP
auch an LDLR, was die Bindung anderer Liganden inhibiert (Jensen et al., 2006). Die
Experimente zeigen, dass Cathepsin D an LRP1 und Cathepsin B sowohl an LRP1 als
auch an LDLR binden kann und diese Rezeptoren die M6P-unabhingige Endozytose in
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MEFs vermitteln. LRP2 wird in MEFs nicht exprimiert (nicht veréffentlichte Resultate),
und trdgt deshalb nicht zum M6P-unabhédngigen Transport in MEFs bei. Hingegen
belegen Realtime- und Western-Blot-Analysen, dass die Expression von LRP1 und
LDLR in Gnptab"- und Gnptab*/S*-MEFs gegeniiber Wildtyp-MEFs bis zu 5-fach
erhoht ist (Abb. 4-24). Sortilin ist ein wichtiger Rezeptor im Lipoprotein-Metabolimus
und kann sowohl LDL binden und endozytieren als auch die Produktion von
Apoliprotein B regulieren (Strong et al., 2012). Durch die Akkumulation von nicht-
verestertem Cholesterin in Lysosomen und die daraus resultierende Defizienz in
anderen  Membranen von  Gnptab“-MEFs  werden  Cholesterin-sensitive
Transkriptionsfaktoren, SREBPs (sterol regulatory element-binding protein), aktiviert
die u. a. die Expression der LDLR an der Oberfliche erhhen und die Cholesterin-
Defizienz iiber gesteigerte LDL-Endozytose kompensieren (Goldstein und Brown,
2009). LRP1 und LDLR werden, neben Hepatozyten und Kupfferzellen, auch in
Neuronen und Astrozyten exprimiert und stellen daher bedeutende, alternative
Transportrezeptoren fiir Cathepsin D und B und moglicherweise andere lysosomale
Enzyme in verschiedenen Zelltypen dar (Zheng et al., 1994; Beffert et al., 2004; Basak
etal.,2012)

Neben Cathepsin B und D wurde auch die Endozytose von nicht-phosphorylierter
B—Glucocerebrosidase analysiert. B-Glucocerebrosidase ist das Enzym, das seit 1992
zur weltweit ersten Enzymersatztherapie der lysosomalen Speichererkrankung M.
Gaucher eingesetzt wurde (Mistry et al., 1992). Um vor allem die peripheren Organe
bei diesen Patienten zu erreichen, wird auf eine M6P-abhéngige Endozytose zugunsten
der Aufnahme iiber Mannoserezeptoren verzichtet. Wéhrend die B-Glucocerebrosidase
intrazelluldr tiber das lysosomale Membranprotein Limp-2 zu Lysosomen transportiert
wird (Reczek et al., 2007), ist es unklar wie das Enzym in andere Zellen aufgenommen

wird, die keine Mannoserezeptoren besitzen, wie z. B. MEFs.

Durch  Endozytoseexperimente  sollte  deshalb  untersucht  werden, ob
B—Glucocerebrosidase auch iiber LDLR und/oder Limp-2 aufgenommen werden kann
oder ob andere Rezeptoren die Internalisierung in Wildtyp-, Gnptab"-, Gnptab™/S*-
MEFs vermitteln. Sowohl in LDLR*- als auch in LIMP-2-MEFs wurde
B-Glucocerebrosidase in RAP-unabhingiger Weise endozytiert (Abb. 4-27 C), so dass
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neben den Rezeptoren der LDL-Rezeptorfamilie und LIMP-2 ein weiterer, nicht-
identifizierter Rezeptor fiir die P-Glucocerebrosidase-Aufnahme postuliert werden
muss. In Gnptab®- und Gnprab*/S"- MEFs war die endozytierte f-Glucocerebrosidase-
Menge im Vergleich zu Wildtyp-MEFs erhoht, sodass vermutlich auch dieser noch
unbekannte Rezeptor fiir B-Glucocerebrosidase, wie andere endozytierende Rezeptoren
(MPR300, LDLR), in diesen Genotypen hochreguliert ist. Es wurden mehrere Zelltyp-
spezifische Endozytoserezeptoren fiir lysosomale Enzyme beschrieben. So bindet
Cathepsin X an Heparansulfat von Proteoglycanen in CHO-Zellen und wird
internalisiert (Nascimento et al., 2005) und Mannoserezeptoren in Makrophagen kdnnen
exogenes Cathepsin D endozytieren (Young et al., 1991). Zudem ist die Zelltyp-
spezifische Endozytose von lysosomalen Enzymen abhédngig von ihrer N-
Glycosylierung (Du et al., 2005). Aufgund fehlender M6P-Reste in MLII-Zellen werden
die Oligosaccharidstrukturen an lysosomalen Proteinen zu komplexen Zuckern
prozessiert, die moglicherweise andere Bindungsaffinititen fiir Rezeptoren besitzen als

