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1. Einleitung

1.1 Lysosomen

Eukaryotische Zellen sind in unterschiedliche fumklle, membranumschlossene
Kompartimente unterteilt, die als Organellen bezest werden. Hierzu gehoren die
Lysosomen. Sie sind durch ein saures Milieu vodgi-Hgekennzeichnet und enthalten
mehr als 50 lysosomale Hydrolasen, die im saurefieMiihr Aktivitatsoptimum
besitzen (Ohkuma und Poole, 1978; de Duve, 1988&). idedrige pH-Wert in den
Lysosomen wird durch eine V-Typ HATPase aufrechterhalten, die in der lysosomalen
Membran lokalisiert ist (Cuppolegit al, 1987). Lysosomen spielen beim
intrazellularen Verdau von zellfremden und zellegge Makromolekilen wie
Proteinen, Lipiden, Nukleinsduren und Polysacclesriddie dem lysosomalen
Kompartiment durch Endozytose und Autophagie zuggfiterden, eine zentrale Rolle
(de Duve, 1983; Kornfeld und Mellman, 1989). Diede, Struktur, Anzahl und
Funktion von Lysosomen unterscheiden sich je naglyp. Neben dem Verdau von
Makromolekiilen sind Lysosomen auch an anderen Bsemnebeteiligt, wie z.B. an der
Regulierung von Hormonen und Wachstumsfaktorerx(&rial, 2001), an der Integrin-
vermittelten Migration von Zellen (Rainero und Nam 2013) sowie an der Reparatur
von Plasmamembranen in Epithelzellen @fal, 2012). Die lysosomale Membran
enthalt Strukturproteine, die die sauren Hydrolasamder Umgebung isolieren und die
Lysosomen vor dem Selbstverdau schitzen (Scheiddr2010). Andere
Membranproteine fungieren als spezifische Trankpaodle, die lonen und
Abbauprodukte aus dem Lysosom zurlck ins Zytosahsportieren, wo sie dem
Zellstoffwechsel  wieder zur Verfligung gestellt wand (Saftig und
Klumpermann, 2009). Auf der zytosolischen Oberf&elon Lysosomen befindet sich
zudem derlysosome nutrient sensinfl. YNUS)-Komplex (Settembret al, 2013).
Dieser Komplex reguliert die Aktivitat des Trangkionsfaktors EB (TFEB), der die
Biogenese von Lysosomen und Autophagosomen steued, passt somit die
lysosomale Aktivitat der Stoffwechsellage der Zelen (Sardiellcet al, 2009;
Settembreet al, 2013).
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1.1.1 Biosynthese lysosomaler Enzyme

Die l6slichen lysosomalen Enzyme werden, wie andemminale Proteine des

sekretorischen Systems, an Ribosomen des rauemplasn@tischen Retikulums (ER)
synthetisiert. Durch eine aminoterminale Signaleegquwerden die Polypeptidketten
neu synthetisierter Proteine in das ER-Lumen toemestt. Nach der Abspaltung des
Signalpeptids werden die neu synthetisierten Rretgiglykosyliert und gelangen tber
Transportvesikel zum Golgi-Apparat (Kornfeld undriield, 1985). Im Gegensatz zu
neu synthetisierten lysosomalen MembranproteinererdTransport zu den Lysosomen
durch Tyrosin- und Dileucin-Sortierungssignale iytoplasmatischen Teil des Proteins
vermittelt wird (Bonifacino und Traub, 2003), wirdin Grof3teil der luminalen

lysosomalen Enzyme Mannose-6-Phosphat-abhéngig @otgi-Apparat zu den

Lysosomen transportiert.

1.1.2 M6P-abhangiger Transport neu synthetisierter lysosmaler Proteine

Im Golgi-Apparat erfolgt zundchst das so genarftienming der N-glykosylierten
Proteine, wobei die N-Glykane Iysosomaler Proteine zu Mannose-reichen
Oligosacchariden prozessiert werden. Di€lykane sekretorischer Proteine werden in
weiteren Reaktionen zu komplexen Oligosaccharidegawandelt. Die Modifikation
der Mannose-reichen N-Glykane lysosomaler Enzyme mit  einem
Mannose-6-Phosphat (M6P)-Rest verhindert hingegele &rozessierung zum
komplexen Typ (Kornfeld und Kornfeld, 1985). Dierfflyese des M6P-Rests erfolgt in
einem zweistufigen Prozess. Incis-Golgi befindet sich das Schlisselenzym
N-Acetylglucosamin-1-Phosphotransferase (GIcNAchbgphotransferase), das den
Transfer eines N-Acetylglucosamin-Phosphat-Restsn \ADP-GIcNAc auf die
C6-Hydroxylgruppe der Mannose-reichen Oligosacclearunter Ausbildung eines
Phosphodiesters katalysiert. Itnans-Golgi-Netzwerk (TGN) wird der terminale
GIcNAc-Rest von einer GIcNAc-1-Phosphodiesteraseqgvering enzymentfernt und
das M6P-Erkennungssignal somit demaskiert (Reitmammd Kornfeld, 1981;
Waheecet al, 1981; Pohkt al, 2009a). M6P-Erkennungssignale kdnnen von zwei
Typen von M6P-Rezeptoren (MPR300 und MPR46) erkawerden, die die
Translokation M6P-haltiger Enzyme in Clathrin-uniteil Vesikeln vom TGN zum
Endosom vermitteln (Braulke und Bonifacino, 20@8¢ide MPRs sind Typ | integrale
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Membranproteine, die im TGN, in frihen und spatemddSomen sowie auf der
Plasmamembran, nicht aber in Lysosomen, zu finded &€hoshet al, 2003). Sie
enthalten Sortierungssignale in den zytoplasmatiek&hlisierten C-Termini, die den
Transport zwischen den verschiedenen Zellkompartieme Uber zytosolische
Adaptorproteine vermitteln (Ghoght al, 2003). Das Adaptorprotein AP-1 und
Golgi-localized,y-adaptin ear homology domain, ARF-binding prote{@GAs) sind
fur den Transport der MPR-Komplexe vom TGN zum Euio in Clathrin-umhllten
Vesikeln verantwortlich (Bomaet al, 2000; Puertollanet al, 2001; Braulke und
Bonifacino, 2009). Das endosomale Kompartiment wirétiihe und spéte Endosomen
unterteilt, die sich in Proteinzusammensetzung,Vpétt und Funktion unterscheiden.
Das so genannte ESCRT-Systeemdosomal sorting complex required for transport
stellt einen Proteinkomplex dar, der die Reifung vaihen zu spaten Endosomen
beeinflusst. Es kommt zur Bildung von charaktes@tien multivesicular bodies
(MVBS) in den spaten Endosomen, die am Abbau vokriaolekilen und an der
Sortierung von Proteinen beteiligt sind (Metcalfdumsaacs, 2010; Hanson und
Cashikar, 2012). Im absteigenden sauren pH-Milieu Endosomen dissoziieren die
lysosomalen Enzyme von den MPRs, die anschlieBamd ZGN rezirkulieren,
wahrend die MBVs mit den Lysosomen fusionieren (et al, 2011; Hanson und
Cashikar, 2012). In Endosomen und Lysosomen wird @&iof3teil der lysosomalen
Proteine durch proteolytische Prozessierung vonl&déerproteinen in ihren aktiven
Zustand Uberfuhrt (Guha und Padh, 2008).

Ein kleiner Teil (ca. 10 %) der M6P-haltigen Enzyerggeht der Bindung an MPRs
und wird sezerniert. Uber plasmamembranstandige 30PRonnen diese Enzyme (iber
Endozytose wieder in die Zelle aufgenommen und en dysosomen transportiert
werden (Dahmst al, 1989; Ghoslet al, 2003).

1.1.3 M6P-unabhangiger Transport neu synthetisierter lyssomaler Proteine

Einige l6sliche lysosomale Proteine erreichen Lgaten unabhéngig von MPRs. Das
lysosomale Proteir-Glucocerebrosidase wird nicht mit M6P modifiziespndern
bindet im ER da$/sosomal integral membrane protérfLIMP-2) und wird in diesem
Komplex zu den Lysosomen transportiert (Reazieil, 2007). Zudem sind weitere

intrazellulare Rezeptoren identifiziert worden, tisliche lysosomale Proteine M6P-
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unabhangig binden und zum Lysosom transportieremé (Peterseet al, 1997). Zu
diesen Rezeptoren zahlen Sortilin (Ni und Mora2€@96; Zenget al, 2009) und
Mitglieder der LDL (ow density lipoproteinRezeptorfamilie (Nielseat al, 2007;
Derocqet al, 2012).

Einen anderen Transportmechanismus nutztlgsesomal acid phosphatageAP)
(auch: acid phosphatase PAcp2)). Sie wird als membranstandiges Vorlaufetrgn
synthetisiert, durch Erkennungssignale im zytopktsuohen Proteinanteil von
Adaptorproteinen erkannt, vom TGN zur Plasmamemhnath dann via Endozytose
Uber das Endosom zum Lysosom transportiert, wo ld&iche Acp2 durch
proteolytische Spaltung freigesetzt wird (Braairal, 1989).

1.1.4 GlIcNAc-1-Phosphotransferase

Das Schlisselenzym bei der Ausstattung loslichgsosomaler Proteine mit
M6P-Erkennungssignalen ist die GIcNAc-1-Phosphdafienase. Ba@t al. konnten an
Untersuchungen der bovinen GIcNAc-1-Phosphotraaséerzeigen, dass das Enzym
einen hexameren Komplex bildet, der sich aus jenmileia-, - undy-Untereinheiten
zusammensetzt und eine molare Masse von 540 kDeeetif(Baoet al, 1996). Die
Untereinheiten werden durch zwei Gene kodiert. GHSPTABGen kodiert die
a/B-Untereinheiten, das GNPTGGen kodiert die y-Untereinheiten (Raas-
Rotschildet al, 2000; Tiedeet al, 2005). Das a/p-Vorlauferprotein ist ein
N-glykosyliertes Typ lll-Membranprotein, das aus @Z&minosauren (AS) im Golgi-
Apparat durch die Site-1-Protease proteolytisch seen AS-928 und AS-929
gespalten und somit in die reifex- und pB-Untereinheit prozessiert wird
(Kudoet al, 2005; Marschneet al, 2011). Jeweils zwsei- und zweiy-Untereinheiten
sind Uber Disulfidbriicken miteinander verbundere ®i und p-Untereinheiten bilden
das katalytische Zentrum der GIcNAc-1-Phosphotemase (Kudo und
Canfield, 2006). Diey-Untereinheit dagegen ist ein l6sliches Glykopmtelas tber
Disulfidbricken Homodimere bildet. Die Funktion degrUntereinheit ist noch
weitgehend unbekannt. Es wird diskutiert, dass ae der Stabilisierung des
GlcNAc-1-Phosphotransferase-Komplexes beteiligtustl die Bindung lysosomaler
Enzyme beeinflusst (Lest al, 2007; Pohkt al, 2009b).
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1.2 Lysosomale Speichererkrankungen

Unter lysosomalen Speichererkrankungen fasst ma@ @ruppe von Erkrankungen
zusammen, die sich durch eine Akkumulation von Spmaterial in Lysosomen
verschiedener Gewebezellen auszeichnen. Hieruallenfmehr als 50 Erkrankungen,
die vorrangig autosomal-rezessiv vererbt werdesgdeamt betrdgt die Pravalenz
ca. 1:8000 (Meiklest al, 1999; Wraith, 2002; Ballabio und Gieselmann, 20@ige

lysosomale Speichererkrankungen weisen eine uhiediithe geographische

Haufigkeit auf und sind in bestimmten Bevolkerunmgggen haufiger anzutreffen.

Mutationen in Genen, die ein lysosomales Enzym, Btamproteine oder andere nicht-
enzymatische Proteine wie Cofaktoren kodieren, effihzu einem gestérten Abbau
spezifischer Makromolekile und zu ihrer pathologest Anreicherung in den
Lysosomen. Weiterhin kdnnen lysosomale Speichemakkmgen durch Mutationen in
Proteinen hervorgerufen werden, die nicht in desospmen lokalisiert sind, sondern
z.B. fur den Transport neu synthetisierter lysodemBroteine zum Lysosom oder flur
deren Aktivitat essentiell sind (Futerman und vagelk) 2004).

Nach Art des Speichermaterials konnen lysosomaleicBererkrankungen in
Mukopolysaccharidosen, Sphingolipidosen, Oligosaddiesen, Neuronale Ceroid
Lipofuszinosen und Mukolipidosen eingeteilt werdellassifiziert werden die
lysosomalen Speichererkrankungen nach dem besehsabEnzymdefekt oder nach
dem Speichermaterial, welches in den Zellen andehdind (Futerman und van
Meer, 2004). So zeichnen sich die Mukopolysacclhaed durch die Akkumulation
groRer Mengen an Glykosaminoglykanen aus, die dderh Defekt von spezifischen

Sulfatasen oder Glykosidasen in der Zelle nicheabgt werden kdonnen.

Gemeinsame klinische Merkmale der meisten Patientait |ysosomalen
Speichererkrankungen sind neurologische Dysfunkhpn Knochendysplasien,
Organomegalien (z.B. Hepatosplenomegalie) sowiebegr&esichtsziige (typisches
~Speichergesicht mit flacher Nase, hoher Stirn ugeschwollenen Augenlidern).
Neben den typisch Kklinisch-morphologischen Charadtika gehdren u.a.
rontgenologische Bildgebung mit typischen Knochepdgsien, Nachweis von
Oligosacchariden im Urin, eine erhdhte oder ermiger Aktivitat verschiedener

Hydrolasen im Plasma oder eine Sequenzanalyse diestifizierten Gens zur



Einleitung 14

Diagnostik. Eine préanatale Untersuchung ist beemirbegriindeten Verdacht mdglich
(Wraith, 2013).

Therapieansatze gibt es bisher erst fur wenigestysale Erkrankungen. Bei Patienten
mit einem singuldren Defekt eines l6slichen Enzydes Uber Mannose-6-phosphat-
Rezeptoren (MPR) transportiert wird, kann eine Em#Brsatz-Therapie efizyme
replacement therapyERT) mit rekombinanten Enzymen intravents odéaknaniell
zugefuhrt werden, die das defekte Enzym des Patiesiibstituieren sollen (Platt und
Lachmann, 2009; Katzt al, 2014). Die defekten Zellen sind in der Lage, das
substituierende Enzym Uuber den plasmamembransg&mdMPR300 in die Zelle
aufzunehmen und zu dem Lysosom zu transportierdatt (Bnd Lachmann, 2009).
Unter ERT konnten so z.B. Blutbildveranderungen @rganomegalien beim Typ 1
des Morbus Gaucher erfolgreich reduziert werdenré@aer und O’Rourke, 2001). Die
extern zugefuhrten Enzyme konnen aufgrund fehlefidansportprozesse die Blut-
Hirn-Schranke nicht Gberwinden, weshalb die newislthen Symptome durch eine
ERT meist nicht behandelt werden kénnen (Urbaeébil, 2011). Obwohl individuelle
Dosisanpassungen erforderlich sind, um bei denefatn vergleichbare Effekte zu
erzielen (Barranger und O’Rourke, 2001), sprechaethss mit hohen Dosen, die tber
eine lange Zeit verabreicht werden, Knochen-, Skaleskel- und Lungengewebe nicht
in gleicher Weise auf eine ERT an wie die viszeral@rgane (Wraith, 2006;
Lachmann, 2011). Als weitere Therapieoption komnB. zbeim a-L-lduronidase-
Mangel bzw. Hurler-Syndrom die Transplantation V@matopoetischen Stammzellen
oder Nabelschnurblut in Frage, was zu einer Pradiktinktionsfahiger Enzyme durch
Donor-Stammzellen fuhren soll (Beck, 2010; Urbaredlal, 2011). Auch durch die
Transplantation konnte keine Besserung des Knodt&miyps erreicht werden
(Beck, 2010). Weitere neue Ansatze zur Behandlungn vlysosomalen
Speichererkrankungen sind die Subtraktionsredugtimrapie, die pharmakologische
Chaperon-Therapie oder die Gentherapie, die zurhrbeh in klinischer Erprobung
sind bzw. bisher nur im Tierversuch durchgefuhrt rdem (Beck, 2010;
Urbanelliet al, 2011).
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1.2.1 Mukolipidose Typ I

Mukolipidose Il (MLII) ist eine seltene lysosomaktoffwechselerkrankung, die durch
Mutationen imGNPTABGen hervorgerufen und autosomal-rezessiv vereitat. in
Portugal (1:123.500), Japan (1:252.500), den Niadden (1:625.000) und einigen
Regionen Kanadas (norddstliche Region von Québ&t84) sind héhere Pravalenzen
beschrieben (Okadst al, 1985; Poorthuigt al, 1999; Pintcet al, 2004;
Planteet al, 2008). MLII wird auch al$-cell-diseasebezeichnet, da in mesenchymalen
Zellen von Patienten zytoplasmatisches Speicherrahi@ Form von so genannten
inclusion bodieshachgewiesen werden konnte (Legtyal, 1972). Insgesamt sind tUber
100 Mutationen imGNPTABGen beschrieben, die zu dieser Erkrankung fihren
(Catheyet al, 2010; siehe auciHuman Gene Mutation Database Website HGMD
http://www.hgmd.org/). Die schwere Form von MLII rdi durch Nonsense oder
FrameshiftMutationen verursacht. Die betroffenen Kinder tensen meist in den
ersten 10 Lebensjahren an kardiopulmonalen Komjpdikan. MissenseMutationen im
GNPTABGen konnen dagegen zu einem weniger schweren BipanbiLIIl a/p,
fuhren. In diesen Fallen ist noch eine Restaktiuviteér GIcNAc-1-Phosphotransferase
vorhanden, wodurch unterschiedliche Anteile deoggsnalen Enzyme noch mit M6P-
Resten versehen werden (Tieddal, 2005; Kudoet al, 2006).

Aufgrund des vollstandigen Fehlens der Enzymaldivit der
GIcNAc-1-Phosphotransferase bei MLII wird kein Mase-6-phosphat-(M6P)-
Erkennungssignal an lysosomale Proteine synthefisi#as zu einer massiven
Fehlsortierung der Enzyme in den Extrazellularrdthrt (Wiesmanret al, 1971). Im
Blutplasma von Patienten kdénnen erhdohte Enzymaétem lysosomaler Hydrolasen
nachgewiesen werden, sodass diese Analysen zurndik) der Erkrankung
herangezogen werden (Fulkdral, 2011). Intrazellular fihrt der generelle Mangel an
M6P-haltigen Enzymen vor allem in Zellen mesenchgma Ursprungs zur
Akkumulation von Makromolekilen (Leragt al, 1972; Pazzagliat al, 1989;
Fulleret al, 2011; Braulkeet al, 2013). MLII-Patienten zeigen schon in der pranatale
Ultraschall-Untersuchung Wachstumsverzégerungen,rzeku Femora, aufféllige
Epiphysen-Tupfelung sowie unregelmanig mineralisier Metaphysen
(Babcocket al, 1986; Turkeret al, 2005; Cathet al, 2010). Bei der Geburt sind sie

klein und untergewichtig (Braulket al, 2013). Perinatal kann es zu einem letalen
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Verlauf kommen, was friher als Pacman-Dysplasieeiobnet wurde, heute aber als
pranatale Manifestationsform der MLII angesehen dwi(Shohatt al, 1993;
Miller et al, 2003; Saukt al, 2005; Ungeet al, 2005). Wenn die Erkrankung nicht
schon bei der Geburt erkannt wird, kommt es mgiatestens ab dem 6. Lebensmonat
zu augenscheinlichen klinischen Symptomen, die ziagnose flhren
(Braulkeet al, 2013). Die Patienten sind im Wachstum verzdgert wedden meist
nicht groRer als 90 cm. Das Wachstum kommt ab debel®nsjahr zum Stillstand.
MLII-Patienten entwickeln charakteristische Gessekige wie eine hohe Stirn, doppelte
Lidfalten, geschwollene Augenlider, eine kleine &lasit breiter, flacher Nasenwurzel,
Gingivahyperplasie und Makroglossie. Typisch simegdiepatomegalie und umbilicale
sowie inguinale Hernien. Die Patienten bekommerfi@aespiratorische Infektionen
und Mittelohrentziindungen. Auch eine kardiale Biggeng mit verdickten Mitral- und
Aortenklappen sowie Ventrikelhypertrophie sind ekéeristisch. Korneale Tribungen
sind nicht selten. Die kognitive und motorische idioklung ist verlangsamt und die
sprachliche Kommunikationsfahigkeit geht meist thigbher ein paar Worte hinaus. Die
generalisierten skelettalen Anomalitaten werdeemuaéem Begriff Dysostosis multiplex
zusammengefasst. Kennzeichnende radiologische 8efsmd unter anderem kurze
Extremitaten, Kyphoskoliose durch verformte Wirliglher, Gibbusdeformitaten, eine
Aufweitung der Rippen sowie einer proximalen unstalen Zuspitzung der Metacarpi,
was klinisch zum Eindruck einer Krallenhand fulBtgulkeet al, 2013). Histologische
Untersuchungen an Knochenschnitten neonataler fedigler MLII-Patienten zeigten
einen diffusen Verlust mineralisierter Knochenmatri(Babcocket al, 1986;
Pazzaglieet al, 1989). Es wurden zahlreiche multinukledre Ostet&tagsachgewiesen
(Pazzaglieet al, 1989; Shohatt al, 1993). Kennzeichnend fur MLII sind die
verzogerte chondrale Ossifikation sowie die gest@mdostale Knochenbildung, was
vor allem die langen Ro6hrenknochen betrifft. Es gemi sich vergroRerte
Wachstumsfugen und hypertrophe Chrondrozyten riridzellularem Speichermaterial
(Pazzaglieet al, 1989). Die spongidésen Knochenanteile sind vor allem den
Wirbelkdrpern  verringert. Es bildet sich unreifer arhellenknochen aus
(Babcocket al, 1986; Pazzagliat al, 1989). Differentialdiagnostisch sollte bei dem
osteopenischen Knochenphanotyp und den radiologis&uffalligkeiten an Rachitis,

Hyperparathyreoidismus und Osteogenesis imperfgedacht werden. Es wurden
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zudem radiologische Ahnlichkeiten mit der Ostitisrésa cystica beschrieben, einer
Knochenerkrankung, die durch einen chronischen Hbgrathyreoidismus verursacht
wird (David-Vizarraet al, 2010). David-Vizarraet al. fuhrten die morphologischen
Veranderungen des Knochens bei MLII-Patienten ané erhthte Sensitivitat des
Knochengewebes auf Parathormon (PTH) zurlick (D¥dsraet al,2010).
Tats&chlich wurden bei einigen neonatalen und padera MLII-Patienten vereinzelt
erhohte PTH-Spiegel beschrieben (Pazzala, 1989; Turkert al, 2005;
Ungeret al, 2005 Sathasivanet al, 2006; Hecet al, 2012). Die PTH-Werte
normalisieren sich jedoch innerhalb weniger Monate sind bei alteren Patienten —
trotz Voranschreiten der Knochendysplasien - niclehr beschrieben, weshalb von
einem transienten idiopathischen neonatalen Hypaitpgreoidismus ausgegangen
werden kann (Sathasivaahal, 2006). Weiterhin wurden auch MLII-Patienten ohne
erhohte PTH-Werte beschrieben (Otoet@l, 2011). Der Knochenphé&notyp bei MLII-
Patienten muss deshalb auf andere Faktoren alsn eer@dOohten PTH-Wert
zurtckgefuhrt werden. Eine Vitamin-D-Mangel-Rachiktann bei MLII bei meist
normalen Vitamin-D- und normalen Kalziumwerten eflalla ausgeschlossen werden
(Ungeret al, 2005).

1.2.2 Mukolipidose Typ Il — Tiermodelle

Bisher wurden verschiedene MLII-Tiermodelle fur diralyse des Pathomechanismus
der Erkrankung herangezogen. Mutationen @nptabGen in einer Gruppe von
Hauskatzen fuihrten zu ahnlichen klinischen Symptomwee bei MLII-Patienten und
zeigten einen autosomal-rezessiven Vererbungsmodi@®mssharcet al, 1996;
Mazrieret al, 2003). Die Katzen wiesen charakteristische Dysmerpim Gesicht auf
sowie Dysostosis multiplex und eine verdickte, fetélaut. Sie erblindeten aufgrund
einer progredienten retinalen Degeneration undbstarnach etwa 47 Tagen an
kardiopulmonalen Komplikationen. Nachgewiesen werkiennten erhéhte Serumwerte
lysosomaler Enzyme und typischeclusion cellsin kultivierten Fibroblasten der
Katzen. Durch Genanalysen konnte gezeigt werdess da Mutationen inGnptab
Gen der Katzen zu einem verfrihten Stoppcodon diahr{Bossharét al, 1996;
Mazrieret al, 2003). Der dadurch induzierte Verlust der zZweiten

Transmembrandoméane verhindert den Export der vasiio-Untereinheit aus dem
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endoplasmatischen Retikulum (Frardteal, 2013) und fuhrt zum Verlust der
enzymatischen Aktivitat.

Das erste  MLII-Mausmodell wurde von  Gelfmatnal. beschrieben
(Gelfmanet al, 2007). Die Insertion eine&ene Trapsin Intron 1 desGnptabGens
fuhrte zu einem vorzeitigen Translationsabbruch deég-Vorlauferproteins nach
39 Aminoséauren. Di&nptab-knock-ouMause zeigten typische MLII-Symptome (z.B.
Hypersekretion von Hydrolasen ins Serum, Wachstenzégerung), entwickelten aber
(wie die MLII-Katzen) eine retinale Degeneratiore dur Erblindung fuhrte. Weiterhin
zeigten sich beGnptab-knock-ouMausen hypertrophe Chondrozyten. In Fibroblasten
und anderen Zellen mesenchymalen Ursprungs kofiatdiags kein charakteristisches
Speichermaterial nachgewiesen werden. Der DefekGaptabGens flhrte bei diesen
Mausen zudem nicht zu einer erhOhten Sterblichk@&elfmanet al, 2007,
Vogelet al, 2009). Flanagan-Steettal konnten durch die Verwendung von
Morpholino Oligos einknock-dowrZebrafischmodell von MLII erzeugen (Flanagan-
Steetet al, 2009). Die MLII-Zebrafisch-Embryos wiesen eine varderte Aktivitat
lysosomaler Hydrolasen, craniofaziale Dysmorphied ueranderte Brustflossen auf.
Weiterhin zeigten sie eine eingeschrankte Bewekgithsowie Stérungen in der

Differenzierung von Chondrozyten.

In der Arbeitsgruppe von Professor Dr. Braulke veu10 eirknock-inMausmodell
fur MLII generiert. Hierzu wurde durch homologe Ratbination eine
Patientenmutation in da&nptabGen der Maus (Insertion eines Cytosin-Restes in
Exon 16 desGnptakGens, ¢.3082insC) eingefligt (Tieele al, 2005). Die Insertion
fuhrt zu einemFrameshiftim Leseraster de&nptabGens und zu einem verfrihten
Stoppcodon mit Translationsabbruch desa/p-Vorlauferproteins der
GIcNAc-1-Phosphotransferase, was zu einem komplé#terlust der Enzymaktivitat
fuhrt (Tiedeet. al, 2005; Kollmanret al, 2012). Die MLII-Mause sind Kkleiner als
Wildtyp (WT)-Mause, zeigen schwere Knochendeforteitd (z.B. Gibbusbildung,
craniofaziale Dysmorphien) und bleiben im Wachshinter WT-Mausen zuriick (Abb.
1.1A). Weiterhin entwickelt sich eine Neurodegetiera die mit einer signifikanten
Reduktion des Cerebellums einhergeht. Ab dem 6.a¥lmeigen MLIIknock-inMause
ein breitbasiges, ataktisches Gangbild mit pathstbg erhohten Reflexen der

Extremitaten. Die Photorezeptoren degenerierenea 8. Monat, was schliel3lich zur
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Erblindung fuhrt. Die MLII-M&ause sind infertil ungdeigen eine erhdhte Sterblichkeit
mit einer maximalen Lebenserwartung von 12 MonakenSerum der Mause konnten
zwei- bis 11-fach erhdhte Werte typischer lysos@m&nzyme gemessen werden.
MLII-Fibroblasten weisen typisches Speichermateuald den kompletten Verlust
M6P-haltiger Proteine auf (Kollmaret al, 2012). Damit ahnelt di&nptal§>82"s¢
Maus klinisch und biochemisch dem Phéanotyp von MRdtienten.

1.2.3 Knochenphanotyp derGnptab®*®2"< Maus

Histomorphometrische Untersuchungen an 4 und 12héfocalten Gnptalt§-3082nsc

Mausen zeigten, dass MLII-Mause im Vergleich zu icylaltrigen WT-

Geschwistertieren einen verminderten Anteil minsigiter Knochenmatrix besitzen
(Abb. 1.1B). Durch fluoreszenzmikroskopische Analysvon Calcein-markierten
Knochenanteilen wurde eine verminderte Bildungskge Knochenmatrix bei MLII
nachgewiesen (Abb. 1.1C). Das Auszahlen der Knamlem auf histologischen
Knochenschnitten zeigte histomorphometrisch einernval so hohe Anzahl von
Knochen-resorbierenden Osteoklasten im Vergleich Wili-Mausen, wahrend die
Anzahl der Knochen-bildenden Osteoblasten naheeichglwar (Abb. 1.1D und E;
Kollmannet al, 2013). Die Messung von erhohten Kollagenabbaupreeuk
(Crosslaps) im  Serum von MLII-Mausen  bestédtigte  digesteigerte
Knochenresorptionsrate (Abb. 1.1E).
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Abb. 1.1 Phanotypische Analyse des Knochenverlustégi 4- und 12-Wochen alten MLII-Mausen

im Vergleich zu Kontrollgeschwistertieren (n =5).(A) Radiographische Untersuchung 12 Wochen
alter Mause. (B) Von Kossalvan Gieson Farbung nicdekalzifizierter Wirbelkdrperschnitte.

(C) Fluoreszenzmikrographie eines Calcein-markied@ochenschnittes. (D) Toluidine blau-gefarbte
nicht  dekalzifizierte = Wirbelkdrperschnitte (rote e¢  weisen auf  Osteoklasten).
(E) Histomorphometrische Quantifizierung des Knostdumens pro Gewebevolumen (BV/TV), der
Knochenformationsrate pro Knochenflache (BFR/BSH ulnzahl der Osteoklasten pro Knochen-
Perimeter (OcN/Bgm) sowie Serumkonzentration der odkenresorptionsmarker Crosslaps
(Abbaufragment des Kollagen Typ I) (Kolimaahal, 2013).
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Elektronenmikroskopische Analysen zeigten Speich&mal in MLII-Zellen wie

Chondrozyten, Osteoblasten und Fibroblasten, welgeg Osteoklasten, die
hamatopoetischen Ursprungs sind, keine Akkumulatieon Speichermaterial
aufwiesen. Durch Messung von Aktivitaten lysosomd®zyme und durch [35S]-
Methionin-Pulse-Chase-Experimente an primar kudttean Osteoblasten und
Osteoklasten konnte eine Fehlsortierung lysosontalgteine in beiden MLII-Zelltypen
festgestellt werden. Der Verlust der GIcNAc-1-Phaspansferase-Aktivitat ist in
MLII-Osteoblasten auf3erdem mit einer reduziertennévilisationsrate assoziiert
(Kollmannet al, 2013). Zusammenfassend konnten durch bisherigeyf@al gezeigt
werden, dass bei MLIlI eine erhthte Resorptionsi@d@s Knochens vorliegt bei

gleichzeitiger Mineralisationsstorung der Ostediglas

1.3 Knochenstoffwechsel

Morphologische Knochendysplasien sind bei vielsospmalen Speichererkrankungen
ein diagnostisches Kriterium. Wesentlich fur dietioklung und die Stabilitdt von
Knochengewebe ist das Zusammenspiel der Knochenbiesenden Osteoklasten und
der Osteoblasten, die den Knochen bilden (so geesrttnocherRemodelinyy Die
basic multicellular unif{BMU) stellt die kleinste Einheit des Knoch&emodelingslar
(Abb. 1.2). Die Aktivitdt lysosomaler Enzyme in @gklasten ist dabei fur die
Knochenresorption essentiell. Welche weiteren FHonknh MG6P-haltige, lysosomale

Proteine im Knochenstoffwechsel haben, ist weitgdhenbekannt.

