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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

FENIB ist eine autosomal dominant vererbte Demenzerkrankung, bei der Mutationen
im Gen fiir Neuroserpin, einem neuronalen Serinprotease-Inhibitor, zur Aggregation von
Neuroserpin innerhalb des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und in der Folge zu
Neurodegeneration und vorzeitiger Demenz fiilhren. Bei den Betroffenen findet sich ein
deutlicher Zusammenhang zwischen der destabilisierenden Wirkung der Mutation auf
die Struktur des Serpins und der Menge des aggregierten Proteins, sowie Begnn und
Schwere der Symptomatik. Diese Genotyp-Phénotyp-Korrelation macht FENIB zu einer
idealen Modellerkrankung zur Untersuchung von neurodegenerativen Erkrankungen,
bei denen es durch intrazellulire Aggregation von Proteinen zu einer Storung der
Proteostase kommt, die letztich zu emem Zelluntergang fiihrt. Ein Abbauweg Afiir
fehlgefaltete  Glykoproteine innerhalb des ERs ist die ER-assozierte Degradation
(ERAD), die emer mtrazelluliren Aggregation von Protemen entgegenwirkt. Dabei wird
das Substrat durch Lektine am Status der gebundenen Oligosaccharide erkannt,
anschlieBend erfolgt die Translokation n das Zytosol und der proteasomale Abbau. In
dieser Arbeit wurde die Beteiliging des ER-Lektins OS-9 am Abbau von mutiertem
Neuroserpin ~ via  ERAD  anhand emes HEK-293-Zellmodells der  schnell
akkumulierenden FENIB-Mutation G392E untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass mutiertes Neuroserpin Glykosylierungen vom mannosereichen Typ besitzt und
Aggregate innerhalb des ERs bildet. Nach Deletion der Glykosylierungsstellen zeigte
mutiertes Neuroserpin eine stirkere Tendenz zur intrazelluliren Aggregatbildung.
Weiter wurde eine Kolokalisation und selektive Bindung von OS-9 an mutiertes
Neuroserpin gefunden. Funktionell konnte der Spiegel an trazellulirem, mutiertem
Neuroserpin durch eine Uberexpression von OS-9 gesenkt werden.

Diese Untersuchungen an einem HEK-293-Zellmodell weisen auf eine Beteiligung des
ER-Lektins OS-9 am Umsatz von mutiertem Neuroserpin hin.



Zusammenfassung

Involvement of OS-9 in the ER-associated degradation (ERAD) pathway in
familial encephalopathy with neuroserpin inclusion bodies (FENIB)

Familial encephalopathy with neuroserpin inclusion bodies (FENIB) is an autosomal
dominantly inherited dementia caused by mutations in the gene coding for neuroserpin,
a neuronal serine protease inhibitor, leading to the formation of aggregates within the
endoplasmic reticulum (ER) and subsequent to neurodegeneration and dementia. There
is a striking relationship between the destabilizing effect of the different mutations and
the number of inclusions as well as the onset and the severity of symptoms. This
genotype-phenotype correlation renders FENIB an ideal model to nvestigate
neurodegenerative disorders with ntracellular protein aggregation and breakdown of
proteostasis leading to cell death. ER-associated degradation (ERAD) is a cellular
transport mechanism that counteracts aggregation of proteins within the ER by
recognizing the oligosaccharide residues of glycoprotein substrate via specific lectines.
Subsequently the misfolded substrate is translocated to the cytosolic compartment and
guided to the proteasome for degradation.

In my thesis I investigated the mnvolvement of the ER-lectin OS-9 m the degradation of
mutant neuroserpin via ERAD. Therefore, a HEK-293 cell model of the fast
polymerizing G392E FENIB-mutant was used. In this model system, aggregates of
mutant Neuroserpin are formed within the ER, carrying high-mannose type N-glycans.
After deleting different N-glycosylation sites, mutated neuroserpin showed an increase
in intracellular aggregates. Fmally, microscopy studies and co-immunprecipitation
showed colocalisation and selective binding of the ER-lectn OS-9 to mutant
neuroserpin.  Overexpression of OS-9 was followed by a significant decrease n
mtracellular mutant neuroserpin levels. This study indicates OS-9 to be volved i

mutant neuroserpin degradation in a HEK-293 cell model.
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2 Einleitung

2.1 Serpine

Das Akronym Serpin stellvertretend flir Serinprotease-Inhibitor beschreibt die grofte
Superfamilie von Proteaseinhibitoren, deren Zugehorigkeit iiber die Kernstruktur des
Proteins und den gemeinsamen Mechanismus der Inaktivierung von Proteasen definiert
wird (Silverman et al 2001). Serpine sind phylogenetisch hochkonserviert und finden
sich bei Eukaryonten, Prokaryonten, Viren und hoheren Pflanzen (Irving et al. 2000).
Abhdngig von ithrer vorwiegenden Lokalisation unterscheidet man extra- und
mtrazellulire Formen, wobei auch Mischformen existieren (Lomas et al. 2002). Das
namensgebende Akronym sollte jedoch nicht dariiber hinwegtduschen, dass einige
Serpine auch andere Proteasetypen wie Cystemnproteasen nhibieren (Schick et al. 1998)
und einzelne Vertreter der Familie ohne mhibitorische Funktion sind (Doolittle 1983).
Aktuell sind 36  humane Serpme  bekannt, diese zeigen {iberwiegend
proteaseinhibitorische Funktion. Vertreter ohne diese Wirkung sind Hormontransporter
wie zum Beispiel das Thyroxmbindende Globulin (TBG) oder iibernehmen selbst die
Rolle eines Prohormons wie Angiotensinogen (Gettins 2002). Serpine sind an einer
Vielzahl von biologischen Systemen wie der Kreislaufregulation, der Blutgerinnung und
der Abwehr von Krankheitserregern beteiligt (Law et al. 2006). Antithrombin III (AT
II) ist mm Zusammenspiel mit Heparin emer der wichtigsten Regulatoren der
Koagulation, wihrend Plasminogen- Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) die Aktivitdt der
Fibrinolyse iiberwacht. Als Teil des angeborenen Immunsystems regelt C1-Esterase-
Inhibitor die Aktivierung der Komplementkaskade. al-Antitrypsin, welches etwa 1-2 %
des Serumgesamtproteins ausmacht, inhibiert die von neutrophilen Granulozyten
sezernierte Elastase und schiitzt umliegendes Gewebe vor der Destruktion (Lomas et al
2002; Gooptu et al 2009). Das im zentralen und peripheren Nervensystem
vorkommende Neuroserpin wird in spiten Stadien der Neurogenese exprimiert und
kommt im adulten Gehirn in Regionen mit starker synaptischer Plastizitit vor (Hastings
et al. 1997).

2.1.1 Struktur, Stabilitit und Inhibitions mechanismus von Serpinen

Die einzelnen Vertreter der Serpin-Familie zeigen einen vergleichbaren Aufbau ihres
Grundgeriists von etwa 350 Aminosduren Linge, welches aus drei [-Faltblatt-
8



Einleitung

Strukturen (A, B, C), 8-9 a-Helices (hA bis hl) und einer exponierten, reaktiven
Schleife (reactive center loop, RCL) von etwa 20 Aminosduren Lange besteht (Abb. 1).
Dieses aktive Zentrum befindet sich im nativen Zustand des Serpins am oberen Pol des
Molekiils und ragt gewissermalen wie eine ausgelassene Schlinge aus der
Tertidrstruktur des {brigen Molekiils heraus, um als Koder fir die Zielprotease zu
dienen. (Loebermann et al. 1984; Elliott et al. 1996; Gettins 2002). Dabei ist es
erstaunlich, dass die native Konformation des Serpins nicht das niedrigste mdgliche
Energieniveau darstellt. Es handelt sich bei dieser Konformation vielmehr um einen
metastabilen Zustand, dessen  Energiedifferenz  beim  Durchlaufen des
Inhibitionsmechanismus abgebaut werden kann (Whisstock et al. 2006) (Abb. 1, links).
Zunichst bilden die reaktive Schleife des Serpins und die Zielprotease emen nicht-
kovalenten = Serpin-Protease- Anlagerungskomplex (Michaelis-Komplex, Abb. 1). Die
Protease trennt im Anschluss emne Peptidbindung in der Mitte der reaktiven Schleife
zwischen Position P1 und P1° und bindet kovalent an das Serpin. Dadurch wird die
anschlieBende Konformationsdnderung des Serpin-Protease-Komplexes ermdglicht, bei
der die RCL zum unteren Pol umgelagert wird und als zusétzlicher Strang im Bereich
der Shutter-Region in das B-Faltblatt A inseriert wird (Abb. 1). Durch diese drastische
Anderung der Tertiirstruktur geht das Serpin-Molekill von einer gespannten in eine
entspannte  Konformation iiber und transportiert dabei die gebundene Protease vom
oberen zum unteren Pol (Silverman et al. 2001; Gettins 2002). Ein Teil der durch diese
Transformation  freiwerdenden Energie fuhrt zur Deformierung der gebundenen
Protease, damit wird eine finale proteolytische Spaltung des Serpins durch die Protease
erschwert (Carrell et al. 2003). In der Zeit zwischen der Bildung des kovalenten Serpin-
Protease-Komplexes und der finalen Inhibition durch die Konformationsanderung
behdlt die Protease eine Restaktivitdat bei und konnte das Serpin als Substrat umsetzen,
um anschlielend befreit aus der Komplexstruktur wieder volistindig aktiv zu sein.
Somit teilt sich der Mechanismus der Serpin-Protease-Reaktion in eine Inhibitorische
und eine Substratreaktion, deren Gleichgewicht durch die Affinitit der beiden Partner
bestimmt wird (Olson et al. 2011) (Abb. 2). Bei hoher Affinitdt und ungehinderter
Konformationsanderung liegt das Gleichgewicht auf der Seite des inhibitorischen
Mechanismus und der finale Serpin-Protease-Komplex zeigt eine hohe Stabilitat mit
einer Halbwertszeit in vitro von Tagen bis Wochen (Silverman et al. 2001). In vivo

wurde eine geringere Halbwertszeit der Komplexe gefunden, da es zu einer Entfernung

9
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der Serpin-Protease-Komplexe unter Beteiligung von Rezeptoren der LDL-Familie und
clathrin-abhéngiger Endozytose kommt (Makarova et al. 2003)

B-Faltblatt A

Native Konformation Serpin-Enzym-Komplex kovalenter Komplex

Abbildung 1: Inhibitions me chanismus der Serpine

Mechanismus der Inhibition von Proteasen durch Serpine am Beispiel von al-Antitrypsin.
Grundstruktur von ol-Antitrypsin (links) mit reaktiver Schleife (RCL), B-Faltblatt A (blau) und
Shutter-Region (gelb). Die Zielprotease bindet an RCL (Mitte), schneidet die benachbarte
Peptidbindung an P1-P1" und I6st damit eme Konformationsédnderung des Serpin-Molekiils aus.
Durch die Umlagerung des RCL vom oberen Pol und der anschlieBenden Inkorporation in das
B-Faltblatt A des Serpins kommt es zur Inaktivierung der Protease (rechts) [modifiziert nach
(Gooptu et al. 2009)].

10
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Abbildung 2: Mégliche Reaktionen bei der Inhibierung von Proteasen durch Serpine

Bei der Inaktivierung einer Protease (P) durch ein Serpin (S) bildet sich initial ein
nichtkovalenter Michaelis-Komplex (SP), welcher im Anschluss an die Hydrolyse der
Peptidbindung P1-P1°(siche Abbildung 1) zu einem kovalent gebundenen Serpin-Protease-
Komplex (SP’) reagiert. Die Reaktion kann nun je nach Affinitdt der beiden Substrate nach dem
inhibitorischen Mechanismus (k;) ablaufen, bei der sich durch Konformationsinderung ein
stabiler ~ Serpin-Protease-Komplex (SPy) bildet. Alternativ kann bei verzogerter
Konformationsénderung des Komplexes die Protease das Serpin schneiden, bevor sie deformiert
wird (ks); diese Reaktion resultiert in einem gespaltenen und inaktiven Serpin (S*) und einer

funktionsfahigen Protease (P) [modifiziert nach (Silverman et al. 2001; Gooptu et al. 2009)].

2.1.2 Konformationserkrankungen und Serpinopathien

Unter dem Begriff Konformationserkrankungen (engl: conformational diseases) werden
eine Vielzahl unterschiedlicher FErkrankungen zusammengefasst, deren gemeinsame
Pathologie i der Akkumulation von Proteinen begriindet ist. Dabei werden
definitionsgemid3 Krankheiten gruppiert, bei denen Verdnderungen in der Grofe oder
Form emes Protemns zur Polymerbildung und Gewebeablagerung fiilhren (Carrell et al
1997). Die einzelnen Vertreter dieser Erkrankungsgruppe unterscheiden sich dabei im

11
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Hinblick auf den molekularen Mechanismus der Aggregation, dennoch gbt es
wiederkehrende Motive, wie die Formation von intermolekularen Verbindungen durch
Wasserstoftbriicken zwischen Faltblattstrukturen und Proteinschleifen. Auffillig viele
Vertreter dieser neuen Gruppierung von Krankheiten sind neurodegenerative
Erkrankungen wie die Alzheimerkrankheit, Morbus Parkinson, Chorea Huntington,
Tauopathien oder Prionen-Erkrankungen (Gooptu et al. 2009). Diesen Erkrankungen ist
gemeinsam, dass sie gewOhnlich erst sehr spdt symptomatisch werden und eine
Proteinakkumulation im  Verlauf aufiritt. Bei den vererblichen Vertretern der
Konformationserkrankungen, wie Chorea Huntington und familiiren Formen der
Alzheimerkrankheit, findet sich hdufig ein Zusammenhang zwischen dem Schweregrad
der Aggregaton und dem Beginn der Symptome. Klnische Zeichen einer
Demenzerkrankung sind dabei ein spites Indiz fir den ausgeprigten Verlust von
Neuronen, welcher FEinfluss auf hohere Hirnfunktionen hat (Carrell 2005). Jedoch ist
nicht nur der Schweregrad emner Konformationsinderung und die daraus resultierende
Neigung zur Aggregation entscheidend, auch die Regenerationsfihigkeit des
betroffetnen Organs und die zelluliren Mechanismen, welche der Ablagerung
entgegenwirken, sind entscheidend fir den Verlauf (Crowther 2002; Carrell 2005).
Serpinopathien sind eine Gruppe von Erkrankungen, bei denen bereits kleinste
Anderungen in der Konformation von Serinprotease-Inhibitoren zur intrazelluliren
Aggregation des Serpins filhren (Lomas et al. 2002). Der Inhibitionsmechanismus der
Serpine mit seiner Umlagerung von Strukturelementen des Molekiils ist fiir die
besondere Anfilligkeit dieser Familie gegeniiber Mutationen, welche die Konformation
destabilisieren, verantwortlich (Abb. 1). Punktmutationen, welche zum Austausch einer
Aminosdure in kritischen Elementen der Serpinstruktur fiihren, kénnen zur Bildung von
Polymeren flilhren und somit Erkrankungen verursachen, die entweder durch die
Abwesenheit des funktionstiichtigen Serpins gekennzeichnet sind (,loss of function®),
oder durch die Effekte der Aggregation (,,gain of function) (Lomas et al. 2002;
Belorgey et al. 2007). Emnige Serpmopathien wie Varianten des ol-Antitrypsin-Mangels
oder familidre Enzephalopathie mit Neuroserpin-Einschliissen (FENIB) dienen als
Modellerkrankung zum besseren Verstdndnis anderer Konformationserkrankungen
(Carrell 2005). Von Vorteil ist dabei die Kenntnis der ursdchlichen Mutation, der
Kristallstruktur und der Mechanismen, welche zur Polymerbildung der Serpine flihren
(Briand et al. 2001; Crowther 2002; Gooptu et al. 2009).