M6P-modifizierte lysosomale Enzyme.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cathepsin B, Cathepsin D und
saure Sphingomyelinase in Fibroblasten M6P- und Sortilin-unabhéngig zu Lysosomen
gelangen. Die Endozytose von Cathepsin D erfolgt iiber LRP1 und Cathepsin B {iber
LRP1 und LDLR, wohingegen der Rezeptor, der die Internalisierung von

B-Glucocerebrosidase in Fibroblasten vermittelt, noch nicht bekannt ist.

Die Identifizierung alternativer Rezeptoren fiir den Transport lysosomaler Enzyme zu
Lysosomen ist maB3igeblich fiir die weitere Entwicklung von Enzymersatztherapien
(ERT). Die meisten ERTs sind von M6P-vermittelten Transportmechanismen abhéngig,
wodurch die effiziente Endozytose durch den Phosphorylierungsgrad der rekombinaten
Proteine und die Expression von MPR300 limitiert ist (Grubb et al., 2010). Nicht
phosphorylierte Proteine konnen jedoch durch die Bindung an alternative Rezeptoren
endozytiert werden. So wird ein hoher Prozentsatz des rekombinanten Proteins durch
Mannoserezeptoren in die Leber aufgenommen. In der vorliegenden Arbeit und durch
andere Studien konnte zudem gezeigt werden, dass Rezeptoren der LDL-
Rezeptorfamilie die Endozytose von lysosomalen Enzymen in Fibroblasten und Zellen

des proximalen Tubulus der Niere vermitteln. In experimentellen Ansdtzen wird zudem
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versucht, durch Fusion von lysosomalen Proteinen mit ApoB-Doménen, die an LDLR
binden, die Endozytoserate dieser Proteine sowie die Transzytose iiber die Blut-Hirn-
Schranke zu verbessern (Sorrentino et al., 2013). Dies zeigt, dass die Identifizierung
von Rezeptoren, die den Transport zu Lysosomen vermitteln konnen, maBgeblich ist fiir

die Weiterentwicklung Enzymersatz basierter-Therapien lysosomaler Erkrankungen.
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6. Zusammenfassung

Die GlcNAc-1-Phosphotransferase katalysiert den ersten Schritt bei der Synthese von
Mannose-6-Phosphat (M6P)-Resten an 16slichen lysosomalen Enzymen. Diese
posttranslationale Modifikation ist essentiell fiir den effektiven, intrazelluldren
Transport lysosomaler Enzyme zu Lysosomen. Mutationen im GNPTAB-Gen, das die
o- und p-Untereinheiten der GlcNAc-1-Phosphotransferase kodiert, fiihren zur
lysosomalen Speichererkrankung Mucolipidose Typ II (MLII). In MLII-Zellen werden
neu synthetisierte lysosomale Enzyme aufgrund fehlender M6P-Erkennungssignale
fehlsortiert und sezerniert, was die intrazelluldire Defizienz dieser Enzyme in
Lysosomen und die nachfolgende Akkumulation von nicht-abbaubaren
Speichersubstanzen zur Folge hat. MLII ist klinisch durch schwere psychomotorische
und mentale Retardierung, Skelettdeformititen und  kardio/respiratorische

Komplikationen charakterisiert, was zum frithzeitigen Tod fiihrt.