Knochenbelegzellen

Osteozyten

Osteoblasten

Osteoklasten

Abb. 1.2 Basic multicellular unit (BMU). Die Knochen-resorbierenden Osteoklasten (rot) Kaiechen-
bildenden Osteoblasten (griin) und ruhende, auselifiéerte Osteoblasten, die als Osteozyten bezstichn
werden, bilden zusammen die BMU, die am KnocRemodelingbeteiligt sind. Knochenbelegzellen
sind terminal differenzierte, inaktive Osteoblastdie auf der gesamten Knochenoberflache zu finden
sind.
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1.3.1 Osteoklasten

Osteoklasten sind vielkernige, polare Riesenzeli@matopoetischen Ursprungs, die
durch die Fusion von monozytaren Vorlauferzelletstemen (Boylet al, 2003). Die
Differenzierung h&matopoetischer Stammzellen zuemeiOsteoklasten wird im
Wesentlichen durch Faktoren beeinflusst, die vote@sasten gebildet werden. Die

Hauptfunktion der Osteoklasten ist die Resorptionmemalisierter Knochenmatrix.

Ein aktiver Osteoklast geht durch eine initiale Roisation der Plasmamembran und
des Zytoskeletts in einen polarisierten Zustandr G@&bb. 1.3). Auf der zum
mineralisierten Knochen gerichteten Seite kommt ear Bildung einer
Versiegelungszoneséaling zong die der Osteoklast durch die Bildung eines Fhavkt
Ringes fest umschliel3t (Lakkakogtial, 1989). Innerhalb des Aktin-Rings wird die
Zellmembran stark vergroR3entu{fled borde) und ein extrazellulares Kompartiment,
die Resorptionslakune, entsteht. Realing zonegrenzt dieruffled bordervon der
basolateralen Membrandomane des Osteoklasten elbrufiled borderist durch das
Vorkommen typischer lysosomaler Membranbestandobigerakterisiert (z.B. MPR300,
LAMP-1, H'-V-ATPase), weshalb davon ausgegangen wird, dasi&leendosomalen
und/oder lysosomalen Ursprungs im Bereichrdéfted bordermit der Plasmamembran
verschmelzen (Baroet al, 1988; Maedat al, 1999; Mulariet al, 2003a). Durch die
V-H*-ATPase, den Chloridkanal CIC-7 und durch die Caritwydrase Il entsteht in der
Resorptionslakune des Osteoklasten ein pH-Wert 4yon (Kornaket al, 2000;
Kornaket al, 2001). Charakteristisch fur Osteoklasten ist ru@e starke Expression
der lysosomalen Enzymtrtrate resistant acid phosphatase isoform 8tRAP5b,
auch:acid phosphatase fAcp5)) und Cathepsin K (Minkin, 1982; Drakeal, 1996).
Aufgrund des sauren pHs und des Vorkommens lysdsomanzyme in der
Resorptionslakune sowie der typischen lysosomalembfanbestandteile in derffled
border wird die Resorptionslakune als externes Lysosom. la#s ein spatendosomales
Kompartiment angesehen (Barenal, 1988; Blairet al, 1989; Vaananeat al, 1990;
Palokangaret al, 1997). Die sauren Hydrolasen des Osteoklastenfémden Verdau
der Knochenmatrix essentiell. Die abgebauten Knolobstandteile werden unter
anderem durch transzytotische Vesikel mumctional secretory domaitransportiert
und hier in den Extrazellularraum entleert (Nesbittl Horton 1997; Salet al, 1997;
Vaananeret al, 2000).
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mineralisierte Knochenmatrix

Abb. 1.3 Schematische Darstellung eines polarisiem, aktiven Osteoklasten.Osteoklasten sind
vielkernige Riesenzellen (Nuk = Nukleus). Bei dexsBrption mineralisierter Knochenmatrix gehen sie
in einen stark polarisierten Zustand tber und bilderschiedene Transmembrandoménen ausutfied
border, die sealing zoneund diefunctional secretory domainin der Resorptionslakune sind neben
typischen lysosomalen Enzymen wie ¢eHexosaminidasep¢Hex), derp-GalaktosidaseptGal) und
Cathepsin Z (CtsZ) auch Osteoklasten-spezifischeyfag wie dietartrate-resistant acid phosphatase
(TRAP) und Cathepsin K (CatK) zu finden.

1.3.2 Osteoblasten

Osteoblasten sind Zellen mesenchymalen Ursprungs Ghiondrozyten, Adipozyten
und Myoblasten. lhre Funktion ist die Bildung mialesierter Knochenmatrix.
Knochengewebe besteht aus Hydroxylapatit-Kristallemus  extrazellularen
Matrixproteinen wie Kollagen Typ I, Osteocalcin, t&spontin,bone sialoproteirund
einer Reihe von Proteoglykanen wie Versican, Decond Biglycan (Gundberg, 2003;
Young, 2003). Die Osteoblasten bilden zun&chst 8rtecht aus Kollagenfibrillen, die
das Grundgerist fiur die sich entwickelnde Knochmaele bildet und als Osteoid
bezeichnet wird. Fir die Mineralisation ist die ®ihg von Kristallisationskernen aus
Kalzium und Phosphat innerhalb der Osteoblasterhtigic Sie werden in Vesikeln
innerhalb der Osteoblasten gebildet und in denaggtlularraum sezerniert, wo sie an
das Osteoid angelagert werden.

Die Differenzierung und Aktivitdt der Knochenzellést abhéangig von lokalen und
systemischen Faktoren. Osteoblasten haben bei derbéitung dieser Signale eine
zentrale Rolle. Die Osteoklastogenese wird unteleeem durch das RANK-RANKL-
System kontrolliert, das mal3geblich durch Osteddtasreguliert wird. RANKL
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(receptor activator of NRB ligand) wird von Osteoblasten tber sekretorische Vesikel
in den Extrazellularraum sezerniert (Kargtaal, 2009; Nickersoret al, 2009;
Zhao, 2012). Uber die Bindung an seinen RezeptorNIRRAauf Osteoklasten-
Vorlauferzellen wird die Ausdifferenzierung von @©sklasten stimuliert
(Franzoseet al, 1997). Osteoprotegerin (OPG), ein l6slicher Rezepder ebenfalls
von den Osteoblasten gebildet wird, kann RANKL leimcund seine proliferierende
Wirkung neutralisieren (Lacest al, 1998; Abb. 1.4).

y ﬂOsteobIasf N

RANKL ‘7 / 1OPG
B e

[ Osteoklasten- |\ RANK
\_ vorlaufer ‘
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Abb. 1.4 RANK-RANKL-Interaktion. Osteoblasten sezernieren RANKiegeptor activator of NFB
ligand), der an den RANK-Rezeptor auf der Oberflache @steoklasten-Vorlauferzellen bindet und die
Osteoklastogenese stimuliert. Antagonisiert wirésdr Prozess durch Osteoprotegerin (OPG), das
RANKL abfangt und die Wirkung aufhebt.

Im Knochen sind Zytokine und Wachstumsfaktoren (ztBnsforming growth factor

(TGF)$, insulin-like growth factor (IGF) | und Il, bone morphogenetic proteins
(BMPs)) gespeichert, die durch den Resorptionsgoz®n Osteoklasten freigesetzt
werden (Martin und Sims, 2005). Diese Faktoren dihrzur Rekrutierung und

Aktivierung von Osteoblasten sowie zur Stimulatiosher Osteoklastogenese
(Peltonet al, 1991; Fulleret al, 2000; Tanget al, 2009). Auch Parathormon (PTH)
kann Uber die Bindung an seinen Rezeptor auf derfl@bhe von Osteoblasten die
Osteoblastogenese stimulieren und bei langfristighen Spiegeln auch die
Osteoklastogenese (Esbritt und Alcaraz, 2013). Radle lysosomaler Proteine in

Osteoblasten ist weitgehend unbekannt.
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2. Fragestellung

Mukolipidose lla/B (MLII) ist gekennzeichnet durch den vollstandige€erlust der

GIcNAc-1-Phosphotransferase-Aktivitat, was die BiAd von Mannose-6-
Phosphat (M6P)-haltigen Proteinen verhindert und Eehlsortierung lysosomaler
Enzyme flhrt. Die Lysosomen kdnnen daher ihrernirsglichen Funktion, dem Abbau
von Makromolekilen, nicht mehr nachkommen. Von ehes Transportdefekt
lysosomaler Enzyme ist das Knochengewebe in besemdilalle betroffen. Ziel dieser
Studie war es, die Auswirkungen der GIcNAc-1-Phasgansferase-Defizienz auf
Osteoklasten und Osteoblasten zu untersuchen. rigjehén vivo Analysen der

Arbeitsgruppe von Professor Braulke (Kinderkliniko8hemie, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf) haben gezeigt, dass in MLII-Mgugine erhdhte Anzahl von
Osteoklasten sowie eine verminderte Knochendicludiegen. Aul3erdem belegen
in vitro Analysen die Fehlsortierung und vermehrte Sekmetiwn lysosomalen
Enzymen sowohl in MLII-Osteoblasten als auch in MDkteoklasten.

Der erste Teil dieser Arbeit beschaftigte sich ndier Fragestellung, ob die
Fehlsortierung der Enzymeinvitro die Resorptionsaktivitat der Knochen-
resorbierenden Osteoklasten beeinflusst. Im zwditghdieser Arbeit ging es um die
Frage, inwiefern die Defizienz der GIcNAc-1-Phospaosferase und der damit
einhergehenden Akkumulation von Speichermateriafl&ss auf die Transkription von
MLII-Osteoblasten hat. Durch massenspektrometrisBhalysen von Osteoblasten-
Sekreten erfolgte im dritten Abschnitt die Idemi#rung von neuen MG6P-haltigen
Proteinen, die im Knochenstoffwechsel von MLII ebesondere Rolle spielen kénnten.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Absaugpumpe Miniport
Autoklav 3850 EL
Blockthermostat Rotilabo H250
ChemieDol"XRS
COy-Inkubationsschrank

Eismaschine AF 10

SMT
Systec, Wettenberg
Roth, Karlsruhe
BioRad, Munchen
Sanyo, Minchen

Scotsman, Herborn

Elektrophoresekammer Agagel Midi WideBiometra, Gottingen

(DNA)

Elektrophoresekammer SE600 (Proteine)
Horizontalschuttler Rocky

Inkubationsschiittler Innova 4230

Konfokalmikroskop Leica TCS SP5 i
AOBS

Kryo-Einfriergerat
Magnetriihrer MSH-basic
Mikroskop Phasenkontrast

Mikroskop Fluoreszenz Leica TCS SL,;

LeicaMicrosystems

Mikrowelle Promicro

Hoefer, stolhi
Frobel Labortechnik, Land

New Brunswick 8tfe,

Nurtingen

Leica, Wezlar

Nalgene, Ddnemark
IKA-Werke, Staufen
Zeiss, Jena

Leica, Wetzlar

Whirlpool, Stuttgart
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pH-Meter MP220

Photometer BioPhotometer
Photometer Ultrospec 1100pro
Pipetten

Stickstoff-Einfriertank Airpege 55

Thermocycler Tpersonal

Thermocycler Realtime MX3000P ™

Transferkammer TE 50X
Ultraschall-Gerat Sonopuls HD60

Ultra-Thurrax Dremel

UV-Transilluminator Darkroom Evo Il

Vortex Genie 2
Waage BP2100 S
Wasserbad C 10
Zentrifuge 5415 D
Zentrifuge 5702 R

Zentrifuge 5417

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Einwegmaterialien fur Zellkultur
Filterschwamme

Klvetten
Nitrocellulose-Membran

Pipettenspitzen

Mettler Toledo, Giessen
Eppendorf, Hamburg
Amersham, Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Air Liquide, Désldorf
Biometra, Gottingen
Stratagene, SardaaCl
Hoefer, Holliston
Brandelin ElecizpBerlin

BioSpec Products, USA

Raytest, Sttaenhardt

Scientific Industries, USA
Sartorius, Gottingen
Schitt Labortechnik, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Falcon, Sarstedt
Amersham
Eppendorf, Hamburg
Whatman, Géttingen
Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf, Hamburg
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Parafilm Pechiney Plastic Packaging,
Chicago
ReaktionsgefalRe Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, NUmbrecht

Greiner, Frickenhausen

Rontgenfilme Kodak, Rochester

Skalpelle Braun, Melsungen

Sterilfilter VWR, Darmstadt
StripegDeckel fur Realtime-PCR Applied Biosystems, Damadst
Teflonkdmme Hoefer, Holliston
Whatman-Papier Whatman, Géttingen

KunststoffreaktionsgefalRe, sowie Kulturschalen dfidschen wurden von den Firmen
Eppendorf (Hamburg), Nunc (Wiesbaden) und Sartgiéidinbrecht) bezogen.

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid Roth, Karlsruhe

Agarose Invitrogen, Darmstadt
Albumin-Standard (2 mg/ml) Thermo Scientific, Welin, USA
Ammoniumperoxidisulfat (APS) Sigma-Aldrich, Méhren
BigDye®-v3.1 Cycle-Premix Applied-Biosystems, Datati
Bradford-Reagenz Roti-Quéht BioRad, Miunchen
Bromphenolblau Serva, Heidelberg

Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser Fermentas, Sinlkot
Dithiothreitol (DTT) Serva, Heidelberg

DreamTaq -Green-Buffer (10 x) Fermentas, St. Leon Rot
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Ethidiumbromid

Luminol

Maxima -Realtime-qPCR-Master-Mix

(2 x)

B-Mercaptoethanol
Milchpulver

Mowiol
Natriumdodecylsulfat (SDS)
dNTPs

Paraformaldehyd (PFA)
Protease-Inhibitor-Cocktail
Realtime-PCR-Mastermix

NNN’"N’"-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

TritonX-100
Trizma® base
Tween 20

Wasserstoffperoxid

3.1.4 Zellkulturmedien und Zusatze

Minimum Essential Medium Eagle<{
MEM)

Fotales Kalberserum (FKS)

Collagenase Type 1A

Dispase Grade Il

Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon Rot

Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Fermentas, St. Leon Rot
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Fermentas, St. Leon Rot

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Mlinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Mannheim

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Minchen

PAA Laboratories, Dartthou

(USA)
Sigma-Aldrich, Miinchen

Roche, Mannheim
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Rekombinantes murines M-CSF PeproTech, Hamburg
Rekombinantes murines SRANKL PeproTech, Hamburg
Ascorbat Sigma-Aldrich, Minchen
B-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich, Miinchen
GlutaMaxX’ Invitrogen, Darmstadt
Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Darmstadt
Trypsin/EDTA Invitrogen, Darmstadt

3.1.5 Enzyme zur Modifikation von DNA, RNA und Proteinen

TagPolymerase Dreangq Fermentas, St. Leon Rot
MultiScribe-Reverse-Transkriptase Applied-Biosystemarmstadt
Proteinase K Merck, Darmstadt

3.1.6 Molekulargewichtsmarker

PageRuler™Prestained Protein Fermentas, St. Leon Rot
Ladder

Gene Ruler™Z kb DNA Ladder Fermentas, St. Leon Rot
RNA Sample Loading Buffer Sigma-Aldrich, Minchen

3.1.7 Substrate zur Bestimmung von Enzymaktivitaten

p-Nitrophenyl-N-AcetylB-D- Sigma-Aldrich, Minchen
glucosamid

3.1.8 Puffer und Lésungen

- PBS (pH 7,4): 140 mM NacCl, 3 mM KCI, 10 mM MO, 2 mM KH,PO,
- TBS (pH 7,4): 25 mM Tris, 150 mM NacCl, 2 mM KClI

3.1.9 Tagman-Assays

Die TagmanPrimer wurden von der Firma Fermentas (St. Leot) Rezogen.
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Gen Protein Assay-Nummer

Gnptab GlcNAc-1-Phosphotransferase MmO01773334_ml
(alpha/beta)

HexB B-Hexosaminidase MmO00599880_m1

Man2bl Mannosidase 2, alpha B1, MmO00487585_m1l
LAMAN

Fucal Fukosidase, alpha-L-1 MmO00502778_m1

LAMP1 lysosomal-associated membrane Mm00495262 m1
glycoprotein 1

NPC-2 Niemann Pick Typ C2 MmO00499230_m1

BGLAP bone gamma carboxyglutamate MmO03413823_mH
protein

IBSP integrin binding sialoprotein MmO00492555 m1l

Actb B-Aktin, zytoplasmatisch MmO00607939_s1

3.1.10 Kits

GeneJETY RNA Purification Kit

FireSilver Staining Kit

Amicon Ultra- 0.5, Centrifugal Filter

Units (CutOff: 3K)

3.1.11 Online-Programme/Datenbanken

Ingenuity Systems

MASCOT

NCBI Datenbanken

UniProt

Fermentas, St. Leon Rot
Proteome Factory, Berlin

Merck, Darmstadt

http://www.ingenuity.com/

http://www.matrixscience.com/

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

http://www.uniprot.org/
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Isolierung von hamatopoetischen Stammzellen des Knbenmarks

Osteoklasten gehéren zum mononukledren (monozyt&agozyten-System (Loutit
und Nisbet, 1982). Vorlauferzellen der Monozytenkkgphagen-Linie
hamatopoetischer Stammzellen kbnnen daher aus Knowrk isoliert undh vitro zu
knochenresorbierenden Zellen differenziert werdeBoyleet al, 2003). Um
hamatopoetische Stammzellen zu gewinnen, wurdeniadibund Femora
ausgewachsener, weiblicher, 21 Wochen alter Mawgpagert und anschlie3end in
70 %-igem Ethanol sowie in PBS gewaschen. Die &pit Metaphysen des jeweiligen
Knochens wurden an einer Seite entfernt, um daschkemmark der Diaphysen
freizulegen. Die Knochen wurden in ein 200 pl-Remaidgefald mit einem Loch an der
Unterseite und anschlieBend in ein 1,5 ml-Reakgjeféd? tberfuhrt und 10 sek bei
8000 rpm und RT zentrifugiert. Die herausgelostemdhenmarkszellen wurden in
1 ml vorgewarmtes Kultivierungsmedium aufgenommire Zellsuspensionen eines
Tieres wurden gepoolt und durch einen 40 um-Fgegeben. Im Anschluss wurde der
Filter mit 30 ml Kultivierungsmedium gespult. Dasomdogenat wurde 5 min bei
1300 x g zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenemund das Zellpellet mit 5 ml
Kultivierungsmedium aufgenommen. Die Zellen wurdander Thoma-Z&hlkammer

ausgezahlt und mit einer Dichte von 1 X Z@llen/cnf ausplattiert.
Kultivierungsmedium a-Mem
2,2 g Natriumhydrogencarbonat (pH 6,9)
10 % fotales Kélberserum

1 % Penicillin/Streptomycin

3.2.1.2 Kultivierung und Ausdifferenzierung von Osteoklasten

Durch Zugabe der osteoklastenspezifischen Diffeesnagsfaktoren 1,25-Dihydroxy-
Vitamin D, RANKL (receptor activator of NRB ligand und M-CSF fnhacrophage
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colony-stimulating factgr zum Kultivierungsmedium entstehemn vitro aus
monozytaren Vorlauferzellen des Knochenmarks nullleére Zellen, die
morphologische Eigenschaften von Osteoklasten asémwaind osteoklastenspezifische
Markerproteine wietartrat-resistant acid phosphatas€fRAP) sowie Cathepsin K
exprimieren (Roodmaet al, 1985; Matsuzaket al, 1998; Takeshitat al, 2000).

Die isolierten Knochenmarkszellen (siehe 3.2.1.1yden in einem Zell-Inkubator in
wassergesattigter Atmosphéare unter 5% C®ei 37 °C in vorgewarmtem
Kultivierungsmedium inkubiert, welches alle zweigéagewechselt wurde. Ab dem
ersten Tag der Kultivierung wurde dem Medium zun&eerung von Osteoklasten der
Osteoklasten-spezifischen Differenzierungsfaktd@5aDihydroxy-Vitamin D (10 nM)
hinzugefiigt, ab Tag 5 zuséatzlich RANKL (40 ng/ndjvee M-CSF (20 ng/ml).

3.2.1.3 Kultivierung von polarisierten Osteoklasten auf Dertin

Differenziert man monozytare Vorlauferzellen des oBmenmarks auf
knochenahnlichen Oberflachen, entstehen polagsie@steoklasten, die eine
Resorptionslakune ausbilden. Um die Resorptionggkti von Osteoklasten zu
untersuchen, wurden monozytare Vorlauferzellen @&#dntin zu Osteoklasten
differenziert. Es wurde Dentin aus Elfenbein verdetn das von Uwe Kornak vom
Max-Plank-Institut aus Berlin zur Verfugung gedtellurde. Dentin besteht etwa zu
70 % aus Kalziumhydroxylapatit, zu 20 % aus orgares Bestandteilen, wie z.B.
Kollagen, und zu 10 % aus Wasser. Diese Zusamnemggtihnelt dem mineralisierten
Knochen, und stellt daher ein geeignetes Materiar, dum in vitro die
Resorptionsaktivitat von  Osteoklasten zu untersachgBoydeet al, 1984,
Chamberst al, 1984; Vaananen und Zhao, 2008).

Zunachst wurden die Dentinchips mit Schleifpapieittlerer (800 um), feinerer
(2000 pm) und abschlieend mit 4000 pum-Kdérnung ibigen. Sie wurden zweimal
mit ddH,O gewaschen und in ein 2 ml-Reaktionsrohrchen Ubdtf welches mit
1-1,5 ml ddHO geftillt wurde. Die Chips wurden dann 5 min mitegiUltraschallsonde
bei 30 kHz behandelt, um die letzten Ablagerungen dger Oberflache der Chips zu
l6sen. Im Anschluss wurden die Chips mehrfach ™A gespult. Zur Desinfektion
wurden sie in Kulturschalen gelegt und dort mit%g9gem Ethanol in PBS fur 30 min
behandelt. Anschliel3end wurden sie mehrfach mit §&pult und fir ein paar Stunden
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bei 40 °C inkubiert, um die Ethanol-Reste zu enter Monozytare Vorlauferzellen
wurden isoliert (siehe 3.2.1.1) und in Zellkulturaten kultiviert (siehe 3.2.1.2). Nach
16 h wurden die nicht-adhéarenten Zellen der Kulalsygenommen, gezahlt, in
Differenzierungsmedium in einer Dichte von 1,5X 1Bellen pro ml auf den

Dentinchips ausgesat und anschlie3end fiir 12 Tasfggea Dentinchips kultiviert.

3.2.1.4 Isolierung von Osteoblasten-Vorlauferzellen aus newmtalen

Schadeldachern

Fur die Isolierung von Osteoblasten-Vorlauferzellenden die Schadeldacher von drei
bis funf Tage alten neonatalen Mausen verwendéta@®ddacher verkndchern durch
desmale Ossifikation, d.h. die Osteoblasten ergstedirekt aus embryonalem
Bindegewebe (Mesenchymzellen) (Cohen, 2006). Mittghes enzymatischen Verdaus
ist es moglich, die Osteoblasten-Vorlauferzellem \amderen Bindegewebszellen zu
trennen (Peckt al, 1964; Wong und Cohn, 1975; Nefussial, 1985, Aubin, 2008).
Hierzu wurden die Schadeldacher der Mause untetestdBedingungen prapariert, in
ein mit PBS-gefllltes Falcon-Réhrchen Uberfuhrt uddrch Invertieren kurz
gewaschen. Das PBS wurde abgesaugt und die Schédetdmit 20 ml einer steril
filtrierten Collagenase-Dispase-Losung bei 37° Gril0 in einem Schuttelinkubator bei
maximal 225 rpm inkubiert. Im Anschluss wurde ddsetstand abgesaugt und das
Zellpellet erneut 30 min mit 20 ml Collagenase-Risp-Losung behandelt. Im nachsten
Schritt wurde dieser zweite Uberstand durch eim@BZellsieb in ein neues Falcon-
Rohrchen uberfihrt und bei 1300 x g 6 min zentidrtg Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 10 ml vorgewarmteKultivierungsmedium
resuspendiert. AnschlielRend wurden die Zellen mTde®ma-Zahlkammer ausgezahlt

und mit einer Dichte von 10.000 Zellenfausgesét.
Collagenase-Dispase-L6sung 1 mg/ml Collagenase la

2 mg/ml Dispase in Kultivierungsmedium
Kultivierungsmedium a-Mem

2,2 g Natriumhydorgencarbonat (pH 6,9)

10 % fotales Kalberserum
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1 % Penicillin/Streptomycin

3.2.1.5 Kultivierung und Ausdifferenzierung von Osteoblasten

Durch Zugabe vonp-Glycerolphosphat und Ascorbat lassen sichvitro aus
gewonnenen Knochenzellen Osteoblasten-ahnlicherz&llltivieren, die die Fahigkeit
haben, Knochen zu bilden (Barnes, 1975; Nefesal, 1985; Masquelieet al, 1990).
Sie exprimieren Osteoblasten-spezifische Faktoren a\B. Alkalische Phosphatase,
Kollagen Typ I, Osteocalcin (auchone y-carboxylglutamic acid-containing protein
und bone sialoprotein(Cohen, 2006). In Zellkultur bilden sie auf Plksberflachen
kleine Areale mineralisierter Knochenmatrix. Diegénnen zum Nachweis mit
Alizarinrot angefarbt und sichtbar gemacht werder® mesenchymalen Stammzellen
wurden in einem Zell-Inkubator in wassergeséattiggdémosphare unter 5 % CGbei
37 °C in vorgewarmtem Kultivierungsmedium kultitieAlle zwei Tage erfolgte ein
Medienwechsel. Bei einer 80 %-igen Konfluenz dedlr@&sens wurde mit der
Differenzierung der Zellen mit-Glycerolphosphat (10 mM) und Ascorbat (50 pg/ml)
begonnen, welche dem Kultivierungsmedium frisch zbgegeben wurden
(Komplettmedium). Alle zwei Tage wurde das Mediunt den frisch hinzugefugten

Differenzierungsfaktoren gewechselt.
Komplettmedium Kultivierungsmedium
10 mM B-Glycerolphosphat

50 pg/ml Ascorbat
3.2.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.2.1 Herstellung von Zellextrakten

Um Proteinhomogenate aus Zellen herzustellen, wur@steoblasten auf 6-Well-
Platten kultiviert (9,6 ccnWachstumsflache und 2-5 ml Arbeitsvolumen pro \Wélie

Zellkulturiberstande wurden an Tag 5, 10 und 150i#erenzierung aufgefangen und
die Osteoblasten zweimal mit PBS gewaschen. DieeZeturden 60 min mit 250 pl
Lysispuffer auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurddie Zellen mit einem Zellschaber
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abgetragen und bei 4° C und 13000 rpm 10 min Zaegtert. Der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt.

Lysispuffer 1 x PBS
1 x Inhibitor Cocktail

2 % Triton-X-100

3.2.2.2 Konzentrierung von Proteinen

Zur Konzentrierung von Proteinen aus Zellkulturgté@&nden wurden die Saulen des
Kits Amicon Ultra-0.5, Centrifugal Filter Units (@0ff: 3K) der Firma Merck nach
Herstellerprotokoll verwendet.

3.2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde kalorimetrisch naen Bradford-Methode gemessen.
Hierbei werden die kationischen und hydrohobeneskétten von Proteinen, die sich in
einer Losung befinden, durch den Farbstoff CoomeaBsiliant-Blue komplexiert. In
gebundener Form verschiebt sich das Absorptionsmanxi des Farbstoffs von 465 nm
nach 595 nm, was photometrisch ermittelt werdemk&s wurde eine Eichreihe von 0-
20 pg Protein in 800 pl ddB® mit einem BSA-Standard angefertigt. Von jederbiéro
wurden 5 pl mit 795 pl ddD verdinnt. Jeder Reaktionsansatz wurde mit 200 pl
Rotiquant® versetzt und invertiert. Nach einer In&ktionszeit von 5 min bei RT wurde
die photometrische Messung &5 nmdurchgefuhrt. Die Proteinkonzentration einer
Probe wurde in Doppelbestimmung ermittelt und ales@and mit Hilfe einer

Eichgeraden bestimmt.

3.2.2.4 Messung derp-Hexosaminidase-Aktivitéat

Die Messung der Enzymaktivitat dé&Hexosaminidase gilt als sensibler Marker fir die
Detektion lysosomaler Enzyme. Bei der Nachweisieakiverden Proteinlésungen in
einem Citratpuffer (pH 4,5) mit dem Substrat p-diginenyl-N-Acetylp-D-glucosamid
inkubiert. Diep-Hexosaminidase hydrolysiert das Substrat und geltrophenol frei,
dessen Konzentration anschlie3end bei einer Extimkton 405 nm im Alkalischen

bestimmt wird. Fur die Bestimmung d@rHexosaminidase-Aktivitdt wurden 20 pl
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Zellhomogenate bzw. 10 pl von affinitatschromatpgrach aufgereinigten Protein-
Fraktionen in einer 1:10-fachen Verdinnung und KO wnverdinnter
Zellkulturiberstande verwendet. Die Proben wurdsreb einem Volumen von 100 pl
mit  ddHO aufgefullt  und  jeweils mit 100 pl eines 10 mM
p-Nitrophenyl-N-AcetylB-D-glucosamid-haltigen  Substratpuffers  versetzt. e Di
Aktivitat der Enzyme wurde in doppelten Reaktiorss@inen bestimmt. Die
Reaktionsanséatze wurden bei 37 °C im Wasserbad@imin inkubiert. Durch die
Zugabe von 800 ul Stopp-Puffer wurde die Reaktieeniolet. Die Proben wurden 5 min
18.000 x g zentrifugiert. Anschlie3end erfolgte Biessung der Absorption bei 405 nm

und die Berechnung der die enzymatische Aktivitétder folgenden Formel.

...l mU _ AE EI-OG VTestvqumB [,Ul]
Aktlvnatl: ml j| B g[mollm] Ijj[Crn] |:ﬂ[mln] DVProbenvqumB[lLA] EFverd.Pmbe

Formel 3.1 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat. AE = BprobeEenzymicerwenEsubstraticerwert
Testvolumen = Reaktionsvolumen nach Abstoppen deaktion; F = Verdinnungsfaktor der Probe,
¢ = Extinktionskoeffizient; Probenvolumen = Volumeler eingesetzten Probe; t = Zeit, d = Dicke der
Kuvette (1 cm).

Zur  Bestimmung der spezifischen  Aktivitdt wurden s&izlich die
Proteinkonzentrationen in den Zellhomogenaten mkrhBradford-Methode gemessen

(siehe 3.2.2.3).

2x Reaktionspuffer 0,2 M Na-Citrat
0,4 % BSA
pH 4,6
Substratpuffer 10 mM p-Nitrophenyl-N-AcetyB-D-

glucosamid in 2 x Reaktionspuffer

pH 4,6

Stopp-Puffer 0,4 M Glycin/NaOH

pH 10,5
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3.2.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteineolgté mittels diskontinuierlicher
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoressodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektropls®e SDS ist ein
anionisches Detergenz, welches im Solubilisieruatjsp und in den Gelen enthalten
ist. Es denaturiert das Protein, bindet die Polydkptte und ermdglicht somit die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine nactenih Molekulargewicht. Das
Polyacrylamidgel besteht aus einem Trenn- und eiSammelgel, welche zwischen
zwei Glasplatten (16 cm A8 cm, Abstandshalter 1,5 mm dick) gegossen wurden.
Zunachst wurde das Trenngel entsprechend dem iBigettema in Tab. 3.1 hergestellt
und bis 4 cm unter den Rand zwischen die Glasplaégossen. Im Anschluss wurde
es mit 1ml Isopropanol Uberschichtet. Die Trenagetflache wurde nach
Auspolymerisieren mit ddy gespliilt. AnschlieRend erfolgte das Uberschiclaes
Trenngels mit einem Sammelgel sowie das EinfligereseiProbenkammes. Nach

30 min war das Gel polymerisiert, sodass die Praoggetragen werden konnten.

