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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Lysosomen

Die intrazelluldire Kompartimentierung ist ein Hauptmerkmal eukaryontischer Zellen und
dient der Abtrennung unterschiedlicher Funktionsraume, den sogenannten Organellen.
Lysosomen stellen solche membranumschlossene Organellen dar und zeichnen sich
insbesondere durch die terminale Degradation von Makromolekiilen wie
Polysacchariden, Proteinen, Nukleinsduren und Lipiden aus (de Duve 1969; Kornfeld und
Mellman 1989). Neben seiner klassischen, katabolen Funktion ist das lysosomale
Kompartiment zudem an einer Vielzahl von spezialisierten, zelluldren Funktionen
beteiligt, z. B. an der Antigenpréisentation mittels MHC II Komplexen (Geuze 1998), an
der Regulation von Hormonen und Wachstumsfaktoren (Brix et al. 2001), sowie am

Knochenumbau (Saftig et al. 2000).

Das Lysosom enthdlt mehr als 50 hydrolytische Enzyme, wie Proteasen, Nukleasen,
Glykosidasen, Lipasen, Phospholipasen, Phosphatasen und Sulfatasen, deren
pH-Optimum im sauren Bereich liegt (Ohkuma und Poole 1978). Im Lumen der
Lysosomen wird durch eine membrangebundene, ATP-getriebene Protonenpumpe (V-Typ
H'-ATPase) ein entsprechender pH von 5 aufrecht erhalten (Cuppoletti et al. 1987).
Zellfremde, abzubauende Makromolekiile werden von der Zelle durch Phagozytose oder
Endozytose aufgenommen und zu den Lysosomen transportiert. Bei der Endozytose
werden extrazelluldr lokalisierte Makromolekiile iiber Clathrin-umbhiillte Vesikel
internalisiert (de Duve 1983) und iiber die frilhen und spiten Endosomen zu den
Lysosomen transportiert (Schmid et al. 1988). Die Phagozytose wird iiberwiegend durch
Zellen des unspezifischen Immunsystems wie Makrophagen und Granulozyten genutzt.
Dabei werden Bakterien, Zellreste und andere Fremdpartikel zumeist nach der
Opsonierung mit Immunglobulinen als Phagosom von dem Phagozyten eingeschlossen
und nach der Verschmelzung mit Lysosomen abgebaut (Haas 2007). Der Abbau
zelleigener zytosolischer Makromolekiile erfolgt indes liber zwei Systeme, die Ubiquitin-

vermittelte Proteolyse am Proteasom (Rechsteiner 1991; Hershko und Ciechanover 1992)



2 Einleitung

und die Autophagozytose. Bei der Autophagozytose wird zytoplasmatisches Material
durch die Bildung von Membranen in autophagozytotischen Vakuolen eingeschlossen
(De Duve und Wattiaux 1966; Meijer und Codogno 2004). Diese verschmelzen direkt mit
den Lysosomen (Lawrence und Brown 1992) oder reifen schrittweise durch Fusion mit
endosomalen Vesikeln zu sogenannten Amphisomen heran (Stromhaug und Seglen 1993;

Liou et al. 1997).

Die lysosomale Membran ist durch einen hohen Gehalt an hoch glykosylierten
Membranproteinen charakterisiert, die die Lysosomen vor Degradation durch die eigenen
Hydrolasen schiitzen und somit fiir deren Integritdit wichtig sind. Andere
Membranproteine vermitteln die Interaktion der Lysosomen mit sich und anderen
Membransystemen wie Endosomen, Autophagosomen und der Plasmamembran (Fukuda
1991; Peters und von Figura 1994; Hunziker und Geuze 1996). Dariiber hinaus verlassen
monomere Abbauprodukte wie Aminosduren, Fettsduren, Kohlenhydrate und Nukleoside
die Lysosomen durch spezifische Transportkanile in der lysosomalen Membran (von
Figura und Hasilik 1986; Kornfeld und Mellman 1989) und stehen im Cytosol zum

Aufbau neuer Makromolekiile zur Verfiigung.

1.2 Synthese und Transport l6slicher lysosomaler Proteine

1.2.1  Biosynthese und N-Glykosylierung loslicher lysosomaler Proteine

Die Biosynthese von Vorlduferproteinen 16slicher lysosomaler Enzyme und sekretorischer
Proteine erfolgt an membranstindigen Ribosomen des rauen endoplasmatischen
Reticulums (ER). Die Proteine besitzen hydrophobe, etwa 15 — 30 Aminosduren lange,
aminoterminale Signalsequenzen, die die kotranslationale Translokation der Polypeptid-
ketten in das ER-Lumen initiieren (Walter und Johnson 1994). Im ER erfolgt die
kotranslationale Modifikation der naszierenden Polypeptide, wobei das Signalpeptid
abgespalten wird und das Peptid durch die N-glykosidische Bindung von
Oligosacchariden an Asparaginresten glykosyliert wird. Die modifizierten Asparaginreste
sind in der Erkennungssequenz Asn-X-Ser/Thr lokalisiert (X: alle Aminosduren aufler
Prolin) (Shakin-Eshleman et al. 1996). Die Oligosaccharidgruppen werden vor der
Ubertragung auf die Polypeptide an dem Lipid-Triger Dolichol-Phosphat aufgebaut und
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bestehen aus zwei N-Acetylglucosamin-, neun Mannose-, und drei Glucoseresten
(Kornfeld und Kornfeld 1985). Vor dem Verlassen des ERs werden die drei terminalen
Glucosereste und ein  Mannoserest durch die membranstindigen Enzyme
ER-Glucosidase I und II, sowie die a-Mannosidase I (Lemansky et al. 1984; Kornfeld
und Kornfeld 1985) abgespalten. Die Lektine Calnexin und Calreticulin binden an die
neu synthetisierten, monoglykosylierten Proteine und halten diese bis zu ihrer korrekten
Faltung im ER zuriick (Helenius und Aebi 2001). Einige lysosomale Vorlduferproteine
erhalten im ER zusitzliche, spezifische Modifikationen, die fiir ihre Funktion essenziell
sind. So wird z. B. bei Mitgliedern der Sulfatase-Familie im ER ein stark konservierter
Cysteinrest zu einem Co-Formylglycinrest (FGly) oxidiert (von Figura et al. 1998). Die
Reaktion wird durch das Formylglycin-generierende Protein (FGE) katalysiert und ist fiir
die enzymatische Aktivitit der Sulfatasen essenziell, so dass Mutationen des FGE zur
Multiplen Sulfatase Defizienz (MSD) fiihren (Cosma et al. 2003; Dierks et al. 2003). Die
lysosomalen Enzyme gelangen vom ER iiber Transportvesikel in den Golgi-Apparat, in
dem beim Prozess des Trimmings die N-Glykane weiter modifiziert werden, wobei
jedoch stets ein Pentasaccharid-Kern (GIlcNAc-GlcNAc-Man3) unverdndert bleibt
(Kornfeld und Kornfeld 1985).
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Abb. 1.1: Primérstruktur von komplexen, hybriden und Mannose-reichen N-gekoppelten
Oligosacchariden

Der umrahmte Bereich umfasst den allen N-Oligosacchariden gemeinsamen Pentasaccharid-Kern, (nach
Kornfeld und Kornfeld 1985).
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Die N-Glykane lysosomaler Enzymen werden vor allem zu Mannose-reichen
Oligosacchariden mit endstindigen Mannoseresten prozessiert und seltener zu
N-Glykanen des hybriden oder komplexen Typs, wiahrend die N-Glykane sekretorischer
Proteine hauptsidchlich zu komplexen Oligosaccharidtypen prozessiert werden, die durch
den Gehalt zusitzlicher N-Acetylglucosamine, Galactose und Sialinsdure, sowie durch
ihre Fucosylierbarkeit charakterisiert sind (von Figura und Hasilik 1986; Kornfeld und
Mellman 1989). Dies hidngt mit der Synthese der MO6P-Reste an den
Oligosaccharidenketten zusammen, da diese die weitere Prozessierung der

Oligosaccharide zum komplexen Typ verhindern.

1.2.2  Synthese von Mannose-6-phosphat-Resten an N-Glykanen Igslicher

lysosomaler Proteine

Der Transport der neu synthetisierten, loslichen lysosomalen Proteine in das
endosomale/lysosomale Kompartiment ist von einer Mannose-6-phosphat (M6P)-
Modifikation der Mannose-reichen Oligosaccharid-Seitenketten abhidngig. Die Synthese
dieses Sortierungssignals erfolgt in zwei Stufen (Lazzarino und Gabel 1988). Durch die
Golgi-N-Acetylglucosamin-1-phosphotransferase (EC 2.7.8.17, kurz: GNPT) wird
zundchst im Cis-Golgi ein N-Acetylglucosamin-1-phosphatrest von UDP-N-Acetyl-
glucosamin auf die C6-Hydroxylgruppe eines Mannoserests Mannose-reicher
Oligosaccharide iibertragen (Reitman und Kornfeld 1981b; Waheed et al. 1982). Es
entsteht ein GIcNAc-1-phospho-6-mannose-diester, der anschlieBend durch die
N-Acetylglucosamin-1-phosphodiester-a-N-Acetylglucosaminidase (EC 3.1.4.45, kurz:
uncovering enzyme, UCE) im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) zu einem Phospho-6-
mannose-monoester hydrolysiert wird (Varki und Kornfeld 1980). Die GNPT besteht aus
einem heterohexameren Komplex (a.272), wobei die enzymatische Aktivitit des Enzyms
von den a- und B-Untereinheiten des Proteins und die Erkennung lysosomaler Enzyme
von der y-Untereinheit vermittelt wird (Kornfeld 2000). Defekte der GNPT fiihren
aufgrund der Fehlsortierung lysosomaler Hydrolasen zu den lysosomalen
Speichererkrankungen Mucolipidosis II (ML 1I, I-cell disease) und Pseudo-Hurler
Polydystrophy (ML III) (Reitman et al. 1981; Raas-Rothschild et al. 2000; Tiede et al.
2005). Die Spezifitiat der Phosphorylierung lysosomaler Enzyme wird durch die GNPT
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vermittelt. Sie phosphoryliert lysosomale Enzyme etwa 100-fach effizienter als nicht
lysosomale Proteine, die identische Mannose-reiche Oligosaccharide tragen (Reitman und
Kornfeld 1981a). Die Identifizierung der lysosomalen Proteine ist dabei von der nativen
Faltung der Proteine abhdngig (Lang et al. 1984). Das Erkennungssignal besteht
vermutlich aus einem dreidimensionalen Strukturmotiv aus zwei bis drei Lysinresten

(Tikkanen et al. 1997).
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Abb. 1.2: Reaktionsschema zur Synthese von M6P-Resten durch die GNPT und das UCE

1: a-D-Mannose an Mannose-reicher Oligosaccharid-Seitenkette (R), 2: GlcNAc-1-phospho-6-mannose-
diester, 3: Phospho-6-mannose-monoester

1.2.3  Mannose-6-phosphat-Rezeptor-vermittelte Sortierungswege loslicher

lysosomaler Proteine

Die Mo6P-markierten lysosomalen Vorlduferproteine werden im TGN von zwei
membranstindigen Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (MPR) gebunden und durch die
Abschniirung Clathrin-umbhiillter Vesikel zu den Endosomen transportiert (Hoflack und
Kornfeld 1985; von Figura und Hasilik 1986; Ghosh et al. 2003). Nach dem Verlust der
Clathrin-Hiille verschmelzen die Vesikel mit der endosomalen Membran (Lemansky et al.
1987). Im Endosomen erfolgt aufgrund des niedrigen pHs (pH 6) die Dissoziation von
MPR und Protein mit anschlieBender Rezyklierung der MPRs zum Golgi-Komplex oder
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zur Plasmamembran (Dahms et al. 1989). Beide MPRs sind im TGN, in den frithen und
spiaten Endosomen, sowie auf der Plasmamembran lokalisiert, jedoch nicht in den
Lysosomen, so dass die Lysosomen als Organellen ohne MPR definiert sind (Kornfeld
und Mellman 1989). Die MPRs sind Typ I integrale Membranglykoproteine mit einem
apparenten Molekulargewicht von 300 kDa (MPR300) bzw. 46 kDa (MPR46). Die
zytoplasmatisch lokalisierten C-Termini beider MPRs enthalten Sortierungssignale, die
fiir den spezifischen Transport zwischen den Zellkompartimenten verantwortlich sind und
von zytosolischen Adaptorproteinen (AP) erkannt werden (Ghosh et al. 2003). M6P-
haltige Proteine werden tiber die glykosylierte, luminale Domidne der MPRs gebunden.
Dies geschieht im Falle des MPR300 Kationen-unabhingig, wobei der MPR300 als
Monomer vorliegt und neben M6P-haltigen lysosomalen Proteinen, Retinsdure und den
nicht-glykosylierten IGF II (insulin-like growth factor IlI) aus dem Extrazelluldrraum
bindet (Sahagian et al. 1981; Steiner und Rome 1982; Morgan et al. 1987). Der MPR46
hingegen bindet seine M6P-haltigen Liganden Kationen-abhingig in homodimerer Form
im Verhéltnis 2 Mol M6P je Mol MPR-Dimer (Hoflack und Kornfeld 1985; Tong et al.
1988). Adaptorproteinkomplexe binden Clathrin und vermitteln die Konzentrierung und
Verpackung der lysosomalen Membranproteine in Transportvesikel (Ahle und
Ungewickell 1989; Scales et al. 2000). Der Transport der MPR vom TGN zu den
Endosomen wird von dem Adaptorprotein AP-1 vermittelt, wohingegen die Endozytose
der MPR von der Plasmamembran von dem Protein AP-2 abhingt (Ghosh et al. 2003).
Die lysosomalen Vorlduferproteine werden zu den Lysosomen weitertransportiert (Luzio
et al. 2007), wobei die Vorlduferproteine der lysosomalen Enzyme durch limitierte
Proteolyse zu aktiven lysosomalen Hydrolasen reifen (Hasilik 1992), und das M6P-
Sortierungssignale von den Proteinen entfernt wird (Einstein und Gabel 1991). Etwa
10 % der Mo6P-markierten lysosomalen Enzyme entgehen im TGN dem AP-1-
abhingigen, spezifischen Transport zu den Endosomen und werden sezerniert. Diese
fehlsortierten M6P-markierten Proteine konnen an der Plasmamembran durch den
MPR300 gebunden, endozytiert und anschlieBend dem endosomalen/lysosomalen
Sortierungsweg zugefiihrt werden. Der MPR46 ist hingegen nicht in der Lage M6P-
haltige Liganden bei der Internalisation an der Plasmamembran zu endozytieren (Stein et

al. 1987).
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung des MPR-vermittelten Transports lysosomaler Enzyme

Lysosomale Enzyme kdnnen mehrere Oligosaccharide tragen, die ein- oder zweimal mit M6P substituiert
sind. Von den beiden MRPs MPR46 und MPR300 kann nur der MPR300 phosphorylierte Liganden
endozytieren. Nach dem Verlust der Clathrin-Hiille verschmelzen die Vesikel mit den friihen Endosomen
(modifiziert nach Darnell et al. 1995, S. 768).

1.2.4  MPR-unabhangiger Transport

Die MPRs sind fiir den spezifischen Transport lysosomaler Enzyme zu ihrem
Bestimmungsort von grofer Bedeutung. Studien an Patienten mit ML II und ML III,
sowie an MPR-defizienten Méusen und Zellen zeigten, dass einige Enzyme MPR-
unabhingig zu den Lysosomen gelangen. In Fibroblasten von ML II-Patienten ist die
Aktivitdt einiger lysosomaler Enzyme erwartungsgemif stark erniedrigt. Von anderen
Enzymen findet man hingegen unerwartet hohe Aktivitdten im Lysosom, obwohl die neu
synthetisierten lysosomalen Enzyme keine M6P-Modifikation erhalten (Waheed et al.
1982). Der Transport der membranassoziierten Proteine 3-Glucocerebrosidase (Pohlmann

et al. 1988; Waheed et al. 1988) und [-D-Galactocerebrosidase und der
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membranverankerten lysosomalen sauren Phosphatase (LAP) (Braun et al. 1989) erfolgt
vollig MPR-unabhidngig. Diese Hinweise sprechen fiir einen alternativen
Transportmechanismus einiger lysosomaler Enzyme. Ein alternativer Transportweg fiir
die B-Glucocerebrosidase wurde von Reczek et al. gefunden (Reczek et al. 2007). Dieses
lysosomale Matrixprotein bindet das lysosomale, integrale Membranprotein LIMP-2 iiber
ein Coil-Coiled-Strukturmotiv und wird mit dem LIMP-2 Protein zum Lysosom

transportiert.

Auch lysosomale Membranproteine sind nicht M6P-modifiziert und gelangen unabhingig
von ihrer N-Glykosylierung in das lysosomale Kompartiment (Fukuda 1991). Der
Transport der Membranproteine erfolgt hauptsiachlich tiber einen direkten, intrazelluldren
Weg. Vom TGN werden die Membranproteine getrennt von den MPRs in Clathrin-
umhiillten Transportvesikel zu den Endosomen transferiert (Hunziker und Geuze 1996;
Honing et al. 1998). Als Sortierungssignale wurde bei den Proteinen LAMP-1, LAMP-2
und LIMP-1 ein Tyrosin-Motiv und bei LIMP-2 ein Dileucin-Motiv im
zytoplasmatischen Ende der Membranproteine identifiziert (Peters und von Figura 1994).
Einige Membranproteine, wie die LAP, werden indirekt zu den Lysosomen transportiert,
wobei das Vorlauferprotein vom TGN erst zur Plasmamembran und dann durch AP-2
vermittelte Endozytose iiber die Endosomen zu den Lysosomen gelangt (Braun et al.

1989; Prill et al. 1993).

1.3 Lysosomale Speicherkrankheiten

Die lysosomalen Speicherkrankheiten (LSD) sind eine Gruppe von iiber 40
Erkrankungen, die durch die Akkumulation von nicht abgebauten Substraten in den
Lysosomen charakterisiert sind (Gieselmann 1995; Futerman und van Meer 2004; Vellodi
2005). Lysosomale Speichererkrankungen werden hauptsidchlich durch den Defekt
einzelner, lysosomaler Hydrolasen verursacht. Jedoch kdnnen auch Defekte von Protein-
Kofaktoren, wie Enzymaktivatoren (z. B. Saposine, sphingolipid activator proteins) oder
Proteinstabilisatoren (z. B. PPCA, protective protein/cathepsin A), Defekte von
Transportproteinen (z. B. Sialin (Sialinsdure-Transporter)) und nicht lysosomalen
Proteinen, die an der posttranslationalen Modifizierung (z.B. GNPT, sieche 1.2.2), oder

der Aktivierung der neu synthetisierten, lysosomalen Proteine (z. B. FGE, siche 1.2.1)
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beteiligt sind, zu lysosomalen Erkrankungen fithren. Die Akkumulation der nicht
abgebauten Makromolekiile fiithrt zur Bildung von groflen Speichervakuolen und
letztendlich zu Fehlfunktionen der Zellen und der Gewebe. In Abhéngigkeit von der
Verteilung und der Menge des gespeicherten Substrates sind meist eine Reihe

unterschiedlicher Organe betroffen.

Das klinische Erscheinungsbild der lysosomalen Speichererkrankungen ist aufgrund der
unterschiedlichen Atiologien sehr heterogen und auch bei der einzelnen Erkrankung
unterscheidet man verschiedene Schweregrade. Der Verlauf ist jedoch stets progredient.
Charakteristische Symptome sind Dysfunktionen des zentralen und peripheren

Nervensystems, Skelettdysplasien und die Vergroferung viszeraler Organe.

Die Moglichkeit lysosomale Enzyme durch rezeptorvermittelte Endozytose in die
Lysosomen zu transportieren, erlaubt die Therapie von LSDs durch die Substitution des
defekten Enzyms. Mit einer solchen Enzymersatztherapie (ERT) wurden in den neunziger
Jahren zundchst Patienten mit einer milden Form der Gaucher Erkrankung erfolgreich
behandelt, was die Entwicklung weiterer ERT vorantrieb. In den letzten Jahren konnte
neben der enzymatischen, auch die molekulare Ursache fiir viele lysosomale
Speichererkrankung identifiziert werden, was wiederum die Therapie dieser

Erkrankungen durch gentherapeutische Ansitze ermoglicht.

1.4 Proteomanalyse lysosomaler Proteine

Der Begriff “Proteom” wurde 1995 von M.R. Wilkins in Analogie zu den Begriffen
Genom und Transkriptom gepréigt und beschreibt die Gesamtheit aller Proteine, die unter
definierten Bedingungen in einem definierten Bereich wie z. B. einem Organismus,
einem Gewebe, einer Zelle oder einem Zellorganell existieren (Wasinger et al. 1995;

Wilkins et al. 1996).

Die Untersuchung des Proteoms eines Zellorganells erfordert eine effektive Aufreinigung
der organell-spezifischen Proteine. Im Fall der lysosomalen Matrixproteine kann man
sich die spezifische, posttranslationale M6P-Modifikation zu Nutze machen. Mit Hilfe
von immobilisierten MPRs konnen M6P-markierte Proteine affinitéitschromatografisch

aus komplexen Proteinldsungen isoliert werden (Hoflack et al. 1987). Da die M6P-
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Markierung jedoch nach dem Transport der Proteine in das endosomale Kompartiment
abgespalten wird, miissen die Mo6P-markierten Proteine vor der Bindung an die
endogenen MPRs isoliert werden. Journet et al. (Journet et al. 2002) behandelten dazu
humane U937 Zellen in Zellkultur mit Ammoniumchlorid (NH4Cl). NH4Cl fiihrt zur
Erh6hung des endosomalen/lysosomalen pH-Werts auf pH 6,0 bis pH 6,3, wodurch die
Dissoziation M6P-markierter Proteine von den M6P-Rezeptoren im spiten Endosomen
blockiert wird (Braulke et al. 1987). Dies fiihrt wiederum dazu, dass alle MPRs besetzt
bleiben und neu synthetisierte Mo6P-markierte Proteine sezerniert werden. Die
M6P-markierten Proteine konnen anschlieBend aus dem Zellmedium aufgereinigt
werden. Zur Gewinnung der M6P-markierten Proteine konnen zudem embryonale
Mausfibroblasten (MEF) verwendet werden, die aufgrund des gezielten Ausschaltens der
Gene fiir den MPR300 und MPR46 M6P-markierte Proteine nicht zum
endosomalen/lysosomalen Kompartiment transportieren, sondern die Proteine konstitutiv

sezernieren (Dittmer et al. 1998).

Da lysosomale Membranproteine kein einheitliches Sortierungssignal besitzen, werden
fir ihre Isolierung konventionelle  Aufreinigungsverfahren  eukaryontischer
Zellorganellen, wie die subzelluldre Fraktionierung mittels differentieller Zentrifugation
(De Duve et al. 1955) und die Dichtegradientenzentrifugation, genutzt. Um die
Lysosomen dabei von anderen Organellen, insbesondere von den Mitochondrien zu
trennen, wurden Methoden entwickelt, die die Dichte und Grofle und somit das
Sedimentationsverhalten der Lysosomen beeinflussen. Substanzen wie Tyloxapol (Triton
WR 1339) und Dextran werden von den Zellen endozytiert und zu den Lysosomen
transportiert (Bowers und de Duve 1967). Dadurch wird die lysosomale Dichte reduziert
und die Lysosomen konnen durch Dichtegradientenzentrifugation von anderen

Organellen getrennt werden (Leighton et al. 1968).

Im Anschluss an die Isolierung der zu untersuchenden Proteinfraktion folgt die Analyse
des komplexen Proteingemisches. Die meist genutzte Methode zur Separation komplexer
Proteingemische ist die 2D-Gelelektrophorese (2D-GE) (Klose 1975; O'Farrell 1975). Bei
dieser Methode werden Proteine in der ersten Dimension durch isoelektrische
Fokussierung (IEF) anhand eines pH-Gradienten aufgetrennt. In der zweiten Dimension

erfolgt die Trennung entsprechend der molekularen GroBe durch SDS-Polyacrylamid-
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Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die separierten Proteine werden aus dem Gel
ausgeschnitten und durch tryptischen Verdau mit anschlieBender MALDI-TOF-MS
Analyse identifiziert. Eine Limitierung der 2D-GE liegt darin, dass sich insbesondere
extrem hydrophobe Transmembranproteine der Solubilisierung zur IEF entziehen und
demnach in 2D-GE-Analysen unterreprisentiert sind. Je nach Wahl des pH-Bereichs bei
der IEF bzw. des Trennbereichs in der 2. Dimension entgehen der Analyse zudem extrem

basische und saure bzw. sehr grof3e und sehr kleine Proteine.

Um dieser Einschrinkung der 2D-GE zu umgehen, wurde als alternative Analysemethode
die multidimensional protein identification technology (MudPIT) entwickelt (Link et al.
1999; Washburn et al. 2001). Bei dieser Methode wird die komplexe Proteinmischung
zundchst tryptisch verdaut. Anschlieend erfolgt eine zweidimensionale Trennung der
spezifischen Peptide durch ein HPLC-System. In der ersten Dimension erfolgt eine
Trennung der Peptide zumeist {iber eine Chromatografie mit starken Ionenaustauschern,
an die sich eine zweite Chromatografie mittels einer Reverse-Phase Matrix anschlieft.

Die Analyse der separierten Peptide erfolgt anschlieBend durch ESI-MS/MS.

Bis heute sind etwa 50 lysosomale Matrixproteine und 20 lysosomale Membranproteine
identifiziert. Die Mehrheit der M6P-markierten, 16slichen, lysosomalen Enzyme scheint
identifiziert und untersucht zu sein. Vergleicht man hingegen die Zahl der identifizierten
Membranproteine mit der Anzahl an Membranfunktionen, zeigt dies, dass das Proteom
der lysosomalen Membran nur unzureichend charakterisiert ist (Eskelinen et al. 2003). In
umfangreichen Proteomanalysen werden indes immer neue lysosomale Matrixproteine
(Journet et al. 2000; Journet et al. 2002) und Membranproteine (Schroder et al. 2007)
identifiziert. Die Untersuchung neu identifizierter, lysosomaler Enzyme tridgt zum
Verstindnis der lysosomalen Funktionen bei und stellt dariiber hinaus eine Mdglichkeit

dar, die Ursache weiterer lysosomaler Speichererkrankungen zu identifizieren.
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2 Problemstellung

Das lysosomale Kompartiment und seine Funktionen wurden seit der Entdeckung des
Organells durch De Duve (De Duve et al. 1955) intensiv untersucht. Bis heute sind etwa
50 lysosomale Matrixproteine bekannt. Die meisten 16slichen lysosomalen Enzyme sind
Hydrolasen, die an der terminalen Degradation von Makromolekiilen im Lysosomen
beteiligt sind und MPR-abhéngig zu den Lysosomen transportiert werden. Neben der
klassischen katabolischen Funktion wurden jedoch auch zunehmend spezialisierte
zelluldren Funktionen identifiziert, an denen das lysosomale Kompartiment beteiligt ist.
Die Bedeutung der 16slichen lysosomalen Proteine wird dadurch deutlich, dass annédhernd
jeder Defekt eines lysosomalen Proteins zu einer lysosomalen Erkrankung fiihrt.
Aufgrund der klinischen Relevanz lysosomaler Speichererkrankungen und der
betrdchtlichen Anzahl an Lysosomen-assoziierten Erkrankungen mit unbekannter
Atiologie steht die Identifikation von neuen, lysosomalen Proteinen im allgemeinen

Interesse.

Zur Identifizierung neuer lysosomaler Enzyme sollten in dieser Arbeit die Proteine der
lysosomalen Matrix in ihrer Gesamtheit identifiziert werden. Mit Hilfe immobilisierter
MPRs sollten die M6P-markierten Proteine aus dem Uberstand von MPR-defizienten
MEF affinitdtschromatografisch aufgereinigt werden und anschlieBend durch zwei
unabhingige Analyseverfahren identifiziert werden. Die Proteine sollten durch
2D-Gelelektrophorese und MALDI-TOF-MS und alternativ durch die MudPIT-Analyse

identifiziert werden.

Im Anschluss an die Proteomanalyse sollten einzelne, neu identifizierte, putativ

lysosomale Proteine charakterisiert und hinsichtlich ihrer Funktion untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

3.1.1.1 Allgemeine Gerate
Acrylamidgel-Elektrophoresekammer
Agarosegel-Elektrophoresekammer

Biocad-Vision® Workstation HPLC System

Bio-Photometer

Branson Sonifier 450
Durchlicht-Mikroskop

Einbettautomat Shandon Citadel™ 2000
ESI-Tandem-Massenspektrometer
Esquire 3000+

Féarbeautomat Shandon Varistain 24-4
Fliissigkeitsszintillationszahler 1900TR
Geltrockner Modell Gel Air Dryer
Heizblock HTM 130

LAS-1000 Gel Dokumentation System
Laser Scan-Mikroskop

Modell TCS Sp2 AOBS

Mastercycler Gradient

Mikrotom HM 355

Mikrotom SM2000R

Netzgerdt Consort E835
Paraffineingiestation DDM-P-065
Phegasus Semi-Dry Western Blot Kammer

Werkstatt des Instituts

Werkstatt des Instituts

Applied Biosystems,

Framingham, USA

Eppendorf, Hamburg

Heinemann, Schwibisch Gmiind
Zeiss, Gottingen

Thermo Scientific, Waltham, USA

Bruker Daltonik, Bremen

Thermo Scientific, Waltham, USA
Packard, Perkin Elmer, Uberlingen
Biorad, Miinchen

HLC, Bovenden

Fujifilm, Disseldorf

Leica, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg
Microm, Volketswil, Schweiz
Leica, Heidelberg

Schiitt, Gottingen

Medim Schweiz GmbH, Baar, Schweiz

Phase, Liibeck
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Phosphoimager PMI Biorad, Miinchen
Procise cLC sequenator Applied Biosystems,

REFLEX IlI-Flugzeit Massenspektrometer
SMART™ HPLC System
Spectrophotometer Cary 50 Bio

Tecan Microplate Reader Model Spectra II
Teflon Homogenisator

Transilluminator Modell ETX 20 M

Tube Gel Cell IEF 2-D Systems Modell 175
Ultimate Nanoflow-HPLC System
UV-Handlampe (312 nm, 254 nm)
Vakuumkonzentrator

Modell Speed Vac SVC100H

3.1.1.2 Zentrifugen und Rotoren
Kiihlzentrifuge 5804R mit Rotor A-4-44
Kiihlzentrifuge J2-MC mit Rotor JA10
Tischkiihlzentrifuge Mikro 200R
Tischzentrifuge 5415D
Tisch-Ultrazentrifuge Modell TL-100
mit Rotor TLA-45

Ultrazentrifuge Modell Optima L90K
mit Rotoren SW 40 und Ti75

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

ZipTipC18 Pipettenspitzen
Dialyseschlauch Type 8, Cut-off: 12-16 kDa,
Porengrofle 25A

Einfrierrohrchen

Framingham,USA

Bruker Daltonik, Bremen
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Varian, Darmstadt

Tecan, SLT, Crailsheim
Braun, Melsungen

LTF Labortechnik, Wasserburg
Biorad, Miinchen

LC Packings,Ziirich, Schweiz
Bachofer, Reutlingen

Bachofer, Reutlingen

Eppendorf, Hamburg
Beckmann Coulter, Krefeld
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Beckmann Coulter, Krefeld

Beckmann Coulter, Krefeld

Millipore, Schwalbach

Biomol, Hamburg

Nunc, Wiesbaden


http://www.bio-rad.com/B2B/BioRad/product/br_category.jsp?BV_SessionID=@@@@1733373441.1196596088@@@@&BV_EngineID=cccfaddmjheifklcfngcfkmdhkkdflm.0&divName=Life+Science+Research&categoryPath=Catalogs%2fLife+Science+Research%2fElectrophoresis%2f2-D+Systems%2fTube+Gel+IEF+2-D+Systems&loggedIn=false&lang=German&country=DE&catLevel=5&catOID=-19303&isPA=false&serviceLevel=Lit+Request
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Einmalkaniilen,-spritzen
Einmalpipetten 5, 10, 20 ml
Gewebekulturflaschen, -schalen
Glaswaren fiir Labor
Glasperlen (4 — 5 mm)
Histosette |
Hybond™-N-Membran
Mikrotomklingen

Objekttrager und Deckglédschen
Parafilm®M

Pasteurpipetten
Préparierbesteck
Polyvinylidenfluorid (PVDF)
Transfermembran
Phospho-Imaging Plate
Spritzenaufsatzfilter 0,2 um und 0,45 um
UH10-Ultrahiilsen
Ultrazentrifugenrohrchen
UVetten®
Whatman-Filterpapier
Plastikreaktionsgefif3e

3.1.3 Chemikalien

Aceton

Acetonitril

Acrylamid (Rotiphorese® Gel A)
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung
(Rotiphorese®-Gel 30)

Agar

Agarose

Braun, Melsungen

Sarstedt, Niimbrecht

Greiner, Niirtingen

Schott, Mainz

Schiitt, Gottingen

Simport, Beloeil, QC, Kanada

GE Healthcare, Miinchen

Thermo Scientific, Waltham, USA
Menzel-Gléser, Braunschweig
American National, Chicago, USA
Schiitt, Gottingen

Neolab, Heidelberg

Whatman, Gottingen

Fujifilm, Disseldorf
Heinemann, Duderstadt
Schleicher und Schuell, Dassel
Beckmann Coulter, Krefeld
Eppendorf, Hamburg
Whatman, Gottingen

Sarstedt, Niimbrecht

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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Albumin (BSA, bovine serum albumin)
Ameisensdure
e-Aminocapronsiure
Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniummolybdat-Tetrahydrat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Ascorbinséure
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
Galactopyranosid (X-Gal)
Bisacrylamid (Rotiphorese® Gel B)
Bromphenolblau

cAMP

(cyclische Adenosin-3',5'-monophosphat)
CBZ-Ala-Phe-OH
CBZ-Gly-Leu-OH
CBZ-Leu-Phe-OH
CBZ-Phe-Ala-OH
CBZ-Phe-Leu-OH
CBZ-Phe-Phe-OH

CHAPS

Chloramphinicol
Chromschwefelsidure

Coomassie Brilliant Blue G250
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
2,5-Dihydroxybenzoesidure (DHB)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Bachem, Weil am Rhein
Bachem, Weil am Rhein
Bachem, Weil am Rhein
Bachem, Weil am Rhein
Bachem, Weil am Rhein
Bachem, Weil am Rhein
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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Dinatriummethylendiaminotetraacetat (EDTA)Roth, Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT)

Eindeckmedium DPX Mountant for histology

Eosin

Essigsédure

Ethanol

Ethidiumbromid (1 % (w/v) Losung)
Ethylacetat

Fluorescent Mounting Medium
Formaldehydlésung (37%)
Formamid

Gelatine

Glucose

Glucose-6-Phosphat (G6P)
Glutaraldehyd (25 % (v/v) in dH,0)
Glycerin

Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt
Hering-Sperma-DNA
Histoacryl

Imidazol

Iodacetamid

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumhexacyanidoferrat(IIl) (K3[Fe(CN)6])
Kaliumhexacyanidoferrat(Il) (K4[Fe(CN)6])

Kaliumnatriumtartrat
Kanamycin

Magermilchpulver

Roth, Karlsruhe
Fluka; Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Dako, Carpinteria, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Topfer, Dietmannsried
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Magnesiumchlorid
Mannose-6-Phosphat (M6P)
Magnesiumsulfat
Maleinsdure

Mayers Hdmalaun
2-Mercaptoethanol
Methanol
Methoxy-2-ethanol
Natriumacetat

Natriumazid
Natrium-3-glycerophosphat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumsuccinat
Natriumthiosulfatpentahydrat
Ninhydrin

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

2-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure (MES) Serva, Heidelberg
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsidure (MOPS) Serva, Heidelberg
NNN'N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)Serva, Heidelberg

Nonidet P-40 (NP-40)
Paraformaldehyd (PFA)

Paraplast (Roti-plast)

Pepton

Percoll™

Pferdeserum (Normal Horse Serum)

1,10-Phenanthroline

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Miinchen
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
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Phenolrot

Phosphorséure (ortho-)
p-lodonitrotetrazolium (violett)
p-Nitrocatecholsulfat
p-Nitrophenyl-B-D-glucopyranosid
p-Nitrophenyl-B-D-glucuronid
p-Nitrophenyl-a-D-mannopyranosid
Polyethylenglykol 7500 (PEG)
1-Propanol

Protaminsulfat

Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow
Rattenserum (Normal Rat Serum)
Rapid-hyb™ Buffer

Saccharose (Sucrose)

Salzsdure, rauchend

Salzsdure (37 %)

Schwefelsdure (konz.)

Servalyt® carrier ampholytes pH 4 — 7
Servalyt® carrier ampholytes pH 3 — 10
Silbernitrat

Stimune Adjuvant
Trichloressigsdure (TCA)
Trifluoressigsdure (TFA)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Triton X-100

Tween 20

Tyloxapol (Triton WR-1339)
Wasser, reinst

Xylol

Ziegenserum (Normal Goat Serum)
Zinn(Il)chlorid

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

GE Healthcare, Miinchen
Sigma, Deisenhofen

GE Healthcare, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Cedi Diagnostic, Lelystad, Niederlande
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Baker, Deventer, Niederlande
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
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Zitronensaure (kristallin)

3.1.4

BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit

BioRad DC Protein Assay

Supersignal West Pico Chemiluminescent
Substrate

QIAGEN® Plasmid Midi Kit

QIAprep” Spin Miniprep Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

Rediprime I Random Prime Labelling Kits
Omniscript® Reverse Transcriptase Kit
RNeasy® Midi Kit

Platinum® Pfx-DNA-Polymerase Kit

Taq DNA-Polymerase Kit

3.15

Proteinase K

N-Glykosidase F

Trypsin, modifiziert aus Rinderpankreas
Restriktionsendonukleasen

T4 DNA Ligase

BP Clonase™

LR Clonase™

Sigma, Deisenhofen

Kits zur Bearbeitung von DNA und Proteinen

Applied Biosystems, Foster City, USA

BioRad, Miinchen
Pierce, Rockford, USA

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

GE Healthcare, Miinchen
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Roche Applied Science,
Indianapolis, USA

Enzyme zum Bearbeitung von DNA, RNA und Proteinen

Roth, Karlsruhe

Roche Applied Science,
Indianapolis, USA
Serva, Heidelberg

NEB, Frankfurt am Main
NEB, Frankfurt am Main
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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3.1.6  Proteaseinhibitoren und Proteinstandards

Aprotinin Biomol GmbH, Hamburg
Chymostatin Biomol GmbH, Hamburg
Dinatriummethylendiaminotetraacetat (EDTA)Roth, Karlsruhe
Iodacetamid (IAA) Sigma, Deisenhofen
Leupeptin Biomol GmbH, Hamburg
Pepstatin A Biomol GmbH, Hamburg
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth, Karlsruhe
Precision Plus Protein All Blue Standard Biorad, Miinchen
Molecular Weight Standard Unstained Biorad, Miinchen

3.1.7  Verwendete Antikorper

3.1.7.1 Sekundéarantikorper fir Western Blot Analyse

Zweitantikorper fiir die Western Blot Analyse wurden standardméfBig in einer

Verdiinnung von 1:5000 eingesetzt.