Durch die Einfiihrung einer Patientenmutation an orthologer Stelle im murinen Gnptab-
Gen wurde ein Mausmodell fiir MLII (Gnptab™) generiert. In der vorliegenden Arbeit
konnten durch massenspektrometrische und immunhistologische Analysen von
neuronalem Gewebe der Gnprab“-Miuse die Akkumulation von fucosylierten und
Mannose-reichen N-Glycanen, von Bis(monoacylglycero)phosphat, Cholesterin und
Gwmi- und Gyp-Gangliosiden identifiziert werden. In embryonalen Mausfibroblasten von
Gnptab"-Miusen war zusitzlich die Speicherung von Glycosaminoglycanen

nachweisbar.

Die Identifizierung des Speichermaterials und biochemische Analysen zu Transport und
Lokalisation lysosomaler Enzyme zeigten, dass die a-L-Fucosidase, a-Mannosidase, [3-
Galactosidase, f—Hexosaminidase, Cathepsin Z und das Cholesterin-bindende Protein
Npc2 ausschlieBlich M6P-abhédngig zu den Lysosomen transportiert werden und somit

den lysosomalen Abbau von Substraten spezifisch limitieren.

Andere lysosomale Enzyme, wie Cathepsin D, Cathepsin B wund saure
Sphingomyelinase, werden in Gnptab”-MEFs partiell iiber M6P-unabhingige

Transportwege zu Lysosomen transportiert.



Zusammenfassung 109

Um zu untersuchen, ob Sortilin als alternativer Transportrezeptor fiir den M6P-
unabhingigen Transport lysosomaler Enzyme zu den Lysosomen verantwortlich ist,
wurden zunichst Gnprab*-Miuse mit Sortilin-defizienten (S*°)-Méusen gekreuzt. In
Fibroblasten aus Gnptab"/S*”-Mausen war kein additiver Effekt auf die Fehlsortierung

von Cathepsin D, B und saurer Sphingomyelinase zu Lysosomen feststellbar.

Endozytoseexperimente mit nicht-phosphoryliertem Cathepsin D und Cathepsin B
zeigten hingegen, dass diese lysosomalen Proteasen iiber Rezeptoren der LDL-
Rezeptorfamilie, bevorzugt LRP1, an der Plasmamembran internalisiert werden. Diese
Daten unterstiitzen die Annahme, dass neu synthetisierte lysosomale Enzyme in
Gnptab“-Fibroblasten im Golgi-Apparat nicht an M6P-Rezeptoren binden und
sezerniert werden, um anschlieffend iiber Mitglieder der LDL-Rezeptorfamilie an der
Zelloberfliche wieder in die Zellen aufgenommen und zu Lysosomen transportiert zu

werden (secretion-recapture Mechanismus).

SchlieBlich wurden in dieser Arbeit pathologische Verdnderungen im Hirn und
Pathomechanismen der Neurodegeneration in Gnptab"-Miusen analysiert. Neben dem
progressiven Verlust der Purkinje-Zellschicht und Demyelinisierungsprozessen im
Cerebellum waren Astrogliosen und Mikrogliosen im gesamten Hirn der Gnptab"-
Maiuse feststellbar. Die Stérung der basalen Autophagie kann fiir den neuronalen

Zelltod verantwortlich gemacht werden.