Tab. 3.1 Pipettierschema fiir die Erstellung verscledener Gele.

Losungen Trenngel Minigel Minigel Sammelgel
(mli) (ml) (ml) (mli)
10 % 12,5 % 10 % 4%
Acrylamidlésung 9,8 2,05 1,65 1,3
Trenngelpuffer 7,5 1,25 1,25 -
Sammelgelpuffer - - 2,5
10 % APS in ddkD 0,25 0,0415 0,0415 0,1
TEMED 0,025 0,00425 0,00425 0,01
ddH,O 12,2 1,65 2,1 6

SDS (10 % Stock) 0,3 0,05 0,05 0,1
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Zur SDS-Page wurden 100 pg Zellhomogenat fur edfdgs und 50 pg fur ein Minigel
eingesetzt. Von Zellkulturiberstanden wurden 108yilein grof3es Gel bzw. 20 ul fur
ein Minigel eingesetzt. Die Proben wurden mit reditendem Solubilisierungspuffer
versetzt und bei 95 °C fir 5 min denaturiert. Aigfend wurden sie 1 min bei RT und
16000 x g zentrifugiert. Die Geltaschen wurden mit den Probend einem
Molekulargewichtsmarker beladen. Die Elektrophoiéaenmer wurde mit
Anodenpuffer geflillt und das Gel in die Kammer esmannt. AnschlieRend wurden
die Proben mit Kathodenpuffer tberschichtet und3et entsprechend Tab. 3.2 in der

Elektrophorese-Kammer aufgetrennt.

Tab. 3.2 SDS-Polyacrylamid- Gelelektrophorese: Bedgungen.

Dauer Stromstarke Spannung
GroRRes Gel 2,5h 50 mA / Gel --

Uber Nacht -- 50 mV
Minigel 1h -- Bei 85 \%

einlaufen lassen,
dann auf 180 V

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

Kathodenpuffer 0,1% SDS in Anodenpuffer

5 x Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

4 x Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

4 x Solubilisierungspuffer (reduzierend) 500 mMsTIHCI, pH 6,8
4 % SDS
40 % Glycerin
40 mM DTT
2 % 2-Mercaptoethanol

0,2 % Coomassie R
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3.2.2.6 Western-Blot

Der Western-Blot ist eine analytische Methode, eeermdglicht spezifische Proteine
in einer Proteinpraparation, z.B. in einem Zellhgemat, quantitativ zu detektieren.
Zunachst werden die Proteine durch SDS-Page naeh @rof3e aufgetrennt und im
Blotverfahren auf eine Nitrocellulosemembran Ulzgén. Auf der Membran kénnen
anschlieBend einzelne Proteine mit Hilfe von spezien Antikbrpern nachgewiesen

werden.

Um die Proteine auf die Nitrocellulose-Membran heriragen, wurde das SDS-Gel in
Transferpuffer aquilibriert und zusammen mit detrddellulose-Membran sowie der
Whatman-Filterpapiere entsprechend der Abb. 3.&imer Blothalterung angeordnet
und in eine Blot-Kammer mit Transferpuffer gesefzie Proteine wurden im Nass-
Blot-Verfahren bei 900 mA uber 4 h oder Uber Ndm#it130 mA (grol3es Gel) bzw. 1 h
bei 400 mA (Minigel) auf die Nitrocellulosemembrabertragen.

Kathode —

1]

1]

. . =
Whatman-Filterpapier %
SDS-Gel —_ . g
Nitrozellulose-Membran — 1 =
3

Ll

Whatman-Filterpapier

Anode E— | ]

Abb. 3.1 Schematische Darstellung einer Blotkammer.

Nach dem Blotten wurde die Membran mit WaschpuffeBST) aquilibriert und im
Anschluss fur 1 h mit Blockier-Losung inkubiert, umspezifische Bindungsstellen auf
der Blotoberflache abzusattigen. AnschlieRend wdidevlembran Gber Nacht bei 4 °C
mit einem c-myc-konjugierteringle chainanti-M6P-Antikdrperfragment, der mit der
Blockier-Losung 1:500 verdunnt wurde, auf einem Weighittler inkubiert. Die
Membran wurde anschlieBend dreimal fir 10 min nBST gewaschen. Dann wurde
sie fur 1 h mit einem c-myc-Antikdrper inkubiert:10.000 in Blockier-Losung) und
erneut dreimal mit TBST fur je 10 min gewaschentadéhin wurde die Membran fur
1 h mit einem HRP-gekoppelten Sekundarantikorpekubrert (Ziege-anti-Maus,
1:3000 in Blockier-Losung). Die Membran wurde draiml0 min mit TBST

gewaschen. Die Entwicklerlésungen 1 und Entwickkrhg 2 wurden frisch angesetzt
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und anschlieRend fur 1 min zusammen auf die Nithdose-Membran gegeben. In der
CCD-Kamera (ChemieDA¥XRS, BioRad) wurde die Chemoluminiszenz

aufgenommen.

Die Nitrocellulose-Membran wurde, falls erfordehljam Anschluss zweimal fir 5 min
mit ddH,0, zweimal 5 min mit 0,2 M NaOH-L6sung und weitekgeimal mit ddHO
gewaschen, um die Antikérper von den Proteinen \@hgaohen. Im nachsten Schritt
konnte die Membran entweder an der Luft trocknerraghch 30 min in Blockier-

Losung fur eine andere Antikdrperinkubation verwatnslerden.

Waschpuffer (TBST) 0,1 % Tween 20 in TBS
Blockier-Losung 1% BSA in TBST
Entwicklerlésung 1 100 mM TrisHCI, pH 8,5

5mM Luminol
0,9 mM p-Cumarinsaure
4,5 ml ddHO
Entwicklerlésung 2 100 mM TrisHCI, pH 8,5
0,06 % HO,
4,5 ml ddHO
Transferpuffer 25 mM Tris (Trizma Base), pH 9
192 mM Glycin
20 % Methanol
Primarantikorper single chain fragmentM6P (scFvVM6P)

(1:500): Muller-Loenniegt al, 2010

c-myc (Maus, 1:10.000): Cell Signaling
Technology Inc., Danvers (USA)

Sekundarantikorper Ziege-anti-Maus HRP-konjugiert
(1:3000): Dianova Hamburg
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3.2.2.7 Aufreinigung von lysosomalen Proteinen aus Zellkutir-Uberstanden von
Osteoblasten

Fur die Aufreinigung Mannose-6-Phosphat (M6P)-galti Proteine aus Zellkultur-
Uberstanden von Osteoblasten, wurden die Zellen b@tmM bzw. 15 mM
Ammoniumchlorid (NHCI) behandelt, die als schwache Base den intrdasiu
pH-Wert erhoht. M6P-markierte Proteine kdnnen udiesen Bedingungen nicht von
dem M6P-Rezeptor dissoziieren. Die neu synthetesieProteine werden nicht mehr
zum Lysosom transportiert, sondern verlassen lbar sttkretorischen Transportweg
die Zelle (Braulkeet al, 1987b; Changt al, 1988). Damit die sezernierten Proteine
nicht durch den Proteinanteil des bovinen fotalgilbKrserums (FKS), welches dem
konventionellen Zellmedium zugefihrt werden mussumareinigt werden, wurde dem
Medium wéhrend der NACI-Inkubation kein FKS zugesetzt. Dieses Mediumadwim
weiteren Verlauf als Erntemedium (EM) bezeichnetir Regeneration der Zellen
erfolgte nach einer Inkubation mit EM eine Inkubatimit Komplettmedium (KM),
welches FKS enthielt. Fir die Aufreinigung von Rmén wurden Osteoblasten isoliert
(siehe 3.2.1.4) und nach einer 80 %-igen Konfludez Zellrasens ausdifferenziert
(siehe 3.2.1.5), wobei der erste Tag, an dem difefi@nzierungsfaktoren zugegeben
wurden, Tag 0 entspricht. Am Tag 8 wurde mit der,8FBehandlung begonnen (Abb.
3.2).

sosceocoeso® ‘ cosecens | Ob mit KM
l [ ouhHCL - -] Ob mit NH.Cl-haltigem EM
| ] I .
| 0 T
Tag O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
| |
v v o v vy
KM \ [e ¥ L » \ ;
P— ==
Y
EM « *NHGL . eov, ‘ ‘ « o NHCL .--.I "n&'ﬁ‘---- ‘ ..-r\ﬁ(gw..--

Abb. 3.2 Protokoll zur Gewinnung lysosomaler Proteie aus OsteoblastenkulturenNachdem die
primér kultivierten Osteoblasten (Ob) eine 80 %gmnfluenz des Zellrasens aufwiesen, wurde mit der
Differenzierung durch Hinzufligen des KomplettmedsuiidM) begonnen (Tag 0). Am Tag 8 wurden die
Zellen mit dem NHCI-haltigen Erntemedium (EM) behandelt. Nach eire@stimmten Zeitraum (hier
48 h) wurde das Medium regelmafiig gewechselt kigZdllen ca. 20 Tage alt waren.
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Bei jedem Medienwechsel wurden 2 ml EM zur Analgss Aktivitat lysosomaler
Hydrolasen in Reaktionsgefal3e tberfuhrt und bisMessung bei -20 °C gelagert. Fur
die Prazipitation aller restlichen Proteine wurddie Zellkulturiberstande mit
0,5 g/ml Ammoniumsulfat versetzt und bei 4 °C gelagDie Zellen wurden nach
Abnahme der Zellkulturiberstdnde zweimal mit PB&agehen. Im Anschluss an eine
Inkubation mit EM wurden die Zellen 1 h mit Wasclthuegn in einem Zell-Inkubator in
wassergesattigter Atmosphare unter 5 % ®& 37 °C inkubiert, um die Zellen von
Ruckstdnden des NBI zu befreien. Im Anschluss wurden die Zellen dgim KM
inkubiert. Die Uberstande wurden so lange gesamrbit die Zellen maximal
ca. 20 Tage alt waren.

Die prazipitierten Proteine der mit EM behandel@gilen wurden bei 20.000 x g,
45 min bei 4 °C in der Kuhlzentrifuge (Rotor SS-Bprvall) pelletiert. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Uberstand verworfen, daallpgllet wurde mit PBS
resuspendiert und in einen Dialyseschlauch Ubdrf{Bpectra/Por MWCO3,5 kDa
(Cut-Off)). Der verschlossene Dialyseschlauch wugdgien 21 PBS bei 4 °C im
Kidhlraum Uber Nacht auf einem Rihrer dialysiert. Adichsten Tag wurden die
Proteine erneut fir 6 h gegen 21 PBS dialysierl im ein neues Reaktionsgefal}
Uberfuhrt. Das Loésungsvolumen wurde bestimmt und Oy % Triton-X-100 sowie

Inhibitor-Cocktail versetzt.

Komplettmedium a-Mem
2,2 g Natriumhydorgencarbonat (pH 6,9)
10 % fotales Kalberserum
1 % Penicillin/Streptomycin
B-Glycerolphosphat (10 mM)
Ascorbat (50 pg/ml)

Erntemedium Komplettmedium ohne 10% fé6tales

Kalberserum

10 mM oder 15mM NECI (aus 1M
Stockldsung frisch hinzugeftigt)
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Waschmedium a-Mem

1 % Penicillin/Streptomycin

3.2.2.8 M6P-Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie ist ein chromatogrisghes Trennverfahren zur
Isolation eines Analyten aus einer Lésung versaned Stoffe. Der Trennungseffekt
basiert auf der spezifischen Affinitdt des Protezmseinem Liganden. Dies kann ein
Inhibitor, Substrat oder Cofaktor des Proteins seiar aber ein Proteinbindungspartner
wie z.B. ein Antikorper. FUr die Isolierung Manne&€hosphat (M6P)-haltiger
Proteine wurde einéffi-Gel-Sepharos&aule verwendet, an die esingle-chain
Fragment variableVi6P-Antikorper (scFv-M6P-Antikdrper) gekoppelt vaer (Mller-
Loennieset al, 2010; Affi Gel 10v, A7738-1, Biorad, Minchen).

Die eingesetzte Saule hatte ein Bettvolumen von | BOMit an Affi-Gel-Sepharose
immobilisierten scFV-M6P-Antikérpern. Die Séule warzunéchst mit Saulen-Puffer 1
gewaschen. AnschlieRend wurden 2 ml HeadFraktion auf die Chromatographie-
Saule aufgetragen und bei 4 °C auf dem Drehrad dlelinkubiert. Der Durchlauf
(Flow-Through FT) und alle weiteren Fraktionen wurden aufgeéangnd analysiert.
Die Saule wurde mit 5 ml Waschpuffer 1 (Waschfrakti, W 1) und anschlieend mit
10 ml Waschpuffer 2 (Waschfraktion 2, W 2) gewasch&Vaschpuffer 2 enthielt
10 mM Glucose-6-phosphat und 10 mM Mannose. Diad Blonosaccharide, die M6P
strukturell ahnlich sind. Die Zugabe dieser Zucledwiert unspezifisch gebundene
Zuckerstrukturen, z.B. glykosylierte Proteine ohviéP-Modifikation. AnschlieRend
wurde dreimal fir 10 min 500 pl Elutionspuffer adie S&ule aufgetragen. Dieser
enthielt 10 mM M6P, sodass die M6P-haltigen Praelarch die kompetitive Bindung
des freien M6Ps an den immobilisierten Antikorpéuiest wurden. Die eluierten
Lésungen wurden in einem Reaktionsrohrchen gepdaik. gewonnene Elutions-
Fraktion wurde dann 10 x erneut Uber die Saule lymgeund tropfchenweise
aufgefangen (Abb. 3.3). Nach Verwendung der Sauledev diese mit 5 ml PBS
gewaschen und der Durchlauf aufgefangen. Mit 2 B Rvurde erneut nachgespdult.
Anschliel3end wurde zum Lagern 1,5 ml vom SauleriglP@f auf die Saule gegeben.
Die Saule wurde mit Parafilm verschlossen und béC 4abgestellt. Die M6P-

Affinitatschromatographie fand stets bei 4 °C im hK&um statt. Um eine
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Keratinkontamination zu vermeiden, wurde unter rgjresterilen Bedingungen

gearbeitet.
WP 1 WP 2 Eluat
Load g,gge Tritonx100 oP,Bzgi, Tritonx100 :::imr Cocktail
T G phosphat M MeP > M6P-Antikdrper gekoppelt an Affigel-Beads
+ + + + Q‘ verschiedene Proteine
O-8eles [DFe s+ O » »d b~ >d @ M6P-haltige Proteine
a8 e g e BT g
el B eg g K. g
rend B3 29 ' *q b 9
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Abb. 3.3 M6P-Affinitatschromatographie. Die aufgereinigten Proteine wurden &lsad-Fraktion auf
die M6P-gekoppelten Affigel-Beads gegeben. Nach destens 4 h wurden die Beads mit dem
Waschpuffer 1 (WP 1) und dem Waschpuffer 2 (WP &vaschen. Fir das Eluat wurden die M6P-
haltigen Proteine kompetitiv mit einem M6P-haltigelntionspuffer abgeldst.

Saulen-Puffer 1 5 ml (PBS + IC+ 1 mM 1,10-Phenantrolin)
Waschpuffer 1 5 ml (PBS + 0,2 TritonX-100)
Waschpuffer 2 10 ml (PBS+0,2 % TritonX-100+10mM Gise-6-

phosphate+10 mM Mannose)

Elutionspuffer 3 x 500 pl (PBS+IC +10 mM Mannose-6-phosphat)

Saulen-Puffer 2 1,5 ml (PBS+IC+1,10-Phenanthrolin@z % Natriumazid)

3.2.2.9 Farbung von Polyacrylamidgelen mit Silberfarbung

Die Silberfarbung von Gelen fir die Massenspekttomésiehe 3.2.2.10) erfolgte nach

dem Herstellerprotokoll des FireSilver Staining #&r Firma Proteome Factory.

3.2.2.10Massenspektrometrie

Die massenspektrometrischen Analysen eines Aufengsexperiments wurden von

der Core Facility fur  Massenspektrometrische  Proteomanalytik  des
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Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgetiihDie Identifizierung von
Proteinen erfolgte hier durch Flissigkeitschromegtphie-Tandem-
Massenspektrometridiquid chromatography-mass spectromefityC-MS/MS)). Die
Analyse wurde mit Hilfe eines lonenfallen-Massesmeneters (LC/MSD Trap XCT,
Agilent), dem eine Hochleistungsflussigkeitschromgaaphie Kigh performance liquid
chromatography nanoHPLC) vorgeschaltet war, durchgefuhrt. Fi@ dorbereitung
der Proben wurden 10 %-ige Minigele (siehe 3.2.2rigefertigt. Die aufkonzentrierten
Proteine (siehe 3.2.2.2) wurden mit reduzierendemidisierungspuffer versetzt und
5 min bei 95 °C denaturiert und auf das Gel gela8en 85 V wurden die Proben kurz
elektrophoretisiert bis das Material sich geradeTirenngel angesammelt hatte. Im
Anschluss erfolge eine Silberfarbung der Gele €sigl2.2.9). Der sich anschlieRende
tryptische Verdau der Proteine und die weiteren seraspektirometrischen Analysen
erfolgten durch di€Core Facility Mit Hilfe der ermittelten Peptidmassen wurden die
murinen Proteine in den Proben mittels Mascot-Ozdek-Analyse identifiziert. Den
analysierten Peptiden wurdéhotein Scoreszugewiesen. Je hdher éirotein Score
ist, desto groRer ist die Wahrscheinlichkeit, dassProtein in der Fraktion vorliegt.

Die massenspektrometrische Analyse eines zweitdneiiigungsexperiments wurde
durch den Service Massenspektrometrie der Rhemschirriedrich-Wilhelms-
Universitat in Bonn durchgefuhrt. Hier erfolgte dierbereitung fir einen tryptischen
Verdau der Proteine in Losung. Die Peptide wurdeer iein nanoflow-HPLC-System
(Ultimate3000 RSLC, Thermo Fisher Scientific) undf aeine ID C18-Vorsaule
(Nanoseparations, Niederlande) geladen. Die HPLC @@ine mit einem LTQ-
Orbitrap Velos Massenspektrometer (Thermo Fisherenfitic) gekoppelt. Die
Rohdaten wurden mit der SoftwdPeoteome-Discoverer 1.8’ hermo Fisher Scientific)
analysiert. Die Identifikation der Proteine erf@elgauch hier Uber eine Mascot-
Datenbank-Suche. Uber die Abschatzung der FalsshiRr®ate (FPR) konnten die
Peptide bestimmten Proteinen zugeordnet werden pBgisde spectrum matdi®SM)

stellte hier ein Mal} fur das Vorkommen eines Pnst@ der untersuchten Fraktion dar.
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3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 Isolierung von genomischer DNA

Fur die Gewinnung von DNA von Mukolipidose Typ MI)-Mausen wurden
Ohrstanzen oder Schwanzspitzen verwendet. Die GaWweliben wurden mit 500 pl
Gewebe-Lysispuffer versetzt und Uber Nacht bei G6duf einem Heizschittler
inkubiert. Die Ansatze wurden im Anschluss bei RdOr 6 min und 18000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neueskReasgefalR tberfiihrt und die DNA
mit 500 pl Isopropanol geféllt. AnschlieRend wuide 5 min bei RT und 18000 x g
zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 500 ul Etiod (70 %) gewaschen und 15 min
bei RT und 18000 x g zentrifugiert. Der Uberstanagrde abgegossen. Dieser Schritt
wurde erneut wiederholt. Das DNA-Pellet wurde béi°@ fur 15 min im Inkubator
getrocknet und anschliel3end Gber Nacht in 100 Hb@dgelost. Die Lagerung erfolgte
bei 4 °C.
Gewebe-Lysispuffer 0,1 M Tris/HCI, pH 7,4

0,2 M NacCl

5 mM EDTA

15 pl SDS-Lésung (10 %)

20 pl Proteinase K-Ldsung (20 mg/ml)

3.2.3.2 Genotypisierung desGnptab ¢3°82"Mausmodells mittels PCR

Die Polymerase-Kettenreaktiopdlymerase chain reactioi?CR) ist eine Methode, um
bestimmte DNA-Abschnitte zu vervielfaltigen undmtie hier dazu, den Genotyp der zu
untersuchenden  Gnptal5*®2"SMause zu bestimmen. Bei dem
Gnptal§3%?"CMausmodell wurde eine bekannte menschliche MutatiessGNPTAB
Gens in das homologénptabGen der Maus eingefugt. Bei der Mutation handslt e
sich um eine Insertion eines Cytosin-Restes in Ed®(c.3082insC). Die Insertion der
Mutation im GnptabGen fihrt zu einenframeshiftim Leseraster des Gens und zu
einem verfrilhten Stoppcodon. Zur Generierung@estab®3°®2"*SMausmodells nutzt

man die integrierten Frt- oder LoxP-Sequenzen trom13 und 15 de&nptabGens,
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die bei der Herstellung des Mausmodells zusataidas Gen eingefligt wurden (siehe
Kollmannet al, 2012,Supplemental Dajaund verwendet Primer, die iGAnptabGens

spezifisch vor und hinter der eingefligten Sequebastten (Abb. 3.4).

Gnptab Wildtyp (WT) _i_ﬁ BT 1'6 - 1.71|8 [

npta ildtyp -- | -
2o e

Gnptab “* Allel (ki) - - —§— a1 1’I% | 1“8 1|9---

»
-~ I
P1 P2 By

P2

Abb. 3.4 Gnptab-Wildtyp (WT) und knock-in (ki)-Allel im Gnptab **®#"<Mausmodell. In Intron 13
des ki-Allels ist eine LoxP-Sequenz (blau) eingéfilg Intron 15 liegt eine Frt- (rot) und eine LoxP
Sequenz (blau) vor. Die verwendeten Primer-Bindatgdien sind mit Pfeilen markiert.

Pro PCR-Ansatz wurden 10 pl isolierter DNA mit dBeagenzien der Tab. 3.3
vermischt. Die 50 pl-PCR-Ansatze wurden dann nadhehdem PCR-Programm im
Thermocycler inkubiert. Die PCR-Produkte wurden catisRend im Agarosegel
aufgetrennt und detektiert (siehe 3.2.3.3).

Tab. 3.3 PCR-Pipettierschema.

Menge (ul) Reagenz

5 10xGreen-PCR- Reaktionspuffer

1 10 mM dNTP-Mix

2 DMSO

2,5 10 uM forward-Primer

2,5 10 uM reverse-Primer

0,25 DNA-Polymerase

26,75 ddHO

PCR-Programm: 3 min 95 °C
40 x 15s 95 °C

15s 61°C
15s 72 °C
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4 min 72 °C
00 10 °C

Primer-Sequenzen (Sequenz 5-3’)

Gnptal§3%2"sC for  CATCCCACCGACTCAGGAAG

Gnptal-3%82"sC rey  GCAGCAGTGCCCATCTGATA

3.2.3.3 Auftrennung von DNA und RNA in Agarosegelen

Zur Identifizierung von DNA-Fragmenten und zur diziven Analyse von RNA
wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefuRitt DNA wurden 3 %-ige
Agarose-Gele verwendet. Es wurden 5,4 g Agarosel@titml TAE-Puffer vermischt
und in der Mikrowelle so lange aufgekocht bis digafose vollstandig aufgel6st war.
Im Anschluss wurde die Losung auf 60 °C abgekuhid uanschlieBend 20 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml) hinzugegeben. Das Gel deuin eine Form gegossen.
Nachdem es ausgehartet war, wurde das Gel in ein€A&-Puffer gefillte Kammer
gelegt. Die Taschen des Gels wurden mit 15 pl deglifizierten DNA-Proben aus der
PCR (siehe 3.2.3.2) gefillt. Nach ca. 20 min (lkeeeSpannung von 3-4 V/cm) waren
die Proben elektrophoretisch aufgetrennt. Ethiditomiid interkaliert in Nukleinséuren
und kann durch die Veranderung des Absorptionsejpakt sichtbar gemacht werden.
Daher erfolgte im Anschluss die Visualisierung @MA-Fragmente unter UV-Licht

und die Dokumentation mittels UV-Kamera-System.

Zur qualitativen Analyse von RNA wurde ein 1%-igkgarosegel aufgetragen. Dazu
wurde 2 mg Agarose in 200 ml TAE-Puffer verwendetl wWlas Gel wurde wie oben
beschrieben vorbereitet. Fiur die Proben wurde RNA mit 1 pl RNA-Ladepuffer

verwendet. Bei 120 V wurde die RNA in ca. 20 miak&lophoretisch getrennt und im

Anschluss mit dem UV-Kamera-System sichtbar gemacht
TAE-Puffer 40 mM Tris/HCI, pH 8,3
20 mM Essigsaure

2mM EDTA
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3.2.3.4 Isolierung von mRNA

Die Isolierung von RNA aus Zellen erfolgte nach d@eneJET" RNA Purification Kit
(Fermentas). Die Vorgehensweise entspricht dem télkengrotokoll (Protokoll B:
Mammalian Cultures Cells Total RNA Purification Ryool). Die RNA wurde nach der
Konzentrationsbestimmung (siehe 3.2.3.5) und deerfiifung der Qualitat in
Agarosegelen (siehe 3.2.3.3) fur die cDNA-Synthssehe 3.2.3.6) sowie Microarray-
Analysen (siehe 3.2.3.7) eingesetzt. Die RNA wurele-80 °C gelagert.

3.2.3.5 Konzentrationsbestimmung von RNA-L&sungen

Um die Konzentration von RNA in den Proben zu lesten, wurden jeweils 2 pl der
RNA-Probe mit 98 ul DEPC4D verdinnt. Die RNA-Konzentration in den RNA-
Loésungen wurde dann mittels photometrischer Abgamdtei 260 nm gegen dd@ in
einer UV-Kivette ermittelt. Dabei entsprach eine 6 von 1l einer RNA-

Konzentration von 40 pg/ml. Reine RNA hat einen,gszQuotienten von 2,0.

3.2.3.6 cDNA-Synthese und Realtime-PCR

Mit Hilfe der Realtime-PCR kann die Expressionsigiezifischer Gene untersucht und
die Transkriptionsmenge quantifiziert werden. ZueaRime-Analyse wurde der
TagMan Gene Expression Ass@pplied Biosystems) verwendet. Dieser enthélt die
spezifischen Primer und Fluoreszenz-markierte Soride das zu bestimmende Gen.
Am 5°-Ende enthélt dieTagManSonde einen Reporter- und am 3°-Ende einen
Quencher-Farbstoff. Bevor di€agPolymerase gebunden hat, sind Quencher- und
Reporter-Sonde so nah aneinander, dass der Quedratiestoff die Lichtsignale des
Reporter-Farbstoffs absorbiert und diese somit tnidbtektiert werden kdnnen.
Wahrend der PCR entfernt di@agPolymerase diese Sonden, indem sie ausgehend von
dem gebundenen Primer die cDNA amplifiziert. Hiewotu verlieren Reporter- und
Quencher-Farbstoff die raumliche Nahe zueinanddrdie Lichtsignale des Reporters
konnen freigesetzt und detektiert werden (Abb..3g Detektion der Lichtsignale
korreliert mit der Amplifikation des PCR-Produktese wiederum von der eingesetzten
TemplateMenge abhangt und somit die Konzentration der mRid&& untersuchten
Gens in der Probe anzeigt.
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Abb. 3.5 Schematische Darstellung des Tagman-Prirzs. Reporter- und Quencher-Farbstoff liegen
eng aneinander, sodass der Quencher- die Lichtsigder Reporter-Sonde absorbiert. Diag
Polymerase verlangert wahrend der PCR ausgehenceimem Primer den Nukleotidstrang. Dadurch
wird die Sonde entfernt und der Reporterfarbstoiifdwfreigesetzt. Seine Lichtsignale kénnen dann
detektiert werden.

Es wurde zunédchst mRNA aus Zellen isoliert (siel2e334) und mittels einer reversen
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Dazu wurden Rleaktionsansatze auf Eis

gemischt und dann im Thermocycler inkubiert.

Reaktions-Ansatz: 2 ul 10 x RT-Puffer
0,8 ul 25 x dNTP-Mix (100 mM)
2 ul 10 x RT-Random-Primer
1l MultiScribe-Reverse-Transkriptase
4,2 ul DEPC- kD
1 g RNA in 10 pl DEPC-4®
Programm: 10 min 25°C

120 min 37 °C
5 sek 85 °C
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Die erzeugte cDNA wurde anschlie3end nach folgen8ehema als Template in der
Realtime-PCR eingesetzt. Alle cDNA-Proben wurden dreifacher Bestimmung

pipettiert und gemessen.

Realtime-PCR-Ansatz: 10 pl 2 X PCR-tda#/ix
7 ul DEPC-KD
2 pl cDNA
1l TagMan-Assay

Im PCR-Gerat Stratagene Mx3000P wurden die Ansésmh dem folgenden Modus
analysiert:

PCR-Programm: 10 min 95 °C
40 x 30 sek 95 °C
1 min 60 °C

Die Auswertung der PCR-Ergebnisse erfolgte nachAdeC- Methode (Livak und
Schmittgen, 2001). Als £Wert (cycle of thresholdwird der PCR-Zyklus bezeichnet,
bei dem die Fluoreszenz in deaqgManrPCR-Reaktion des untersuchten Gens erstmals
signifikant hoher ist als die HintergrundfluoreszeAls Referenz wird fur jede cDNA-
Probe der &Wert von -Aktin ermittelt, um die @-Werte der untersuchten Gene zu
normalisieren. Den normalisiertenr-&/ert bezeichnet man alsCr. Der AACt-Wert
stellt den Unterschied der@Verte eines Gens nach Normalisierung mit Aktin dar

3.2.3.7 Microarray-Analyse

Die Affymetrix-Genchip-Analyse ermdglicht die glaieitige Messung der Expression
von mehr als 40.000 Genen zwischen zwei oder metiveld. Auf den Affymetrix-
Genchips befinden sich spezifische Oligonukleotidajt denen aus mMRNA
umgeschriebene cDNA hybridisiert, die mit einemdfaszenzfarbstoff markiert wurde.
Anhand der Intensitdt des Fluoreszenzsignals komuessagen Uber die Expression

spezifischer Gene im Vergleich zwischen zwei Prajpemacht werden.

Fur die Analyse wurde mRNA aus 10 Tage alten WTd MiII-Osteoblasten isoliert
(siehe 3.2.3.4). Das Experiment wurde mit dem A#ymx Mouse Genom 430 2.0
Genchips im Labor deérray Service Centersles Universitatsklinikums Hamburg-

Eppendorf durchgefuhrt und ausgewertet. Mit d8iVT Express Kit(Affymetrix)
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wurde 100 ng mRNA in Biotin-markierte cDNA umgeseben. Fir die Hybridisierung
wurden 15 pug fragmentierter cDNA mit 200 pl der Hgisierungs-Losung auf den
Genchips in dem Hybridisierungs-Ofen (Affymetrix@i#5 °C fir 16 h inkubiert. Die

Genchips wurden im Anschluss nach dem Herstellavkotl gewaschen und mit der
Affymetrix Fluidics Station 45Qgefarbt. Nachdem die Fluoreszenz-Intensitat mih de
Affymetrix GeneChip Scanner 7G ausgelesen wurdederu die Daten durch zwei
interne Kontrollhybridisierungsproben (GAPDBEAktin) und mit Hilfe der Software

GCOS(Version 1.4, Affymetrix) auf ein Zielsignal vor®@ normalisiert. Es erfolgte ein
paarweiser Kreuzvergleich der Signalintensitaten@ene in allen vier Proben (Abb.
3.6).