Ziege anti Kaninchen, HRP konjugiert Dianova, Hamburg
Ziege anti Maus, HRP konjugiert Dianova, Hamburg
Ziege anti Ratte, HRP konjugiert Dianova, Hamburg

3.1.7.2 Sekundarantikorper fur Immunfluoreszenz

Zweitantikorper fiir die Immunfluoreszenz wurden standardmaBig 1:400 eingesetzt.
Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG (H+L) Invitrogen, Karlsruhe

Alexa Fluor® 546 goat anti-mouse IgG (H+L) Invitrogen, Karlsruhe

Alexa Fluor” 488 goat anti-rat IgG (H+L) Invitrogen, Karlsruhe

Alexa Fluor” 633 goat anti-rabbit I[gG (H+L) Invitrogen, Karlsruhe
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3.1.7.3 Primarantikorper

Name Antigen, immun. Anwendung Referenz
(H.-Name) Spezies
Ag-Spezies
o-Scpep1-D2 Scpep1, murin Kaninchen, = WB 1:1000/ Eigene Produktion
polyklonal IF 1:50 (siehe 3.6.1)
o-Scpep1-C6 Scpep1, murin Kaninchen, = WB 1:1000/ Eigene Produktion
polyklonal IF 1:50 (siehe 3.6.1)
a-Scpep1-Ratte  Scpep1, murin Ratte, WB 1:1000/ Eigene Produktion
polyklonal IF 1:50/ (siehe 3.6.1)
IP 10 pl
a-NPT2 Neomycin Phospho- Kaninchen, @ WB 1:1000  Upstate, Millipore
transferase 2, polyklonal Schwalbach (Fuchs
artifizielle Sequenz etal. 1993)
a-V5 V5-Epitop, Kaninchen, IF 1:100 Sigma,
artifizielle Sequenz ~ monoklonal Deisenhofen,
(Thomas et al.
1988)
o-V5 V5-Epitop, Maus, WB 1:4000 Invitrogen,
artifizielle Sequenz ~ monoklonal Karlsruhe, (Dai und
Liew 2001)
a-His RGS-His6-Epitop Maus, WB 1:3000 Qiagen, Hilden,
monoklonal (Preusser-Kunze et
al. 2005)
o-CatD CatD (KII-S9), Kaninchen, =~ WB 1:1000  Produktion Institut
murin polyklonal (Braulke et al. 1987)
a-Porin Porin Maus, WB 1:1000  Calbiochem,
(31HL, Anti-VDAC), monoklonal Darmstadt, (Babel
human etal. 1991)
o-hLAMP-1 LAMP-1, (H4A3), Maus, IF 1:25 Hybridomabank,
human monoklonal USA, (Chen et al.
1985)
o-mLAMP-1 LAMP-1, Ratte, WB 1:250/ Hybridomabank,
(1D4B, CD107a), monoklonal  IF 1:25 USA, (Hughes und
murin August 1981)
a-GAPDH GAPDH (FL-335), Kaninchen, WB 1:300 Santa Cruz
(sc-25778), polyklonal Biotechnology,
murin Heidelberg (Meyer-
Siegler et al. 1991)
Tab. 3.1: Verwendete Primarantikdrper
3.1.8  Radioaktive Substanzen

[*°S]-Methionin/Cystein, 10 mCi/ml

1000 mCi/mmol
[**P]-dCTP, 10 mCi/ml, 3000 mCi/mmol

Hartmann Analytic GmbH,

Braunschweig

Braunschweig

Hartmann Analytic GmbH,
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3.1.9 Saulen und Saulenfillmaterial

Affigel 10 Biorad, Miinchen
Ni-NTA-Agarose Qiagen, Hilden
Mobitec-Séulen- 5 ml, 12 ml Mobitec, Gottingen
Superdex 75 HR 10/30 GE Healthcare, Miinchen
Superdex 200 HR 10/30 GE Healthcare, Miinchen

Self Pack®™ Empty Column, Stainless Steel, ~ Applied Biosystems, Foster City, USA
(4,6 mm x 100 mm, 1,7 ml)

Poros 20 HQ/M Anionenaustauscher Applied Biosystems, Foster City, USA
PepMap C18 Reverse-Phase Nano-Séule LC Packings, Amsterdam, Niederlande
(0.075 x150 mm)

Poros 10 S-Kationaustauschersiule LC Packings, Amsterdam, Niederlande

(1 x150 mm)

3.1.10 Vektoren, Oligonukleotidprimer und DNA-Standards

pDONR™22] Invitrogen, Karlsruhe
pcDNA-DEST40 Invitrogen, Karlsruhe
pcDNA3.1/Hygro (+) Invitrogen, Karlsruhe

Primer wurden von der Firmen IBA (Go6ttingen) und Metabion (Géottingen) bezogen.

TrackIt 1kb Plus DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe
0,5-10 kb RNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe
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3.1.11 Haufig verwendete Puffer und Lésungen

10 x PBS: 80 g NaCl

2g KCl

14,4 g Na,HPO4

2,4 ¢ KH,PO4

mit dH,O auf 1 1 auffiillen, pH 6,8, autoklavieren
10 x TBS 100 mM Tris/HCl pH 7,4

1,5 M NaCl
10 x TE-Puffer: 100 mM Tris/HCI pH 7,6

10 mM EDTA

3.1.12 Medien zum Arbeiten mit Bakterienkulturen

Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurde der Bakterienstamm DH5a (F', recA1, endA1,
hsdR17(r, mi’), SUpE44, N, thi-1, gyrA96, relA1) verwendet.

LB-Medium: 10 g Pepton aus Casein

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

mit dH,0 auf 1 1 auffiillen,

pH 7,0 mit NaOH einstellen, autoklavieren
LB-Agarplatten: 7,5 g Agar

in 1 1 LB-Medium
nach Autoklavieren auf 60° C abkiihlen lassen, ggf. Antibiotikum zusetzen und je 30 ml

in 10 cm-Platten gielen. Nach dem Erkalten bei 4° C lagern.
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Antibiotikum Stocklésung Endkonzentration
Ampicillin 25 mg/ml in dH,0 100 pg/ml
Kanamycin 25 mg/ml dH,0 50 ug/mi
Chloramphinicol 30 mg/ml in Ethanol 30 ug/mi

Tab. 3.2: Verwendete Antibiotika und eingesetzte Endkonzentrationen

3.1.13 Verwendete Zellkulturmedien und Reagenzien

PBS (fiir Zellkultur)

40 g NaCl, 1 g KCl, 7,2 Na,HPO,4 +
2H,0, 1 g KH,PO4 und 0,1 g Phenolrot
in 5000 ml ddH,0O pH 7.4

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco Invitrogen, Karlsruhe

KnockOut™-DMEM

Waymouth’s MB 752/1 Medium

DMEM (ohne Aminosduren L-Glutamin,
L-Methionin und L-Cystein)

Fotales Kélberserum (FKS)

Hyclone Embryonic Stem (ES) Cell
Screened Fetal Bovine Serum

MEM Non-Essential Amino Acids

(10 mM Solution, 100 x, liquid)
L-Glutamin (200 mM) (100 x Stockldsung)
Penicillin/Streptomycin (100 x Stockldosung)
Hygromycin B

Neomycin (G418)

ESGRO (LIF, 10’ U/ml,

mouse Leukemia Inhibitor Factor)
Mitomycin C

0,05 % (w/v) Trypsin-EDTA-L&sung

0,25 % (w/v) Trypsin/ ImM EDTA

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Gibco Invitrogen, Karlsruhe

PAN, Aidenbach

PAN, Aidenbach
Thermo Scientific, Waltham, USA

Gibco Invitrogen, Karlsruhe

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Calbiochem, Frankfurt
Sigma, Deisenhofen

Chemicon, Hofheim

Sigma, Deisenhofen
Gibco Invitrogen, Karlsruhe

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
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FuGENE™6 Transfektionsreagenz

3.1.14 Zelllinien in Zellkultur

Roche Applied Science, USA

Zelllinie Beschreibung Referenz
MEF-23-1SV Primare embryonale Mausfibroblasten, Zellen des Instituts
defizient in MPR46 und MPR300 (Kasper et al.1996)
HT1080 Humane Fibrosarkom-Zelllinie Erworben bei Stratagene,
La Jolla, USA, (Roeser et
al. 2006)
Hela Humane epitheloid cervix carcinoma European Collection of
Zelllinie Cell Cultures (ECACC)
BHK-21 baby hamster kidney cells European Collection of

Humane Fibroblasten

|-cell Fibroblasten

ES-Zellklon RST426

Feederzellen

RST 426 +/+ MEF

RST 426 -/- MEF

Normale Patientenzellen

Patientenzellen, I-cell-Phanotyp

Murine embryonale Stammzellen mit
Gene Trap Insertion in Intron 7 des
Gens Scpep1 (ID: 74617)

Neomycin-resistente, embryonale
Mausfibroblasten

Primare embryonale Mausfibroblasten,
Kontrolle zu Scpep1-Gene Trap

Primare embryonale Mausfibroblasten,
Scpep1-Gene Trap

Cell Cultures (ECACC)

Zellen des Instituts,
Diagnose

Zellen des Instituts,
Diagnose

Erworben bei Mutant
Mouse Regional
Resource Center
(MMRRC, Davis, USA)

Transgenic Research
Facility, University
Stanford

Eigene Praparation, aus
RST426 Embryonen 12,5

Eigene Praparation, aus
RST426 Embryonen 12,5

Tab. 3.3:

3.1.15 EDV

Software:

Verwendete eukaryontische Zelllinien

Adobe Reader 8.1.0
Adobe-Photoshop 7.0

Adobe, San Jose, USA
Adobe, San Jose, USA
Fujifilm, Diisseldorf
BioRad, Miinchen

AIDA Image analysing software
Biorad QuantityOne
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Image Reader LAS
Image J 1.37v

Fujifilm, Diisseldorf
NIH, Washington, USA

Microsoft Office Standard Edition 2003 Microsoft, Redmond, USA

Mozilla Firefox 2.0

Vektor NTI Suite 10.3.0

Mozilla Foundation,
Mountain View, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Windows XP Media Centre Edition 2005 Microsoft, Redmond, USA

Online-Programme/Datenbanken:

BayGenomics
Blast

ELM

Ensembl
EXPASY
MASCOT Search
MEROPS

NCBI Datenbanken
PFAM

SignalP 3.0
SwissModel
TMHMM v 2.0

http://www.genetrap.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://elm.eu.org/links.html
http://www.ensembl.org
http://www.expasy.ch/
http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
http://merops.sanger.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://swissmodel.expasy.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1  Allgemeine Methoden zum Arbeiten mit DNA und RNA

Die folgenden Methoden und Vorschriften wurden, soweit nicht anders angegeben, dem

Laborhandbuch Molecular Cloning (Sambrook et al. 1989) entnommen.

3.2.1.1 Isolierung von genomischer DNA

Zur Genotypisierung von Méusen wurde genomische DNA isoliert. Drei Wochen alten
Maiusen wurden bis zu 5 mm der Schwanzspitze mit einer scharfen Schere abgeschnitten
und die Wunde wurde durch einen Tropfen Histoacryl verschlossen. Die Schwanzspitze
wurde mit 500 ul Lysispuffer und 50 pl Proteinase K—Stocklosung versetzt und tiiber
Nacht bei 56° C am Schiittelinkubator verdaut. Unverdaute Anteile (z. B. Haare) wurden
anschlieBend 5 min bei 14000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefdf tiberfiihrt und mit einem Volumen Isopropanol versetzt. Beim Schwenken
des Reaktionsansatzes fiel die DNA als weiles Knéduel aus. Mit einem Glasstab wurde die
préazipitierte DNA aus der Losung gefischt. Am Glasstab haftend wurde sie durch
Eintauchen in eine 70 %-ige Ethanolldsung gespiilt und dann luftgetrocknet. Um die
DNA zu losen, wurde sie anschlieBend in ein Gefdl mit 50 ul dH,O getaucht. Zur
Isolierung von DNA aus Zellen wurden diese pelletiert. Das Pellet wurde mit PBS und

dH,O gewaschen und anschlieend wie beschrieben mit Protease K verdaut.

Lysispuffer: 100 mM Tris/HCI pH 8
50 mM EDTA
200mM NaCl
0,5 % SDS

Proteinase K-Stocklosung: 2 mg/ml Proteinase K in Lysispuffer
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3.2.1.2 Isolierung von RNA

Zur Isolierung von RNA aus eukaryontischen Zellen und Mausgewebe wurde das
RNeasy® Midi Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Priparation erfolgte nach dem
Herstellerprotokoll (RNeasy® Handbook, 2001). Zur RNA-Priparation wurde jeweils

200 mg frisch entnommenes Mausgewebe eingesetzt.

3.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA- und RNA-Losungen in dH,O erfolgte eine
photometrische Messung der Absorption bei 260 nm gegen dH,O. Eine OD 269 nm von 1
entspricht einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml oder einer RNA-Konzentration von
40 pg/ml. Die Messung wurde am Bio-Photometer (Eppendorf, Hamburg) in einer
Eppendorf UVette® durchgefiihrt.

3.2.1.4 DNA-Amplifikation Uber Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifikation von
definierten DNA-Bereichen. In einem zyklischen Prozess aus Denaturierung des DNA-
Doppelstrangs, Anlagerung von spezifischen Oligonukleotid-Primern (Annealing) und
Synthese des komplementdren DNA-Strangs mittels DNA-Polymerase (Elongation) wird
ein spezifischer DNA-Abschnitt exponentiell vermehrt. Dabei wird die Synthesereaktion
durch Auswahl und Konzentration der Primer, Qualitit des Templates, durch die
Pufferbedingungen, sowie durch Zeiten und Temperaturen der einzelnen Zyklusschritte

beeinflusst.

Als DNA-Template fiir die PCR dienten genomische DNA, Plasmid-DNA und cDNA
nach reverser Transkription von RNA. Zur Isolierung von c¢DNA nach reverser
Transkription (3.2.1.5) wurde die Platinum® Pfx-DNA-Polymerase (Invitrogen,
Karlsruhe) verwendet. Zur analytischen PCR und zur Subklonierung wurde die
Taq DNA-Polymerase (Roche Applied Science, Indianapolis, USA), sowie die
mitgelieferten Puffer und dNTPs verwendet.
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Ansatz Taq-PCR: 100 — 250 ng DNA-Template
5 ul 10 x PCR Reaktionspuffer
1 ul ANTP-Mix (10 mM)
2 ul 10 uM Primer (3’-terminal)
2 pl 10 uM Primer (5’°-terminal)
0,5 ul Tag DNA-Polymerase (5 U/ul)
mit dH,O auf 50 pl auffiillen

PCR-Reaktionsprotokoll: 2 min 94° C
30 x 20 sec 94° C
60 sec 55°C
120 sec 72° C
10 min 72°C
3.215 RT-PCR

Die RT-PCR ist eine Methode zur Synthese von cDNA aus RNA. In einer zweistufigen
Reaktion erfolgt zunidchst die reverse Transkription mittels einer RNA-spezifischen,
Primer-abhingigen DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) und anschlieBend die

Amplifikation der generierten cDNA mittels PCR.

Zur Isolierung der ¢cDNA von Kandidatenproteinen wurde das Omniscript® Reverse
Transkriptase Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Reaktion erfolgte in 20 pl-Ansétzen.
Es wurde 1 pg Maus-RNA aus Hirn, Leber, Niere und Herz eingesetzt. Reverse
Transkriptase, Puffer, ANTP-Mix und RNase-freies Wasser waren im Kit enthalten. Zur
spezifischen RT-Reaktion wurden Primer eingesetzt, die die zu amplifizierende cDNA

3’-terminal flankierten.
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RT-Reaktion: lug RNA
2 ul 10 x RT-Puffer
2 ul NTP Mix (5§ mM)
2 ul 10 uM Primer (3’-terminal)
1 ul Omniscript® Reverse Transkriptase (4U)
mit RNase-freiem Wasser auf 20 pl auffiillen

Der Ansatz wurde 90 min bei 37° C inkubiert und dann 5 min bei 93° C gekocht, um die
Reverse Transkriptase zu inaktivieren. 3 ul des RT-Ansatzes wurde als Template zur
anschlieBenden PCR eingesetzt. Zur Amplifikation der cDNA des RT-Ansatzes erfolgte
eine PCR mit der Platinum® Pfx-DNA-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe). Diese DNA-
Polymerase besitzt eine proofreading 3’°-5’-Exonuklease-Aktivitdt und bietet somit eine
hohe Synthesegenauigkeit. Die Pfx-Polymerase liegt in einer inaktivierten Form vor und
muss durch einen initialen 94° C-Denaturierungsschritt aktiviert werden. Die PCR-

Reaktion erfolgte im 50 pl-Ansatz. Als Template dienten 3 ul der RT-Reaktion.

PCR-Ansatz: 3 ul RT-Reaktionsprodukt
5 ul 10 x Pfx-Amplifikationspuffer
5 ul 10 x Enhancer Solution
1,5 ul ANTP Mix (10 mM)
1 pl 50 mM MgSO,
2 ul 10 uM Primer (3’-terminal)
2 pl 10 uM Primer (5’°-terminal)
0,6 ul Pfx-DNA-Polymerase (1,5 U)
mit dH,O auf 50 pl auffiillen

PCR-Reaktionsprotokoll: 2 min 94° C
35x  20sec 94° C

30 sec 55°C

180 sec 68° C

10 min 68° C
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Um die Spezifitit der PCR zu erhdhen erfolgte eine zweite, nested PCR auf das erste
PCR-Produkt. Dafiir wurde das gleiche Protokoll verwendet. 3 pul des PCR-Produkt 1
wurden als Template eingesetzt und es wurden Primer genutzt, die die zu amplifizierende
cDNA etwa 20bp vom 5’- und 3’-Terminus des PCR-Produkt binden. Die PCR-

Produkte 1 und 2 wurden anschlieBend im Agarosegel analysiert.

3.2.1.6 Multiplex-PCR zur Genotypisierung

Der Nachweis von zwei Gen-Allelen in einer PCR zur Genotypisierung von Gene Trap
Mausen erfolgte durch eine Multiplex-PCR mit einem 5’-Oligonukleotidprimer und zwei
3’-Oligonukleotidprimern. Die PCR-Produkte wurden in einen 50 pul-Ansatz mit der
Taq DNA-Polymerase (Roche Applied Science, Indianapolis, USA) generiert.

Ansatz Taq PCR: 2 — 3 pl genomische DNA
5 ul 10 x PCR Reaktionspuffer
1 ul NTP Mix (10 mM)
1 pl 10 uM Primer 1 (3’-terminal)
I ul 10 uM Primer 2 (3’-terminal)
1 ul 10 uM Primer 2 (5’-terminal)
2,5 ul DMSO
0,5 ul Taqg DNA-Polymerase (5 U/pl)
mit dH,O auf 50 pl auffiillen

PCR-Reaktionsprotokoll: 2 min 94° C
30x 15sec 94° C

15 sec 54°C

60 sec 72° C

30 sec 72° C
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3.2.1.7 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung von DNA-Abschnitten wurde das BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Der Sequenzierungspremix
enthidlt alle Komponenten fiir eine fluoreszenzbasierte Sequenzierungsreaktion. Die

Reaktion erfolgte in einem 10 pl Ansatz.

Sequenzierungsansatz: 200 — 400 ng Template (dsDNA)
1,5 pl Sequenzierungspremix
2 ul Sequenzierungspuffer
0,8 ul 10 uM Sequenzierungsprimer
mit dH,O auf 10 pl auffiillen

Sequenzierungsprotokoll: 25 x 10 sec 96° C
5 sec 50°C
4 min 60° C

Die Sequenzierungsreaktion wurde anschlieend aufgereinigt. Dazu wurden dem Ansatz
1 ul 125 mM EDTA und 1 pl 3 M Natriumacetat zugesetzt. Die DNA wurde mit 50 pl
100 % Ethanol gefillt und nach 5 min fiir 15 min bei 14000 rpm pelletiert. Der Uberstand
wurde abgenommen. Das Pellet wurde mit 70 pl 70 %-igem Ethanol gewaschen. Nach
5 min Zentrifugation bei 14000 rpm wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet wurde
2 min in der Vakuumzentrifuge Speed Vac getrocknet und in 30 pul dH,O aufgenommen.
Die elektrophoretische Analyse des Sequenzierungsansatz erfolgte als Service in der

Abteilung Entwicklungsbiochemie am ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer.

3.2.1.8 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen spalten DNA an spezifischen Basensequenzen. Die Aktivitét
von Restriktionsendonukleasen wird in Units (U) angegeben. Eine Unit entspricht der
Menge an Restriktionsenzym, die benétigt wird, um 1 pg Lambda-DNA in einer Stunde

vollstindig zu schneiden. Zur Spaltung von DNA wurden Restriktionsenzyme der Firma
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New English Biolabs (NEB, Frankfurt am Main) verwendet. Das NEB
Restriktionspuffer-System besteht aus enzymspezifischen Puffern, sowie aus vier NEB
Basispuffern. Fiir einen Restriktionsverdau von Plasmid-DNA wurden 1 pug DNA

eingesetzt.

Restriktionsansatz: 1 pg Plasmid-DNA
2 ul empfohlener NEB 10 x Puffer
2 U Restriktionsendonuklease

auf 20 pl mit dH,O auffiillen

Der Ansatz wurde fiir 2 h bei 37° C inkubiert. Anschlieend wurden die DNA-Fragmente
durch Auftrennung im Agarosegel analysiert. Der Verdau genomischer DNA fiir die
Southern Blot Analyse erfolgte {iber Nacht mit groBerer Enzymmenge in entsprechend

groflerem Reaktionsvolumen.

3.2.1.9 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Zur Analyse und Isolierung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher GroBe erfolgte ihre
Auftrennung durch Agarosegel-Elektrophorese, wobei die Agarose-Konzentration der
Gele deren Trennbereich bestimmt (Tab. 3.2). Entsprechend der GroBe der zu trennenden
DNA-Fragmente wurde Agarose in 350 ml 1 x TAE-Puffer eingewogen und in der
Mikrowelle aufgekocht. Nach Erkalten der Agarose-Losung auf maximal 60° C wurden
0,5 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Die Losung wurde in eine Gelform gegossen und
bei RT weiter abgekiihlt. Die horizontale Elektrophoresekammer wurde mit TAE-Puffer
gefiillt und das erstarrte Gel wurde in die Kammer tberfiihrt. Die DNA-Proben wurden
mit 10 - 20 % Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese
erfolgte mit einer Spannung von 3 —4 V/cm. Das Ethidiumbromid interkaliert wahrend
der Elektrophorese in das DNA-Molekiil. Die aufgetrennten DNA-Fragmente werden
unter UV-Licht als Banden sichtbar. Auf dem UV-Transilluminator wurde das Gel
analysiert und zur Dokumentation mit einem Video-System (Cybertech CS1)

aufgenommen.
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50 x TAE-Puffer: 2 M Tris/Essigsédure pH 8,0
100 mM EDTA
Proben-Ladepuffer: 0,25 % Bromphenolblau
40 % Sucrose
in 1 x TAE
Agarose-Konzentration (%) Trennbereich (kb)
0,6 20 — 1
0,9 7-05
1,2 6-04
1,5 4-0,2
20 3-0,1

Tab. 3.4: Agarose-Konzentration und Trennbereich bei DNA-Agarose-Gelelektrophorese

3.2.1.10 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das QIAquick® Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die DNA-Bande wurde unter UV-Licht
(UV-Handlampe) mit einem Skalpell ausgeschnitten und gewogen. Anschlieend erfolgte
die DNA-Isolierung nach dem Herstellerprotokoll (QIAquick® Spin Handbook, 2006).

3.2.1.11 Auftrennung von RNA in Agarosegelen

Zur qualitativen Analyse von RNA und zur Northern Blot Analyse erfolgte eine
Auftrennung der RNA durch Formaldehyd-Agarosegel-Elektrophorese. Alle verwendeten
Materialien wurden vor Verwendung mindestens 30 min in 1 M NaOH eingelegt und
anschlieBend mit dH,O gespiilt. Die RNA wurde mit Ladepuffer versetzt und bei 65° C
5 min erhitzt. Die Proben wurden auf das Formaldehyd-Agarosegel aufgetragen und bei
40 mA 6 — 7 h aufgetrennt. Die aufgetrennte RNA wird unter UV-Licht sichtbar. Auf dem
UV-Transilluminator wurde das Gel analysiert und zur Dokumentation mit einem Video-

System (Cybertech CS1) aufgenommen.
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DEPC-Wasser: 0,1 % DEPC (Diethylpyrocarbonat)
in ddH,O, tiber Nacht riihren, autoklavieren
10 x MOPS-Laufpuffer: 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
einstellen von pH 7,0 mit NaOH
5 x RNA Ladepufter: 16ul gesittigte Bromphenolblau-Ldsung in dH,O
80 ul 800 mM EDTA
720 ul 37 % Formaldehyd
2 ml Glycerin
3084 ul Formamid
4 ml 10 x MOPS-Laufpuffer
mit DEPC-Wasser auf 10 ml auffiillen
RNA-Gel: 9 Teile DEPC-Wasser
1 Teil 10 x MOPS-Laufpuffer
2 % Agarose
aufkochen, auf 65° C abkiihlen lassen
1,6 % (v/v) einer 37%-igen Formaldehyd-Ldsung
I pg/ml Ethidiumbromid

3.2.1.12 Ligation von DNA-Fragmenten

Das Enzym Ligase katalysiert die Verkniipfung freier 3’-Hydroxy- und 5’-Phosphat-
Enden von Nukleinsduren zu Phosphodiesterbindungen. Durch die Ligation konnen
DNA-Fragmente in Vektoren integriert werden. Mit Restriktionsendonukleasen wurden
der Klonierungsvektor und die zu integrierende cDNA gespalten. Die DNA-Fragmente
wurden im Agarosegel aufgetrennt und aus dem Gel isoliert. AnschlieBend konnten die
kohdsiven Enden von Vektor-DNA und ¢cDNA durch Ligation verkniipft werden. Es
wurden 100 ng Vektor und ein 3- bis 5-molarer Uberschuss an cDNA eingesetzt. Zur
Ligation wurde die T4 DNA Ligase (NEB, Frankfurt/Main) verwendet. Die Ligation
erfolgte tiber Nacht bei 16° C im Wasserbad.
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Ligationsansatz: 100 ng Vektor-DNA
x ul DNA-Fragment (3-5 molarer Uberschuss)
1 pl 10 xT4-Ligase-Puffer
1 ul T4-DNA-Ligase (400 NEB-Einheiten/pl)
auf 10 pl mit dH,O auffiillen

3.2.1.13 Préaparation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

1 ml einer Uber-Nacht-Kultur einer DHS5o E. coli Bakterienkultur wurden in 99 ml
Medium A bei 37° C im Schiittelinkubator inkubiert bis eine Dichte von OD 0,4 bis 0,6
erreicht war. Die Bakterienkultur wurde 10 min auf Eis abgekiihlt und anschlieBend bei
5000 rpm 15 min in der Kiihlzentrifuge pelletiert. Das Bakterienpellet wurde vorsichtig
mit 1 ml kaltem Medium A und 2,5 ml Lésung B gemischt. Die Bakteriensuspension
wurde dann in 200 pl Volumina aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei

-80° C gelagert.

Medium A: 0,2% Glucose

10 mM MgSO4

in LB-Medium, steril filtrieren
Losung B: 36% Glycerin,

12% PEG (MW 7500)

12 mM MgSO4

in LB, pH 7,0

3.2.1.14 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA

Ein 200 pl Aliquot transformationskompetenter DH5a wurde auf Eis aufgetaut. 1 ng
ligierte Plasmid-DNA wurde mit der Bakteriensuspension vorsichtig vermischt. Nach
20 min Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock fiir 2 min bei 65° C. Dann folgte eine
weitere 20 min Inkubation auf Eis. Der Bakteriensuspension wurde anschlieBend 0,5 ml
LB-Medium zugesetzt und sie wurde 1 h bei 37° C auf dem Drehrad inkubiert. Danach

wurden 50— 100 pul der transformierten Bakterien auf eine LB-Agarplatte mit
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Antibiotikum  (Tab.  3.2)  (entsprechend der  Antibiotikumresistenz ~ des
Klonierungsvektors) ausgestrichen. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Am nichsten Morgen wurden einige der gewachsenen Kolonien
gepickt und in 20 pl dH,O resuspendiert. 10 ul der Suspension wurden als Template zur
PCR eingesetzt, um die Insertion in den ligierten Vektor zu iiberpriifen. Mit dem Rest der
Suspension wurden 5 ml Fliissigkultur (LB-Medium + Antibiotikum) angeimpft. Am
folgenden Tag konnten 2 ml der Fliissigkultur zur Plasmid-Préparation (siehe 3.2.1.15)
eingesetzt werden. 700 ul Flissigkultur wurden mit 300 ul sterilem Glycerin versetzt.
Die Glycerinkultur wurde bei -80° C gelagert und zum Animpfen neuer Kulturen

verwendet.

3.2.1.15 Mini-/Midi-Praparation von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus 2 ml Bakterienkultur transformierten E. coli wurde
das QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Plasmid-Isolierung
erfolgte nach dem Herstellerprotokoll (QIAprep® Miniprep Handbook, 2006). Zur
Isolierung von Plasmid-DNA aus 100 ml Kultur transformierten E.coli wurde das
QIAGEN®™ Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Plasmid-Isolierung
erfolgte ebenfalls nach dem Herstellerprotokoll (QIAGEN® Plasmid Purification
Handbook, 2006).

3.2.2  Klonieren mit dem Gateway System

Die Gateway® Technology (Hartley et al. 2000) ist eine Klonierungsmethode, bei der die
Insertion von cDNA in einen Vektor durch sequenzspefizische, homologe Rekombination
der DNA erfolgt. Die Gateway® Technology nutzt das Rekombinationssystem des
Bacteriophagen Lambda. Es basiert auf zwei Rekombinationsreaktionen. Die
BP Reaktion katalysiert die Rekombination von DNA-Bereichen, die durch die
attachment-Sequenz attB und attP flankiert sind. Die Reaktion erzeugt rekombinierte
DNA-Bereiche die durch die attachment-Sequenzen attL und attR begrenzt sind. Die
zweite Reaktion wird als LR Reaktion bezeichnet. Sie katalysiert die Riickreaktion von
attL-flankierten DNA-Bereichen mit attR-flankierten Bereichen, wobei durch die

Rekombination wiederum DNA-Bereiche erzeugt werden, die attB und attP flankiert
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sind. Die BP Reaktion des Gateway” Systems (Invitrogen, Karlsruhe) wird von dem
Enzym BP Clonase™ katalysiert. Durch die BP Reaktion werden lineare doppelstringige
DNA-Sequenzen, die durch attB-Sequenzen flankiert sind in den attP-haltige
Eingangsvektoren integriert. Dabei entsteht ein Eingangsvektor bei dem die inserierte
cDNA von attL-Sequenzen flankiert wird. AnschlieBend wird das DNA-Fragment durch
das  Enzym LR Clonase™ (Gateway” System, Invitrogen, Karlsruhe) vom
Eingangsvektor auf einen beliebigen attR-haltigen Zielvektor iibertragen. Mit Hilfe des
Gateway” Systems kénnen somit cDNAs, die einmal in den Eingangsvektor rekombiniert
wurden, durch eine einstufige Reaktion in viele verschiedene Zielvektoren iibertragen

werden.

3.2.2.1 Insertion von cDNA durch BP-Rekombination

Durch Add on-PCR wurden an die ¢cDNAs der Kandidatenproteine attB-Sequenzen
angefligt. Das PCR-Produkt wurde im Agarosegel analysiert und aus der Gel aufgereinigt.
Dann erfolgte die Integration des attB-flankierten PCR-Produkts in den Eingangsvektor

des Gateway® Systems.

BP-Rekombinationsansatz: 100 fmol attB-flankiertes PCR Produkt
2 ul pDONR221 Vektor (150 ng/ul)
4ul 5 x BP Clonase™ Reaktionspuffer
auf 16 ul auffiillen mit TE-Puffer
4 ul BP Clonase

Der Reaktionsansatz wurde 1h bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz zur Transformation in chemisch kompetente DHS5a eingesetzt (siche
3.2.1.14). Der Vektor pDONR221 besitzt ein Kanamycin-Resistenzgen. Der
Transformationsansatz wurde auf LB-Kanamycin-Platten ausplattiert. Bei erfolgreicher
Rekombination des pDONR221 Vektors wird das attP-flankierte Chloramphinicol-
Resistenzgen des Vektors durch das attB-flankierte PCR Produkt ersetzt. 100 Einzelklone
wurden auf eine neue LB-Kanamycin-Platte, sowie auf eine Chloramphinicol-Platte

ausgestrichen. Erfolgreich rekombinierte Bakterienklone wachsen nur auf Kanamycin
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und nicht auf Chloramphinicol. Die Integration des Inserts wurde weiter durch PCR und

Sequenzierung des Inserts iiberpriift.

3.2.2.2 DNA-Transfer mittels LR-Rekombination

Aus dem Eingangsvektor pPDONR221 wurden die cDNAs der Kandidatenproteine in den
Vektor pcDNA-DESTA40 iibertragen.

LR-Rekombinationsansatz: 300 ng pDONR221 mit attL-flankiertem Insert
2 pl pcDNA-DEST40 (150 ng/pl)
4ul 5 x LR Clonase™ Reaktionspuffer
auf 16 pul auffiillen mit TE-Puffer
4 ul LR Clonase

Der Reaktionsansatz wurde 1h bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz zur Transformation in chemisch kompetente DHS5a eingesetzt (siche
3.2.1.14). Die Gateway” Zielvektoren besitzen ein Ampicillin-Resistenzgen. Der
Transformationsansatz wurde auf LB-Ampicillin-Platten ausplattiert. Bei erfolgreicher
Rekombination des pcDNA-DEST40-Vektors wird das attR-flankierte Chloramphinicol-
Resistenzgen des Vektors durch das attL-flankierte Insert des pPDONR221-Vektors ersetzt.
100 Einzelklone wurden auf eine neue LB-Kanamycin-Platte, sowie auf eine
Chloramphinicol-Platte  ausgestrichen. Erfolgreich rekombinierte Bakterienklone
wachsen nur auf Ampicillin und nicht auf Chloramphinicol. Die Integration des Inserts

wurde weiter durch PCR und Sequenzierung des Inserts iiberpriift.

3.2.3  Southern Blot und Northern Blot

Der Southern Blot (Alwine et al. 1977; Southern 1982) dient zum Nachweis von DNA-
Abschnitten in komplexen DNA-Proben (z. B. genomische DNA). Durch Verdau mit
Restriktionsendonukleasen erfolgt eine spezifische Fragmentierung der DNA.
AnschlieBend werden die DNA-Fragmente im Agarosegel aufgetrennt und auf eine

Amersham Hybond™-N Membran (GE Healthcare, Miinchen) iibertragen. Dort erfolgt
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der Nachweis des zu untersuchten DNA-Abschnitts durch Hybridisierung mit einer

radioaktiv markierten Sonde.

Der Northern Blot dient der qualitativen und quantitativen Analyse von RNA. Im
Formaldehyd-Agarosegel wird die isolierte Gesamt-RNA aufgetrennt und anschlieBend
auf eine Amersham Hybond™-N Membran (GE Healthcare, Miinchen) geblottet. Durch
Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde erfolgt der quantitative

Nachweis der untersuchten mRNA.

3.2.3.1 Transfer von DNA/RNA auf Hybond™-N Membranen

Nach Auftrennung der DNA im Agarosegel wurde das Gel 20min in
Denaturierungspuffer geschwenkt. Nach Denaturierung der DNA wurde das Gel 20 min
in Neutralisierungspuffer inkubiert und anschliefend fiir 10 min in 20 x SSC dquilibriert.
AnschlieBend wurde der Southern Blot wie in Abb. 3.1 dargestellt aufgebaut. Dazu wurde
eine Glasscheibe iiber einem Pufferreservoir mit 20 x SSC positioniert. Als Salzbriicke
wurde auf die Glasscheibe ein in 20 x SSC getridnktes Whatman-Filterpapier aufgelegt,
dessen Rénder seitlich in das Pufferreservoir reichten. Die Hybond™-N Membran wurde
durch Schwenken in dH,O aktiviert und anschlieBend in 20 x SSC &quilibriert. Dann
wurden das Gel, die Hybond™-N Membran, ein in 20 x SSC getranktes Whatman-
Filterpapier, 2 trockene Whatman-Filterpapiere und ein Stapel Papierhandtiicher auf der
Salzbriicke gestapelt. Der Stapel wurde mit einer Glasplatte abgedeckt und mit einem
Gewicht beschwert. Der Transfer erfolgte tiber Nacht bei RT. Nach dem Transfer wurde
die Membran getrocknet. Durch 15 Sekunden UV-Bestrahlung wurde die DNA fest mit
der Membranoberfldche verbunden. Die Membran wurde kurz in dH,O geschwenkt und

bei 60° C getrocknet.

Fiir einen Northern Blot wurde die zu untersuchende RNA im Formaldehyd-Agarosegel
aufgetrennt. Das Gel wurde nach der Elektrophorese direkt in 20 x SSC aquilibriert. Der
Aufbau des Blots entspricht dem des Southern Blots.
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Gewicht 1 -1,5 kg
7 Glasplatte

Papier

3x3MM Papier

Membran
Gel

00000000000 0 |——

Filterpapier

Puffer

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Kapillartransfers von RNA bzw. DNA bei der Northern
Blot bzw. Southern Blot Analyse

Die Kapillarkraft des Aufbaus erzeugt einen Fliissigkeitsstrom, der von einem Pufferreservoir ausgehend
von unten durch das Gel, weiter durch die Membran zu einem Stapel saugfahigen Materials lduft. Dieser
Strom zieht die DNA aus dem Gel mit und iibertragt sie auf die Membran.

Denaturierungslosung: 1,5 M NaCl
0,5 M NaOH
Neutralisierungslésung: 1,5 M NaCl
0,5 M Tris/HCI pH 7,2
1 mM EDTA
20 x SSC: 3 M NaCl

300 mM Natriumcitrat pH 7,0

3.2.3.2 Markierung von DNA-Sonden mit o-[*?P]-dCTP

Zu Markierung von mRNA- oder von DNA-Sequenzen wurden sie auf der Blotmembran
mit radioaktiv markierten DNA-Sonden hybridisiert. Als Sonden fiir den Southern Blot
dienten 400 — 1000 bp lange DNA-Fragmente, die durch PCR auf genomische DNA
isoliert wurden. Als Northern Blot Sonden wurden 400 — 1000 bp lange cDNA-
Abschnitte verwendet. Zur radioaktiven Markierung der Sonden wurde das Amersham
Rediprime II Random Prime Labelling System (GE Healthcare, Miinchen) genutzt. Zur

Markierung wurden etwa 50 ng eines entsprechenden PCR-Produkts verwendet. Die
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DNA wurde auf 45 pl mit TE-Puffer aufgefiillt, bei 95° C 5 min denaturiert und 5 min auf
Eis abgekiihlt. Der Ansatz und 50 pCi/5 ul **P-dCTP (Hartmann Analytic, Braunschweig)
wurden mit einem lyophilisierten Aliquot des Rediprime II Random Prime Labelling Kits
vermischt. Nachdem sich das Lyophilisat gelost hatte wurde der Ansatz 15 min bei 37° C
inkubiert. Um die markierte Sonde von freien Nukleotiden zu befreien wurde der Ansatz
anschlieBend nach dem QIAquick Nucleotide Removal Protokoll (QIAquick Spin
Handbook 2006, QIAquick® Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden) entsprechend den
Herstellerangaben aufgereinigt. Die radioaktiv markierte Sonde wurde nach der
Aufreinigung mit 200 pl Puffer EB von der QIAquick Spin Séule eluiert. 10 ul des Eluats
wurden in ein neues GefdB iiberfiihrt und zur Messung der Cerenkovstrahlung am
Fliissigkeitsszintillationszihler 1900TR (Packard, Perkin Elmer, Uberlingen) eingesetzt.
Die eingebaute Radioaktivitit der Sonde wurde daraufhin berechnet. Die spezifische

Aktivitit der **P-markierten Sonden lag in der Regel bei etwa 10° cpm/pg DNA.

3.2.3.3 Hybridisierung der Blots mit radioaktiv markierten DNA-Sonden

Nach dem Blotten wurde die getrocknete Hybond™-N Membran mit etwa 70 pl/cm?
Amersham Rapid-hyb™ Buffer (GE Healthcare, Miinchen) versetzt und 30 min bei 65° C
vorinkubiert. Etwa 3 x 10° cpm radioaktive Sonde pro ml Rapid-hyb™ Buffer wurden
zur Hybridisierung eingesetzt. 100 ul Hering-Sperma-DNA  wurden mit der
einzusetzenden Menge radioaktive Sonde gemischt und 5 min bei 95° C denaturiert. Der
DNA-Mix wurde auf Eis abgekiihlt und zur vorinkubierten Membran gegeben. Die
Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 65° C unter Rotation. Die Membran wurden dann
2 x 15 min mit Waschlosung 1 und 2 x 15 min mit Waschlésung 2 unter leichtem
Schwenken bei RT gewaschen. Anschlieend wurde sie noch 2 x 10 min bei 65° C in
Waschlosung 2 geschwenkt. Lag die gemessene Strahlung der Membran unter 50 cpm,
wurde sie feucht in Folie eingeschweilit. Durch Exposition einer Phospho-Imaging Plate
(Fuyjifilm, Diisseldorf) wurden die radioaktiven Sonden auf der Membran detektiert und

mit dem Phosphoimager PMI (BioRad, Miinchen) analysiert.

Um eine radioaktive Sonde von einer Southern Blot oder Northern Blot Membran zu
entfernen, wurde die Membran mit einer 95° C heilen 0,1 %-igen SDS Losung

tibergossen. Unter Schwenken wurde die Membran 15 min mit der abkiihlenden Losung
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inkubiert und anschlieBend mit Waschlosung 2 gespiilt. Die Inkubation entfernt
radioaktive Sonden von der Membran, ohne die Qualitdt und die Quantitét der geblotteten
DNA bzw. RNA zu veréndern, und der Blot kann anschlieBend fiir die Hybridisierung mit

einer weiteren Sonde eingesetzt werden.

Waschlosung 1: 2 x SSC
0,1 % SDS

Waschlosung 2: 0,2 x SSC
0,1 % SDS

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1  Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Die Zellen wurden in wassergeséttigter Atmosphédre unter 5 % CO; bei 37° C kultiviert.
Medien und Losungen wurden auf 37° C vorgewdrmt. Im Allgemeinen erfolgte die

Kultivierung der Zellen mit dem folgenden Medium.

Normalmedium: DMEM

10 % FKS

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

(100 x Stocklésung)

1 % (v/v) Glutamin (200mM, 100 x Stocklésung)
G418-Stocklosung: 25 mg/ml G418

7,5 % FKS

Medien fiir stabil pDNA3.1/Hygro transfizierte Zellen enthielten zusétzlich 500 U/ml
Hygromycin B. Medien fiir stabil transfizierte pDNA-DEST40-transfizierte Zellen
enthielten 400 pg/ml G418.
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3.3.2  Trypsinieren von Zellen

Trypsinierung und Passage der Zellen erfolgte im Allgemeinen nach Erreichen der
Konfluenz des Zellrasens. Das Medium wurde abgesaugt. Die Zellen wurden einmal mit
PBS gespiilt. Nach Absaugen des PBS wurden die Zellen etwa 5 min mit 0,05 % (w/v)
Trypsin-EDTA-Ldsung (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe) bei 37° C bis zur Abrundung der
Zellen inkubiert. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von Normalmedium gestoppt.
Die Zellen wurden durch mehrfaches Aufsaugen mit der Pipette vereinzelt und dann in
der gewiinschten Dichte ausgesidt. Um die Zellen zur weiteren Verarbeitung zu pelletieren
wurden sie in der Labofuge 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit
PBS gewaschen und erneut abzentrifugiert. Zellpellets wurden bei -20° C gelagert.