Die Gnptab-Maus kann als hervorragendes, experimentelles Modell fiir die
Untersuchungen von Pathomechanismen der Neurodegeneration angesehen werden, die
nicht nur die Etablierung neuer therapeutischer Konzepte fiir diese Erkrankung
erlauben, sondern die auch auf andere lysosomale Speichererkrankungen mit dhnlichen
Symptomen tibertragbar sind. Auflerdem bieten isolierte Zellen dieser Miuse die
Moglichkeit, neue Transportwege lysosomaler Proteine zu Lysosomen und ihre
Regulation zu untersuchen, die fiir verbesserte und gezielte Enzymersatztherapien bei

lysosomalen Erkrankungen von Bedeutung sind.
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8. Anhang

8.1 Primer

8.1.1 Primer zur Genotypisierung

Name Sequenz 5'-3'

antabki _for CATCCCACCGACTCAGGAAG
Gnptab* _rev GCAGCAGTGCCCATCTGATA
Sort_for GGGACCAAAGGGCTAGATTGC
Sort_rev TCCGAAGGAGACACTCACAATTC
Sort_BGH_PolyA_for ATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTG

8.1.2 Tagman-Primer fiir die Realtime-PCR

Name Sequenz 5'-3'
Arsa MmO00802173 gl
Ctsb MmO01310506_m1
Ctsd MmO00515587 ml
Fucal Mm00502778 ml
Glb1 MmO00515342 ml
Hexa Mm00599880 ml
Igf2r Mm00439576 _m1
Lamp-1 MmO00495262 ml
Ldlr MmO00440169 ml
Lrpl Mm00464608 ml
Man2bl MmO00487585 ml
Npc2 Mm00499230 ml
Scarb2 Mm00446978 ml

Smpdl MmO00488318 ml
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8.2 Relative Intensitiiten der prominentesten anionischen Lipide im Hirn von
Wildtyp- und antabk'-M'aiusen