WT, Ob1| «— |MLII, Ob1

X

WT, Ob2| «— MLII, Ob2

Abb. 3.6 Analyse der Genexpression von WT- und MLHOsteoblasten.Die Genexpressionsmuster
von 10 Tage alten primar kultivierten WT- und MIQisteoblasten aus zwei unabhangigen Experimenten
(pro Genotyp n = 2) wurden durch einen paarweiseruivergleich der einzelnen Proben untereinander
ermittelt.

In die weitere Analyse wurden die Gene einbezotjgndie in allen Proben ein Signal
detektierbar war und bei denen sich die Expreséimmheung in allen Vergleichen
gleichgerichtet verhielt. Gene, deren Signalintétsunterschiede in WT und MLII
einen p-Wert > 0.05 aufwiesen, wurden@iange callangegeben, d.h. es handelte sich
hier um eine signifikante Anderung in der Expressiéir die quantitative Abschatzung
der Expressionsanderung wurde diese als Sign@l Log Ratipangegeben. Die SLR
misst das AusmaR und die Richtung der Anderungcheis den Transkripten von WT-
und MLII-Osteoblasten und steht mit dem Signalistgtsunterschied~pld Changé

in folgendem mathematischen Verhaltnis:
Fold Change = 2 SLR, wenn SLR > 1
Fold change = (-1) x 2 - (SLR), wenn SERL

Eine SRL von 1 entspricht somit einer 2-fach erbdhExpression, eine SLR von -1

einer 2-fachen Reduktion der Expression. Die fehllierten Gene wurden im
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Anschluss durch die Internet-basierte Softwamgenuity pathway analysigIiPA)
(Ingenuity Systems Inc., Redwood City, USA) anaytsund gruppiert.

3.2.4 Immunfluoreszenz und Mikroskopiertechniken

3.2.4.1 Lektin-Farbung der Resorptionslakunen

Um die Resorptionsaktivitdit von Osteoklastén vitro zu untersuchen, wurden
monozytare Vorlauferzellen auf Dentin zu Osteoldastsoliert (siehe 3.2.1.1) und
kultiviert (siehe 3.2.1.2). Nach einer Inkubatiohape von 12 Tagen wurden die Zellen
entfernt und die Dentin-Oberfliche mit biotinylemt wheat germ agglutinin
(WGA)-Lektin und Alexa Fluor546-Streptavidin angefarbt, welches freigelegte
Sialinsdure-Reste der Dentinoberflache bindet (fieleet al, 1994). Anschlie3end
konnte die Dentinoberflache mittels Konfokalmikrople dargestellt und untersucht
werden. Nach der Inkubation von Osteoklasten auitiDg(siehe 3.2.1.3) wurde das
Medium abgenommen und die Chips fur 10 min bei R200 pl 1 % SDS inkubiert.
Im Anschluss wurden die Chips auf Filterpapier gelend auf der Rickseite markiert.
Danach wurden sie in ein 50 ml-Reaktionsgefald abetfmit 20 ml PBS tberschichtet
und auf Eis 5 min mit Ultraschall behandelt. Dieigdhwurden mit PBS abgespult und
in 24-Well-Platten gelegt. Pro Well wurden 250 gktin-L6sung aufgetragen und die
Chips fur 1 h bei RT inkubiert. Danach wurden dedléh dreimal mit PBS gespdlt und
fur 1 h mit 250 ul der Fluoreszenz-Losung bei RHulsiert. Im Anschluss wurden die
Dentinchips dreimal mit PBS gewaschen und mit Glyke&elatine auf Objekttragern
eingedeckelt.

Lektin-Lésung 1 % BSA in PBS

0,01 mg/ml biotinyliertes wheat germ
agglutinin(WGA)- Lektin

Fluoreszenz- L6sung 1 % BSA in PBS

1 pg/ul Alexa Fluor546-Streptavidin
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3.2.4.2 Messung der Dentinresorption von Osteoklasten mitte
Konfokalmikroskopie

Um die Resorptionsaktivitdt von Osteoklasten zuersuchen, wurden priméar
kultivierte Osteoklasten auf Dentinchips kultivigigiehe 3.2.1.3). Es erfolgte die
Farbung dieser Dentinchips mit Fluoreszenz-mammerivVGA-Lektin (siehe 3.2.4.1),
um die Resorptionslakunen durch indirekte Immurigaenz mit dem
Konfokalmikroskop detektieren zu koénnen. Mit Hilfdes Konfokalmikroskops
Leica TCS SP5 Il AOBS wurde das zur Farbung derdkeaoberflache verwendete
Alexa Fluor 546-Streptavidin (siehe 3.2.4.1) im Resonanzscadtdomit einem
561 nm-Laser angeregt. Die Fluoreszenzsignale wwunchét dem GaAsP-Hybrid-
Detektor gesammelt. Fur eine dreidimensionale Euiag der Resorptionslakunen
wurde die z-Ebene mit einer festerStackGrofRe von 6 pm detektiert. So konnte die
Tiefe der Resorptionsbereiche ermittelt werden. dlengesamte Flache des Chips zu
erfassen, wurde die Position der oberen, unteneken und rechten Kante des Chips
mit dem motorisierten Tisch des Mikroskops angefahund markiert. DidlileScan
Funktion ermoéglichte es, den markierten Bereichufdimen, zu scannen und die

erzeugten Einzelbilder zu einer Gesamtaufnahmerausszufiigen (Abb. 3.7).

Abb. 3.7 TileScan-Funktion am Konfokalmikroskop Leica TCS SP5 Il AOBS. Mit Hilfe eines
Joysticks und des motorisierten Tisches des Koffaikeoskops Leica TCS SP5 Il AOBS wurden vier
Positionen markiert (wei3e Rechtecke), um den ®meich festzulegen. Der gesamte Dentinchip wurde
anhand dieser Markierungen mit déleScanFunktion durchgescannt. Am Ende wurden die Einlokdb

zu dem Gesamtbild des Dentinchips, wie er hiereigdit ist, zusammengeflgt.

Die Berechnung der mit Resorptionslakunen bese@t@rflache erfolgte mit Hilfe der
Bildanalyse-Software Volocity 6.1 der Microscopy Imaging Facility des
Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf. Zunachsurde der Radius jedes
Dentinchips ausgemessen, um die komplette FladienéeFlache eines Kreises, Ay

zu berechnen. Im Anschluss wurde die maximale Riioj@ der Abbildung ermittelt
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(maximal intensity projectign Alle Pixel mit einer Intensitat, die hoher wds a&in
festgelegter Schwellenwert (nicht niedriger als 3@;ht hoher als 255), wurden
aufaddiert. Diese Summe wurde als die insgesambrbieste Flache (A des
Dentinchips definiert. Hieraus wurde der prozerdguahteil der mit Resorptionslakunen
besetzten Flache an der Gesamtflache ermitteWX(100).

Tab. 3.4 Einstellungen am Konfokalmikroskop Leica TS SP5 1l AOBS zur Detektion der
Resorptionsbereiche von Osteoklasten auf Dentinchsp

Objektiv HCPL FLUOTAR 10x/ NA 0.30 DRY
Z- Stack- GrolRe 6 um

Zoom 1,70

Gain 10%

Laser OPSS 561

Detektor GaAsP Hybrid

Auflésung 10fach

Mode Resonanz-Scanner

3.2.4.3 Ausmessung einzelner Resorptionslakunen von Osteakten mittels
Konfokalmikroskopie

Neben der Detektion der resorbierten Knochenflgotee Dentinchip (siehe 3.2.4.2)
erfolgte die Ausmessung und Charakterisierung éezdResorptionslakunen. Anhand
des motorisierten Tisches des Konfokalmikroskoped @ CS SP5 Il AOBS und der
Multipoint-Analyse wurden einzelne Positionen auf den Dehipmit einem Joystick
angefahren, um die Resorptionslakunen unter demrRRegscan-Modus aufzunehmen
und zu markieren (Abb. 3.8A). Es wurden mindestaahs Positionen aufgesucht, um
eine statistisch signifikante Anzahl von Resorpgleakunen zu erhalten. Fir eine
dreidimensionale Detektion der Lakunen wurden dehkte und der tiefste Punkt einer
Resorptionslakune bestimmt. Entlang der z-Achsedemurzwischen héchstem und
tiefstem Punkt Einzelaufnahmen mit einem festent&$ von 0,6 um generiert und zu
einem Aufnahmenstapelz-Stack zusammengeflugt (Abb. 3.8B). Mit Hilfe der
Bildanalyse-Software Volocity 6.1 konnten aus demz-Stack zweidimensionale
Abbildungen der xy-, xz- und yz-Ebene und dreidisienale Topologieabbildungen
erzeugt werden. Die Ausmessung der Resorptionstakwurde manuell anhand des

Lineal-Tools der Software in der xz-(yz-)Ebene dhgefihrt. Es wurde von der tiefsten
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Stelle einer Resorptionslakune bis zur Knochentdehé gemessen und zur
Dokumentation ein Snapshot der einzeln ausgemasdeesorptionslakunen gemacht
(Abb. 3.8C). Die vermessenen Resorptionslakunefeiiigurden in eine Excel-Tabelle

Uberfuhrt und die Mittelwerte und die Standardaloivengen ermittelt.

" Mark & Find Qo
15, 19, [0, 14
. | m; :
% 46814 y. 35.078) |
1-Galvo-Pos -0.768] lum|
AFC Position A
B4 some stockfor ail
1S

Abb. 3.8 Messung der Resorptionslakunen von Osteadten mittels Multipoint-Analyse.

(A) Anhand des motorisierten Tisches und d&dtipoint-Analyse-Tools des Leica TCS SP5 Il AOBS
konnten mittels Joystick verschiedene Positionéndam Dentinchip angefahren und markiert werden.
(B) Mit einer z-StackGroRe von 0,6 um wurden die Resorptionslakunegesneimmen. (C) Mit Hilfe der
Bildanalyse-Softwar&olocity 6.1erfolgte eine Darstellung der xy-, xz- und yz-EdebDie Ausmessung
erfolgte in der xz- (yz-)Ebene mit Hilfe eines Latd ools.

Tab. 3.5 Einstellungen am Konfokalmikroskop Leica TS SP5 Il AOBS zur Detektion einzelner
Resorptionslakunen von Osteoklasten auf Dentinchips

Objektiv HCX PLAPO CS 63x/ NA 1.40 OIL
Z- Stack- GrélRe 0,6 um

Zoom 1,70

Gain 10%

Laser OPSS 561

Detektor GaAsP Hybrid

Auflésung 10fach

Mode Resonanz-Scanner

3.2.5 Maushaltung

Die Wildtyp-Mause (C57-black) wurden von der Vetssigerhaltung des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf zur Verfiagu gestellt (Reinzucht, The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA)). Homozggacp2/Acps-Mause wurden
von Professor Paul Saftig von der Christian-Albtedbniversitat in Kiel bereitgestellt

(Suteret al, 2001). Die Gnptal5>%®"tMause (MLII-M&use) entstammen der
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Arbeitsgruppe von Professor Thomas Braulke des ésaitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf (Kolimanret al, 2012). Die verwendeten M&ause wurden in der Tlarhg
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf gemaltBort erfolgte die Zichtung
unter pathogenfreien Bedingungen und einem germsgélig- und Nacht-Rhythmus.
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4. Ergebnisse

4.1 Analyse der Resorptionsaktivitat von MLII-Osteoklagen

Untersuchungen am Mukolipidose Typ Il (MLIIl)-Mausdedl zeigten, dass 1. die
Konzentration an Knochenabbauprodukten im MLII-Msarsm erhdht st
(Kollmannet al, 2013), 2. im Knochengewebe eine erhthte Anzahl @steoklasten
nachweisbar ist und 3. verschiedene lysosomale re@zy.a. Cathepsin K, aufgrund
des Mannose-6-Phosphat (M6P)-Verlusts von Ostetgklam den Extrazellularraum
fehlsortiert werden (Kollmanat al,2013). Deshalb erschien es moglich, dass die
erhohte Sekretion lysosomaler Enzyme in die Remorgiakune erfolgt, was zu einer
erhohten Resorptionsaktivitat individueller MLII-@sklasten fihren wirde. Um zu
untersuchen, ob eine erhthte Resorptionsaktividiidueller Osteoklasten bei MLII
zusatzlich zur Erh6éhung den vivoUmsatzrate beitragt, wurden Osteoklasten von
Wildtyp (WT)- und MLII-Mausen isoliert, auf Dentihgs kultiviert und die
Resorptionsaktivitat der Zellen nach 12 Tagen miteHler konfokalen Mikroskopie

analysiert.

4.1.1 Resorptionsaktivitdt von WT- und MLII- Osteoklasten

Auf Dentin kultivierte Osteoklasten differenzieren einen aktiven, polarisierten
Zustand, bilden eine Resorptionslakune aus undrbesen Knochenmatrix. Um zu
untersuchen, ob sich die Differenzierung und diesldung der Resorptionslakunen
von MLII-Osteoklastenn vitro vom WT unterscheiden, wurden aus dem Knochenmark
von 21 Wochen alten, weiblichen WT- und MLII-Mausg@n= 3) isoliert. Die gleiche
Anzahl von Zellen eines Tieres (1,5 XZellen/ml) wurde auf jeweils zwei
Dentinchips ausplattiert und fur 12 Tage in Kuldifferenziert. Zur Analyse der auf
einem Dentinchip ausgebildeten Resorptionsflacheah dakunen wurden die Zellen
vom Dentin gelést und die freigelegten Sialinséests auf der Dentinoberflache
mittels Alexa Fluor546-markiertem WGA-Lektin angefarbt. Am Konfokalmokkop
Leica TCS SP5 Il AOBS wurde die gesamte Oberflabd® Dentinchips gescannt, um

die mit Resorptionslakunen bedeckte Flache zu wmitDer Anteil der resorbierten
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Flache an der gesamten Dentinoberflache wurde insciloss mit Hilfe der
Bildanalyse-Softwar&olocity 6.1quantifiziert.

Abb. 4.1 zeigt Dentinchips, auf denen WT- bzw. MOsteoklasten kultiviert wurden
sowie 50-fache VergréRerungen der Dentinoberfl{oled3e Rechtecke). Sowohl WT-
als auch MLII-Osteoklasten sind auf Dentin in eidtiven Zustand differenziert und
haben Resorptionslakunen ausgebildet, die durch_ekinfarbung markiert werden
konnten. Die Resorptionslakunen waren auf der Dehip-Oberflache sehr heterogen
verteilt. In einigen Bereichen lagen die Resorgiakunen sehr dicht nebeneinander
oder gingen ineinander Uber, sodass nicht beuatreilar, ob an der Ausbildung des
Resorptionsbereichs ein oder mehrere Osteoklas®miligt waren. Dazwischen lagen
Bereiche mit wenigen, klar abgegrenzten Resorpiiéxisen. Die Resorptionslakunen
wiesen variationsreiche Formen auf: teilweise warende bis ovale Lakunen zu
finden, teilweise waren linienférmige Spuren zuesnken, die durch Wanderung der
Osteoklasten wahrend der Resorptionsphase aufetdirioberflache entstanden.

WT ML

Abb. 4.1: Resorbierte Flache von WT- und MLII-Ostedlasten auf Dentin. WT- und MLII-
Osteoklasten wurden 12 Tage auf Dentinchips kelttviDie mit Resorptionslakunen besetzte Flache
wurde nach Ablésung der Zellen mit biotinyliertemGA-Lektin sowie Alexa Fludr546-Streptavidin
markiert. Durch indirekte Immunfluoreszenz wurdee &esorptionsbereiche am Konfokalmikroskop
Leica TCS SP5 AOBS detektiert. Die weil3en Rechtesk®l in einer 50-fachen VergrofRerung
dargestellt. Balken 500 pm, 10 pm.

Um zu quantifizieren, ob MLII-Osteoklasten auf Danmmehr Knochen resorbieren als
WT-Osteoklasten, wurde der Anteil der Resorptigidfen auf der Dentinoberflache
bestimmt (Abb. 4.2). Der Flachenanteil der Resorgiakunen auf den Dentinchips
(A/Ax) schwankte bei WT-Osteoklasten zwischen 24 % ubhdo09und bei MLII-
Osteoklasten zwischen 47 % und 90 % (Abb. 4.2AesOst hauptsachlich durch die
heterogene Verteilung der Resorptionslakunen zZidrenk. Insgesamt konnten durch die
Quantifizierung der Resorptionsflachen zwischen O&teoklasten und MLII-

Osteoklasten keine statistisch signifikanten Umtaexle bei der Knochenresorption
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detektiert werden (Abb. 4.2B). In vorangegangenemelEmenten konnte ermittelt
werden, dass bei der Differenzierung von MLII- uMI-Osteoklasten in Kultur eine
gleiche Anzahl von Osteoklasten entstehen (Kollmetral, 2013). Die hier
durchgefuhrten Experimente bestatigen diese Ergsbnund zeigen zudem, dass
zwischen MLII- und WT-Osteoklasten keine Untersdeiebei der Ausbildung von

Resorptionslakunen vorliegen.

A B

WT MLII 1007
Adum? A um? [ AJAL%] Adum? A [um?7  [AJAI%] | § 801
WT1.1 |28128274 19426861 69,07 MLII1.1 | 27651017 12930689 46,76 E 604
WT1.2 |27781622 10157420 36,56 MLII1.2 | 27530016 15259154 55,43 5
WT2.1 |27270300 6514634 23,89 MLII2.1 | 27613757 24836894 89,94 :g 401
WT2.2 |27651017 19582520 70,82 MLII2.2 | 27242547 21390480 78,52 g 204
WT3.1 |27949995 25339876 90,66 MLII3.1 | 27357916 14996553 54,42 R
WT3.3 | 28260000 |24350088 | 86,16 MLII3.2 | 27978107 | 21658182 | 77,41 L .

Abb. 4.2 Quantifizierung der durch Resorptionslakuren besetzten Flache nach 12-tagiger
Kultivierung von WT- und MLII-Osteoblasten auf Dentinchips. (A) Tabellarische Darstellung der
von Resorptionslakunen bedeckten Flachg. gibt die rechnerisch ermittelte GrélRe des gesamten
Dentinchips in prhan, A die resorbierte Flache in |fmA/A gibt die resorbierte Flache pro Dentinchip
in % an; n=3 biologische Replikate; pro Tier wemdzwei Dentinchips untersucht. (B) Grafische
Darstellung der relativen M\ in %. Dargestellt werden die Mittelwerte und diar&lardabweichungen
der sechs WT- und MLII-Dentinchips aus (A).

4.1.2 Charakterisierung der Resorptionslakunen von WT- urd MLII-

Osteoklasten

Zusatzlich zur Untersuchung der resorbierten Flaghe Dentinchip kdnnen
Veranderungen der Resorptionsaktivitdit von Ostetéia durch die Analyse der
Morphologie und Tiefe von Resorptionslakunen nachgeen werden. Deshalb wurden
die Resorptionslakunen auf den Dentinchips mikrpgah naher charakterisiert. Mit
Hilfe desMultipoint-Analyse-Tools des Konfokalmikroskops Leica TCS 3IPSOBS
wurden verschiedene Positionen auf den Dentincgefahren. An diesen Positionen
wurden von der Knochenoberflache bis zum tiefstankP der Resorptionslakunen in
einem Abstand von 0,6 um konfokale Aufnahmen amggfe und zu einem

dreidimensionalea-Stackzusammengefihrt.

Mit Hilfe des z-Stacks wurden topologische Projektionen angefertigt, une d
Morphologie der Lakunen darzustellen (Abb. 4.3A uBY Die blauen Bereiche
markieren die Dentinchip-Oberflache. Uber griin,bgbis rot nimmt die Tiefe der
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Lakunen bis 35 um zu. In der dreidimensionalen (ABBA) und der ebenen
Darstellung derselben Bereiche (Abb. 4.3B) sinditpiev die Tiefen der verschiedenen

Resorptionslakunen anhand der Farbkodierung zuneéeke

Abb. 4.3 Aufnahmen von WT- und MLII- Resorptionslakunen mittels Konfokalmikroskop. (A)
Dreidimensionale, farbkodierte Darstellung von Rpsonslakunen, dién vitro von WT- und MLII-
Osteoklasten innerhalb von 12 Tagen auf Dentinclygpbildet und mittelsMultipoint-Analyse des
Konfokalmikroskops Leica TCS SP5 Il AOBS aufgenommairden. (B) Zweidimensionale Darstellung
der in (A) detektierten Resorptionslakunen. Die ldi@len Bereiche markieren die Dentinchip-
Oberflache. Uber griin, gelb bis rot nimmt die Tigés einzelnen Resorptionslakunen zu.

Die Morphologie der untersuchten Resorptionslakumeas ebenfalls eine starke
Heterogenitat auf. Die Ausbuchtungen an der Obshéades Dentinchips waren in
manchen Bereichen sehr gro3flachig und langgezogémdem konnten die
Begrenzungen einzelner Lakunen in diesen Bereialatt eindeutig definiert werden.
Die Resorptionslakunen hatten teilweise nicht eitiefsten Punkt, sondern wiesen
mehrere Vertiefungen auf. An anderer Stelle fandmim eher kleine, runde oder
ellipsoid geformte Resorptionslakunen. Aufgrund dssrphologischen Unterschiede
wurde zur Quantifizierung der Lakuneneigenschaflienmaximale Tiefe der einzelnen
Lakunen vermessen. Nicht quantifiziert wurde derddmesser oder das Volumen der

Resorptionslakunen.
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Um die Tiefe der Lakunen auszumessen, wurden ke Abkunen entlang des tiefsten
Punktes Projektionen in z-Ebene angefertigt undAtetand von Knochenoberflache
und tiefstem Punkt einer Resorptionslakune im smstken Winkel vermessen (Abb.
4.4).

Abb. 4.4 Ausmessung der Tiefe von WT- und MLII-Resmptionslakunen. (A) Das weiRe Fadenkreuz
markiert die tiefste Stelle der betreffenden Resonglakune, die anhand der yz- und xz-Projektion
ermittelt werden konnte (weil3e Linien). (B) Exemijdehe Darstellung von sechs Resorptionslakunen in
der Seitenansicht, die von WT- und MLII-Osteoklasebildet wurden. Die ermittelte Tiefe der Lakunen
ist in um angegeben.

Auf jedem Dentinchip wurden ca. 45 Resorptionslakudetektiert. Insgesamt wurden
bei WT-Osteoklasten 275 und bei MLII-Osteoklaste@5 Rakunen ausgemessen.
Ca. 80 % der Lakunen waren zwischen 5pum und 15tigm (Abb. 4.5A). Im
Durchschnitt waren die Resorptionslakunen sowohi WéT- als auch MLII-
Osteoklasten 10 um tief (Abb. 4.5B). In Abb. 4.5Adie Verteilung der Lakunentiefen
dargestellt. Bei MLII-Osteoklasten fanden sich meakunen, die tiefer als 10 um und
kleiner als 5 um waren als bei WT-OsteoklastenMittel ergeben sich jedoch keine

signifikanten  Unterschiede. Insgesamt kann anhandr dcharakterisierten
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Resorptionslakunen nicht auf eine erhéhte Resorpaktivitat bei MLII-Osteoklasten
geschlossen werden.
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Abb. 4.5 Quantifizierungen der Resorptionslakunen.(A) Verteilung der Tiefe der Lakunen auf die
einzelnen Lakunen in Relation zur Gesamtanzahlktletéer Lakunen. Ca. 80 % der Lakunen sind
zwischen 5 und 15 um tief. (B) Die durchschnitttichiefe der Resorptionslakunen von WT- und MLII-
Osteoklasten liegt bei ca. 10 um.

4.2 Transkriptionsanalyse kultivierter Osteoblasten

In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt emerdlass das Fehlen des
Mannose-6-Phosphat (M6P)-Markers in  MLII-Osteoldast zur Fehlsortierung

lysosomaler Proteine und zu einer gestorten Knauolreralisation fuhrt (siehe 1.2.3;

Kollmannet al., 2013). In den folgenden Experimenten sollte tsuteht werden, ob der

Verlust des M6P-Markers und die Fehlsortierung $ggnaler Enzyme die Expression
von Genen in Osteoblasten beeinflusst.

4.2.1 Untersuchung der Genexpression lysosomaler Proteine Osteoblasten

Zunachst wurden die mRNA-Spiegel verschiedenerslysaler und Osteoblasten-
spezifischer Proteine sowie des a/B-Vorstufenproteins der
GIcNAc-1-PhosphotransferaseGriptal) in WT- und MLII-Osteoblasten an drei
verschiedenen Tagen der Differenzierung mit Hilfen vRealtime-PCR-Analysen
untersucht. Dazu wurden mRNAs an Tag5, 10 und &S primar kultivierten

Osteoblasten isoliert und in cDNA umgeschriebenle AWerte wurden auf die
Expression voii-Aktin normalisiert und die relative Expression @@ne im Vergleich

zu WT-Osteoblasten am Tag 5 der Differenzierungtéztn
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Die relative Expression des/p-Vorstufenproteins der GlcNAc-1-Phosphotransferase
(Gnptal) nahm zwischen dem 5. und 15. Tag der Differennigivon WT-Osteoblasten
um 50 % zu, wahrend die mRNA-Spiegel der mutiefeaptab Gber die Zeit nur 20-
30 % der WT-Spiegel an Tag 5 erreichten (Abb. 4Bje Transkriptmenge von
lysosome-associated membrane glycoproteifLdmpl) und Niemann Pick type C2
protein (Npc2 verdoppelte sich, die der-MannosidaseMan2bl vervierfachte sich
bei WT-Osteoblasten, die Expression der-Fucosidase Hucal) und der
B-HexosaminidaseHexg veranderten sich dagegen mit der Kultivierungsdanicht.
Nur fur FucalundHexakonnten erhéhte mRNA-Spiegel in den MLII-Osteot#dasam
Tag 10 der Kultivierung gegenuber WT-Zellen festgits werden, wéahrend die
Transkriptionsmengen vdrampl, Npc2und Man2b1lsich in MLII-Osteoblasten kaum
von WT-Osteoblasten unterschieden. Die Genexpresiao untersuchten Osteoblasten-
spezifischen Proteindone y-carboxylglutamic acid-containing protei(Bglap) und
bone sialoprotein 2(lbsp stiegen bei WT-Osteoblasten erwartungsgemafl mmit d
Differenzierung an, wahrend sie in MLII-Osteoblaststark reduziert bzw. kaum

detektierbar waren.

Npc2
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Abb. 4.6 Realtime-PCR lysosomaler und Osteoblastespezifischer Gene von WT- und MLII-
Osteoblasten am 5., 10. und 15. Tag der Differenzisng. Relative Genexpression der lysosomalen
Proteinelysosome-associated membrane glycoprotefbhainpl), Niemann Pick type C2 prote{iNpc2,
a-Mannosidase Man2bl), a-Fucosidase Hucal), p-Hexosaminidase Hexd, GIcNAc-1-
Phosphotrasferas&(ptal) sowie der Osteoblasten-spezifischen Fakttemey-carboxylglutamic acid-
containing protein(Bglap), bone sialoprotein Zlbsp) im Vergleich zu WT-Osteoblasten am 5. Tag der
Differenzierung.
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Zuséatzlich zur Transkriptionsmenge wurde fur dig-Hexosaminidase die
Enzymaktivitat in den Zellen und Zellkulturibersd&gn von WT- und

MLII-Osteoblasten am 5., 10. und 15. Tag in Kulturtersucht. In WT-Osteoblasten
konnte eine mit der Zeit zunehmende Enzymaktivitr B-Hexosaminidase

nachgewiesen werden, die in MLII-Osteoblasten emwngisgemal reduziert war. In den
Kulturiberstanden der MLII-Osteoblasten war dieHexosaminidase-Aktivitat im

Vergleich zu WT-Zellen erhéht (Abb. 4.7).

A 12,5« CJWT B 10.0-
3 I ML 3
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5.0-

5.0
J . 2.5=
. B f‘li i
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relative Enzymaktivitat
L
relative Enzymaktivitat

Abb. 4.7 Fehlsortierung der p-Hexosaminidase in MLII-Osteoblasten an Tag 5, 10nd 15 der
Differenzierung. (A) Relative, intrazelluldarep-Hexosaminidase-Aktivitdt von WT- und MLII-
Osteoblasten. (B) Relative Enzymaktivitat in detikZdturiiberstanden von WT- und MLII-Osteoblasten
zwischen dem 5. Und 15. Tag der Differenzierungwiiede die relative Enzymaktivitat im Vergleich zu
WT-Osteoblasten an Tag 5 der Differenzierung ddegjes

Zusammenfassend stieg die Genexpression lysosoifedégine sowohl bei WT- als
auch bei MLII-Osteoblasten von Tag 5 auf Tag 10 @ies galt jedoch nicht fur die

Expression vorBglap, Ibsp und Gnptahh deren mRNA-Spiegel in MLII-Osteoblasten
kontinuierlich niedrig waren. Die erniedrigten Kemtrationen defi-Hexosaminidase

in MLII-Osteoblasten waren jedoch nicht auf Untéiede in der Transkription,

sondern auf Proteinsortierungsdefekte zurtickzufuhre

4.2.2 Differentielle Genexpression in WT- und MLII-Osteoblasten

Fur die Genexpressionsanalysen wurden primar kestesr MLII- und WT-Osteoblasten
in zwei unabhéngigen Experimenten (pro Genotyp nis@)iert und Gber 10 Tage
differenziert. Anschlielend wurde aus den Zellen NAR isoliert und zur
Transkriptionsanalyse mittelouse Genome 430 2Microarray der Firma Affymetrix
eingesetzt. Die Ergebnisse der vier Proben wurdemchd einen paarweisen

Kreuzvergleich miteinander verglichen. Die Datenradan in derNCBI-Datenbank
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Gene Expression Omnibbsterlegt und sind unter der GEO Seriennummer 43854
einsehbar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/querg/agi?acc=GSE43854). Insgesamt
wurden 45037 Gene identifiziert, von denen 2015ieda die Analyse mit einbezogen
wurden. Im Anhang sind die reduziert exprimierteen® aufgelistet, die ein®ingle
Log Ratio (SLR) von<-5,00 aufwiesen (103 Gene, Tab. 8.1), sowie ditviakien
Gene mit einer SLR 3,00 (83 Gene, Tab. 8.2). Die Funktion von einigder

fehlregulierten Gene wird im Folgenden néaher basbkn.

Unter den reduziert exprimierten Genen hatte oerferon-activable protein 202
(Ifi202b) die niedrigste Transkriptionsmenge mit einer Skdh -10,05. Dieses Gen
reguliert die Aktivitat von B-Zellen (Choubey unduithanathan, 2008) und inhibiert
verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B. dB;-c-Myc, AP-1 und p53, wodurch
es anti-apoptotische sowie anti-inflammatorischerkifigen hat (Dattat al, 1996;
Xin et al, 2006; Robertst al, 2009).Col22al zeigte eine SLR von -8,45 und gehort
zur Gruppe der FACIT-Kollagendilfril-associated collagens with interrupted triple
helicey, die unter anderem Protein-Protein-Interaktiomermitteln. Bisher wurde es in
Muskel- und Herzgewebe, Sehnen, Haut sowie Gelankleh identifiziert
(Kochet al, 2004). Panx3 wies eine SLR von -8,03 auf und wird vor allem in
Osteoblasten und hypertrophen Chondrozyten exptint#s kann die Differenzierung
von Osteoblasten u.a. Uber den TranskriptionsfaRonx2 (Boncet al, 2011) oder
Uber die Beeinflussung des Wi atenin-Signalweges stimulieren
(Ishikawaet al., 2014).