3.3.3  Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden trypsiniert, in Normalmedium aufgenommen und in der Labofuge
(1000 rpm, 5 min) pelletiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 1 ml
kaltem Einfriermedium aufgenommen und in Kryor6hrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden

zunichst bei -80° C eingefroren und nach 24 h in fliissigem Stickstoft tiberfiihrt.

Einfriermedium: 10 % DMSO in Normalmedium

3.3.4  Auftauen und Revitalisieren von Zellen

Die Kryorohrchen wurden aus dem Stickstoff genommen. Die Zellsuspension wurde bei
37° C aufgetaut und direkt nach dem Auftauen in 5 ml 4° C kaltem Normalmedium
aufgenommen. Die Zellen wurden in der Labofuge (1000 rpm, 5 min) pelletiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt. Die Zellen wurden in 10 ml warmen Normalmedium
resuspendiert und in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt. Nach 24 h wurde das Medium

gewechselt. Falls erforderlich wurde dem Medium Selektionsantibiotikum zugesetzt.
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3.3.5  Transfektion mit dem FUGENE™6-Transfektionsreagenz

Zur Transfektion von adhédrenten Zellen in Zellkultur wurde das FuGENE™6
Transfektionsreagenz verwendet. Die Transfektion wurde auf 6 cm-Zellkulturschalen
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt (FuGENE™6 Transfektionsreagenz
Handbuch 2004, Roche Applied Science, Indianapolis, USA). Die Zellen wurden 24 h
vor der Transfektion mit 70 % Konfluenz ausgesdt. Fiir die Transfektion wurden 6 pl
FuGENE™6 Transfektionsreagenz mit 200 pl serumfreiem DMEM vorsichtig vermischt.
Der Ansatz wurde 5 min bei RT inkubiert. Dann wurden dem Transfektionsansatz 2 —
4 ug der zu transfizierenden Plasmid-DNA (0,2 —2 pg/ul) zugefiigt. Der komplette
Ansatz wurde fiir 20 — 30 min bei RT inkubiert und anschlieBend tropfchenweise in das
Zellkulturmedium gegeben. Fiir die Transfektion in kleineren Zellkulturschalen wurde die

Menge des Transfektionsansatzes angepasst.

3.3.6  Isolierung von Zellklonen nach stabiler Transfektion

Zur Herstellung stabil transfizierter Zellklone wurden die HT1080 Zellen mit dem
FuGENE™6 Transfektionsreagenz transfiziert (3.3.5). Zur Selektion von transfizierten
Zellen wurde das Medium 48 h nach der Transfektion gewechselt. Die Zellen wurden mit
Normalmedium mit 150 U/ml Hygromycin inkubiert. Als Sterbekontrolle wurden
zusétzlich nicht transfizierte Zellen unter den gleichen Selektionsbedingungen kultiviert.
Die Konzentration an Hygromycin B wurde alle 48 h bis zu einer Konzentration von
500 U/ml Normalmedium erhoht. Als auf der Kontrollplatte alle Zellen tot waren, wurden
die selektionierten Zellen trypsiniert, die Zellzahl pro Milliliter wurde mit der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt und die Zellen wurden mit einer Dichte von 20, 50, 100, 200, 500
und 1000 Zellen pro 14 cm-Zellkulturschale in Selektionsmedium ausplattiert. Auf den
14 cm-Schalen wuchsen innerhalb von 14 Tagen Zellklone heran. Zellklone, die sich
durch starkes Wachstum im Selektionsmedium auszeichneten und sich gut von anderen
Zellen abgrenzten, wurden mit Hilfe von Klonierungsringen von der Schale gepickt und
in einer 24 well-Schale ausplattiert. Der Klonierungsring wurde am unteren Rand in
Silikon getaucht und um den Zellklon auf der Kulturschale gesetzt. AnschlieBend wurden
20 pl Trypsinldsung in den Ring pipettiert und bei 37° C inkubiert. Die Trypsinierung

wurde durch Zugabe von Medium gestoppt und die abgelosten Zellen wurden in die
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24 well-Schale iibertragen. Die Zellen eines Zellklons wurden vermehrt und
kryokonserviert. Durch Western Blot Analyse wurde die Menge des sezernierten Proteins
im Zellkulturmedium des Zellklons bestimmt. Dafiir wurden die Zellen fiir 48 h mit
DMEM/ 0,05 % FKS inkubiert, der Zelliiberstand wurde abgenommen, 50 ul des
Uberstands wurde in Limmli-Auftragspuffer aufgenommen und auf ein SDS-PAGE Gel

aufgetragen.

3.3.7 Inkubation von Fibroblasten mit M6P-markierten Proteinen

M6P-markiertes Protein wurde nach der Expression in BHK-Zellen mittels Ni-NTA
aufgereinigt (3.5.1.1). Das Eluat der Ni-NTA-Aufreinigung wurde 1:1 mit Waymouth-
Medium vermischt. Humane Fibroblasten wurden fiir 2 Stunden mit dem Gemisch
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und zur
Vorbereitung der Immunfirbung mit Methanol fixiert. Um zu untersuchen, ob die
Endozytose der Proteine M6P-abhingig verlduft, wurde dem Gemisch aus Medium und
Ni-NTA-gereinigtem Protein vor der Inkubation mit den Zellen 5 mM M6P oder 5 mM
G6P (als Kontrolle) zugesetzt.

3.3.8  Kultivierung von stabil transfizierten Zellen zur Ernte von rekombinanten

Proteinen aus Zellmedium

Stabil transfizierte Zellen, die lysosomale Matrixproteine exprimieren, sezernieren
aufgrund der hohen Expressionsrate grole Mengen des Proteins in das Zellkulturmedium.
Zur Ernte des Proteins aus dem Zellkulturmedium wurden die stabil transfizierten Zellen
auf 14 cm-Zellkulturschalen ausplattiert. Der konfluente Zellrasen wurde zweimal mit
PBS gespiilt und anschlieBend mit 20 ml Erntemedium inkubiert. Nach 48 h wurde der
Uberstand von den Zellen abgesaugt und bei 9000 x g zentrifugiert, um tote Zellen zu
entfernen. AnschlieBend wurde das im Medium enthaltene Protein durch Féllung mit
0,5 g/ml Ammoniumsulfat prézipitiert. Das gefillte Protein wurde bei 4° C in der
Ammoniumsulfat-Losung gelagert. Die Zellen wurden noch 2 weitere Male fiir 48 h mit

Erntemedium inkubiert und dann verworfen.
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Erntemedium: DMEM
0,05 % FKS
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
(100 x Stocklosung)
1 % (v/v) Glutamin (200 mM, 100 x Stocklosung)

3.3.9 Isolierung von mausembryonalen Fibroblasten (MEF)

Zur Isolierung von mausembryonalen Fibroblasten (MEF) wurden die Miuse terminiert
verpaart. Am Tag 12.5 nach der Verpaarung wurde das trichtige Weibchen durch
Genickbruch getotet. Der Uterus wurde herausprépariert und in sterilem PBS
aufgenommen. Unter der Sterilbank wurden die Embryonen mit ihrer Amnionhiille aus
dem Uterus isoliert. Zur Genotypisierung des Embryos wurde aus der Amnionhiille des
Embryos genomische DNA isoliert (3.2.1.1). Aus dem Embryonalgewebe wurden die
roten Organe mit einer Pinzette entfernt, das restliche Gewebe wurde mehrfach
zerschnitten und in einen sterilen 50 ml-Erlenmeyerkolben mit Glasperlen und 5 ml
0,05 % (w/v) Trypsin-EDTA-L6sung (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe) gegeben. Zur
Vereinzeln der Zellen wurde der Kolben am Schiittelinkubator fiir 15 min bei 37° C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Trypsin-Reaktion durch Zugabe von 5 ml
Normalmedium gestoppt. Die Zellen wurden durch mehrfaches Aufsaugen mit der Pipette
weiter vereinzelt und in ein Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden in der
Labofuge (1100 rpm, 5 min) pelletiert, der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen
wurden in 5 ml warmen Normalmedium resuspendiert und in eine 6 cm-Zellkulturschale
tiberfiihrt. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt. Die Passage der MEF gefolgte nach
Erreichen der Konfluenz des Zellrasens. Nach der dritten Passage wurde jeweils ein Teil

des MEF-Zellklons kryokonserviert (3.3.3).

3.3.10 Kultivierung und mitotische Inaktivierung von Neomycin-resistenten

Mausfibroblasten

Neomycin-resistente Mausfibroblasten wurden kultiviert und vor der Benutzung als

Feederzellen durch Behandlung mit Mitomycin-C mitotisch inaktiviert. Dazu wurden die
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konfluenten Zellen fiir 2,5 Stunden mit Mitomycin-C-haltigem Medium bei 37° C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zelle dreimal mit PBS gewaschen, trypsiniert und in
einer Dichte von. 2 x 10° Zellen pro 6 cm Platte ausplattiert. Nach Adhision der
Fibroblasten konnten die embryonalen Stammzellen auf dem Feederrasen ausgesit

werden.

Feedermedium: 500 ml KnockOut DMEM

95 ml Hyclone ES-Zell FKS

6 ml MEM nicht essenzielle Aminosduren

6 ml Glutamin (200 mM, 100 x Stockldsung)

6 ml 0,072 % (v/v) B-Mercaptoethanol in PBS

3 ml Penicillin/Streptomycin (100 x Stocklosung)
50 x Stocklosung Mitomycin-C: 0,5 mg/ml Mitomycin C

3.3.11 Kultivierung embryonaler Mausstammzellen

Embryonale  Stammzellen (ES-Zellen) wurden auf mitotisch inaktivierten
Mausfibroblasten kultiviert. Die Zellen wurden in ES-Zellmedium aufgetaut und auf eine
Zellkulturschale mit Feederrasen ausplattiert. Die Zellen wuchsen in scharf abgerundeten
Kolonien und wurden téglich mit frischem Medium versorgt. Bei 80 %-iger Konfluenz
wurden die ES-Zellen passagiert. Dazu wurden die Zellen mit 0,25 % (w/v) Trypsin/
1 mM EDTA-Ldsung (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe) inkubiert, die Trypsinierung wurde
mit Medium abgestoppt und die Zellsuspension wurde fiir 10 min bei 37° C gelagert. Die
Feederzellen sanken dabei auf den Gefillboden ab, so dass die ES-Zell-Suspension
anschliefend abgenommen und auf einem frischen Feederrasen ausgeséit werden konnte.
Zur Kryokonservierung wurden die trypsinierten ES-Zellen pelletiert, in 0,5 ml eiskaltem
Medium aufgenommen und in einem Einfrierréhrchen mit 0,5 ml Einfriermedium
vermischt. Die Zellen wurden bei -80° C eingefroren und nach 24 h in fliissigem

Stickstoff tiberfuhrt.
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Die Mikroinjektion der kultivierten ES-Zellen und der Transfer der Blastozysten in
pseudoschwangere Mausweibchen erfolgten am Tierhaus des MPI fiir experimentelle

Medizin durch Frau Monika Schindler.

ES-Zell-Medium: Feedermedium
+ 67 ul ESGRO (LIF, Leukemia Inhibitor Factor)
(LIF verhindert die Differenzierung der Zellen)
ES-Zell-Einfriermedium: 60 % DMEM
20 % FKS
20 % DMSO

3.4 Histochemische Methoden

3.4.1  Einbetten von Mausgewebe in Paraffin und Anfertigen von

Paraffinschnitten

Zum Anfertigen von Paraffinschnitten aus Mausgewebe wurde die Maus durch
Genickbruch getotet. Die zu untersuchenden Organe wurden entnommen und in einer
4 % (v/v) Formaldehyd-Losung in PBS iiber Nacht bei 4° C fixiert. AnschlieBend wurden
die Organe 24 h in 70 %igem Ethanol inkubiert. Die weiteren Inkubationsschritte
erfolgten im Einbettautomaten Shandon Citadel™ 2000 (Thermo Scientific, Waltham,
USA) und sind in Tab. 3.5 aufgelistet.

Die Organe wurden anschlieBend aus dem Automaten entnommen und in ein 60° C
warmes Paraffinbad iiberfiihrt. Dann wurden die Organe an der Paraffineingiefstation
DDM-P-065 (Medim Schweiz GmbH, Baar, Schweiz) in Paraftinblocke eingegossen. Die
Schnitte wurden am Mikrotom HM 355 (Microm, Volketswil, Schweiz) mit einer
Schnittdicke von 4 pm angefertigt. Der Paraffinschnitt wurde mit einem Pinsel in ein
42° C warmes Wasserbad iiberfiihrt. Nachdem sich der Schnitt auf der Wasseroberfldche
eben gezogen hatte, wurde er mit einem Objekttrager aufgenommen und auf der
Glasoberflache getrocknet. Anschlieend wurde der Objekttrager iiber Nacht im 37° C

weiter getrocknet.
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Programmschritt Inkubationslésung Inkubationszeit
1 70 % Ethanol 3h

2 80 % Ethanol 2h

3 90 % Ethanol 2h

4 96 % Ethanol 2h

5 100 % Ethanol 2h

6 100 % Ethanol 2h

7 Isopropanol 30 min

8 Xylol 30 min

9 Xylol 45 min

10 Xylol 45 min

11 Xylol/Paraplast (60° C) 90 min

12 Paraplast (60° C) 7h

Tab. 3.5: Inkubationsschritte beim Einbetten der Organe im Einbettautomaten

3.4.2  Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten

Die Himatoxylin-Eosinfarbung der Paraffinschnitte erfolgte im Farbeautomaten Shandon
Varistain 24-4 (Thermo Scientific, Waltham, USA). Im Automat erfolgte zunéchst eine
Entparaffinierung durch eine absteigende Alkoholreihe gefolgt von einer Kernfiarbung
durch Mayers Hémalaun-Losung (Merck, Darmstadt). Nach einem Waschschritt mit
flieBendem Wasser wurden die zytoplasmatischen Zellanteile durch Eosin geférbt. Nach
dem Entwissern in einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte in Xylol
abgestellt. AnschlieBend wurden sie mit dem Eindeckmedium DPX Mountant for

histology (Sigma, Deisenhofen) eingedeckt.

Eosin-Losung: 0,2 % Eosin in dH,0, angesduert durch Essigsdure
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Programmschritt Inkubationslésung Inkubationszeit
1 Xylol 2 min

2 Xylol 5 min

3 100 % Ethanol 2 min

4 96 % Ethanol 2 min

5 80 % Ethanol 2 min

6 60 % Ethanol 2 min

7 dH,O 2 min

8 Hamalaun 4 min

9 dH,O 1 min

10 flieRend dH,O 15 min

11 Eosin 7 min

12 dH,O 1 min

13 60 % Ethanol 1 min

14 80 % Ethanol 1 min

15 96 % Ethanol 1 min

16 100 % Ethanol 2 min

17 100 % Ethanol 2 min

18 Xylol 3 min

Tab. 3.6: Inkubationsschritte der Hamatoxylin-Eosin-Farbung im Farbeautomaten

3.4.3  Anfertigen von 40 um-Gewebeschnitten

Mit dem Mikrotom SM2000R (Leica, Heidelberg) wurden frei schwimmende
Gewebeschnitte angefertigt. Durch transkardiale Perfusion mit PBS und mit einer
4 %-igen PFA-Losung wurden die Mausorgane fixiert. Die Organe wurden entnommen
und 2 h in 4 %-iger PFA-L6sung nachfixiert. AnschlieBend wurden sie iiber Nacht in
30 %-iger Sucrose-Losung inkubiert. Das Mikrotom wurde mit Trockeneis gekiihlt und

das Organpréparat wurde auf einer Schicht 5 %-iger Sucrose-Losung festgefroren. Dann
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wurden Organschnitte mit einer Schnittdicke von 40 um angefertigt. Die Schnitte wurden
mit einem Pinsel in einer 24 well-Schale mit PBS aufgenommen und konnten dort bis zur

Férbung bei 4° C aufbewahrt werden.

4 % PFA-LGsung: 4 % Paraformaldehyd in PBS
30 % Sucrose-Losung: 30 % Sucrose

0,1 M Natriumphosphat pH 7,4
5 % Sucrose-Losung: 5 % Sucrose

0,1 M Natriumphosphat pH 7,4

3.4.4  X-Gal-Farbung an Mausorganen

Zur Detektion der B-Gal-Reportergen-Aktivitit in Gewebe von Gene Trap Maéusen
wurden freischwimmende, 40 um Gewebeschnitte hergestellt. Die Gewebeschnitte
wurden mit einer X-Gal-Farbelosung bei 30° C inkubiert. Nach Erreichen der
gewliinschten Firbeintensitit wurde die Reaktion durch Waschen mit PBS gestoppt.
Anschliefend wurden die Schnitte 5 min mit Eosin-Ldsung geférbt, nochmals mit PBS
gewaschen und anschlieend mit Fluoromount Einbettmedium auf einem Objekttrager
eingedeckt. Um die Reportergen-Aktivitit von der endogenen -Galactosidase-Aktivitét
differenzieren zu konnen, wurden jeweils Gewebeschnitte von Gene Trap Méusen und

Schnitte von Kontrollméusen parallel geférbt.

Einige Organe (z. B. Hoden) und Mausembryonen sind nicht zum Herstellen von
freischwimmenden Gewebeschnitten geeignet. Diese Pridparate wurden nach der
Entnahme in 4 %-iger PFA-Losung tliber Nacht fixiert, anschlieBend mit einem Skalpell
halbiert und in der X-Gal-Férbelosung inkubiert. Die X-Gal-gefarbten Priaparate wurden
tiber Nacht in 70 % Ethanol inkubiert und am folgenden Tag in Paraffin eingebettet (siche
3.4.1). Es wurden Paraffinschnitte angefertigt. Diese wurden im Férbeautomaten mit
Eosin gefarbt (siche 3.4.2), wobei die Fiarbung mit Hamalaun im Firbeprogramm
iibersprungen wurde. Die X-Gal- und Eosin-gefarbten Schnitte wurden dann mit dem

Eindeckmedium DPX Mountant for histology (Sigma, Deisenhofen) eingedeckt.
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Eosin-Losung: 0,2 % Eosin in dH,0, angesduert durch Eisessig
X-Gal-Férbelosung: 2 mM MgCl,

5 mM K;3Fe(CN)g

5 mM K4Fe(CN)g

1 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-
-D-galactopyranosid (X-Gal)

345 Indirekte Immunfluoreszenz

Fir die indirekte Immunfluoreszenz wurden Fibroblasten auf gelatinisierten
Deckgldaschen in 24-well-Zellkulturplatten ausplattiert. Sterile Deckglédschen wurden in
24-well-Zellkuturplatten mit einer 1 %-igen sterilen Gelatine-Losung bedeckt und fiir 2 h
bei 37° C inkubiert. Danach wurde die Losung abgesaugt und die Deckgldschen wurden
auf einer 37° C-Heizplatte unter der Sterilbank getrocknet. Auf die Deckgldschen wurden
die Zellen mit 50 — 70 %-iger Konfluenz ausplattiert. Die adhirierten Zellen wurden am
folgenden Tag einmal mit PBS bei RT gewaschen. Dann erfolgte die Fixierung der Zellen
mit -20° C kaltem Methanol fiir 5 min bei RT. Die Zellen wurden zweimal 5 min mit PBS
gewaschen. Durch 15 min Inkubation der Zellen mit 1 % BSA in PBS bei RT wurden
unspezifische Antikdrperbindungsstellen blockiert. Der erste Antikorper (3.1.7.1) wurde
in 1% BSA in PBS 1:25 bis 1:200 verdiinnt. 20 ul der Antikorperlosung wurden als
Tropfen auf einen Streifen Parafilm pipettiert. Die Deckgldschen wurden mit der
zellbewachsenen Seite nach unten auf den Tropfen gelegt und 1h in einer feuchten
Kammer bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen 3 x 5 min mit PBS gewaschen. Zur
Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen des Sekunddrantikdrpers wurden die
Zellen anschliefend fiir 30 min mit 10 % Ziegen- oder Pferdeserum inkubiert. Die
Fluorophor-gekoppelten Sekundirantikorper (3.1.7.2) wurden 1:400 in 1 % BSA in PBS
verdiinnt. Die Deckglischen wurden wiederum auf Parafilm mit 20 pl
Sekundérantikdrper-Losung in der feuchten Kammer im Dunkeln bei RT inkubiert. Es
folgten 5 x 5 min Waschschritte mit PBS und 3 x 5 min Waschschritte mit dH,O. Die
Deckglidschen wurden auf Objekttrigern mit Fluoromount Medium eingebettet, um das

schnelle Ausbleichen der Fluoreszenzfarben durch Oxidation zu verhindern. Nach dem



Material und Methoden 55

Auspolymerisieren des Fluoromount Einbettmediums {iber Nacht wurden die Préparate
mit Nagellack versiegelt und bei 4° C im Dunkeln gelagert. Die fluoreszenzmarkierten
Zellen wurden am konfokalen Laser-Scan Mikroskop (Leica, Heidelberg) untersucht und

aufgenommen.

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Aufreinigung von tberexprimiertem Protein aus Zellkulturtberstanden

Zur Aufreinigung des rekombinanten Proteins wurden Zellkulturiiberstinde von stabil
exprimierenden HT1080-Scpepl Zellen gesammelt (3.3.7). Das Protein im Medium
wurde mit Ammoniumsulfat geféllt und bei 4° C gelagert. AnschlieBend wurde das
Protein iiber ein zweistufiges Aufreinigungsprotokoll isoliert. Im ersten Schritt erfolgte
eine partielle Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose. Im Anschluss daran wurde das
Protein  liber  Anionenaustauscher-Chromatografie = vollstindig von  Protein-

kontaminationen getrennt.

3.5.1.1 Proteinaufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose

Zur partiellen Aufreinigung von RGS-His6-markiertem Protein wurde die Ni-NTA-
Agarose von Qiagen (The QIAexpressionist Handbook, 2003, Qiagen, Hilden)
verwendet. Fiir einen Proteinaufreinigungsansatz wurde das gefillte Protein aus 5 Litern
Zellkulturiiberstinden von stabil exprimierenden HT1080 eingesetzt. Das prézipitierte
Protein wurde in der Kiihlzentrifuge im JA-10 Rotor bei 10000 rpm pelletiert. Das
Proteinpellet wurde in 50 ml PBS gel6st und gegen 3 x 5 Liter PBS iiber Nacht dialysiert.
AnschlieBend wurden durch 30 min Zentrifugation bei 4500 x g in der Eppendorf
Kiihlzentrifuge nicht geloste Anteile aus dem Dialysat entfernt. Der Uberstand wurde in
ein neues Gefdll tberfiihrt. Es wurden 4 ml Ni-NTA-Suspension (50 %ige Suspension
von Ni-NTA-Agarose in 30 %igem Ethanol) zugesetzt und iiber Nacht bei 4° C auf dem
Drehrad inkubiert. Die Ni-NTA-Agarose wurden bei 4500 x g pelletiert und in 50 ml
Waschpuffer ohne Imidazol resuspendiert. Zentrifugation und Resuspension wurden noch
zweimal wiederholt. Dann wurde die Resuspension auf eine 5 ml-Mobitec-Sdule

aufgetragen. Die Ni-NTA-Agarose wurde auf der Séule mit Waschpuffer mit steigender
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Imidazolkonzentration gespiilt. Zuerst wurde die Agarose mit 150 ml Waschpuffer mit
5 mM Imidazol gewaschen. Es folgten Waschschritte mit 50 ml Waschpuffer mit 10 mM
Imidazol, mit 50 ml Waschpuffer mit 15 mM Imidazol und mit 10 ml Waschpuffer mit
20 mM Imidazol. Dann wurde das Protein mit 7 x 1 ml Elutionspuffer mit 100 mM
Imidazol von der Sdule eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden gepoolt und iiber Nacht
gegen 10 mM Tris/HCI pH 8,0 dialysiert. Zur Analyse der Aufreinigung wurden jeweils
0,1 % der Aufreinigungsfraktionen im Western Blot und im SDS-Gel durch Silberfarbung

analysiert.
Waschpuffer: 50 mM NaH,PO,

300 mM NacCl

0 — 20 mM Imidazol

pH mit NaOH auf pH 8,0 einstellen
Elutionspuffer: 50 mM NaH,POq4

300 mM NacCl
100 — 250 mM Imidazol
pH mit NaOH auf pH 8,0 einstellen

Zur partiellen Aufreinigung von VS5-His6-markiertem Protein nach transienter
Transfektion von BHK-Zellen in 6 cm-Schalen wurde das folgende Protokoll verwendet.
12 h nach der Transfektion wurde das Normalmedium der Zellen gegen Waymouth-
Medium/ 2,5 % FKS/ 20 mM NH4CI ersetzt Durch die Anwesenheit von 20 mM NH4Cl
im Medium wird die Sekretion von M6P-markierten Proteinen induzieren, da der MPR-
abhingige Transport der M6P-markierten Proteine zum Lysosomen blockiert wird
(Braulke et al. 1987). Nach 24 h Inkubation mit 20 mM NH4Cl wurde das Medium
geerntet und filtriert. Mittels 0,5 g/ml Ammoniumsulfat wurde das Protein aus dem
Medium gefillt. Das Protein wurde in 700 ul PBS aufgenommen und gegen PBS
dialysiert. Dem Dialysat wurde 100 pl Ni-NTA-Agarose zugesetzt und es folgte eine
1-stiindige Inkubation am Drehrad bei 4° C. Der Ansatz wurde 3 min bei 6000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen. Das Pellet wurde 3 x mit 500 pl

Waschpuffer mit 20 mM Imidazol gewaschen. Dazu wurde das Pellet jeweils in
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Waschpuffer aufgenommen, geschwenkt und anschliefend 3 min bei 6000 rpm pelletiert.
Zum Eluieren des V5-His6-markierten Proteins wurde das Pellet 2 x mit 500 pl
Elutionspuffer mit 250 mM Imidazol inkubiert. Zur Analyse der Aufreinigung wurden
jeweils 5 Vol% der Aufreinigungsfraktionen mit TCA gefillt. Die Probe wurde dazu mit
10 Vol% TCA versetzt und liber Nacht auf Eis inkubiert. Am folgenden Tag wurde das
prézipitierte Protein bei 13000 rpm fiir 20 min pelletiert. Das Pellet wurde 2 x mit
eiskaltem Ethanol gewaschen und bei 37° C getrocknet. Anschliefend wurde es in

Lammli-Auftragspuffer gelost und zur Western Blot Analyse eingesetzt.

3.5.1.2 Anionenaustauscher-Chromatografie

Die Anionenaustauscher-Chromatografie erfolgte an der Vision HPLC Anlage (Applied
Biosystems, Darmstadt). Es wurde eine Chromatografiesdule mit Poros 20 HQ/M
Anionenaustauscher Matrix verwendet. Die Sdule wurde mit 10 mM Tris/HCl pH 8,0
dquilibriert. Ein 4 ml Aliquot der Proteinprobe wurde auf die Sdule aufgetragen und
durch einen Stufengradienten von 0 bis 1 M NaCl aufgetrennt. Das aufgetrennte Protein
wurde in 2,5 ml Fraktionen gesammelt. Zur Analyse der Aufreinigung wurden 0,5 % der
Fraktionen durch Western Blot und durch SDS-PAGE und Silberfarbung auf Menge und
Reinheit des Proteins iiberpriift. Die Elutionsfraktionen der Anionenaustauscher-
Chromatografie wurden bei -80° C eingefroren. Die Fraktionen, die das aufgereinigte
Protein enthielten, wurden in der Lyophile ankonzentriert, anschlieBend gegen PBS

dialysiert und bei -20° C aufbewabhrt.
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Programmschritt Saulenvolumen Puffer A Puffer B
Injektion der Probe 4 mi 100% 0%
Konstanter Fluss 2 100% 0%
Linearer Gradient 5 85% 15%
Konstanter Fluss 3 85% 15%
Linearer Gradient 5 70% 30%
Konstanter Fluss 3 70% 30%
Linearer Gradient 5 50% 50%
Konstanter Fluss 3 50% 50%
Linearer Gradient 5 0% 100%
Konstanter Fluss 4 0% 100%
Tab. 3.7: Programm zur Anionenaustauscher-Chromatografie mit Stufengradient

Die Anionenaustauscher-Chromatografie erfolgte an der Vision HPLC Anlage iiber eine 1,7 ml-Siule mit
Poros HQ Matrix &quilibriert in 10 mM Tris/HCI pH 8.0. Bei einer konstanten Flufirate von 5 ml/ min
verlief ein Stufengradient von 0 M NaCl (Puffer A) zu 1 M NaCl (Puffer B) in 10 mM Tris/HCI pH 8.0.

3.5.2 MPR-Affinitdtschromatografie

Zellkulturiiberstinde von MEF-23-1SV Zellen wurden nach 48-stiindiger Inkubation mit
Waymouth-Medium/ 0,05 % FKS von den Zellen abgenommen. Das geerntete Medium
wurde abzentrifugiert, um kontaminierende Zellreste zu entfernen. Zur Bestimmung der
Konzentration lysosomaler Proteine im Zellkulturiiberstand wurden die Aktivititen der
Enzyme P-Hexosaminidase und Arylsulfatase A bestimmt (3.5.6). Das Protein im
Medium wurde mit 0,5 g/ml Ammoniumsulfat geféllt und bei 10000 rpm im JA-10 Rotor
(Beckmann Kiihlzentrifuge) 30 min pelletiert. Das Pellet wurde in 10 ml Tris/ HCI pH 7,0
resuspendiert und zweimal gegen je 100 ml Bindungspuffer dialysiert. Das Dialysat
wurde in der Ultrazentrifuge bei 4° C (Ti60, 45000 rpm) 30 min zentrifugiert, und
anschlieend steril filtriert. Im Filtrat wurde die Aktivitit der [-Hexosaminidase
bestimmt. Dann wurden 1,5 U B-Hexosaminidase auf die in Bindungspuffer dquilibrierte
MPR-Chromatografiesdule aufgetragen. Die verwendete MPR-Chromatografiesdule
enthielt Affigel 10, gekoppelt mit einem 1:1-Gemisch der M6P-Rezeptoren MPR46 und
MPR300. Die Sdule wurde von Siva Kumar prépariert und fiir die Arbeit zur Verfiigung

herstellt. Nach dem Auftrag des Filtrats auf die Chromatografiesdule wurde diese auf dem



Material und Methoden 59

Drehrad bei 4° C iiber Nacht inkubiert. Der Durchbruch wurde aufgefangen, die Sdule
wurde mit 4 x 2 ml Bindungspuffer und 3 x 2 ml Bindungspuffer mit 5 mM G6P
(Glucose-6-Phosphat) gewaschen und dann mit 11 x 1 ml Bindungspuffer mit 5 mM M6P
(Mannose-6-Phosphat) eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden gepoolt, mit UHI10
Ultrahiilsen ankonzentriert und gegen Bindungspuffer dialysiert. In den Wasch- und
Elutionsfraktionen wurde die spezifische B-Hexosaminidaseaktivitdt bestimmt, um die
Qualitit der Aufreinigung zu bilanzieren. Nach Verwendung der Sdule wurde diese mit
5 ml saurem Waschpuffer gereinigt und anschlieBend in Bindungspuffer/ 5 mM M6P
abgestellt.

Bindungspuffer: 50 mM Imidazol/HCI pH 6,5

150 mM NacCl

5 mM Na-f3-glycerophosphat

2 mM EDTA

10 mM MgCl,

0,2 % NaNj3

0,05 % Triton X-100
Bindungspuffer mit Proteinaseninhibitoren:

0,5 ng/ml Pepstatin A

0,5 ug/ml Aprotinin

0,5 pg/ml Leupeptin

0,5 pg/ml Chymostatin
Saurer Waschpuffer: 0,1 M Natriumacetat, pH 4,5

1 M NaCl

0,05 % Triton X-100

0,02 % NaNj3

Zur Analyse der M6P-Rezeptorbindung von partiell aufgereinigtem, itiberexprimiertem
Protein wurde das Eluat der Ni-NTA-Aufreinigung mit 750 pl Bindungspuffer mit
Proteinaseninhibitoren versetzt und auf der in Bindungspuffer &dquilibrierten

MPR-Affinitdtschromatografiesdule {iber Nacht inkubiert. Anschlieend wurde die Saule
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mit 2x1,5ml Bindungspuffer und mit 2 x1,5ml Bindungspuffer/ 5 mM G6P
gewaschen. Es folgte die Elution mit 3 x 1,5 ml Bindungspuffer/ 5 mM M6P. Zur
Analyse der MPR-Bindung wurden die Fraktionen des Durchflusses, die Fraktionen der
Waschschritte ohne und mit G6P und die Elutionsfraktionen mit TCA gefillt. Die Proben
wurden dazu mit 10 Vol% TCA versetzt und liber Nacht auf Eis inkubiert. Am folgenden
Tag wurde das prézipitierte Protein bei 13000 rpm fiir 20 min pelletiert. Die Pellets
wurden zweimal mit eiskaltem Ethanol gewaschen und bei 37° C getrocknet.
AnschlieBend wurden sie in Limmli-Auftragspuffer geldst und zur Western Blot Analyse
eingesetzt. Die MPR-Affinitdtschromatografiesdule wurde nach der Verwendung mit 5 ml
saurem Waschpuffer gereinigt und anschlieBend in Bindungspuffer/ 5 mM M6P
abgestellt.

3.5.3  Gelfiltrationschromatografie lysosomaler Proteine

Gelfiltrationsexperimente wurden mit dem SMART™ System (Pharmacia, Uppsala,
Schweden) mit den Gelfiltrationssdulen Superdex 200 und Superdex 75 durchgefiihrt. Die
Gelfiltrationsséulen wurden zundchst mit dH,O gespiilt und anschlieend im MES-Pufter
aquilibriert. Eine 50 pul Proteinprobe, &quilibriert in MES-Puffer wurde in eine
Auftragsschleife injiziert. AnschlieBend erfolgte ein Gelfiltrationslauf mit einer Flussrate
von 40 pl/min, dabei wurde die Probe automatisch auf die Sdule aufgetragen, die Elution
der Sdule wurde in 20 pl Aliquots fraktioniert und im Western Blot analysiert. Als
GroBenstandard wurde anschlieBend ein Mix aus verschiedenen Standardproteinen unter
gleichen Chromatografie- und Pufferbedingungen {iber die Séule aufgetrennt. Nach
Verwendung der Séulen wurden diese mit dH,O gespiilt und anschliefend in 20 %

Ethanol abgestellt.

MES-Puffer: 20 mM MES pH 4,5
150 mM NacCl
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3.5.4  Herstellung von Gewebe- und Zellhomogenaten

Zur Herstellung von Gewebehomogenaten wurde die Maus mit Genickbruch getotet, die
Organe wurden entnommen und auf Eis gelagert. Die Organe wurden gewogen, mit neun
Volumen Lysispuffer zugesetzt, mit einer scharfen Schere grob zerkleinert und
anschlieBend mit 20 Hiiben im Teflon-Homogenisator (Braun, Melsungen)
homogenisiert. Das Lysat wurde 3 x 20 sec sonifiziert und bei 4° C und 13000 rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefdB iiberfiihrt und die
Proteinkonzentration wurde mittels DC Protein Assay (Biorad, Miinchen) bestimmt. Zur
Herstellung von Homogenaten aus Zellen wurden die Zellen pelletiert. Das Pellet wurde
mit PBS gewaschen und in 500 pl Lysispuffer resuspendiert. AnschlieBend wurden die
Zellen 3 x20sec sonifiziert und bei 4°C und 13000 rpm abzentrifugiert. Bei
Verwendung der Homogenate zur Western Blot Analyse wurde dem Lysispuffer

zusitzlich 1 % NP 40 zugesetzt.

Lysispufter: 1 x TBS
1 mM PMSF
1 mM EDTA
5 mM JAA
0,1 % Triton X-100
Proteaseinhibitoren: 200 mM PMSF in DMSO (-20° C)
500 mM JAA in dH,O (-20° C)
200 mM EDTA in dH,O

3.5.,5  Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bio-Rad DC Protein Assay

(Mikroansatz)

Der Biorad DC Protein Assay ist eine colorimetrischer Methode zur Bestimmung von
Proteinkonzentrationen, basierend auf der Methode nach Lowry (Lowry et al. 1951;
Peterson 1979). Er toleriert die Anwesenheit von Detergenzien wie Triton X-100 und
Tween 20 bis zu einer Konzentration von 1 %. In eine Mikrotiterplatte wurde eine

Protein-Eichreihe mit 0 - 20 pg/ 100 ul BSA in Doppelwerten pipettiert. Jeweils 10 ul
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einer Verdiinnung der Proteinprobe wurden zur Proteinbestimmung eingesetzt und mit
dH,O auf 100 pl aufgefiillt. AnschlieBend wurde zu jeder Probe 25 ul des Reagenz A’ und
dann 200 pl des Reagenz B pipettiert. Nach 15 min Inkubation wurde die Extinktion der
Proben bei 630 nm im Microplate Reader Model Spectra II (Tecan, SLT, Crailsheim)

bestimmt. Mit Hilfe der Eichgeraden wurde die Proteinkonzentration der Proben

bestimmt.

Reagenz A: alkalische Kupfertartrat-Losung
Reagenz B: verdiinntes Folin-Reagenz
Reagenz S: keine Angaben vom Hersteller
Reagenz A’: I ml Reagenz A

20 pl Reagenz S

3.5.6  Aktivitatsbestimmungen lysosomaler Standardenzyme

In Zell- und Gewebehomogenaten wurde die enzymatische Aktivitit der lysosomalen
Enzyme [(-Hexosaminidase, P-Glucuronidase, o-Mannosidase, o-Galactosidase und
o-N-Acetylgalactosaminidase mittels p-Nitrophenol-gekoppelter Substrate bestimmt. Bei
der enzymatischen Reaktion wird als Produkt p-Nitrophenolat freigesetzt. Dies wurde
durch eine Extinktionsbestimmung bei 405 nm bestimmt. Der molare Extinktions-
koeffizient von p-Nitrophenolat bei 405 nm betrdagt 18500 1/mol-cm. Als Substrat fiir die
Messung der enzymatischen Aktivitit der Arylsulfatase A (ASA) wurde
p-Nitrocatecholsulfat verwendet. Die Bildung von p-Nitrocatecholat im Reaktionsansatz
wurde durch eine Extinktionsbestimmung bei 515nm gemessen. Der molare

Extinktionskoeffizient von p-Nitrocatecholat bei 515 nm betrdgt 12400 1/mol-cm.

In einem 200 pl-Reaktionsansatz (Tab. 3.8) wurde das Homogenat mit der
entsprechenden Substratlosung inkubiert. Nach Inkubationszeiten zwischen 1 —2h im
37° C-Wasserbad wurden die Reaktionen durch Zugabe von 1 ml Stopp-Losung beendet
und die Extinktion bei 405 nm bzw. 515 nm wurde bestimmt. Die Aktivitit der

Homogenate wurde in doppelten Reaktionsanséitzen bestimmt. Zusitzlich wurde zu jeder
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Probe ein Enzymleerwert (Reaktionsansatz ohne Substrat) und zu jeder Messreihe ein

Substratleerwert (Reaktionsansatz ohne Homogenat) bestimmt.

0,1 M Natriumcitrat, pH 4,6
0,2 % BSA
0,04 % Natriumazid

Substratpuffer:

Stopp-Losung:

0,4 M Glycin/ NaOH pH 10,4

Enzym

Substrat

Reaktionsansatz/ Inkubationszeit

B-Hexosaminidase

10 mM p-Nitrophenyl-
B-D-glucopyranosid

100 pl Substratlésung

10 pl Homogenat (1:10 Verd.)
90 pl dH,O

60 min, 37° C

B-Glucuronidase

10 mM p-Nitrophenyl-
B-D-glucuronid

100 pl Substratlésung
10 pl Homogenat
90ul dH,O

90 min 37° C

a-Mannosidase

10 mM p-Nitrophenyl-

o-D-mannopyranosid

50 pl Substratlésung
50 pl Substratpuffer

90 pl 0,9 % NaCl
10 yl Homogenat
2h,37°C

Arylsulfatase A 10 mM p-Nitrocatecholsulfat 150 pl Substratlésung
50 pl Homogenat (1:10 Verd.)
2h,37°C
Tab. 3.8: Bestimmung der Aktivitat lysosomaler Enzyme

Die enzymatische Aktivitét der lysosomaler Enzyme 3-Hexosaminidase, B-Glucuronidase, a-Mannosidase,
a-Galactosidase und a-N-Acetylgalactosaminidase wurde mit Hilfe von p-Nitrophenol-gekoppelten
Substraten bestimmt. Zur Aktivititsbestimmung der Arylsulfatase A wurde p-Nitrocatecholsulfat
verwendet. In dieser Tabelle sind die verwendeten, spezifischen Substrate der Enzyme sowie die
Reaktionsansétze und Inkubationszeiten aufgelistet. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 1 ml Stopp-
Loésung abgestoppt und die Extinktion wurde bestimmt.
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Die enzymatische Aktivitdit wurde anschlieBend mit Hilfe der folgenden Formel

berechnet.