Relative Intensitaten

5 Monate 10 Monate
Lipidspezies  Ketten Wildtyp Gnptab® Verhiltnis  Wildtyp Gnptab® Verhiltnis
BMP 40:08 20:4/20:4  0.15+0.02 0.19+0.03 1.3 0.11+0.04  0.18+0.03 16
BMP 42:10 20:4/22:6  0.42+0.21 0.71+0.23 1.7 0.22+0.10 0.58+0.13 2.6
BMP 44:12 22:6/22:6  1.03+0.34 2.00+0.12 1.9 1.01£0.10 259+0.80 2.6
PA 34:01 16:0/18:1 1.43+0.64 0.92+0.14 0.6 0.25 + 0.03 025+0.02 1.0
PA 34:02 16:0/18:22  2.00+2.41 0.85+0.36 0.4 0.03 +0.01 0.04+0.01 1.6
PA 36:01 18:0/18:1 1.35+0.00 1.02+0.18 0.8 1.61+0.25 1.34+0.16 0.8
PA 38:04 18:0/20:4  0.62+0.05 0.56+0.07 0.9 0.27 +0.05 0.34+0.04 1.3
PA 38:05 18:1/20:4  0.28+0.00 0.24 +0.02 0.9 0.10 + 0.01 0.09+0.01 0.9
PA 40:06 18:0/22:6  1.96+0.37 1.60+0.49 0.8 1.94 £ 0.61 247+042 1.3
PG 36:04 16:0/20:4  0.32+£0.06 0.32+0.14 1.0 023+0.04  0.25+0.07 1.1
PG 38:04 18:0/20:4  0.32+0.09 0.35+0.11 1.1 0.32+0.10 050+0.07 1.5
PG 38:05 18:1/20:4  0.39+0.00 0.38 +0.08 1.0 0.54 + 0.09 0.76+0.06 1.4
PG 40:06 18:0/22:6  0.54+0.12 0.50+0.12 0.9 050+0.04  050+0.07 1.0
Pl 36:04 16:0/20:4  2.79+0.48 3.30+0.05 1.2 1.73+0.49 229+0.03 1.3
Pl 38:04 18:0/20:4 1027 +1.74 12.78 +0.01 1.2 9.72+ 257 13.28+0.90 1.4
Pl 38:05 18:1/20:4  1.57+0.35 2.04+0.11 1.3 1.32+0.59 1.82+0.12 1.4
Pl 40:06 18:0/22:6  0.41+0.03 0.60+0.03 1.5 0.91+0.11 0.94+0.06 1.0
PS 34:01 16:0/18:1 0.96+0.24 0.80+0.19 0.8 051+0.27  059+0.07 1.2
PS 36:01 18:0/18:1 6.40+0.79 4.53+0.61 0.7 8.44 +1.05 690+069 0.8
PS 36:02 18:1/18:1 1.61+0.33 1.28+0.19 0.8 1.84+0.25 1.78+0.12 1.0
PS 36:04 16:0/20:4  0.26+0.02 0.26 +0.04 1.0 0.17 +0.03 027+0.06 1.6
PS 38:01 18:0/20:1 0.56+0.07 0.39+0.02 0.7 1.36 + 0.21 0.91+0.09 0.7
PS 38:04 18:0/20:4  2.28+0.03 1.98+0.03 0.9 2.08 +0.43 2224027 1.1
PS 38:05 18:1/20:4  0.53+0.01 0.47 +0.06 0.9 0.68 +0.11 052+0.07 0.8
PS 40:04 18:0/22:4  1.88+0.39 1.47+0.03 0.8 2.00 + 0.45 2.08+0.18 1.0
PS 40:06 18:0/22:6  18.41+6.33 17.38+2.18 0.9 1424+416 16.93+0.30 1.2
PS 40:07 18:1/22:6  0.61+£0.10 0.68 +0.06 1.1 0.56 +0.10 0.60+0.10 1.1
Sulf 18:0 18:0 251+0.10 1.79+0.18 0.7 0.70 +0.10 0.63+0.05 0.9
Sulf 22:0 22:0 275+0.36 2.30+0.44 0.8 1.99 + 0.39 1.49+0.09 07
Sulf 22:1 22:1 1.15+0.17  1.10 £ 0.01 1.0 0.74+0.10 059+0.05 0.8
Sulf 24:0 24:0 491+135 4.84+1.14 1.0 5.51 + 0.81 412+021 0.7
Sulf 24:1 24:1 12.57 +3.04 14.37 +1.58 1.1 16.88+3.02 1259+1.25 0.7
Sulf 26:0 26:0 0.75+0.04 0.60+0.00 0.8 0.61+0.18 0.47+0.05 0.8
Sulf 26:1 26:1 1.07+0.27 1.01+0.18 0.9 0.82 + 0.09 059+0.10 0.7
Sulf-OH 18:0  18:0 0.94+0.03 0.77+0.05 0.8 0.35 +0.03 0.32+0.02 0.9
Sul-OH 22:0  22:0 375+0.79 3.80+0.49 1.0 3.82 +0.85 3.03+0.32 0.8
Sulf-OH 24:0  24:0 2.68+0.87 3.37+0.75 1.3 4.24 +0.81 3.17+028 0.7
Sulf-OH 24:1  24:1 2.08+0.75 2.89+0.32 1.4 3.57 +0.93 271+0.32 0.8
GM3C18,18  18:0/d18:1 0.47+1.17 0.86+0.04 1.8 0.52 + 0.07 1.09+0.24 2.1
GM3C20,18  18:0/d20:1  0.10+£0.05 0.17 +0.00 1.7 0.12 +0.02 0.32+0.08 26
GM2C18,18  18:0/d18:1  0.38+0.14 0.69 +0.02 1.8 040+0.04  096+0.14 24
GM1C18,18  18:0/d18:1 1.27+0.26 0.83 +0.04 0.7 2.23+0.15 158+0.27 0.7
GM1 C20,18  18:0/d20:1  0.17+0.08 0.17 +0.03 1.0 0.52 +0.03 0.48+0.08 0.9
GD1C18,18  18:0/d18:1  1.37+0.01 1.08 +0.06 0.8 1.58+0.18 1.64+021 1.0
GD1C20,18  18:0/d20:1  0.20+0.07 0.19+0.02 0.9 1.18+0.35 0.90+0.07 0.8
GT1C18,18  18:0/d18:1  1.09+0.34 1.13+0.14 1.0 1.05+0.18 1.61+042 15

GT1 C20,18 18:0/d20:1 0.45+0.15 0.48+0.06 1.1 0.48 £ 0.09 0.67+023 1.4
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