Pri2c2 kodiert fur Prolaktin und hatte die hochste SLRn®%p88. Dieses
Wachstumshormon spielt eine Rolle in der embryon&etwicklung, der Angiogenese
und der Wundheilung (Groskopfal, 1997). Es kann Uber den Kationen-
unabhangigen 300kDa-M6P-Rezeptor transportiert @rer(Lee und Nathans, 1988;
Volpertet al, 1996). Die Gene&kngl (SLR 5,23) undll6 (SLR 5,18) sind wichtige
Mediatoren im Rahmen von Entziindungsprozessen @deteal, 2005; Edwards und
Williams, 2010). Interleukin-6 (IL-6) kann aber d&utdber die Regulation desceptor
activator for NFxB ligand (RANKL) wund Osteoprotegerin (OPG) die
Osteoklastogenese stimulieren (Edwards und Willj&@%0).
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4.2.3 Funktionelle Gruppierung fehlregulierter Gene in WT- und MLII-
Osteoblasten

Mit Hilfe der Internet-basiertemngenuity pathway analysi§iPA)-Software kénnen
Gene aus verschiedenen Geweben und Zellen Uberggend Gruppen (z.B.
Signalwegen, Funktionen, subzellularen Organelirmeordnet werden (Thomas und
Bonchev, 2010). Die fehlregulierten Gene der MLHBté€bblasten aus Abschnitt 4.2.2
wurden mit dieser Software gruppiert. Fur die Getie, eine reduzierte Expression
aufwiesen, wurden diejenigen in die Analyse miberogen, die einSingle Log Ratio
(SLR) <-3 aufwiesen (insgesamt 1225 Gene). Fir die Gee, eine erhohte
Expression zeigten, wurde eine SLR wof gewahlt, wodurch insgesamt 960 Gene in

die Analyse eingingen.

In Tab. 4.1 sind die 54 in MLII-Osteoblasten reduziexprimierten Gene aufgelistet,
fur die regulatorische Funktionen fur die Morphatoges Skelettsystems beschrieben
wurden (Tab. 4.1; Gruppe 1). Hiervon betreffen adhéne die Funktion von
Osteoblasten (Tab. 4.1; Gruppe 1.1) und sechs @Gienentwicklung von Osteoblasten
(Tab. 4.1; Gruppe 1.2). Ddbsp-Gen zeigte mit einer SLR von -6,75 die niedrigste
MRNA-Expression. Das Gen kodiert fir das Osteoblaspezifische Proteimtegrin-
binding sialoprotein,das an der Mineralisierung der Knochenmatrix higteilst
(Stubbset al, 1997). Hierbei spielen auch die GeBenpl (SLR -6,55) undMepe
(SLR -5,18) eine wesentliche Rolle (Hartsal, 2007). Mutationen in defdmpl-Gen
fiuhren  zur  hypophosphatdmischen Rachitis  (Fetrad, 2006; Lorenz-
Depiereuxet al, 2006). Die Gen®kkl, Fzd9 Wnt53 Ror2, Pthlr und Pthlh kdnnen
die  Osteoblastogenese regulieren  (Joredead, 1996; Lansket al, 1999;
Bounoutaset al, 2006; Niehrs, 2006; Anderssehal, 2010; Eapest al, 2010;
Alberset al, 2011).Ror2 (SLR -5,00) undNVnt5(SLR -3,18) sind dartiber hinaus an der
Ausbildung einer  physiologischen  Wachstumsfugentaktur und dem
Langenwachstum von Extremitdten beteiligt (@aal, 2011; Nemotet al, 2012,
Randallet al, 2012). Smpd3 (SLR -5,70) kodiert fur  sphingomyelin
phosphodiesterase 3lie die Knochenresorption hemmen kann (Taletdd, 1998;
Aubin et al, 2005). Auch die Gewebe-unspezifische AlkalischedphataseA(pl), die
als das Leitenzym der Osteoblasten angesehen wirde¢soret al, 2004), wies eine
verminderte Expression auf (SLR -4,53). Defekte Gmila2 (SLR -5,15) fuhren zur
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Osteogenesis imperfecta Typ IV, einer Kollagen-&nkung, die zu Kleinwuchs fuhrt
(Paceet al, 2008).

Tab. 4.1 Reduziert exprimierte Gene in MLII-Osteobhsten (SLR< 3) mit regulatorischer Wirkung
zur Morphologie des Skelettsystems.

1. Morphologie des Skelettsystems

Gensymbol Genname Mittlere SLR
Ibsp Integrin-binding sialoprotein -6,75
Dmpl Dentin matrix acidic phosphoprotein 1 -6,55
Dkk1 Dickkopf-related protein 1 -6,48
Smpd3 Sphingomyelin phosphodiesterase 3 -5,70
Anol Anoctamin-1 -5,58
Msil RNA-binding protein Musashi homolog 1 -5,53
Galnt3 Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 3 -5,45
Mepe Matrix extracellular phosphoglycoprotein -5,18
Ror2 Tyrosine-protein kinase transmembrane receptor ROR2 -5,00
Cftr Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator -4,95
Collla2 Collagen alpha-2(XI) chain -4,95
Dphl Diphthamide biosynthesis protein 1 -4,90
Ssbp2 Single-stranded DNA-binding protein 2 -4.75
Trpsl Zinc finger transcription factor Trpsl -4,70
Alpl Alkaline phosphatase, tissue-nonspecific isozyme -4,53
Man2b1 Lysosomal alpha-mannosidase -4,53

Ednra Endothelin-1 receptor -4,53
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Sath2

Pthir

Sost

Slc35d1

Phex

Ltbp3

Mbtd1

Hoxa4

Pcsk6

Fgfr3

Eyal

Fgfr2

Ryrl

Lefl

Prkra

Fzd9

Ptchl

Iltgal0

Egin3

Igflr

Hira

Pbx1

DNA-binding protein SATB2

Parathyroid hormone/parathyroid hormone-relatedigepeceptor

Sclerostin

UDP-glucuronic acid/UDP-N-acetylgalactosamine tpamter

Metalloendopeptidase homolog PEX

Latent-transforming growth factor beta-binding pint3

MBT domain-containing protein 1

Homeobox protein Hox-A4

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 6

Fibroblast growth factor receptor 3

Eyes absent homolog 1

Fibroblast growth factor receptor 2

Ryanodine receptor 1

Lymphoid enhancer-binding factor 1

Interferon-inducible double stranded RNA-depengeotein kinase activator A

Frizzled-9

Protein patched homolog 1

Integrin alpha-10

Egl nine homolog 3

Insulin-like growth factor 1 receptor

Protein HIRA

Pre-B-cell leukemia transcription factor 1

-4,50

-4,35

-4,25

-4,23

-4,18

-4,13

-4,00

-4,00

-3,93

-3,93

-3,90

-3,83

-3,83

-3,78

-3,73

-3,70

-3,58

-3,53

-3,48

-3,45

-3,45

-3,43
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Esrra Steroid hormone receptor ERR1 -3,38
Hipl Huntingtin-interacting protein 1 -3,33
Slc39a14 Zinc transporter ZIP14 -3,28
Statl Signal transducer and activator of transcription 1 -3,28
Jag2 Protein jagged-2 -3,28
Gsk3b Glycogen synthase kinase-3 beta -3,25
Hells Lymphocyte-specific helicase -3,23
Ifnarl Interferon alpha/beta receptor 1 -3,20
Wnt5a Protein Wnt-5a -3,18
Xpa DNA repair protein complementing XP-A cells homolog -3,18
Pthih Parathyroid hormone-related protein -3,15
Hoxc6 Homeobox protein Hox-C6 -3,15
Sim2 Single-minded homolog 2 -3,10
Rail Retinoic acid-induced protein 1 -3,05
Gpc3 Glypican-3 -3,03
1.1 Funktion von Osteoblasten

Gensymbol Genname Mittlere SLR
Mepe Matrix extracellular phosphoglycoprotein -5,18
Alpl Alkaline phosphatase, tissue-nonspecific isozyme -4,53
Satb? DNA-binding protein SATB2 -4.,50
Pthir Parathyroid hormone/parathyroid hormone-relatedigepeceptor -4,35
Sost Sclerostin -4,25
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Fgfr2 Fibroblast growth factor receptor 2 -3,83
Fzd9 Frizzled-9 -3,70
Gsk3b Glycogen synthase kinase-3 beta -3,25

1.2 Entwicklung von Osteoblasten

Gensymbol Genname Mittlere SLR
Ror2 Tyrosine-protein kinase transmembrane receptor ROR2 -5,00
Sath2 DNA-binding protein SATB2 -4.,50
Pthilr Parathyroid hormone/parathyroid hormone-relatedigepeceptor -4,35
Whnt5a Protein Wnt-5a -3,18
Pthih Parathyroid hormone-related protein -3,15
Setdbl Histone-lysine N-methyltransferase SETDB1 -3,00

In Tab. 4.2 ist eine Selektion von Genen gruppigid,in MLII-Osteoblasten vermehrt
exprimiert wurden. In der Gruppe ,Rheumatoide Atifir sind 32 Gene

zusammengefasst, 25 Gene betreffen allgemeine mohingsreaktionen, und 9 Gene
die Differenzierung von Osteoklasten. Einige dieSGene und ihre Funktionen sollen

im Folgenden naher erlautert werden.

Die rheumatoide Arthritis ist eine chronisch-entdiiche Systemerkrankung, bei der es
durch eine Stérung des Immunsystems zur Bildungflfasnmatorischer Zytokine wie
Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-1 (IL-1) sowie Toor-Nekrose-Faktoor (TNF-0)
kommt, die zu lokal destruierenden Knorpel- und #&mnschaden vor allem an
Gelenken der Hande fuhren. Zytokine werden ubiqex@rimiert und haben zahlreiche
Funktionen, wie die Regulation von immunologischenozessen oder der Migration
von Zellen. Bei MLII-Osteoblasten fanden sich fiiaéne (16, I11rl1, Ptger2 Ptgs2
und Fos), fur die beschrieben ist, dass sie an der Patiesge der rheumatoiden
Arthritis, an Entzindungsprozessen sowie an defef@ifizierung von Osteoklasten
beteiligt sind. 16 und ll1rl1 kodieren fir Zytokine, die das Wachstum und die
Differenzierung von Zellen regulieren kénnen (Edigaund Williams, 2010)Ptger2
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und Ptgs2 spielen eine Rolle im Stoffwechsel der ProstaglaadHierbei handelt es
sich um Gewebshormone, die Entziindungsprozesséemegukdénnen (Ricciotti und
FitzGerald, 2011). Das GenFos kodiert fir ein Proto-Onkogen, das als
Transkriptionsfaktor inflammatorische Prozesse slienen und die Differenzierung
von Zellen beeinflussen kann (Teitelbaum und R2883). Insgesamt konnten weitere
acht Gene proinflammatorischer Chemokine idenéfiziverden Cxcl6, Cxcl2, Fabp4
Cxcl1Q Ccl7, Ccl13 CxcllundTacl. Auch beiKnglundHp handelt es sich um Gene,
die Entzindungsprozesse vermitteln kdnnen (Baselend Burrell, 1983;
Moreauet al, 2005; Nakaet al, 2013).

Tab. 4.2 Erhdht exprimierte Gene in MLII-Osteoblasen (SLR> 2) mit regulatorischer Funktion
bei der rheumatoiden Arthritis, Entziindungsreaktionen bzw. der Differenzierung von
Osteoklasten.

Rheumatoide Arthritis

Gensymbol Genname Mittlere SLR
16 Interleukin-6 5,18
Kenj1l5 ATP-sensitive inward rectifier potassium channel 15 4,75
Cclé C-C motif chemokine 6 4,28
Cxclé C-X-C motif chemokine 6 4,00
Cxcl2 C-X-C motif chemokine 2 4,00
Mmp3 Stromelysin-1 3,45
Ngfr Tumor necrosis factor receptor superfamily memiger 1 3,40
Acox2 Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 2 3,15
Fabp4 Fatty acid-binding protein, adipocyte 3,03
Abcbl Multidrug resistance protein 1 3,00
Fos Proto-oncogene c-Fos 2,95
Aifl Allograft inflammatory factor 1 2,90
Gabrbl Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-1 02,8

Brms1 Breast cancer metastasis-suppressor 1 homolog 2,73
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Ntf3 Neurotrophin-3 2,70
Cxcl10 C-X-C motif chemokine 10 2,68
Egfl8 Epidermal growth factor-like protein 8 2,63
Cdso T-lymphocyte activation antigen CD80 2,63
Ccl7 C-C motif chemokine 7 2,55
Hclsl Hematopoietic lineage cell-specific protein 2,53
Ccl13 C-C motif chemokine 13 2,50
Ccl9 C-C motif chemokine 9 2,40
Ppm1h Protein phosphatase 1H 2,35
Hp haptoglobin 2,30
Csgalnactl Chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltrans§era 2,28
Coll0al Collagen alpha-1(X) chain 2,25
Cxcll Growth-regulated alpha protein 2,15
Gzmb Granzyme B 2,13
Tacl Protachykinin-1 2,13
Slc7all Cystine/glutamate transporter 2,13
Cd99l2 CD99 antigen-like protein 2 2,03
Ptgs2 Prostaglandin G/H synthase 2 2,03
Entziindungsreaktion

Gensymbol Genname Mittlere SLR
Kngl Kininogen-1 5,23
116 Interleukin-6 5,18
Pla2g2e Group lIE secretory phospholipase A2 4,78
Cxcl2 C-X-C motif chemokine 2 4,00
Cxcl6 C-X-C motif chemokine 6 4,00
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Lcn2 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 3,68
Ctla2a/Ctla2b Protein CTLA-2-beta 3,55
Casp4 Caspase-4 3,55
l1rl1 Interleukin-1 receptor-like 1 3,18
Fabp4 Fatty acid-binding protein, adipocyte 3,03
Fos Proto-oncogene c-Fos 2,95
Bcl2al Bcl-2-related protein Al 2,70
Cxcl10 C-X-C motif chemokine 10 2,68
Ccl7 C-C motif chemokine 7 2,55
Atf3 Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-3 25
Ccl3I1/Ccl3I3 C-C motif chemokine 3-like 1 2,50
Ccl13 C-C motif chemokine 13 2,50
Ptger2 Prostaglandin E2 receptor EP2 subtype 2,40
Gadd45a Growth arrest and DNA damage-inducible protein GABRIpha 2,25
Celal Chymotrypsin-like elastase family member 1 2,18
Cxcll Growth-regulated alpha protein 2,15
Tacl Protachykinin-1 2,13
Itgam Integrin alpha-M 2,10
Ptx3 Pentraxin-related protein PTX3 2,10
Ptgs2 Prostaglandin G/H synthase 2 2,03
Differenzierung von Osteoklasten

Gensymbol Genname Mittlere SLR
116 Interleukin-6 5,18
Atp6v0D2 V-type proton ATPase subunit d 2 3,68
l1rl1 Interleukin-1 receptor-like 1 3,18
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Fos Proto-oncogene c-Fos 2,95
Ccl3I1/Ccl3I3 C-C motif chemokine 3-like 1 2,50
Ptger2 Prostaglandin E2 receptor EP2 subtype 2,40
Ccl9 C-C motif chemokine 9 2,40
Fosl1 Fos-related antigen 1 2,15
Ptgs2 Prostaglandin G/H synthase 2 2,03

Insgesamt zeigten die Analysen, dass bei MLII wiiske Differenzierungsmarker von
Osteoblasten wielbsp Dmpl und Alpl reduziert exprimiert wurden, wahrend
proinflammatorische Zytokine, Chemokine und Kinieog eine erhdohte Genexpression

aufwiesen.

4.3 Proteomanalyse M6P-haltiger Proteine von Osteoblash

Ein Defekt in der Fehlsortierung von einzelnen od®aehreren Mannose-6-
Phosphat (M6P)-haltigen Proteinen in Mukolipidogg Tl (MLII)-Osteoblasten kann
als eine mogliche Ursache flr den osteopenischactenphanotyp dieser Erkrankung
angesehen werden. Die Identitat moglicher Kandid®mteine, die den
Knochenstoffwechsel bzw. das Reifungs- und Differerungsprogramm der
Osteoblasten bei MLII beeinflussen, ist bislangekamnt. In dieser Arbeit wurde daher
das Proteom M6P-haltiger Proteine von primar kidtten WT- undAcp2/Acp5’-
Osteoblasten untersucht, denen die Fahigkeit zph@sphorylierung von M6P-Resten
fehlt (Makrypidiet al, 2012). Das M6P-Proteom einer Osteoklasten-Zadllwurde
bereits von Czupallat al. beschrieben (Czupal&t al, 2006). In der vorliegenden
Arbeit wurden M6P-haltige Proteine aus den MediemtiKerter Osteoblasten
gewonnen und affinitdtschromatographisch an eineMa6P-Antikorper-Saule isoliert.
Die spezifisch gebundenen Proteine wurden ans@mneR mit Hilfe der
Massenspektrometrie identifiziert.

4.3.1 Isolierung von M6P-haltigen Proteinen ausAcp2/Acp5 "-Osteoblasten

Acid phosphatase BAcp5 auch:tartrate-resistant acid phosphata§ERAP)) undacid
phosphatase 2(Acp2 auch: lysosomal acid phosphatas@gAP)) sind lysosomale
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Phosphatasen, die an der Dephosphorylierung MarGi&desphat (M6P)-haltiger
Proteine beteiligt sind (Makrypidit al, 2012). Um das vollstdndige M6P-Proteom von
Osteoblasten zu identifizieren, sollte die Mdoglieltkk zur ungewollten
Dephosphorylierung verhindert werden. Deshalb wurd@rimar  kultivierte
Osteoblasten  von Acp2/Acp5 -Osteoblasten (n=9) in Gegenwart von
Ammoniumchlorid inkubiert, was die Bindung der M&ezeptoren (MPR) im Golgi-
Apparat verhindert und zur Sekretion aller neu lsgtisierten M6P-haltigen Proteine
fuhrt (Braulkeet al, 1987b). Ammoniumchlorid wirkt als schwache Bases dien
intrazellularen pH-Wert in azidifizierten Organell¢Endosomen, Lysosomen) erhoht
(Ohkuma und Poole, 1978). Unter diesen Bedingukganen M6P-haltige Proteine in
den Endosomen nicht von den MPRs dissoziieren,ssodi@ Ligand-besetzten MPRs
im Golgi-Apparat keine neu synthetisierten M6P-igalt Proteine binden kdénnen und
ihre Sekretion bewirken (Braullat al, 1987a; Chanet al, 1988). Die Acp2/Acp5’ -
Osteoblasten wurden bis zum Tag 8 differenziert whach alle 48 h mit
Ammoniumchlorid-haltigem Medium flir 24 h inkubiertgefolgt von einer
24 h-Inkubation in normalem Kulturmedium. Die hierch gewonnenen Uberstande
wurden gesammelt, die Proteine mit Ammoniumsulfagipitiert (0,5 g/ml) und bis zur
weiteren Aufarbeitung eingefroren. Nach ca. 20 Tiagd® Medienwechsel) wurden alle
préazipitierten Proteine vereinigt, in PBS resuspemdind gegen PBS dialysiert.

In Vorversuchen wurden zunachst ddep2/Acp5”-Osteoblasten in verschiedenen
Experimenten ohne oder mit 10 und 15 mM Ammoniumatl inkubiert und der
Gehalt sezernierter M6P-haltiger Proteine Uber M&ssung de-Hexosaminidase-
Aktivitat an Tag 8, 12 und 16 der Differenzierumgden abgenommenen Uberstanden
gemessen (Abb. 4.8A). In den Medien der Zellenotiiee Ammoniumchlorid inkubiert
wurden, war am Tag 8 eirfleHexosaminidase-Aktivitat von 3,0 mU/ml messbarciNa
der Behandlung der Osteoblasten mit 10 mM Ammonhlara stieg die Aktivitat auf
ca. 7,6 mU/ml an. Die Inkubation in Gegenwart vé&niM Ammoniumchlorid ergab
eine Aktivitat derp-Hexosaminidase von 7,2 mU/ml. Insgesamt konntechduden
Zusatz von Ammoniumchlorid zu den Osteoblasten &msentliche Steigerung der
B-Hexosaminidase-Aktivitat erzielt werden, die b8 riM Ammoniumchlorid bereits
maximal war. AnschlieBend wurden die M6P-haltigenrotéline in den

Zellkulturiberstanden durch einen anti-M6P-Antilgrgm Western-Blot dargestellt
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(Abb. 4.8B). Dieses Experiment bestatigte, dass ldkeibation in Gegenwart von
Ammoniumchlorid den  Anteil von MG6P-haltigen Prowmn in den
Zellkulturiiberstanden deAcp2/Acp5™-Osteoblasten erhoht. Die Menge an M6P-
haltigen Proteinen war an Tag 8 am grofl3ten und nahMerlauf der Differenzierung
ab.

B

A 1 omMm M6P NH.CI
— 12.5- E=310 mM Tag
g 15 MM
2 - 130 -
= 10.0
- 100
® 7.5+
= 70 -
E 5.0-
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Abb. 4.8 Wirkung von Ammoniumchlorid auf die Sekretion von p-Hexosaminidase und M6P-
haltige Proteine im Laufe der Differenzierung vonAcp2/Acp5 "-Osteoblasten.(A) Acp2/Acp5’-
Osteoblasten wurden an Tag 8, 12 und 16 der Diffégeeung ohne oder mit 10 und 15 mM
Ammoniumchlorid kultiviert und die Medien auf dieel8etion derp-Hexosaminidase und (B) der
Sekretion M6P-haltiger Proteine durch einen antiPM&estern-Blot analysiert (Auftragung: 100 pl
Medium).

Fur die affinitatschromatographischen Aufreinigumgeurden die tber einen Zeitraum
von 20 Tagen gesammelten Zellkulturiberstande vonen d mit
15 mM Ammoniumchlorid-behandelten Acp2/Acp5’-Osteoblasten verwendet
(insgesamt 90 ml). Die eingeengte und dialysiertaetfraktion {oad-Fraktion) hatte
ein durchschnittliches Volumen von 3,5 ml. Von dre§&raktion wurden ca. 2 ml auf
eine Affi-Gel-Sepharos&aule aufgetragen, an die aimgle-chain Fragment variable
M6P-Antikdrper (scFv-M6P-Antikorper) gekoppelt werd  (Muller-
Loennieset al, 2010). Nach einer 4-stindigen Bindungszeit wudie Durchfluss-
Fraktion Elow-Throughl, FT 1) gesammelt. Die Matrix wurde ausfuhrlidwaschen
(Wasch-Fraktion W 1 und W 2) und schlie3lich wurdmibundene Proteine spezifisch
mit M6P eluiert (E 1). Die FT 1-Fraktion wurde daameut auf die Séaule aufgetragen

und nach 6 h Bindung das Wasch- und Elutionsvesfaliederholt (Abb. 4.9).
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>~ M6P-Antikorper gekoppelt an Affigel-Beads
Q, verschiedene Proteine
® Mo6P-haltige Proteine
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Abb. 4.9 Schematische Darstellung der Fraktionen deM6P-Affinitdtschromatographie von
Acp2/Acp5 -Osteoblasten. Die Zellkulturiiberstande der mit 15 mM Ammoniummtid inkubierten
Acp2/Acp5”-Osteoblasten wurden al®ad-Fraktion auf M6P-Antikdrper-Saulen aufgetragen madh
4-stindiger Bindungszeit verschiedene Fraktionamog@en:Flow-Throughl (FT 1), Wasch-Fraktion
1.1 (WF 1.1), Wasch-Fraktion 1.2 (WF 1.2) und dikitiBns-Fraktion 1 (E 1). In einem zweiten
Durchgang wurde FT 1 erneut fur 6 h auf die Beadggen.

Durch die Messung dd¥-Hexosaminidase-Aktivitdt und M6P-Western-Blot-Aysdn
konnte die Aufreinigungseffizienz der verschiedekeaktionen ermittelt werden (Abb.
4.10). Es wurde eine Gesamtaktivitat fdfdexosaminidase von 75,0 mU in devad
Fraktion ermittelt (100 %). Im FT 1 wurden 64,4 mi86 %) der LoadFraktion
gemessen. In der Elutions-Fraktion E 1 konnten gagenur 1,3 mU (1,7 %) der
Ausgangsaktivitat detektiert werden. Auch im zweiteurchgang (6 h) konnte nur
1 mU (1,6 %)B-Hexosaminidase-Aktivitat in E 2 gemessen werden.&1,5 % fanden
sich hier in der FT 2-Fraktion wieder (ca. 52,5 mDurch einen M6P-Western-Blot
konnten jedoch viele M6P-haltige Proteine in derseiiedenen Fraktionen verifiziert

werden, die in ihrer molaren Masse zwischen 35 kWbxh170 kDa variierten.

Obwonhl nur ein geringer Anteil dgrHexosaminidase an die Matrix gebunden wurde,
zeigte die Western-Blot-Analyse einen hohen AntdBP-haltiger Proteine in den
Elutions-Fraktionen. Daher wurden die Elutions-fiaden E 1 und E 2 fur weitere
massenspektrometrische Analysen eingesetzt. DieduBgskapazitat der M6P-

Antikdrpersaule war jedoch insgesamt sehr geringas wdie anschlieRende
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massenspektrometrische Analyse negativ beeinflugader wurden im Anschluss
M6P-haltige Proteine aus den Medien von WildtypeObtasten aufgereinigt.

A B

= 100- /// ~fo
I~V & F
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1
Load FT1 W1.1W1.2 E1 FT1 FT2w2.1 W2.2 E2 354

Anteile der R-Hex-Aktivitat (%
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Abb. 4.10 Affinitdtschromatographische Aufreinigungvon M6P-haltigen Proteinen aus Medien von
Acp2/Acp5 "-Osteoblasten. (A) Relative p-Hexosaminidase-Aktivitat der Fraktionen der M6P-
Affinitdtschromatographie Gber 4 h und 6 h Binduas (B) M6P-Nachweis von eluierten Proteinen
mittels Western-Blot-Verfahren.

4.3.2 Isolierung M6P-haltiger Proteine aus Zellkulturtiberstanden von

Osteoblasten

Um M6P-haltige Proteine aufzureinigen und zu ideméren, wurden Wildtyp (WT)-
Osteoblasten flir acht Tage kultiviert und ansclelel3im Abstand von 32 h fir ein
Intervall von 16 h mit 10 mM Ammoniumchlorid inkst. Die Ammoniumchlorid-
Behandlung erfolgte insgesamt tber einen Zeitramm 18 Tagen. Aus den 180 ml
gesammeltem Medium wurden die Proteine anschlielRemd Ammoniumsulfat
prazipitiert (0,5 g/ml). Nach Zentrifugation wurddre gefallten Proteine in 4 ml PBS
geldst und dialysiert. Fur die anti-M6P-AffinitAlsomatographie wurden anschliel3end
2 ml eingesetztl(oad-Fraktion). Die Bindungszeit an die anti-M6P-Antig@r-Matrix
betrug 4 h bei 4° C im Kihlraum.

Zur Ermittlung der Aufreinigungseffizienz wurde deHexosaminidase-Aktivitat in
den verschiedenen Fraktionen bestimmt (Abb. 4.1Es wurde 127,0 mU
B-Hexosaminidase-Aktivitat auf die Séule geladen.Hhat wurden 42,1 mU (33 %)
B-Hexosaminidase-Aktivitat ~ wiedergefunden. In der rdhfluss-Fraktion

(Flow-Through FT) wurden ca. 20 mU (15 98)Hexosaminidase-Aktivitdt gemessen.
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Im Vergleich zu dem\cp2/Acp5 -Osteoblasten konnten die M6P-haltigen Proteine der
WT-Osteoblasten effektiver an die Affinitatsmattmnden. Die Unterschiede in der
Aufreinigungseffizienz konnten auf die verwendetdh6P-Beads, die bei der
Affinitatschromatographie zum Einsatz kamen, zuridithren sein. Der Verlust der
B-Hexosaminidase-Aktivitat in beiden Experimentennti® durch eine geringe
Bindungskapazitat der M6P-Beads zu erklaren seigitathin konnte die Absattigung
von Bindungsstellen dazu gefuihrt haben, dass elrigieine nicht an die Beads binden
konnten. AuRerdem wurde in den Zellen ein Teilateine nicht phosphoryliert, was

die Bindung an die anti-M6P-Beads verhinderte.

100~

==

w1 W2 E
4h

Abb. 4.11 Relative B-Hexosaminidase-Aktivitat nach Fraktionierung von Medien aus WT-
Osteoblasten an der anti-M6P-Affinitdtsmatrix. Im Flow-Through (FT), in den Wasch-Fraktionen
(W1, W 2) und der Elutions-Fraktion (E) wurde natistindiger Bindungszeit der relative Anteil der
B-Hexosaminidase von depad-Fraktion bestimmt.

Anteile der R-Hex-Aktivitat (%)

Fur die weiteren massenspektrometrischen Analysemdem die MG6P-Elutions-
Fraktionen aus den Medien vaxcp2/Acp5™- und WT-Osteoblasten getrennt weiter

untersucht.

4.3.3 Massenspektrometrische Analysen von sezernierten Ne6haltigen
Proteinen aus Osteoblasten

Fur die ldentifizierung sezernierter Mannose-6-Phas (M6P)-haltiger Proteine aus
Osteoblasten wurden die M6P-Elutions-Fraktionen WMY- und Acp2/Acp5’-
Osteoblasten massenspektrometrisch untersuch®idteine wurden nach tryptischem
Verdau mit Hilfe einer Flussigkeitschromatographedem-Massenspektrometrie
(liquid chromatography-mass spectromefityC-MS/MS)) analysiert. Im Anschluss
wurden die murinen Proteine durch eine Mascot-Omek-Analyse identifiziert.
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Zunéchst wurden die bereits bekannten lysosomaleteiRe gruppiert (Tab. 4.4), und
die verbliebenen Proteine wurden mit Hilfe der in&t-basierten Datenbank
www.uniprot.org auf das Vorliegen vadkGlykosylierungsstellen und Signalpeptiden
untersucht. Alle Proteine, die eine (potentieNeslykosylierung und ein Signalpeptid
aufweisen, wurden als potentiell neue lysosomaleditaten-Proteine angesehen. Die
Proteine, die keindN-Glykosylierung und kein Signalpeptid enthieltenyrden von
weiteren Analysen ausgeschlossen. Hierzu gehortaer utanderem Proteine, die
anderen Zellkompartimenten zuzuordnen sind, z.Eledwe oder zytoplasmatische

Proteine (Tab. 4.3, ,andere®).

Die Analyse der Elutions-Fraktionen E1 und E 2 dep2/Acp5 -Osteoblasten
erfolgte mit Hilfe derCore Facility flir Massenspektrometrische Proteomanalytik des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Den idénigrten Proteinen wurden so
genanntéProtein Scorezugewiesen, die ein Mal3 fur die Wahrscheinlichdaitstellen,
mit der ein Protein in der untersuchten Fraktiortraty Hiermit konnten in E 1
44 Proteine und in E 2 67 Proteine identifiziertraem, die z.T. die gleichen Proteine
enthielten. In beiden Fraktionen wurden zusammebek@nnte lysosomale Proteine
detektiert, sowie 24 Kandidaten-Proteine. Eine stafidige Auflistung der Proteine
findet sich im Anhang (Tab. 8.3). Die Analyse delutbns-Fraktion der WT-
Osteoblasten erfolgte durch den Service Massengpeg&trie der Rheinischen
Friedrich-Wilhelms-Universitat in Bonn. Ein Protegalt hier als identifiziert, wenn
mindestens zwei Peptide eine Falsch-Positiv-Rate @& aufwiesen (1 % FPR).
Zusétzlich wurde eine 5 % FPR erstellt. Hierbet gah Protein als identifiziert, wenn
mindestens ein Peptid eine FPR von 5 % aufwies.depside spectrum matdi?SM)
kann hierbei fur die Abschatzung des Vorkommengsiaroteins in der untersuchten
Fraktion herangezogen werden. Hiermit konnten Xaiwete lysosomale Proteine und
28 Kandidaten-Proteine in der M6P-Elutions-Fraktimm WT-Osteoblasten gefunden
werden. Eine vollstandige Liste aller identifizeart Proteine befindet sich im Anhang
(sieche 8.2). In der Tab. 4.3 sind die Ergebnisse déassenspektrometrie

zusammengefasst.
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Tab. 4.3 Massenspektrometrisch basierte Identifizieing von sezerniterten M6P-haltigen Proteinen
ausAcp2/Acp5 - und WT-Osteoblasten.