6
AkthItat[ mLIJ :l = | AE -10 . VVTestvqumen [U']I
m 6{:| -d [Cm] . t[mln] Probenvolumen [Il

mol - cm

] * PVerd.Probe

Formel 3.1: Bestimmung der enzymatischen Aktivitat

AE = Eprobe-Ernzymicerwert-Esubstraticerwert; Testvolumen = Reaktionsvolumen nach Abstoppen der Reaktion;
F = Verdiinnungsfaktor der Probe, & = Extinktionskoeffizient; Probenvolumen = Volumen der eingesetzten
Probe; t = Zeit, d =Dicke der Kiivette (1 cm).

3.5.7  Aktivitatsbestimmung der lysosomalen Serincarboxypeptidasen

Die Bestimmung der Serincarboxypeptidase-Aktivitit erfolgte durch die Methode nach
Moore und Stein (Moore und Stein 1954), dabei wurden zundchst Aminosduren durch die
Inkubation von N-terminal blockierten Dipeptiden mit der Enzymprobe freigesetzt und
anschlieBend durch eine Ninhydrin-Farbung nachgewiesen. 100 ul eines 0,5 mM
N-terminal CBZ-blockierten Dipeptids in Substratpuffer wurden mit 10 pl Enzymlosung
versetzt und im Wasserbad bei 37° C fiir 30 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von 100 pl Ninhydrin/ZnCl-Lésung und durch anschlieBendes 10-miniitiges
Erhitzen auf 104° C gestoppt. Nach Abkiihlen wurde der Probe 1ml 50 %-ige
1-Propanol-Losung zugesetzt und die Absorption bei 570 nm wurde bestimmt. Zur
Bestimmung der Konzentration freigesetzter Aminosduren wurde eine Eichreithe mit
0 - 0,8 mM L-Leucin in Substratpuffer angesetzt und parallel gemessen. Die Aktivitdt der
Proben wurde in dreifachen Reaktionsansidtzen bestimmt. Zusétzlich wurden zu jeder
Probe doppelte Enzymleerwerte (Reaktionsansatz ohne Substrat) und zu jeder Messreihe

doppelte Substratleerwerte (Reaktionsansatz ohne Homogenat) bestimmt.

Substratpuffer: 50 mM MES pH 4,5
2 mM EDTA
CBZ-blockiertes Dipeptid: 25 mM Stockldsung in Methanol

Ninhydrin-Lésung: 4 % (w/v) Ninhydrin in Methoxy-2-ethanol
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ZnCl,-Ldsung: 200 mM Natriumcitrat pH 5,0
7,1 mM ZnCl,
Ninhydrin/ZnCl,-Lsung: 1 Volumen Ninhydrin-Lésung

1 Volumen ZnCl,-Losung

Ninhydrin- und ZnCl,-Losungen téglich frisch ansetzen, Ninhydrin/ZnCl,-Gebrauchs-

16sung 15 min vor Benutzung ansetzen.

3.5.8  Aktivitatsbestimmung der Succinatdehydrogenase

Die Messung der enzymatischen Aktivitit der Succinatdehydrogenase erfolgt durch eine
gekoppelte Nachweisreaktion. Zundchst entsteht durch die enzymatische Dehydrierung
von Succinat zu Fumarat SDH-gebundenes FADH,. In der zweiten Reaktion wird
p-lodonitrotetrazolium reduziert, wobei ein violetter Formazan-Farbstoff gebildet wird,
dessen molarer Extinktionskoeffizient bei 490 nm 18300 I/mol-cm betrdgt. 10 pl
Probenvolumen wurden in einem 200 pl-Reaktionsansatz mit 100 pl Substratlosung und
90 ul dH,O 10 min im 37° C-Wasserbad inkubiert. Dann wurde dem Reaktionsansatz
100 pl Indikatorlosung zugesetzt und es folgten weitere 10 min Inkubation bei 37 C.
Anschlieend wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ml Stopp-Lésung gestoppt. Die
Proben wurden 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert und die Extinktion bei 490 nm wurde
bestimmt. Die Aktivitdit der Homogenate wurde in doppelten Reaktionsansitzen
gemessen. Zusitzlich wurde zu jeder Probe ein Enzymleerwert (Reaktionsansatz ohne
Substrat) und zu jeder Messreihe ein Substratleerwert (Reaktionsansatz ohne
Homogenat), sowie ein Indikatorleerwert bestimmt. Die enzymatische Aktivitit wurde

anschlieBend mit Formel 3.1 berechnet.

Substratpuffer: 50 mM Natriumphosphat pH 7,5
Substratlosung: 10 mM Natriumsuccinat

50 mM Natriumphosphat pH 7,5
Indikatorlosung: 0,25% p-lodonitrotetrazolium

50 mM Phosphatpuffer pH 7,5
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Stopp-Losung 5 Volumen Ethylacetat
5 Volumen Ethanol
1 Vol TCA

3.5.9  Aktivitatsbestimmung der 5’AMPase und der Glucose-6-Phosphatase

Zur Bestimmung der 5’AMPase- und der Glucose-6-Phosphatase (G6Pase)-Aktivitit
wurde die Probe mit dem entsprechenden Substrat inkubiert und freigesetztes Phosphat
wurde durch eine anschlieBende Ammoniummolybdatfarbung bestimmt. Fiir die G6Pase-
Bestimmung wurden 50 pl Probenvolumen, 300 ul Puffer und 100 pl Substrat fiir 1 h bei
37° C inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ml Stopp-Ldsung
gestoppt und bei 13000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden 300 pl des
Uberstandes mit 700 ul Phosphat-Nachweisreagenz bei 37° C fiir 1 h inkubiert und die
ODgonm Wurde gegen H,O gemessen. 0,01 mM Phosphat entsprechen einer ODgyonm von
0,260. Die Aktivitdt der Proben wurde in doppelten Reaktionsansidtzen gemessen. Ein

dritter Reaktionsansatz wurde direkt mit Stopp-Losung versetzt und diente als Leerwert.

Fir die 5’AMPase-Aktivititsbestimmung wurden 50 pl Probenvolumen mit 250 pl
Substratlosung inkubiert. Der Reaktionsstopp und der Phosphatnachweis erfolgte

anschlieBend wie fir die G6Pase beschrieben.

Reaktionspuffer G6Pase: 0,2 M Maleinsdure pH 6,5
10 mM Kaliumnatriumtartrat
Substratlosung G6Pase: 0,1 M Glucose-6-Phosphat in dH,O
pH 6,5 mit NaOH einstellen
Reaktionspuffer AMPase: 5 mM MgCl,

50 mM Tris/HCI1 pH 7,5

10 mM Kaliumnatriumtartrat
Substratlosung AMPase: 5 mM cAMP in Reaktionspuffer
Stopp-Losung: 8 % TCA in dH,O

Losung A: 10 % Ascorbinsdure (frisch ansetzen)


http://de.wikipedia.org/wiki/Kalium
http://de.wikipedia.org/wiki/Natrium
http://de.wikipedia.org/wiki/Tartrat
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Losung B: 3,4 mM Ammoniummolybdat-Tetrahydrat
2,86 % (v/v) konz. Schwefelsdure

Phosphat-Nachweisreagenz: 1 Volumen Losung A + 6 Volumen Lésung B
(Losung auf Eis kiihlen)

3.5.10 Deglykosylierung mit N-Glykosidase F

Zur Untersuchung der N-Glykosylierung von Proteinen erfolgte eine Deglykosylierung
mit dem Enzym N-Glykosidase F (Roche Applied Science, Indianapolis, USA) im
Zellhomogenat und eine anschlieBende Western Blot Analyse. Das Zellhomogenat wurde
mit TBS auf eine Proteinkonzentration von 5 pg/ul eingestellt. 50 pg Zellhomogenat

wurden im folgenden Reaktionsansatz eingesetzt.

Denaturierungsreaktion: 10 pl Zellhomogenat (5 pg/ul)
25 ul 0,1 M B-ME/ 1 % SDS
5 min bei 100° C, dann auf Eis abkiihlen
N-Glykosylierungsreaktion: Denaturierungsansatz
30 ul 0,5 M Tris/HCI pH 8,0/ 50 mM EDTA
10 pl 10 % (v/v) Triton X-100
10 ul1 0,1 M 1,10-Phenanthroline/Methanol
2 pl N-Glykosidase F
Inkubation bei 37° C

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 pl 6 x Limmli-Auftragspuffer und
anschlieBender Inkubation fiir 5 min bei 98° C gestoppt. Die Proben wurden auf ein SDS-

Gel aufgetragen und anschlieBend im Western Blot analysiert.

3.5.11 Anreicherung von Lysosomen Tyloxapol-behandelter M&use durch

subzellulare Fraktionierung

Intravendse injiziertes Tyloxapol wird in den Lysosomen von Mdusen gespeichert und

filhrt somit zur Verringerung der lysosomalen Dichte. Lysosomen aus Tyloxapol-
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behandelter Mausleber lassen sich durch differentielle Zentrifugation und anschlieende
Ultrazentrifugation im diskontinuierlichen Sucrosegradienten effizient von anderen

Zellorganellen trennen (Wattiaux et al. 1963; Leighton et al. 1968).

Zur Isolierung der Tyloxapol-gefiillten Lysosomen wurden 4 Mause 5 ul/g Kérpergewicht
einer 17 %-igen (v/v)-Tyloxapol-Losung (Triton WR-1339)/ 0,9 % NaCl intraperitoneal
injiziert. 4 Tage nach der Injektion wurden die Mause narkotisiert, durch Dekaptieren
getotet und ausgeblutet. 2,2 g Leber wurde mit 5 ml eiskalter 0,25 M Sucrose-Losung
versetzt und im Teflonpotter homogenisiert. Das Homogenat wurde anschlieBend mit
Sucrose-Losung auf 12 ml aufgefiillt, gemischt und 10 min bei 4° C mit 2300 rpm in der
Kiihlzentrifuge 5804R (Eppendorf) zentrifugiert. Der Uberstand (E1) wurde
abgenommen, das Pellet wurde erneut in 5 ml Sucrose-Losung homogenisiert, auf 12 ml
aufgefiillt und abzentrifugiert. Das Pellet enthélt die nukledre Fraktion N. Die
postnukledren Uberstinde wurden vereinigt und auf 22 ml aufgefiillt. Je 10 ml wurden
auf zwei Ti75-Zentrifugen-Rohrchen aufgetragen und fiir 3 min bei 4° C mit 13000 rpm
in der Ultrazentrifuge im Rotor Ti75 zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen.
Die Pellets wurden in 10 ml Sucrose-Losung vereinigt und erneut fiir 3 min bei 4° C mit
13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet enthdlt die mitochondriale Fraktion (M). Die beiden
Uberstinde wurden vereinigt und anschlieBend auf die Ti75-Rohrchen verteilt. Er folgte
eine 7 miniitige Zentrifugation bei 4° C mit 25000 rpm im Rotor Ti75. Der Uberstand
wurde quantitativ abgenommen. Die Pellets wurden mit 10 ml Sucroseldosung
resuspendiert, vereint und erneut abzentrifugiert. Das Pellet enthdlt die light
mitochondrial Fraktion (L). Der Uberstand wurde d im Rotor Ti75 bei 35000 rpm 40 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Pellet enthélt
mikrosomalen (Fraktion P) und der Uberstand die zytosolischen Bestandteile (Fraktion
S). Das Pellet L wurden in 1,21 p Sucrose-Losung resuspendiert, in einem Glaspotter
vereinigt und homogenisiert. AnschlieBend wurde ein Sucrose-Dichte-Gradient
geschichtet. Dazu wurde die L-Fraktion in ein SW40-Rohrchen gegeben und mit 3 ml
1,15 p Sucrose, mit 3 ml 1,14 p Sucrose und 2 ml 1,06 p Sucrose liberschichtet. Der
Gradient wurde fiir 150 min bei 4° C mit 25 000 rpm in der Ultrazentrifuge (Rotor
SW40) zentrifugiert, wobei langsam beschleunigt und abgebremst wurde. Der Gradient

besitzt nach der Zentrifugation drei Interphasen. Die Schicht {iber der Interphase 1 wurde
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als Fraktion F1 abgenommen, Die Interphase 1 (F2) enthélt die Tyloxapol-gefiillten
Lysosomen. Die Interphase 2 wird als F3 abgenommen und die Interphase 3, sowie das
Pellet ergeben die Fraktion F4. Zur Analyse der subzelluliren Fraktionierung wurden in
den isolierten Fraktionen die enzymatische Aktivitit der lysosomalen Enzyme
B-Hexosaminidase und p-Glucuronidase, sowie die enzymatische Aktivitdt der
mitochondrialen Succinatdehydrogenase, der plasmamembranstindigen 5°’AMPase und
der G-6-Pase des ER, sowie die Proteinkonzentration bestimmt. Zusdtzlich wurden
jeweils 250 pg der Fraktionen N bis S und 50 pg der Fraktionen F1 bis F4 zur Western

Blot Analyse eingesetzt.

3.5.12 Untersuchung der Stabilitat der lysosomalen Vesikel

Um die Fragilitit der Lysosomen zu untersuchen wurden die Lysosomen im
postnukledren Uberstand (PNS) von Gewebehomogenaten mit einer hypertonischen
Glucose-Losung inkubiert (Docherty et al. 1979). Die Glucose wird iiber Glucose-
Transporter ins Lysosomen gepumpt. Aufgrund des steigenden osmotischen Drucks
platzen die Lysosomen. Instabile Lysosomen werden dabei schneller zerstort als normale
Lysosomen. Um die Anzahl zerstorter Lysosomen zu bestimmen werden intakte
Lysosomen durch Ultrazentrifugation aus dem Uberstand entfernt. Im Uberstand wird

dann die freigesetzte B-Hexosaminidase-Aktivitit gemessen.

250 mg frisch entnommene Mausleber wurden mit 1 ml Sucrose-Losung versetzt und mit
20 Hiiben im Teflon-Homogenisator homogenisiert. Das Homogenisat wurde 5 min bei
1000 x g bei 4° C zentrifugiert um die Zellkerne zu pelletieren. Der postnukleére
Uberstand (PNS) wurde abgenommen. Das Kernpellet wurde in 1ml Puffer 1
resuspendiert, nochmals homogenisiert und zentrifugiert. Die PNS-Fraktionen wurden
gepoolt. Anschlieend wurden 50 ul PNS mit 250 pl Sucrose-Losung versetzt (Ansatz 1)
und 50 pl PNS mit 250 pl Glucoselosung versetzt (Ansatz 2). Die Ansidtze wurden bei
37° C inkubiert. Nach 0, 5, 10 und 20 min wurde jeweils eine 30 ul Probe entnommen,
mit 270 pl Sucrose-Losung versetzt und auf Eis gestellt. Zusétzlich wurde nach 0 min
Inkubationszeit eine weitere 30 ul Probe entnommen, mit 270 ul Sucrose-
Losung/ 1 % Triton X-100 versetzt und auf Eis gestellt. Das Triton X-100 fiihrte zur

vollstdndigen Lyse der Lysosomen, so dass die Gesamtaktivitidt der B-Hexosaminidase
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einer Probe bestimmt werden konnte. Nach Abstoppen aller Proben wurden die intakten
Lysosomen durch 10 min Zentrifugation bei 30000 rpm und 4° C im TLA 45 Rotor
abzentrifugiert. Vom Uberstand wurden 50 pl abgenommen und zur Bestimmung der

B-Hexosaminidaseaktivitit (3.5.6) eingesetzt.

Sucrose-Losung: 250 mM Saccharose

3 mM Imidazol pH 7,0
Glucose-Losung: 250 mM Glucose

3 mM Imidazol pH 7,0

3.5.13 Untersuchung der Lysosomen durch Percoll™-Dichtegradienten

Mit Hilfe der subzelluldren Fraktionierung im 30%igen Percoll™-Dichtegradienten ist es
moglich die Dichte und GroBe zelluldrer Kompartimente zu untersuchen. Durch
Zentrifugation einer Percoll™ Sucrose-Losung bildet sich ein Dichtegradient aus. Zur
Untersuchung von Dichte und Gréfe der Lysosomen im Mausgewebe wurde der
postnukleire Uberstand (PNS) von Gewebehomogenaten auf einem Percoll™-
Dichtegradienten aufgetrennt und die Fraktionen des Gradienten wurden anschlieBend auf

die Anwesenheit von -Hexosaminidaseaktivitit untersucht.

100 mg frisch entnommene Mausleber bzw. Mausniere wurden mit 1 ml Puffer 1 versetzt
und mit 20 Hiiben im Teflon-Homogenisator homogenisiert. Das Homogenisat wurde
Smin bei 1000 xg bei 4°C zentrifugiert um die Zellkerne zu pelletieren. Der
postnukledre Uberstand (PNS) wurde abgenommen. Das Kernpellet wurde in 1 ml
Puffer 1 resuspendiert, nochmals homogenisiert und zentrifugiert. Die PNS-Fraktionen
wurden gepoolt. AnschlieBend wurden 0,9 ml PNS mit 3 ml Puffer P und 6 ml Puffer 1
gemischt. Der Ansatz wurde in ein Ti75-Zentrifugenrdhrchen {iiberfiihrt und in der
Beckmann Ultrazentrifuge im Ti75 Rotor bei 4° C mit 30000 x g fiir 90 min zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation wurden von dem entstandenen Dichtegradienten 20 Fraktionen
mit jeweils 0,5 ml abgenommen. 30 pl jeder Fraktion wurden 3 x 20 sec sonifiziert und

zur Messung der -Hexosaminidaseaktivitdt (3.5.6) eingesetzt.
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Puffer 1: 250 mM Saccharose
3 mM Imidazol pH 7,4
Puffer P: 90 % (v/v) Percoll
10 % (v/v) 2,5 M Saccharose
30 mM Imidazol pH 7,4

3.5.14 Metabolische Markierung von Proteinen (Pulse Chase)

Um die Prozessierung von Proteinen in der Zelle zu verfolgen wurden Pulse Chase
Experimente durchgefiihrt. In der Zelle werden alle synthetisierten Proteine durch eine
Inkubation mit **S-Methionin metabolisch markiert. AnschlieBend wird die Prozessierung
der Proteine zu verschiedenen Zeitpunkten nach der metabolischen Markierung gestoppt.
Die zu analysierenden Proteine werden durch Immunprézipitation aus dem
Zellhomogenat isoliert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch die inkorporierte
Radioaktivitdt detektiert.

Die Zellen wurden auf 10 cm-Schalen ausplattiert. Bei einer Konfluenz von 80 % wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend fiir 1h mit 4 ml
Hungermedium  inkubiert. Dann wurde das Hungermedium gegen 5 ml
Markierungsmedium ersetzt und die Zellen wurden nochmals 1 h inkubiert (,,Pulse®).
Zum Stoppen der metabolischen Markierung wurde das Markierungsmedium
abgenommen, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 5 ml
Normalmedium inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (,,Chase“-Zeiten) nach der
metabolischen Markierung wurde die Inkubation gestoppt. Dazu wurde das Medium
abgenommen und in der Kiihlzentrifuge bei 4° C mit 5000 rpm abzentrifugiert um
kontaminierende Zellreste zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein neues Gefil3
tiberfiihrt und bei -20° C eingefroren. Die Zellen wurden auf der 10 cm-Schale einmal
mit kaltem PBS gespiilt und anschlieBend mit 2 x 500 pl Lysispuffer mit einem
Zellschaber von der Platte geschabt, in ein 1,5 ml-Gefdl3 iberfiihrt und bei -20° C

eingefroren.
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Hungermedium: DMEM ohne Methionin/Cystein/Glutamin
Iml/100ml Glutamin
5 % hitzeinaktiviertes, dialysiertes FKS
Das FKS wurde durch 45 min Inkubation bei 56° C hitzeinaktiviert und anschlieSend bei
4° C gegen PBS dialysiert (PorengroBBe 12-14 kDa).

3S-Met/Cys-Markierungsmedium: Hungermedium

150 uCi/ml **S-Methionin/Cystein
Lysispuffer: 0,1 % Triton X-100

1 mM EDTA,

1 mM PMSF,

5mM JAA

in TBS

3.5.15 Immunprazipitation

Um die Prozessierung der Proteine nach der metabolische Markierung zu analysieren,
erfolgte eine Immunprizipitation der untersuchten Proteine. Zur Immunprézipitation
wurde ein Antiserum aus Ratte und die Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow (GE
Healthcare, Miinchen) verwendet. Die Proben wurden auf Eis aufgetaut. Die Zelllysate
wurden durch 3 x 20 sec Ultraschallbestrahlung homogenisiert, 5 min bei 13000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand wurde in ein neues GefiB iiberfiihrt. Zur Fillung der
genomischen DNA wurde allen Proben 1 Vol% einer 3 %igen Protaminsulfat-Losung
zugesetzt. Die Proben wurden 15 min auf Eis inkubiert. Dann wurde die gefillte DNA
5min bei 13000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand wurde in UZ-stabile
1,5 ml-GefaBBe {iberfiihrt. Den Proben wurde dann 0,8 Volumen PIMM, 10 pul
Praimmunserum aus Ratte und 40 ul Protein G-Suspension zugesetzt und sie wurden 1 h
bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Dann wurden die Proben 15 min in der
Ultrazentrifuge bei 45000 rpm im TLA45 Rotor zentrifugiert. Die Uberstéinde wurden in
neue GefdBe tiberfiihrt, mit 10 ul spezifischem Antiserum aus Ratte versetzt und iiber

Nacht bei 4° C am Drehrad inkubiert. Am folgenden Tag wurde zu den Proben 40 ul
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Protein G-Suspension gegeben und es wurde eine weitere Stunde bei 4° C am Drehrad
inkubiert. AnschlieBend wurde die Protein G Sepharose bei 7000 rpm und 4° C in der
Tischzentrifuge pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Zum Waschen wurde das
Pellet in 800 ul Neufeldpuffer resuspendiert und bei 7000 rpm abzentrifugiert. Der
Waschschritt wurde nacheinander mit Immunomix, Immunomix mit 2M KCI und
0,1 fach PBS wiederholt. AnschlieBend wurde der Waschpuffer vollstindig abgenommen
und das Pellet wurde in 80 ul 1 x Lammli-Auftragspuffer resuspendiert. Die Proben
wurden 8 min auf 98° C erhitzt, die Protein G Sepharose wurde mit 14000 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand wurde auf ein 15 %-iges SDS-Gel aufgetragen. Nach
der Elektrophorese wurde das Gel im Geltrockner getrocknet und eine Phospho-Imaging
Plate (Fujifilm, Diisseldorf) wurde aufgelegt. Nach 4 Tagen Exposition wurde der Film

im Biorad PMI Phosphoimager ausgelesen.

Protaminsulfat-Losung: 3 % Protaminsulfat in dH,O
Prizipitationsimmunomix (PIMM): 1 % Triton X-100

0,5 % Na-Deoxycholat

0,2 % SDS

10 % BSA

1 mM EDTA

1 mM PMSF

5mMJAA

in PBS
Protein G-Suspension 50 % Protein G Sepharose

in PBS/0,02 % Natriumazid
Neufeldpufter: 10 mM Tris/HCI pH 8,5

0,6 M NaCl

0,1 % SDS

0,05 % Nonidet P-40
Immunomix (IMM): 0,5 % Natriumdesoxycholat

1 % Triton X-100

in PBS
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2 M KCIl-Immunomix: 2 M KCI
in IMM

3.5.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Trennung von Proteinen erfolgte mittels diskontinuierlicher
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli 1970). Das Polyacrylamidgel wurde
zwischen zwei Glasplatten (16 cm x 18 cm, Abstandshalter 1,5 mm dick) gegossen. Es
bestand aus einem Trenngel, das je nach gewiinschtem Auftrennungsbereich der Proteine
zwischen 10 % und 15 % Acrylamid enthielt, und einem 4 %-igen Sammelgel. Die
Komponenten des Trenngels wurden entsprechend Tab. 3.9 gemischt, bis 4 cm unter den
Rand zwischen die Glasplatten eingegossen und mit Isopropanol iiberschichtet. Nach
etwa 30 min war das Gel polymerisiert. Das Isopropanol wurde abgegossen, die
Trenngeloberfliche wurde mit dH,O gespiilt, das Sammelgel wurde auf das Trenngel
gegossen und ein Probenkamm wurde -eingesetzt. Nach 30 min war das Gel
auspolymerisiert und konnte zur Elektrophorese verwendet werden. Das Gel wurde in die
Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Kammern wurde mit Anoden- und
Kathodenpuffer gefiillt. Die Proteinproben wurden mit 3 x Ladmmli-Auftragspuffer
versetzt und 5 min bei 96° C denaturiert. Die Proben wurden 1 min bei 14000 rpm
zentrifugiert und die Uberstiinde wurden in die Geltaschen aufgetragen. Dann erfolgte die

Elektrophorese fiir 2 h bei 20 mA und weiteren 2 h bei 40 mA.

Anodenpuffer: 50 mM Tris/ HC1 pH 8,6
384 mM Glycin
in dH,O
Kathodenpuffer: 0,1 % SDS

0,001 % Bromphenolblau

in Anodenpuffer
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3 x Lammli-Auftragspuffer: 150 mM Tris/ HCI pH 6,8
6 % SDS
30 % Glycerin
0,3 % Bromphenolblau

3 % B-Mercaptoethanol (frisch zusetzen)

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/ HCI pH 8,8
0,4 % SDS
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/ HC1 pH 6,8
0,4 % SDS
Acrylamidlosung: 30 % Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid in dH,O

(Rotiphorese® Gel 30, Roth)

Ammoniumperoxodisulfat (APS): 10 % Ammoniumperoxodisulfat in dH,O

Trenngel 10%  Trenngel 13%  Trenngel 15% Sammelgel 4%

(30 ml) (30 ml) (30 ml) (10 ml)
Acrylamidlésung (ml) 9,8 12,7 14,7 1,3
Trenngelpuffer (ml) 7,5 7,5 7,5 -—-
Sammelpuffer (ml) - - - 2,5
10 % APS in dH,O (ul) 250 250 250 100
TEMED (ul) 25 25 25 10
dH,O (ml) 12,6 9,6 7,7 6,1
Tab. 3.9: Zusammensetzung von Trenngelen verschiedener Polyacrylamidkonzentrationen und

des Sammelgel

3.5.17 2D-Gelelektrophorese

Bei der 2D-Gelelektrophorese erfolgt die Auftrennung von Proteinen in zwei
Dimensionen. In der ersten Dimension erfolgt eine isoelektrische Fokussierung (IEF). In
der zweiten Dimension werden die Proteine durch SDS-PAGE nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Affinitdtschromatografisch aufgereinigte M6P-markierte

Proteine wurden mit einer Endkonzentration von 80 % Aceton gefdllt. Nach einer
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Inkubation iiber Nacht bei -20° C wurden die prézipitierten Proteine 10 min mit
16000 x g bei 4° C pelletiert, mit 80 % Aceton gewaschen und erneut zentrifugiert. Das
Proteinpellet wurde bei RT getrocknet und anschlieend in IEF-Lysispuffer gelost. Zur
IEF wurden Rohrchengele vorbereitet. 15 cm lange Glasrohrchen mit 3 mm Durchmesser
wurden mit Chromschwefelséure gereinigt, mit dH,O und Aceton gespiilt und am unteren
Ende mit Parafilm abgedichtet. Die Komponenten des IEF-Gel mit Ausnahme von APS
und TEMED wurden gemischt und 15 min entgast. APS und TEMED wurden zugesetzt
und das Rohrchen wurde 12,5cm mit IEF-Gellosung und mit 100 pl
Geliiberschichtungspuffer gefiillt. Die Polymerisation erfolgt {iber Nacht bei 4° C. Etwa
2 Stunden vor Gebrauch des Gels wurde der Geliiberschichtungspuffer gegen 100 pl
IEF-Lysispuffer ersetzt. Der Parafilm wurde entfernt und durch eine Dialysemembran
getrankt in Anodenpuffer ersetzt. Das Rohrchen wurde in die Elektrophoresekammer
geflillt mit Anodenpuffer eingesetzt. Der IEF-Lysispuffer an der Kathode des
Rohrchengels wurde gegen die Probe gelost in IEF-Lysispuffer ersetzt und die Probe
wurde mit 20 ul Probeniiberschichtungspuffer iiberschichtet. Das Rohrchen und die
Elektrophoresekammer wurden mit Kathodenpuffer aufgefiillt. Die IEF erfolgte fiir
30 min bei 200 V, fiir 18,2 Stunden bei 500 V, fiir 1 h bei 800 V und 1 h bei 1000 V. Nach
der IEF wurde das Gel aus dem R&hrchen entfernt, 20 min in Aquilibierungspuffer I und
20 min in Aquilibierungspuffer II inkubiert und dann auf ein 15 %-iges SDS-PAGE-Gel
(siehe 3.5.16) aufgetragen. Beim Gieflen des Sammelgels wurde ein spezieller Kamm
verwendet, sodass das dquilibrierte IEF-Gel auf die Sammelgeloberfliche aufgelegt
werden konnte. Die SDS-PAGE erfolgte bei 10 mA fiir 45 min, bei 15 mA fiir 30 min,
gefolgt von 30 mA fiir 3 h.

IEF-Lysispuffer: 9 M Harnstoff
4 % CHAPS
0,8 % Servalyt® carrier ampholytes pH 4 — 7
0,2 % Servalyt® carrier ampholytes pH 3 — 10
10 mM DTT



Material und Methoden 77

IEF-Gel: 5,2 % Acrylamid
0,3 % Bisacrylamid
5,7 % Servalyt® carrier ampholytes pH 4 — 7
1,4 % Servalyt® carrier ampholytes pH 3 — 10
10,3 M Harnstoff

3 % CHAPS

0,04 % APS

0,2 % TEMED
Geliiberschichtungspuffer: 6,5 M Harnstoff
Anodenpuffer: 0,01 M H3POq4
Kathodenpuffer: 0,02 M NaOH
Probeniiberschichtungspuffer: 7 M Harnstoff

0,32 % Servalyt® carrier ampholytes pH 4 — 7

0,08 % Servalyt® carrier ampholytes pH 3 — 10
Aquilibrierungspuffer I: 0,05 M Tris/ HC1 pH 6,8

15 %Glycerin

4 % SDS

0,25 % DTT
Aquilibierungspuffer II: 0,05 M Tris/ HCI pH 6,8

30 %Glycerin

6 M Harnstoff

4 % SDS

25 mM Jodacetamid

3.5.18 Farbung von Polyacrylamid-Gelen mit kolloidaler Coomassie-Ldsung

Das SDS-Gel wurde nach der Elektrophorese fiir 1 h bei RT mit der Fixierlosung
inkubiert. Dann wurde das Gel zweimal fiir 10 min mit dH,O gewaschen. Die
Coomassie-Gebrauchslosung wurde vor der Verwendung frisch angesetzt (Neuhoff et al.
1988). Das Gel wurde mindestens 16 h gefdarbt. Dann wurde es mit der Entfarbelosung

bis zur gewiinschten Farbintensitéit entfarbt. Zur Digitalisierung wurde das Gel mit der
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CCD-Kamera LAS-1000 (FuliFilm, Tokyo, Japan) aufgenommen oder eingescannt und
im Geltrockner getrocknet.

Fixierlosung: 40 % Ethanol
10 % Essigséure
Coomassie-Stocklosung: 0,1 % Coomassie Brilliant Blue G250

2 % (w/v) Phosphorséure

10 % Ammoniumsulfat

Coomassie-Gebrauchslosung: 80 % Coomassie-Stocklosung
20 % Methanol
Entfarbeldsung: 1 % Essigsdure

3.5.19 Farbung von Polyacrylamid-Gelen mit Silberféarbung

Die Silberfarbung erfolgte nach der Methode von Heukeshoven (Heukeshoven und
Dernick 1988). Das SDS-Gel wurde nach der Elektrophorese 1,5h bei RT in
Fixierungslosung I inkubiert. Dann erfolgte eine weitere Fixierung in Fixierldsung II fiir
2 h bei RT. AnschlieBend wurde das Gel dreimal fiir je 20 min mit dH,O gespiilt und
dann fiir 1 h mit der Silber-Firbelosung inkubiert. Es folgte die Entwicklung des Gels.
Dazu wurde das Gel fiir 1 min in dH,O und 1 min mit der Entwicklerlosung gespiilt.
AnschlieBend wurde das Gel mit Entwicklerlosung inkubiert bis die Proteinbanden gut
sichtbar waren. Die Entwicklerlosung wurde abgegossen und die Reaktion wurde durch
die Inkubation des Gels in Glycinldsung gestoppt. Nach 10 min konnte das Gel mit
Wasser gespiilt werden. Zur Digitalisierung wurde das Gel mit dem LAS-1000 Gel
Dokumentation System (Fujifilm, Diisseldorf) aufgenommen oder eingescannt und im

Geltrockner getrocknet.

Fixierlosung I: 30 % Ethanol

10 % Essigséure
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Fixierlosung II: 0,5 M Natriumacetat
30 % Ethanol
0,5 % Glutaraldehyd
0,2 % Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Silber-Férbelosung: 0,1 % Silbernitrat
0,02 % Formaldehyd
Entwicklerlosung: 2,5 % Natriumcarbonat
0,01 % Formaldehyd
Glycinlosung: 0,05 M Glycin

3.5.20 Western Blot Analyse (Semidry-Methode)

Zur Immundetektion von Proteinen wurden die Proben nach ihrer Auftrennung durch
SDS-PAGE im Semidry-Western Blot Verfahren auf eine PVDF-Membran transferiert.
Anschlieffend erfolgte die Immundetektion mittels Chemilumineszenz-Nachweis von

HRP-konjugierten Sekundérantikérpern.

Nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das SDS-Gel aus der Elektrophoresekammer
genommen. Das Sammelgel wurde entfernt und das Trenngel wurde zum Aquilibrieren
10 min in Semidry-Kathodenpuffer inkubiert. Die PVDF-Membran wurde durch kurzes
Schwenken in Methanol aktiviert und ebenfalls in Kathodenpuffer dquilibriert. Dann
wurde der Blot in der Phegasus Blotkammer (Phase, Liibeck) aufgebaut. Der Aufbau ist
in Abb. 3 2 schematisch dargestellt. Auf die untere Elektrodenplatte (Kathode) wurden
drei in Kathodenpuffer getrainkte Whatman-Filterpapiere gestapelt. Dann wurden das Gel,
die Membran, drei in Anodenpuffer getrainkte Whatman-Filterpapiere und anschlieBend

die Anodenplatte aufgelegt. Der Elektrotransfer erfolgte bei einer Stromstdrke von

1 mA/cm? fiir 70 Minuten.

Kathodenpuffer: 40 mM e-Aminocapronséure
20 mM Tris/HCI1 pH 9,0
20 % Methanol
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Anodenpuffer: 75 mM Tris/HCl pH 7,4
20 % Methanol

Anodenplatte

3 Whatman-Filter in Anodenpuffer
Membran

Gel

3 Whatman-Filter in Kathodenpuffer
Kathodenplatte

Abb. 3 2: Schematischer Aufbau eines Semidry-Western Blots

Nach Beendigung des Elektrotransfers wurde der Blot abgebaut und die PVDF-Membran
wurde unter kontinuierlicher Bewegung auf einer Wippe inkubiert. Zundchst wurde die
Membran, zum Blocken von Antigenbindungsstellen, 1 h in Blotto inkubiert. Dann folgte
eine Inkubation mit Primirantikorper verdiinnt in Blotto iiber Nacht bei 4° C.
AnschlieBend wurde die Membran 5 x 10 min mit PBST gespiilt. Es folgte eine 1-
stiindige Inkubation mit HRP-konjugiertem (horseradish peroxidase) Sekundérantikorper
und ein weiterer Waschschritt mit 5 x 10 min PBST. Die verwendeten Primédrantikorper

und ihre Verdiinnung sind in Abschnitt 3.1.7.1 angegeben.

PBST: 1 x PBS

0,1 % Tween-20
Blotto: 1 x PBS

0,1 % Tween-20

5 % Magermilchpulver

Die Detektion der Proteine erfolgt mit Hilfe des Supersignal West Pico
Chemiluminescent Detection Kits (Pierce, Rockford, USA). Die beiden Ldsungen des
Kits wurden 1:1 gemischt und auf der Membran verteilt. Unter gelegentlichem

Schwenken wurde die Membran 5 min inkubiert. Anschlielend wurde die Membran in



Material und Methoden 81

Folie eingeschlagen. Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte durch die CCD-
Kamera LAS-1000 (Fuyjifilm, Tokyo, Japan), wobei die Expositionszeit je nach

Signalstéirke variiert wurde.

Durch ,,Strippen* der PVDF-Membran koénnen die gebundenen Antikorperkomplexe von
der Membran entfernt werden, ohne die Qualitit und die Quantitit der geblotteten
Proteine zu verdndern, und der Blot kann anschlieBend fiir die Immundetektion eines
weiteren Proteins eingesetzt werden. Zum Strippen wurde die Membran 2 x 5 min mit
dH,O gewaschen, dann 2 x 5 min mit 0,2 M NaOH inkubiert und anschliefend nochmals
2 x 5 min mit dH,O gewaschen. Nach dieser Behandlung konnte die Membran beginnend

mit der Blockierung mit Blotto zur weiteren Immundetektion eingesetzt werden.

3.6 Tierexperimentelle Methoden

3.6.1 Immunisierung von Kaninchen und Ratten zur Generierung von Antiseren

Zur Generierung von spezifischen Antiseren wurde Kaninchen und Ratten aufgereinigtes
Protein und Stimune Adjuvant (Cedi Diagnostics, Lelystad, Niederlande) injiziert. Zur
Immunisierung von Kaninchen wurde ein Injektionsvolumen von 600 pl mit 300 pg
Protein (1.Injektion) bzw. 150 pug Protein (folgende Injektionen) in 300 pul PBS und
300 pl Stimune Adjuvant angesetzt. Vor der ersten Injektion wurden dem Kaninchen zur
Herstellung eines Prdimmunserums aus einer Ohrvene 5 ml Blut abgenommen. Zur
Immunisierung wurde dem Kaninchen ein Injektionsvolumen von 600 ul im
Nackenbereich subkutan an zwei Stellen injiziert. Weitere Injektionen folgten in
Zeitabstinden von 28 Tagen. 14 Tage nach jeder Injektion wurden dem Kaninchen 2 ml
Blut aus der Ohrvene abgenommen, um die Immunreaktion des Kaninchens am Serum
des Kaninchens zu testen. Zur Untersuchung der Immunspezifitit des Serums wurden
verschiedene Konzentrationen des injizierten Proteins im Western Blot mit verschiedenen
Serumkonzentrationen nachgewiesen. Ein spezifisches Antiserum erkannte 10 ng des
Protein bei einer 1:1000 Verdiinnung des Serum in Blotto. Nach vier Injektionen
(100 Tage nach der ersten Injektion) wurde das Kaninchen getotet und ausgeblutet. Die

Totung und die Blutentnahme wurde von Tierarzt Dr. Schunk an der ZTE des Klinikums
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Gottingen durchgefiihrt. Das gewonnene Antiserum wurde aliquotiert und bei -20° C

gelagert.

Zur Immunisierung von Ratten wurde ein Injektionsvolumen von 250 ul mit 125 pg
Protein in 125 pl PBS und 125 pl Stimune Adjuvant angesetzt. Die Ratte wurde mit CO,
kurzzeitig narkotisiert, zur Bestimmung des Immunstatus wurden retrobulbér 500 ul Blut
entnommen und der Protein/Adjuvant-Mix wurde subkutan im Nackenbereich injiziert.
Injektionen erfolgten in Zeitabstdnden von 21 Tagen. Die Immunspezifitit des Serums
wurde im Western Blot analysiert. Bei der fiinften Immunisierung wurde das Protein
ohne Adjuvant injiziert. 4 Tage spiter wurde die Ratte getotet und das Blut entnommen.
Totung und Blutentnahme erfolgte durch Stefan Wolf im Tierstall der Biochemie 2. Das

Antiserum wurde gewonnen, aliquotiert und bei -20° C gelagert.

3.7 Sonstige Methoden

3.7.1  MALDI-TOF-MS Analyse zur Identifikation von Proteinen

Zur Identifizierung von Proteinen aus SDS-Gelen erfolgte ein In-Gel-Verdau des Proteins
und die anschlieBende Identifikation durch eine peptide mass fingerprint Analyse am
MALDI-TOF Massenspektrometer. Aus dem Proteinspot des Coomassie-gefirbten Gels
wurde ein 2 mm groBles Gelstiick ausgestanzt. Zum Waschen wurde das Gelstiick bei
37°C 15 min mit 100 pl Waschlosung 1, dann zweimal 30 min mit jeweils 100 pl
Waschlosung 2 und schlieBlich fiir 10 min mit 100 pl Acetonitril behandelt. Das Gelstiick
wurde bei RT 5 min getrocknet. Zur reduktiven Carbamidomethylierung wurde die Probe
mit 10 pl DTT-Lésung fiir 1 h bei 56° C inkubiert, auf Eis abgekiihlt, der Uberstand
wurde abgenommen und die Probe wurde im Dunkeln mit 10 pl Iodacetamid-Losung 30
min bei RT inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und der Iodacetamid-Riickstand
wurde mit 10 ul DTT-Losung fiir 10 min bei 37° C gequencht. Zum Waschen des
Gelstiicks wurde es bei 37° C fiir 30 min mit 100 ul Waschlésung 2 und fiir 10 min mit
100 % Acetonitril inkubiert. Dann wurde das Gelstiick bei RT 5 min getrocknet. 2,5 ul
Trypsin-Stocklosung wurden mit 60 ul Waschlosung 1 gemischt. 6 ul des Gemischs
(120 ng Trypsin) wurden auf Eis auf das Gelstiick pipettiert. Nachdem das Gelstiick die

Trypsinldsung aufgenommen hatte, wurde das Reaktionsgefdl mit Waschlosung 1 gefiillt
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bis das Gelstiick vollstandig bedeckt war. Es folgte eine Inkubation iiber Nacht bei 37° C.
Am folgenden Tag wurde der Uberstand abgenommen und das Gel wurde zur
vollstdndigen Extraktion der Peptide mit 20 pl 1 % TFA bei 37° C fiir 30 min inkubiert.
Die Peptidlosungen wurden gepoolt, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 10 pl
einer 0,1 % TFA-Losung aufgenommen. 0,5 pl der Peptidlosung und 0,5 ul DHB-Matrix
(2,5-Dihydroxybenzoesdure) wurden zur Kokristallisation auf das MALDI-Target
aufgetragen. Die Probe wurde im REFLEX III MALDI-TOF Massenspektrometer
vermessen und mit Hilfe des MASCOT Suchalgorithmus (Perkins et al. 1999) wurden die
Proteine anhand ihrer Peptidmassen in der NCBI nr (nonredundant) Protein Datenbank
identifiziert. Alle massenspektrometrischen Analysen in dieser Dissertation wurden von

Nicole Eiselt und Kudzai Mutenda durchgefiihrt.