12
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Effekte der
AS Position 49 | 50 | s1 52 53 54 | 55 56 | 57 | 58 | Polymerbildung
Aminosiure Asn Ile Phe Phe Ser Pro Val Ser Ile Ala
&1 -Antitrypsin APhe | Phe Akkumulation: Zirrhose
Fehlende Inhibition:
Lungenemphysem
Neuroserpin Pro Arg Akkumulation: Demenz
Fehlende Inhibition:
Epileptische Anfille
C1 inhibitor Ser Leu Fehlende Inhibition:
Angioddem
Antithrombin Thr Fehlende Inhibition:
Thrombosen
o -Antichymotrypsin Pro Fehlende Inhibitoin:
Emphysem

Abbildung 3: Verteilung pathogener Mutationen bei verschiedenen Serpinopathien
Verschiedene Serpinopathien sowie Position der jeweiligen Mutation und resultierende
Symptome. Auffillig ist die Hiufung krankheitsrelevanter Mutationen im Bereich der Shutter-
Region der jeweiligen Serpine. Bei den gefundenen Effekten der Polymerbildung unterscheidet
man zwischen Folgen durch Mangel an funktionellem Serpinprotease-Inhibitor und Folgen der
Akkumulation. [Modifiziert nach (Gooptu et al. 2009)]

2.1.3 Modelle der Polymerbildung bei Serpinopathien

Der Inhbitionsmechanismus der Serpine mit seiner drastischen Anderung der
rdumlichen Anordnung des Molekiils ist besonders anfilig fir Mutationen,
welche die  metastabile  Konformation weiter schwichen, indem sie die
Wasserstoftbriickenbindungen im Bereich der Shutter-Region destabilisieren (Lomas et
al. 1992; Carrell et al. 1997) (Abb. 1, 3). Zwei unterschiedliche Modelle beschreiben die
molekularen Vorgéinge, welche zur Polymerbildung mutierter Serpine fiihren (Roussel et
al. 2011). Im klassischen Modell der Polymerisierung (Abb. 4), der sogenannten ,,L.oop-
Sheet-Polymerisierung™, erodieren Mutationen im Bereich der Shutter-Region die
Struktur des PB-Faltblatt A, dabei kommt es zur Offung des Strukturelementes und zur
Bildung eines instabilen Intermediates (Abb. 4, M*) (Gooptu et al 2009). In das
verdnderte [-Faltblatt A kann nun die reaktive Schleife eines anderen Serpin-Molekiils

mserieren und ein Dimer bilden. Durch Repetition dieses Vorgangs kommt es zur

13
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Bildung groBler Polymere und zur Aggregation des Serpins (Lomas et al. 1992; James et
al. 1998).

(] &
Shutter £
Region

\AERE)
0 BN

-

Abbildung 4: Klassisches Modell der Polymerbildung bei Serpinopathien

Schematische Darstellung der Polymerisation von Serpinen am Beispiel von ol-Antitrypsin.
Mutationen im Bereich der Shutter-Region (gelber Kreis) destabilisieren die Struktur des f3-
Faltblatt A und fithren zur Bildung eines Intermediates (M*) (Gooptu et al. 2009). Dabei kommt
es zur Offnung der Faltblattstruktur des Zwischenproduktes, die eine Insertion der reaktiven
Schleife eines anderen Serpin-Molekiils ermdglicht und in einer Dimerbildung (D) resultiert.
Durch Wiederholung dieses Vorgangs kommt es zur Polymerbildung (P) (Lomas et al. 1992).
Alternativ zur Dimerbildung kann das Intermediat (M*) auch zu einer latenten Form (L)
reagieren. Dabei kommt es zur tempordren Insertion des eigenen RCL in die Struktur des

geoffneten B-Faltblatts A (Lomas 2005). [modifiziert nach (Lomas et al. 2002)]

Ein zweites Modell der Polymerbildung geht von der Bildung eines Intermediates im
Faltungsprozess des Serpins aus, bei dem sich das Serpn-Molekiil weit 6ffnet und eine
groBere Doméne aus der Struktur des Molekiils herausragt (Yamasaki et al. 2008). Diese
ausgelagerte Teilstruktur, Haarnadel-Doméne (engl: hairpin domain) genannt, wird aus
dem Strang s5A des [-Faltblatts A und der reaktiven Schleife gebildet. Die
Polymerbildung findet durch die Insertion einer Haarnadel-Domidne in das f-Faltblatt A
eines anderen Serpin-Molekiils statt (Yamasaki et al. 2008; Ekeowa et al. 2010) (Abb.

14
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5). Beide Modelle sehen, trotz unterschiedlicher Zwischenprodukte und Teilstrukturen
die an der Polymerbildung beteiligt sind, die Ursache der Aggregation in Mutationen im
Bereich der Shutter-Region der Serpine, die zu einer Destabilisierung des p-Faltblatts A
fihren (Yamasaki et al. 2008; Ekeowa et al. 2010). Unterschiedliche Aussagen machen
beide Modelle in Bezug auf den Faltungszustand des Eduktes. Das neuere Haarnadel-
Modell sieht die Ursache der Polymerbildung in fehlgefalteten Intermediaten, welche
eine hohere Tendenz zur Aggregation nnerhalb des ERs besitzen als das final gefaltete
Serpin (Takehara et al. 2010).
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Abbildung 5: Alternatives Modell der Polymerbildung bei Serpinopathien

Nach diesem Modell werden Serpin-Polymere eher durch Faltungsintermediate gebildet als
durch das fertig gefaltete Protein (Takehara et al. 2010). Mutation im Bereich der Shutter-
Region konnen die korrekte Insertion von Strang S5A wéhrend des Faltungsprozesses
verhindern und somit die Bildung einer Haarnadel-Doméine mit der reaktiven Schleife (RCL)
begiinstigen (Yamasaki et al. 2008). Die Polymerisation erfolgt durch repetitive Einlagerung der
Haarnadelstruktur eines Molekiils in das B-Faltblatt A eines anderen (Yamasaki et al. 2008)
[modifiziert nach (Yamasaki et al. 2008)].

2.2 Neuroserpin

Neuroserpin ist ein etwa 55 bis 60 kDa schweres, axonal sezerniertes Protein, welches
in Neuronen des peripheren und zentralen Nervensystems exprimiert wird (Osterwalder
et al. 1996). Es wurde erstmals in enem Screening- Verfahren beschrieben, welches zur
Identifikation von neuronalen Proteinen diente, die am Prozess der Synapsenbildung

15



Einleitung

und des Axonwachstums beteiligt sind (Stoeckli et al. 1989). Wegen der topischen
Expression und der geringen Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz mit bereits
bekannten Vertretern der Serpmne, wurde das entdeckte Protein Neuroserpin benannt und
in die Terminologie der Superfamilie als SERPINII, Proteaseininhibitor 12 (PI12)
aufgenommen (Silverman et al. 2001). Die beiden Serpine des Genstammes Clade I,
Neuroserpin (SERPINI1) und Pancpin (Serpinl2) befinden sich beide auf Chromosom
3926 (Schrimpf et al. 1997; Olson et al. 2011). Das humane Neuroserpin-Gen beinhaltet
neun Exons, der resultiecrende offene Leserahmen (engl: open reading frame) der
mRNA erstreckt sich iiber emnen Bereich von 1230 Basenpaaren und kodiert flir ein
Protein von 410 Aminosduren Linge (Hastings et al. 1997; Schrimpf et al. 1997). Die in
der SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese gefundene Masse von Neuroserpin differiert
von der berechneten Molekiilmasse, am wahrschemlichsten ist dies durch
Glykosylierung an den 3 potenziellen N-Glykosylierungsstellen an Position 157, 321
und 410 zu erkliren. Die ersten 16 Aminosduren dienen als ER-Signalsequenz und
markieren Neuroserpin als sekretorisches Protein (Schrimpf et al. 1997) (Abb. 6). Die
reaktive Schleife (RCL) befindet sich im Molekiil in Richtung des C-Terminus. In ihrem
Bereich befinden sich an den mit P1 und P1" benannten Positionen ein Argmnin und ein
Methionin, welche sich an vergleichbaren Lokalisationen auch bei anderen
mhibitorischen  Serpinen, wie PAI-1 und alpha2-Antiplasmin finden und deren
Beteiligung an der Bildung des Serpin-Protease-Komplexes eminent ist (Silverman et
al. 2001; Galliciotti et al. 2006) (Abb. 1 und Abb. 6).

Y N N
157 321 401 ]

1 16 410

Abbildung 6: Schematische Darstellung von humanem Neuroserpin

Humanes Neuroserpin mit einer Primérstruktur aus 410 Aminosduren und drei potenziellen N-
Glykosylierungsstellen mit Asparagingruppen an Position 157, 321 und 401. N-Terminal
befindet sich die ER-Signalsequenz von 16 Aminosduren (SP), welche Neuroserpin als
sekretorisches Protein markiert. Die reaktive Schleife (RCL) befindet sich in der Ndhe des C-
Terminus. [modifiziert nach (Davies et al. 2009)].
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Die Expression von Neuroserpin in der Ontogenese begmnt mit der postmitotischen
Phase, in der es zur Auswanderung von Neuronen aus der ventrikuliren Zone kommt
und vermehrt Synapsen gebildet werden. In diesem Stadium der Neurogenese und auch
im adulten Hin findet sich eine topische Neuroserpin-Expression besonders in Zentren
gesteigerter synaptischer Plastizitit wie Neokortex, Bulbus olfactorius, Amygdala und
Hippokampus, deren Funktion eng mit Prozessen der Lern- und Gedachtnisleistung
verkniipft sind (Hastings et al. 1997; Osterwalder et al. 1998). Ebenfalls wurde in
Zellkulturexperimenten  eine  axonale  Sekretion sowie eine  aktivititsabhingige
Steigerung der Expression durch repetitive Depolarisation der Neurone gefunden
(Hastings et al. 1997; Berger et al. 1999). In vitro wurde der gewebesperzifische
Plasminogenaktivator (tPA) als Zielmolekiill von Neuroserpin identifiziert. Schwichere
Interaktionen zeigten sich mit Urokinase-Plasminogenaktivator (uPA) und Plasmin
(Hastings et al. 1997; Osterwalder et al. 1998). Die Hauptfunktion von tPA, welches
iberwiegend in Endothelzellen der Gefile exprimiert wird, ist die Aktivierung der
Fibrinolyse durch Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin. Daneben ist tPA auch im
Nervensystem an unterschiedlichen Prozessen wie der synaptischen Plastizitit, dem
exzitatorischen Zelltod und der postischimischen Schiadigung beteiligt (Yepes et al
2002; Seeds et al. 2003; Yepes et al. 2004). Diese Effekte werden von tPA unter
anderem durch eine Modifikation an NDMA-Rezeptoren verursacht, welche zu einer
Erh6éhung der intrazelluliren Kalziumkonzentration fiihrt. Die Expression von tPA i
Neuronen ist ebenfalls aktivititsabhéingig und kann durch Langzeit-Potenzierung (LTP)
selektiv gesteigert werden (Qian et al. 1993). Interessant in diesem Zusammenhang ist
die Koexpression von tPA und seinem designierten Antagonisten Neuroserpin in
gleichen Regionen des Zentralnervensystems (Hastings et al. 1997). Die topische
Expression, die axonale Sekretion und die Interaktion mit dem gewebespezifischen
Plasmmogenaktivator (tPA) sprechen fiir die Beteiligung von Neuroserpin als Regulator
einer gerichteten Proteolyse der extrazelluliren Matrix (EZM) (Osterwalder et al. 1996).
Dabei handelt es sich um Prozesse, die an der Entstehung neuer synaptischer
Verbindungen, Lernleistung und Gedichtnisfunktion beteiligt sind (Hastings et al. 1997;
Krueger et al. 1997; Yepes et al. 2004). Umbauprozesse an der EZM erfordern eine
Balance zwischen den fiir den Abbau benétigten Proteasen, welche beispielsweise durch

tPA aktiviert werden, und deren Inhibitoren (Muller et al. 1998; Yepes et al. 2004).
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Exzitotoxizitdit ist ein Prozess, der dieses sensible Gleichgewicht empfindlich storen
kann. Unter diesem Begriff versteht man eine molekulare Reiziberflutung der Neurone
durch eme erhohte Ausschiittung von erregenden Neurotransmittern wéhrend
pathologischer Ereignisse wie zerebraler Ischimie oder epileptischen Anfillen. Diese
Ubererregung 16st intrazellukire Signalkaskaden aus, durch die es zu Zellschiden oder
gar Zelluntergang kommen kann (Santangelo et al. 2012). In Experimenten an Mé&usen
mit genetischer Defizienz fir tPA und nach Injektionen von Neuroserpin konnte eine
erhohte Resistenz gegeniiber Exztotoxizitidt festgestellt werden (Tsirka et al 1995;
Yepes et al. 2002). Ein vergleichbarer neuroprotektiver Effekt findet sich auch in einem
Mausmodell fiir Schlaganfallerkrankung, in dem nach erfolgter Okklusion der Arteria
cerebri media das resultierende Schlaganfallvolumen durch Injektion von Neuroserpin
signifikant gesenkt werden konnte, bezichungsweise bei tPA-Knockout-Tieren mn
geringerem Umfang gefunden wurde (Vivien et al. 2000; Yepes et al. 2000; Cinelli et al.
2001; Gelderblom et al. 2013). Die Komplexe von Neuroserpin und tPA, welche bisher
ausschlieBlich in in-vitro- Untersuchungen detektiert werden konnten, zeichnen sich
durch emne kurze Halbwertszeit aus (Barker-Carlson et al. 2002). Im Vergleich hierzu
bilden Serpin und Zielprotease im Fall von tPA und PAI-1 emen langlebigen Komplex,
der unter physiologischen Bedingungen ireversibel ist und {iber rezeptorvermittelte
Endozytose entfernt wird (Barker-Carlson et al. 2002). Die Reaktion von Neuroserpin
und tPA scheint tliberwiegend dem nicht-inhibitorischen Mechanismus zu folgen, bei
dem es der Protease vor Bildung des finalen Acyl-Enzym-Komplexes gelingt,
Neuroserpin zu spalten und so dem Suizid-Inhibitor zu entkommen, wobei die
Funktionsfihigkeit von tPA vollstindig erhalten bleibt (Gettins 2002) (Abb. 2). Eine
weitere Auffilligkeit ist der enorme Uberschuss an Neuroserpin-Molekiilen, welcher in
vitro zur Inhibition von tPA bendtigt wird. Selbst bei einem tausendfachen molaren
Uberschuss an Neuroserpin war die in vitro gefundene Inhibitionseffizienz gering
(Barker-Carlson et al 2002). In einer aktuellen Verdoffentichung wird die
neuroprotektive Wirkung von Neuroserpin eher im Zusammenhang mit der Inhibition
von Plasmin gesehen, welches ebenfalls exzitotoxisches Potenzial besitzt und
neurotoxisch wirken kann (Wu et al. 2010). Als ein Argument fiir die tPA-unabhingige
neuroprotektive Wirkung von Neuroserpin wird angefiihrt, dass bei Méiusen mit

genetischer Defizienz fir Neuroserpin eine unverdnderte Aktivitit von tPA gemessen
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werden kann. Andererseits finden sich bei Mausen, welche Neuroserpin

tiberexprimieren, verminderte Konzentrationen an tPA (Madani et al. 2003).

2.2.1 Familiire Enzephalopathie mit Neuroserpin-Einschliissen (FENIB)

Familiire Enzephalopathie mit Neuroserpin-Emnschlissen (FENIB) ist eine autosomal
dommant vererbliche Demenzerkrankung, welche durch die Aggregation von
Neuroserpin in Neuronen des Kortex, Hippocampus und Amygdala verursacht wird. Die
Akkumulationen aus  Neuroserpin-Polymeren  werden intrazelulir i  Collins-
Korperchen im Bereich des Endoplasmatischen Retikulums (ER) eingelagert (Davis et
al. 1999; Davis et al. 1999). Diese Collins-Korperchen haben eine Grofle von 5-50 um
im Durchmesser und bestehen aus PAS-positiven (engl.: Periodic acid-Schiff reaction)
Inklusionen. Ursdchlich fir die Aggregation in den Neuronen sind Punktmutationen im
Neuroserpin-Gen der betroffenen Patienten. Bisher wurden sechs verschiedene humane
Mutationen beschrieben: Serin zu Prolin an Position 49 (S49P, Syracuse-Mutation),
Serin zu Argnin an Position 52 (S52R, Portland-Mutation), Histidn zu Argmnin an
Position 338 (H338R), Glycin zu Glutaminsdure an Position 392 (G392E), an gleicher
Position Glycin zu Arginin (G392R) und Leucin zu Prolin an Position 47 (L47P) (Davis
et al. 1999; Davis et al. 1999; Takao et al. 2000; Davis et al. 2002; Coutelier et al. 2008;
Hagen et al 2011). Diese Mutationen befinden sich in der Shutter-Region des
Neuroserpin-Molekiils und filhren durch Austausch der jeweiligen Aminosdure zu einer

Destabilisierung der Konformation (siche Abb. 7).
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Abbildung 7: Lokalisation pathogener Mutationen verschiedener FENIB -Varianten

In der Ubersicht ist ein kristallographisches Modell des Neuroserpin-Molekiils mit der Shutter
Region und der reaktiven Schleife (RCL) dargestellt. In der Vergroerung der Shutter-Region
sind einige Substitutionsloki, welche zur familliiren Enzephalopathie mit Neuroserpin-
Einschliissen (FENIB) fithren mit den sie besetzenden Aminosduren in Struktur abgebildet.
[modifiziert nach (Gooptu et al. 2009; Takehara et al. 2010)]

Die verdnderten Eigenschaften der substituierten Aminosdure beeinflussen die
stabilisierenden Wasserstoffbriicken des [-Faltblattes A und dadurch die Tendenz zur
Polymerbildung (Takehara et al. 2010).