/-
Protein Acp2/Acp5 WT
E1 E2 5% FPR 1% FPR
1) 2)

lysosomal 26 17 38 27
andere 7 29 80 32
Kandidaten 11 21 27 14
insgesamt 44 67 145 73

Y Protein Scoreder Elutions-Fraktionen E 1/E 2 vokcp2/Acp5”-Osteoblasten? Peptide spectrum
matchder Falsch-Positiv-Rate 5 % bzw. 1 % der ElutiBrektion von WT-Osteoblasten.

Insgesamt konnten in allen untersuchten Elutiorddionen zusammen 41 bekannte
lysosomale Proteine detektiert werden (Tab. 4.49rven wurden 23 Proteine in beiden
massenspektrometrischen Analysen von WT- Aop2/Acp5”-Osteoblasten gefunden.
Die pB-Glucuronidase, Cathepsin S und die Dipeptidyl-lege 1 fanden sich
ausschlieBlich bei dem\cp2/Acp5™-Osteoblasten. Weitere 15 lysosomale Proteine
konnten ausschlief3lich bei den WT-Osteoblastenngksfia werden. Da es sich bei der
Massenspektrometrie um eine nicht quantitative d@¢hhandelt, wurden die Analysen
der WT- und deAcp2/Acp5™-Osteoblasten als gleichwertig angesehen.

Tab. 4.4 Massenspektrometrisch basierte Identifizieing von sezernierten M6P-haltigen
lysosomalen Proteinen auscp2/Acp5 - und WT-Osteoblasten.

/-

Nr. Gen Proteinname Acp2/Acp5 WT

1 2
1 Hexb Beta-hexosaminidase subunit beta 336/135 27124
2 Man2b2 Epididymis-specific alpha-mannosidase 290/90 14/6
3 Plbd2 Putative phospholipase B-like 2 285/116 57137
4 Man2b1 Lysosomal alpha-mannosidase 233/74 27123
5 Epdrl Mammalian ependymin-related protein 1 227197 9/9
6 Ctsb Cathepsin B 221/225 49/47

7 Hexa Beta-hexosaminidase subunit alpha 190/89 37/31
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

Gns

Lgmn

Ctsz

Ctsa

Ctsd

Ctsl1

Psap

Glbl

Cpq

Arsb

Scpepl

Gaa

Asahl

Aga

Dpp7

Cregl

Gusb

Ctss

Ctsc

Ctsk

Ctsh

Tppl

Ctsf

Pla2g15

Arsa

N-acetylglucosamine-6-sulfatase

Legumain

Cathepsin Z

Lysosomal protective protein

Cathepsin D

Cathepsin L1

Sulfated glycoprotein 1 (Prosaposin)

Beta-galactosidase

Carboxypeptidase Q

Arylsulfatase B

Serine carboxypeptidase 1

Lysosomal alpha-glucosidase

Acid ceramidase

N(4)-(beta-N-acetylglucosaminyl)-L-asparaginase

Dipeptidyl peptidase 2

Protein CREG1

Beta-glucuronidase

Cathepsin S

Dipeptidyl peptidase 1

Cathepsin K

Pro-cathepsin H

Tripeptidyl-peptidase 1

Cathepsin F

Group XV phospholipase A2

Arylsulfatase A

174/68

167/143

112/109

104/61

102/102

94/75

47/105

125/--

90/--

84/--

61/--

45--

31/--

1242

82/--

63/--

295/100

165/91

60/61

el

el

el

el

96/73

63/54

102/86

50/43

120/103

54/37

33/26

18/16

5/2

17/10

18/14

26/22

33/29

3/--

3/--

10/5

56/51

50/46

42/40

23/18

14/13

12/4



Ergebnisse 84

33 Rnaset2 Ribonuclease T2 -f-- 6/--
34 Dnase2 Deoxyribonuclease-2-alpha /- 6/--
35 Naaa N-acylethanolamine-hydrolyzing acid amidase --[-- /-6
36 Neul Sialidase-1 -/-- 4/--
37 Ifi30 Gamma-interferon-inducible lysosomal thiol reduetas --/-- 3/--
38 CIn5 Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 5 homolog /---- 3/--
39 Lipa Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester hydrolase - - 3/--
40 Grn Granulins -/-- 3/--
41 Manba Beta-mannosidase -/-- 1/--

Y Protein Scoreder Elutions-Fraktionen E 1/E 2 vokcp2/Acp5”-Osteoblasten? Peptide spectrum
matchder Falsch-Positiv-Rate 5 %/1 % der Elutions-Roakvon WT-Osteoblasten.

Insgesamt wurden in den untersuchten Elutions-fenaéh der WT-Osteoblasten und
der Acp2/Acp5 -Osteoblasten 42 Kandidaten-Proteine identifiziedfe in neun
Gruppen eingeteilt werden konnten (Tab. 4.5). Im dmufgereinigten Elutions-
Fraktionen deAcp2/Acp5”-Osteoblasten (E 1, E 2) konnten acht KandidateteRre
Ubereinstimmend in beiden Fraktionen gefunden werdesrbei handelt es sich um die
o2-Kette des Kollagen Typ |, Fibronectin, BiglycanLumican, die acid
sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3die procollagen C-endopeptidase

enhancer lder Plasma Protease C1-Inhibitor und die Matristéloproteinase 3.

Tab. 4.5 Massenspektrometrisch-basierte Identifizing von MG6P-haltigen Kandidaten fir
lysosomale Proteine augcp2/Acp5 - und WT-Osteoblasten.

--
Nr. Gen Proteinname Acp2/Acp5 WT

Kollagen-Familie

1 2
1 Colla2 Collagen alpha-2(l) chain 194/251 6/2
2 Collal Collagen alpha-1(l) chain 104/-- 3/--
3 Coll2al Collagen alpha-1(XIl) chain --[-- 95/78

4 Col6a2 Collagen alpha-2(VI) chain --[-- 3/--
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Nicht-kollagene Matrix-Proteine (noncollagenous matrix proteins, NCP)

1 Fnl Fibronectin 854/1268 169/140
2 Thbsl Thrombospondin-1 --144 76/65

3 Matn4 Matrilin-4 --1174 /-

4 Matnl Cartilage matrix protein --147 --/--

5 Sparc SPARC --122 --/--

6 Postn Periostin -/-- 61/53

7 Thbs2 Thrombospondin-2 /- 30/28

8 Fbnl Fibrillin-1 /- 9/--

9 Nov Protein NOV homolog --[-- 9/--

10 Fbin2 Fibulin-2 /- 3/--
Kleine Leucin-reiche Proteoglykane

1 Bgn Biglycan 183/240 23/20

2 Lum Lumican 55/114 -/

3 Dcn Decorin --184 /-

4 Ogn Mimecan /- 71--

5 Fmod Fibromodulin -/-- 3/--
Extrazellulare Hydrolasen

1 Smpdi3a Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3a /5822 14/9

2 Pcolce Procollagen C-endopeptidase enhancer 1 21/49 25/20
3 Qsoxl Sulfhydryl oxidase 1 --/50 -/~

4 Fuca2 Plasma alpha-L-fucosidase /- 14/12

5 Lox Protein-lysine 6-oxidase /- 11/9

6 LoxI3 Lysyl oxidase homolog 3 --[-- 5/--



Ergebnisse

86

7 Plat Tissue-type plasminogen activator -/-- 3/--
Serpine

1 Serpingl Plasma protease C1 inhibitor 35/114 -/--
2 Serpinfl Pigment epithelium-derived factor (Serpin F1) -313 3/--

3 Serpina3a Serine protease inhibitor A3A --137 -/~
4 Serpinhl Serpin H1 -/-- 18/17
5 Serpine2 Glia-derived nexin -/-- 6/--
Extrazellulare Chaperone

1 Clu Clusterin -/73 -/--

2 Fkbp10 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP10 --/-- -3/
Peptidasen

1 Aebpl Adipocyte enhancer-binding protein 1 --I79 32/30
2 Mmp3 Matrix-Metalloproteinase 3 (Stromelysin 1) 38/98 [-—--
3 Cpad Carboxypeptidase A4 16/-- --/--

4 Mmp2 72 kDa type IV collagenase -/-- 9/--
Komplement-Faktoren

1 C4b Complement C4-B --/61 --/--

2 C3 Complement C3 --124 -
Sonstige

1 Celsr3 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 35/-- --/--

2 Lphnl Latrophilin-1 --125 --/--

3 Pdgfrl Platelet-derived growth factor receptor-like protei -/-- 5/2

Y Protein Scoreder Elutions-Fraktionen E 1/E 2 vokcp2/Acp5”-Osteoblasten? Peptide spectrum
matchder Falsch-Positiv-Rate 5 %/1 % der Elutions-Roakvon WT-Osteoblasten.

Durch einen Vergleich mit vorangegangenen MG6P-Bro@nalysen anderer Zellen

oder Gewebetypen wurden die Kandidaten-Proteine emaheingegrenzt
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(Kollmannet al, 2005; Sleaet al, 2005; Czupall&t al, 2006; Sleaet al, 2006a;
Sleatet al, 2006Db; Qiaret al, 2007; Sleatt al, 2008; Lubkeet al, 2009;
Schrédelet al, 2010). Die Proteine, die schon einmal in einenPM&oteom detektiert
werden konnten, und (noch) nicht als lysosomaleseRr klassifiziert wurden, kénnten
als aussichtsreiche Proteine fur weitere AnalyseRrage kommen. Weiterhin wurden
fur diese Proteine bisher bekannte assoziierteaBkungen aufgelistet (Tab. 4.6).

Tab. 4.6 M6P-haltige Kandidaten aus WT- undAcp2/Acp5 " -Osteoblasten und ihr Bezug zu
Erkrankungen sowie zu anderen M6P-Proteomanalysen.

Gen Proteinname Assoziierte Erkrankung M6P-Protéoalyse

Kleine Leucin-reiche Proteoglykane

Bgn Biglycan Wachstumsretardierung, Osteoporose $tealt 2006b
Dcn Decorin Ehlers-Danlos-Syndrom Sleatal, 2008
Lum Lumican Ehlers-Danlos-Syndrom Sledtal, 2006a

Extrazellulare Hydrolasen

Smpdi3a Acid sphingomyelinase-like Urothelkarzinom Sleadt al, 2006b

phosphodiesterase 3a

Fuca2 Plasma alpha-L-fucosidase Helicobacter pylori- mieies Magenkarzinom Sleettal, 2008
Serpine

Serpingl Plasma protease C1 inhibitor Hereditares Angioddem Sleatet al, 2006a
Serpinfl Pigment epithelium-derived Osteogenesis imperfecta Typ VI Sleanl, 2006a

factor (Serpin F1)

Extrazellulare Chaperone

Clu Clusterin Morbus Alzheimer Sleatet al, 2005;

Sleatet al, 2006b
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5. Diskussion

Mukolipidose Typ Il (MLII) gehort zu den lysosomalé&peichererkrankungen. Durch
eine Mutation im GNPTABGen kommt es zu einem Verlust der GIcNAc-1-
Phosphotransferase-Aktivitat. Hierdurch fehlt delyk@proteinen, die zum Lysosom
transportiert werden sollen, die notwendige Mans&hosphat (M6P)-Markierung.
Dies fuhrt zu einer Fehlsortierung der lysosomdteoteine in den Extrazellularraum
sowie zur pathologischen Speicherung von nicht ladgen Makromolekllen. Die
betroffenen Kinder weisen von Geburt an einen sobmwe osteopenischen
Knochenphanotyp auf mit Wachstumsretardierung wheveren Knochendeformitaten.
Die genetischen und biochemischen Vorgadnge deraBkking sind bisher gut
beschrieben (Braulket al, 2013). Warum der Knochenstoffwechsel von der M6P-
Defizienz im Besonderen betroffen ist und welcheoélrenzellen in ihrer Funktion
beeintrachtigt sind, ist bisher wenig verstandenetsten Teil dieser Arbeit wurden die

Knochenzellen, Osteoklasten und Osteoblasten, viditMausen genauer untersucht.

5.1 Analyse der Resorptionsaktivitat von MLII-Osteoklagen

MLII ist gekennzeichnet durch einen osteopenisch€nochenphanotyp mit
verminderter Knochendichte. Bisher konnte jedodn eisammenhang zwischen dem
Fehlen MG6P-haltiger Proteine und dem Knochenphgnobei MLII-Patienten
hergestellt werden. Es lag nahe, dass die Hypesekrvon lysosomalen Proteinen,
einschliel3lich der Protease Cathepsin K, in dieoRe®nslakune von Osteoklasten fur
den Phanotyp verantwortlich ist (van Meeglal, 2011). Diese Vermutung wurde
mittels konfokalmikroskopischer Untersuchungen sahDentinchips kultivierten WT-
und MLII-Osteoklastenin vitro untersucht. Osteoklasten gehen nur dann in einen
aktiven Zustand mit der Ausbildung verschiedenemdendomanen uber, wenn sie
auf mineralisierter Knochenmatrix kultiviert werdenn dieser Arbeit wurden
Dentinchips aus Elfenbein verwendet, die eine withbare Zusammensetzung
mineralisierter Knochenmatrix aufweisen. Obwohl eeirkonstante Anzahl von
Osteoklasten pro Dentinchip ausplattiert wurde, elblies unklar, ob eine
Resorptionslakune von einem, mehreren oder sich derf Knochenoberflache
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wandernden Osteoklasten gebildet wurde. Durch disw&rtung einer signifikant
hohen Anzahl an Resorptionslakunen in dieser Arl§git5 Lakunen von WT-
Osteoklasten, 285 Lakunen von MLII-Osteoklasten)nriten jedoch statistisch
aussagekraftige Ergebnisse erzielt werden, dieemeidass entgegen den Erwartungen
individuelle WT- und MLII-Osteoklasten die gleiciResorptionsaktivitat aufweisen.
Daher ist davon auszugehen, dass in MLII-Osteaktastie Fehlsortierung neu
synthetisierter lysosomaler Proteine nicht zur aleik Resorptionslakune erfolgt,
sondern dass sie Uber die basolaterale Membrandohs Osteoklasten abgegeben
werden. Es bleibt aber unklar, Uber welche altéreat Rezeptoren einige der
lysosomalen Enzyme, wie z.B. Cathepsin K upidHexosaminidase, in geringen
Mengen intrazellular zurtickgehalten werden. Im Eolten sollen die bisher
beschriebenen Transportmdglichkeiten lysosomaletelre in Osteoklasten diskutiert

werden.

Von besonderem Interesse bisheriger Analysen waf dasport lysosomaler Enzyme
in die Resorptionslakune aktivierter Osteoklast®ion groRer Bedeutung fur die
Funktion von Osteoklasten ist die Expression deiPM@altigen Enzyme Cathepsin K
und der tartrate-resistant acid phosphatase tpye @RAP, Synonym: acid
phosphatase,5Gen: Acp5 (Minkin, 1982; Drakeet al, 1996). Beide Enzyme werden
in Osteoklasten in intrazellularen Vesikeln gespeit die Ahnlichkeiten mit
Lysosomen aufweisen und durch niedrige pH-Werteveter autokatalytisch wie bei
Cathepsin K oder mit Hilfe anderer Enzyme aktiviewerden (Littlewood-
Evanset al, 1997; Yamazat al, 1998; Reinholet al, 1999; Haymart al, 2000;
Hollberget al, 2002). Anhand von immunhistochemischen Analysennke gezeigt
werden, dass Cathepsin K- und TRAP-positive Lysasom aktivierten Osteoklasten
mit der  ruffled border  verschmelzen (Littlewood-Evames al, 1997;
van Meelet al, 2011). Nach diesem Modell erfolgt in WT-Osteol¢asder Transport
von neu synthetisiertem Cathepsin K und TRAP \voensGolgi-Netzwerk (TGN) zu

Lysosomen Uber einen M6P-abhangigen Transportmeshas.

Es wurde zunédchst vermutet, dass der Defekt deNAdel-Phosphotransferase in
Osteoklasten zu einer erhdhten Sekretion lysosorgaleyme in die Resorptionslakune
fuhren konnte. Bei MLII werden die Vorlauferproteivon Cathepsin K und TRAP

Uber den sekretorischen Weg in den Extrazellulanrabgegeben. Um ihre katalytische



Diskussion 90

Aktivitdt zu erreichen, muss Cathepsin K jedoch wigle andere lysosomale
Hydrolasen proteolytisch aktiviert werden, wozu esaures Milieu wie in den
Lysosomen oder der Resorptionslakune notwendigDigt. Cathepsin K- und TRAP-
Vorlauferproteine, die Uber die basolaterale Memben den Extrazellularraum
abgegeben werden, sind daher nicht in der Lagee iRunktion auszulben.
Einschrankend muss erwahnt werden, dass Osteaklastéin vitro in einen aktiven
Zustand Ubergehen, wenn sie auf Knochenmatrix keiti werden. Auf Plastik
kultivierte Osteoklasten besitzen keine Polaritat Boydeet al, 1984;
Chamberst al, 1984; Vaananen und Zhao, 2008). Die Analysen \detiegenden
Arbeit an auf Dentin kultivierten aktiven MLII-Ogsiklasten bestatigen jedoch die
Beobachtung, dass die vermehrte Sekretion nicleireer erhéhten Resorptionsaktivitéat

von MLII-Osteoklasten fuhrt.

In Osteoklasten wurden bisher verschiedene TypenLysosomen identifiziert. Zum
einen wird von der Existenz so genannter sekretoeisLysosomen ausgegangen. So
konnten van Meedt al. durch immunhistochemische und elektronenmikrosciys
Analysen zeigen, dass Cathepsin K- und TRAP-pe@sitiysosomen mit anderen
Lysosomen fusionieren und die so aktivierten Enzymedie Resorptionslakune
gelangen (van Medt al, 2011). Diese Lysosomen konnen damit als seksefoei
Lysosomen angesehen werden, die ihren Inhalt (@sgiech und enzymatisch aktive
lysosomale Enzyme) lUber Exozytose entleeren. Swigehe Lysosomen werden auch
als lysosome-related organellesangesehen und sind vor allem in Zellen
hamatopoetischen Ursprungs beschrieben (Blott umdfits, 2002). Sie kdnnen
Hydrolasen speichern und Uber verschiedene Reguatiechanismen ihren Inhalt
freisetzen. Weiterhin tUbernehmen sie auch Funktiokenventioneller Lysosomen
(Griffith und Isaaz, 1993; Blott und Griffiths, 20 Zum anderen kommen
konventionelle Lysosomen auch in Osteoklasten 4o, ebenfalls am Abbau der
Knochenmatrix beteiligt sind. Ob sie mit derffled borderfusionieren kdnnen, ist
umstritten (Rodrigueet al, 1997; Andrews, 2002; Gott al, 2003
Mulari et al, 2003a; van Meadt al, 2011). Zur Freisetzung von sekretorischen
Lysosomen in Osteoklasten kommt es durch einerazeliularen Kalzium-Anstieg
(Andrews, 2000). Als Kalzium-Sensor-Protein wurdg&ptotagmin VIl identifiziert,

das mit der zytoplasmatischen Oberflache der Lyveso assoziiert ist
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(Raoet al, 2004; Zhacet al, 2008). Sobald der Resorptionsprozess beendet, wird
erfolgt eine selektive Internalisierung deuffled border in Speichervesikel, die
Eigenschaften von Lysosomen aufweisen und die Bibgge lysosomaler Enzyme
geht zurlck (Baron, 1989; Stenbeck, 2002). Das Malde sekretorischen Lysosomen
wird jedoch auch in Frage gestellt. Czupallal. gehen nicht von einer Fusion
sekretorischer Lysosomen aus (Czupetlal, 2006). Sie beschreiben den Transport
unreifer Vorlauferproteine, die hauptsachlich Uber M6P-abhangige
Transportmechanismen direkt in die Resorptionslakgalangen und erst durch den
niedrigen pH-Wert in der Resorptionslakune aktiviarerden. Hierflr spricht die
Anwesenheit von Rab7 in deruffled border aktivierter Osteoklasten, ein

charakteristisches Protein des spatendosomalen &timents (Zhaet al, 2001).

Von besonderem Interesse ist bei MLII die Existeman M6P-unabhangigen
Transportmechanismen, denn sie garantieren zdihfragig, einen partiellen
lysosomalen Katabolismus. Ein M6P-unabhéngiger Spariweg ist u.a. fir
Cathepsin D beschrieben worden. Cathepsin D ist &mosomale Protease, deren
in vivo-Substrate unbekannt sind, und die indirekt an dgradation von
phagozytierten Knochenmatrixbestandteilen betedlgih soll (Goteet al, 2003). Uber
welchen Rezeptor Cathepsin D in Osteoklasten Maibid@ngig transportiert wird, ist
unklar. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass QuineD-positive Lysosomen eine
eigene Entitat darstellen, die TRAP- und Cathefisiegativ sind. Die Cathepsin D-
positiven Lysosomen fusionieren nicht mit derffled border (Gotoet al, 1993;
Gotoet al, 1994; Gotcet al, 2003; van Meett al, 2011).

In aktivierten Osteoklasten kénnen lysosomale Ermeyauch direkt vom TGN Uber
sekretorische Vesikel transportiert und Uber Exoggtin die Resorptionslakune entleert
werden (Baroret al, 1985; Baroret al, 1988; Czupall&t al, 2006). An diesem
Prozess sind kleine GTPasen aus der Rab-Familie SNAREs ¢oluble N-
ethylmaleimide-sensitive attachment protein reaegtioeteiligt (Jahn, 2004). So wurde
fur Rab3D eine Beteiligung am Transport von sekretben Vesikeln und der
Integritat der ruffled border in Osteoklasten berichtet (Pavietsal, 2005). Diese
Rab3D-positiven Vesikel stellen eine Vesikelsubpapon dar, die weder mit
endolysosomalen Markern noch mit transzytotischeRAH-positiven Vesikeln
kolokalisieren (Pavlost al, 2005). Fur die Bildung deruffled border und fir die
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Aufrechterhaltung des polarisierten Zustandes rdéfted borderist Rab7 essentiell
(Zhaoet al, 2001; Zhacet al, 2008). Rab7 kann auferdem mit desmtophagy
protein 5(Atg5) und mit Sortilin interagieren, einem poielien M6P-unabhéngigen
Transportrezeptor (Ni und Morales, 2006; Zebgl, 2009; DeSelnet al, 2011;

Progidaet al, 2012). In anderen Zelltypen konnte beobachtetlamerdass Sortilin am
Transport von Cathepsin D und Cathepsin H beteskg soll (Lefrancoist al, 2005;

Canuelet al, 2008).

Die ruffled borderkann in unterschiedliche funktionelle Doméanen etedt werden. In
der lateralen Region kommt es zur Verschmelzunggwrtischer Vesikel, wohingegen
in der zentralen Region endozytotische Prozessdtfirmian (Stenbeck, 2002;
Mulari et al, 2003a; Mularet al, 2003b). So konnte gezeigt werden, dass es im
zentralen Bereich deuffled borderzur Endozytose von TRAP-positiven Vesikeln aus
der Resorptionslakune in den Osteoklasten kommt IgiVet al, 2003b).
Matrixbestandteile, die endozytotisch in die Zell#dggenommen werden, werden uber
Transzytose in TRAP-positiven Vesikeln zur basetenfunctional secretory domain
transportiert und hier in den Extrazellularraum lesmt (Halleeret al, 1999;
Muluari et al, 2003b). Degradationsprozesse kdnnen daher - néberProzessen in
der Resorptionslakune - auch in diesen transzgtwtis Vesikeln stattfinden (Nesbitt
und Horton, 1997; Salet al, 1997; Halleeret al, 1999).

Die bisherigen Untersuchungen lassen darauf sahtlieBass die erhéhte Knochen-
Resorptionsaktivitat in  MLII-Mausen eher auf diearkt erhéhte Anzahl von
Osteoklasten zuriickgefihrt werden kann, als aué elarch Hypersekretion neu
synthetisierter Enzyme erh6hte Resorptionsaktieiézelner Osteoklasten. Gegenstand
weiterer Untersuchungen sollte deshalb die gend@etrachtung der Transportprozesse
z.B. mittels Immunogold-Elektronenmikroskopie in t€msklasten sein. Bisher
unverdffentlichte Analysen durch korrelative Licht- und
Elektronenmikroskopiecprrelative light electron microscopyCLEM) legen die
Vermutung nahe, dass es zu einer Fehlsortierungneansynthetisiertem Cathepsin K
Uber die basolaterale Membrandomane kommt mit oégdrider M6P-unabhangiger
Aufnahme in Osteoblasten und Osteozyten (SchweizdrBraulke, unveroffentlichte
Daten). Weiterhin sollte der Frage nachgegangemewveriber welchen Transportweg

die M6P-defizienten Proteine in aktivierten Osteskbén fehlsortiert werden und
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welchen Einfluss dies auf das Zusammenspiel mitklethen-bildenden Osteoblasten

haben kdnnte.
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Abb. 5.1 Mégliche Transportprozesse lysosomaler Pteine in polarisierten OsteoklastenAktivierte
Osteoklasten weisen verschiedene Membrandoménediaufasolaterale Doméane, diealing zongdie

die Resorptionslakune vom Extrazelluldarraum abgdretie functional secretory domaimd dieruffled
border, die wesentlich fir den Resorptionsprozess istkrederische Proteine werden im rauen
endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert imdransGolgi-Netzwerk (TGN) posttranslational
modifiziert. Von hier aus sind bisher verschied@hansportwege lysosomaler Proteine beschrieben.
1. Fir Cathepsin D (CatD) wurde ein M6P-unabhangigansportweg vom TGN zum Lysosom (Lys)
beschrieben. Diese Lysosomen stellen konventiorgfsomen dar und fusionieren nicht mit der
ruffled border 2. Cathepsin K (CatK) und TRAP werden M6P-abhgrmyi sekretorischen Lysosomen
(SL) transportiert. Die Hydrolasen werden gespeichad Uber verschiedene Regulationsmechanismen
in die Resorptionslakune entleert.Tartrate-resistent acid phosphatase type(bRAP)-positive Vesikel
kdnnen endozytotisch von der Resorptionslakune udier functional secretory domairin den
Extrazellularraum transportiert werden. Im Fall@egi M6P-Defizienz wie bei Mukolipidose Typ I
(MLIl) kommt es zu einer Fehlsortierung M6P-haltigenzyme. Uber welche Membrandoméane die
Enzyme in aktivierten Osteoklasten fehlgeleitetdeer, ist bisher noch unklar (Pfeile mit Fragezeighe
Weitere Untersuchungen der Arbeitsgruppe um ProfeBsaulke lassen jedoch vermuten, dass es zu
einem Transport Uber die basolaterale Membrandor@ment.

5.2 Transkriptomanalyse kultivierter Osteoblasten

Zellen mesenchymalen Ursprungs wie Fibroblasten@sigoblasten weisen bei MLII
abbaubareviaterial  auf

(Kollmannet al, 2013). In einer Reihe von Publikationen konnte Alibeitsgruppe von

eine  pathologische  Speicherung von nicht

Andrea Ballabio zeigen, dass dysfunktionale LysasomSignale uUber den
Transkriptionsfaktor EB (TFEB) an den Zellkern weeieiten, die zu verdnderten
MRNA-Expressionsmustern fiihren, und die Biogenese Mysosomen, Autophagie
und Exozytose von Lysosomen aktivieren (Setterebed, 2013). Die Realtime-PCR-
Analysen der vorliegenden Arbeit zeigten, dass @&epression ausgewahlter

lysosomaler Gene in MLII-Osteoblasten Unterschied@NT-Osteoblasten aufwiesen.
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Erwartungsgemal (Kollmaret al, 2012) zeigte sich als Kontrolle eine signifikante
Reduktion der GnptabmRNA. Andere Gene, die lysosomale Enzyme oder
Membranproteine kodieren, stiegen in MLII-Osteotdasan Fucal, Hexg, wahrend
bei anderenlLi@ampl Npc2 Man2bl keine Unterschiede festgestellt wurden. Wie das
Beispiel detHexajedoch zeigte, kann bei MLII kein direkter Zusanmingng zwischen
Genexpression und Proteinspiegel fur l6sliche lgswde Enzyme erwartet werden:
trotz erhdhter HexamRNA-Spiegel am 10. Tag in MLII-Osteoblasten, idte
B-Hexosaminidase-Aktivitat niedriger als in WT-Odttasten, weil die Unfahigkeit der
MLII-Osteoblasten diep-Hexosaminidase mit M6P-Resten zu versehen, zur eine
Hypersekretion fihrt. Analysen an Gehirnen von MUkusen zeigten &ahnliche
Ergebnisse mit einer im Vergleich zu WT-Tieren udwvelerten mRNA-Expression der
lysosomalen Gen€&ucal, Hexa Lampl Man2bl und Npc2 (Kollmannet al, 2012).
Die mRNA-Expressionsmengen der ausgewéhlten Oststanl-spezifischen Getasp
und Bglap in MLII-Osteoblasten waren dagegen kaum zu mesBen. Verlust der
M6P-Markierung lysosomaler Proteine hat daher d&relVirkungen auf die

Differenzierung und die Funktion von Osteoblasten.

Bisherige Transkriptom-Analysen bei Tiermodelleadgomaler Speichererkrankungen
konzentrierten sich vor allem auf Gewebe des zlemtrBlervensystems oder auf das
Leberparenchym (Wads al, 2000; Myerowitzet al, 2002; Brookst al, 2003,
Woloszyneket al, 2004). Anhand der Genexpressionsanalysen vorad® alten WT-
und MLII-Osteoblasten wurden in dieser Arbeit Getentifiziert, die durch den Defekt
der GIcNAc-1-Phosphotransferase und der damit egatenden Akkumulation von
Speichermaterial dysreguliert werden. Hierbei kengézeigt werden, dass wichtige
Differenzierungsfaktoren von Osteoblasten, wie Itdap-Gen mit einer SLR von -6,75
stark reprimiert werden. Zu dieser Gruppe gehodech Panx3 Dkk1, Sost Pthlr,
Wnt5a und Fzd9 die vor allem tbeWingless ints(Wnt)-Signalwege ihre Wirkung
erzielen. Wnt-Signalwege spielen eine wichtige ®ath Knochenstoffwechsel und
Fehlregulationen in diesen Signaltransduktionswegi@ad mit vielen Erkrankungen
assoziiert (Mooret al, 2004; Johnson und Kamel, 2007). Der so genaremerksche
Wnt-Signalweg vermittelt die intrazellulare Sigmatisduktion Uberp-Catenin. In
Abwesenheit von Wnt-Liganden wifttCatenin ubiquitinyliert und phosphoryliert und

Uber Proteasomen abgebaut, sodass die Konzentradiofi-Catenin im Zytoplasma
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absinkt. Kommt es zur Aktivierung des Signalwegesckd kanonische Wnt-Liganden,
wird ein dualer Rezeptor-Komplex aus déomv density lipoprotein receptor-related
protein 5 (LRP5)-Rezeptor bzw. dem LRP6-Rezeptor sowie eif@meptor aus der
FrizzledFamilie gebildet, der zu einer Akkumulation v@rCatenin im Zytoplasma
fuhrt. Das akkumulierted-Catenin transloziert zum Zellkern, wo uber versdene
Transkriptionsfaktoren Zielgene aktiviert werdere die Bildung und Differenzierung
von Osteoblasten stimulieren (Baron und Kneis<#1,32. Der
parathyorid hormone 1 receptofPthlr, SLR -4,35) kann nach der Bindung von
Parathormon (PTH) mit dem LRP5 einen Komplex bildad so den kanonischen Wnt-
Signalweg aktivieren (Baron und Kneissel, 2013pkkl- (SLR -6,48) und
SostGenprodukte (SLR -4,25) bewirken hingegen eineaganisation der Wirkung
Uber LRP5/LRP6 (Nierhs, 2006; Daoussis und Andootgsy2011; Baron und
Kneissel, 2013).Sost vermindert weiterhin die Aktivitdt vorbone morphogenetic
proteins (BMPs) und fuhrt damit zur verminderten Knochedbilg (Harada und
Rodan, 2003). Antikorper, die die Wirkung v&ostund Dkk1 neutralisieren, werden
daher als therapeutische Option bei Osteoporodeuttkst (Lim und Clarke, 2012).
Wnt-Signalwege werden durch zahlreiche Faktorennflasst, wodurch der relative
Einfluss je nach Schwere der Fehlregulation undrBessung durch andere Faktoren
stark variieren kann. Uber die Stimulation des kdschen Wn3-Catenin-Signalweges
kommt es physiologischerweise zur Differenzierung YOsteoblasten-Vorlauferzellen
aus mesenchymalen Stammzellen. Die Differenzierwan Adipozyten und
Chondrozyten dagegen wird inhibiert. Weiterhin Héig Expression voiinfrsfllbin
Osteoblasten, das Osteoprotegerin (OPG) kodient, k@nonischen Wnt-Signalweg ab.
Daneben werden aber auch DifferenzierungsprozesseOdteoklasten tber Wnt-
Signalwege gesteuert. Im Ergebnis fiuhrt eine Aktiwng der Wnt-Signalwege in WT-
Zellen zu einer Stimulation der Knochenbildung dur©steoblasten und einer
Inhibierung der Knochen-resorbierenden Prozessehd@steoklasten (Baron und
Kneissel, 2013). Die Analysen an MLII-Osteobladesssen vermuten, dass dieser Wnt-

Signalweg gestort ist.