Waschlosung 1: 25 mM NH4HCO;
n ddeO
Waschlosung 2: 50 % Acetronitril

in Waschlosung 1
DTT-Losung: 10 mM Dithiothreitol (DTT)

in Waschlésung 1
Iodacetamid-Losung: 25 mM lodacetamid

in Waschlosung 1

Trypsin-Stockldsung: 0,5 pg/ul Trypsin
0,01 % Trifluoressigsdure (TFA)
DHB-Matrix: 5 mg 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB)

0,1 % Trifluoressigsdure (TFA)

3.7.2  MudPIT-Analyse

Die MudPIT Analyse (Multidimensional Protein Identification technology) ist eine
Proteomanalyse Methode, bei der ein komplexes Peptidgemisch durch multidimensionale
Chromatografieschritte aufgetrennt wird. Die aufgetrennten Peptide werden anschlieBend

durch Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) und Datenbankanalyse identifiziert. Die
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MudPIT Analyse in dieser Dissertation aufgereinigten Proteine erfolgte methodisch
entsprechend der MudPIT-Analyse von Washburn (Washburn et al. 2001). Das zu
identifizierende Proteingemisch wurde tryptisch verdaut. Die tryptischen Peptide wurden
durch sequenzielle Chromatografie an Kationenaustauscher- und Reverse Phase-Sédulen

aufgetrennt und durch ESI-Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS/MS) identifiziert.

Die ankonzentrierten, dialysierten Eluate der MPR-Affinititschromatografie (siche 3.5.2)
wurden lyophilisiert und anschlieend in 45 pl 8 M Harnstoft/ 0,4 M NH4;HCO; pH 8,5
gelost. Zur Reduktion der Proteine wurde 5 pul 100 mM DTT zugegeben und 1 h bei
56° C inkubiert. Die Cysteine der reduzierten Proteine wurden mit 5 ul 300 mM
lIodacetamid 30 C bei RT in Dunkelheit carbamidomethyliert. Uberschiissiges
Iodacetamid wurde durch Zugabe von 2,5 pul 100 mM DTT gequencht. Die Proteinlosung
wurde mit Wasser auf eine Konzentration von 2 M Harnstoff verdiinnt und mit 4 pg
Trypsin 16 h bei 37° C verdaut. Nach 8 h Inkubation wurde frisches Trypsin zugesetzt.
Das Peptidgemisch wurde zum Entsalzen an eine ZipTipC18 Saule (Millipore,
Schwalbach) gebunden, mit 200 ul 70 % Acetonitril und 0,1 % TFA eluiert und
anschlieBend getrocknet. Die Peptide wurden anschlieBend, &quilibriert in 5 %
Acetonitril/ 0,1 % TFA, auf eine Poros 10 S-Kationaustauschersidule (1 x 150 mm, LC
Packings, Amsterdam, Niederlande) aufgetragen. Die Elution der Peptide erfolgte in
einem linearen, 60-Minuten Gradienten von 0 bis 50 % 250 mM Ammoniumacetat. Bei
einer Flussrate von 40 pl/min wurden jeweils 25 pl Fraktionen gesammelt. 2 pl jeder
Fraktion wurden auf eine C18 Reverse-Phase Nano-Sdule (PepMap C18, 0.075 x
150 mm, LC Packings) am Nanoflow HPLC System (Ultimate, LC Packings)
aufgetragen. In einem linearen 30-Minuten-Gradient von 2 % bis 50 % Puffer B (90 %
Acetonitril/ 0,1 % Ameisensdure) wurden die Peptide mit einer Flussrate von 200 ul/min
von der Saule eluiert. Die eluierte Probe wurde 1:1000 gesplittet und mit einer Flussrate
von 200 nl/min online der Messung am ESI-MS-Massenspektrometer (Esquire 3000+,
Bruker Daltonik) zugefiihrt. Automatisch wurden MS und MS/MS Analysen
durchgefiihrt. Die Identifizierung der Proteine erfolgte durch dem MASCOT Algorithmus
(Perkins et al. 1999). Eine signifikante Identifizierung des Proteins erfolgte bei einem

MASCOT Score von mindestens 50, ermittelt anhand von Peptiden mit mindestens 6
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Aminosduren. Alle MudPIT-Analysen zu dieser Dissertation wurden von Kudzai

Mutenda durchgefiihrt.

3.7.3 Edman Analyse

Zur Identifizierung der N-terminalen Aminosduresequenz von Proteinen erfolgte eine
Edman Analyse. Aufgereinigte Proteine oder Proteinfragmente wurden iiber SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran {iibertragen. Die Membran wurde 3 min in
Coomassie-Féarbelosung und anschlieBend in Entfdrbelosung inkubiert bis distinkte
Proteinbanden zu erkennen waren. Die Banden wurden aus der PVDF-Membran
ausgeschnitten und der automatischen N-terminalen Sequenzierung im Procise cLC
sequenator (Applied Biosystems) zugefiihrt. Die Sequenzierung der vorbereiteten Proben

wurde von Klaus Neifert durchgefiihrt.

Commassie-Firbelosung: 0,25 % (w/v) Coomassie Serva-Blue R-250
10 % (v/v) Essigsdure
50 % (v/v) Methanol

Entfarbeldsung: 10 % (v/v) Essigsdure

50 % (v/v) Methanol
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4 Ergebnisse

4.1 Proteomanalyse M6P-markierter Proteine

4.1.1  Aufreinigung M6P-markierter Proteine

Lysosomale Matrixproteine werden durch die Bildung von M6P-Resten modifiziert und
nach Bindung an einen der beiden MPR zum Lysosom transportiert. Zur Aufreinigung
lysosomaler Matrixproteine kann man sich diese Modifikation und die Bindung der
Proteine an die MPR zu Nutze machen. M6P-markierte Proteine wurden aus
Zellkulturiiberstinden der MPR-defizienten Mausfibroblasten MEF-23-1SV (Kasper et
al. 1996; Dittmer et al. 1998; Dittmer et al. 1999) gewonnen. Aufgrund des gezielten
Ausschaltens der Gene fiir den MPR300 und MPR46 werden M6P-markierte Proteine
von MEF-23-1SV konstitutiv sezerniert. Zellkulturiiberstinde der MEF-23-1SV wurden
gesammelt und zur quantitativen Fillung der Proteine mit 0,5 g/ml Ammoniumsulfat
versetzt. Das Préizipitat wurde gegen Bindungspuffer dialysiert und mit Hilfe
immobilisierter MPR affinititschromatografisch aufgereinigt (3.5.2). Nach intensiver
Dialyse gegen Bindungspuffer erfolgte eine Rechromatografie unter gleichen
Bedingungen. Die Fraktionen der Aufreinigung wurden durch Bestimmung der
spezifischen Aktivitdt der lysosomalen Proteine -Hexosaminidase und Arylsulfatase A
auf den Gehalt an lysosomalen Proteinen untersucht. Durch die affinitéts-
chromatografische Aufreinigung konnte die spezifische Aktivitit der B-Hexosaminidase
auf 27 U/mg Protein angereichert werden. Die Isolierung der M6P-markierten Proteine

erfolgte durch Martina Balleiniger.

4.1.2  ldentifizierung von M6P-markierten Proteinen durch 2D-Gelelektrophorese

und Massenspektrometrie

Zur Identifizierung der M6P-haltigen Proteine erfolgte zunéchst eine Untersuchung der
MPR-affinitdtsgereinigten Proteine durch 2D-Gelelektrophorese mit anschlieender
Analyse der Proteine durch MALDI-TOF-MS. In der ersten Dimension wurden die
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Proteine durch isoelektrische Fokussierung mit einem pH-Gradienten von pH 4 -8
aufgetrennt, in der zweiten Dimension erfolgte eine Trennung der Proteine durch
SDS-PAGE mit einem 15 %-igen Acrylamidgel (3.5.17). Die Proteine im 2D-Gel wurden
mit kolloidalem Coomassie angefirbt und durch einen In-Gel-Verdau mit Trypsin und
anschlieBender MALDI-TOF-MS Analyse identifiziert (3.7.1). Bei Proteinen, die durch
MALDI-TOF-MS nicht identifiziert werden konnten, erfolgte zusétzlich eine offline nano
ESI-MS Analyse (3.7.2). Die 2D-Gelelektrophorese wurde von Martina Balleiniger
durchgefiihrt. Alle MALDI-TOF- und ESI-MS-Analysen wurden von Kudzai Mutenda
und Nicole Eiselt unter Anleitung von Bernhard Schmidt durchgefiihrt.

Abb. 4.1 zeigt die Auftrennung von M6P-markierten Proteinen im 2D-Gel. Von 201
ausgestanzten Spots konnten in 198 Spots Proteine durch MALDI-TOF-MS oder ESI-MS
Analyse identifiziert werden. Die identifizierten Proteine mit ihren korrespondierenden
Proteinspots im 2D-Gel sind in der Tab. 4.2 aufgelistet. In drei Spots (Nr. 31, 187, 188)
konnten die Proteine nicht identifiziert werden. In einem Spot (Nr. 192) wurde ein
eindeutig nicht lysosomales Protein, das Dynamin 2 (gi: 6681207) identifiziert. In 180
Spots wurden insgesamt 28 bekannte lysosomale Matrixproteine identifiziert. Die
lysosomalen Proteine a-L-Fucosidase, die Arylsulfatase A, das CLN Protein 5 (ceroid-
lipofuscinosis neuronal protein 5), die Ribonuklease 6 und die Tripeptidylpeptidase I
wurden jeweils durch einen einzelnen Spot im Gel identifiziert, wihrend die iibrigen
Proteine in bis zu 34 Spots (B-Hexosaminidase) detektiert wurden. Durchschnittlich
wurde ein Protein durch sieben verschiedene Spots nachgewiesen. Die Heterogenitit der
Proteine in Ladung und GroBe lédsst sich auf die Glykosylierung und Phosphorylierung,

sowie auf eine limitierte Proteolyse der Proteine zuriickfiihren.
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Abb. 4.1: 2D-Gel von M6P-haltigen Proteinen aus MPR-defizienten mausembryonalen
Fibroblasten

(A) M6P-haltige Proteine wurden aus Zellkulturiiberstand der MPR-defizienten Mausfibroblasten
MEF-23-1SV gewonnen. Durch die Bindung an immobilisierte MPR wurden die Proteine
affinitdtschromatografisch aufgereinigt und anschlieBend durch 2D-GE separiert (IEF im Bereich von
pH 4 — pH 8 gefolgt von SDS-PAGE mit einem 15%-igen Gel, Coomassie-Farbung). Die in (B) markierten
Spots wurden durch MALDI-TOF analysiert. Die Nummerierung der Proteinspots entspricht den
Spotnummern in Tab. 4.2, in der die identifizierten Proteine aufgelistet sind. Farblich markiert sind
Proteinspots in denen Kandidaten fiir neue lysosomale Proteine identifiziert wurden: Scpepl (rot),

66.3 kDa-Protein (griin), MERP-2 (blau).
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Zusitzlich zu den 28 bekannten lysosomalen Matrixproteinen und dem nicht lysosomalen
Protein wurden drei weitere Proteine im 2D-Gel identifiziert. Dabei handelt es sich zum
einen um das hypothetical 66.3 kDa protein (66.3 kDa-Protein). Dieses Protein wurde in
17 Spots identifiziert, was auf eine starke Heterogenitit in Ladung und GroBe des
Proteins hinweist. Fiinf Spots zeigten ein Molekulargewicht von 66 kDa und lagen im
pH-Bereich zwischen pH 5-5,5. Eine Gruppe von sieben Spots wurde mit einem
Molekulargewicht von 40 kDa im pH-Bereich von pH 6,2 - 6,6 detektiert und fiinf Spots
mit einem Molekulargewicht von 30 kDa lagen bei pH 4,2 -4,5. Das zweite, neu
identifizierte Protein, das mammalian ependymin related protein 2 (MERP-2), wurde in
vier Spots des 2D-Gels identifiziert. Es zeigte ein Molekulargewicht von 32 kDa. Die
Spots lagen im pH-Bereich von pH 4,8 - 5,2. Das dritte, neu identifizierte Protein war die
Serincarboxypeptidase 1 (Scpepl). Dieses Protein wurde in vier Spots mit einem
Molekulargewicht von 55 kDa und einem pl zwischen pH 5,0 und 5,3 detektiert. Das
aufgrund der Aminoséduresequenz berechnete Molekulargewicht von MERP-2 betragt

22 kDa, das der Scpepl betrdgt 51 kDa.

4.1.3 ldentifizierung von M6P-haltigen Proteinen durch MudPIT-Analyse

In einem zweiten Ansatz wurden die affinitdtsgereinigten, M6P-markierten Proteine
durch die sogenannte MudPIT-Analyse (multidimensional protein identification
technology) untersucht. Die M6P-markierten Proteine wurden tryptisch verdaut, als
tryptische Peptide durch sequenzielle Kationenaustauscher- und Reverse Phase-
Chromatografie separiert und durch ESI-Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)
analysiert. Mit Hilfe der erhaltenen Peptidsequenzen wurden die M6P-markierten
Proteine durch den MASCOT Suchalgorithmus in der NCBI nr Protein Datenbank
identifiziert (3.7.2). Dabei wurden nur Peptide mit einer Sequenzlinge von mindestens
sechs Aminosduren zugelassen. Die MudPIT-Analyse wurde von Kudzai Mutenda

durchgefiihrt.

Mit Hilfe der MudPIT-Analyse wurden insgesamt 149 Peptide mit einer Lédnge von sechs
bis 18 Aminosduren bestimmt. Dabei wurden insgesamt 28 bekannte lysosomale, sechs
putativ lysosomale Proteine, sowie ein bekanntes nicht lysosomales Protein, das Keratin

Complex 2, identifiziert. In Tab. 4.2 sind die identifizierten Proteine aufgelistet. Fiir jedes
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Protein wurden durchschnittlich vier Peptide gefunden, was einer durchschnittlichen
Sequenzabdeckung von 10 % entspricht. Bei den identifizierten, putativ lysosomalen
Proteinen handelt es sich zum einen um die Proteine unnamed protein product
(gi: 26354020), RIKEN cDNA entry (gi:38081771) und Progranulin/Epithelin
(gi: 26384542). Zum anderen wurden die drei putativ lysosomalen Proteine MERP-2
(gi: 13562142), 66.3 kDa-Protein (gi: 12004583) und Scpepl (gi: 12852682) die
ebenfalls durch 2D-PAGE identifiziert wurden, nachgewiesen. Das 66.3 kDa-Protein
wurde durch sechs Peptide mit einer Linge von 7, 8, 9, 12, 12 und 13 Aminosduren
identifiziert. Das entspricht einer Sequenzabdeckung von 11 %. MERP-2 wurde durch
drei Peptide mit einer Linge von 11, 11 und 18 Aminosduren identifiziert (18 %
Sequenzabdeckung). Das Protein Scpepl wurde mit sechs Peptiden identifiziert (7, 7, 9,
10, 13 und 15 Aminosduren), was einer Sequenzabdeckung von 14 % entspricht. Das
Protein Progranulin/Epithelin wurde durch fiinf Peptide mit einer Lange von 7, 10, 13, 13
und 14 Aminoséduren (10 % Sequenzabdeckung) als weiteres putativ lysosomales Protein
identifiziert. Die Proteine unnamed protein product (gi: 26354020) und RIKEN cDNA
entry (gi: 38081771) wurden mit zwei Peptiden (7, 15 Aminosduren) und einem Peptid

(8 Aminoséduren) nachgewiesen.

Die Proteinsequenzen der putativ lysosomalen Proteine wurden auf Eigenschaften
lysosomaler Proteine untersucht. Zum Transport neu synthetisierter Proteine in das ER
besitzen lysosomale Matrixproteine ein N-terminales Signalpeptid. Des Weiteren
benodtigen lysosomale Proteine N-Glykosylierungssequenzen zur kotranslationalen
N-Glykosylierung (Kornfeld und Kornfeld 1985; Helenius und Aebi 2001), um im Golgi
eine M6P-Modifikation zu erhalten (Lazzarino und Gabel 1988), die als lysosomales
Transportsignal dient (Kornfeld 1986; von Figura und Hasilik 1986). Als zusitzliches
Auswabhlkriterium sollten die Kandidatenproteine als 16sliche lysosomale Matrixproteine
keine Transmembrandoménen besitzen. Mit Hilfe der bioinformatischen Analyse konnte
gezeigt werden, dass die Proteine MERP-2, Scpepl, 66.3 kDa-Protein und
Progranulin/Epithelin Eigenschaften putativ lysosomaler Proteine besitzen (Tab. 4.1). Die
Sequenzen dieser Proteine enthalten N-terminale Signalpeptide und Konsensussequenzen
fiir N-Glykosylierungen (N-X-S/T) (Kornfeld und Kornfeld 1985), jedoch keine

Transmembrandominen. Die Sequenzen der Proteine unnamed protein product
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(gi: 26354020) und RIKEN cDNA entry (gi: 38081771) enthalten keine N-terminalen
Signalpeptide. Sie wurden deshalb in Tab. 4.2 den kontaminierenden und nicht den

lysosomalen Proteinen zugeordnet.

Protein gi Nummer  Position von Signalpeptid Putative
N-Glykosylierungs-
sequenzen

mammalian ependymin 13562142 SP AS 1-37 QNSTFE™

related protein 2 (MERP-2) BIRNY TV

Scpep1 12852682 SP AS 1-28 SKNFSEL®
RNTTWL'®®

YNTTDA™
Y"CNFSGV'®
FYNVTVY®
hypothetical 66.3 kDa protein 12004583 SP AS 1-46 2ANLTNAY
"YNDSLQ'"®
25 NKTNT*?
“OENASGL*®
SIS ANGSYP?*
Progranulin/ Epithelin 26384542 SP AS 1-30 PANYSCC®
TIKNYTTD?
SBSTNNTCC™®
SSDNQTCC™

Tab. 4.1: Signalpeptid und putative N-Glykosylierungssequenzen der putativ lysosomalen
Proteine MERP-2, Scpepl, 66.3 kDa Protein und Progranulin/ Epithelien

Mit Hilfe der Bioinformatik-Server SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), TMHMM v 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) und ELM (http://elm.eu.org/) wurden die Proteinsequenzen der
Kandidatenproteine auf die Anwesenheit von Signalpeptid und N-Glykosylierungssequenzen und die
Abwesenheit von Transmembrandoménen untersucht.


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://elm.eu.org/
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gi Theoretische 2D-GE MudPIT: Anzahl der Sequenze-
Protein Nummer Masse Anzahl der Spots (Spot Peptide (Lange der abdeckung
M, (x 10%) Nr.) Peptide in AS) in MudPIT
Bekannte lysosomale Enzyme
a-Glucosidase 20913867 106 4 (37-40) 3(11,12,13) 3%
a-L-Fucosidase 12832063 52 1(140) — -
a-N-Acetylgalactosaminidase 3327016 47 5(13,116,117, 124,194) 4(9,10,11,17) 11 %
a-N-Acetylglucosaminidase 3329361 83 4 (48-51) 7 (8,8,8,11,13,13,13) 10 %
Arylsulfatase A 1703420 54 1(198) 6 (6,6,8,9,11,16) 11 %
Arylsulfatase B 33302601 43 8 (6,10,58-62,87) 3(7,11,13) 8 %
B-Galactosidase 192185 73 12 (5,41-47,106, 2(12,13) 4%
150,159,171)
B-Glucuronidase 309257 74 9 (7,25-28, 63-66) 4(6,11,13,15) 7%
B-Hexosaminidase alpha 232255 61 34 (11,12,71-83, 3(7,8,13) 5%
88-91,106-113,
130,154,174,195,
196,198,199)
B-Hexosaminidase beta 1346280 61 10 (92-99,151,193) 4(8,10,11,16) 8 %
B-Mannosidase 13310141 101 6 (3, 32-36) 1(12) 2%
Cathepsin A 6679437 54 19 (14,111-114,122, 5(7,8,11,13,18) 12 %
125-129,152,153,
173-175,189-191
Cathepsin B 6681079 37 4 (14,152,195197) 5(8,10,11,13,14) 17 %
Cathepsin C / DPP-| 31560607 52 10 (131-140) 10 (6,7,7,8,8,10, 21%
12,12,14,14)
Cathepsin D 115718 45 10 (141-149,151) 5(8,10,10,10,18) 14 %
Cathepsin F 4826565 52 1(15) 3%
Cathepsin L 200501 38 6 (168-170, 3(10,16,20) 13 %
172,183,186)
Cathepsin Z 11066226 34 9 (15,16,18-20, 15-158) 5(9,10,11,12,17) 19 %
Ceroid-lipofusc.neur.prot. 5 20881345 39 1(141) - -
Deoxyribonuklease Il 6753654 39 2(160,161) 1(9) 3%
Dipeptidylpeptidase Il 13626390 56 7 (8,100-105) 3(11,12,14) 7%
Galactocerebrosidase 2459856 76 - 1(16) 2%
Legumain 7242187 49 3 (84-86) 1(12) 3%
N-Acetylglucosamine-6-sulfatase 29789239 61 7 (4,52-57) 13 (6,7,8,9,9,1012, 27 %
12,12,13,13,16,17)
Neuraminidase 1 24496770 45 2 (115,123)
Niemann Pick Typ C2 prot. 12963667 16 4(7,11,12,16) 31 %
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Prosaposin 1381582 61 - 12(7,9,10,10,10,11, 24 %
11,11,11,12,14,15)

Ribonuklease 6 12858578 30 1(176)

Saure o-D-Mannosidase 1914843 112 4 (1,2,29,30) 4(9,14,14,14) 5%
- 0,

Saure Ceramidase 9790019 45 5(10,11,11,14,17) 16 %

Saure Lipase |, lysosomal 11496259 46 - 2(10,11) 5%

Tripeptidylpeptidase | 12644085 61 1(77) - -

cellular repressor of 6753520 25 4 (23,24,184,185) - -

E1A-stimulated genes (CREG)

secreted - Mannosidase class 6678792 116 4 (1,2,29,30) 3(11,12,13) 4%

2B (M2B2)

Putative lysosomale Matrixproteine

mammalian ependymin related 13562142 26 4(21,22,174,175) 3(11,11,18) 18 %

protein 2 (MERP-2)

Scpep1 (or retinoid-inducible 12852682 51 4(118-121) 6(7,8,9,10,13,15) 14 %

serine carboxypeptidase)

hypothetical 66.3 kDa protein 12004583 66 17 (9,67-70,162-167, 6(7,8,9,12,12,13) 1%

177-181,200

Progranulin/ Epithelin 26384542 65 5(7,10,13,13,14) 10 %

Non-lysosomal contaminants

Dynamin 2 6681207 98 1(192)

unnamed protein product 26354020 20 - 2(7,15) 12 %

similar to RIKEN cDNA 38081771 62 1(8) 2%

9030227G01

Keratin complex 2, gene 17 38077188 121 - 2(12,12) 2%

Tab. 4.2: 2D-PAGE/MALDI-TOF und MudPIT-Analyse identifizierter Proteine

Liste der durch 2D-PAGE/MALDI-TOF und MudPIT identifizierten Proteine. In der Tabelle sind die
Anzahl und Nummern der Proteinspots angegeben, durch die Proteine bei der 2D-PAGE identifiziert
wurden. Zudem sind Anzahl und Lénge der Peptide angegeben, mit denen die Proteine durch
MudPIT-Analyse identifiziert wurden. Eine ausfiihrliche Tabelle der durch MudPIT analysierten
Peptidsequenzen befindet sich im Anhang (Tab. 8.1).

4.1.4  Generierung von cDNA der neu identifizierten Proteine

Zur weiteren Untersuchung der Kandidatenproteine Progranulin/Epithelin, MERP-2,
Scpepl und 66.3 kDa-Protein wurden die entsprechenden ¢cDNAs durch RT-PCR aus
muriner RNA generiert und in Vektoren des Gateway Systems (Invitrogen, Karlsruhe)

kloniert. Als Kontrollen fiir die folgenden Experimente wurden zudem die cDNAs der
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Proteine M2B2 und CREG kloniert, da M2B2 und CREG bereits als MPR-bindende
Proteine beschrieben worden waren (Belmonte et al. 1998; Journet et al. 2000; Di Bacco

und Gill 2003).

Die RT-PCR der Kandidatenproteine Progranulin/Epithelin und Scpep1 erfolgte mit RNA
aus der Niere. Die RNA zur Generierung der MERP-2 ¢cDNA stammte aus Herz, die der
Kandidaten 66.3 kDa-Protein, sowie von CREG und M2B2 aus Leber. Nach der
RT-Reaktion erfolgte eine zweistufige, nested PCR (Abb. 4.2). Die generierten cDNAs
wurden in den Vektor pDONR221 integriert und anschlieBend sequenziert. Die cDNAs
konnten den NCBI Nucleotide Datenbankeintrdgen der Proteine MERP-2 (gi:14009839),
66.3 kDa-Protein (gi:24047307), Progranulin (gi:142357784), Scpepl (gi:13436037),
CREG (gi:31542419) und M2B2 (gi:42542424) zugeordnet werden.

66.3kDa
2 | Mb)

—4,0
—30
—2,0
—16
—1,0

Abb. 4.2: Generierung der cDNA der Kandidatenproteine durch reverse Transkription und
nested PCR

CREG MERP-2 progranulin | Scpepl M2B2

Durch reverse Transkription gefolgt von einer nested PCR wurden die cDNAs der Kandidatenproteine aus
RNA amplifiziert. Die PCR 1 und die PCR 2 der nested PCR wurden im Agarosegel aufgetragen. Die PCR-
Produkte der PCR 2 wurden aus dem Gel isoliert und in den Vektor pDONR221 rekombiniert. Durch
Sequenzierung wurden die integrierten cDNA-Sequenzen kontrolliert. Verwendeten Primer sind im Anhang
(8.3.1) aufgelistet. M: Marker (kb).

415  Expression der identifizierten Proteine in BKH Zellen und Analyse der
M6P-Rezeptorbindung der exprimierten Proteine

Die cDNAs der Kandidatenproteine wurden in den Vektor pcDNA-DEST40 transferiert,
der die Expression der Proteine mit C-terminalem V5-His6-Tag ermdglicht. BHK Zellen
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(baby hamster kidney cells) wurden transient mit den generierten Vektoren transfiziert.
Die Expression der C-terminal V5-His6-markierten Proteine in den transfizierten Zellen
wurde durch Western Blot Analyse mit einem o-V5-Antikdrper nachgewiesen (nicht
abgebildet). Um die exprimierten Proteine aus dem Medium der transfizierten Zellen
isolieren zu konnen, wurden die transfizierten BHK Zellen mit 20 mM NH4ClI behandelt.
NH4Cl verhindert den MPR-abhidngigen Transport zu den Lysosomen, so dass
M6P-markierte Proteine ins Medium sezerniert werden. Mittels Ni-NTA-Agarose wurde
das V5-His6-getaggte Protein partiell aus dem Medium aufgereinigt und anschlieBend
mit immobilisiertem MPR inkubiert. Nicht gebundenes Material wurde im Durchfluss
(FT) aufgefangen. Die MPR-Sdule wurde ausgiebig mit Bindungspuffer (W1) und mit
G6P-haltigem Bindungspuffer (W2) gewaschen und anschliefend mit einem
M6P-haltigen Bindungspuffer eluiert (E). Die Fraktionen der MPR-Affinitéts-

chromatografie wurden im Western Blot mit einem o-V5-Antikorper analysiert (Abb.

4.3).

66.3kDa- Scpepl- MERP-2- |progranulin-| M2B2- CREG- M
V5-His6 V5-His6 V5-His6 V5-His6 V5-His6 V5-His6 |(kDa)
FT WLW2E |FT WLW2E | FT WLW2E |FT WLW2E |FT WIW2E|FT WIW2E
- can = Y™ e —250
. . ‘ ' & e | —_—-— - -~ —150
' 100
- - .' - o 175
.. ' —50
4 - oo
37
o ..
e
Abb.4.3:  Western Blot Analyse der neu identifizierten, putativ lysosomalen Proteine

Die V5-His6-getaggten Proteine wurden in BHK21 Zellen exprimiert und mit Ni-NTA-Agarose aus den
Zellkulturiiberstinden der Zellen aufgereinigt. Das gereinigte Protein wurde mit immobilisiertem MPR
inkubiert. Die Sdule wurde mit Bindungspuffer (W1) und mit Bindungspuffer mit Glucose-6-Phosphat
(W2) gewaschen. Die Eution des Proteins erfolgte durch Bindungspuffer mit Mannose-6-Phosphat. Mittels
Western Blot Analyse mit einem monoklonalen o-V5-Antikdrper wurde das Protein in den Fraktionen
Durchflu3 (FT), Waschfraktion 1 und 2 (W1, W2) und Eluat (E) nachgewiesen.

Eine densitometrische Analyse des Western Blots ergab, dass bei 66.3 kDa-Protein,
Scpepl, MERP-2, M2B2 und CREG zwischen 20 und 35% des aufgetragenen

Gesamtproteins an die MPR-Affinitidtschromatografiesidule gebunden und spezifisch mit
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MG6P eluiert wurde (E). Der Rest des detektierten Proteins befand sich im Durchfluss (FT)
und in der Waschfraktion 1 (W1). Die relativ geringe Bindungseftizienz der Proteine ist
wahrscheinlich auf eine unvollstindige M6P-Markierung aufgrund der hohen
Expressionsrate zuriickzufiihren. Die spezifische M6P-Rezeptorbindung identifiziert die
Kandidatenproteine Scpepl, 66.3 kDa-Protein und MERP-2 als M6P-markierte Proteine,
womit sie eine essenzielle Eigenschaft lysosomaler Matrixproteine besitzen. Das
V5-His6-markierte Progranulin/Epithelin wurde nicht an die MPR-Chromatografiesdule
gebunden. Das Protein besitzt entweder keine M6P-Modifizierung oder die Bindung einer

vorhandenen M6P-Markierung wurde durch den V5-His6-Tag behindert.

4.1.6 Internalisation der putativ lysosomalen Kandidatenproteine in Fibroblasten

Um die subzelluldre Lokalisation der Kandidatenproteine zu untersuchen, wurden die
C-terminal V5-His6-markierten Kandidatenproteine in verschiedenen eukaryontischen
Zelllinien (BHK, HT1080, HelLa) exprimiert. Bei der Immunfirbung der transient
transfizierten Zellen mit einem polyklonalen o-V5-Antikorper wurde bei allen
Kandidatenproteinen eine Farbung des ER (endoplasmatisches Reticulum) und teilweise
eine zusétzliche Farbung des Golgi Apparats detektiert. Eine lysosomale Lokalisation
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Moglicherweise wird der 40 AS-lange
V5-His6-Tag des rekombinanten Proteins aufgrund der hohen proteolytischen Aktivitit

im Lysosomen degradiert, was eine Detektion in den Lysosomen verhindert.

Alternativ. wurde ~ humanen  Fibroblasten = partiell =~ Ni-NTA-aufgereinigtes
Kandidatenprotein zur Endozytose angeboten. Die Fibroblasten wurden anschlieBend
fixiert und mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert. Die internalisierten V5-His6-
markierten Proteine CREG, 66.3 kDa-Protein, Scpepl und MERP-2 waren nach der
Endozytose durch schwache Signale in den Lysosomen der Fibroblasten nachweisbar. Die
Signalstirke konnte durch die Vorinkubation der Fibroblasten mit den Proteaseinhibitoren
Leupeptin und Pepstatin A oder durch die Verwendung von I-cell-Fibroblasten, deren
proteolytische Aktivitét in den Lysosomen signifikant reduziert ist (Raas-Rothschild et al.
2000; Tiede et al. 2005), erhoht werden. Die Inhibierung der proteolytischen Aktivitét
steigert offensichtlich die Stabilitét des C-terminalen Protein-Tags in den Lysosomen, so

dass diese besser nachweisbar sind. Durch indirekte Immunfluoreszenz mit einem o-V5-
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Antikorper wurde das internalisierte V5-His6-markierte Protein in den I-cell-Fibroblasten
detektiert (Abb. 4.4). Zusitzlich wurde das lysosomale, integrale Membranprotein
LAMP-1 angeférbt. Die lysosomalen Membranen werden bei den konfokalen Aufnahmen
als rote Ringe detektiert. Das internalisierte Protein ist als griine Signale in den
lysosomalen Ringen dargestellt. Bei dem Protein Progranulin/Epithelin konnte keine
Internalisierung detektiert werden. Die Endozytose des Proteins konnte auch bei I-cell-
Fibroblasten und bei mit Proteaseinhibitoren behandelten Fibroblasten nicht

nachgewiesen werden.

In Abb. 4.5 sind die I-cell-Fibroblasten nach Internalisation in Anwesenheit von 5 mM
M6P und in Anwesenheit von G6P dargestellt. In Anwesenheit von 5 mM M6P nahmen
die Zellen deutlich weniger Protein auf als in Anwesenheit von G6P. Demnach konnte die
Internalisation der Kandidatenproteine mittels M6P im Medium inhibiert werden. Dies
bestétigt, dass es sich bei den Proteinen Scpepl, MERP-2, und 66.3 kDa-Protein um
M6P-markierte Proteine handelt und dass die Proteine MPR-vermittelt in die Lysosomen
der Zellen gelangen. Das V5-His6-getaggte Progranulin/Epithelin hingegen wird von den
M6P-Rezeptoren nicht als spezifischer Ligand erkannt und konnte somit auch nicht durch

MPR-spezifische Endozytose in die Zellen aufgenommen werden.
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66.3 kDa-V5-His6 CREG-V5-His6

Scpepl-V5-His6

a-LAMP-1

a-V5

a-V5/
o-LAMP-1

MERP-2-V5-His6

a-LAMP-1

a-V5

a-V5/
o-LAMP-1

Abb. 4.4: Internalisation von putativ lysosomalen Proteinen in I-cell-Fibroblasten

I-cell-Firoblasten wurden mit Ni-NTA-aufgereinigtem, V5-His6-getaggtem Protein 2h inkubiert. Bei
MERP-2 wurden die Fibroblasten vor der Inkubation mit Leupeptin und Pepstatin A behandelt. Die
lysosomale Lokalisation nach der Internalisation wurde durch indirekte Immunfluoreszenz mit Antkorpern
gegen den V5-Tag und gegen das lysosomale Markerprotein LAMP-1 detektiert. Balken 20 pm
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66.3 kDa-V5-His6
+ G6P + M6P

Scpepl-V5-His6
+ G6P + M6P

CREG-V5-His6
+ G6P + M6P

MERP-2-V5-His6
+ G6P + M6P

Abb. 4.5:

Inhibierung der Internalisation von putativ lysosomalen Proteinen in I-cell-
Fibroblasten durch Mannose-6-phosphat

I-cell-Firoblasten wurden mit Ni-NTA-aufgereinigtem, V5-His6-markiertem Protein in Anwesenheit von
5 mM Glucose-6-phosphat oder Mannose-6-Phosphat 2h inkubiert. Bei MERP2 wurden die Fibroblasten
vor der Inkubation mit Leupeptin und Pepstatin A behandelt. Die intrazellulire Lokalisation nach der
Internalisation wurde durch indirekte Immunfluoreszenz gegen den V5-Tag und gegen das lysosomale
Markerprotein LAMP-1 detektiert. Balken 20 pm
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4.2 Bioinformatische Analyse der Scpepl

Die Scpepl ist durch die Proteomanalyse Mo6P-markierter Proteine als putativ
lysosomales Protein identifiziert worden. Als Serincarboxypeptidase ist sie ein
interessanter Kandidat fiir eine lysosomale Hydrolase, so dass die Scpepl in

weiterfilhrenden Analysen untersucht wurde.

4.2.1 Das Scpepl-Gen aus Maus und seine Transkripte

Das Gen der Scpepl (Abb. 4.6) ist in Maus auf dem Chromosom 11 in Position
88.740.110 - 88.771.522 in Abschnitt C lokalisiert (Gene ID: 74617). Das Scpepl-Gen

besitzt 13 Exons, die fiir ein 452 Aminoséduren langes Protein codieren.

Chr. 11 BE.T5 Mb 83.75Mb 82.75 Mb BE.TE Mb B8.77 Mb 82.77 Mb|
Length }——Forward strand 3141 Kb —
Vega assembly 11:88738458-B87 63870
4 - -t 4 A 4+ A
< Scpepi
Ensembl Known Protein Coding
Ensemblrans. 04— e
< Scpep1
Ensembl Known Protein Coding
Length — 31.41 Kb Reverse strand ——+
N N N N N T T T T T e e e e Sy

83.75 Mb 88.75 Mb 83.75 Mb 83.76 Mb Ba.7T Mb 83.77 Mb|

Abb. 4.6:  Scpepl-Gen auf Chromosom 11 des Mausgenoms

Grafische Darstellung des Scpepl-Gens im Mausgenom. Die Abbildung wurde durch die Ensemble Mouse
Contig  View  Datenbank erstellt und zeigt Chromosom 11: bp88740110-88771522,
(http://www.ensembl.org/Mus_musculus/contigview?1=11:88740110-88771522).

Durch eine Blast Analyse (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) wurden in der
Datenbank nr (non-redundant protein sequences database) vier Proteinvarianten der
murinen Scpepl identifiziert (Tab. 4.3). Dabei handelt es sich um drei Proteinvarianten
bei denen einzelne Aminosduren ausgetauscht sind (V1 - V3). Diese Varianten wurden in
verschiedenen cDNA Datenbanken als exprimierte Proteine identifiziert und haben ihren
Ursprung im Nukleotid Polymorphismen des murinen Scpepl-Gens (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&cmd=search&term=). Bei der vierten Proteinvariante
der Scpepl handelt es sich um eine Proteinspleiflvariante (V4) bei der die Aminosduren

L106 bis T157 deletiert sind (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
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viewer.fcgi?db=protein&id=74151992). Diese Proteinvariante ~wurde in einer
Makrophagen-spezifischen cDNA-Datenbank identifiziert. Bei der Klonierung der
Kandidaten-cDNA (4.1.4) wurde fiir die Scpepl eine cDNA aus Niere generiert, die die
Scpepl-Proteinvariante V1 (gi:13436038) der Tab. 4.3 kodiert. Diese Scpepl-Variante
wurde in allen weiteren molekularbiologischen Untersuchungen verwendet. Die
Expression der anderen Proteinvarianten, insbesondere der Scpepl-SpleiBBvariante V3,

wurde nicht weiter untersucht.

Scpep1- Protein Gl Protein
Proteinvarianten Sequenzvarianten
Scpep1 V1 13436038 Q11, H30, E229
Scpep1 V2 12852682 Q11 - R11
H30 — D30
Scpep1 V3 74151992 Q11 > RM
H30 — D30
A106-157
Scpep1 V4 15146429 Q11 > RM
H30 — D30
E229 — M229
Tab. 4.3: Proteinvarianten der Scpepl in Maus

Nukleotid Polymorphismen des Scpepl-Gens im Mausgenom und alternatives Splicing des Scpepl-
Transkripts fiihren zu Varianten der Scpepl. Die Tabelle zeigt die verschiedenen Scpepl Eintridge der NCBI
Datenbank nr fiir das murine Scpep1-Protein.

4.2.2 Die Scpepl, eine Serincarboxypeptidase der Familie S10

Mit Hilfe der NCBI Conserved Domains Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
sites/entrez?db=cdd) und der MEROPS Peptidasen Datenbank (http://merops.
sanger.ac.uk/) wurde die Scpepl-Proteinsequenz untersucht. Die Scpepl ist eine
Peptidase der Familie S10, die dem Serinpeptidase Clan C angehort. Andere Namen fiir
die Scpepl sind retinoid-inducible serine carboxypeptidase oder RISC Peptidase
(MEROPS Name, ID: S10.013).

Proteolytische Enzyme, deren katalytische Aktivitdit von einem Serinrest im aktiven

Zentrum des Enzyms abhingig sind, nennt man Serinpeptidasen (Rawlings und Barrett
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1993). Serinpeptidasen findet man in Eukaryonten, Bakterien und Viren. Sie konnen
Exopeptidasen, Endopeptidasen, Oligopeptidasen oder Omega-Peptidasen sein.
Serinpeptidasen werden in Clans und Familien unterteilt. Das katalytische Zentrum der
Serinpeptidasen der Clans A, B und C wird von den Aminosduren Serin (S), Aspartat (D)
und Histidin (H) gebildet. Das Serin dient bei der Hydrolysereaktion als Nukleophil, das
Aspartat als Elektrophil und das Histidin als Base. Im Serinpeptidase Clan C sind die
Aminosduren der katalytischen Triade in der Reihenfolge S-D-H angeordnet (Rawlings

und Barrett 1994).