Auffillig ist die Abhidngigkeit zwischen dem Begin und der Schwere der Symptome
zur Neigung der unterschiedlichen Mutationen zur Polymerbildung. Betrachtet man die
beiden ersten Familien, bei denen FENIB diagnostiziert wurde, so wird dieser
Zusammenhang bestétigt. Zundchst wurde die heterozygote S49P-Mutation bei einer
Familie aus Syracuse (New York, USA) festgestellt. Bei den Familienmitgliedern traten
Symptome wie kognitive Beemtrachtigung, Gedéchtnisverlust und Beemtrdchtigung des
rdumlichen Sehens erstmalig in der fiinfiten Dekade auf (Davis et al. 1999). Mitglieder
einer anderen Familie aus Portland sind Trdger der heterozygoten Mutation S52R,
welche eme stirkere, destabilisierende Wirkung auf das Neuroserpin-Molekiil hat
(Davis et al. 2002). Bei dieser Familie traten eine fortschreitende Demenz und
epileptische Anfille bereits im Alter von 20-30 Jahren auf und es zeigte sich post
mortem eine hohere Anzahl an mtrazelluliren Inklusionen (Takao et al. 2000). Dieser

Effekt wurde auch in Zelkulturexperimenten bestétigt, in denen sich nach Transfektion
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mit mutiertem Neuroserpin emne geringere Sekretion der Portland-Variante (S52R) im
Vergleich zur Syracuse-Variante (S49P) zeigte. Die S52R-Mutation zeigte dabei eine
deutlichere Akkumulation in den Zellen und unterlag emnem hoheren Umsatz durch
proteasomale Abbauvorginge, was ein Hinweis fir das Auftreten hohergradiger
Fehlfaltung bei dieser Variante ist (Miranda et al. 2004). Spiter fanden sich weitere
pathogene  Mutationen im Neuroserpin-Gen, deren Krankheitsverlauf deutlich
schwerwiegender ist. So kommt es durch die Mutation H338R und G392E zu emer
fihen Form der progressiv myoklonischen Epilepsie, Tremor und Dysarthrie im Alter
von 15 Jahren (Davis et al. 2002), bei der Mutation G392R kommt es bereits im Alter
von 8 Jahren zu ersten Symptomen (Davis et al. 2002; Coutelier et al. 2008). Es zeigt
sich somit ein Zusammenhang zwischen dem jeweiligen Genotyp der Mutation und dem
Phénotyp der Erkrankungsschwere und Dichte an Inklusionen (sieche Abb. 8). Der
Schweregrad der destabilisierenden Wirkung der Mutationen ist dabet:
G392R>G392E>H338R>S52R>S49P (Davis et al. 2002; Galliciotti et al. 2006).

Mutation Neigung zur Patientenalter Symptome
Polymerbildung bei Symptombeginn

Histologie der Inklusionen
(post mortem)

S + 5 Demenz, . ek 2
AP A6 cpileptische Anfille e PR )
o,
A Tl S
S52R s 20-40 Demenz, Myoklonien 53, ,j‘.', .
. o 8y
H338R —+t 15 ausgeprigte Myoklonien
epileptische Anfille
G392E S 13 ausgeprigte Myoklonien
epileptische Anfille
G392R -+ g Demenz,

Epilepsie vom ,,slow waves“-Typ

Abbildung 8: Ubersicht der Eigenschaften verschiedener FENIB-Mutationen

Darstellung verschiedener Mutationen im Neuroserpin-Gen im Bereich der Shutter-Region an
den Positionen Serd9, Ser52, His338 und Gly392 und die resultierenden klinischen Symptome
sowie Tendenz der Proteinaggregation und histologische Korrelate. [modifiziert nach (Lomas et

al. 2002; Gooptu et al. 2009; Schipanski 2011)]
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Ob die Symptomatik bei FENIB durch die intraneuronalen Inklusionen oder durch den
Mangel an sezerniertem Neuroserpin verursacht wird, ist bisher nicht geklart. Als ,,gain
of function" wiirde in diesem Fall ein neurotoxischer Effekt bezeichnet werden, welcher
ursdchlich durch die Bildung von intrazelluliren Polymeren ausgelost wird. Im
Gegensatz dazu beschreibt der Begriff ,loss of function" eine mogliche Zellschidigung,
welche nach Enthemmung proteolytischer Kaskaden durch mangelnde Sezernierung
von funktionsfihigem Neuroserpin resultiert (Davis et al. 1999; Davis et al. 1999;
Lomas et al. 2002). Emne Unterscheidung zwischen diesen beiden unterschiedlichen
Kausalititen gestaltet sich bei FENIB schwierig, da die geschddigten Neurone sowohl
der Ort der Aggregation, als auch fiir Produktion von Neuroserpin sind. Um diesen
Aspekt weiter zu untersuchen, wurden zwei transgene Mausmodelle entwickelt, welche
eine  Uberexpression von Neuroserpin zeigen, bezichungsweise denen es vollstindig
fehlt (Madani et al. 2003). Tiere beider Gruppen zeigen eine herabgesetzte motorische
Aktivitdt, Neophobie und eingeschrinktes exploratives Verhalten (Madani et al. 2003;
Galliciotti et al. 2006). Versuche mit transgenen Méusen, die humanes Neuroserpin mit
FENIB-Mutationen exprimieren, zeigen den gleichen Zusammenhang zwischen Alter
der Tiere und Inklusionsdichte in Neuronen sowie Inklusionsdichte und Schwere der
Symptome, wie er bei den humanen Fallbeschrebungen gefunden wurde (Galliciotti et
al. 2007). Die Maiuse zeigen dabei progrediente Symptome wie ein verlangsamtes
Gangbild, Ataxie, Tremor und epileptische Anfille. Mikroskopische Analysen und
Untersuchung der subzelluliren Struktur weisen auf das ER als Ort der
Protemnakkumulation bei FENIB hin. (Miranda et al. 2004; Galliciotti et al. 2007).
Generell kann die Ansammlung von fehlgefalteten Proteinen mnerhalb des ERs zur
Aktivierung eines stressinduzierten Signalwegs, der sogenannten ,unfolded protein
response” (UPR) filhren (Kaufman 1999; Bernales et al. 2006). Ziel der UPR ist die
Reduktion der Proteinbiosynthese und eine Steigerung der Kapazitit der ER-
Qualitdtskontrolle, um  vermehrt  fehlgefaltete  Proteine  unter  Beihife ~ von
Chaperonproteinen in ihre korrekte Konformation zu Uberfuhren (Kaufman 2002; Ron
et al. 2007). In einem Mausmodell mit transgenen Tieren, welche humanes Neuroserpin
mit FENIB-Mutation S49P exprimieren, konnte eine transiente und selektive
Aktivierung zweier Arme der UPR gezeigt werden. Dabei ging die temporare
Aktivierung von PERK und ATF6 mit einer Reduktion der mutierten Neuroserpin-
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Oligomere einher (Schipanski et al. 2013). Diese Reduktion kann einerseits durch eine
globale Hemmung der Proteinsynthese durch die UPR erfolgen, oder ist die Folge eines

erhdhten Umsatzes mutierten Neuroserpins durch den ER-assoziierten Proteinabbau.

2.3 Endoplasmatisches Retikulum und ER-assoziierter Proteinabbau
(ERAD)

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein weit verzweigtes Membrannetzwerk
mnerhalb eukaryotischer Zellen und steht mit dem perinuklediren Raum in Kontakt.
Sekretorische und Membranproteine, die eine spezifische Signalsequenz (SS) tragen,
werden co- oder posttranslational in ungefaltetem Zustand in das ER transportiert.
Faltung der sekretorischen Proteme, Qualititskontrolle und posttranslationale
Modifikation, wie Abspaltung der SS und N-Glykosylierung, finden anschlieBend
mnerhalb des ERs statt, bevor es zu enem Weitertransport kommt (Gething et al. 1992).
Nur in korrekt gefaltetem Zustand konnen sekretorische Proteine das ER in Richtung
Golgi-Apparat verlassen. Wird die native Konformation nicht erreicht, filhrt dies zum
Abbau des Proteins in einem Prozess, der ER-assozierte Degradation (ERAD) genannt
wird (Chevet et al. 2001). Dabei kommt es zunichst zur Erkennung des fehlgefalteten
Proteins durch ER-stindige Proteine, wie dem ER degradation enhancing alpha-
mannosidase-like protem (EDEM) und Lektinen, wie OS-9 und XTP3-B (Hosokawa et
al. 2001; Christianson et al. 2008; Hosokawa 2011). Im Anschluss erfolgt der Transport
zu einem i der ER-Membran befindlichen Translokationsapparat (engl: translocon),
durch den die Translokation des fehlgefalteten Proteins in das Zytosol erfolgt. Die
dortige Konjugation mit Ubiquitin durch E3-Ligasen, markiert das Substrat fiir den
Abbau durch das 26S-Proteasom (Ellgaard et al. 2003) (siche Abb. 9).
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Abbildung 9: Ubersicht der verschiedenen Teilabschnitte bei ERAD
Zunidchst werden fehlgefaltete Glykoproteine durch ER-stindige Lektine, hier am Beispiel von
0OS-9 (in gelb), erkannt und gebunden. Danach erfolgt der Transport zum Translokationsapparat,
welcher in der ER-Membran verankert ist (hier am Beispiel von HRDI1, in blau dargestellt).
Durch diesen Komplex erfolgt die Translokation in das Zytosol und die Konjugation mit
Ubiquitin durch die E3-Ligaseaktivitit von HRD1. Die zum Abbau markierten terminal
fehlgefalteten Glykoproteine werden dem 26S-Proteasom zugefiihrt.

Die Beteiliging von ERAD am Abbau von mutiertem Neuroserpin wurde erstmals in
einem COS-7 Zelmodell der G392-Mutante gezeigt. Dabei wurde nach Proteasom-
Blockade eine Zunahme sowohl der Monomere, als auch der polymeren Form mutierten
Neuroserpins gefunden (Kroeger et al. 2009). Die mtrazelluliren Spiegel der Wildtyp-
Varianten wurden hingegen nicht beemnflusst, was auf emnen selektiven Clearance-Effekt
von ERAD fir mutiertes Neuroserpin hinweist (Kroeger et al. 2009). Weiter konnten
Kroeger et al. zeigen, dass induzierte Autophagozytose nur nach Proteasom-Blockade
den Spiegel von Neuroserpin senken kann und dieser Abbauweg FEinfluss auf die
Wildtyp-Form und mutiertes Neuroserpin nimmt. Die Autoren vermuten daher, dass
ERAD selektiv fiir die Clearance von Monomeren mutierter Serpine verantwortlich ist,
wahrend Autophagozytose am konstitutiven Umsatz teilnimmt (Kroeger et al. 2009).
Der Abbau von nicht membranverankerten Glykoproteinen via ERAD benétigt die E3-
Ubiquitin-Ligase HRD1 und das ER-Lektin OS-9, welches als Shuttle fiir das Substrat
zum Translocon fungiert (Bernasconi et al. 2010). Wihrend der Entstehung dieser
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Arbeit wurde gezeigt, dass HRD1 an der Ubiquitinierung und am Abbau mutierten
Neuroserpins beteiligt ist. In einem HEK-293-Zellmodell fihrte eine Uberexpression
von HRDI1 zu verringerten Ablagerungen von mutiertem Neuroserpin, wihrend ein
knock down™ dieses Translocons in einem starken Anstieg resultierte (Ying et al
2011). Bisher nicht untersucht ist der genaue Mechanismus der Erkennung von

mutiertem Neuroserpin als Substrat flir ERAD.

2.3.1 ER-Lektin OS-9 und Substraterkennung in ERAD

Bevor es zum proteasomalen Abbau der fehigefalteten Proteine kommen kann, miissen
diese im Lumen des ERs erkannt werden und zum Translokationsapparat transportiert
werden. Dieser Erkennungsschritt wird von ER-Lektinen ausgeflihit, die den
Faltungszustand der Glykoproteme an der Zusammensetzung der an Asparagin
gebundenen Oligosaccharide erkennen. Zundchst werden naszente Glykoproteine durch
das Triagermolekiill Dolichol-Phosphat mit emer uniformen Oligosaccharidstruktur
Gle3Man9GIcNAc2  verbunden. Glukosidase 1 (GI) und Glukosidase II (GII) spalten
zwei Glukosereste ab und lassen die Glc1Man9GIcNAc2-Struktur entstehen, welche
nun an die Chaperone Calnexin (CNX) und Calreticulin (CRT) binden kann (Helenius
et al. 2001; Caramelo et al. 2008). Entfernt GII auch die dritte Glukose von der
Zuckerstruktur, so dissoziiert CNX/CRT vom Glykoprotein ab. Kommt es durch Hilfe
der Chaperone zur Ausbildung der nativen Konformation, kann ein Weitertransport in
den Golgapparat unter Beteiligung der Lektme ERGICS53, VIPL und VIP36 erfolgen
(Kamiya et al 2008). Wurde die korrekte Konformation nach Durchlaufen des
Calnexin-Calreticulin-Zyklus nicht erreicht, so kann das Glykoprotein als Substrat der
UDP-Glukose:Glykoprotein Glukosyltransferase (GT) wieder mit eiem Glukoserest
verbunden werden, was eine erneute Interaktion mit diesen Chaperonen ermdglicht
(Helens et al. 2001; Helenius et al. 2004; Caramelo et al 2008). Im Falle eier
persistierenden Fehlfaltung des Glykoproteins erlaubt die prolongierte Verweildauer
innerhalb des ER-Lumens Mannosidasen und Homologen wie EDEM 1-3 oder ER-
Mannosidase I (ERManl) die Abspaltung von al,2-gebundenen Mannoseresten von der
Oligosaccharidstruktur (Lederkremer et al. 2005; Hebert et al 2007). Diese als
»Irimmen™ bezeichnete Prozessierung der mannosereichen Oligosaccharide ist das

Signal fir den anschlieBenden Abbau via ERAD (Quan et al 2008). Mannosidasen
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haben somit eine ,,Timer-Funktion" wund markieren Glykoproteme, die definitiv
fehigefaltet sind (Helenius 1994; Eligaard et al 1999). Nach dem Trimmen der
Mannosestrukturen mnerhalb des ER-Protein-Qualititskontrolle- K ompartimentes
(ERQC), in dem eine hohe Konzentration an Mannosidasen vorhanden ist, konnen ER-
Lektme wie OS-9 an die fehigefalteten Glykoproteme binden und sie der ERAD
zufiihren (Hosokawa et al. 2009) (siche Abb. 10).

OS-9 und XTP3-B (transactivated protein B, Erlectin) sind Homologe des in Hefen
vorkommenden Lektins yeast osteosarcoma 9 (Yos9p), welches ebenfalls am Abbau
fehlgefalteter Glykoproteine beteiligt ist (Cheret et al. 2012). OS-9 wurden initial in
einer genetischen Screenning-Untersuchung zur Identifikation von Genen, welche bei
Patienten mit Osteosarkomen und anderen Tumoren hochreguliert sind, entdeckt (Su et
al. 1996; Kmura et al 1998). Es finden sich drei unterschiedliche Varianten des
Glykoproteins OS-9, die durch alternatives Spleien entstehen und alle eine Mannose-6-
Phosphat-Rezeptor-homologe Domaine (MRH-Doméne) und eme N-termmale ER-
Signalsequenz tragen (Kimura et al 1998). Emne Herunterregulierung der OS-9-
Expression zeigte eine stabilisierende Wirkung auf eine fehlgefaltete Variante von ol-
Antitrypsin-NHK (NHK), bei der ein vorzeitiges Stop-Codon zur Trunkierung und ER-
Retention des Serpins flihrt (Christianson et al. 2008). Die genaue Funktion der MRH-
Domidne von OS-9 ist noch nicht abschlieBend geklirt. Wahrend einerseits die
Notwendigkeit dieser Doméne fiir eine Bindung von OS-9 am Translokationsapparat via
SEL1 postuliert wird (Christianson et al. 2008), zeigen andere Autoren die Bindung von
OS-9 Varianten deren MRH-Domine durch Mutationen (R188A) verdndert wurden an
diesem Komplex (Bernasconi et al. 2008; Hosokawa et al. 2009). Allerdings hatte eine
Uberexpression der R188A-Mutation von OS-9 eine eingeschriinkte Degradation des
ERAD-Substrats NHK zur Folge, was auf die Notwendigkeit der MRH-Doméne fiir
einen eflizienten Proteinabbau hinweist (Hosokawa et al. 2009). Es wird vermutet, dass
0S-9, vergleichbar mit seinem Hefe-Homolog Yosp9, ebenfalls an fehlgefaltete Proteine
ohne N-Glykosylierung binden kann (Hosokawa et al. 2009; Noto et al. 2012). Diese
Interaktion fiihrt jedoch nicht zu emnem produktiven Abbau des ERAD-Substrats
(Bernasconi et al. 2008; Hosokawa et al. 2009).
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Abbildung 10: Substraterkennung bei ERAD und Aufgabe von OS-9

Der Zustand von Oligosacchariden auf sekretorischen Proteinen beeinflusst deren
Weitertransport oder dient als Erkennungsmerkmal, um fehlgefaltete Proteine via ERAD dem
Proteasom zuzufiihren. Die Abspaltung von Glukose durch Glukosidase II (GII) fiihrt zundchst
zur Bindung des noch ungefalteten, sekretorischen Proteins an die Chaperone Calnexin (CNX)
und Calreticulin (CRT), die den Faltungsprozess unterstiitzen. Erhélt das Glykoprotein seine
korrekte Konformation, kann es zum Weitertransport in den Golgi-Apparat kommen. Verbleibt
das Glykoprotein weiter fehlgefaltet, so kann durch erneute Glykosylierung eine weitere
Bindung der Chaperone erfolgen. Prolongierte Fehlfaltung fithrt zur Trimmung von
Mannoseresten durch Mannosidasen wie EDEM 1-3 oder ER-Mannosidase I (ERManl). Diese
Abspaltung von Mannoseresten ermdoglicht die Bindung von ER-Lektinen wie OS-9, die das
fehlgefaltete Glykoprotein der ER-assoziierten Degradation zufiihren. [modifiziert nach
(Lederkremer 2009)]
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3 Material

3.1 Gerite

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Geridte sind in Tabelle 1 alphabetisch

geordnet aufgelistet.