Nicht alle Wnt-Liganden wirken Ubep-Catenin (Veemast al, 2003). In MLII-
Osteoblasten war die Wnt5amRNA-Menge reduziert (SLR -3,18). Unter

physiologischen Bedingungen bindet Wnt5araimzledRezeptoren und fuhrt zu einem
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erhohten intrazellularen Kalziumspiegel mit Aktiiag des so genannten Wrlanar
cell polarity (PCP)-Signalweges (Katoh, 2007; Gaal, 2011; Nemotet al, 2012).
FrizzledRezeptoren, die den Wnt-PCP-Signalweg aktivierewerden Uber
endozytotische Prozesse aufgenommen (Gagkarmli, 2008). Das endolysosomale
Kompartiment ist hierbei an der Regulation diesgn&ltransduktionsprozesse beteiligt
(Setoet al, 2002). Mutationen imWnt5Gen sind mit dem Robinow-Syndrom und
Brachydaktylie Typ B assoziiert (Wamrgial, 2011). Das Robinow-Syndrom ist eine
autosomal-dominante Erkrankung, die charakteriswed durch eine akrale Dysostose
mit mesomelem Kleinwuchs, Gingivahyperplasie sofamalen Dysmorphien (OMIM
#180700).Wnt5wird bei der Entwicklung von Extremitaten in ein€snadienten von
proximal nach distal exprimiert, was zu einem Lawgachstum fuhrt. Bei einé/nt5
Defizienz kommt es zu verklrzten Extremitaten (@tal, 2011; Wanget al, 2011).
Uber die Aktivieruung des Wnt-PCP-Signalwegs duwht5a werden verschiedene
Transkriptionsfaktoren aktiviert, Uber die die @dlastogenese stimuliert wird
(Maedaet al, 2012). Da in MLII-Mausen jedoch eine erhdhte Anzaim Osteoklasten
nachgewiesen werden konnte und die mMRNA-MengeWotbain MLII-Osteoblasten
niedriger war als in WT-Osteoblasten, kann dieses {gdoch fur weitere Analysen

eher ausgeschlossen werden.

Obwohl dasRANK-RANKL-OPG-System als der wichtigste Signalwagr Steuerung
der Osteoklastogenese durch Osteoblasten gilt, wsreohlTnfsf1l das den RANK-
Liganden RANKL kodiert, als auch die Menge defrsf11bmRNA, die den RANKL-
Antagonisten OPG kodiert, nicht signifikant veramdéuch im Serum der Mause
konnten keine Unterschiede in der Expression didgegulatorproteine detektiert
werden (Kollmanret al, 2013). In der Expressionsanalyse aller kodieremd&®NAs
bei MLII-Osteoblasten zeigten sich in den Analysi@ser Arbeit neben dysregulierten
Differenzierungsgenen von Osteoblasten, eine Redmeliberexprimierten Genen, die
fur Zytokine kodieren. Unter diesen Genen (zkBgl, Ccl6, Cxcl5 und I16) wurde
experimentell vor allem die Rolle von Interleukinfd.-6) genauer untersucht. Bei
MLII-Osteoblasten zeigte sich eiBegacherhdhte Transkriptionsmenge désGens im
Vergleich zu WT-Osteoblasten, verbunden mit einer 10-fach erhdhten IL-6-
Konzentration in den Medien von MLII-Osteoblastekol{mannet al, 2013). Die

erhohten IL-6-Spiegel sind aber nicht spezifisch MLII, sondern wurden auch in
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Fibroblasten und im Hirn von Méausen der lysosom&léolesterolspeichererkrankung
Nieman Pick Typ C gefunden (Suzwdial, 2007). Es konnte zusatzlich gezeigt
werden, dass die Induktion der Akkumulation von IEbktrol-haltigem
Speichermaterial in WT-Osteoblasten zu einer edrdlixpression und Sekretion von
IL-6 fuhrt. IL-6 wurde damit als ein geeigneter Katat identifiziert, dessen erhohte
Expression Uber RANKL-unabhéngige Mechanismen zwerei gesteigerten
Osteoklastogenese in MLII-Mausen beitrdgt. Lymphemzy Osteozyten oder
Chondrozyten konnten als potentielle Ursache fér Idi6-Dysregulationen in MLII
ausgeschlossen werden (Kollmaetral, 2013). Da auch keine Differenzen in der
Antwort der MLII-Osteoblasten auf die StimulationitnParathormon (PTH), einem
wichtigen Regulator des Knochenstoffwechsels, derEkpression von RANKL und
OPG beeinflusst, beobachtet werden konnten (Kolinetrmal, 2013), lassen die Daten
vermuten, dass die erhohte Osteoklastogenese i-Milisen eher auf die gesteigerte
Expression vonl6 als auf Veranderungen im Verhdaltnis von RANKL uv@éG in
MLII-Osteoklasten zuriickzuftihren ist. Diese Schiolggrungen werden unterstitzt
durch Daten von transgenen IL-6-Mausen, die eintedpgnie und eine erhohte
Osteoklastogenese zeigten (De Beneeettl, 2006). Transgene IL-6-Mause waren um
30-50 % kleiner als die WT-Geschwistertiere. Die ciWsiumsfugen und die
epiphysealen Ossifikationszentren waren Kkleiner uddnner, wodurch das
Langenwachstum stark beeintrachtigt wurde (De Bettiest al, 2006). Anhand
histologischer Untersuchungen von trabekularem Kaondkonnte eine erhdhte Anzahl
von Osteoklasten nachgewiesen werden. Weiterhimtkorin erhéhter Abbau von
Kollagen Typ | im Urin durch Deoxypyridinoline (DBDn transgenen IL-6-M&ausen
gezeigt werden, was fur eine erhdhte Knochenresormturch Osteoklasten spricht.
Die Osteoblasten dieser Mause waren klein und teifldeveniger Knochenmatrix.
AuBerdem wurde nachgewiesen, dass IL-6 einen tonikchen Effekt auf die Aktivitat
der Osteoblasten hat, nicht jedoch auf ihre Differerung und Proliferation
(De Benedettet al, 2006). Das Ungleichgewicht aus vermehrtem Knochesalund
verminderter Knochenmineralisation flhrte bei tgeren IL-6-Mausen zu einem
osteopenischen Knochenphanotyp mit reduzierter iKaber und trabekulérer
Knochendichte (De Benededt al, 2006; De Benedetti, 2009). Insgesamt zeigt der

Knochenphanotyp der transgenen IL-6-Maus viele &hRkiten mit dem
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osteopenischen Knochenphénotyp der MLII-Maus. DikllNause sind ebenfalls

kleiner als ihre WT-Geschwistertiere. Weiterhin dem bei MLII-M&usen eine erhbhte
Anzahl von Osteoklasten mit erhéhter Knochenresmmptate sowie eine verminderte
Bildung von mineralisierter Knochenmatrix durch €xilasten gefunden, was in
beiden Féllen zu einer verminderten trabekularerodkenbildung mit Osteopenie
fuhrte (Kollmannet al, 2013).

IL-6 gehort neberheukemia inhibitory factgrOncostatin M und Interleukin-11 zu den
gp130-Zytokinen, die ihre Wirkung durch die Dimegising ihres eigenen, spezifischen
Rezeptors mit dem ubiquitdr exprimierten, membirdigen Glykoprotein 130-
Rezeptor (gpl130) erzielen, wodurch Kinasen der skaumilie aktiviert werden, die die
Aktivitat der Transkriptionsfaktoren der STAT-Faieil (Signal Transducers and
Activators of Transcriptionregulieren (Jonest al, 2011). IL-6 und andere Zytokine
wie tumor necrosis factor (TNF-0) und Interleukin-1 (IL-1) oder PTH interagieren
miteinander und beeinflussen sich gegenseitigrer iWirkung (de la Matat al, 1995;
Devlin et al, 1998; Kwan Taet al, 2004). So stimuliert IL-6 die Bildung von IL-1 und
induziert damit die Osteoklastogenese. Umgekehrtudiert IL-1 die Expression von
IL-6 (Kuriharaet al, 1990; Edward und Williams, 2010). Auf3erdem induzePTH
und TNFa in Osteoblasten die Expression von IL-6 (Sandexs Stern, 2000). IL-6-
Rezeptor-Blocker hemman vitro die Osteoklastogenese sowie die Synthese von IL-1
und TNFa (Devlinet al, 1998; Nakashimat al, 2000). IL-6 wird vorrangig von
Osteoblasten und Bindegewebszellen produziert, t njedoch von Osteoklasten
(Holt et al, 1996). Obwohl sowohl Osteoblasten als auch Oststddatber IL-6-
Rezeptoren verfugen, erfolgt die Stimulation deteOklastogenese nicht direkt an den
Osteoklasten, sondern indirekt Uber die IL-6-Rezegpt auf den Osteoblasten
(Udagaweet al, 1995; Bellidoet al, 1996). IL-6 fuhrt physiologischerweise in
Osteoblasten zu einer erhohten Expression von RANKwodurch die
Osteoklastogenese stimuliert wird. Das von den déasten sezernierte IL-6 wirkt
dabei autokrin auf den Osteoblasten selbst. Er& Mdierdurch produzierten
Effektorproteine stimulieren die Osteoklastogen@é&an Tatet al, 2004). Wie aber
bereits vorher diskutiert wurde, reguliert IL-6 MLII-Osteoblasten Uber RANKL-
unabhangige Mechanismen die Osteoklastogenese.
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Durch den zentralen Stellenwert von Zytokinen wies) TNF-a und IL-1 bei vielen
Erkrankungen, wurden in der Vergangenheit vers@med Biologicals als
therapeutische Optionen entwickelt, die die Wirkudey Zytokine blockieren. Anti-
TNF-a-Antagonisten wie Infliximab oder Adalimumab, ddr-1-Rezeptor-Blocker
Anakinra oder der anti-IL-6-Antikbrper Tocilizumalbverden bei erwachsenen
Patienten, die an rheumatoider Arthritis erkranktlserfolgreich eingesetzt. Unter der
Therapie konnte der Prozess der Erkrankung aufgghaverden und zeigte damit
vergleichbare Effekte anderer Therapieoptionenasedn therapierefraktaren Fallen
alternative  Behandlungsmethoden zur Verfugung steh¢Dinarello, 2005;
Churchet al, 2008; Emeryet al, 2008; Genoveset al, 2008; Choy, 2009;
Joneset al, 2011; Rollet al, 2011).

Zusammenfassend zeigten die tiefgreifende morpisdbg Analyse des
osteopenischen Knochenphanotyps bei MLII-Mausen drel Identifizierung von

dysregulierten Genen in MLII-Osteoblasten die zatrRolle von Zytokinen im

Knochenstoffwechsel bei MLII. Dadurch kommen nehgrapeutische Optionen fir die
Behandlung des osteopenischen Knochenphénotypsrage F vergleichbar mit der
Therapie chronisch-entzundlicher Erkrankungen vee rtheumatoiden Arthritis. Erste
Vorversuche bei 4 und 12 Wochen alten MLII-Mausd#ie, Gber acht Wochen mit dem
monoklonalen OPG-Fc-Antikdrper Denosumab behandeftien, zeigten jedoch eine
unregelmalilige Zunahme der kalzifizierten Knochdntdienit deutlicher Betonung der
Kortikalis und verminderter trabekularer Knochemtéc (Braulke und Schinke,
unveroffentlichte Daten). Dies lasst vermuten, ddss Einsatz von einigen solcher

Substanzen in Individuen, die sich in der Wachspirase befinden, nicht geeignet ist.

Alle Daten deuten darauf hin, dass RANKL-OPG-unaigige Regulatoren die
Osteoklastogenese bei MLII stimulieren. Das MLII{Manodell kann hierbei als
Modell fur die Analyse des osteopenischen Phénotypsd alternativer

Behandlungsansatze auch fur andere lysosomalel&peikrankungen dienen.

5.3 Proteomanalyse M6P-haltiger Proteine von Osteoblash

Eine Proteomanalyse dient dazu, die von einem Qrgaem Gewebetyp oder einer
Zelle produzierten Proteine zu identifizieren (Baakal, 2000). Um Subklassen von
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Proteinen zu detektieren, konnen entweder subaedulFraktionierungen zur
Anreicherung spezifischer Kompartimente oder Prespezifische Modifikationen
genutzt werden. So kann fur die Identifizierung og@maler Proteine die
posttranslationale  Mannose-6-Phosphat (M6P)-Madlifdn ~ verwendet  werden.
Anhand eines immobilisierten anti-M6P-Antikorpersurden in dieser Arbeit
lysosomale Proteine aus Medien von primar kultteler WT- und Acp2/Acp5’-
Osteoblasten affinitatschromatographisch aufgegeiim die Menge an sezernierten
M6P-haltigen Proteinen zu erhdhen, wurden die HBellmit Ammoniumchlorid
behandelt, das die Bindung lysosomaler Enzyme arP-Rézeptoren im TGN
verhindert (Ohkuma und Poole, 1978; Brautkal, 1987b). Auf diese Weise konnten
in den Medien 41 lysosomale Enzyme der bekannteirdtiysen identifiziert werden.
Ziel der Arbeit war es, zusatzlich zu den lysos@natEnzymen noch andere, bisher
nicht als Lysosomen-relevante M6P-haltige Prot@inden Medien zu detektieren, die
fur den osteopenischen Phanotyp bei MLII verantiatrisein konnten, da Osteoblasten
verschiedene Proteine sezernieren, die zu einanfBesung der Knochenhomdéostase

fuhren.

Die erste Gruppe von Kandidaten-Proteinen kdnnerEd&azellularen Matrix (EZM)
zugeordnet werden. Sie stellen relativ grol3e Mde&ekiar (z.B.a2-Kette des Kollagen
Typ | mit 1736 Aminoséuren oder Thrombospondin-1 &rfi70 Aminoséauren). Diese
Matrixproteine sind meist O-glykosidisch mit Glykosaminoglykan-Seitenketten
modifiziert, die nicht durch die GIcNAc-1-Phosptlaisferase noch zusatzliche M6P-
Reste erhalten kénnen. Es ist daher eher anzuneltass die EZM-Proteine indirekt
an andere M6P-haltige Proteine binden und so miitadé-M6P-Matrix interagieren.
Diese Proteine wurden im Folgenden von weiteren eBrpenten vorerst
ausgeschlossen. Weiterhin muss bericksichtigt wierdass an den verschiedenen
M6P-haltigen Proteinen die M6P-Modifikationen inv@rschiedenen Abstanden, b) an
unterschiedlichen Verzweigungen der Oligosaccavitkr ¢) auch als diphosphorylierte
Zuckerketten vorkommen koénnen, was ihre Affinitét M6P-Rezeptoren (Sleat und
Lobel, 1997; Qiaret al, 2008) oder zum anti-M6P-Antikérper unterschidalic
beeinflussen kann. Diphosphorylierte Oligosaccleakithden z.B. bevorzugt gegeniber
monophosphorylierten Zuckerketten auf lysosomalerythen an M6P-Rezeptoren/-
Antikorpern (Tong und Kornfeld, 1989). Es ist dabeaher nicht moglich, anhand der
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M6P-Modifikation Proteine zu unterscheiden, die $dationelle lysosomale
Bestandteile sind oder ob es sich um Proteine tiardide fir den Abbau im Lysosom
vorgesehen sind, z.B. im Rahmen von Zelldifferenzigsprozessen, Zellteilung o0.&.
Neben 40 bekannten lysosomalen Enzymen konntenieiserd Arbeit noch weitere
43 M6P-haltige Kandidaten-Proteine in den Medien @steoblasten gefunden werden.
Durch den Vergleich mit bisherigen M6P-Proteomasaty anderer Gewebetypen
(Kollmannet al, 2005; Sleaet al, 2005; Czupall&t al, 2006; Sleaet al, 2006a;
Sleatet al, 2006Db; Qiaret al, 2007; Sleatt al, 2008; Lubkeet al, 2009;
Schrddeet al, 2010) und der bisher beschriebenen Funktion imcdkienstoffwechsel
wurden die detektierten Proteine gruppiert und imigénden n&her dargestellt.
Aussichtsreich scheinen hier die kleinen Leucichien Proteoglykane Biglycan,

Decorin und Lumican sowie Serpin F1 zu sein.

Die drei Proteine Biglycan, Decorin und Lumican @efm zur Gruppe der kleinen
Leucin-reichen Proteine und stellen nicht-kollagex¢razellulare Matrixbestandteile
dar, die eine wichtige strukturgebende Funktion iKknochengewebe haben
(Fisheret al, 1983). Sie sind Proteoglykane mit einem Leuciokhen-Kernprotein, die
verschiedene  Glykosaminoglykan-Seitenketten  trageBesonders  sulfatierte
Seitenketten fuhren zu einer starken negativen hgdulie es ihnen ermdglicht,
Bestandteile der EZM sowie Wachstumsfaktoren zuddnn (Ruoslahti und
Yamaguchi, 1991). Decorin und Biglycan gehéren aufd ihrer strukturellen
Ahnlichkeit in die Klasse | von Leucin-reichen Rroglykanen (Fishest al, 1989;
Ameye und Young, 2002). Biglycan wird als Propepteébildet und von der
Metalloproteinase bone morphogenetic protein-1 (BMP-1) gespalten
(Scottet al, 2000). Biglycan wurde als mdgliches lysosomalestdh bereits im
Gehirngewebe identifiziert (Sleat al, 2006b), wird aber auch von verschiedenen
Bindegewebszellen und besonders im Knochengewebigdegge (Biancoet al, 1990).
Bgn’-Mause zeigen bei Geburt einen normalen Knochergigignsind jedoch ab dem
6. Monat durch Wachstumsretardierung mit reduzieragbekularer sowie kortikaler
Knochendichte und osteopenischem Phanotyp geketmadi (Xuet al, 1998).
Histomorphometrische Analysen ergaben eine redezi@nzahl von Osteoblasten
sowie eine verminderte Knochenbildung. Die Anzaldr dsteoklasten war im

Vergleich zu WT-Geschwistertieren nicht verandedpdass die reduzierte



Diskussion 102

Knochendichte im Falle deBgn’-M&use nicht auf eine erhohte Aktivitat der
Osteoklasten zuruckgefihrt werden konnte ¢€Xal, 1998). Damit scheint ein
veranderteg argetingvon Biglycan keine sinnvolle Erklarung fir denexgienischen
Phanotyp bei MLIlI zu sein. Biglycan kann jedoch deansforming-growth-factof
(TGF) binden und es in der Knochenmatrix speicherndgtirancet al, 1994), was
bedeutend sein kdnnte in der Pathogenese von MIGQFE ist ein Zytokin, von dem
drei Isoformen (TGH1 - TGF$3) existieren, die an vielen Prozessen wie
Zellwachstum, Differenzierung, Migration von Zelledngiogenese und der Produktion
von EZM beteiligt sind (Jenkins, 2008; Le Goff um@brmier-Daire, 2012). Es ist
bekannt, dass die neu synthetisierten TaWerstufen als inaktive, M6P-haltige
Polypeptide sezerniert werden (Purckial, 1988) und zunachst einen inaktiven,
latenten Komplex bilden, der dann durch proteatytes M6P-abhangige Aktivierung
durch die Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptagsminogen-Kaskade oder tber
Integrine TGFB freisetzt (Oatest al, 1998; Godaet al, 1999; Jenkins, 2008). Dies ist
vor allem in der frihen Phase der Osteoblasteripration und der Produktion von
extrazellularer Knochenmatrix wichtig. In spatef@hasen hemmt TGF-jedoch die
Osteoblastenproliferation und Knochenmineralisigr{iKasagi und Chen, 2013). In
Osteoklasten wird die Funktion von T@H«ontrovers diskutiert. Verschiedene Studien
zeigen, dass TGB-die Osteoklastogenese induziert und die ExpressionRANK in
Osteoklasten sowie konzentrationsabhangig die 8ekreon OPG in Osteoblasten
stimuliert (Kasagi und Chen, 2013). Der Verlust MBP-Resten an Vorlauferformen
von TGF$ in der MLII-Maus sollte in einer verminderten peotytischen Freisetzung
von TGF$ aus dem latenten Komplex und zu einer eingesclednlSMAD-
Signaltransduktion fihren (Feng und Derynck, 2008iterfihrende experimentelle
Analysen sollten deshalb auf VeranderungenSignalling von TGF$ ausgerichtet
sein, um den Mechanismus der gestorten Knochenhstag® bei MLIlI besser zu

verstehen.

Decorin besteht aus 354 Aminosauren und wurde bish&2 verschiedenen Geweben
der Ratte bei M6P-Proteomanalysen gefunden (8tedt 2008). Mit den hier

beschriebenen massenspektrometrischen AuswertutgreM6P-Proteomanalyse aus
Sekreten von Osteoblasten wird diese Gewebeliste powneitert. In der hier parallel

ausgefuhrten Microarray-Analyse von MLII-Osteobtasergab sich flr Decorin eine
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reduzierte Expression von -6,20 (SLR) (siehe auéhséwie Tab. 8.1 im Anhang).
Moglicherweise fuhrt eine Hypersekretion nicht phtosrylierten Decorins oder der
Verlust einer M6P-abhangigen Decorin-Proteinintgoak z.B. mit TGFB, zu einer
negativen Feedback-Hemmung der Decorinsynthese idl-@teoblasten, was
ebenfalls weiterer biochemischer Validierung bed&f6P-Reste an Decorin kdnnen
aber auch einfach dazu dienen, um extrazellularesofin, ahnlich dem Biglycan,
Rezeptor-vermittelt zu endozytieren (Haussteal, 1998), im Lysosom abzubauen und
damit die Bioverfugbarkeit von Decorin und/oder FEEu regulierenDcn’-Méuse
weisen zwar keinen so starken Knochenphéanotyp aiBgn’-Mause, jedoch konnten
Stoérungen in der Kollagenfibrillogenese sowie matphgische Veranderungen in der
mineralisierten Knochenmatrix gezeigt werden (Ameyend Young, 2002).
Bgn/Dcndoppelt-defiziente Mause weisen eine schwereredpshie auf, die starker
als beiBgnDefizienz allein ausgepragt war, was fur einenesgistischen Effekt von
Decorin und Biglycan im Knochenstoffwechsel sprichiCorsiet al, 2002;
Bi et al, 2005).

Das Leucin-reiche Kernprotein Lumican ist durch &ansulfat- und Polylaktosamin-
Seitenketten modifiziert (Ameye und Young, 2002.Vi@rd vor allem von reifen oder
sich differenzierenden Osteoblasten gebildet, njedbch von proliferierenden Pre-
Osteoblasten und ist wesentlicher Bestandteil devckenmatrix (Raoudt al, 2002).
Weiterhin ist Lumican in Kornea, Sklera, Haut, Saihnund Knorpel zu finden
(Blochbergeeet al, 1992; Chakravaret al, 1995; Chakravargt al, 1998). AuRerdem
konnte Lumican im Plasma durch MG6P-Proteomananlysantifiziert werden
(Sleatet al, 2006a). Es soll genau wie Biglycan und Decorin d&F$-Signalweg
bzw. die Bioverfugbarkeit von aktivem TGQF-beeinflussen (Nikitoviet al, 2008;
Nikitovic et al, 2012).

Die Literatur verdeutlicht, dass die kleinen Leustichen Proteoglykane Biglycan,
Decorin und Lumican eine interessante Gruppe ateifen darstellen, die sowohl
direkten als auch indirekten Einfluss auf den Kramdtoffwechsel bei MLII haben

kdnnten.

Weitere interessante Kandidaten finden sich in@emppe der Serpine. Zu dieser ca.

40 Mitglieder umfassenden Familie zahlen beispiels&v a-1-Antitrypsin,
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Antithrombin oder Plasminogen-Aktivator-InhibitorSie weisen die gleichen
strukturellen Ahnlichkeiten mit drg-Faltblattern und neua-Helices auf und bestehen
aus ca. 330-500 Aminosauren (Lawal, 2006). Viele Mitglieder dieser Familie sind
Serin-Protease-Inhibitoren, jedoch finden sich aQgfstein-Protease-Inhibitoren, die
beispielsweise Caspasen und Cathepsine inhibibteist spielen Serpine eine Rolle in
Prozessen, die fein reguliert sind wie Blutgerimpuimflammation und Fibrinolyse
(Law et al, 2006; Huntington, 2011). Serpine entfalten ihreirkihg durch
Konformationsdnderungen, was sie relativ anfallegentber Hitze und Mutationen
macht (Lawet al, 2006). Von den in der M6P-Proteomanalysen dieAeoeit
detektierten Serpinen soll hier das Serpin F1 tsgestellt werden, das einen potenten
Inihibitor der Angiogenese darstellt. Es wurde kbere2006 in einer M6P-
Proteomanalyse menschlichen Plasmas detektierat@lal, 2006a). Mutationen im
Serpin F1 kodierenden Gersdrpinf) verursachen Osteogenesis imperfecta Typ VI
(Homanet al, 2011; Cheet al, 2013; OMIM #613982). Osteogenesis imperfecta
umfasst eine Gruppe von Erkrankungen, die haupiskclidurch Mutationen in
Kollagen-Typ I-Genen Gollal oder CollazGen) hervorgerufen werden und
grundsétzlich autosomal-dominant vererbt werderzeBave Erbgange betreffen vor
allem Unterformen der Osteogenesis imperfecta,desien Kollagen-modifizierende
Enzyme (z.B.cartilage associated protei{Crtap)) und Chaperone (z.Bheat shock
protein 47 (Serpinh)) betroffen sind (Morellet al, 2006; Christianseet al, 2010;
Byerset al, 2012). Bei der Osteogenesis imperfecta Typ Vtlemen die Patienten
meist noch gesund, erst mit dem 6. Lebensmonat wdied Erkrankung durch das
Auftreten vermehrter Knochenbriiche offenkundig. edgenesis imperfecta Typ VI
zeichnet sich durch einen hohen Anteil unminematisn Osteoids aus, &hnlich einer
Osteomalazie, allerdings mit normalen Vitamin D-dufalziumwerten im Serum der
Patienten (Homaat al, 2011). Serpin F1 ist an der embryonalen Entwino§ldes
Skelettsystems beteiligt (Quahal, 2005) und wird hauptsachlich von Osteoblasten
gebildet (Tombran-Tink und Barnstable, 2004). Seffi induziert die Produktion von
Osteoprotegerin  (Akiyamet al, 2010) und es wird ihm eine Rolle in der
Mineralisierung des Osteoids zugesprochen (Hoebah, 2011). Es bleibt weiteren
Versuchen vorbehalten, ob Serpin F1 M6P-Reste, tiéigt es in MLII-Osteoblasten
exprimiert und auf Proteinebene sortiert wird, unmelche Proteasen durch eventuelle
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Fehlsortierung von Serpin F1 nicht mehr reguliererden und zur gesteigerten
Osteoklastogenese bzw. zum Mineralisierungsdefekirchd MLII-Osteoblasten

beitragen.
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6. Zusammenfassung

Nonsenseund FrameshiftMutationen inGNPTABGen flhren zu einer lysosomalen
Speichererkrankung, Mukolipidose Il (MLII). Das Gen kodiert die

N-Acetylglucosamin-1-Phosphotransferase (GlcNAchbdgphotransferase), das
Schlisselenzym bei der Synthese vom Mannose-6-Rab@d6P)-Erkennungssignal
an loslichen lysosomalen Enzymen. Das Fehlen deP-Mérkierung fuhrt zu einer
Fehlsortierung und Sekretion lysosomaler Enzymepdgmaler Dysfunktion und
Akkumulation nicht abbaubaren Materials in den ls@guen. Klinisch sind MLII-

Patienten durch psychomotorische Retardierung, fgss multiplex (z.B. kurze
Extremitaten, Gibbusdeformitaten, Osteopenie und chsmsstillstand) und

frihzeitigen Tod in der ersten Lebensdekade gelecmzet.

Fur die experimentellen Analysen der vorliegendenrbe® stand eine
GIcNAc-1-Phosphotransferageock-inMaus zur Verfigung, die alle Symptome der
menschlichen Erkrankung aufwies. Die Ziele der kigrchgefiihrten Untersuchungen
waren auf 1. die Aufklarung der Mechanismen deletdn Knochenresorption bei
MLII und 2. die Identifizierung von Osteoblastenstgierten Proteinen gerichtet, die
potentiell fir die gestorte Osteoklastogenese bkll M Frage kommen. Folgende

Ergebnisse wurden erzielt:

1. Konfokalmikroskopische Analysen von Osteoklasters aWT- und MLII-
Mausen, die auf Dentinmaterial wuchsen, habewitro keine signifikanten
Unterschiede in der Resorptionsaktivitat ergeben.

2. Microarray-Analysen des Transkriptoms von WT- und.IMDsteoblasten
zeigten, dass in MLII-Osteoblasten Gene der Ossstdhdifferenzierung
erniedrigt und Gene, die die Osteoklastogenese lieeg, erhoht waren.
Besonders stark erhoht war die Expression des §temklastogenen Zytokins
Interleukin-6 (IL-6). Die Array-Daten wurden furngi Anzahl von Genen durch

quantitative Realtime-PCR verifiziert.

3. Aus konditionierten Medien von Maus-Osteoblastemdeudie Gesamtheit neu
synthetisierter ~ M6P-modifizierter ~ Proteine  durch nesi anti-M6P-
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Affinitatschromatographie gereinigt und durch Mamsgeektrometrie analysiert.
Unter den so identifizierten Proteinen befander gi¢ bekannte lysosomale
Proteine sowie 42 Kandidaten-Proteine, fur die drislkeine lysosomale

Funktion bekannt ist.

Zusammenfassend zeigen die vorgelegten Daten, dasserhdhte Zahl von
Osteoklasten bei MLII, die die gleiche Resorptidtisitat aufwiesen wie WT-
Osteoklasten, zusammen mit der eingeschranktenrMisierungsfunktion der MLII-
Osteoblasten fir den osteopenischen Phanotyp wedhth sind. Die
Transkriptionsanalysen in  MLII-Osteoblasten zeigtetie zentrale RANKL-
unabhangige Rolle von IL-6 fUr die gesteigerte Odstogenese bei MLII. Damit
stellt dieses Zytokin ein neues Zielprotein flreaiative Behandlungsstrategien von
Veranderungen im  Skelettsystem bei MLII und anderdgsosomalen
Speichererkrankungen dar. Die identifizierten M&ftigen Kandidaten-Proteine, die
von Osteoblasten sezerniert werden, kbnnen alsfelte neue Signalmolekile fur
eine Osteoblasten-regulierte Osteoklastogenesesange werden und sind das Ziel

weiterfihrender biochemischer und zellbiologisddetersuchungen.
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8. Anhang

8.1 Microarray-Ergebnisse

Tab. 8.1 Genexpression von 10 Tage alten priméar kiivierten WT- und MLII-Osteoblasten mit
einer SLR< -5. Die RNA derin vitro WT- und MLII-Osteoblasten wurden mit dem AffymetNouse
Genome 430 2.8nalysiert.