Carboxypeptidasen bilden zwei Hauptgruppen, die Metallocarboxypeptidasen und die
Serincarboxypeptidasen. Alle bekannten Serincarboxypeptidasen sind Mitglieder der
Serinpeptidase Familie S10 im Clan C. Die Serincarboxypeptidasen besitzen
proteolytische Aktivitét im sauren pH-Bereich und bilden damit eine Ausnahme unter den
Serinpeptidasen (Remington und Breddam 1994). Sie werden aufgrund ihrer
Substratspezifitit in zwei Gruppen klassifiziert, den Carboxypeptidasen C und D. Die
Carboxypeptidasen C zeigen eine starke Affinitdit zu hydrophoben C-terminalen
Aminosduren. Die Carboxypeptidasen der Gruppe D kdnnen am effizientesten basische
Aminosduren vom C-Terminus eines Peptids abspalten. Die Serincarboxypeptidasen sind
in Pflanzen und in Fungi in den Vakuolen zu finden. In Tieren sind sie lysosomal
lokalisiert. Sie besitzen ein N-terminales Signalpeptid und werden als Priproenzym
synthetisiert. Strukturell gehdren die Serincarboxypeptidasen der a/p-Hydrolase Familie
an (Remington und Breddam 1994).

4.2.3  Scpepl-Phylogenetik

Zur Untersuchung der phylogenetischen Entwicklung der Scpepl wurde in Eukaryonten
nach homologen Genen und Proteinen gesucht. In Abb. 4.7 ist ein phylogenetischer
Stammbaum dargestellt. Die verwendeten Sequenzen sind in Tab. 4.4 zusammengefasst.
Bei den Tieren findet man ab der Stufe der Bilateria orthologe Scpepl-Sequenzen
(MEROPS ID: S10.013). Die anderen Serincarboxypeptidasen der Familie S10 weisen
gegeniiber der murinen Scpepl eine geringere Homologie auf. Zwei Mitglieder der

Serincarboxypeptidase Familie S10 findet man als paraloge Gene bei den Tieren. Dabei
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handelt es sich um das protective protein/Cathepsin A (PPCA) und die vitellogenic like

carboxypeptidase (CPVL).

Spezies Entrez Gen mRNA ID Protein ID Identitat %
Symbol/ 1D Gen /Protein
Mus musculus Scpep1/ NM_029023.2 NP_083299.2 -/-
ID:74617
CPVL/ XM_984554.1 XP_989648.1 35,9 %/ 22,7 %
ID:71287
PPCA/ NM_001038492.1 NP_001033581.1 28,2 %/ 22,9 %
ID:19025
Rattus Scpep1/ NM_133383.1 NP_596874.1 92,0 %/ 92,9 %
norvegicus 1D:114861
Homo sapiens SCPEP1/ NM_021626.1 NP_067639.1 82,1%/ 82,4 %
ID:59342
Bos taurus SCPEP1/ NM_001045909.1 NP_001039374.1 67,5%/ 75,4%
ID:505054
Gallus gallus SCPEP1/ NM_001012803.1 NP_001012821.1 66,7 %/ 67,4 %
ID:417403
Danio rerio Scpep1/ NM_200192.1 NP_956486.1 63,8 %/ 64,4 %
1D:393161
Arabidopsis SCPL51/ NM_128351.3 NP_565663.1 46,2 %/ 52,6 %
thaliana ID:817336
Oryza sativa 0s03g0392600/ NM_001056820.1 NP_001050285.1 44.3 %/ 50,7 %
ID:4333028
Caenorhabditis Y32F6A.5/ NM_182330.2 NP_872130.1 45,0 %/ 50 %
elegans ID:179459
Trypanosoma CBP1/ XM_797910.1 XP_803003.1 37,6 %/ 19,6 %
cruzei ID:3532510
Saccharomyces PRC1/ - NP_014026.1 38,9 %/ 19,3 %
cerevisiae 1D:855343
Tab. 4.4: Analyse der Sequenzhomologie der murinen Scpepl zu anderen

Serincarboxypeptidasen der Familie S10

In der Tabelle sind die Identifikationsnummern der untersuchten Serincarboxypetidase Gene, mRNAs und
Proteine aufgelistet. Die Homologie der untersuchten Gene und Proteine zum murinen Scpepl-Gen bzw.
Protein ist durch Angabe der prozentualen Identitdt dargestellt.

Bei den Vertebraten ist die Scpepl-Sequenz stark konserviert. Die Aminosduresequenz
von Maus und Mensch sind zu 82,4 % identisch. Die Sequenzen von Zebrafisch und
Maus sind noch zu 64,4 % identisch. Die homologen Serincarboxypeptidasen der Pflanze

(z.B. SCPL51 in A. thaliana), die Carboxypeptidase Y (CPY) aus Hefe und die


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=71287
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Serincarboxypeptidase (SCP) aus T. cruzei, sowie die paralogen Serincarboxypeptidasen
CPVL und PPCA gehoren anderen Serincarboxypeptidase-Gruppen an und weisen eine
geringere  Homologie zur Scpepl der Vertebraten auf. Innerhalb der
Serincarboxypeptidasen der S10 Familie zeigt das Protein SCPL51 aus Arabidopsis
thaliana mit 46 % Identitdt die stirkste Homologie zur Scpepl-Sequenz. Die Funktion

und Aktivitdt der SCPL51 ist unbekannt.

CBP1 [Trypanosoma cruzi] (0.3063)
_l CPVL [Mus musculus] (0.2405)
PPCA [Mus musculus] (0.2901)
CPY [Saccharomyces cerevisiae] (0.3565)
I 0s03g0392600 [Orzya sativa] (0.2103)
' SCPL51 [Arabidopsis thaliana] (0.2048)

_l:Scpepl [Bos taurus] (0.0985)
Scpepl [Homo sapiens] (0.0925)

:Scpepl [Mus musculus] (0.0448)
_l' Scpepl [Rattus norvegicus] (0.0476)

Scpepl [Danio rerio] (0.1855)
Scpepl [Gallus gallus] (0.2097)
Y32F6A.5 [Caenorhabditis elegans] (0.2627)

Abb. 4.7: Phylogenetischer Stammbaum der Scpepl

Der phylogenetische Stammbaum wurde im Programm Vector NTI Advance-AlignX erstellt. Das
Alignment wurde mit Hilfe des ClustalW Algorithmus (Nucleic Acid Research, 22 (22): 4673-4680, 1994)
berechnet. Der phylogenetische Baum wurde durch die Neighbor Joining (NJ) Methode (Saitou und Nei
1987) erzeugt. Die Distanz zwischen den Sequenzen entspricht dem Grad ihrer Divergenz. In Klammern
sind die Distanzwerte der einzelnen Sequenzen im Bezug auf die Alignment-Gruppe angegeben.

4.2.4  Sequenzvergleich von Scpepl mit anderen Serincarboxypeptidasen

Die Aminoséuresequenz der murinen Scpepl wurde durch ein CLUSTALW-Alignment
im Programm Vector NTI AlignX mit den Sequenzen anderer Serincarboxypeptidasen
verglichen. In Abb. 4.8 ist das Sequenz-Alignment der Serincarboxypeptidasen CPY
(Merops ID: S10.001), des murinen PPCA (ID: S10.002), der murinen CPVL
(ID: S10.003) und der murinen Scpepl (ID: S10.013) dargestellt.
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Abb.4.8:  Aminosauresequenz Alignment der murinen Scpepl mit anderen Mitgliedern der
Peptidase Familie S10

Die Sequenzen wurden mit dem Clustal W Algorithmus (Nucleic Acid Research, 22 (22): 4673-4680, 1994)
verglichen. Nach BLOSUMG62 Matrix homologe AS sind durch verschiedene Hintergrundfarben markiert,
dabei entspricht ] identischen, ] stark homologe, | weniger homologen Aminosiuren. Die fiir die Katalyse
essenziellen Aminosduren sind mit (*) markiert. Die putative Substratbindungsstellen (I) und katalytische
Bereiche (II-1V) sind mit Linien gekennzeichnet. AS die bei CPY und PPCA an der S1 Bindungsstelle
beteiligt sind, sind mit (o) markiert. AS die an der S1° Bindung beteiligt sind, sind mit (e) markiert.
AuBerdem sind AS gekennzeichnet, die die Oxyanion Bindungsstelle () und die Carboxylatbindungsstelle
(#) stabilisieren. Putative N-Glykosylierungssequenzen der Scpepl sind mit (A) markiert. Die Scpep
Sequenzen die zum Vergleich verwendet wurden waren S. cerevisiae CPY (GI:115901), Mus musculus
PPCA (GI:84042523), Mus musculus CPVL (GI:82901491) und Mus musculus Scpepl (GI:13436038).



106 Ergebnisse

Die CPVL weist in der Gruppe die stirkste Homologie zur Scpepl auf (36,5 %
Homologie/ 22,7 % Identitit). PPCA (33,7 % Homologie/ 22,9 % Identitit) und die CPY
(31,2 % Homologie/ 19,3 % Identitét) sind etwas weniger homolog. Im Alignment kann
man erkennen, dass die Serincarboxypeptidasesequenzen im Bereich der
Substratbindungsstelle (I), sowie in Bereichen, die das aktive Zentrum des Enzyms bilden
(ITI-IV) stark konserviert sind. Das putative katalytische Zentrum der murinen Scpepl
bilden die Aminosduren S167, D371 und H431. Zusétzlich sind Aminosauren, die an der
Bindung und Stabilisierung des Carboxylats beteiligt sind und die Aminoséuren der
Substratbindungsstellen konserviert. Im mittleren Bereich der Scpepl-Sequenz zwischen
Aminosdure 200 und 350 zeigen die Sequenzen hingegen nur wenig Homologie. In der
Abb. 4.8 sind zusétzlich der Sequenzbereich des putativen, N-terminalen Signalpeptids
von M1 bis A28 und fiinf putative N-Glykosylierungssequenzen (N64, N102, N126,
N192 und N362) der Scpepl markiert. In der Scpepl-Sequenz gibt es fiinf Cysteine, von
denen ein Cystein im Signalpeptid lokalisiert ist. Bei der Position von Argininen und
Cysteinen, die N-Glykosylierungen bzw. Disulfidbriicken bilden konnten, ist keine

Sequenzhomologie im Vergleich zu den anderen Serincarboxypeptidasen zu erkennen.

Mit den Programmen des Swiss-Model Servers (http://swissmodel.expasy.org) erfolgte
fir das Scpepl-Protein ein Automated Comparative Protein Modelling (Kopp und
Schwede 2004; Arnold et al. 2006). In der Swiss-Model Template Library wurden die
Kristallstrukturen des humanen PPCA (PDB code: livyA, (Rudenko et al. 1995)) und der
CPY (PDB code: Icpy , (Mortensen et al. 1994)) als passende Vorlagen fiir die
Berechnung von putativen, dreidimensionalen Strukturen fiir das Scpepl-Protein
identifiziert. In Abb. 4.9 ist die Kristallstruktur des PPCA und die daraus berechnete
Struktur des Scpepl-Proteins (B), sowie die Kristallstruktur der CPY (C) und die daraus
vorhergesagte Struktur des Scpepl (D) dargestellt. In der dreidimensionalen Struktur von
PPCA und CPY ist der typische Aufbau einer Serincarboxypeptidase zu erkennen. Die
Proteine bestehen aus zwei Proteindoménen. Die erste Doméne zeigt eine typische a/f3-
Faltung. Sie besteht aus einem achtstrangigen -Faltblatt, das durch a-Helices verbunden
ist. Das katalytische Zentrum der Serincarboxypeptidasen ist in dieser Domédne

lokalisiert, die bei den Serincarboxypeptidasen stark konserviert ist.


http://swissmodel.expasy.org/
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A PPCA (livyA) B Scpepl (Model: 1ivyA)

Abb. 4.9: Dreidimensionale Struktur der Serincarboxypeptidasen Cathepsin A und CPY, sowie
die daraus berechneten, putativen Strukturen der Scpepl

Schematische Darstellung der humanen PPCA Struktur (A) und der daraus berechneten putativen Scpepl-
Struktur (B), sowie der Kristallstruktur der CPY (C) und der berechneten Scpepl-Struktur (D). Mit Hilfe
des Automated Comparative Protein Modelling (Swiss-Model Server, http:/swissmodel.expasy.org)
wurden fiir das Scpep1-Protein putative, dreidimensionale Strukturen berechnet. Der Berechnung wurde die
Kiristallstruktur der homologen Serincarboxypeptidase PPCA (PDB: livy), sowie der CPY (PDB: lcpy )
zugrunde gelegt. In der Abbildung ist die Sekundérstruktur der Proteine farblich markiert: a-Helices rot,

B-Faltblitter gelb. In der berechneten Scpepl-Struktur ist jeweils der schwach konservierte Proteinbereich
umkereist.


http://swissmodel.expasy.org/
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In Abb. 4.9 ist zu erkennen, dass sich die berechneten Scpepl-Strukturen der PPCA und
der CPY Struktur im Bereich der Kerndoméne stark dhneln. Das [-Faltblatt und die
a-Helices der Kerndomine sind konserviert. Im Gegensatz zur ersten Doméne variiert die
zweite Doméne in der Gruppe der Serincarboxypeptidasen stark in ihrer Struktur und
Funktion (Rudenko et al. 1995; Hiraiwa 1999). In der Abb. 4.9 ist diese zweite Doméne
tiber der ersten Domine dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die vorhergesagten
Strukturen im Bereich der zweiten Scpepl-Doméne stark variieren, wobei der markierte
Bereich dem schwach homologen mittleren Teil des Aminosduresequenz-Alignments
entspricht (siche Abb. 4.8). Die dreidimensionale Struktur dieser Scpepl-Domine ist
aufgrund der starken Sequenzunterschiede nicht eindeutig vorhersagbar. Es ist
wahrscheinlich, dass sich dieser Teil des Proteins bei Scpepl, PPCA und CPY deshalb

auch funktionell stark unterscheidet.



Ergebnisse 109

4.3 Etablierung des Scpepl-Gene Trap Mausmodell RST426

Die Scpepl ist eine putativ lysosomale Serincarboxypeptidase und weist eine ausgepragte
Homologie zum PPCA auf (siche 4.2.3). Im Lysosom bildet das PPCA Komplexe mit den
Glykosidasen Neuraminidase und a-Galactosidase (Galjart et al. 1988). Der Multienzym-
komplex stabilisiert diese Enzyme und schiitzt sie so vor einer schnellen Degradation im
Lysosom. Die lysosomale Speichererkrankung Galactosialidosis, eine kombinierten
Galactosidose/Sialidose, wird durch Mutationen der PPCA verursacht, die zu einer
Destabilisierung des Enzymkomplexes und somit zur vorzeitigen Degradation der
Glykosidasen Neuraminidase und a-Galactosidase fiihrt (d'Azzo A. 1995; Vinogradova et
al. 1998). Zudem ist die Galactosialidosis durch den Verlust der PPCA-Aktivitdt
charakterisiert. Zur molekularen und funktionellen Untersuchung der Scpepl in vivo
wurde ein Scpepl-Gene Trap Mausmodell generiert. Durch die Inaktivierung der Scpepl
im Mausmodell sollte die enzymatische Aktivitdt des Enzyms identifiziert werden und

untersucht werden, ob die Scpep1-Defizienz zu einem pathologischen Phénotyp fiihrt.

4.3.1 Die Gene Trap ES-Zelllinie RST426

Das BayGenomics Konsortium (http://www.genetrap.org/) stellt murine embryonale
Stammzellklone zur Verfiigung, bei denen durch zufdllige Gene Trap Insertion Gene
ausgeschaltet wurden. Durch eine 5°-RACE-PCR und durch Sequenzierung des
PCR-Produkts war eine Gene Trap Insertion im Gen Scpepl des ES-Zellklon RST426
identifiziert und in der BayGenomics Gene Trap Resource Datenbank verdffentlicht

worden (http://baygenomics.ucsf.edu/cgi-bin/BayDbAccess.py).
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Chr. 11 C (88740110..88771522)
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Scpepl En2 B-geo-cDNA
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Scpepl-Gene Trap Fusionprotein (200 kDa)

Scpepl En2 3-Gal-NPT2-
AS 1-219 Segment Fusionsprotein

Abb. 4.10: Darstellung des Scpepl-Gene Trap

Die Abbildung zeigt das Scpep1-Gen auf Chromosom 11 (Gene ID: 74617) mit seiner Intron-Exon Struktur
und der Gene Trap Insertionsstelle in ES Zellklon RST426. Durch eine 5 RACE PCR mit nachfolgender
Sequenzierung werden die Baygenomics ES Zellklone auf die Insertionsstelle des Gene Trap Vektors
untersucht. Die Sequenzierung zeigte fiir den ES Zellklon RST426 eine Insertion des Gene Trap Vektors in
Intron 7 des Scpepl-Gens.

Der ES-Zellklon RTS426 wurde durch Insertion des Gene Trap Vektor pGTOTMpfs
(http://baygenomics.ucsf.edu/cgi-bin/BayVector.py?’KEY=pGTOTMPES) in ES-Zellen
des Mausstamms 129/0Ola  generiert. Der Gene Trap Vektor besitzt eine
En2-Spleilakzeptorsequenz (SA), die 5° von einem En2-Intronanteil (engrailed-2 gene
intron 1) und 3’ von ecinem En2 Exonanteil (engrailed-2 gene exon 1) flankiert wird.
Nach der En2-Exonsequenz folgt in 3’ Richtung die fusionierte Sequenz des
Reportergens [-Galactosidase und des Neomycin-Resistenzgens (B-geo), ein SV40-
Polyadenylierungssignal (SV40pA) und die pUC Vektor Sequenz. Die Insertion des
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Gene Trap Vektors erfolgte laut BayGenomics Datenbankeintrag in Intron 7 des murinen
Scpepl-Gens (Abb. 4.10). Beim Spleifien der Scpepl-Gene Trap mRNA wird das En2/B3-
geo Exon des Vektors an das Exon 7 der Scpepl angefiigt. Durch Translation der Scpepl-
Gene Trap mRNA entsteht ein 200 kDa grofles Fusionsprotein mit einem N-terminalen
Scpepl-Anteil aus Aminosdure M1 bis M219 und einem C-terminalen
Fusionsproteinanteil (B-geo) aus [p-Galactosidase (B-Gal) und Neomycinphospho-
transferase 2 (NPT2), wobei das Scpepl-Fragment und das Reportergen durch ein En2
Exon Segment (en2 coding leader sequence) verbunden sind (Abb. 4.10). Im Folgenden
wird fiir das Scpep1-Gene Trap Allel die Bezeichnung Scpepl-(-)-Allel verwendet. Es ist
dabei zu beachten, dass der Gene Trap nicht zur volligen Deletion des Scpepl-Proteins
fiihrt, sondern zur Bildung des 200 kDa-Fusionsproteins. Ob der Scpepl-Gene Trap eine

funktionelle Inaktivierung der Scpepl erzeugt, war zu iiberpriifen.

4.3.2  Generierung von Chiméaren durch Retransfer der transgenen ES-Zellen
und Verpaarung der Nachkommen zur Etablierung des RST426

Mausstamms

Der ES-Zellklon RST426 wird von dem MMRRC (Mutant Mouse Regional Resource
Center, Davis, CA, USA) fiir die Herstellung eines Scpepl-Gene Trap Mausstamms zur
Verfiigung gestellt. Zur Uberpriifung des Scpepl-Gene Trap wurden von den ES-Zellen
mRNA und genomische DNA isoliert. Zudem wurden ES-Zellen zur Mikroinjektion in
C57BL/6 Blastozysten vorbereitet. Die Blastozysteninjektion und der Transfer der
Blastozysten in pseudoschwangere Weibchen erfolgten am Tierhaus des MPI fiir
experimentelle Medizin durch Frau Monika Schindler. Durch die Blastozysteninjektion
wurden 5 chimidre Méannchen und ein chimdres Weibchen erzeugt. Der Chimérimus der
Tiere konnte anhand der Fellfarbe der Tiere beurteilt werden. Er lag zwischen 50 und
70 %. Ein 70 % und ein 50 % chimires Mannchen wurden mit C57BL/6 Weibchen
verpaart und erzeugten schwarze sowie agoutifarbene Nachkommen. Die Vererbung des
Agouti-Fellmarkers des 129/0Ola-Mausstamms zeigt eine Keimbahnbeteiligung der
mikroinjizierten ES-Zellen an. Die Genotypisierung der Nachkommen zeigte, dass wie
erwartet 50 % der agoutifarbenen Tiere heterozygot fiir das Scpepl-Gene Trap Allel

waren. Fiir die weitere Zucht wurden heterozygote Nachkommen untereinander verpaart,
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so dass bei dem RST426 Mausstamm ein genetischer Mischhintergrund

129/01a/C57BL/6 erhalten blieb.

4.3.3  Verifizierung des Scpepl-Gene Trap durch RT-PCR

Um sicherzustellen, dass es sich bei dem ES-Zellklon RST426 um den beschriebenen
Scpepl-Gene Trap handelt, wurde vor der Blastozysteninjektion das Ergebnis der
BayGenomics 5’RACE-PCR fiberpriift. Dazu wurde aus den ES-Zellen mRNA isoliert
und zur reversen Transkription mit Oligo-dT-Primer eingesetzt. Anschliefend erfolgte
eine PCR auf dem Produkt der reversen Transkription mit dem Primer Scpepl-Ex7-FW
auf Exon 7 der Scpepl und dem Primer Bay-f-Gal-RV auf der B-Gal-Sequenz des
inserierten Gene Trap Vektors, wobei ein 966 bp PCR-Produkt erzeugt wurde. Die
Spezifitit des PCR-Produkts wurde durch Sequenzierung abgesichert. Das erzeugte
RT-PCR Produkt weist die Generierung der Scpepl-Gene Trap mRNA mit einem
Ubergang von der Exon 7-Sequenz zur Vektor-Exonsequenz und damit die Insertion des

Gene Trap Vektors in Intron 7 des Scpep1-Gens nach.

4.3.4  Nachweis der Gene Trap Insertionsstelle durch PCR auf genomischer DNA

Um die Insertionsstelle des Gene Trap Vektors pGTOTMpfs im Intron 7 des Scpep1-Gens
zu identifizieren, wurde genomische DNA aus den ES-Zellen RST426 isoliert. Zur
Identifizierung der Vektorinsertionsstelle erfolgte eine PCR mit dem Primer Scpep1-Ex7-
FW auf Exon 7 der Scpepl und dem Primer Scpep1-KO-RV auf der Intron Sequenz En2
des Gene Trap Vektors (sieche Abb. 4.11). Zur Kontrolle wurde mit den Primern Scpepl-
Ex7-FW und Scpepl-Ex8-RV zusitzlich eine PCR auf das nicht verdnderte Allel der
Scpepl durchgefiihrt. Beide PCR-Ansédtze waren erfolgreich. Die Gene Trap PCR
erzeugte ein 600 bp groBes Produkt (Abb. 4.11). Dieses PCR Produkt wurde sequenziert,
um die Insertionsstelle des Vektors zu ermittelt. Der Ubergang von der Scpepl-
Gensequenz in die inserierte Vektorsequenz erfolgt nach bp 18955 der genomischen
Sequenz (Gene ID:74617). Dies entspricht 536 bp 5° des Exon 7. Die inserierte
Vektorsequenz beginnt mit bp 114 der pGTOTMpfs Sequenz
(http://baygenomics.ucsf.edu/cgi-bin/BayVector.py?KEY=pGTOTMPEFS).
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A
Scpepl-Gen (Gene ID:74617)
Exon 7 Exon 8
~
ﬁ
— —
Ex7-FW Ex8-RV
Scpepl-Gene Trap Allel
Exon 7 En2 Intron En2 Exon B—geo
— —
Ex7-FW KO-RV
B 129/0la | RST426
M 1 2 1 2
1kb - <— PCR1: Ex7-FW / Ex8-RV
0,5 kb - <4— PCR2: EX7-FW / KO-RV
C .
Sequenzierung von KO-RV
bp 18955 Scpepl-Gen
Genetrap Vektor Sequenz l Scpepl-Intron 7
GGCTCTGTCCTCCACTCTCCTCCACCCTGGG(AGTGCTTGCTTT

Abb. 4.11: Identifizierung der Gene Trap Insertionsstelle durch PCR und Sequenzierung

Zur Identifizierung der Scpepl-Gene Trap Insertionsstelle im ES-Zellklon RST426 wurde genomische
DNA isoliert. AnschlieBend wurde durch PCR der Ubergangsbereich von Scpepl-Gen zur inserierten
Vektorsequenz amplifiziert (A,B). Durch Sequenzierung des PCR Produktes wurde dann die genaue
Insertionsstelle identifiziert (C).

4.3.5  Genotypisierung des RST426 Mausmodells durch Southern Blot Analyse
und Multiplex-PCR

Die Genotypisierung der RST426 Mause erfolgte durch Southern Blot Analyse und durch
eine Multiplex-PCR, die zuvor an RST426 ES-Zell-DNA etabliert wurde. Bei der
Southern Blot Analyse wurden 10 pg der genomischen DNA mit dem Restriktionsenzym
Bgl II verdaut. In der Scpepl-Gensequenz befinden sich in Intron 6 und in Intron 9

Bgl II-Schnittstellen. Ein Bgl II-Verdau der genomischen DNA fiihrt zu einem 5,2 kb
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grolen DNA-Fragment. Durch die Insertion des Gene Trap Vektors in das Intron 7 des
Scpepl-Gens wird in das Gene Trap Allel eine weitere Bgl II Schnittstelle eingefiigt. Die
Bgl II-Schnittstelle befindet sich in der En2-Exonsequenz des Vektors. Ein Bgl II Verdau
fiihrt im Scpepl-(-)- Allel zu einem 4 kb groBen DNA-Fragment. Die Identifizierung der
Scpepl-Allele erfolgte im Southern Blot durch Hybridisierung der DNA Fragmente mit
einer Sonde gegen den 5’ Bereich des Scpepl-Exons 7. Die 600 bp lange Sonde wurde
zuvor durch PCR auf genomischer DNA mit Hilfe der Primer Scpepl-Sonde-5’-FW und
Scpepl-Sonde-5’-RV generiert (8.3.3).

Scpepl-(+)-Allel

6 Bgl Il Sonde 7 8 9 Bglll1o
_D _— [y I :_
[ [ [
- 5,2 kb i
Scpepl-Gene Trap (-)-Allel,
Bal Il Bgl Il
6 9 Sonde 7 En2 B-geo
_D T
|
) 4,0 kb -
B

++ - - [+ - - -

¢ -5,2kb Scpepl-(+)-Allel
i - 4,0kb Scpepl-()-Allel

Abb. 4.12:  Southern Blot Analyse des Scpepl-Gene Trap

Zur Genotypisierung der RST426 Mause erfolgte eine Southern Blot Analyse auf Bgl I verdaute
Mausschwanz-DNA. Nach dem Transfer der DNA auf eine Hybond N-Membran erfolgte die
Hybridisierung der DNA-Fragmente mit einer 600 bp-Sonde gegen den 5’-Bereich des Scpepl-Exons 7.
Das Scpepl-(+)-Allel wurde durch eine 5,2 kb-Bande, das Scpepl-Gene Trap Allel durch eine 4,0 kb-
Bande identifiziert.

Abb. 4.12 A zeigt eine grafische Darstellung des normalen Scpepl-(+)-Allels und des
Scpepl-(-)-Allels, sowie die Bgl II Schnittstellen auf beiden Allelen. Bei der Southern
Blot Analyse erzeugt das Scpepl-(+)-Allel eine 5,2 kb Bande und das Scpepl-(-)-Allel
eine 4,0 kb Bande (Abb. 4.12 B).
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A
Scpepl-(+)-Allel
Exon 7 Exon 8
MP FW MP+RV
Scpepl-Gene Trap (-)-Allel
Exon 7 En2 Intron En2 Exon B-geo
MP FW MP-RV
B

+/—-+/-|+/- +/+ —/- |RST Genotyp
M(bp)| ) &) |&+/-) (*/-) (/=) |PCR-Primer

400 bp -
200 bp -

Abb. 4.13:  Multiplex-PCR zur Genotypisierung der RST426 Mause

Zur Genotypisierung der RST 426 Méuse wurde neben der Southern Blot Analyse eine Multiplex-PCR
etabliert. Auf die isolierte Mausschwanz-DNA erfolgte eine Multiplex-PCR mit dem Forward-Primer
(MP FW) und mit einem 1:1-Mix der Reverse-Primer MP+RV und MP-RV. Das Scpepl-(+)-Allel erzeugt
ein PCR-Produkt von 200 bp Lénge. Das PCR-Produkt des Scpep1-(-)-Allels ist 390 bp lang.

Zum schnellen Genotypisieren wurde zusétzlich eine Multiplex-PCR mit einem Forward-
und zwei Reverse-Primern etabliert. Als Multiplex Forward-Primer (Scpepl MP FW)
wurde eine Sequenz in Intron 7 des Scpepl-Gens im 5’ Bereich direkt vor der
Vektorinsertionsstelle gewéhlt. Als Multiplex Reverse-Primer wurde fiir das Scpep1-(+)-
Allel der Primer Scpepl MP+RV in Intron 7 3’ der Vektorinsertionsstelle generiert. Fiir
die PCR des Scpepl-(-)-Allels wurde der Multiplex Primer Scpepl MP-RV 390 bp vom
5 Ende der pGTOTMpfs Vektorsequenz ausgewdhlt. Bei einer Multiplex PCR auf DNA
einer heterozygoten RST426 Maus entstehen bei einer Annealing-Temperatur von 52° C
beide PCR-Produkte zu gleichen Anteilen. Bei homozygoten RST426 Méusen wird
hingegen nur das spezifische (+)- oder (-)-PCR-Produkt erzeugt (Abb. 4.13).
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4.4 Lokalisation und Expression der Scpepl

4.4.1  Aufreinigung des Scpepl-Proteins zu Herstellung von a-Scpepl-Antiseren

Zur Generierung von spezifischen Antiseren gegen das Scpepl-Protein wurde das
Scpepl-Protein mit einem C-terminalen RGS-His6-Tag exprimiert, aufgereinigt und zur

Immunisierung von Kaninchen eingesetzt.

In vergleichenden Expressionsstudien in BHK und HT1080 Zellen mit verschiedenen
Vektorkonstrukten wurde der Zellklon HT1080-Scpepl generiert. Dieser Zellklon zeigte
nach stabiler Transfektion mit dem Vektorkonstrukt pcDNA3.1/Hygro-Scpepl (8.3.5)
eine starke Expression des C-terminal RGS-His6-markierten Scpepl-Proteins. Die
HT1080-Scpepl Zellen sezernierten aufgrund der hohen Expressionsrate in 48 h etwa
2mg/l Scpepl in das Zellkulturmedium. Das sezernierte Protein wurde mit

Ammoniumsulfat prizipitiert und zur Scpepl-Aufreinigung eingesetzt.

4.4.1.1 Zweistufige Aufreinigung des Scpepl-Proteins mittels Ni-NTA- und

lonenaustauscherchromatografie

Als Ausgangsmaterial fiir eine Scpepl-Aufreinigung wurden fiinf Liter Zellkultur-
tiberstand von HT1080-Scpepl Zellen eingesetzt (3.3.8). Das RGS-His6-markierte
Scpepl-Protein  wurde zundchst mit Ni-NTA-Agarose affinitdtschromatografisch
aufgereinigt (3.5.1.1). Zur Analyse der Ni-NTA-Aufreinigung wurden jeweils 0,5 Vol%
der Fraktionen im Silbergel, sowie im Western Blot untersucht (Abb. 4.14). Das
RGS-His6-markierte, 55kDa groe Scpepl-Protein bindet vollstindig an die
Ni-NTA-Agarose. Im Durchbruch ist kein Scpepl nachweisbar. Beim Waschen der Saule
mit 10 mM, 15 mM und 20 mM Imidazol werden bereits 30 % des gebundenen Scpepl-
Proteins von der Sdule gewaschen. Bei der anschlieBenden Elution wird 70 % des
RGS-His6-markierten Proteins von der Séule eluiert. Die Elutionsfraktionen enthalten
zusétzlich zur eluierten Scpepl eine Reihe kontaminierender Proteine. Zur weiteren
Reinigung der Scpepl mussten die Proteine der Ni-NTA-Elutionsfraktion durch

Ionenaustauscherchromatografie weiter aufgetrennt werden.
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Abb. 4.14:  Affinitatschromatgrafische Ni-NTA-Aufreinigung von RGS-His6-markiertem Scpepl

Das RGS-His6-markierte Scpepl-Protein, aus Zellkulturiiberstinden iiberexprimierender HT1080 wurde
gesammelt, prizipitiert und gegen PBS dialysiert (Dialysat). Der 16sliche Anteil des Dialysats (UB) wurde
mit Ni-NTA-Agarose inkubiert, die Agarose wurde auf eine Saule aufgetragen (Durchbruch), mit steigender
Imidazolkonzentration gewaschen (Waschfraktionen) und mit 100 mM Imidazol (E1) und 200 mM
Imidazol (E2) eluiert. 0,5 % der Aufreinigungsfraktionen wurden im Silbergel und im Western Blot mit
a-His-Antikorper analysiert.
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Abb. 4.15:  lonenaustauscherchromatograpie der RGS-His6-markierten Scpepl nach partieller
Aufreinigung mit Ni-NTA-Agarose

Das RGS-His6-markierte Scpepl-Protein im Eluat der Ni-NTA-Aufreinigung wurde auf eine Poros HQ
Anionenaustauscherchromatografiesidule aufgetragen (L) und mit einem NaCl-Stufengradienten von der
Saule eluiert. Fraktionen 6 bis 17 des Chromatografielaufs wurden im Silbergel und im Western Blot mit
a-His-Antikorper auf Reinheit und Menge des Scpepl-Proteins untersucht.
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Das Eluat der Ni-NTA-Aufreinigung wurde dialysiert und auf eine Poros HQ
Anionenaustauscher Sdule aufgetragen. Die Elution der Proteine erfolgte dabei durch
einen diskontinuierlichen NaCl-Gradienten (3.5.1.2). Zur Analyse der Aufreinigung
wurden jeweils 0,5 Vol% der Fraktionen im Silbergel sowie im Western Blot untersucht.
Das Scpepl-Protein eluiert zu Beginn des Gradienten bei einer Konzentration von 50 —
150 mM NaCl von der Sdule. 75 % der Scpep] eluiert in den Fraktionen 8 bis 13 von der
Séule, wobei das Protein in den Fraktionen 8 und 11 sehr sauber ist. Die Fraktionen 8 - 11
wurden lyophilisiert, in PBS aufgenommen und gegen PBS dialysiert. Aus fiinf Litern
Zellkulturiiberstand wurden mit dieser Methode etwa 1 mg sauberes Protein isoliert. Das
aufgereinigte Scpepl-Protein hat ein Molekulargewicht von 55 kDa. Durch Edman-
Analyse wurde die Aminosdure [1e29 als N-terminale Aminosdure des aufgereinigten
Proteins identifiziert. Zudem ist das Protein iiber seinen C-terminalen RGS-His6-Tag

nachweisbar.

Das aufgereinigte Protein wurde zur Immunisierung von Kaninchen und Ratten
eingesetzt (3.6.1). Mit einer 1:1000 Verdiinnung der generierten Seren konnten 10 ng des
Scpepl-Protein im Western Blot nachgewiesen werden. Ein RGS-His6-markiertes
Kontrollprotein (80 ng) wurden hingegen unter diesen Bedingungen nicht detektiert. Die
generierten Antiseren aus Kaninchen werden im Folgenden als a-Scpepl-D2 und

a-Scpep1-C6 bezeichnet, das Ratten-Antiserum als a-Scpepl-Ratte.

4.4.2 Lysosomale Lokalisation des Scpepl-Proteins

4.4.2.1 Immundetektion endogener Scpepl in Fibroblasten

Die Lokalisation des endogenen Scpepl wurde durch indirekte Immunfluoreszenz
untersucht. Embryonale Mausfibroblasten (MEF) wurden fixiert und mit den a.-Scpepl-
Antiseren, sowie mit einem Antikorper gegen das lysosomale Membranprotein LAMP-1
(a-mLAMP-1, 1D4B) inkubiert. Das endogene Scpepl-Protein ist in der lysosomalen
Matrix lokalisiert. Die lysosomalen Membranen sind durch die Detektion des integralen
Membranproteins LAMP-1 griin gefdrbt. Die roten Signale der a-Scpepl-Féarbung sind
von den griin gefirbten lysosomalen Membranen umgeben (Abb. 4.16). Gleiche

Ergebnisse wurden mit den Antiseren a-Scpep1-C6 und a-Scpepl-Ratte erzielt.
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Abb. 4.16:  Endogene Anfarbung von Scpepl in MEF durch a-Scpepl-D2-Serum

MEF wurden mit Methanol fixiert und Scpepl wurde endogen durch indirekte Immunfluoreszenz mit dem
aScpepl-D2-Antiserum detektiert. Lysosomale Membranen wurden mit einen Antikorper gegen das
lysosomale Markerprotein LAMP-1 dargestellt. Balken 20 pm.

4.4.2.2 Nachweis der endogenen Scpepl nach subzellulérer Fraktionierung

Die Behandlung von Zellen mit Tyloxapol (Triton WR1339) fiihrt zur Verringerung der
lysosomalen Dichte, so dass Lysosomen aus Tyloxapol-behandelten Mauslebern durch
differentielle Zentrifugation (Fraktionen N bis S) und anschlieBende Ultrazentrifugation
im diskontinuierlichen Sucrosedichtegradienten (F1 bis F4) von anderen Zellorganellen

effizient getrennt werden konnen (Leighton et al. 1968).

Tab. 4.5 zeigt die prozentuale Aufteilung der Gesamtaktivitit der lysosomalen
Markerenzyme B-Hexosaminidase (-Hex) und B-Glucuronidase (B-Gluc). Zusétzlich ist
die prozentuale Verteilung der  Enzymaktivitit der  mitochondrialen
Succinatdehydrogenase (SDH), der 5’ AMPase, die auf der Plasmamembran lokalisiert ist
und der G-6-Pase, die im ER aktiv ist, angegeben, sowie die prozentuale

Proteinverteilung in den Fraktionen der subzelluldren Fraktionierung.
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N M L P S F1 F2 F3 F4
R-Hex 9,0 14,0 49,4 20,7 6,9 1,8 65,0 6,1 271
B-Gluc 4,9 6,4 37,8 31,9 19,0 21 50,5 7.1 40,3
SDH 8.4 49,3 35,8 4,8 1,7 0,0 0,2 0,3 99,5

5’-AMPase | 44,7 1,3 10,0 37,4 6.6 0,0 9,7 0,0 90,3
G-6-Pase 7,2 1,5 16,0 74,2 1,1 0,05 0,2 1,15 98,6

Protein 139 15 154 20,3 389 0,1 3,4 1,6 94,9
Tab. 4.5: Analyse einer subzelluldren Fraktionierung von Mausleberhomogenat nach Tyloxapol-
Behandlung

Das Leberhomogenat von Tyloxapol-behandelten Méusen wurde durch differentielle Zentrifugation
fraktioniert. Zuerst wurde die nukleire Fraktion N vom postnuklediren Uberstand getrennt (E). Der
Uberstand wurde weiter in die Fraktionen M (mitochondrial), L (light mitochondrial), P (microsomal) und
S (supernatant) aufgetrennt. Die Fraktion L wurde anschlieBend auf einem diskontinuierlichen
Sucrosedichtegradienten in vier Fraktionen weiter separiert. Die Tabelle zeigt die prozentuale Aufteilung
der Gesamtaktivitdt der lysosomalen Enzyme B-Hexosaminidase (B-Hex) und B-Glucuronidase (B-Gluc)
bei der differentiellen Zentrifugation (X= 100 %) und anschlieBend bei der Sucrosedichtegradienten-
zentrifugation (2=100 %). Zusédtzlich ist die prozentuale Verteilung der Enzymaktivitit der
mitochondrialen Succinatdehxdrogenase (SDH), der 5’AMPase (Plasmamembran) und der G-6-Pase (ER),
sowie die prozentuale Proteinverteilung in den Fraktionen der subzelluldren Fraktionierung angegeben.