Tabelle 1: Laborgerite und Software

Gerat

Firma

Absauggerét Miniport (Zellkultur)

Abzug Tec-Onomic, AZ 1500

Autoklav

Blot-Kammer, Mini Trans-Blot
Brutschrank (Zellkultur)

ECL-Kamera (Chemidoc)
Elektrophoreseapparatur DCX-700
Entwickler fiir Rontgenfilme Curix 60
Folienschweillautomat FS 40
Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -80 °C UF80-450S
Geldokumentationsgerat Chemi Doc™ XRS
Gelkamm

Gelkammer, Minisub DNA, Cell
Halterahmen fiir DNA-Gele

Kippschittler

Kippschittler Platform Shaker STR 6
Konfokalmikroskop Leica TCS SP2
Kuhlschranke

Kuhlzentrifuge 5415R

Laborwaage Shinko Denshi
Magnetthermoriithrer RCT basic IKAMAG®
Mikroskop Eclipse TS100

Mikrowelle Micromat

Netzgerat Electrophoresis Supply, EPS 200
Netzgerat Power Supply, Power Pac Basic
Neubauer-Zahlkammer, 0,2mm
Papierschneidemaschine

PCR-Gerat (MyCycler)

pH-Meter CG 840

Pipetboy

Pipette reference 0,1-2,5 ul

Pipette reference 100-1000 pl

Hassheider Medizintechnik, Kéln
C+P Mobelsysteme GmbH & Co KG,
Memmert, Schwabach

Biorad, Miinchen

Heraeus electronic, Hanau

Biorad, Miinchen

C.B.S. Scientific, Del Mar, USA
AGFA, Dusseldorf

Petra-electric GmbH, Burgau
Bosch, Gerlingen

Colora Messtechnik GmbH, Lorch/Wirtt.
Biorad, Minchen

Biorad, Minchen

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Edmund Bihler GmbH, Hechingen
Stuart Scientific, Essex, England
Leica, Wetzlar

Liebherr, Kirchdorf

Eppendorf, Hamburg

Vibra, Tokyo, Japan

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Nikon, Melville, USA

AEG, Frankfurt am Main
Pharmacia Biotech, Freiburg
Biorad, Miinchen

Assistent, Sondheim

ROTH, Karlsruhe

Biorad, Miinchen

Schott, Mainz

Integra Biosciences, Fernwald
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
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Gerat

Firma

Pipette reference 10-100 ul
Pipette reference 1-10 pl
Prazisionswaage

Printer P93D

Quantity One - Software
Spektrophotometer pQuant
Sterilbank Thermo Electron Corporation Herasafe
Thermomixer compact
Tischzentrifuge
Vakuumpumpe Vario
Volocity (Confocal Software)
Vortexer VF2

Wasserbad
Zellkulturzentrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Gottingen
Mitsubishi, Ratingen
Biorad, Miinchen

Biotek, Bad Friedrichshall
Heraeus electronic, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
Vacuubrand, Wertheim

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
P-D Industriegesellschaft mbH, Dresden
Eppendorf, Hamburg

3.2 Chemikalien und Verbrauchsmittel

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Oligonukleotide, Antikorper

und Verbrauchsmittel sind nach Methodenfeldern geordnet und alphabetisch sortiert in

den Tabellen 2 bis 9 aufgefiihrt.

3.2.1 DNA-Analytik

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Verbrauchs mittel fiir die DNA -Analytik

Produkt

Firma

Agarose Gel, Ultra-Pure

DNA-Marker, Tracklt 1 Kb DNA Ladder
DreamTaq-Polymerase

Ethidiumbromid

0S9 cDNA clone MGC:12783

p3XFLAG-CM V-9

pcDNA 3.0 Vektor

PCR Purification Kit
Plasmid-DNA-Aufreinigungs-Kit (Mini-Prap)
Plasmid-DNA Aufreinigungs-Kit (Midi-Préap)
Restriktionsenzyme, FastDigest

Site-Directed Mutagenesis Kit: QuikChange Lightning
XL10-Gold Ultracompetent Cells (Stratagene, 200315)

Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Hamburg
Imagenes, Berlin

Sigma, Aldrich, Hamburg
Invitrogen, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Invitek, Berlin
Macherey-Nagel, Diiren
Fermentas, St. Leon-Rot
Firma Stratagene, Waldbronn

Firma Stratagene, Waldbronn
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3.2.1.1 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden bei der Firma Sigma-Aldrich bestellt. Sémtliche
Oligonukleotide sind i 5°-3'Richtung angegeben. Die Endkonzentration der
Vorratslosung  von 100 pM wurde durch Verdimnung mit autoklaviertem, destilliertem
Wasser eingestellt. Fiir DNA-Sequenzierungen und die PCR-Analysen wurde diese
Vorratslosung 1:10 verdinnt und je 1 p der jeweiligen Oligonukleotidlosung zum

Reaktionsansatz zugegeben.

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide fiir die Polymerase -Kettenreaktion

Gen Sequenz Bezeichnung
0S-9 5-AGCCCAAGCTTGGCGGTGTCGGGAGCCTGAACC-3 0S9-HindllI-For
0S-9 5-GTGGTACCTCAGAAGTCAAATTCGTCCAGGTCC-3’ 0S9-Kpnl-Rev
0S-9 5-CTTCGACTGGGATGATGAAACAGCC-3 0S9-Sequencing 1
0S-9 5-CTGTGGATGATGCTGCAGAAGTCCC-3’ 0S9-Sequencing 2
0S-9 5-ATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGC-3 CMV30-
Sequencing
Neuroserpin 5-TCCCCACCACAGAATCCAAGTCG-3’ hNS-F
Neuroserpin 5-CACCCACTTATTGATGTAGITGG-3 hNS-R

Neuroserpin 5-GGTACAATTCTATTCATGGAACGAGTCATGCATCCTG -3 Mut-392-F
G392E

Neuroserpin 5-GTCCTACGTACTGAGCAAGGTACTTATCTTAACATGG -3°  Mut-392-R
G392E

3.2.1.2 Plasmide

Tabelle 4: Verwendete Plasmide

Vektor Insert

pcDNA3.0 Humanes WT-Neuroserpin

pcDNA3.0 Humanes WT-Neuroserpin mit eGFP-Tag (C-
Terminal)

pcDNA3.0 Humanes G392E-Neuroserpin

pcDNA3.0 Humanes G392E-Neuroserpin mit eGFP-Tag
(C-Terminal)

p3XFLAG-CM V-9 Humanes OS-9 mit Flag-Tag (N-Terminal)

pcDNA3.0 Leervektorkontrolle

p3XFLAG-CM V-9 Leervektorkontrolle
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3.2.2 Proteinanalytik

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmittel fiir die Proteinanalytik

Produkt
Accutase

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

Bis-Acrylamid, Rotiphorese® Gel 30
Cumarsaure 90mM

Endoglycosidase H (EndoH)

Cel releaser

Isopropanol

Kosmetiktuch 100er Box Samtess Clou Prestige
Luminol 250mM

Magermilchpulver Reform Instant ,,Frema®
Magnet Dynal MPC-E

Methanol

Natriumazid

Natriumcitrat

Natriumhydroxid

Nitrozellulosemembran 0,2 uM

NP40 (Nonidet™ P 40 Substitute)

Page Ruler™ | Prestained Protein Ladder 250 pl
Peptid N-glycosidase F (PNGaseF)

Pierce ECL Western-Blotting-Substrate

Sodiumdodecyl sulfate (SDS)

SuperSignal West Femto Chemiluminescent
Substrate

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Trizma base, minimum, 99,9 % titration
Trizma hydrochlorid

Trizma hydrochloride

Trypsin-EDTA (1X)

Tween® 20

Whatman® Paper 3MM (Blotting-Papier)

Firma

Sigma, Miinchen

Roth, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Roche, Mannheim

Biorad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Wepa, Arnsberg-Miischede
Sigma, Miinchen
Granovita GmbH, Liineburg
Dynal AS, Oslo, Norway

J. T. Baker, Griesheim
Fluka Biochemika, Deisenhofen
Sigma, Miinchen

ROTH, Karlsruhe

Biorad

Sigma, Miinchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, Mannheim

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Sigma, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Sigma,
Sigma,

Miinchen
Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma,
PAA, Pasching, Osterreich
ROTH, Karlsruhe

Schleicher & Schuell, Dassel

Minchen
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3.2.2.1 Antikorper

Tabelle 6: Verwendete primére Antikorper fiir Inmundetektion

Antikorper Wirt Firma Verdiinnung

Beta-Aktin Maus Sigma-Aldrich, Hamburg ~ WB: 1:5000

FLAG-Tag Kaninchen Sigma-Aldrich, Hamburg ~ WB: 1:5000, IF:1:500

KDEL Maus Enzo Life Sciences, IF: 1:50
Lérrach

Living Colors Maus Clontech, Mountain View, WB: 1:5000
USA

Neuroserpin Kaninchen Abcam, Cambridge, UK WB: 1:250

0s-9 Kaninchen Abcam, Cambridge, UK WB: 1 pg/ml

PDI Kaninchen Stressgen, Victoria, IF: 1:300
Kanada

Tabelle 7: Verwendete sekundire Antikorper fiir die Immundetektion

Antikorper Wirt Firma

Alexa Fluor® 555 Donkey Anti-Mouse Esel Invitrogen, Darmstadt
Alexa Fluor® 555 Donkey Anti-Rabbit Esel Invitrogen, Darmstadt
Donkey anti-mouse HRP Esel Promega, Mannheim
Donkey anti-rabbit HRP Esel Promega, Mannheim
Donkey anti-goat HRP Esel Promega, Mannheim

3.2.3 Zellkultur

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien und Verbrauchs mittel fiir die Zellkultur

Produkt

Firma

Cryovial®-Einfriertubes, PK/100, steril
Curcuminpulver (TRS Tumeric Powder)
Deckglaser

ROTH, Karlsruhe
India BExpress Food, Hamburg
Assistent, Sondheim

DMEM Medium high-glucose (4,5g/l) with L-glutamine PAA, Pasching, Osterreich

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Dulbecco’s PBS (1x)

Dynalbeads G

Flussigkeitsbassin (Abwurf) fir 8-Kanal-Pipette
Foetal Bovine Serum (FBS), standard quality
(418 (Gentamycin) supliate solution (50mg/ml)
Lipofectamin 2000

Opti-MEM® reduced serum medium (1x)

Sigma, Miinchen

PAA, Pasching, Osterreich
Invitrogen, Darmstadt

Labcor Products, San Diego, USA
PAA, Pasching, Osterreich

PAA, Pasching, Osterrreich
Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt
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Produkt

Firma

Pasteurpipette Glas 230mm Advantage ™, steril
Penicillin/Streptomycin (100x)

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

Proteaseinhibitor Complete Mini
Reaktionsgefaly (Tube) 1,5ml
Reaktionsgefall (Tube) 2ml

Rohrchen PP 50ml konisch, Cellstar®tubes
Rotilabo®-Spritzenfilter, steril

Sealing tapes fur multi-well-Platten

Texan™ Reagent Reservoir steril, 175ml
Trypsin-EDTA (1X)

Zellkratzer, cell scraper
Zellkulturflaschen steril, 25cm?® und 75cm?
Zellkulturplatte, 12 wells, steril
Zellkulturplatte, 24 wells, steril
Zellkulturplatte, 6 wells, steril

Becton Dickinson Labware,

PAA, Pasching, Osterreich
Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Roche, Mannheim

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Greiner bio-one, Essen
ROTH, Karlsruhe
Nunc, Langenselbold

EXCEL Scientific, Victorville,
USA

PAA, Pasching, Osterreich
Sarstedt, Newton, USA
Sarstedt, Nimbrecht
Nunc, Langenselbold
Nunc, Langenselbold
Nunc, Langenselbold

3.2.4 Fluoreszenzfirbung

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmittel fiir die Fluoreszenzfirbung

Produkt Firma

Deckglaser Glaswarenfabrik K. Hecht, Sondheim
Dulbecco’s PBS (1x) PAA, Pasching, Osterreich

Ethanol Hausapotheke, UKE, Hamburg

Fluoromount-G
Formaldehydlésung 3,5 %
Glycin

Objekttréager

Saponin

Southern Biotech, Birmingham, USA
BUFA Chemikalien GmbH, Hude
Sigma, Miinchen

Glaswarenfabrik K. Hecht, Sondheim
Sigma, Miinchen
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden
4.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wird zur Amplifizierung von DNA-Sequenzen genutzt.
Dabei werden zwei Oligonukleotide verwendet, die als Primer bezeichnet werden und
deren Sequenz komplementir zu emnem Abschnitt der Ziel-DNA ist. Unter Verwendung
einer thermostabilen DNA-Polymerase wird der durch die Primer eingegrenzte DNA-
Abschnitt unter Emnbau von Desoxyribonukleotide (dNTPs) vervielfaliigt. Die PCR
wurde zur Amplifizierung von DNA-Abschnitten verwendet, die fir eine spatere
Klonierung in Vektoren ben6tigt wurden.

Tabelle 10: Zusamme nsetzung eines Standard-Ansatzes zur Polymerase-Kettenreaktion

Material Menge
Genspezifischer 5-und 3’- Primer 1l
dNTPs (10 mM) 4x 0.25
10x Reaktionspuffer 25 ul
Destilliertes Wasser 15.375 ul
DreamTaq-Polymerase (5 U/ul) 0.125ul

Tabelle 11: Reaktionsbedingungen fiir die Durchfiihrung der Polymerase-Kettenreaktion

Funktion Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 94 °C 5 Minuten

Denaturierung 94 °C 30 Sekunden
Primerhybridisierung 55 °C 30 Sekunden

Elongation 72 °C 1 Minute

Finale Elongation 72 °C 10 Minuten

Kiihlen 4°C Bis zum Entfernen der Proben

4.1.2 Aufreinigung von Produkten der Polymerase-Kettenreaktion

Zur Aufremigung der Produkte nach PCR wurde das GeneJet PCR Kit der Firma
Fermentas benutzt. Die Verwendung erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers.

Die Aufremigung beruht auf der Bindung der negativ geladenen DNA an
Silikatmembranen. Die Elution der DNA erfolgte nach Waschung durch Aufhahme in

destilliertem Wasser.

4.1.3 Ortsgerichtete Mutagenese

Fiir die Polymerase-Kettenreaktion wurde stets ein Gerdt der Firma Biorad (MyCycler)
genutzt. Fir die Durchfiihrung von ortsgerichteter Mutagenese an Plasmid DNA, wurde
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das QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene
verwendet. Um eine gezielte Mutation zu erreichen, werden zwei komplementére
Oligonukleotidprimer verwendet, die jeweils die gewinschte Mutation enthalten. Nach
Amplifikation durch eine Polymerase wird Matrizen-DNA, welche methyliert vorliegt
durch das Enzym Dpnl verdaut. Die amplifizierte Plasmid-DNA wird danach in
kompetente Bakterien transformiert.

Tabelle 12: Reaktionsbedingungen fiir die Durchfiihrung der ortsgerichteten Mutagenese

Zyklen Temperatur Zeit
1 95 °C 2 Minuten
18 95 °C 20 Sekunden
60 °C 10 Sekunden
68 °C 30 Sekunden/kb Plasmid
1 68 °C 5 Minuten

4.1.4 Restriktionsverdau mit Endonukleasen

Um gezielt DNA-Fragmente fiir die spdtere Klonierung zu erhalten, wurden DNA-
Proben mit ,FastDigest“ Restriktionsenzymen der Firma Fermentas, St. Leon-Rot,
verdaut. Durch diese Enzyme  werden sequenzspezifische  Abschnitte — mit
palindromischer Anordnung mnerhalb der DNA erkannt und geschnitten.