Gensymbol Genname Mittlerer SLR
Ifi202b interferon-activable protein 202 -10,05
Col22a1 collagen alpha 1(XXIl) chain -8,45
Panx3 pannexin 3 -8,03
Hhip hedgehog interacting protein -7,18
Coll3al collagen alpha-1(XIIl) chain -7,43
Ubap2l ubiquitin-associated protein 2 like -7,08
Ptprzl receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta 03-7,
Samhd1l SAM domain and HD domain 1 -6,90
Ibsp bone sialoprotein 2 -6,75
Ttc3 tetratricopeptide repeat domain 3 -6,73
Chst13 carbohydrate sulfotransferase 13 -6,65
Dmpl dentin matrix acidic phosphoprotein 1 -6,55
Dkk1 dickkopf 1 homolog -6,48
Fbxw2 F-box/WD repeat-containing protein 2 -6,38
Polb DNA polymerase beta -6,35

Dcn decorin -6,20
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Pafahlbl

Nxfl

Lpar3

Tnc

Whsclll

Ifitm5

Faml62a

Fbin2

Kansl1l

Sch3a

Sgce

Adamts9

Mtor

Kcnmal

Kcnkl

Arhgef6

Eptl

Rhoa

Mycbp2

Cdc42epl

Ints6

platelet-activating factor acetylhydrolase IB subatpha

nuclear RNA export factor 1

lysophosphatidic acid receptor 3

tenascin

Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1-like 1

interferon-induced transmembrane protein 5

protein FAM 162 A

fibulin 2

KATS8 regulatory NSL complex subunit 1

sodium channel, voltage-gated, type Ill, alpha sitbu

sarcoglycan, epsilon

a disintegrin-like and metallopeptidase with thrasondin type 1

motif, 9

mechanistic target of rapamycin (serine/threoninade)

calcium-activated potassium channel subunit alpha 1

potassium channel subfamily K member 1

Rac/Cdc42 guanine nucleotide exchange factor (GEF) 6

ethanolamine phosphotransferase 1

ras homolog family member A

probable E3 ubiquitin-protein ligase MYCBP*

CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 1

integrator complex subunit 6

-6,20

-6,18

-6,15

-6,15

-6,15

-6,00

-5,93

-5,93

-5,90

-5,85

-5,85

-5,83

-5,83

-5,80

-5,80

-5,78

-5,78

-5,78

-5,75

-5,73

-5,73
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Nr2cl

Smpd3

Myold

Rapgef4

Bcl2

Spns2

Vezt

Rasal2

Robo2

Anol

Tle3

Msil

Trim24

Tsen2

Me2

Fat3

Itpkb

Letmdl

Atxn10

Hspa4

Myo9b

Mysm1

nuclear receptor subfamily 2, group C, member 1

sphingomyelin phosphodiesterase 3

unconventional myosin Id

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4

apoptosis regulator Bcl 2

protein spinster homolog 2

vezatin, adherens junctions transmembrane protein

RAS protein activator like 2

roundabout, axon guidance receptor, homolog 2

anoctamin 1, calcium activated chloride channel

transducin-like enhancer of split 3

musashi RNA-binding protein 1

tripartite motif containing 24

tRNA splicing endonuclease 2 homolog

malic enzyme 2

protocadherin Fat3

inositol-trisphosphate 3-kinase B

Letm1 domain containing 1

ataxin 10

heat shock 70kDa protein 4

unconventional myosin IXb

Myb-like, SWIRM and MPN domains 1

357

-5,70

-5,65

-5,65

-5,65

-5,60

5,60-

-5,60

-5,60

585,

-5,50

-5,53

-5,53

-5,53

-5,50

-5,48

-5,48

-5,48

-5,45

-5,45

-5,45

-5,45
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Dzip3

Galnt3

Tmem2

Tmod3

Dennd4a

Mid1

Srcap

Bcan

Psmal

Genlll

Rbx1

Med13l

Sh3rfl

Neol

March7

Epm2a

Plcb4

Rnfl44b

Olal

Vit

Dnajcl

Mepe

DAZ interacting protein 3, zinc finger

polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 3

transmembrane protein 2

tropomodulin 3

DENN/MADD domain containing 4A

midline 1

Snf2-related CREBBP activator protein

brevican

proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha fype

GCN1 general control of amino-acid synthesis 1-like

ring-box 1

mediator complex subunit 13-like

SH3 domain containing ring finger 1

neogenin

membrane-associated ring finger (C3HC4) 7, E3 ubigpibtein ligase

epilepsy, progressive myoclonus type 2A, Laforaae (laforin)

phospholipase C, beta 4

ring finger protein 144B

Obg-like ATPase 1

vitrin

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 1

matrix extracellular phosphoglycoprotein

-5,45

455,

-5,43

-5,40

-5,38

-5,35

-5,35

-5,33

-5,33

-5,30

-5,28

-5,25

-5,25

-5,25

-5,23

-5,23

-5,23

-5,23

-5,20

-5,20

-5,20

-5,18
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Colla2

Herc4

MIIt10

Phf20

Dlg1

Enah

Ipo7

Kirrel3

Ndufabl

Supt7I

Rabl14

WT1

Git2

Kritl

Nr2c2

Plekha5

Rhox4b

PodxI2

Polg

Pten

Ncaml

Ror2

collagen, type |, alpha 2

HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protegate 4

myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; tramsited to, 10

PHD finger protein 20

discs, large homolog 1

enabled homolog (Drosophila)

importin 7

kin of IRRE like 3

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, alpha/beta suptex, 1, 8kDa

suppressor of Ty 7 -like

RAB14, member RAS oncogene family

Wilms tumor 1

G protein-coupled receptor kinase interacting ArfG2

KRIT1, ankyrin repeat containing

nuclear receptor subfamily 2, group C, member 2

pleckstrin homology domain containing, family A mieen 5

reproductive homeobox 4B

podocalyxin-like 2

polymerase (DNA directed), gamma

phosphatase and tensin homolog

neural cell adhesion molecule 1

receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2

-5,15

-5,15

-5,13

-5,13

-5,10

-5,10

-5,10

-5,10

-5,10

-5,10

-5,08

-5,05

-5,05

-5,05

55,0

-5,05

-5,05

-5,03

-5,03

-5,03

-5,00

065,
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Tab. 8.2 Genexpression von 10 Tage alten priméar kiivierten WT- und MLII-Osteoblasten mit
einer SLR> 3. Die RNA wurde mit dem AffymetriMouse Genome 430 2abhalysiert.

Gensymbol Genname Mittlerer SLR
Pri2c2 prolactin family 2, subfamily ¢, member 2 6.88
Kngl kininogen 1 5.23
116 interleukin 6 5.18
Mbp myelin basic protein 5.08
Hal histidine ammonia lyase 5.05
Ttyhl tweety homolog 1 4,85
Mcam melanoma cell adhesion molecule 4.83
Fgf5 fibroblast growth factor 5 4.80
Pla2g2e phospholipase A2, group IIE 4.78
Kcnj15 potassium inwardly rectifying channel, subunit &mniver 15 4.75
Heyl hairy/enhancer-of-split related with YRPW motifdik 4,53
Rgs16 regulator of G-protein signaling 16 4.50
Upbl ureidopropionase, beta 4,43
MpzI2 myelin protein zero-like 2 4,33
Cclé chemokine (C-C-motif) ligand 6 4.28
Sox2 SRY-box containing gene 2 4.28
Plscr2 phospholipid scramblase 2 4,18
Pax3 paired box 3 4,18
Gpr56 G protein-coupled receptor 56 4,15

Ch25h cholesterol 25-hydroxylase 4.05
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Gsta3

Mmp15

Cxcl6

Cxcl2

Crabp2

Afp

Entpd1

Sox10

C150fr48

Areg/

Cadm4

Mff

Prg4

Aqp5

Nppb

Atp6v0d2

Moxd1

Lcn2

Mcpt8

Alx3

Anxa8I2

Rgs8

glutathione S-transferase alpha 3

matrix metallopeptidase 15 (membrane-inserted)

chemokine (C-X-C motif) ligand 6

chemokine (C-X-C motif) ligand 2

cellular retinoic acid-binding protein 2

alpha-fetoprotein

ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1

SRY-box containing gene 10

chromosome 15 open reading frame 48

amphiregulin

cell adhesion molecule 4

mitochondrial fission factor

proteoglycan 4

aquaporin 5

nutriuretic peptide B

ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit D2

monooxygenase, DHB-like 1

lipocalin 2

mast cell protease 8

ALX homeobox 3

annexin A8-like 2

regulator of G-protein signaling 8

4,00

4,00

4,00

4,00

3.98

3,98

95 3,

3.90

3,85

3,83

3.80

3.73

3.70

3.68

3.68

683.

3.68

3,68

3,68

3,65

3.65

3,65
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Ctla2zb

Casp4

Fabp7

Bmprlb

Gap43

Rnf38

Dusp4

Mmp3

Limd2

Ngfr

Medag

Plpl

Ptchd1

Snca

Ngf

Gas7

Cotll

Afaplll

Doc2b

Knstrn

Ube2c

Crym

cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 beta

caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase

fatty acid binding protein 7

bone morphogenetic protein receptor, type 1B

growth associated protein 43

ring finger protein 38

dual specificity phosphatase 4

matrix metallo peptidase 3

LIM domain containing 2

nerve growth factor receptor

mesenteric estrogen-dependent adipogenesis

proteolipid protein 1

patched domain containing 1

synuclein, alpha (non A4 component of amyloid prear)

nerve growth factor (beta polypeptide)

growth arrest-specific 7

coactosin-like 1

actin filament associated protein 1-like 1

double C2-like domains, beta

kinetochore-localized astrin/SPAG5 binding protein

ubiquitin-conjugated enzyme E2C

crystallin, mu

563.

3.53

3,53

3.50

3,50

3.48

3.45

3,43

3.40

3,38

3.33

3,35

3,35

3,35

3,33

3,33

3,33

3,33

3,23

3.20

3,20
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Met

111ri1

F5

Dlgap5

Krt19

Acox2

Bex1

Hmga2

Cab

Mal

H60a

Pkpl

Procr

Fabp4

Ankrdl

Uchll

Abcbla

Cml5

met proto-oncogene

interleukin 1 receptor-like 1

coagulation factor V (proaccelerin, labile factor)

discs, large homolog-associated protein 5

keratin 19

acyl-CoA oxidase 2, branched chain

brain expressed gene 1

high mobility group AT-hook 2

carbonic anhydrase 6

mal, T-cell differentiation protein

histocompatibility 60a

plakophilin 1 (ectodermal dysplasia/skin fragiltyndrome)

protein c receptor, endothelial

fatty acid binding protein 4, adipocyte

ankyrin repeat domain 1

ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1

ATP-binding cassette, subfamily B (MDR/TAP), membar 1

camello-like 5

3.18

3.18

3,18

3,15

3,15

3,15

3.15

3.10

3.10

3,10

3,08

3,05

3.03

3.03

3,03

3.03

3.00

3,00
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8.2 Massenspektrometrische Ergebnisse

Tab. 8.3 Massenspektrometrie-basierte

Acp2/Acp5”-Osteoblasten

Identifizierng von MG6P-haltigen

Proteinen von

1)
Protein-Score N-Glykosylierung

Nr. Gen Proteinname Signalpeptid subzellulare
Lokalisation
(E 1E 2)

1 Fnl Fibronectin 854/1268 ja ja sezerniert, EZM

2 Hexb Beta-hexosaminidase 336/135 ja ja Lysosom
subunit beta

3 Gusb Beta-glucuronidase 295/100 ja ja Lysosom

4 Man2b2 Epididymis-specific alpha- 290/90 ja ja Lysosom
mannosidase

5 Plbd2 Putative phospholipase B-285/116 ja ja Lysosom
like 2

6 Man2bl Lysosomal alpha- 233/74 ja ja Lysosom
mannosidase

7 Epdrl Mammalian  ependymin- 227/97 ja ja Lysosom
related protein 1

8 Ctsb Cathepsin B 221/225 ja ja Lysosom

9 Colla2 Collagen alpha-2(l) chain 194/251 ja ja sezernkerivi

10 Hexa Beta-hexosaminidase 190/89 ja ja Lysosom
subunit alpha

11 Bgn Biglycan 183/240 ja ja sezerniert

12 Gns N-acetylglucosamine-6- 174/68 ja ja Lysosom
sulfatase

13 Lgmn Legumain 167/143 ja ja Lysosom

14 Ctss Cathepsin S 165/91 ja ja Lysosom
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15 Aga N(4)-(beta-N- 142/-- ja ja Lysosom
acetylglucosaminyl)-L-
asparaginase

16 Glbl Beta-galactosidase 125/-- ja ja Lysosom

17 Smpdi3a  Acid sphingomyelinase- 122/53 ja ja sezerniert
like phosphodiesterase 3a

18 Ctsz Cathepsin Z 112/109 ja ja Lysosom

19 Collal Collagen alpha-1(l) chain 104/182 ja ja sezernkerivi

20 Ctsa Lysosomal protective 104/61 ja ja Lysosom
protein

21 Ctsd Cathepsin D 102/102 ja ja Lysosom

22 Ctsll Cathepsin L1 94/75 ja ja Lysosom

23 Lyz2 Lysozyme C-2 90/90 nein ja sezerniert

24 Cpq Carboxypeptidase Q 90/-- ja ja Lysosom

25 Arsh Arylsulfatase B 84/-- ja ja Lysosom

26 Dpp7 Dipeptidyl peptidase 2 82/-- ja ja Lysosom

27 Krt5 Keratin, type Il 81/89 nein nein Intermediérfilament
cytoskeletal 5

28 Cregl Protein CREG1 63/-- ja ja Lysosom

29 Scpepl Retinoid-inducible serine 61/-- ja ja Lysosom
carboxypeptidase

30 Ctsc Dipeptidyl peptidase 1 60/61 ja ja Lysosom

31 Lum Lumican 55/114 ja ja sezerniert

32 Krt10 Keratin, type | cytoskeletal 53/50 nein nein Intermediarfilament
10

33 Psap Sulfated glycoprotein 1  47/105 ja ja Lysosom
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(Prosaposin)

34 Gaa Lysosomal alpha- 45/-- ja ja Lysosom
glucosidase

35 Acta2 Actin, aortic  smooth 38/92 nein nein Zytoplasma
muscle

36 Mmp3 Stromelysin-1 38/98 ja ja sezerniert

37 Serpingl  Plasma protease C135/114 ja ja sezerniert
inhibitor

38 Celsr3 Cadherin EGF LAG seven- 35/-- ja ja Zellmembran
pass G-type receptor 3

39 B4galt5 Beta-1,4- 32/-- ja nein Golgi, Membran
galactosyltransferase 5

40 Asahl Acid ceramidase 31/-- ja ja Lysosom

41 Alb Serum albumin 21/42 nein ja sezerniert

42 Pcolce Procollagen C- 21/49 ja ja sezerniert
endopeptidase enhancer 1

43 Lmbrd2 LMBR1 domain- 18/-- ja nein Membran
containing protein 2

44 Cpa4 Carboxypeptidase A4 16/-- ja ja sezerniert

45 Matn4 Matrilin-4 --[174 ja ja sezerniert

46 Vim Vimentin --/157 nein nein Intermediérfilament

a7 Serpinfl Pigment epithelium- -/133 ja ja sezerniert
derived factor (Serpin F1)

48 Actb Actin, cytoplasmic 1 --/102 nein nein Intermedikafinent

49 Krt75 Keratin, type Il --/89 nein nein Intermediérfilament
cytoskeletal 75

50 Dcn Decorin --184 ja ja sezerniert
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51 Aebpl Adipocyte enhancer- --/79 ja ja Zytoplasma,
binding protein 1 Membran

52 Clu Clusterin -/73 ja ja sezerniert

53 Clgb Complement Clq --/66 nein ja sezerniert
subcomponent subunit B

54 C4b Complement C4-B --/61 ja ja sezerniert

55 Actnl Alpha-actinin-1 --/61 nein nein Zytoplasma

56 Krt73 Keratin, type Il --/52 nein nein Intermediarfilament
cytoskeletal 73

57 Nucbl Nucleobindin-1 --/52 nein ja Zytoplasma

58 Qsox1 Sulfhydryl oxidase 1 --/50 ja ja Golgi, Membran

59 Krtl Keratin, type I --147 nein nein Intermediarfilament
cytoskeletal 1

60 Krt71 Keratin, type I --/47 nein nein Intermediérfilament
cytoskeletal 71

61 Matnl Cartilage matrix protein --147 ja ja sezerniert

62 Prph Peripherin --145 nein nein Intermediérfilament

63 Thbs1 Thrombospondin-1 --144 ja ja sezerniert, EZM

64 Krt76 Keratin, type I --/41 nein nein Intermediérfilament
cytoskeletal 2 oral

65 Timp2 Metalloproteinase inhibitor --/40 nein ja sezerniert
2

67 Serpina3a Serine protease inhibitor --/37 ja ja sezerniert
A3A

68 Col3al Collagen alpha-1(lll) chain  --/36 nein ja sezermmieZM

69 Krt79 Keratin, type I --/34 nein nein Intermediérfilament

cytoskeletal 79
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70 Asapl Arf-GAP with SH3 --/33 nein nein Zytoplasma
domain, ANK repeat and
PH domain-containing
protein 1
71 Racl Ras-related C3 botulinum --/32 nein nein Zellmembran
toxin substrate 1
72 Actbl2 Beta-actin-like protein 2 -/31 nein nein Zytoplasm
73 Krt72 Keratin, type I --/31 nein nein Intermediarfilament
cytoskeletal 72
74 Clqc Complement Clqg --/30 nein ja sezerniert
subcomponent subunit C
75 Lin28b Protein lin-28 homolog B --128 nein nein Zytoplasma
76 Cmyab Cardiomyopathy- --127 nein nein Zytoplasma
associated protein 5
77 Lphnl Latrophilin-1 --125 ja ja Zellmembran
78 C3 Complement C3 --124 ja ja sezerniert
79 Teskl Dual specificity testis- --/22 nein nein
specific protein kinase 1
80 Sparc SPARC --[22 ja ja sezerniert
81 Heatr3 HEAT repeat-containing --/21 nein nein

Y Protein Scoreder Elutions-Fraktionen E 1/E 2 véwp2/Acp5-Osteoblasten.

protein 3

Tab. 8.4 Massenspektrometrie-basierte ldentifizierng von M6P-haltigen Proteinen von WT —

Osteoblasten.

)
Nr. Gen Proteinname PSM N-Glykosylierung  Signalpeptid subzellulare
Lokalisation
(FPR 5%/1%)
1 Fnl Fibronectin 169/140 ja ja sezerniert, EZM
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2

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Ctsd

Ctsz

Gns

Coll2al

Vep

Thbsl

Krt5

Actgl

Actb

Lgmn

Postn

Plbd2

Ctsk

Ctsll

Eeflal

Pkm2

Ctsh

Krtl4

Cathepsin D 120/103

Cathepsin Z 102/86

N-acetylglucosamine- 96/73

6-sulfatase

Collagen alpha-1(XIl) 95/78

chain

Transitional 94/77

endoplasmic reticulum

ATPase
Thrombospondin-1 76/65
Keratin,  type Il 75/72

cytoskeletal 5

Actin, cytoplasmic 2 72/63

Actin, cytoplasmic 1 69/--

Legumain 63/54

Periostin 61/53

Putative phospholipase 57/37

B-like 2
Cathepsin K 56/51
Cathepsin L1 54/37

Elongation factor 1- 52/42

alpha 1

Pyruvate kinase 52/45

isozymes M1/M2

Pro-cathepsin H 50/46

Keratin, type I 50/38

cytoskeletal 14

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

Lysosom

Lysosom

Lysosom

sezerniert, EZM

Zytosol, ER

sezerniert, EZM

Intermediarfilament

Zytoplasma

Zytoplasma

Lysosom

sezerniert, EZM

Lysosom

Lysosom

Lysosom

Nukleus,

Zytoplasma

Nukleus,

Zytoplasma

Lysosom

Intermediarfilament
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20 Ctsa Lysosomal protective 50/43 ja ja Lysosom
protein

21 Ctsb Cathepsin B 49/47 ja ja Lysosom

22 Tppl Tripeptidyl-peptidase  42/40 ja ja Lysosom
1

23 Eef2 Elongation factor 2 41/35 nein nein Zytoplasma

24 Krt73 Keratin,  type Il 39/36 nein nein Intermediarfilament
cytoskeletal 73

25 Ppia Peptidyl-prolyl cis- 38/23 ja ja sezerniert
trans isomerase A

26 Hexa Beta-hexosaminidase 37/31 ja ja Lysosom
subunit alpha

27 Asahl Acid ceramidase 33/29 ja ja Lysosom

28 Psap Sulfated glycoprotein 33/26 ja ja Lysosom
1 (Prosaposin)

29 Aebpl Adipocyte enhancer- 32/30 ja ja Zytoplasma
binding protein 1

30 Thbs2 Thrombospondin-2 30/28 ja ja Membran

31 Mup8 Major urinary proteins 28/20 nein nein sezerniert
11 and 8 (Fragment)

32 Hexb Beta-hexosaminidase 27/24 ja ja Lysosom
subunit beta

33 Krt77 Keratin, type Il 27/24 nein nein Intermediérfilament
cytoskeletal 1b

34 Man2bl Lysosomal alpha- 27/23 ja ja Lysosom
mannosidase

35 Myh9 Myosin-9 2727 nein nein Zytoplasma
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36 Gaa Lysosomal alpha- 26/22 ja ja Lysosom
glucosidase

37 Pcolce Procollagen C- 25/20 ja ja sezerniert
endopeptidase
enhancer 1

38 Naca Nascent polypeptide- 24/23 nein nein Zytoplasma
associated  complex
subunit alpha

39 Bgn Biglycan 23/20 ja ja sezerniert

40 Ctsf Cathepsin F 23/18 ja ja Lysosom

41 Krt79 Keratin,  type I 23/-- nein nein Intermediarfilament
cytoskeletal 79

42 Krtl5 Keratin, type I 22/20 nein nein Intermediérfilament
cytoskeletal 15

43 Gapdh Glyceraldehyde-3- 21/-- nein nein Zytosol
phosphate
dehydrogenase

44 Anxa2 Annexin A2 20/15 nein nein sezerniert

45 Ncl Nucleolin 19/11 nein nein Zytoplasma

46 Serpinhl Serpin H1 18/17 ja ja ER

a7 Scpepl Retinoid-inducible 18/14 ja ja Lysosom
serine
carboxypeptidase

48 Glbl Beta-galactosidase 18/16 ja ja Lysosom

49 Arsb Arylsulfatase B 17/10 ja ja Lysosom

50 Histlh2ah  Histone H2A type 1-H  16/-- nein nein Nukleus

51 Pfnl Profilin-1 15/14 nein nein Zytoplasma
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52 Rnase4 Ribonuclease 4 15/8 nein ja sezerniert

53 Krtl Keratin, type Il 15/13 nein nein Intermediarfilament
cytoskeletal 1

54 Enol Alpha-enolase 14/12 nein nein Zytoplasma

55 Pla2g15 Group XV 14/13 ja ja Lysosom
phospholipase A2

56 SmpdI3a Acid 14/9 ja ja sezerniert
sphingomyelinase-like
phosphodiesterase 3a

57 Fuca2 Plasma alpha-L- 14/12 ja ja sezerniert
fucosidase

58 Man2b2 Epididymis-specific 14/6 ja ja Lysosom
alpha-mannosidase

59 Htral Serine protease 13/8 nein ja sezerniert
HTRAL

60 Msn Moesin 13/10 nein nein Zellmembran

61 Arsa Arylsulfatase A 12/4 ja ja Lysosom

62 Rpl22 60S ribosomal protein 11/-- nein nein Ribosom
L22

63 Lox Protein-lysine 6- 11/9 ja ja sezerniert
oxidase

64 Krtl7 Keratin, type I 11/-- nein nein Intermediérfilament
cytoskeletal 17

65 Krt10 Keratin, type I 11/3 nein nein Intermediarfilament
cytoskeletal 10

66 Ppib Peptidyl-prolyl cis- 10/9 nein ja ER

trans isomerase B
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67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

7

78

79

80

81

82

83

84

Cregl

Cfl1

Epdrl

Nov

Hspal3

Vim

Alb

Mmp2

Fbnl

Btf3

Flna

Rbm3

Ogn

Jup

S100a4

Rpl30

Cnbp

Rnaset2

Protein CREG1 10/5 ja
Cofilin-1 9/6 nein
Mammalian 9/9 ja

ependymin-related

protein 1

Protein NOV homolog ~ 9/-- ja
Heat shock 70 kDa 9/2 nein
protein 13

Vimentin 9/-- nein
Serum albumin 9/-- nein
72 kDa type IV 9/-- ja
collagenase

Fibrillin-1 9/-- ja
Transcription  factor 8/2 nein
BTF3

Filamin-A 8/6 nein
Putative RNA-binding 7/5 nein
protein 3

Mimecan 7l-- ja
Junction plakoglobin 71-- nein
Protein S100-A4 6/-- nein
60S ribosomal protein 6/-- nein
L30

Cellular nucleic acid- 6/-- nein

binding protein

Ribonuclease T2 6/-- ja

ja

nein

ja

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

Lysosom

Zellmembran

Lysosom

sezerniert

ER

Intermediarfilament

sezerniert

sezerniert

sezerniert

Nukleus

Zytoplasma

Nukleus

sezerniert

Zytoplasma

Nukleus

Zytosol

Zytoplasma

Lysosom
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85 Rplp0 60S acidic ribosomal 6/-- nein nein Nukleus
protein PO

86 Dnase2 Deoxyribonuclease-2- 6/-- ja ja Lysosom
alpha

87 Naaa N-acylethanolamine-  6/-- ja ja Lysosom
hydrolyzing acid
amidase

88 Serpine2 Glia-derived nexin 6/-- ja ja sezerniert

89 Pdia6 Protein disulfide- 6/-- nein ja ER
isomerase A6

90 Tubalc Tubulin alpha-1C 6/-- nein nein Zytoplasma
chain

91 Krt42 Keratin, type I 6/-- nein nein Intermediérfilament
cytoskeletal 42

92 Krt2 Keratin,  type I 6/2 nein nein Intermediarfilament
cytoskeletal 2
epidermal

93 Actn4 Alpha-actinin-4 6/4 nein nein Zytoplasma

94 Colla2 Collagen  alpha-2(l) 6/2 ja ja sezerniert, EZM
chain

95 Mup2 Major urinary protein 5/-- nein ja sezerniert
2

96 Pdgfrl Platelet-derived 5/2 ja ja sezerniert
growth factor receptor-
like protein

97 Cpg Carboxypeptidase Q 5/2 ja ja Lysosom

98 LoxI3 Lysyl oxidase 5/-- ja ja sezerniert

homolog 3
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99 Cxcl12 Stromal cell-derived 4/-- nein ja sezerniert
factor 1

100 Rpsl7 40S ribosomal protein 4/-- nein nein Zytosol
S17

101  Refbp2 RNA and export 4/-- nein nein Nukleus

factor-binding protein

2

102  Hnrnpab Heterogeneous nuclear 4/-- nein nein Nukleus

ribonucleoprotein A/B

103 Neul Sialidase-1 4/-- ja ja Lysosom

104  Tubb5 Tubulin beta-5 chain 4/2 nein nein Zytoplasma

105 Fscnl Fascin 4/-- nein nein Zytoplasma

106 Pind Peptidyl-prolyl cis- 3/-- nein nein Nukleus
trans isomerase

NIMA-interacting 4

107  Histlh2bf Histone H2B type 1- 3/-- nein nein Nukleus
F/I/L

108 Lgalsl Galectin-1 3/-- nein nein sezerniert

109 Lyz2 Lysozyme C-2 3/-- nein ja sezerniert

110 Csrpl Cysteine and glycine- 3/-- nein nein Nukleus

rich protein 1

111 Psmb3 Proteasome  subunit 3/-- nein nein Nukleus,
beta type-3 Zytoplasma
112 Ifi30 Gamma-interferon- 3/-- ja ja Lysosom

inducible  lysosomal

thiol reductase

113  Pgaml Phosphoglycerate 3/-- nein nein Nukleus

mutase 1
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114  Igfbp Insulin-like growth  3/-- nein ja sezerniert
factor-binding protein
7
115  Oaf Out at first protein 3/-- nein ja
homolog
116 Npml Nucleophosmin 3/-- nein nein Nukleus,
Zytoplasma
117 Rpsa 40S ribosomal protein 3/-- nein nein Nukleus,
SA Zytoplasma
118  Hnrnpal Heterogeneous nuclear 3/-- nein nein Nukleus,
ribonucleoprotein Al Zytoplasma
119 Ldha L-lactate 3/-- nein nein Zytoplasma
dehydrogenase A
chain
120 Aga N(4)-(beta-N- 3/-- ja ja Lysosom
acetylglucosaminyl)-
L-asparaginase
121 Anxal Annexin A1 3/-- nein nein Nukleus,
Zytoplasma
122  CiIn5 Ceroid-lipofuscinosis ~ 3/-- ja ja Lysosom
neuronal protein 5
homolog
123 Fmod Fibromodulin 3/-- ja ja sezerniert, EZM
124  Lipa Lysosomal acid 3/-- ja ja Lysosom
lipase/cholesteryl ester
hydrolase
125  Serpinfl Pigment  epithelium- 3/-- ja ja sezerniert

derived factor3
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(Serpin F1)

126  Gotl .Aspartate 3/-- nein nein Zytoplasma
aminotransferase,
cytoplasmic

127  Sept7 Septin-7 3/-- nein nein Zytoplasma

128  Srpx Sushi-repeat- 3/-- nein ja ER, Autophagie
containing protein
SRPX

129  Dpp7 Dipeptidyl peptidase 2 3/-- ja ja Lysosom

130 Krt76 Keratin,  type I 3/-- nein nein Intermediarfilament
cytoskeletal 2 oral

131  Plat Tissue-type 3/-- ja ja sezerniert
plasminogen activator

132 Gmn Granulins 3/-- ja ja Lysosom

133  Fkbp10 Peptidyl-prolyl cis- 3/-- ja ja ER
trans isomerase
FKBP10

134  Hspa8 Heat shock cognate 71 3/-- nein nein Zytoplasma
kDa protein

135 Hspa5 78 kDa  glucose- 3/-- nein ja Zytoplasma
regulated protein

136  Col6a2 Collagen alpha-2(VI) 3/-- ja ja sezerniert, EZM
chain

137  FbIn2 Fibulin-2 3/-- ja ja sezerniert, EZM

138 Collal Collagen  alpha-1(l) 3/-- ja ja sezerniert, EZM
chain

139  Iggapl Ras GTPase- 3/-- nein nein Zellmembran

activating-like protein
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IQGAP1
140 Dsp Desmoplakin 3/-- nein nein Zytoplasma
141  RbmxI1 RNA binding motif 2/-- nein nein Nukleus

protein, X-linked-like-

1

142  Pdia3 Protein disulfide- 2/-- nein ja ER

isomerase A3

143  Galntl0 Polypeptide N- 2/-- ja nein Golgi
acetylgalactosaminyltr

ansferase 10

144  Pgkl Phosphoglycerate 1/-- nein nein Zytoplasma
kinase 1
145 Manba Beta-mannosidase 1/-- ja ja Lysosom

Y Peptide spectrum matdPSM) der Falsch-Positiv-Rate (FPR) 5 %/1 % dettighs-Fraktion von WT-
Osteoblasten.
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