Bei der subzelluldren Fraktionierung erfolgt zuerst eine Trennung von nukledren
Bestandteilen (N) und postnukleirem Uberstand (E). Der Uberstand wird durch
differentielle Zentrifugation weiter in die mitochondriale (M), leichte mitochondriale (L),
die mikrosomale (Golgi/ER) (P) und die zytoplasmatische Fraktion (S) aufgeteilt. In der
analysierten Priparation sind 49,3 % der SDH-Gesamtaktivitit in der Fraktion (M)
enthalten und 35,8 % in der leichten, mitochondrialen Fraktion (L), in der auch 49,4 %
der P-Hex-Gesamtaktivitit angereicht ist. Die Fraktion L wurde durch einen
Sucrosedichtegradienten weiter in vier Fraktionen (F1 bis F4) separiert. 65 % der auf den
Dichtegradienten  aufgetragenen [3-Hexosaminidase-Aktivitit und 50,5 % der
B-Glucuronidase-Aktivitdt wird in der Fraktion F2 angereichert. Die mitochondriale
Aktivitdt wird hingegen zu iiber 99 % in der Fraktion F4 nachgewiesen. Nur 0,2 % der
SDH-Aktivitdt ist in Fraktion F2 enthalten. In der Fraktion F2 ist nach der subzellulidren
Fraktionierung 32,1 % der B-Hexosaminidase-Aktivitit und 0,5 % der Gesamtprotein-
menge des Ausgangshomogenats enthalten. Dies entspricht einer 68-fachen Anreicherung

des lysosomalen Markerenzyms in der Fraktion F2 der analysierten Préaparation.
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Abb. 4.17:  Analyse einer subzellularen Fraktionierung von Mausleberhomogenat nach Tyloxapol-
Behandlung

Das Leberhomogenat von Tyloxapol-behandelten Miusen wurde durch differentielle Zentrifugation
fraktioniert. Zuerst wurde die nukleire Fraktion N vom postnukledren Uberstand getrennt (E). Die Fraktion
E wurde weiter in die Fraktionen M (mitochondrial), L (light mitochondrial), P (peroxisomal) und S
(supernatant) aufgetrennt. Die Fraktion L wurde anschlieBend auf einem diskontinuierlichen
Sucrosedichtegradienten in 4 Fraktionen weiter separiert. Anschliefend folge die Western Blot Analyse von
jeweils 250 pg Protein der Fraktionen N bis S der subzelluldren Fraktionierung und je 50 pg der Fraktionen
F1 bis F4. (A) Fraktionierung von Scpepl”*-Mausleberhomogenaten (B) Fraktionierung von Scpepl™-
Mausleberhomogenat. Detektiert wurden die Proteine lysosomalen Markerproteine Cathepsin D (a-CatD)
und LAMP-1 (a-mLAMP-1), das mitochondriale Protein Porin (a-Porin), sowie die Scpepl (o-Scpepl-
D2) und die Neomycinphosphotransferase-Domine des Gene Trap Fusionsprotein (o-NPT2).
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Die subzelluliren Fraktionierungen aus Scpepl™" und aus Scpepl”-Leberhomogenaten
wurden im Western Blot untersucht (Abb. 4.17). Jeweils 250 pg Protein der Fraktionen N
bis S und 50 pg der Fraktionen F1 bis F4 wurden {iber SDS-PAGE unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt und geblottet. Der Blot wurde mit Antikérpern gegen die
lysosomalen Proteine Cathepsin D (CatD) und LAMP-1, mit einem Antikorper gegen das
mitochondriale Protein Porin und mit dem a-Scpepl-D2-Antiserum, sowie mit einem
Antiserum gegen die Neomycin-Phosphotransferase-Doméne (NPT2) des Gene Trap
Fusionsproteins inkubiert. Im Western Blot ist die Anreicherung der lysosomalen Proteine
LAMP-1 und Cathepsin D in der Fraktion L und F2 der Fraktionierung zu erkennen. Das
mitochondriale Protein Porin wird hingegen hauptsichlich in Fraktion M detektiert und
ist nach der Dichtegradientenzentrifugation in Fraktionen F3 und F4 zu finden. Das
Scpepl-Protein kofraktioniert mit den lysosomalen Proteinen. In Fraktion F2 detektiert
das a-Scpepl-Antiserum ein starkes 34 kDa-Signal und ein weiteres schwaches Signal
bei 18 kDa, jedoch kein 55 kDa groBes Scpepl-Protein, wie bei der Scpepl-Aufreinigung
(siche Abb. 4.15) detektiert wurde. Das endogene Scpepl-Protein liegt im Lysosom in

einer prozessierten Form vor.

Die subzellulire Fraktionierung aus Scpepl”-Mausleberhomogenaten zeigte bei der
Analyse der Fraktionen die gleiche prozentuale Verteilung der Markerenzymaktivititen
wie bei der Scpepl™*-Fraktionierung (Daten nicht angegeben), wobei in der Fraktion F2
eine 58-fache Anreicherung der -Hexosaminidaseaktivitit detektiert wurde. Im Western
Blot zeigten alle nachgewiesenen Markerproteine die gleiche Signalverteilung wie bei
einer Scpep1+/+—Préiparation. In den Fraktionen L wund den Fraktionen des
Dichtegradienten ist trotz Anreicherung der lysosomalen Proteine um den Faktor 58 in
Fraktion F2 kein spezifisches Scpepl-Signal detektierbar. Mit Hilfe eines Antikorpers
gegen die Neomycinphosphotransferasedomine wurde die Lokalisation des Gene Trap
Fusionsproteins untersucht. Das Fusionsprotein ist bei der Scpepl'/'-Fraktionierung als
200 kDa Signal in der mikrosomalen Fraktion P (Golgi/ER) nachweisbar, jedoch nicht in

der lysosomalen Fraktion.
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4.4.3  Untersuchung der Scpepl-Expression in Mausgewebe

4.4.3.1 Northern Blot Analyse

Zur Analyse der gewebespezifischen Expression der Scpepl in der Maus wurden
Northern Blot Analysen an verschiedenen Geweben von RST426 Méusen durchgefiihrt.
Je 10 pg RNA wurde im Agarose/Formaldehyd-Gel aufgetrennt, auf eine Hybond N
Membran transferiert und mit einer cDNA Sonde gegen den 3’-Bereich der Scpepl-
mRNA hybridisiert (3’-Scpepl-Sonde, 8.3.6). Zur Normalisierung wurde der Northern
Blot zusitzlich mit einer GAPDH Sonde hybridisiert (8.3.6).

Leber Niere Hirn M (kb)
Genotyp | -/- +/- +[+]| -I- +/- +/+| |- +/- +/+
3'-Scpepl L

GAPDH b--j...' —————— S )

Lunge Herz Milz M (kb)
Genotyp | /- /- +/+|-[- +/- +[+ | -]- +/- +/+
3'-Scpep1l o

GAPDH ; -——-‘m — e w (— 5 kb

Abb. 4.18:  Differentielle Northern Blot Analyse der Scpepl-Expression im RST426 Mausmodell

Differentielle Northern Blot Analyse an RNA von Scpepl”*, Scpepl™ und Scpepl”™ Mausen der RST426.
Zur Hybridisierung der Scpepl-mRNA wurde eine Northern Sonde verwendet die aus dem 3’ Bereich der
Scpep1-cDNA generiert wurde.

Im Northern Blot ist die Scpepl-mRNA als 2 kb-Bande nachweisbar. Die Scpepl-mRNA
ist in der Niere am stirksten exprimiert. Bei der differentiellen Analyse der Scpepl™*-,
Scpepl“ - und Scpepl'/ -mRNA im Northern Blot ist bei den heterozygoten Tieren eine
Reduzierung der Signalintensitit zu beobachten und bei der Scpepl'/ -Méusen ist
erwartungsgemdl kein Scpepl-mRNA detektierbar, was auf eine effiziente Nutzung der

Spleiflakzeptorsequenz des Gene Trap Vektors schlieSen lésst.
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4.4.3.2 Western Blot Analyse der Scpepl-Proteinexpression in Gewebe

Zur Analyse der gewebespezifischen Expression des Scpepl-Proteins in der Maus wurde
eine differentielle Western Blot Analyse durchgefiihrt. Dazu wurden je 200 pg
Gesamtprotein verschiedener Gewebe von Kontroll- und Scpepl”-Mausen iiber SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran iibertragen. Zur Kontrolle wurden
zudem Zellhomogenate von HT1080-Scpepl und HT1080 analysiert. Der Western Blot
wurde mit dem o-Scpepl-Ratten-Antiserum, sowie mit einem Antiserum gegen die
Neomycin-Phosphotransferase-Doméine  (a-NPT2) des Gene Trap Fusionsproteins
analysiert. Als Ladekontrolle und zur Normalisierung des Scpepl-Signals wurde der
Western Blot zusdtzlich mit einem a-GAPDH Antikorper inkubiert. Mit dem a-Scpepl-
Ratten-Antiserum wurde in Scpepl™*-Geweben ein spezifisches 34 kDa Scpepl-Signal
detektiert (Abb. 4.19). Dieses 34 kDa-Fragment der Scpepl war bereits bei der
subzelluldren Fraktionierung in der angereicherten lysosomalen Fraktion nachweisbar
(siche Abb. 4.17). In den HT1080-Scpepl und den Scpepl™ -MEF wurde neben dem
34 kDa-Scpep1-Signal das 55 kDa-Scpepl-Protein detektiert. In Geweben konnte diese
Scpepl-Proteinform hingegen nicht detektiert werden. Neben den spezifischen
Scpepl-Signalen wird mit dem o-Scpepl-Ratten-Antiserum in Scpepl'/ -Geweben und
im MEF+/+-H0mogenat eine schwache 53 kDa-Bande detektiert die keinem Scpepl-

Signal zugeordnet werden kann und als unspezifisch eingestuft wird.



Ergebnisse 125

c | . el o v 3 g
% g g g o)) % c ? N N 8 LL X
[e) ) = @®© (] £ = S [@) = - w
I | a Z| 0 = | m | I J|l x| = | T = =
N N N RN e T e e e
Genotyp TTIFE T FETFAETFETITE T IFE T ETIE T FE T T
a-Scpepl :;go
55— : - -
=50
™ e e | | rep [
-25
-20
—15
-— o - - =250
a-NPT2 - = |-150
a-GAPDH (= = - - - - ---‘-m- —34
RatioscrerticaPoH 0,31 (0,21 1,0 | 0,69 0,26 | 0,14|0,04|0,09|0,01|0,24( 1,0 | 1,7

Abb. 4.19: Differentielle Western Blot Analyse der Scpepl-Expression im RST426 Mausmodell

Gewebe von Scpepl™ und Scpepl” Miusen der RST426 Zucht wurden in TBS/1%NP40/PI
homogenisiert, 200pg der Gewebehomogenate und 50 pg Zellhomogenat von HT1080 und stabil
exprimierenden HT1080-Scpepl, sowie von embryonalen Mausfibroblasten wurden durch SDS-PAGE
unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und geblottet. Die Analyse der Western Blots erfolgte mit
Scpepl-Antiseren aus Kaninchen (D2) und Ratte (1:500) und mit aNPT2- (1:1000) und o-GAPDH (1:300)
Antikorpern.

Die Scpepl wird in MEF, Niere und Darm besonders stark exprimiert, wiahrend Leber,
Milz, Hoden und Magen ein niedriges Expressionsniveau aufweisen. In den
Gewebehomogenaten der Scpepl”-Miuse konnte kein 34 kDa-Signal detektiert werden.
Bei der Analyse mit dem a-NPT2-Antiserum konnte im Gegenzug ein 200 kDa-Signal in
den Geweben detektiert werden, in denen im Wildtyp eine erhdhte Scpepl-Expression
detektiert wurde. Die Hirnhomogenate stellen dabei eine Ausnahme dar. Trotz einer
geringen Expression des Scpepl-Proteins im Scpep1+/+—Hirnh0mogenat wurde im
Scpepl'/'-Hirnhomogenat ein starkes Signal fiir das 200 kDa-Fusionsprotein detektiert.
Moglicherweise ist dies auf eine hohere Stabilitdt des Fusionsproteins im Gehirn

zuruckzufiihren.
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4.4.3.3 Darstellung der Scpepl-Expression durch LacZ-Reportergenfarbung in

Embryonen

Zur Darstellung der Scpepl-Expression im Mausembryo wurden Scpepl” Embryonen
mit PFA fixiert und anschlieBend in einer X-Gal-Farbelosung inkubiert. Durch die B-Gal-
Reportergenaktivitit des Gene Trap Fusionsproteins konnten Bereiche in denen das
Scpepl-Protein exprimiert wird im embryonalen Gewebe blau angefarbt werden. Die
gefdarbten Embryonen wurden in Paraffin eingebettet. AnschlieBend wurden sagitale
Schnitte angefertigt, die mit Eosin nachgefarbt wurden. In Abb. 4.20 sind Schnitte eines
Scpepl”-Embryos von Tag E12.5 dargestellt. Die Abbildung zeigt Teile des Gehirns (A)
und das sich entwickelnde Innenohr (B). Im Anschnitt des Thorax sind Teile des Herzens
(D) und der Lunge (E) zu sehen. Im abdominalen Bereich erkennt man den Magen und
das Pankreas (F), sowie Teile des Mitteldarms (C). Retroperitoneal lassen sich die
endgiiltige Nierenanlage (Metanephros) und die cranial davon gelegene Nebenniere (G)
darstellen. Im Bereich des embryonalen Gehirns (A) sind Anschnitte eines lateralen,
sowie des vierten Ventrikels zu sehen. In den Ventrikeln sind die Plexus choroidei zu
erkennen, in deren Epithel eine starke Scpepl-Expression nachweisbar ist. Zudem findet
man im Cortex cerebri und im Mesencephalon eine starke Scpepl-Expression. Bei der
Anlage des Innenohres (B) sind die Epithelien der Cochlea und des Sacculus, sowie die
Nervenzellen des Ganglion Vestibulocochleare (VIII) gefiarbt. Im Herzen des Embryos
(D) ist keine blaue Firbung zu erkennen. In der embryonalen Lunge (E) ist die
Reportergenaktivitit hauptsdchlich in den Epithelien des Bronchialsystems detektierbar.
In den Organen des Gastrointestinaltrakts, wie im Mitteldarm (D), im Eosophagus (G)
und im Magen (G) findet man in den Epithelien eine starke Scpepl-Expression. Zudem
ist eine Farbung des Pankreas (G) zu erkennen. In der Niere (H) ist eine starke Farbung
des sich ausbildenden Tubulussystems zu erkennen. Zudem ist in der Anlage der
Nebenniere eine starke Reportergenaktivitit nachweisbar, wobei die Aktivitit im
Nebennierenmark grofer zu sein scheint als in der Nebennierenrinde. Insgesamt wird die
Scpepl im Embryo in vielen Organen exprimiert, wobei man eine erhdhte Expression in

den Epithelien der Gewebe zu erkennen ist.
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Abb. 4.20:  Gene Trap Reportergen-Farbung zur Darstellung der Scpepl-Expression in
Embryonen e12,5

Nach terminierter Verpaarung von RST426 Scpepl”-Méusen wurden die Scpepl”-Embryonen am Tag
e12,5 entnommen, mit 4 % PFA in PBS fixiert, anschlieBend mit einem Skalpell halbiert und in der X-Gal-
Farbelosung inkubiert. Die X-Gal-gefarbten Praparate wurden tiber Nacht in 70 % Ethanol inkubiert und
am folgenden Tag in Paraffin eingebettet. Die Paraffinschnitte wurden zusitzlich mit Eosin gefarbt und
eingebettet. Dargestellt sind sagitale Schnitte eines Scpepl”-Embryonen e12.5. Abgebildet sind Schnitte
des Gehirn (A), des entwickelnden Innenohrs (B), des Mitteldarms (C), des Herzens (D), der entwickelnden
Lunge (E), des Magens und des Pankreas (F) sowie der entwickelnden Niere (G). at: Atrium ; bs:
Bronchialsystem ; co: Cochlea ; cx: Cortex cerebri ; eo: Eosophagus ; gv: Ganglion Vestibulocochleare
(VII) ; le: Leber ; ma: Magen ; md: Mitteldarm ; mes: Mesencephalon ; ni: Niere ; nn: Nebenniere ; pa:
Pankreas ; pl: Plexus choroidie ; sa: Saccule ; ve: Ventrikel ; Mafstab: 120 um.
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4.4.3.4 Darstellung der Scpepl-Expression durch Reportergenfarbung in adultem

Gewebe

Zur Untersuchung der Scpepl-Expression in adultem Mausgewebe erfolgte eine X-Gal-
Reportergenfarbung auf 30 um-Gewebeschnitten. Dazu wurden die PFA-fixierte Gewebe
von 5 Monate alten Scpepl'/ -Méusen mit X-Gal-Féarbelosung inkubiert. Die Schnitte
wurden mit Eosin gegengefirbt und eingebettet. Um die Spezifitit der Blaufirbung zu
iiberpriifen, wurden zusitzlich Scpepl™"-Gewebe mit der X-Gal-Firbeldsung inkubiert.
In Abb. 4.21 ist die Gene Trap Reportergenfiarbung in Nierengewebe dargestellt. In
Scpepl'/ -Nieren-Schnitten (Abb. 4.21. A und B) ist nach Inkubation mit X-Gal-
Férbelosung eine Blaufirbung der proximalen Tubuli zu erkennen. Die distalen Tubuli
sowie die Glomeruli zeigen hingegen keine Reportergenfirbung. Die Zellen der
proximalen Tubuli besitzen eine grofe Anzahl von Lysosomen, da im proximalen
Tubulus Proteine aus dem Primdrharn endozytiert und degradiert werden. Die starke
Expression der Scpepl in diesem Segment des Nephrons ldsst vermuten, dass die Scpepl

an Degradationsprozessen in den Lysosomen der proximalen Tubuli beteiligt ist.

Abb. 4.21: Gene Trap Reportergenfarbung zur Darstellung der Scpepl-Expression in muriner
Nieren

Zur Analyse der Scpepl-Expression in muriner Niere wurden 30 um-Gewebeschnitte von PFA-fixierten
Scpepl™-und Scpepl”*-Nieren fiir 10 h mit X-Gal-Firbelosung inkubiert. AnschlieBend wurden die
Schnitte mit Eosin gegengefirbt und eingebettet. (A), (B) Scpepl”-Niere, (C) Scpepl”*-Niere. MaBstab:
A,C 200 um, B 50 pm.
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Im Oesophagus zeigen epitheliale Zellen eine spezifische, starke Reportergenfarbung
(Abb. 4.22). Auf Schnitten von Magen- und Darmgewebe konnte die Gene Trap
Reportergenfarbung  hingegen nicht angewendet werden, da auch Scpepl™-
Gewebeschnitte durch die Expression von endogener a-Galactosidase stark unspezifisch

angefarbt wurden.

Abb. 4.22:  Gene Trap Reportergenfarbung zur Darstellung der Scpepl-Expression im murinen
Oesophagus

Zur Analyse der Scpepl-Expression im murinen Oesophagus wurden die PFA-fixierten Scpepl”-und
Scpepl”*-Gewebe fir 10 h mit X-Gal-Firbelosung inkubiert. AnschlieBend wurden sie in Paraffin
eingebettet, geschnitten und mit Eosin gegengefirbt. (A), (B) Scpepl”-Oesophagus, (C) Scpepl™*-
Oesophagus. MaBstab: A,C 200 um, B 20 um.

Im gesamten Gehirn konnte eine starke, spezifische Reportergenaktivitit detektiert
werden, wobei Nervenzellen im Hippocampus und im Cerebellum eine besonders starke
Anfirbung zeigten (Abb. 4.23). Bei Schnitten von Leber, Milz, Herz und Lunge konnte
auch nach 12 h Inkubation mit X-Gal-Féarbelosung keine Blaufarbung detektiert werden.
Moglicherweise ist dies auf eine zu geringe Scpepl-Expression in den Geweben
zuriickzufithren oder das Gene Trap Fusionsprotein wird in diesen Geweben nicht stabil
exprimiert und schnell degradiert, so dass keine Reportergenaktivitdt detektiert werden

kann.
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Abb. 4.23:  Gene Trap Reportergenfarbung zur Darstellung der Scpepl-Expression im murinen
Gehirn

Zur Analyse der Scpepl-Expression im murinen Gehirn wurden 30 pm-Gewebeschnitte von PFA-fixierten
Scpepl™-und Scpepl™”*-Gehirnen fiir 10 h mit X-Gal-Firbelosung inkubiert. AnschlieBend wurden die
Schnitte mit Eosin gegengefirbt und eingebettet. (A), (B) Scpepl”-Hippocampus, (C) Scpepl'-
Hippocampus, (D), (E) Scpepl”-Cerrebellum, (F) Scpepl®*-Cerrebellum. MaBstab: A,C 200 um, B,E 20
pm, D,F 150 pm.

Immunhistologische Analysen zur Untersuchung der Scpepl-Expression in Gewebe
wurden von Lee et al. (Lee et al. 2006) veroffentlicht. Lee beschreibt eine starke
Expression von Scpepl in den proximalen Tubuli der Niere, in den Bezegzellen des
Magens und in den Lieberkuhn’schen Krypten und Zotten des Darm. Eine moderate
Scpepl-Expression ist in Hepatozyten und in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas
nachweisbar. Zudem wurden in Lunge, Milz und Lymphknoten makrophagenartige
Zellen mit einer starken Scpepl-Expression detektiert. Im Herz, sowie im Cerebellum

und im Hippocampus des Gehirns konnte keine Scpepl nachgewiesen werden. Mit Hilfe
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der Gene Trap Reportergenfirbung konnten die Ergebnisse der immunhistologischen
Untersuchung von Lee zum Teil bestétigt werden. Die starke Scpepl-Expression in Niere
und Oesophagus wurde durch beide Methoden detektiert. Die Expression in Leber, Milz
und Lunge war durch die Reportergenfarbung nicht nachweisbar. Die Expression im

Gehirn wurde hingegen nur durch die Reportergenfarbung detektiert.

4.5 Molekulare Charakterisierung der Scpepl

45.1  Nachweis der Scpepl-Proteinfragmente exprimiert in HT1080

Die Scpepl wird als 55 kDa-Vorlauferprotein synthetisiert und spéter in eine 34 kDa-und
eine 18 kDa-Form prozessiert. Um herauszufinden, aus welchem Bereich des Scpepl-
Vorldufers die detektierten Scpepl-Proteinfragmente entstehen, wurden zunéchst
Zellhomogenate und Medium von HT1080-Scpepl und normaler HT1080, sowie eine
Fraktion angereichert mit lysosomalen Proteinen (F2, 4.4.2.2) im Western Blot analysiert
(Abb. 4.24). Im Western Blot wurde mit dem a-His-Antikérper im Medium und in den
Zellen der HT1080-Scpepl das 55 kDa-Scpepl-Vorlauferprotein detektiert. Zusétzlich
wurde ausschlieflich in den HT1080-Scpepl Zellen ein 18 kDa-Proteinfragment
nachgewiesen, das somit das C-terminale Fragment des 55 kDa-Proteins darstellt.
Untransfizierte HT1080 wiesen mit dem o-His-Antikdrper kein Signal auf. Bei der
Auftrennung der Proteine unter nicht reduzierenden Bedingungen war keine
Verschiebung der spezifischen Scpepl-Signale nachweisbar. Die 34 kDa- und 18 kDa-
Scpepl-Fragmente sind offensichtlich nicht durch Disulfidbriicken miteinander
verbunden. Mit dem a-Scpepl-D2-Antiserum wurde in den Homogenaten der HT1080-
Scpepl ein schwaches 55 kDa-Signal und ein starkes 34 kDa-Signal detektiert, zudem
wurde im Medium der Zellen ein starkes 55 kDa-Signal detektiert. Das Scpepl-D2-
Antiserum erzeugte bei den Homogenaten untransfizierter HT1080 zusdtzlich ein
unspezifisches 60 kDa-Signal, zudem wurden im Medium bei etwa 50 kDa und im
hochmolekularen Bereich unspezifische Signale mit dem oa-Scpepl-D2-Antiserum
detektiert. In der Fraktion angereicherter lysosomaler Proteine aus Mausleber (F2, siche
4.4.2.2) wurde mit dem oa-Scpepl-D2-Antiserum ein starkes 34 kDa-Signal, ein
schwaches 18 kDa-Signal und dariiber hinaus ein 5 kDa-Signal detektiert. Ob es sich bei
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dem 5 kDa-Siganl un ein spezifisches Signal handelt konnte nicht gekldrt werden. Das
a-Scpepl-Antiserum aus Ratte zeigte keine Immunreaktivitit gegeniiber den
untransfizierten HT1080 Zellen und deren Medium. Im Zellhomogenat von HT1080-
Scpepl wurden hingegen ein 55 kDa- und ein 34 kDa-Signal, sowie ein schwaches
18 kDa-Signal nachgewiesen. Das Medium der HT1080-Scpepl zeigte ein starkes
55 kDa- und ein schwaches 34 kDa-Signal. Bei der Analyse der Lysosomenfraktion (F2,
siche 4.4.2.2) wurden ein schwaches 55 kDa-Signal, ein starkes 34 kDa-Signal und ein

schwaches 18 kDa-Signal identifiziert.
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Abb. 4.24:  Western Blot Analyse der Scpepl-Formen in Uberexprimierenden HT1080 und in der
Fraktion F2 nach subzellulérer Fraktionierung

Protein aus 100 pg Zellhomogenat und 50 pl Medium Scpepl-RGS-His6 iiberexprimierender HT1080
wurde durch SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und
anschliefend im Western Blot mit a-Scpepl-Antiseren und o-His-Antikdrper analysiert.

45.2  N-Glykosylierung der Scpepl exprimiert in HT1080

Die Scpepl-Aminosduresequenz enthélt fiinf putative N-Glykosylierungssequenzen, von

denen vier im N-terminalen und eine im C-terminalen Sequenzbereich lokalisiert sind.
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Zur Untersuchung der Glykosylierung der Scpepl wurden Zellhomogenate von HT1080-
Scpepl bis zu sechs Stunden mit N-Glykosidase F inkubiert, durch SDS-PAGE
aufgetrennt und im Western Blot mit einem a-His-Antikdrper und dem a-Scpepl-Ratten-

Antiserum analysiert (Abb. 4.25).
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Abb. 4.25:  Deglykosylierung der Scpepl mit N-Glykosidase F

Jeweils 25 pg Protein aus Zellhomogenaten von Scpepl-RGS-His6 iiberexprimierenden HT1080 wurden
bis zu 6 h mit N-Glykosidase F (PNGaseF) inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine durch SDS-PAGE
separiert und im Western Blot mit o-Scpepl-Ratten-Antiserum und o-His-Antikdrper analysiert. Die
schwarzen Pfeile weisen auf die glykosylierte Form der Scpepl. Die weilen Pfeile zeigen auf die
deglykosylierten der Scpepl.

Mit dem a-His-Antikérper wurde das 55 kDa- und das 18 kDa-Fragment der Scpepl
nachgewiesen. Dabei konnte fiir das 18 kDa-Signal keine GroéBenverschiebung
beobachtet werden, was gegen eine Glykosylierung des Fragments spricht. Die
55 kDa-Form wurde innerhalb von sechs Stunden iiber zwei intermedidre Proteinformen
nur unvollstindig zu einer 48 kDa-Proteinform deglykosyliert, wihrend das
34 kDa-Scpep1-Fragment zeitgleich fast vollstindig iiber zwei Zwischenformen zu einem
28 kDa-Proteinfragment deglykosyliert wurde. Diese Befunde weisen auf eine dreifache
N-Glykosylierung der Scpepl in den HTI1080 Zellen hin, wobei die
3 N-Glykosylierungsstellen im Sequenzbereich des 34 kDa-Fragments lokalisiert sind.



134 Ergebnisse

45.3  Biosynthese und Prozessierung der Scpepl

In Western Blot Analysen konnte neben der 55 kDa-Vorlduferform der Scpepl eine
34 kDa- und eine 18 kDa-Form des Proteins identifiziert werden. Zur Untersuchung der
Prozessierungskinetik und der Halbwertszeit der Scpepl-Proteinformen wurden
Scpepl ”-MEF fiir 1 h mit **S-Methionin metabolisch markiert. Nach verschiedenen
Inkubationszeiten (Chase) wurde das Scpepl-Protein in den Zellen und im Medium mit
dem o-Scpepl-Ratten-Antiserum immunoprézipitiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und
durch Autoradiografie analysiert. Zur Identifizierung von spezifischen und unspezifischen
Signalen wurde das Experiment parallel mit Scpepl”-MEF durchgefiihrt (nicht
abgebildet).
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Abb. 4.26:  Prozessierung der Scpepl in Mausembryonalen Fibroblasten

Scpepl™*- und Scpepl”-MEF wurden 1 h mit **S-Methionin markiert und anschlieBend zwischen 0 h und
72 h inkubiert. Die Scpepl wurde mit o-Scpepl-Ratten-Antiserum aus Zelllysaten und Medium
immunprézipitiert, durch SDS-PAGE separiert und audioradiografisch detektiert. Unspezifische Signale
sind durch * gekennzeichnet.

Nach metabolischer Markierung konnte das 55 kDa-Scpepl-Vorlduferprotein in den
MEF-Zellen detektiert werden (Abb. 4.26). Nach zwei Stunden Inkubation konnten noch
etwa 50 % des 55 kDa-Signals und zusétzlich ein intermedidres 37 kDa-Fragment und

das 18 kDa-Fragment detektiert werden. Nach vier bis sechs Stunden war das 55 kDa-
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Signal nicht mehr nachzuweisen, wihrend die Signalstdrken des 37 kDa- und des 18 kDa-
Signals konstant blieben. 24 Stunden nach der Markierung war das komplett prozessierte
34 kDa-Fragment und das 18 kDa-Fragment nachweisbar. Nach 48 Stunden reduzierte
sich die Signalintensitdt der Fragmente und nach 72 Stunden wurde nur noch etwa 5 %
des Ausgangssignals detektierbar. Im Medium konnten zu keinem Zeitpunkt spezifische

Scpepl-Signale detektiert werden (nicht abgebildet).

4.5.4  Inhibierung der Scpepl-Prozessierung durch NH,CI

Die Behandlung von Zellen mit Ammuniumchlorid (NH4Cl) fiihrt zur Erhéhung des
endosomalen/lysosomalen pH-Werts auf pH 6,0 bis pH 6,3, wodurch die Dissoziation
M6P-markierter Proteine von den M6P-Rezeptoren im spiten Endosomen blockiert wird
(Braulke et al. 1987). Dies fiihrt wiederum dazu, dass alle MPR besetzt bleiben und neu
synthetisierte M6P-markierte Proteine sezerniert werden. Es ist jedoch zu beachten, dass
der  Transport  einiger  lysosomaler = Proteine = MPR-unabhédngig  erfolgt
(z. B. Glucocerebrosidase) (Dittmer et al. 1999). HT1080 und HT1080-Scpepl wurden in
An- und Abwesenheit von 20 mM Ammoniumchlorid metabolisch markiert und 0 h bis
24 h weiter kultiviert. Anschlieend erfolgte die Immunpréizipitation der Scpepl mit dem
a-Scpepl-Ratten-Antiserum. In untransfizierten HT1080 und in ihrem Medium wurde
kein Scpepl-spezifisches Signal detektiert (Abb. 4.27). In HT1080-Scpepl wurde
zundchst die 55 kDa-Vorlduferform der Scpepl detektiert. In den nicht NH4Cl-
behandelten HT1080-Scpepl wurde die Scpepl intrazelluldr iiber eine intermedidre
37 kDa-Form zu einem 34 kDa-Scpepl-Fragment prozessiert. Zudem wurde die 55 kDa-
Form der Scpepl ins Medium der HT1080-Scpepl sezerniert. In NH4Cl-behandelten
HT1080-Scpepl wurde hingegen kein 37 kDa- und kein 34 kDa-Signal nachgewiesen.
Zudem wies die 55 kDa-Vorlduferform in NH4Cl-behandelten HT1080-Scpepl eine
langere Halbwertszeit als in unbehandelten Zellen auf. Nach sechs Stunden ist in
behandelten HT1080-Scpepl noch 15 % des 55 kDa-Signals detektierbar. In
unbehandelten HT1080-Scpepl ist das 55 kDa-Signal hingegen nach sechs Stunden auf
<5 % reduziert. Das Scpepl-Protein wird vollstindig sezerniert und sammelt sich im

Medium an. Das 18 kDa-Fragment ist in HTI1080-Scpepl nach einer Stunde
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metabolischer Markierung nicht nachweisbar. Das 18 kDa-Fragment kann erst nach

langerer metabolischer Markierung (6 - 8 h) in HT1080-Scpep1 detektiert werden.
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Abb. 4.27:  Prozessierung der Scpepl in tGberexprimierenden HT1080 nach Inkubation der Zellen
mit Ammoniumchlorid

Untransfizierte (-) HT1080 und HT1080-Scpepl (+) wurden mit 20 mM NH4CI inkubiert. Nach 24 h
wurden die NH,Cl behandelten und unbehandelte Zellen fiir 1 h mit **S-Methionin markiert und
anschlieBend 0 h bis 24 h weiter kultiviert. Das Scpep1-Protein wurde mit a-Scpepl-Ratten-Antiserum aus
Zelllysaten und Medium immunprézipitiert, durch SDS-PAGE separiert und autoradiografisch detektiert.
Unspezifische Signale sind dadurch erkennbar, dass sie in HT1080 (+) und (-) enthalten sind.

455  Modell zur Prozessierung der Scpepl

Die Scpepl-Protein kodiert fiir ein 452 Aminosduren langes Polypeptid. Die
Untersuchung des exprimierten Scpepl-Proteins zeigte, dass das Scpepl-Protein
mehrfach prozessiert wird. Aus den Uberstinden von HT1080-Scpepl Zellen konnte ein
55 kDa-Vorlauferprotein der Scpepl aufgereinigt werden, dass im Western Blot durch das
C-terminale RGS-His6-Peptid detektiert wurde (4.4.1.1). Die N-terminale Sequenzierung
des 55 kDa-Vorlauferproteins identifizierte 11e29 als N-terminale Aminosédure (4.4.1.1). In
Western Blot Analysen mit HT1080-Scpepl Zellhomogenaten und Medien konnte mit
einem RGS-His6-spezifischen Antikérper neben dem 55 kDa-Vorlduferprotein ein C-
terminales 18 kDa-Scpepl-Fragment in den Zellen identifiziert werden. Zudem
detektierte ein Scpepl-spezifisches Antiserum ein 34 kDa-Scpepl-Fragment in den

Zellen (4.5.1). Metabolische Markierung mit anschlieBender Immunprazipitation des
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Scpepl-Proteins bestdtigten, dass das 55 kDa gro3e Scpepl-Vorlduferprotein in MEF zu
einem 34 kDa-Fragment und einem 18 kDa-Fragment prozessiert wird, wobei bei der
Prozessierung des 34 kDa-Peptids zunéchst eine intermedidre 37 kDa-Form entsteht
(4.5.3). Eine limitierte Deglykosylierung des Scpepl-Vorlduferproteins und der Scpepl-
Proteinfragmente zeigte, dass drei der fiinf N-Glykosylierungssequenzen genutzt werden
und diese ausschlieBlich auf dem 34 kDa-Fragment des Proteins lokalisiert sind (4.5.2).
Vier der finf putativen N-Glykosylierungsstellen sind im N-terminalen Scpepl-
Sequenzbereich lokalisiert. Dies bestitigt wiederum, dass das 34 kDa-Fragment aus dem
N-terminalen Sequenzbereich der Scpepl stammt. Mittels N-terminaler Sequenzierung
nach einer in vitro-Prozessierung des 55 kDa-Proteins mit katalytischen Mengen
lysosomaler Proteine konnte Ile29 als N-terminale Aminoséure des 37 kDa-Fragments
identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Die N-Termini des 34 kDa- und des 18 kDa-

Fragments konnte hingegen nicht identifiziert werden.

Bei der Prozessierung des 55 kDa- Vorlduferproteins erfolgt zunichst eine proteolytische
Spaltung, wobei ein 18 kDa-Fragment und eine intermedidre 37 kDa-Proteinform
entstehen. Bei der anschlieBenden Prozessierung des 37 kDa-Intermediats zur 34 kDa-
Form des Scpepl-Porteins kann es sich hingegen um einen weiteren Proteolyseschritt

oder um eine Prozessierung des Kohlenhydratanteils handeln.
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Abb. 4.28:  Schematische Darstellung der Scpepl-Prozessierung

Im Western Blot von HT1080-Scpepl und durch Immunprézipitation des Scpepl-Proteins nach
metabolischer Markierung konnen vier spezifische Proteinformen der Scpepl mit einer Gréfle von 55 kDa,
37 kDa, 18 kDa und 34 kDa detektiert werden. Durch N-terminale Sequenzierung, Deglykosylierung und
mit Hilfe des C-terminalen RGS-His6-Peptidtags konnen die detektierten Proteinfragmente teilweise der
Scpepl-Sequenz zugeordnet werden. A putative N-Glykosylierungsstelle, dunkelgrauer Pfeil: N-terminales
Signalpeptid.

45.6  Analyse der endogenen Scpepl durch Gelfiltration-Chromatografie

50 pg einer Fraktion angereicherter lysosomaler Proteine (F2, siche 4.4.2.2) wurde auf
einer Superdex 75 sowie auf einer Superdex 200 Gelfiltrationssdule aufgetrennt und
fraktionsweise im Western Blot analysiert. Bei der Gelfiltration eluieren das 34 kDa- und
das 18 kDa-Fragment der Scpepl gemeinsam. Die Elution erfolgt dabei analog zu dem
67 kDa groBen Standardprotein Albumin. Die ldsst darauf schlieBen, dass die Scpepl-
Fragmente nach der Prozessierung weiter interagieren und einen etwa 70 kDa grof3en
Komplex bilden. Zudem kann die Bindung eines weiteren Bindungspartners an die
heterodimere Scpepl-Form aufgrund des apparenten Laufverhaltens der Scpepl-

Fragmente nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.29:  Superdex 75-Gelfiltration von angereichertem, lysosomalem Protein

50 pg Protein einer Fraktion angereicherter lysosomaler Proteine (F2, siche 4.4.2.2) wurden in Acetat-
Puffer pH 4,5 aufgenommen und bei einer FluBrate von 40 pl/min auf einer Superdex 75 Gelfiltrationssiule
aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Fraktionen der Gelfiltration im Western Blot mit dem a-Scpepl1-D2
Serum untersucht. Zur Bestimmung der molekularen GroB3e der Proteine in den Gelfiltrationsfraktionen
erfolgte unter gleichen Bedingungen ein Gelfiltrationslauf mit den Standardproteinen Immunglobulin G
(160 kDa), Albumin (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa) und Ribonuklease A (13,7 kDa).

4.6 Enzymatische Aktivitat der Scpepl

4.6.1  Untersuchung des rekombinanten Scpepl-Proteins auf Carboxypeptidase
Aktivitat

Die Scpepl wird der Familie S10 der SC zugeordnet, deren bekanntesten Vertreter die
CPY aus S. cerevisiae und das PPCA sind. Beide Serincarboxypeptidasen besitzen ein
pH-Optimum im sauren Bereich und zeigen hohe Affinitdt gegeniiber Peptiden mit
hydrophoben C-terminalen Peptiden. Die Serincarboxypeptidaseaktivitit der Scpepl
wurde in vitro mittels artifizieller N-blockierter Dipeptide anhand der Freisetzung der C-
terminalen Aminosdure bestimmt (3.5.7). Bei der Inkubation von 0,5 mM
CBZ-Phe-Leu-OH mit steigenden Konzentrationen rekombinanter CPY konnte eine pH-,

zeit- und dosis-abhidngige proteolytische Aktivitit bestimmt werden. Bei der Inkubation
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des Substrats mit steigenden Konzentrationen des aufgereinigten Scpepl-55kDa-
Vorlduferproteins war hingegen keine proteolytische Aktivitidt nachweisbar. Das Scpepl-

Vorlauferprotein besitzt offensichtlich keine enzymatische Aktivitét.

Im néchsten Schritt wurde die proteolytische Aktivitdt in Zellhomogenaten von normalen
HT1080 und HT1080-Scpepl untersucht. Dazu wurde 0,5 mM CBZ-Phe-Leu-OH mit
20 ng Zellhomogenat in MES/EDTA-Puffer pH 4,5 inkubiert. Das EDTA im Puffer
inhibiert Metalloproteasen im Homogenat, so dass ausschlieBlich die proteolytische
Aktivitdt der sauren Serincarboxypeptidasen gemessen wird. Trotz der nachweislich
hohen Expressionsrate der Scpepl in stabil transfizierten HT1080 konnte in den
Zellhomogenaten der HT1080-Scpepl keine Erhéhung der
Serincarboxypeptidaseaktivitit bestimmt werden (Abb. 4.30).
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Abb. 4.30: Bestimmung der Serincarboxypeptidase-Aktivitat in Scpepl-RGS-His6 exprimierenden
HT1080

Zur Bestimmung der Serincarboxypeptidase-Aktivitdit in Zellhomogenaten von HT1080 und
HT1080-Scpepl wurden jeweils 20 ug Zellhomogenat mit 0,5 mM CBZ-Phe-Leu-OH in
100 mM MES/2 mM EDTA pH 4,5 inkubiert. AnschlieBend wurde die Konzentration freier Aminosiuren
durch Ninhydrinfarbung photometrisch bestimmt. (n = 1 Zellklon; je 4 technische Replikate)

4.6.2  Bestimmung der Serincarboxypeptidaseaktivitat in Homogenaten von

embryonalen Mausfibroblasten und Geweben Scpepl-defizienter Mause

Die Scpepl-Aktivitit wurde in verschiedenen Geweben von Scpeplw- und Scpepl'/ -
Miusen mit N-blockierten CBZ-Phe-Leu-OH als Serincarboxypeptidase-Substrat
bestimmt. In Darmhomogenaten der Scpepl™-Miuse wurde eine spezifische
Serincarboxypeptidase-Aktivitit von etwa 2 U/mg Protein gemessen (Abb. 4.31 A),

wihrend die spezifische Aktivitit in Nierenhomogenaten durchschnittlich 1,4 U/mg
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Protein und in Leberhomogenaten 0,8 U/mg Protein betrug. Die Serincarboxypeptidase-
Aktivitdt war in der Leber der Scpepl-defizienten Mause um 20 % und in den Nieren um
10 % reduziert, wohingegen im Darm eine signifikante Reduzierung der
Carboxypeptidase-Aktivitdt um etwa 30 % nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.31 A).
Zur Messungen der Serincarboxypeptidaseaktivitit an einem definierten Zelltypen

+/+

wurden aus Mausembryonen der RST 426 Zucht sieben Scpepl™- und fiinf Scpepl

++

MEF Zelllinien etabliert. Scpepl ' -MEFs, die in Western Blot Analysen eine hohe
Scpepl-Expression zeigten, wiesen eine spezifische Serincarboxypeptidaseaktivitit von
1,4 U/mg Protein auf. In Scpepl”-MEF konnte eine signifikante Reduzierung der

spezifischen Aktivitdt um 50 % nachgewiesen werden (Abb. 4.31 B).
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Abb. 4.31:  Analyse der Serincarboxypeptidaseaktivitét bei pH 4,5 in RST426 Mausgewebe und
RST426 embryonalen Mausfibroblasten

Zur Bestimmung der Serincarboxypeptidase-Aktivitidt in Gewebehomogenaten (A) und Zellhomogenaten
embryonaler Mausfibroblasten (B) von Scpepl”’-Mausen und Scpepl”-Miusen wurden jeweils 20 pg
Homogenat mit 0,5 mM CBZ-Phe-Leu-OH in 100 mM MES/2 mM EDTA pH 4,5 inkubiert. Anschlieend
wurde die Konzentration freier Aminosduren durch Ninhydrinfarbung photometrisch bestimmt. (n = Anzahl
biologischer Replikate; je 4 technische Replikate; **: P< 0,005; ***: P< 0,0005).