Tabelle 13: Reaktionsbedingungen fiir die Durchfiihrung eines Restriktionsverdaus mit

Endonukleasen

Material Menge
10x FastDigest-Puffer 4 ul
FastDigest-Enzym (1U/ul) 1l
Plasmid-DNA 1 pg
Destilliertes Wasser 34 ul

Der Verdau erfolgte bei 37 °C fiir 30 Minuten

4.15 DNA-Agarosegelelektrophorese

Durch  Elektrophorese in 1 % Agarose-Gelen wurden DNA-Proben (aus
Restriktionsverdau oder PCR-Amplifikation) mittels elektrischer Spannung aufgetrennt.
Im Vergleich mit einem DNA-Marker (Tracklt 1 Kb DNA Ladder, Invitrogen,
Darmstadt) konnen Riickschliisse auf die GroBe des jeweiligen Fragmentes gezogen
werden. Die Signalntensitdit der Bande nach Inkubation des Gels i einer
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Ethidumbromidlosung gibt eine quantitative Aussage iber die Menge an vorhandener

DNA.

4.1.6 DNA-Konzentrationsmessung mittels photometrischer Bestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration in emer Losung [Asst sich mittels UV-
Photometrischer Messung vornehmen. Dafiir wurden die Proben 1:100 mit destilliertem
Wasser verdinnt und die Absorption bei 260 und 280 nm gemessen. Als
Vergleichsprobe zur Eichung diente reines destilliertes Wasser. Fiir Doppelstrang-DNA
wurde fiir eme OD260 von 1 als Referenz eme DNA-Konzentration von 50 pg/ml
angenommen. Die Berechnung der vorliegenden DNA-Konzentration wurde wie folgt
ermittelt:

DNA-Konzentration = OD260 x Verdinnungsfaktor x 50 (pg/ml)

4.1.7 Herstellung von Plasmid-Konstrukten zur Transfektion von Zellen

Der pcDNA3.0-Vektor der Firma Invitrogen, Darmstadt, wurde fiir die Klonierung
verschiedener Neuroserpin-Konstrukte verwendet. Dabei wurde das jeweilige Konstrukt
zwischen EcoR1 und Xhol i die Klonierungstelle eingebracht. Die Sequenz des
verwendeten humanen Neuroserpin-Gens ist bei NCBI (www.ncbinim.nih.gov/) unter
BCO018043.1 gespeichert. Gezieltle Mutation ausgehend von dieser Sequenz, wurden
durch ortsgerichtete Mutagenese eingebracht. Alle pcDNA3.0-Konstrukte wurden im
Labor von Herrn Prof Glatzel von Beata Szalay, Dr. Markus Geissen und Dr. Sascha
Lange hergestellt.

4.1.7.1 OS-9 Flag

Um ein Plasmidkonstrukt fir OS-9 herzustellen, wurde ¢cDNA von humanem OS-9 bei
der Firma Imagenes, Berlin (Bestellnummern: MGC:12783 IMAGE4123782) gekauft
und Bakterienkulturen auf Chloramphenicolplatten angelegt. Einzelne Klone wurden
gepickt und in Chloramphenicolmedium kultiviert, die Plasmid-DNA des Shuttle-
Vektors mittels Mini-Prép isoliert und die Sequenz verifiziert. Um OS-9 ohne die
natiirliche ER-Signalsequenz zu isolieren, wurden die Primer OS9-HindIlI-For und
OS9-Kpnl-Rev, welche jeweils Restriktionsstellen fiir HindIII und Kpnl enthalten, fiir
eine PCR genutzt. Das PCR-Produkt wurde mit emem PCR-Purification-Kit behandelt.
Die amplifizierte DNA wurde mit den Restriktionsenzymen HindIIl und Kpnl verdaut
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und in den p3xFLAG-CMVT™-9 Expressionsvektor kloniert, der ein N-termmales Flag-
Tag, sowie eine vorgelagerte ER-Signalsequenz enthilt.

4.1.8 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien

Der Begriff Transformation beschreibt die Ubertragung von fieier Plasmid-DNA in
aufnahmefihige Bakterien. Als kompetenten Bakterienstamm wurde XL10-Gold
(Stratagene, 200315) verwendet. Nach dem Protokoll des Herstellers wurden zundchst
50 pl Bakterien aufgetaut und je 100 ng DNA zugegeben. Danach wurden die Bakterien
fir 30 Minuten auf Eis gekiihlt und im Anschluss fir 30 Sekunden eiem Hitzeschock
von 42 °C ausgesetzt. Nach Lagerung fiir 2 Minuten auf Eis wurden 450 pl von sterilem
NZY+ Medium zugegeben und die Zellen fir eine Stunde bei 37 °C unter Rotation von
300 rpm inkubiert. Im Anschluss wurden 200 pl der Zellsuspension auf LB Agarplatten
(LB: engl.: lysogeny broth) plattiert und fiir 16 Stunden bei 37 °C mkubiert. Danach

wurde aus einzelnen Kolonien Plasmid-DNA gewonnen und untersucht.

Zusammensetzung des NZY+ Mediums

Bacto-Tryptone 10g
Bacto-Hefeextrakt 5¢g

NaCl 5g
Destilliertes Wasser 11
Ampicillin 100 pg/ml

Im Anschluss wurde das Medium autoklaviert und der pH mittels NaOH auf 7,5
eingestellt. Vor Verwendung wurden 20 ml Glukose 20 %, 12,5 ml 1 M MgCh
und 12,5 ml 1 M MgSO4 zugegeben.

4.1.9 Isolation von Plasmid-DNA

Folgende zwei Verfahren wurden zur Isolierung von Plasmid-DNA eingesetzt.

4.19.1 ,Mini“-Priparation von Plasmid-DNA
Die ,Mmi“-Priparation dient der Gewinnung von kleinen Mengen an Plasmid-DNA,
um den Erfolg einer Klonierung schnell und direkt iiberpriifen zu konnen. Die Ausbeute

an DNA reicht aus, um durch Sequenzierung emne Kontrolle auf Mutationen

37



Methoden

vorzunehmen. Hierfir wurden Kolonien von einer LB Agar-Platte steril gepickt und mit
3 ml LB Medium mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt. Nach einer Inkubation von 16
Stunden bei 37 °C und 300 rpm Rotation wurde die Plasmid-DNA mittels eines
Plasmid-DNA-Aufreinigungs-Kit der Firma Invitek, Berlin, isoliert. Dabei wurde nach

dem Protokoll des Herstellers vorgegangen.

4.19.2 ,Midi“-Priparation von Plasmid-DNA

GroBere Mengen von Plasmid-DNA wurden mittels ,,Midi“-Praparation gewonnen.
Hierfir wurde ein Plasmid-DNA-Aufreinigungs-Kit der Firma Macherey-Nagel
verwendet. Etwa 20 ul Zellen einer 2 ml Starter-Kultur wurden 16 Stunden bei 300 rpm
Rotation und 37 °C mn 100 ml LB Medium mit 100 pg/ml Ampicillin kultiviert. Im
Anschluss wurde die Zellsuspension mit 6000 x G fur 10 Minuten bei 4 °C pelletiert
und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 8 ml Resuspensions-Puffer
aufgenommen und mittels Vortexer gemischt. Danach wurde 8 ml Lysis-Puffer fiir
5 Minuten zugegeben und durch flinfmaliges Invertieren des Reaktionsgefil3es
vermischt. Durch Zugabe von Neutralisationspuffer wurde die Lyse unterbunden und
das Gemisch auf NucleoBond-Séulen aufgetragen. Die Séulen wurden vorher mit
Equilibration-Puffer gespiilt. Nach zwei Waschschritten wurde die Plasmid-DNA durch
Zugabe von 5 ml Elutionspuffer von der Sdule gelost und in 15 ml Reaktionsgefilen
aufgesammelt. Die geloste DNA wurde anschlieBend durch Isopropanol gefillt und
durch Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 4 °C und 15000 x G pelletiert. Das DNA-Pallet
wurde abschlieBend mit 70 % Ethanol gewaschen, erneut fir 5 Minuten zentrifugiert, an
einem Sterilarbeitsplatz flr 10 Minuten lufigetrocknet und i 500 pl destilliertem

Wasser aufgenommen.

4.1.10 DNA-Sequenzierung

Die hergestelten Plasmid-Konstrukte wurden durchsequenziert, um eventuell spontan
aufgetretene Mutationen wiahrend der Polymerase-Kettenreaktion auszuschlieBen und
um die korrekte Sequenz des Konstrukts zu verifizieren. Hierflr wurden Proben der
jeweiligen Konstrukte mit den spezifischen Primern versetzt an die Firma Eurofins,

Ebersberg, versendet.
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4.2 Zellkultur
4.2.1 Zellbiologische Arbeitstechniken

Die Arbeit mit Zellkulturen wurde stets unter Sterilarbeitsplitzen der Firma Heraeus,
Modell Herasafe, verrichtet. Die Arbeitsplitze wurden regelmifig mit UV-Licht
bestrahlt und mit Desinfektionsmittel gereinigt. Alle Materialien zur Arbeit am
Sterilarbeitsplatz wurden vor Benutzung autoklaviert und Verpackungen &uBerlich mit
Desinfektionsmittel ~ gereinigt, bevor sie am Arbeitsplatz  gedflnet wurden. Die
verwendeten Zusatzstoffe fir die Zellmedien wurden steril filtriert. Alle Medien oder
Zusitze, welche direkten Kontakt mit lebenden Zellen bekommen sollten, wurden vor

Benutzung mittels Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

4.2.2 Kontinuierliche Kultivierung von HEK-293-Zellen

Die HEK-293-Zellen (human embryonic kiney cells, HEK) (Man et al. 2012) sind
adhirent wachsend und wurden im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 97 % kultiviert. Als Medium wurde DMEM mit L-Glutamin und
einem Glukosegehalt von 4,5 g/ unter Zusatz von 10 % Rinderserum verwendet. Die
Zellen wurden i T75-Flaschen kultiviert. Morphologie und Dichte des Zellrasens
wurden regelmiBig tberpriift und die Kultur bei einer Konfluenz von etwa 90 % geteilt.
Fir die Teing der Zellkultur wurde der Uberstand mit einer Vakuumpumpe abgesaugt,
der Zellrasen wurde mit PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin-EDTA pro T75-Flasche
inkubiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von etwa 10 ml DMEM abgelost und
anschlieBend im jeweils gewiinschten Verhéltnis auf neue Kulturflaschen oder
Mehrfachplatten verteilt. Im Anschluss wurden die Kulturflaschen oder Mehrfachplatten
mit fiischem DMEM aufgefiillt.

4.2.3 Langzeitlagerung von Zellen

Ein Teil der mit Neuroserpinkonstrukten stabil transfizierten HEK-293-Zellen wurde zur
spateren Verwendung konserviert. Dazu wurden nahezu konfluente Zellen mit 0,2 ml
Trypsn-EDTA  abgelost und die Suspension n 2,8 ml kaltem Einfriermedium
aufgenommen. Davon wurden jeweils 1,5 ml in ein Emfrierrdhrchen {iiberflihrt und
sofort bei -80 °C eingefroren.
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4.2.4 Auftauen von konservierten Zellen

Die bei -80 °C gelagerten Zellen wurden durch Erwdrmen des Einfrierrdhrchens im
Wasserbad bei 37 °C unter stetiger Bewegung aufgetaut. AnschlieBend wurde die
fliissige Zellsuspension i vorgewdarmtes Kulturmedium aufgenommen und mn T75-
Flaschen gefiillt. Das Kulturmedium wurde nach 24 Stunden erneuert und die Zellen bis

zur Verwendung in Experimenten mindestens eine Woche passagiert.

4.2.5 Zellzahlbestimmung

Das Zéhlen der Zellen i Suspension wurde mit einer Neubauer-Zihlkammer
vorgenommen. Zundchst wurde die Zahlkammer vorbereitet und ein Deckglas auf die
Glasstege gelegt. Etwa 10 pl der jeweiligen Zellsuspension wurden an den Rand des
Deckglases pipettiert und durch Kapillarkrifte in der Kammer verteilt. Nach kurzer
Wartezeit erfolgte die Bestimmung der Zellzahl nnerhalb der 4 GroBquadranten der
Zahlkkammer mittels Lichtmikroskop und Zéhlhilfe. Die n der Suspension vorliegende
Zellzahl wurde mit folgender Formel berechnet:

Anzahl Zellen
Fliche(mm®) x Kammertiefe(mm) x Verdiinnung

= Zellen pro ml

4.2.6 Transfektion von HEK-293-Zellen

Die Transfektion der HEK-293-Zellen erfolgte mit Lipofectamin 2000 der Firma
Invitrogen und wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorgenommen. Fiir eine
Transfektion von HEK-293-Zellen in emer 6-Well-Zelkulturplatte wurden am Vortag
5 x 10° Zellen plattiert. Fir die Transfektion von einem Well dieser Platte wurden 4 pg
Plasmid DNA und 10 pl Lipofectamin 2000 in je 250 pl Opti-MEM geldst und nach
5 Minuten zusammenpipettiert. Nach einer Wartezeit von 20 Minuten wurden die
gebildeten DNA-Lipofectamin-Komplexe auf die Zellen gegeben. Nach einer
Inkubation von 4 Stunden bei 37 °C wurde das Kulturmedium gewechselt.
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4.2.7 Priaparation von Zelllysaten und Zellkulturiiberstinden zur Aufbereitung
von Proteinen

Fir die Untersuchung von Zelliberstinden wurden im Anschluss an den jeweiligen
Versuch oder Transfektion der Zelen mit emnem Konstrukt Zellmedium entnommen.
Der Uberstand wurde dann bei etwa 1000 rpm und 4 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert, um
eventuell vorhandene Zellen oder Debris zu entfernen. Fir die Herstellung von
Zelllysaten wurde zunédchst emne definierte Menge Zellen auf Mehrfachplatten plattiert.
Nach Durchfilhrung des Versuchs oder Transfektion der Zellen mit einem Konstrukt
wurden die Zellen zundchst drei mal mit PBS gewaschen. Alle weiteren Arbeitsschritte
erfolgten auf Eis oder bei 4 °C. Firr die Herstelung von Zelllysat von Zellen auf einer
6-Well-Zellkulturplatte, wurde pro Well 50 pl Lysepuffer zugegeben und die Zellen mit
einem Zellkratzer von der Unterlage gelost. Das primire Zelllysat wurde i emn 1,5 ml
Reaktionsgefal gefiilt und 20 Minuten auf Eis gelassen. Im Anschluss wurde das
Reaktionsgefil 5 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert, um vorhandene
Zelldebris zu entfernen. Der klare Uberstand wurde danach mit der entsprechenden

Menge Laemmli-Puffer versetzt und 5 Minuten bei 95 °C zur Denaturierung erhitzt.

4.2.8 Zusammensetzung des Lysepuffers zur Herstellung von Zelllysaten

150 uM NaCl

20 M Tris pH=7,5

1 % Triton X100

1 Tablette Proteaseinhibitor Complete Mini der Firma Roche wurde zu jeweils 10 ml
Losung frisch zugegeben.

429 Zusammensetzung des 6x Laemmli-Puffers:

Tris HCL 300 mM, pH=6,8
Glycerol 60 %

SDS 12 %

DTT 600 mM

Bromphenolblau 0,5 %
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4.3 Proteinbiochemische Untersuchungen

4.3.1 Proteinauftrennung durch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Laemmli (SDS-PAGE)

Die Proteinanalyse der Zelllysate und Uberstinde wurde mittels  Gelelektrophorese
unter denaturierenden Bedingungen nach Laemmli durchgefiihrt (Lee et al. 2012). Diese
Methode dient der Auftrennung von Protemen nach ihrer Molekiilmasse. Zur
Durchfiihrung wurden 10 % Polyacrylamidgele von 1,5 mm Dicke hergestellt.

In die 10 Taschen mit je emnem Fassungsvermdgen von etwa 40 pl wurden die zuvor
vorbereiteten Protemnproben aus Zelllysat oder Zelliberstand pipettiert, wobei die erste
Tasche mit 5 W Marker PageRuler™ Prestained Protem Ladder fir den
Molekulargewichtsbereich von 10 kDa bis 170 kDa gefillt wurde. Die
Gelelektrophorese erfolgte i Laufpuffer und mit emer Spannung von etwa
80 V bis 110 V. Die Elektrophorese der Proteine wurde angehalten, wenn die Lauffront
den Rand des Gels erreicht hatte.

Zusammensetzung des 10x Laufpuffers

250 mM Tris Base
1,92 M Glycin

0,1 % SDS

pH= 8,3 - 8,8

4.3.2 Herstellung und Zusammensetzung von Polyacrylamid-Gelen zur SDS-
PAGE

Zur Herstellung der Polyacrylamid-Gele wurden Rahmen, Haltevorrichtung und

Kéimme der Firma Biorad benutzt.

Zusammensetzung der 10 % Acrylamid-Trenngele:

Acrylamid/Bisacrylamid 2,5 ml
Steriles Wasser 3ml
1,5M Tris HCL (pH= 8,8) 1,9 ml
10 % SDS 75 W
10 % APS 75 W
TEMED 3u
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Nach dem GieBBen des Trenngels wurde die Oberfliche mit Isopropanol bedeckt, um ein
Austrocknen des Gels zu verhindern. Nach erfolgter Polymerisation wurde das {ibrige

Isopropanol entfernt und das Sammelgel direkt auf das Trenngel gegossen.

Zusammensetzung der 5 % Acrylamid-Sammelgele:

Acrylamid/Bisacrylamid 650 ul
Steriles Wasser 2,75 ml
0,5 M Tris HCL (pH= 6,8) 500 ul
10 % SDS 40
10 % APS 40
TEMED 4 u

Nach erfolgter Polymerisation wurden die Rahmen mit den Gelen in den Halteapparat
eingesetzt und mit Laufpuffer aufgefiillt.

4.3.3 Western-Blot

Nach Durchfihrung der SDS-Gelelektrophorese wurden die Proteine mittels einer
Blotkammer auf eine Nitrocellulose-Membran mit 0,2 um Porengrofle transferiert. Die
Stromstirke betrug 400 mA fiir eme Dauer von 70 Minuten. Das Protein-Gel und die
Membran wurden zwischen mehrere Lagen Whatman-Papier und zwei mit
Transferpuffer getrinkten Schwimme gelegt und in die Haltevorrichtung eingespannt.
Um die Transfereffizienz zu prifen, wurde eine Farbung mit Ponceau-Losung
durchgefiihrt und im Anschluss mit destilliertem Wasser gespiilt. Die Detektion der
Proteine erfolgte durch spezifische Antikérper

Zusammensetzung des 10x Transferpuffers:

250 mM Tris Base

1,92 M Glycin

Mit destilliertem Wasser auf 1 L aufgefiillt.

Fir die Detektion von Proteinen >30 kDa wurde ein Methanolgehalt von 10 %
verwendet. Firr die Detektion von Protemen <= 30 kDa wurde ein Methanolgehalt von
20 % verwendet. Der pH wurde mittels HCL auf pH=8,3 — 8,8 eingestellt
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4.3.4 Immundetektion

Um unspezifische Bindungsstellen fiir eine mdgliche Interaktion mit den zur Detektion
eingesetzten AntikOrpern abzudecken, wurde die Membran nach Durchfiihrung des
Blottens fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5 % PBST-Milch blockiert. Im
Anschluss erfolgte die Zugabe des jeweils zur Detektion gewiinschten spezifischen
Antikdrpers, gelost in 5 % PBST-Milch, bei 4 °C iiber Nacht. Am Folgetag wurde die
Membran dreimal fir 15 Minuten mit PBST gewaschen und eine Stunde mit einem
HRP-gekoppelten Antikorper, gelost in 5 % PBST-Milch, inkubiert. Danach wurde die
Membran erneut dreimal fir 15 Minuten mit PBST gewaschen und im Anschluss mit
einem Chemilumineszenz-Reagenz detektiert. Die Membran wurde mit emer ECL-
Kamera (Chemidoc, Biorad) detektiert und mit einer Software (Quantity One, Biorad)
dargestellt und ggf. quantifiziert.

Zusammensetzung der 10x Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS):

NaCl 1,37 M
KCl 26,8 mM
Na,HPO4*2H,0 64,6 mM
KH,PO4 14,7 mM
pH 7.2

Zusammensetzung der 10x PBST-Losung

10x PBS 10 %
Tween 20 1%
Destilliertes Wasser 89 %

Zusammensetzung der 5 % PBST-Milch-Losung
Bio-Milchpulver 5%
Das Bio-Milchpulver wurde in 1X PBST-Losung aufgelost.

4.3.5 Verdau von Zelllysat mit EndoH und PNGaseF

Zum Verdau mit EndoH wurde Zelllysat von HEK-293-Zellen benutzt und mit
Lysepuffer auf ein Volumen von 80 pl aufgefiilt. Danach erfolgte die Zugabe von 8 ul
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Denaturierungspuffer und Erhitzen auf 95 °C fir 10 Minuten. AnschlieBend wurde
EndoH-Puffer und 5 pl EndoH (40 U/mg, Roche, Miinchen) zugegeben und die Probe
bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Fir den Verdau mit PNGaseF wurde das Zelllysat auf
ein Volumen von 80 pl mit Lysepuffer aufgefiillt. Danach wurde 2 p 10 % SDS
zugegeben und die Probe fir 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Fiir den anschlieBenden
Verdau wurde 10 ul 10 % NP40 sowie 5 pl PNGaseF (1 U/ul, Roche, Miinchen) zu den
Proben zugegeben und bei 37 °C iber Nacht inkubiert. Die Analyse der Proben erfolgte
mittels Western-Blot.

Zusammensetzung des Denaturierungspuffers fir Verdau mit EndoH und
PNGaseF

0,5 % SDS, 1 % 2-Mercaptoethanol in PBS

Zusammensetzung des EndoH-Puffers

0,5 mM Natriumcitrat in PBS

4.3.6 Co-Immunprizpitation (Co-IP)

Zunichst wurde das Zelllysat mit Lysepuffer auf ein Volumen von 500 pl aufgefiill.
Um unspezifische Bindungsstellen zu decken, wurde pro Probe 50 pl emer Protem G
Beads Suspension (Dynalbeads G, Invitrogen) mit Lysepuffer dreimalig gewaschen und
anschlieBend zu den Proben pipettiert und fir eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Nach
diesem Reinigungsschritt wurden die Beads mit einem Magneten heruntergezogen und
der Uberstand fir die Co-IP genutzt. Danach wurde die Probe fiir 16 Stunden bei 4 °C
auf einem Drehrad mit dem Primirantikérper inkubiert. Im Anschluss wurden je Probe
50 W Beads zugegeben und fiir eine Stunde bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Vor
Verwendung wurden die Beads stets dreimal mit Lysepuffer gewaschen. AbschlieBend
wurden die Beads mit dem Magneten heruntergezogen und vorsichtig viermalig mit
Lysepuffer gewaschen und mit 2x-Laemmli-Laufpuffer bei 95 °C fir 5 Minuten erhitzt.
Danach wurden die Beads mit Hilfe des Magneten heruntergezogen und die Probe durch

SDS-PAGE aufgetrennt.

4.3.7 Fluoreszenzfairbung (IHC)

Um die rdumliche Verteilung und Interaktionen von bestimmen Proteinen innerhalb der

Zelle darzustellen, wurden Fluoreszenzfirbungen vorgenommen. Daflir  wurden
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zundchst HEK-293-Zellen in 24-Well-Zellkkulturplatten mit Deckgldsern ausplattiert.
24 Stunden nach Transfektion der Zellen wurden diese dreimal mit PBS gewaschen und
mit 3,5 % Formaldehydlosung fir 20 Minuten fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS
wurden die Zellen fir eine Stunde mit IHC-Blockpuffer geblockt und im Anschluss mit
dem Primirantikorper, gelost in IHC-Inkubationspuffer, in emer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS wurden die
Zellen mit den jeweiligen fluoreszenzmarkierten Zweitantikdrper, gelost n IHC-
Inkubationspuffer, fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend, nach
erneutem Waschen mit PBS, wurden die Deckgliser mit den Zellen mittels spezellem
Deckmedium  (Fluoromount-G, Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) auf
Objekttragern  fixiert und iiber Nacht getrocknet. Die  Aufhahmen der
immunhistochemischen Farbungen erfolgte an emem Konfokalmkroskop (Leica TCS
SP2, Wetzlar). Die Aufnahmen wurden fiir jeden Anregungslaser getrennt angefertigt,
mit Limitierung des Detektors auf das jeweils der Anregung entsprechende

Emmissionsmuster.

Zusammensetzung des IHC-Blockpuffers

1xPBS 89,9 %
FBS 10 %
Glycin 0,1 %

Zusammensetzung des IHC-Inkubations puffers

1xPBS 98,8 %
FBS 1%
Glycin 0,1 %
Sarponin 0,1 %
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5 Ergebnisse

5.1 Intrazellulire Akkumulation von mutiertem Neuroserpin

Um die intrazellulire Aggregation von mutiertem Neuroserpin und deren Folgen zu
untersuchen, wurde ein Zelmodell fir FENIB erstellt. Zundchst wurden HEK-293-
Zellen mit Neuroserpin-Wildtyp (NSYT) oder Neuroserpin-G392E-Mutant (NS%°%F)
transfiziert. Transfektion mit emnem Leervektor als Kontrolle zeigt kemn Signal fiir
Neuroserpin (Abb. 11, Mock). NSWT wird in das Zelkulturmedium sezerniert und Euft
dann nach der Aufrennung durch SDS-Gelelektrophorese in emer Fraktion mit
hoherem Molekulargewicht (Abb. 11, NSWT, M). Die FENIB-Mutante wird nicht in das
Medium sezerniert (Abb. 11, NS®?E M) und zeigt intrazellulir eine Aufirennung in
gleicher Hohe wie intrazellulires NS™T (Vgl Abb. 11, NSV, C und NS%%E ).

Mock NSWE NSk
C C M C M kDa
N ) - - — 48
euroserpin — e aad —
AKLN  — — — — 42

Abbildung 11: Mutiertes Neuroserpin wird nicht sezerniert

Zelllysat (C) von HEK-293-Zellen und Uberstand (M) wurden 24 Stunden nach Transfektion
mit Neuroserpin-Wildtyp (NS“") bzw. G392E-Mutante (NS®***") auf ihren Gehalt an
Neuroserpin mittels einer Western-Blot-Analyse untersucht. NS™" wird in das Kulturmedium
(M) sezerniert. NS®*°** wird nicht in das Medium (M) sezerniert. Als Ladekontrolle diente der

Nachweis von intrazellulirem Aktin (Aktin).

5.2 Intrazellulire Akkumulation von mutiertem eGFP-markiertem
Neuroserpin
Um die Eigenschaften von Neuroserpm mit emnem Fluoreszenzmikroskop untersuchen

zu konnen und um ein Antigen mit guten Bindungseigenschaften an Neuroserpin zu

koppeln, wurden die eGFP-markierten Konstrukte fir Neuroserpin-Wildtyp (NSWT-¢CFP)
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und  G392E-Mutante-Neuroserpin - (NSF?2ECGFPy - hergestellt. Die  eGFP-Markierung
wurde dabei C-Terminal eingefligt um die Sekretion des Proteins nicht zu beinflussen.
Nach Auftrennung durch SDS-Gelelektrophorese zeigt sich fir NSV TP sowohl ein
intrazellulires Signal (Abb. 12, NGWT-eGFP C) als auch eine Sekretion in das Medium
(Abb. 12, NSWTCP M), Im Fall von NSSP?E<SP findet keine Sekretion in das
Medium statt (Abb. 10, NS%2E<CFP N Die Kontrolle mit Transfektion eines
Leervektors zeigt kein Signal flir Neuroserpin (Abb. 12, Mock).

Mock NSWT-eGFP N SG392E-¢GFP
C M _C M C_ M kDa

eGFP (NS) . P — 75

AKtin  -— — e — 42

Abbildung 12: Mutiertes Neuroserpin mit e GFP-Tag wird nicht in das Zellmedium
sezerniert

Zelllysat (C) von HEK-293-Zellen und Uberstand (M) wurden 24 Stunden nach Transfektion
mit eGFP-markiertem Neuroserpin-Wildtyp (NSY ") bzw. G392E-Mutante (NS%*** ") auf
ihren Gehalt an eGFP-markiertem Neuroserpin (eGFP(NS)) untersucht. Die Immundetektion

erfolgte mit einem monoklonalen Antikérper gegen eGFP. Im Gegensatz zu NS®****°"" wird

NSV in das Kulturmedium (M) sezerniert. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von

intrazellulirem Aktin (Aktin).

5.3 Lokalisation intrazellulirer Akkumulationen

Um die Lokalisation von Neuroserpin innerhalb der Zelle zu untersuchen, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt. HEK-293-Zellen mit einer stabilen Expression
von NSWTGP gder NSP92E<CP yrden fixiert und Protein-Disulfid-Isomerase (PDI)
als ER-Marker mit emem polyklonalen Antkorper angefirbt und mit enem
Konfokalmikroskop analysiert. NSYT°%P zeiot eine regelmiBige Verteilung innerhalb
der Zelle, wihrend NSS2ECFP Agoreoate bildet (Abb. 13, links). Die Férbung mit
einem AntikGrper gegen PDI zeigt die Verteiuing des ER (Abb. 13, PDI). Die
Uberlagerung beider Bilder (Abb. 13, Merge) zeigt eine Kolokalisation von Neuroserpin
mit dem ER-Marker PDI. Das Streudiagramm (Abb. 13, Scatterplott) zeigt die
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Verteiing der Bildpunkte des grinen und roten Kanals. Bei emer idealen

Ubereinstimmung wiirde sich eine Gerade der Steigung 1 ergeben.

GFP PDI Merge Scatterplot

N S\\"T-c(iFP

N S(iS‘)ZE-c(iFP

Abbildung 13: Neuroserpin zeigt Kolokalisation mit dem ER-Marker PDI

WT-eGFP G392E-eGFP
T oder NS ¢

Zellen, die eine stabile Expression von NS zeigen (griin), wurden fixiert

und mit einem Antikorper gegen den ER-Marker PDI gefirbt (rot). Die Uberlagerung beider
Bilder (Merge) zeigt die Kolokalisation beider Proteine. NS%***"**" zeigt eine Aggregation
innerhalb des ERs. Das Streudiagramm (Scatterplot) zeigt die Verteilung der Bildpunkte des
grinen (Ordinate) und roten Kanals (Abszisse). (MaBstabsbalken entspricht 10 um)

5.4 Intrazellulires mutiertes Neuroserpin besitzt Glykosylierung vom
mannosereichen Typ
Da der Abbauweg von fehlgefalteten Protemen via ERAD abhidngig vom Status der
Glykosylierung eines Substrates ist, wurde untersucht, ob intrazellulires Neuroserpin
Zuckerreste tragt. Daflir wurde Zelllysat von HEK-293-Zellen, welche 24 Stunden
vorher transient mit NSV7T oder NS®°?F transfiziert wurden, mit EndoH oder PNGaseF
verdaut und mittels Western-Blot analysiert (Abb. 14). Als Kontrollen wurden Zelllysate
mit NSVT oder NS®?*® wie fir den Verdau mit EndoH behandelt, jedoch ohne Enzym
mkubiert (Abb. 14, Spur 1 und 4). Die resultierenden Banden dieser unverdauten
Kontrollen finden sich nach Aufirennung durch SDS-Page auf gleicher Hohe bei
48 kDa. Nach Behandlung mit EndoH, welches mannosereiche Zuckerstrukturen
verdaut, resultiert fir NSW' und NS®?*® eine Bande geringerer Molekiilmasse bei 44
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kDa (Abb. 14, Spur 2 und 5). Eme Bande gleicher Lauthohe (44 kDa) findet sich auch
nach Verdau mit PNGaseF, welches alle Zuckerreste verdaut (Abb. 14, Spur 3 und 6).

N SW'l' N SG392E
EndoH = = - - + -
PNGase F = - -+ - - - kDa

Neuroserpin s — - et — ji

AKIIN " S S S s s — 42

Abbildung 14: Mutiertes Neuroserpin besitzt Glykosylierung vom mannosereichen Typ
Zelllysat von HEK-293-Zellen wurde 24 Stunden nach transienter Transfektion mit
Neuroserpin-Wildtyp (NSV™) bzw. G392E-Mutante (NS®°*") entweder mit EndoH oder mit
PNGaseF verdaut. Als Vergleich erfolgte Behandlung ohne Enzym (Spur 1 und 4).

AnschlieBend wurden alle Proben auf ihren Gehalt an Neuroserpin mittels Western-Blot-

Analyse untersucht. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von intrazellulirem Aktin (Aktin).

5.5 Expression von ER-Lektin OS-9 in HEK-293-Zellen

Um die Expression des Plasmidkonstruktes fiir Flag-markiertes, humanes OS-9 zu
untersuchen, wurden HEK-293-Zellen mit verschiedenen Mischungsverhdltnissen von
Menge an Plasmid-DNA zu Volumen Lipofectamin 2000 transfiziert und m emer
Western-Blot-Analyse untersucht (Abb. 15, Spur 2-7). Als negative Kontrolle wurde
eine Transfektion mit Leervektor durchgefiihrt (Abb. 15, Mock). Als Ladekontrolle
diente der Nachweis von intrazellulirem Aktin (Abb. 15, Aktin). Es zeigt sich ein mit
der eingesetzten Plasmid-DNA-Menge ansteigendes Signal in der Immundetektion mit
einem anti-Flag-Antikorper. Die detektierten Banden lagen nach SDS-PAGE in einer

Fraktion von 79 kDa Molekiilmasse.
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Abbildung 15: Expression von OS-9 in HEK-293-Zellen nach transienter Transfektion
HEK-293-Zellen wurden mit verschiedenen Mengen an Lipofectamin (ul Lipofectamin) und
Plasmid-DNA (pg DNA) fiir Flag-markiertes OS-9 transfiziert. 24 oder 48 Stunden nach
Transfektion wurde das Zelllysat auf den Gehalt an OS-9 mittels Western-Blot-Analyse
untersucht. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von intrazellulirem Aktin (Aktin). Als
negative Kontrolle diente die Transfektion mit Leervektor: p3xFLAG-CMV-9 (Mock).

5.6 Intrazellulire Lokalisation von OS-9 in HEK-293-Zellen

Um die intrazellulire Lokalisation von OS-9 zu  untersuchen, wurden
Immunfluoreszenzfirbungen angefertigt. HEK-293-Zellen wurden transient mit Flag-
markiertem OS-9 transfiziert, nach 24 Stunden fixiert und mit emem polyklonalen
Antikorper gegen das Flag-Tag sowie einem Antikorper gegen das ER-Marker-Protein
PDI gefirbt und mit einem Konfokalmikroskop analysiert (Abb. 16). Die Lokalisation
von OS-9 zeigte in der Uberlagerung mit PDI eine Kolokalisation mit randbetonter
Verteilung innerhalb des ERs (Abb. 16, Merge).
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PDI Flag (OS-9) Merge Scatterplot

OS_9Hug

Abbildung 16: OS-9 zeigt Kolokalisation mit dem ER-Marker PDI

HEK-293-Zellen wurden transient mit Flag-markiertem OS-9 transfiziert, fixiert und mit
Antikorpern gegen Flag-Tag (rot) und PDI (griin) gefdrbt. Die Uberlagerung beider Bilder
(Merge) zeigt die Kolokalisation beider Proteine (gelb). Das Streudiagramm (Scatterplot) zeigt
die Verteilung der Bildpunkte des griinen (Ordinate) und roten Kanals (Abszisse).
(MafBstabsbalken entspricht 10 pm)

5.7 Co-Transfektion von OS-9 und Neuroserpinin HEK-293-Zellen

Um die gleichzeitige Expression der Plasmidkonstrukte fiir Flag-markiertes, humanes
0S-9 (0S-9%8) yund NSVTGP pzw, NSEI2E-CGP 2 untersuchen, wurden HEK-293-
Zellen mit je 4 pg Plasmid-DNA und zwei verschiedenen Volumen an Lipofectamin
2000 transfiziert und in einer Western-Blot-Analyse untersucht. Als negative Kontrollen
wurden Transfektionen mit den beiden jeweiligen Leervektoren durchgefiihit. Als
Ladekontrolle diente der Nachweis von mtrazellulirem Aktn. In der Immundetektion
mit einem anti-Flag- Antikdrper zeigte sich nach Transfektion mit Flag-markiertem OS-
9 ein Signal n der Hohe emer entsprechenden Molekiilmasse von 79 kDa nach SDS-
PAGE. Ein Signal in der Immundetektion mit einem Antikorper gegen das eGFP-
markierte Neuroserpin zeigte sich nur nach zusdtzlicher Co-Transfektion mit den

entsprechenden Neuroserpin-Konstrukten (Abb. 17).
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Abbildung 17: Co-Transfektion von OS-9 und Neuroserpin in HEK-293-Zellen
HEK-293-Zellen wurden transient mit je 4 pg Plasmid-DNA fiir NSV bzw, NS9?2F<0rF
und/oder Flag-markiertem OS-9 transfiziert. Die Transfektionen wurden mit 10 pl oder 20 pl
Lipofectamin 2000 durchgefiihrt. 24 Stunden nach Transfektion wurde das Zelllysat durch eine
Western-Blot-Analyse mittels Antikérpern gegen Flag-Tag auf den Gehalt an OS-9 (Flag (OS-
9)) und mittels eGFP-Antikérpern auf den Gehalt an Neuroserpin (¢eGFP (NS)) untersucht. Als
Ladekontrolle diente der Nachweis von intrazellulirem Aktin (Aktin). Als negative Kontrolle
diente die Transfektion mit den jeweiligen Leervektoren (p3xFLAG, pcDNA3.0).

5.8 Kolokalisation von ER-Lektin OS-9 mit Wildtyp-Neuroserpin oder
Mutante

Um mehr iiber die rdumliche Beziehung von Neuroserpin und OS-9 zu erfahren, wurde
eine Kolokalisationsanalyse mittels Immunfluoreszenzfirbungen durchgefihrt. HEK-

SWT-eGFP Oder NsG392E-CGFP

293-Zellen mit ener stabile Expression von N wurden mit

Plasmid-DNA fiir Flag-markiertes OS-9 transfiziert, anschlieBend fixiert und mit einem
Antikorper gegen Flag-Tag gefirbt (Abb. 18). Weiter wurden Fiarbungen von Zellen mit
stabiler Expression von NS%2E<SP qurchgefiirt, bei denen zusitzich zu OS-9 auch
die ER-spezfische Proteinsequenz Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL) mit emnem Antikdrper
detektiert wurde (Abb. 19). NSV zeiot cine regelmiBige Verteiling innerhalb der
Zelle, wihrend NS®92E¢CFP Agoregate bildet (Abb. 18). Nach Firbung von KDEL
zeigte sich eine Kolokalisation von Neuroserpin mit diesem ER-Marker (Abb. 19, griin
und blau). Die Verteiung von OS-9 ist rot dargestellt (Abb. 18 und 19, rot). Die
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Uberlagerung der Einzebilder zeigt eine Kolokalisation von OS-9 mit NS®?2EGFP

wihrend keine relevante Uberlagerung beider Bildsignale im Falle von NSWT¢GFP

nachweisbar ist (Abb. 18 und 19, Merge).

eGFP (NS) Flag (OS-9) Merge Scatterplot

N SWT-CGFPOS_gFlag

NS(]S‘)ZE-C(]FPOS_gFIug

Abbildung 18: Mutiertes Neuroserpin zeigt Kolokalisation mit OS-9

Zellen, die eine stabile Expression von NSV " oder NS®*****" zeigen (griin), wurden mit
Flag-markiertem OS-9 transfiziert, fixiert und mit Antikérpern gegen das Flag-Tag (rot) geférbt.
Die Uberlagerung beider Bilder (Merge) zeigt die Kolokalisation beider Proteine. NS 2 <¢*
zeigt eine Kolokalisation mit OS-9 (gelb). Das Streudiagramm (Scatterplot) zeigt die Verteilung
der Bildpunkte des griinen (Ordinate) und roten Kanals (Abszisse).

(MaBstabsbalken entspricht 10 pm)
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eGFP (NS) Flag (0S-9) KDEL

Abbildung 19: Kolokalisationsanalyse von mutiertem Neuroserpin, OS-9 und ER-Marker-
Protein KDL
Zellen, die eine stabile Expression N

9 transfiziert, fixiert und mit Antikérpern gegen KDEL (blau) und das Flag-Tag (rot) geférbt.

N S(i}‘)ZE-eGFPOS_gFlag

Scatterplot

G392E-¢GFP
S

zeigen (griin), wurden mit Flag-markiertem OS-

Die Uberlagerung beider Bilder (Merge) zeigt die Kolokalisation der Proteine. Die jeweiligen
Streudiagramme (Scatterplots) zeigen die rdumliche Verteilung der Bildpunkte der dargesteliten
Farbkanile. (Maf3stabsbalken entspricht 10 pm)

5.9 Mutiertes Neuroserpin bindet an OS-9

Um die Interaktion von OS-9 und Neuroserpin weiter zu untersuchen und um eine
Bindung beider Proteine zu bestitigen, wurde eine Co-Immunprézipitation (Co-IP)
durchgefiihrt. Dafir wurden HEK-293-Zellen, die eine stabile Expression von NS™'-
OGP oder NSP92ECFP  aufiviesen, zusitzlich transient mit Flag-markiertem OS-9
transfiziert und nach 24 Stunden Zelllysate hergestellt. Aus diesen wurde OS-9 mit
Antikdrpern gegen das Flag-Tag gewonnen und anschlieBend auf das Vorhandensein
von Neuroserpin mittels Western-Blot- Analyse gegen eGFP untersucht. Im Fall der Co-
Expression mit NSW' %" zeigte sich nach der Isolierung von OS-9 eine geringe
Interaktion (Abb. 20, oben, Spur 2). Nach Co-Expression mit NS®?2E 0P seiote sich
eine starke Interaktion mit OS-9 (Abb. 20, oben, Spur 3). Um zu kontrollieren, ob eine
erfolgreiche Prazpitation von OS-9 erfolgt ist, wurde die Membran mit einem

Antikdrper gegen Flag-Tag analysiert. Es zeigte sich dabei in beiden Fillen ein starkes
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Signal fiir Flag-markiertes OS-9 (Abb. 20, unten, Spur 2 und 3). Als negative Kontrolle
wurde nach Transfektion von HEK-293-Zellen mit Leervektor (p3xFLAG-CMV-9) eine
Prazipitation nach gleichem Protokoll durchgefiihrt (Abb. 20, Mock).

IP: Flag (OS-9) . o
g &
AQQO% 0680
e e\/\'& &
O
@0 %% é% kDa

SR (NE) - — 75

Flag (0S-9) Gy s—— 79

Abbildung 20: Co-Immunprizipitation von OS-9 und Neuroserpin

Zelllysat von HEK-293-Zellen mit stabiler Expression von NS" """ oder NS®*****“** wurden
mit Flag-markiertem OS-9 transfiziert. Im Anschluss erfolgte die Immunprizipitation, indem
0S-9 mit einem Antikdrper gegen das Flag-Tag eluiert wurde. Das Eluat wurde auf den Gehalt
an OS-9 (Flag (OS-9)) und Neuroserpin (eGFP (NS)) mittels Western-Blot-Analyse untersucht.
Im Fall der Co-Expression mit NS" """ zeigte sich nach der Isolierung von OS-9 eine geringe
Interaktion (Abb. 20, oben, Spur 2). Nach Co-Expression mit NS®*****%"" zeigt sich eine starke
Interaktion mit OS-9 (Abb. 20, oben, Spur 3).

5.10 Uberexpression von OS-9 senkt Akkumulation von intrazellulirem
mutiertem Neuroserpin
Um zu untersuchen, ob eine Uberexpression von OS-9 einen FEinfluss auf die
Akkumulation von intrazellulirem mutiertem Neuroserpin hat, wurden HEK-293-Zellen
mit NS®92ECP  ynd  Flag-markiertem OS-9 oder Leervektor —co-transfiziert.
AbschlieBend wurden die Zelllysate in emner Western-Blot-Analyse mit Antikorpern
gegen das eGFP- bzw. Flag-Tag auf ihren Gehalt an mutiertem Neuroserpin (mNS) und
OS-9 untersucht (Abb. 21, NS und OS-9). Als Ladekontrolle diente der Nachweis von
mtrazellulirem Aktn (Aktin). Im Fall der Co-Transfektion von mutiertem Neuroserpin
mit OS-9 zeigte sich emne signifikante Abnahme der Immunreaktivitdit von Neuroserpin
in Relation zur Signalintensitit von Aktin (Aktm) (Abb. 21, B,*).
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Die Fiarbung von mutiertem Neuroserpin veranschaulicht gefundene Unterschiede der

Signalintensitdten (Abb. 21, C).

A B C
0S-9¥e

NS(H‘)ZP-C(}I‘]’ + + kDa

eGFP (NS) Flag (0S-9)

P’ .
b 4
+ +  NSomEar .

(8]

eGFP (NS) ™ s — 75

Flag (OS-9) f— — 9

Immunreaktivitit fiir Neuroserpin (a.u.)

Aktin —— — 42 N - + (OS-9Flag

Abbildung 21: Uberexpression von OS-9 senkt Menge von intrazellulire m mutiertem
Neuroserpin

(A) HEK-293-Zellen wurden co-transfiziert mit NS®*****“** und Flag-markiertem OS-9 oder
Leervektor. Die Zelllysate wurden mittels Western-Blot-Analyse mit Antikdrpern gegen die
jeweiligen Tags auf ihren Gehalt an mutierten Neuroserpin (eGFP (NS)) und OS-9 (Flag (OS-
9)) untersucht. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von intrazellulirem Aktin (Aktin).

(B) Das Diagramm zeigt die Quantifizierung von 3 unabhdngigen Experimenten (*: n=3, t-Test,
p=<0,05). (C) Die Fiarbung von mutiertem Neuroserpin veranschaulicht gefundene Unterschiede
der Signalintensitdten. (MaBstabsbalken entspricht 10 pm)

5.11 Mutiertes Neuroserpin mit nichtfunktionalen N-Glykosylierungsstellen
zeigt eine stirkere Tendenz zur intrazelluliren Aggregation.
HEK-293-Zellen mit einer stabilen Expression von NS%°**  wurden mittels
ortsgerichteter Mutagenese an zwei N-Glykosylierungsstellen verdndert, so dass keine
N-glykosidische Verbindung mehr erfolgen konnte. Die Tendenz zur itrazelluliren

Akkumulation dieser neuen Mutante (N SG392E'N157/32])

wurde verglichen mit
unverdndertem NS®?*F (Abb. 22). 24 Stunden nach der Transfektion mit den jeweiligen
Neuroserpin-Konstrukten wurden die Zellen geerntet und anschlieBend mittels emer
Western-Blot-Analyse mit Antikdrpern gegen Neuroserpin auf ihren Gehalt an
mutiertem Neuroserpin ~ untersucht (Abb. 22, NS%%E oder NSFP2ENISTE2ZL - A g
Ladekontrolle diente der Nachweis von intrazellulirem Aktin (Aktin). Das Diagramm

zeigt die Intensititswerte flir Neuroserpin in Relation zu Aktin fir die FENIB-Mutante

o7



Ergebnisse

(Abb. 22, NS%%E) und fir die Variante mit geinderten N-Glykosylierungsstellen (Abb.

22’ NSG392E_N157/321).

)
D
, — 44
neuroserpin —
actin  E—— 1D

Immunoreaktivitit fiir Neuroserpin (a.u.)

14+
12

-

NSG392E-N157»"321

NSGS‘)ZE

Abbildung 22: Gesteigerte Tendenz der intrazelluléiren Aggregation von Neuroserpin mit

G392E-Mutation und nichtfunktionalen N-Glykosylierungsstellen

Die 293-Zelllysate wurden nach Transfektion mit NS“**" oder NS®**** mit verinderten N-

Glykosylierungsstellen auf ihre Immunreaktivitdit gegeniiber intrazellulirem Neuroserpin mittels

Western-Blot-Analyse untersucht. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von intrazellulirem

Aktin (Aktin). Das Diagramm rechts zeigt die densitometrische Quantifizierung von vier

unabhingigen Experimenten (*: n=4, t-Test, p<0,05).
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6 Diskussion

Neurodegenerative Erkrankungen und Demenzerkrankungen zeigen, bedingt durch den
demografischen Wandel, eine deutliche Zunahme an Betroffenen. In der Bundesrepublik
Deutschland ist bis 2050 mit einer Verdoppelung der Privalenz zu rechnen (Ziegler et
al. 2009). Bei vielen Demenzerkrankungen bilden sich Ablagerungen von fehlgefalteten
Proteinen, welche intermolekulare Verbindungen eingehen und durch Aggregate das
Gleichgewicht zwischen Protemnproduktion und Abbau (Proteostase) stdren (Carrell et
al. 1997; Lomas et al 2002). Verschiedene neurodegenerative Erkrankungen zeigen
dabei i emer fithen Phase  intrazellulire  Proteinaggregationen,  deren
Zusammensetzung und Verteiing flir die jeweilige Erkrankung charakteristisch sind.
Warum  unterschiedliche ~ Subpopulationen von Neuronen bei den einzelnen
Erkrankungen empfindlicher auf eme Storung der Proteostase reagieren, welche
Stressoren  jeweils  vorherrschen und wie Neurone einer Proteinaggregation
entgegenwirken, ist Gegenstand aktueller Forschung (Barker et al. 2012). FENIB ist
eine autosomal-dominant vererbte Demenzerkrankung, bei der Mutationen im Gen fiir
Neuroserpin, einem neuronalen Serinprotease-Inhibitor, zur Aggregation mnerhalb des
ERs und in der Folge zu Neurodegeneration und vorzeitiger Demenz fiihren. Die
mtrazelluliren Aggregate treten bei FENIB bereits in der asymptomatischen Phase auf
und zeigen einen antiproportionalen Zusammenhang ihrer Anzahl zu Beginn und
Schwere der Symptomatik (Gooptu et al. 2009). Diese Abhidngigkeit der Symptomatik
vom Schweregrad der Storung der Proteostase und die bekannte kristallografische
Struktur und Mechanismen der Polymerbildung von mutiertem Neuroserpin machen
FENIB zu einer idealen Modellerkrankung fiir neurodegenerative Erkrankung (Carrell
2005; Ekeowa et al. 2010).

FENIB - ein Modell fiir Konformationserkrankungen

Die eindriickliche Korrelation zwischen Genotyp und Phénotyp bei FENIB konnte auch
in Zell- und Tiermodellen gezeigt werden (Miranda et al. 2004; Galliciotti et al. 2007;
Takasawa et al. 2008). Zunidchst wurde ein COS-7-Zelimodell von FENIB entwickelt,
um die Prozessierung von Neuroserpin-Wildtyp und S49P sowie S52R-Mutation zu
untersuchen (Miranda et al. 2004). Diese Zellen zeigten nach transienter Transfektion

eine Aggregation von mutiertem Neuroserpin mnerhalb des ERs. Polymere der beiden
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mutierten Formen wurden sowohl im Zelllysat als auch m Kulturmedium gefunden,
wobei die eingeschrinkte Sekretion bei der S52R-Variante im Vergleich zur weniger
destabilisierenden S49P-Mutante weiter vermindert war (Miranda et al. 2004). In dieser
Arbeit wurde ein HEK-293-Zelmodell der am stirksten polymerisierende FENIB-
Mutation G392E benutzt. Die Western-Blot-Analyse flir Neuroserpin von Zelllysat und
Medium zeigt im Fall von Neuroserpin-Wildtyp eine Sekretion in das Kulturmedium,
wihrend bei der G392E-Variante keine Bande im Medium zu detektieren ist (Abb. 11,
NS%22E M), Dies spricht fiir eine vollstindige Aggregation des mutierten Neuroserpins
mnerhalb der Zelle, ein Effekt, der bereits an emem COS-7-Zelmodell beschrieben
wurde (Miranda et al. 2008). In der Western-Blot-Analyse zeigte sich weiter, dass die
Bande fir Neuroserpin-Wildtyp im Kulturmedium in emer Fraktion mit hoherer
Molekiilmasse im Vergleich zur itrazelluliren Form zu finden war (Abb. 11, NSVYT ¢
und M). Diese Erhohung der Molekiimasse von Neuroserpin wéhrend der Sekretion
kann durch emen Transfer von komplexen Zuckerketten im Golgi-Apparat erklart
werden. Durch die relativ schnelle Sezernierung nach Verbindung mit den komplexen
Oligosacchariden erscheint das Signal dieser Fraktion nicht in der Spur fiir Zelllysat,
sondern nur im Kulturmedium.

Fir die verwendeten C-termmal eGFP-markierten Neuroserpinkonstrukte zeigte sich im
Vergleich zu nicht markiertem Neuroserpin ein &dquivalentes Verhalten in der Western-
Blot-Analyse (Vgl. Abb. 11 und 12). Jedoch ist die oben beschriebene Verschiebung der
Molekiilmasse bei der in das Kulturmedium sezernierten Wildtyp-Variante weniger
deutlich (Abb. 12, NSVT<S? M), Eine mdgliche Erklirung liegt in der durch das eGFP-
Tag erhohten Molekiilmasse fiir das Neuroserpin-Molekiil, welches dadurch in emnem
SDS-Gel in einem Bereich geringerer rdumlicher Aufirennung zu finden ist.

In der Untersuchung mit einem Konfokalmikroskop =zeigte sich eine gleichformige,
intrazellulire Verteiling von NSWT %P das eine Kolokalisation mit dem ER-Marker-
Protein PDI zeigt (Abb. 13, NSWTSP)  Dieses Verteilungsmuster ist fir ein
sekretorisches Glykoprotein typisch und wurde in anderen Zellmodellen von FENIB
beschriecben (Miranda et al. 2004). Im Falle der eGFP-markierten G392E-Mutante
zeigten sich nach Transfektion intrazellulire Inklusionen von Neuroserpin (Abb. 13,
NSP92E-¢GFPy * wwie sie bereits durch Versuche an verschiedenen Tier- und Zellmodellen
von FENIB bekannt sind (Miranda et al. 2004; Galliciotti et al. 2007; Takasawa et al.
2008). Diese Aggregate von NSPP2E<CP zoioten ebenfalls eine Kolokalisation mit dem
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ER-Marker PDI; ein Hinweis auf ihre Lokalisation innerhalb des ERs (Abb. 13, Merge).
Die Lokalisation der Aggregate innerhalb des ERs wurde ebenfalls in Maus- und
Zelmodellen der S49P-Mutante gezeigt und ist im Einklang mit den mikroskopischen
Untersuchungen von Gewebe betroffener Patienten (Davis et al. 1999; Miranda et al
2004; Galliciotti et al. 2007). Somit zeigen Modellsysteme bei FENIB ein adidquates
Abbild der humanen Erkrankung und beschreiben die Pathophysiologie verschiedener
Konformationserkrankungen.

Die Untersuchung dieser Modelle kann Enblicke in die zelluliren Signalwege liefern,
die  emer intrazelluliren  Proteinaggregation und  drohendem  Zelluntergang

entgegenwirken (Roussel et al. 2011).

ER-Lektin OS-9 und der Abbau fehlgefalteter Proteine via ERAD

Innerhalb des ERs existiert ein komplexes Qualititskontrollsystem, um einer
Aggregation von fehlgefalteten Protenen entgegenzuwirken. Dabei  unterstiitzen
Chaperone und Lektine den Faltungsvorgang der naszenten Proteine und konnen diese
im Falle emer persistierenden Fehlfaltung, i emem Vorgang der ER-assozierte
Degradation (ERAD) genannt wird, dem Abbau im Ubiquitin-Proteasom-System
zuftihren (Ellgaard et al. 2003; Caramelo et al. 2008). Eme Schliisselrolle am Ende
dieses Qualititskontrollsystem hat das ER-Lektin OS-9, welches als Substratrezeptor
fir ERAD fungiert und terminal fehlgefaltete Proteme am  Status  der
Oligosaccharidketten  erkennt und dem  HRDI1-SELI-Transportprotein  zufiihrt
(Lederkremer 2009). Nach Transfer n das Zytosol wird das fehlgefaltete Protein
ubiquitiniert und im Proteasom abgebaut. Um eine mogliche Interaktion von mutiertem
Neuroserpin mit OS-9 zu untersuchen, wurde zunichst ein N-terminal Flag-markiertes
0OS-9 kloniert und dessen Expression nach Transfektion in HEK-293-Zellen untersucht.
Nach Western-Blot-Analyse des Zelllysates zeigte sich ein mit der -eingesetzten
Plasmid-DNA-Menge ansteigendes Signal n der Immundetektion mit enem Anti-Flag-
Antikoérper (Abb. 15). In der Untersuchung der mtrazelluldiren Verteiung mittels
Konfokalmikroskop zeigte sich eine Kolokalisation von OS-9 mit dem ER-Marker-
Protem PDI (Abb. 16, Merge). Diese Lokalisation innerhalb des ERs wurde fiir das
native, nicht Flag-markierte OS-9 in HeLa-Zellen beschriecben (Christianson et al
2008).
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Beteiligung von OS-9 am Abbau von mutiertem Neuroserpin via ERAD

Der proteasomale Abbau von mutiertem Neuroserpin via ERAD wurde in
Zelkulturversuchen mit PC-12 und COS-7-Zellen sowie i emem Mausmodell von
FENIB gezeigt (Miranda et al. 2004; Kroeger et al. 2009; Schipanski 2011). Dabei
zeigte sich nach pharmakologischer bzw. in den Maiusen induzierte Blockade des
proteasomalen Abbaus eine Zunahme der Inklusionsdichte von mutiertem Neuroserpin.
Es wird vermutet, dass durch ERAD besonders der l6sliche, noch nicht polymerisierte
Anteil des mutierten Neuroserpins abgebaut wird (Kroeger et al 2009). Die
Substraterkennung von mutiertem Neuroserpin konnte durch ER-Lektine wie OS-9 und
XTP3-B mnerhalb des ERs erfolgen. Neuere Untersuchungen haben eme Interaktion
dieser Lektine mit emner Variante von al-Antitrypsin-NHK (NHK) gezeigt, bei der ein
vorzeitiges Stoppcodon zur Trunkierung und ER-Retention des Serpins fiihrt (Siefers et
al. 1988; Christianson et al. 2008). Voraussetzung fiir eine effiziente Erkennung der
fehlgefalteten Proteine durch diese Lektine und damit fiir emen proteasomalen Abbau
via ERAD sind vorhandene Oligosaccharide (Bernasconi et al. 2008; Hosokawa et al
2009). Daher wurde durch Verdau mit EndoH oder PNGaseF der Glykosylierungsstatus
von Zelllysat nach Transfektion mit Neuroserpin-Wildtyp und G392E-Mutant
untersucht. Beide Formen von Neuroserpin besitzen  Glykosylierungen vom
mannosereichen Typ, da nach dem Verdau durch EndoH emne Erhéhung der Mobilitét
nach Auftrennung durch SDS-Page nachweisbar ist (Abb. 14).

Weiter wurde untersucht, wie sich das Akkumulationsverhalten von Neuroserpin der
Mutation G392E édndert, wenn die N-Glykosylierungsstellen durch —ortsgerichtete
Mutagenese unbrauchbar gemacht wurden. In der Konsequenz ist eine um den Faktor
9,75 gesteigerte Aggregation von NS innerhalb von HEK-293-Zellen festzustellen
(Abb. 22, Diagramm).

Um eine Interaktion von mutiertem G392E-Neuroserpin mit dem ER-Lektin OS-9 zu
untersuchen, wurde zundchst eine Co-Transfektion von OS-9 und Neuroserpin in HEK-
293-Zellen durchgefiihrt (Abb. 17). Dabei zeigt sich in der Immundetektion emn Signal
fir beide Konstrukte (Abb. 17, OS-9 und NS). In der Kolokalisationsanalyse mit einem
Konfokalmikroskop zeigte sich eine Uberlagerung der Bildsignale im Falle von
mutiertem Neuroserpin mit OS-9, jedoch nicht bei Co-Transfektion mit der Wildtyp-
Form (Abb. 18, Merge). Dies spricht fiir eine rdumliche Beziehung zwischen OS-9 und

der mutierten Form von Neuroserpin, bei der es in mehreren Untersuchungen Anzeichen
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auf eine Verzogerung des Faltungsprozesses gibt (Takehara et al. 2010; Belorgey et al
2011). Die randbetonte Verteiing von OS-9 mnerhalb der Zelle bei Co-Transfektion
mit Neuroserpin-Wildtyp (Abb. 18, oben, Mitte) konnte durch emne teilweise Sekretion
0S-9 bei Uberexpression erklirt werden. Entgegen der Hefchomologe besitzen OS-9
und XTP3-B keine ER-Retentionssequenz und werden im Lumen des ERs am chesten
durch Interaktion mit Substrat oder Bindungspartnern zuriickgehalten, deren
Verfligbarkeit jedoch limitiert ist. (Christianson et al. 2008; Hosokawa et al. 2009). Um
zu iberpriifen, ob die Interaktion auch innerhalb des ER stattfindet, wurde eine weitere
Kolokalisationsanalyse durchgefiihrt, bei der als dritte Komponente die ER-stindige
Proteinsequenz KDEL immunhistochemisch angefirbt wurde (Abb. 19). Im Anschluss
wurde untersucht, ob mutiertes Neuroserpin auch an OS-9 bindet. Hierflr wurde nach
Co-Transfektion von OS-9 und Neuroserpn in  HEK-293-Zelen eme Co-
Immunprézipitation (Co-IP) durchgefiihrt (Abb. 20). Dabei zeigte sich eine selektive
Bindung von OS-9 an mutiertes Neuroserpin (Abb. 20, NS%?2E-GFPy " Neuroserpin-
Wildtyp zeigte auch sehr geringe Interaktion mit dem ER-Lektin (Abb. 20, NSWT <GPy,
Ein Effekt, der mdglicherweise durch emen geringen Antel an getrimmten
Oligosaccharidketten bei der Uberexpression des Serpin zu erkliren ist (Mikami et al.
2010). Im Anschluss wurde der Einfluss einer Uberexpression von OS-9 auf den
Umsatz von mutiertem Neuroserpin via ERAD untersucht (Abb. 21). Dabei zeigte sich
eine signifikante Senkung des mtrazelluliren Anteils von mutiertem Neuroserpin im
Falle emer Co-Transfektion mit OS-9 im Vergleich zur Transfektion mit emnem
Leervektor (Abb. 21, Diagramm). Nach Verdnderung der N-Glykosylierungsstellen von
Neuroserpin der FENIB-Mutante (NS®?25"™) kommt es zu einer deutlich gesteigerten
mtrazelluliren Anreicherung dieser Neuroserpin-Variante. Moglicherweise ist durch die
fehlenden Oligosaccharidketten keine Erkennung durch Lektine des ERAD-Systems
moglich und fiihrt in der Konsequenz durch verminderten Abbau im Proteasom zu einer
enormen Steigerung der Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen nnerhalb des ERs
(Abb. 22, Diagramm).

Zusammenfassend wurde ein Zellmodell von FENIB auf die Beteiliguang von ERAD
untersucht. Dabei wurde der Schwerpunkt auf eine Beteiligung des ER-Lektins OS-9
am proteasomalen Abbau von mutiertem Neuroserpin gelegt. Es wurde gezeigt, dass in
einem HEK-293-Zelmodell Neuroserpin mit Mutation G392E-Aggregate nnerhalb des
ERs bildet, wihrend die Wildtyp-Form eme gleichmidfige Verteiung zeigt. Nach
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Transfektion mit OS-9 i HEK-293-Zellen zeigte sich ebenfalls emne Verteilung
mnerhalb des ERs. In der Kolokalisationsanalyse wurde die rdumliche Beziehung von
mutiertem Neuroserpin mit OS-9 mnerhalb des ERs untersucht. Ein weiterer Hinweis
fir die Interaktion des ER-Lektins OS-9 an mutiertes Neuroserpin in diesem Modell ist
die selektive Prézipitaton i der Co-IP. Funktionell konnte der Spiegel an
intrazellukirem, mutiertem Neuroserpin durch eine Uberexpression von OS-9 gesenkt
werden.

Weitere Untersuchungen an intrazelluliren Signalwegen, die einer Proteinaggregation
entgegenwirken, konnen hoffentlich i Zukunft zu emem besseren Verstindnis
neurodegenerativer Erkrankungen flihren und liefern mdglicherweise Ansatzpunkte

einer kausalen Therapie.
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7 Appendix

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 14: Liste der verwendeten Abkiirzungen

Vernendete Abktrzung Bedeutung

% Prozent

°C Grad Celsius

g Mikrogramm

p Mikroliter

Al Unskalierte Einheiten (engl.: arbitrary
o units)

APS Ammoniumpersulfat

AT 1 Antithrombin 11

bp Basenpaar

Co-IP Co-Immunprazipitation

Da Dalton

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonuk leinsaure

dNTP Desoxyribonuk leosidtriphosphate

ECL enhanced chemiluminiscence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

Endoglycosidase H (EndoH)

Roche, Mannheim

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERAD ER-assozierter Proteinabbau
ER-Protein-Qualititskontrolle-

ERQC Kompartiment

FBS Fetales Kélberserum (engl.: Fetal Bovine
Serum)

FENIB Familidre _Enze_phalopathle mit
Neuroserpin-Einschlissen

G Gravitationskraft

g Gramm

GFP, eGFP Griin fluoreszierendes Protein

h Stunde

HRP Meerrettichperoxidase

kb kilo base (= 1000 bp)

kDa kilo Dalton (=1000 Da)

L Liter

LDL Low Density Lipoprotein

M Mol

M* Intermedidrprodukt

mA Milliampere

mg Milligramm

min Minuten

ml Milliliter
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Vernendete Abkirzung Bedeutung

mM Millimol

NCEI National Center for Biotechnology
Information, USA

ng Nanogramm

nm Nanometer

NS Neuroserpin

oD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PAI-1 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1

PAS Periodic acid-Schiff reaction

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PBST Phosphatgepufferte Salzlosung mit Tween

PCR Polymerase-Kettenreaktion

pH pH-Wert

PI12 Proteaseininhibitor 12

PNGaseF Peptid N-glycosidase F

RCL Reaktive Schleife

rpm Umdrehungen pro Minute

SDS Natriumlaurylsulfat

Serpin Serin-Protease- Inhibitor

SS Signalsequenz

TEMED Tetramethylethylendiamin

tPA gewebespezifischer Plasminogenaktivator

U Unit (Enzymaktivitét)

uPA Urokinase-Plasminogen- Aktivator

UPR unfolded protein response

\Y/ Volt

WT Wildtyp
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