Zusitzlich wurden weitere artifizielle Dipeptide (CBZ-Phe-Phe, CBZ-Phe-Leu, CBZ-
Phe-Ala, CBZ-Leu-Phe, CBZ-Ala-Phe, CBZ-Gly-Leu, CBZ-Gly-Gly und CBZ-Arg-Lys)
zur Bestimmung der Carboxypeptidaseaktivitit eingesetzt. Dabei erwiesen sich
insbesondere im Darmgewebe alle Dipeptide mit einer hydrophoben Aminosdure am

C-Terminus (P’) als verwendbare Serincarboxypeptidase-Substrate, wihrend mit den
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Dipeptiden CBZ-Gly-Gly und CBZ-Ala-Lys keinerlei Aktivitdt unter den gegebenen
Bedingungen bei pH 5 und unter Verwendung von EDTA als Inhibitor von
Metalloproteasen messbar war. CBZ-Ala-Lys ist ein spezifisches Substrat fiir
Serincarboxypeptidasen der Gruppe S10 D, die eine starke Substrataffinitit gegeniiber
Peptiden mit basischen, C-terminalen Aminosduren aufweisen. Durch die differentielle
Messung der Serincarboxypeptidaseaktivitit konnte gezeigt werden, dass die Scpepl eine
Substrataffinitit gegeniiber hydrophoben Dipeptiden und keine messbare Substrataffinitét
gegeniiber dem Dbasischen Dipeptid zeigt, und somit der Gruppe C der

Serincarboxypeptidasen zugeordnet werden kann.
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Abb. 4.32:  Analyse der Serincarboxypeptidaseaktivitat bei pH 4,5 in RST426 Darmhomogenaten
unter Verwendung verschiedener Substrate

Zur Bestimmung der Serincarboxypeptidase-Aktivitit in Gewebehomogenaten aus Scpepl™-Darm und

Scpepl”-Darm wurden jeweils 20 pg Homogenat mit 0,5 mM N-terminal, CBZ-blockierter Dipeptide in
100 mM MES/2 mM EDTA pH 4,5 inkubiert. AnschlieBend wurde die Konzentration freier Aminosiuren
durch Ninhydrinfairbung photometrisch bestimmt (4 biologische Replikate; je 4 technische Replikate;
**: P<0,005; ***: P< 0,0005; n.s.: nicht signifikant).
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4.7 Phanotypische Untersuchung Scpepl-defizienter (-/-) Mause

4.7.1  Makroskopisches Erscheinungsbild der Scpepl-defizienten Méause

Bei der Verpaarung heterozygoter Nachkommen des RST426 Stamms (129/01a/C57BL/6
50/50-Hybriden) wurden insgesamt etwa 350 Nachkommen analysiert. Bei der
Genotypisierung der Miuse konnte eine Verteilung nach den Mendel’schen Regeln
festgestellt werden, wobei der Anteil der Scpepl”-Méuse bei 23,6 % lag. Zudem waren
Scpepl-defiziente Mause beider Geschlechter fertil. Die Entwicklung der defizienten
Maiuse ins adulte Alter vollzieht sich unauffillig. Scpepl-defiziente Tiere wiesen
makroskopisch keine offensichtlichen Verianderungen gegeniiber den Geschwistertieren
auf. Auch Sektionen mit Beurteilung der inneren Organe erbrachten keine vom Wildtyp
abweichenden Befunde.Die Gewichtsentwicklung und die Sterblichkeitsrate der Tiere mit

unterschiedlichen Scpepl-Genotypen war vergleichbar.

4.7.2  Verhalten von Scpepl-defizienten Mausen

Das Verhalten von 16 weiblichen Scpepl-defizienten Méusen und 14 weiblichen
Kontrollmdusen wurde von Rudi D’Hooge und Leen Van Aerschot im Laboratory of
Biological Psychology, Department of Psychology an der Universitit Leuven in Belgien
untersucht (Caeyenberghs et al. 2006). Die neuromotorische Koordination (rotarod
performance) und die Griffstairke der Scpepl-defizienten Tiere war normal. Bei der
Aufnahme der 24-Stunden-Kéfig-Aktivitdt waren die Scpepl-defizienten Tiere gegeniiber
den normalen Geschwistertieren marginal hypoaktiv (P= 0,07). Im Open Field-Test war
ithre Aktivitét hingegen vollig normal, zudem waren Weglidngen, Latenzzeiten und die im
Zentrum des Feldes verbrachten Zeiten der Scpepl-defizienten Méuse vergleichbar mit
denen der Kontrolltiere. Im Erkundungsverhalten (social exploration, elevated plus maze
activity) waren keine Unterschiede zweischen Scpepl-defizienten und Kontrollmause zu
erkennen. In Lernexperimenten (step-through box, hidden-platform Morris water maze
task) zeigten die Scpepl-defizienten Méuse ein normales Orientierungs- und

Erinnerungsvermdogen.
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4.7.3  Lichtmikroskopische Untersuchung von Scpepl-defizienten Mausgeweben

Zur histologischen Untersuchung wurden verschiedene innere Organe von drei Scpepl-
defizienten Méusen und zwei Scpepl” -Miusen im Alter von 5 Monaten in Formalin
fixiert und in Paraffin eingebettet. AnschlieBend erfolgte die Untersuchung der Organe
durch Hidmatoxylin-Eosin-Fiarbung der Paraffinschnitte. Es wurden Schnitte der Organe
Gehirn, Lunge, Leber, Niere, Milz, Oesophagus, Magen, Doudenum, Harnblase, der
Hoden und der Ovarien untersucht. In lichtmikroskopischen Analysen der
Gewebeschnitte konnten keine Auffilligkeiten an den Organen Scpepl-defizienter Méuse

festgestellt werden.

Fiir weitere Untersuchungen wurden Scpepl™”-Méuse im Alter von 9 und 12 Monaten,
sowie gleichaltrige Kontrolltiere durch Perfusion mit 6 % Glutaraldehyd fixiert. Die
histologische Untersuchung der Tiere wurde anschlieBend von Prof. Dr. R. Liillmann-
Rauch am Anatonischen Institut der Universitit Kiel durchgefiihrt. Anhand von
Semidiinnschnitten wurden Niere, Leber, Lunge, Pankreas und Nebenniere
lichtmikroskopisch ~untersucht. Alle analysierten Gewebe erwiesen sich als
morphologisch unauffillig. Es wurden keine Anzeichen einer VergrofBerung der
Lysosomen oder einer lysosomalen Speicherung gefunden. In Gewebeschnitten Scpepl-
defizienter Organe waren zudem weder Anzahl noch Gréf3e der Lysosomen verdndert, so
dass eine massive lysosomale Speicherung ausgeschlossen werden konnte. Anhand
elektronenmikroskopischer Untersuchungen der Lysosomen in den genannten Organen

sollen auch leichte Speicherungen in Lysosomen ausgeschlossen werden.

4.7.4  Biochemische Analyse der Scpepl-defizienten Mausgewebe

Da weder makroskopisch, noch lichtmikroskopisch ein durch die Scpepl-Defizienz
hervorgerufener spezifischer Phinotyp feststellbar war, wurden Scpepl-defiziente

Gewebe biochemisch analysiert.
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4.7.4.1 Untersuchung der Lysosomenmorphologie aus Scpepl-defizientem

Mausgewebe

Die Lysosomen Scpep-defizienter Méuse wurden hinsichtlich ihrer Dichte und Integritat
analysiert. Dazu wurden Leber- und Nierenhomogenate auf einem Percoll-Dichte-
gradienten subzelluldr fraktioniert. Der postnukleire Uberstand (PNS) von

Gewebehomogenaten wurde auf einem 30 %igen Percolldichtegradienten aufgetrennt
(3.5.13).
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Abb. 4.33:  Subzellulare Fraktionierung von Scpepl”-Gewebehomogenaten auf einem
Percolldichtegradienten

Perinukleidre Uberstande von Scpepl™"- und Scpepl”-Leberhomogenaten (A) und Nierenhomogenaten (B)
wurden auf einem 30 %igen Percolldichtegradienten fraktioniert. Die 20 Fraktionen des Gradienten wurden
hinsichtlich ihrer die B-Hexosaminidaseaktivitit analysiert. Die prozentualen Anteile der einzelnen
Fraktionen an der f-Hexosaminidase-Gesamtaktivitit im Gradienten sind grafisch dargestellt.
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Die Verteilung der Lysosomen innerhalb des Gradienten wurde durch die Messung der
B-Hexosaminidaseaktivitit bestimmt. Leber- und Nierenhomogenate von Scpepl-
defizienten und Kontrollmiusen weisen keine Unterschiede in der Verteilung der

Lysosomen nach der subzelluldren Fraktionierung im Percollgradienten auf (Abb. 4.33).

Zur Untersuchung der osmotischen Stabilitdt der Lysosomen Scpepl-defizienter Miuse
wurde der perinukleire Uberstand von Scpepl'/'- und Scpep1+/+-Leberhomogenaten in
einer osmotisch wirksamen 0,25 M Glucoselosung und zur Kontrolle in einer osmotisch
nicht wirksamen 0,25 M Sucroseldsung inkubiert (3.5.12). Die Lysosomenmembranen
enthalten Glucose-Transporter, die die Glucose aktiv in die lysosomalen Vesikel
transportieren und somit die Osmolaritdt des Lysosomeninhalts erhéhen. Dies fiihrt zu
Wasseraufnahme und zur allméhlichen Ruptur der Lysosomen. Bei der Inkubation des
perinukledren Uberstands (PNS) aus Scpepl®*- und Scpepl”-Leber mit isotonischer 0,25
M Sucrose erfolgte erwartungsgeméill keine zeitabhingige Lyse der Lysosomen. Die
B-Hexosaminidaseaktivitit im Uberstand blieb iiber 20 min konstant. Dagegen war bei
der Inkubation des PNS mit 0,25 M Glucoselosung schon innerhalb der ersten 5 min ein
starker Anstieg der freigesetzten B-Hexosaminidase im Uberstand des Reaktionsansitze
messbar. Nach 10 min waren 66 % der Lysosomen im ScpeplW-Ansatz ruptiert. Im
Scpepl'/ -Ansatz stieg die freigesetzte B-Hexosaminidaseaktivitit vergleichbar stark an.

Nach 10 min waren 62 % der Lysosomen ruptiert.

Stabilitdtstest und subzelluldrer Fraktionierung mittels Percoll-Gradienten lassen keine
Unterschiede zwischen Lysosomen aus Gewebe von Scpepl-defizienten und
Kontrolltieren erkennen. Dies bestétigt die Ergebnisse der histologischen Untersuchung,
bei der ebenfalls keine Verdnderungen in Form und Anzahl der Lysosomen nachgewiesen

werden konnte (4.7.3).



Ergebnisse 147

--#-- Scpepl +/+ Sucrose

S
% = --0-- Scpepl +/+ Glucose
E % —&— Scpepl -/- Sucrose
g g —A— Scpepl -/- Glucose
8 D
5 E
Tx
b
S %
IS
28 10-
(O]
O v LJ L) L]
0 5 10 15 20
Zeit (min)

Abb. 4.34: Osmotische Stabilitat der Scpepl-defizienten Leberlysosomen in Glucosel6sung

Die perinukleiren Uberstande von Scpepl™- und Scpepl”-Leberhomogenaten wurden iiber einen
Zeitraum von 20 Minuten in 0,25 M Sucrose bzw. 0,25 M Glucoselosung inkubiert. Wéhrend der
Inkubation wurden Aliquots abgenommen und mit 0,25 M Sucroselosung abgestoppt. Durch
Ultrazentrifugation wurden intakte Lysosomen pelletiert. Im Uberstand wurde die B-Hexosaminidase-
Aktivitét der ruptierten Lysosomen gemessen. Durch Zugabe von 1% Triton wurde die Gesamtaktivitdt im
Ansatz detektiert. AnschlieBend konnte der prozentuale Anteil der lysierten Lysosomen im Ansatz bestimmt
werden.

4.7.4.2 Bestimmung der Aktivitat lysosomaler Enzyme in Geweben von Scpepl-

defizienten Mausen

Um zu iiberpriifen, ob die Scpepl-Defizienz zur Verdnderung der Aktivitidt anderer
lysosomaler Enzyme fiihrt, wurde die spezifische Aktivitit der Enzyme
B-Hexosaminidase, p-Glucuronidase, o-Mannosidase und a-Galactosidase in
Gewebehomogenaten von Scpepl-defizienten Méiusen und Kontrollmdusen bestimmt.
Dazu wurden die Gewebehomogenate aus Gehirn, Lunge, Herz, Leber, Milz, Niere und
Hoden von jeweils drei viermonatigen Scpepl™*- und Scpepl”-Mausen analysiert (Abb.
4.35). Ein statistisch signifikanter Unterschied in den spezifischen Aktivitdten der
Enzyme konnte nur in einzelnen Geweben fiir eines der analysierten Enzyme detektiert
werden. Die B-Hexosaminidase-Aktivitdit war nur in Hoden Scpepl-defizienter Miuse
erhoht (+ 50 %, P < 0,05), wihrend die a-Mannosidase-Aktivitidten in Hirn bzw. Herz
Scpepl-defizienter Méuse signifikant erhoht waren (+ 80 %, P < 0,005 bzw + 58 %,
P < 0,05). Die B-Glucuronidase-Aktivitdt war hingegen in der Niere Scpepl-defizienter
Maiuse leicht verringert (- 24 %, P < 0,5).
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Abb. 4.35:  Spezifische Aktivitat lysosomaler Enzyme in verschiedenen Organen Scpepl-defizienter
Mause

Aus den Organen Leber, Niere, Milz, Hoden, Hirn, Herz und Lunge Scpepl-defizienter Mause und
Kontrollméuse wurden Gewebehomogenate hergestellt, in denen die spezifische Aktivitit der lysosomalen
Enzyme B-Hexosaminidase, 3-Glucuronidase, a-Mannosidase und a-Galactosidase bestimmt wurden. (n=
3 biologische Replikate; *: P< 0,05; **: P< 0,005; ***: P< 0,0005).
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4.7.5 Untersuchungen am Blut Scpepl-defizienter Mause

Zur Untersuchung des Bluts wurde Scpepl-defizienten Médusen und Kontrollmiusen
retrobulbdr Blut entnommen. Zur Untersuchung des Blutbilds wurde das Blut mit EDTA
versetzt. Die Blutproben wurden zur Analyse an das Tierdrztliche Institut, Abteilung
Hygiene der Nutztiere der Universitit Gottingen gegeben. In Tab. 4.6 sind die Ergebnisse
der Blutzellanalyse zusammengefasst. Es ist kein Unterschied zwischen dem Blutbild von
Kontrollen und Scpepl-defizienten Miusen zu erkennen. Die ermittelten Werte liegen

dabei im normalen Standardmessbereich.

Kontrolle (n=4) Scpep1™ (n=4)
WBC (103/pl) 5,48 +1,12 4,53 +0,98
RBC (106/|.|I) 9,30 +0,55 9,70 +0,29
HGB (g/dl) 15,03  +0,41 14,98 +0,70
HCT(%) 43,53 +2,60 45,60 +1,93
MCV (fl) 46,78 +0,62 47,16 +0,57
MCH (pg) 16,33 +1,00 15,45 +0,27
MCHC (g/dlI) 34,85 +1,90 32,85 +0,43
RDW (%) 17,20 +0,27 18,04 +0,80
PLT (10%/l) 1116 +163 1084 +115
MPV (fl) 6,30 + 0,36 6,15 +0,30

Tab. 4.6: Blutbild von Scpepl-defizienten Mausen und Kontrollméusen

Zur Analyse der Blutbilds wurde je vier weiblichen Scpepl-defizienten Mausen und Kontrollméusen im
Alter zwischen neun und zw6f Monaten Blut entnommen. WBC (weifle Blutzellen), RBC (rote Blutzellen),
HGB (Hémoglobin), HCT (Hadmatokrit), MCV (mean cellular volume of RBC), MCH (mean cellular
heamoglobine of RBC), MCHC (mean cellular heamoglobine concentration), RDW (red cell distribution
width), PLT (Thrombozyten), MPV (mean volume of PLT). Angegeben ist der berechnete Mittelwert der
Untersuchungsergebnisse und die Standardabweichung (SEM), n=4.

In Serumproben der gleichen Tiere wurden spezifische Marker pathologischer
Verdnderungen der inneren Organe analysiert (Tab. 4.7). Mogliche Leberschidden wurden
durch die Messung der AST (Aspartat-Aminotransferase) und der GGT (Gamma-
Glutamyl-Transferase), sowie durch die Eisenbestimmung untersucht. Durch die

Messung von Eisen, Gesamtprotein und Albumin wurde auf eine nephrotische
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Verdnderung hin untersucht. Alle analysierten Parameter waren in Scpepl-defizienten

Maiusen und Kontrolltieren vergleichbar.

Kontrolle (n=4) Scpep1"' (n=4)

AST (U/l) 86,00 +12,62 94,17 +2,77
GGT (uhy 8,00 +0,0 8,00 +0,0
Eisen (ug/dl) 34,70 +2,65 34,28 +5,99
Protein (g/dl) 5,988 +0,26 6,046 10,1871

Albumin (g/dl) 2,905  +0,08 2,783 +0,17

Tab. 4.7: Analysierte Serumparameter von Scpepl-defizienten Mausen und Kontrollméusen

Zur Analyse der Serumparameter wurde je 4 weiblichen Scpepl-defizienten Mausen und Kontrollméusen
im Alter zwischen 9 und 12 Monaten retrobulbir Blut entnommen, aus dem das Serum gewonnen wurde.
Die Analyse des Serums erfolgte an Tierérztlichen Institut, Abteilung Hygiene der Nutztiere der Universitét
Gottingen. Gemessen wurde AST (Aspartat-Aminotransferase), GGT (Gamma-Glutamyl-Transferase),
Eisen, Gesamtprotein und Albumin. Angegeben ist der berechnete Mittelwert der Untersuchungsergebnisse
und die Standardabweichung (SEM), n=4.

4.7.6  Untersuchungen am Urin Scpepl-defizienter Mause

In Mausgewebe wurde in der Niere eine hohe Scpepl-Expression im Western Blot
nachgewiesen (4.4.3.2). Zudem konnte durch die X-Gal-Reportergenfarbung eine starke
Scpepl-Expression in den proximalen Tubuli der Niere bestimmt werden (4.4.3.4). Um
die Nierenfunktion der Scpepl-Méuse zu untersuchen wurde der Urin der RST426 Tiere
durch reduzierende SDS-PAGE und Silberfiarbung der Gele analysiert (Abb. 4.36). In
normalem Urin findet man nur wenig hochmolekulare Proteine (> 60 kDa), da diese bei
der Filtration des Bluts an der Basalmembran der Glomeruli zuriickgehalten werden. Bei
einer glomeruldren Schidigung hingegen werden {berdurchschnittlich viele
hochmolekulare Proteine im Urin ausgeschieden. Auch eine Schidigung des tubulédren
Systems kann durch die Analyse des Proteinmusters nachgewiesen werden, da eine
eingeschriankte Riickresorptionsrate infolge eines Tubulusschadens zu einer
mikroglobuldren Proteinurie flihrt, bei der vermehrt Proteine mit einem

Molekulargewicht < 60 kDa mit dem Urin ausgeschieden werden.
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Abb. 4.36:  Proteinmuster im Urin von Scpepl”-Mausen und Kontrollmausen

Der Urin der RST426 Maiuse wurde in einem Eppendorfgefdl aufgefangen. Die Proteinkonzentration im
Urin wurde bestimmt und 100 pg des Gesamtproteins wurde durch SDS-PAGE unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt. Nach Silberfirbung des Gels wurde das Proteinmuster im Urin beurteilt. (+:
leicht erhohte Proteinmenge; ++: mittlere Proteinurie; +++: starke Proteinurie)

Im Urin von sieben Monate alten Scpepl™*-Miusen war nur wenig Protein > 20 kDa
enthalten, wihrend im Urin von ilteren Scpepl™*-Miusen ein Anstieg der Proteinmenge
nachweisbar war. Bei einige Scpepl”-Miusen im gleichen Alter wurde hingegen eine
moderate Erhohung von Proteinen mit einem Molekulargewicht von 30 bis 150 kDa im
Urin detektiert und vereinzelt war eine starke Proteinurie nachweisbar. Insgesamt wurde
der Urin von 31 Scpepl™*-Kontrollmiusen und 63 Scpepl”-Miusen der RST426-Zucht
untersucht. Dabei zeigten vier Scpepl”-Miuse (6 %) eine starke Proteinurie. Neun
weitere Scpepl'/ -Maéause (14 %) zeigten eine Erhohung von Proteinen mit einem
Molekulargewicht von 30 bis 150 kDa im Urin. Diese Verdnderungen traten im Alter von
7-10 Monaten auf. Der Urin anderer Scpepl”-Miuse war bis zu einem Alter von 16
Monaten véllig unauffillig. Bei den Scpepl™*-Kontrolltieren wurde kein Tier mit starker
Proteinurie detektiert. Eine altersbedingte Erhohung der hochmolekularen Proteine im
Urin war jedoch auch bei Scpepl™ -Miusen mit steigendem Alter zu erkennen. Eine

vergleichende Analyse von Serum und Urin einer Maus mit starker Proteinurie zeigte
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keine Auffilligkeiten im Proteinmuster des Serums, so dass ein pri-renaler Defekt als

Ursache fiir die Proteinurie ausgeschlossen werden konnte (nicht abgebildet).

Um den Ursprung der Proteinurie zu untersuchen, wurden Scpepl”-Miuse mit einer
mittleren Proteinurie im Alter von neun Monaten und zwolf Monaten, sowie zwel
gleichaltrige Kontrollmiuse mit Glutaraldehyd fixiert. AnschlieBend wurden die Nieren
der Maiuse licht- und elektronenmikroskopisch von Frau Prof. Dr. Liillmann-Rauch
beurteilt. Bei der mikroskopischen Untersuchung wurden neben normalen Glomeruli
teilweise verddete Glomeruli detektiert (Abb. 4.37 A-C). In den Glomeruli war
stellenweise eine ungleichméfige, verdickte Basalmembran zu sehen (Abb. 4.37 I). An
manchen Stellen konnte zudem eine Auflosung der Porenstruktur der Podozytenfiifle
(Effacement) detektiert werden (Abb. 4.37 G-H). Diese Verdanderungen konnen urséachlich
fiir die detektierte Proteinurie sein. Im Bereich der proximalen und distalen Tubuli und im
Bereich des Sammelrohrs waren keine Verdnderungen bei den Scpepl-defizienten
Maiusen gegeniiber den Kontrollmiusen nachweisbar (Abb. 4.37 D-E). Die beschriebenen
Verinderungen wurden im gleichen Umfang in Scpepl™- und Scpepl”-Nierengewebe

detektiert.

In weiterfilhrenden Experimenten ist statistisch zu klidren, ob sich eine Proteinurie bei
Scpepl™”-Miusen friiher manifestiert und ob diese Proteinurie auf die Scpepl-Defizienz

zuruckzufuhren ist.



Ergebnisse 153

Abb. 4.37:  Mikroskopische Untersuchung von Scpepl™-Nierengeweben

(A) Semidiinnschnitt der Nierenrinde. Angeschnitten sind distale und proximale Tubuli, sowie 9 Glomeruli,
von denen 1 Glomerulus normal aussieht, 4 teilweise verddet sind und 4 ein vergroflertes Mesangium
zeigen, (B) Ausschnitt aus A, zeigt zwei teilweise verddete Glomerulim mit hohem Mesangiumanteil, (C)
Ausschnitt von A, zeigt normalen Glomerulus (D)-(I) Elektronenmikroskopische Aufnahmen (D)
proximaler Tubulus, normal, (E) Hauptzellen des Sammelrohrs, normal, (G)+(H) Glomeruluskapillare,
Pfeile markieren verdnderte Podozyten, (I) Glomeruluskapillare, Basalmembran und Podozyt, Pfeile zeigen
verdickte Basalmembran und Ablgsungen an der kapillarluminaren Seite der Basalmembran.
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5 Diskussion

5.1 Identifizierung von neuen lysosomalen Matrixproteinen durch
Proteomanalyse

5.1.1  Analyse M6P-markierter Proteine durch 2D-GE und MudPIT

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung neuer lysosomaler
Matrixproteine. Zur Isolierung lysosomaler Matrixproteine konnen im Prinzip zwei
Methoden genutzt werden. Dabei stellt die subzelluldre Fraktionierung eine Methode dar,
die zur Anreicherung lysosomaler Proteine verwendet wird (Chataway et al. 1998; Tribl
et al. 2005; Schroder et al. 2007). Sie ermdglicht die Analyse von lysosomalen
Matrixproteinen, als auch von lysosomalen Membranproteinen, da die Lysosomen als
Gesamtorganellen in aufeinander folgenden Zentrifugationsschritten aus Gewebe- oder
Zellhomogenaten angereichert werden. Die Identifizierung der lysosomalen Proteine nach
subzellularer Fraktionierung wird jedoch zumeist durch eine hohe Anzahl
kontaminierender, nicht lysosomaler Proteine erschwert. Durch eine klassische
subzelluldre Fraktionierung konnten Schréder et al. (Schroder et al. 2007) insgesamt
58 bekannte, sowie putativ lysosomale Membranproteine nachweisen, wobei 17 dieser
Proteine Untereinheiten der lysosomalen V-Typ H-ATPase darstellten. Um lysosomale
von kontaminierenden Proteinen zu unterscheiden, verwendeten sie ein differentielles
Analyseverfahren bei dem die Konzentration der identifizierten Proteine in stark
angereicherten und weniger stark angereicherten Fraktionen verglichen und der

Anreicherungsfaktor als Auswahlkriterium herangezogen wurde.

Eine alternative Methode zur Isolierung lysosomaler Matrixproteine nutzt deren
spezifische Modifikation mit M6P-Resten, anhand derer lysosomale Matrixproteine von
anderen z.B. sezernierten Proteinen unterschieden werden konnen. Diese Modifikation
vermittelt die Bindung der lysosomalen Matrixproteine an die Mannose-6-
Phosphatrezeptoren (MPR) (Kornfeld und Kornfeld 1985; von Figura und Hasilik 1986),

so dass M6P-haltige Proteine aus Gewebehomogenaten, Korperfliissigkeiten, wie Urin
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oder Blutserum, oder aus Zellkulturiiberstinden mittels immobilisierter MPR affinitéts-
chromatografisch aufgereinigt werden konnen (Pohlmann et al. 1995; Sleat et al. 1996;
Journet et al. 2000). M6P-haltige Proteine wurden in fritheren Studien durch 1D-GE und
2D-GE aufgetrennt und durch N-terminale Sequenzierung identifiziert (Sleat et al. 1996;
Chataway et al. 1998) bzw. in den letzten Jahren zunehmend durch massenanalytische

Verfahren (z.B. MALDI-TOF-MS) analysiert (Journet et al. 2000; Journet et al. 2002).

In der hier durchgefiihrten Proteomanalyse wurden M6P-markierte Proteine aus
Zellkulturiiberstanden von MPR-defizienten, embryonalen Mausfibroblasten, die 16sliche
lysosomale Vorlduferproteine aufgrund der MPR-Defizienz konstitutiv sezernieren,
isoliert und affinitdtschromatografisch aufgereinigt (4.1.1). AnschlieBend wurden die
isolierten Proteine durch zwei unabhédngige Analyseverfahren identifiziert. Die Proteine
wurden einerseits durch 2D-GE, gefolgt von tryptischem In-Gel-Verdau und MALDI-
TOF-MS analysiert (4.1.2) und andererseits durch eine MudPIT-Analyse identifiziert
(4.1.3). Dabei wurden die isolierten Proteine zunéchst tryptisch verdaut. Die
resultierenden  Peptide wurden durch Ionenaustauscher- und Reverse-Phase-
Chromatografie zweidimensional aufgetrennt und anschlieBend durch ESI-MS/MS
identifiziert. Insgesamt konnten 34 bekannte lysosomale Matrixproteine aus den
Uberstinden der Mausfibroblasten identifiziert werden (Tab. 4.2). Zusitzlich wurden vier
putativ lysosomale Proteine und vier kontaminierende, nicht lysosomale Proteine
nachgewiesen (Tab. 4.2). Drei der putativ lysosomalen Proteine konnten durch 2D-GE als
auch durch MudPIT identifiziert werden (MERP-2, 66.3 kDa-Protein und Scpepl), das

vierte Protein (Progranulin) wurde nur durch die MudPIT-Analyse identifiziert.

Durch die 2D-GE wurden insgesamt 32 Proteine in 198 Spots identifiziert, dabei handelte
es sich um 28 bekannte lysosomale Proteine, ein nicht lysosomales Protein und die drei
Kandidaten fiir lysosomale Matrixproteine: MERP-2, 66.3 kDa-Protein und Scpepl
(4.1.2). Die einzelnen lysosomalen Proteine wurden im 2D-Gel meist in mehreren Spots
mit unterschiedlichen molekularen Massen und pl nachgewiesen. Lysosomale Proteine
besitzen hiufig eine starken Heterogenitit in den N-glykosidisch verkniipften Oligo-
sacchariden (von Figura und Hasilik 1986; Dittmer et al. 1997) und liegen meist in
unterschiedlich proteolytisch gereiften Formen vor (Hasilik 1992). Einige Proteine

wurden hingegen nur durch einen Spot im 2D-Gel identifiziert. So ist z.B. das PPCA



156 Diskussion

(protective protein/cathepsin A) eines der Proteine, die sich im 2D-Gel sehr heterogen
verhalten. Es ist in 19 verschiedenen Proteinspots nachweisbar, die verschieden

glykosylierte und prozessierte Formen des Proteins darstellen.

Durch die MudPIT-Analyse wurden 28 bekannte lysosomale Proteine identifiziert. Davon
wurden die sechs Proteine saure Ceramidase, saure Lipase I, Cathepsin F,
Galactocerebrosidase, Niemann Pick Typ C2 und Prosaposin nur durch MudPIT
nachgewiesen (4.1.3). Die Proteine CREG, a-L-Fucosidase, CLNS5, Neuraminidase,
Ribonuklease und Tripeptidylpeptidase I wurden nur durch 2D-GE/MS und nicht durch
MudPIT identifiziert. Die genannten Proteine wurden auch im 2D-Gel nur durch einen
oder zwei Proteinspots mit geringer Intensitdt identifiziert. Dies ldsst vermuten, dass
schwach exprimierte Proteine durch MudPIT Analyse schlechter nachweisbar sind, da
hiufiger vorkommende Peptide anscheinend die Detektion seltener Peptide bei der

MS/MS-Analyse behindern.

In dieser Studie konnten durch die verwendeten Analyseverfahren etwa zwei Drittel der
heute bekannten, ~50 lysosomalen Matrixproteine identifiziert werden. Einige der
bekannten, lysosomalen Proteine entgingen der durchgefiihrten Analyse, da sie
wahrscheinlich nicht in embryonalen Mausfibroblasten exprimiert werden. Dazu gehoren
z.B. die gewebespezifisch exprimierten Proteasen, wie das Cathepsin M das
ausschlieBlich in Plazenta exprimiert wird (Bode et al. 2005). Die meisten nicht
identifizierten Proteine sind jedoch ubiquitdr exprimiert (z.B. a-Galactosidase, o-L-
Iduronidase, Sulfamidase) und entgehen der Analyse offensichtlich aufgrund
methodischer Limitierungen wie z.B. der Inkompatibilitdit der Proteine mit den
Versuchsbedingungen (Loslichkeit, pI, MW, Glykosylierung) oder der Detektionsgrenze
von schwach exprimierten Proteinen. Anhand beider Methoden wurden jeweils 28
bekannte lysosomale Proteine identifiziert. 22 Proteine wurden parallel in beiden
Ansdtzen nachgewiesen. Durch die Verwendung der zwei komplementéren
Analyseverfahren konnte die Anzahl der identifizierten Proteine gegeniiber jeder
einzelnen Methode erheblich gesteigert werden. Journet et al. (Journet et al. 2002) und
Sleat et al. (Sleat et al. 2005) fiihrten Proteomanalysen der lysosomalen Matrix durch, die
der hier vorgestellten Analyse vergleichbar sind. Journet et al. identifizierte M6P-haltige

Proteine, die er aus Zellkulturiiberstinden der humanen Zelllinien U937 und MCF7
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isolierte. Um die Sekretion M6P-haltiger Proteine zu fordern, wurden die Zellen mit
NH4Cl behandelt, wodurch der MPR-abhédngige Transport der Proteine zu dem
endosomalen/lysosomalen Kompartiment inhibiert wurde (Braulke et al. 1987). Die
affinitidtschromatografisch isolierten, M6P-haltigen Proteine wurden anschlieBend durch
ID- und 2D-GE separiert und durch tryptischen Verdau und MALDI-TOF-MS und
N-terminale Sequenzierung identifiziert. Durch die Analyse konnten zwolf bekannte
lysosomale Proteine und drei putativ lysosomale Proteine identifiziert werden. In vielen
Gewebe- und Zelltypen wird das M6P-Sortierungssignal im endosomalen/lysosomalen
Kompartiment von einer noch nicht identifizierten Phosphatase von den lysosomalen
Matrixproteinen entfernt (Einstein und Gabel 1991), was die affinitidtschromatografische
Isolierung lysosomaler Matrixproteine aus Gewebehomogenaten erschwert. Sleat et al.
konnten zeigen, dass Gehirngewebe im Vergleich zu anderen Geweben einen hohen
Anteil M6P-markierter Proteine besitzt (Sleat et al. 1996). Sie verwendeten aus diesem
Grund Gehirnbiopsien als Ausgangsmaterial fiir eine Proteomanalyse MG6P-haltiger
Proteine (Sleat et al. 2005). Die affinititschromatografisch aufgereinigten Proteine
wurden analog zu unserer Studie durch zwei Methoden analysiert. Die Proteine wurden
durch 2D-GE mit anschlieBendem tryptischen Verdau und MALDI-TOF-MS identifiziert.
Zusitzlich wurden die M6P-haltigen Proteine durch tryptischen Verdau, Separation der
resultierenden Peptide mittels Reverse-Phase-Chromatografie und durch MS/MS-Analyse
(LC-MS/MS Analyse) nachgewiesen. Durch die Kombination der Analyseverfahren
identifizierten Sleat et al. insgesamt 43 bekannte lysosomale Proteine und neun putativ
lysosomale Proteine. Unter anderem identifizierten sie auch MERP-2, Scpepl und das
66.3 kDa-Protein als M6P-markierte Proteine, was das Ergebnis unserer Proteomanalyse
bestdtigt. Der Vergleich der Analysen zeigt, dass die Verwendung von
chromatografischen Methoden, wie der MudPIT-Analyse, eine Alternative zur
klassischen 2D-GE darstellt und dass die Anzahl der identifizierten Proteine durch die
Verwendung komplementéirer Techniken zur Separation und Identifikation der Proteine
maximiert werden kann. Offensichtlich konnten Sleat et al. aufgrund einer stirkeren
Sensitivitdt eine hohere Anzahl an lysosomalen Proteinen identifizieren. Zudem

beeinflussen zell- oder gewebespezifische Expressionsmuster die Proteomanalyse.
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5.1.2  Eigenschaften der vier Kandidatenproteine

Die bioinformatische Untersuchung der vier Kandidatenproteine Scpepl, 66.3 kDa-
Protein, MERP-2 und Progranulin identifizierte diese als potenziell lysosomale Proteine.
Alle vier Proteine besitzen ein N-terminales Signalpeptid und Konsensussequenzen fiir
die N-Glykosylierung (Tab. 4.1). Bei der Expression der C-terminal V5-His6-markierten
Proteine wiesen die exprimierten Proteine ein hoheres Molekulargewicht auf, als fiir die
Proteine anhand der Primérsequenz berechnet wurde (Tab. 4.2, Abb. 4.3), was fiir eine
Glykosylierung der Proteine spricht. Experimentell konnte gezeigt werden, dass die
C-terminal markierte Proteinform von drei der vier Kandidatenproteine M6P-abhingig an
immobilisierte MPR bindet (Scpepl, 66.3 kDa-Protein und MERP-2) (4.1.5) und dass
diese drei Proteine MPR-abhédngig in das lysosomal/endosomale Kompartiment von
Fibroblasten endozytiert wurden (4.1.6). Eine Interaktion der C-terminal markierten Form
des Progranulins an die immobilisierten MPR konnte hingegen nicht nachgeweisen
werden (4.1.5). Dies schlieBt jedoch nicht aus, dass auch das Progranulin lysosomal
lokalisiert sind konnte. Die M6P-generierende Golgi-Phosphotransferase (GNPT) erkennt
lysosomale Enzyme anhand eines dreidimensionalen Strukturmotivs und initiiert nach
dessen Erkennung die M6P-Markierung lysosomaler Proteine (Lang et al. 1984;
Tikkanen et al. 1997). Moglicherweise behindert das C-terminale V5-His6-Peptid, dass
das Progranulin durch die GNPT erkannt und phosphoryliert wird. Moglich ist auch, dass
das Progranulin nicht selber M6P-markiert ist, sondern indirekt durch die

Komplexbildung mit einem M6P-markierten Protein an die MPR bindet.

Die Ergebnisse dieser und anderer Proteomanalysen identifizieren das 66.3 kDa-Protein
als ein glykosyliertes, M6P-haltiges, putativ lysosomales Protein (Kollmann et al. 2005;
Sleat et al. 2005; Sleat et al. 2006). Das murine 66.3 kDa-Protein ist ein
594 Aminosduren grofles Protein mit einem 41 Aminosduren langen, N-terminalen
Signalpeptid und fiinf putativen N-Glykosylierungssequenzen. Das 66.3 kDa-Protein ist
evolutiondr von den Saugetieren (Mensch 80 % Homologie), bis zu den Nematoden
(Trypanosoma brucei 28 % Homologie) konserviert. Die lysosomale Lokalisation des
endogenen 66.3 kDa-Proteins konnte in weiterfiihrenden Untersuchungen mit
spezifischen Antiseren bestétigt werden (Deuschl et al. 2006; Jensen et al. 2007). Das

Protein wird als 75 kDa-Vorlduferprotein synthetisiert und anschlieBend durch limitierte
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Proteolyse in gereifte Proteinformen prozessiert, die im Lysosomen lokalisiert sind. Das
66.3 kDa-Protein gehdrt der Phospholipase B Familie an. Eine Phospholipase B-Aktivitét

konnte jedoch bis heute nicht nachgewiesen werden.

Das mammalian ependymin related protein 2 (MERP-2) wurde ebenfalls in
verschiedenen Proteomanalysen als M6P-markiertes Protein (Kollmann et al. 2005; Sleat
et al. 2005; Sleat et al. 2006) und als Protein in der Prdparation von Lysosomen-
verwandten, neuromelanin-haltigen Granula in Neuronen der substantia nigra pars
compacta (SN) des Mesencephalon identifiziert (Tribl et al. 2005). MERP-2 ist ein
224 Aminosduren groBles Protein mit einem N-terminalen Signalpeptid und zwei
putativen N-Glykosylierungssequenzen. Es ist evolutiondr konserviert. Orthologe
Proteinformen findet man unter anderem in Ratte (92 % Identitdt), Mensch (80 %) und
Zebrafisch (61 %). Die Proteinfamilie wurde nach dem Protein Ependymin benannt, das
als dominierendes Protein in der Zerebrospinalfliissigkeit des Teleost-Fisches identifiziert
wurde. Ependymin ist ein sezerniertes Glykoprotein, das als Zelladhdsionsmolekiil mit
Funktionen in der Gedéichtniskonsolidierung beschrieben ist (Schmidt 1995). Die
Funktion der ependymin related proteins (ERPs) ist jedoch noch unklar. Die Bindung an
die MPR und die Internalisation des MERP-2 in die Lysosomen deuteten stark auf eine
lysosomale Lokalisation hin. Della Valle et al. (Della Valle et al. 2006) konnten die
lysosomale Lokalisation des Proteins mit spezifischen Antiseren bestitigen. Des Weiteren
konnten sie zeigen, dass das Protein in Gehirn und Muskel exprimiert wird und zweifach

N-glykosyliert ist.

Progranulin ist ein Wachstumsfaktor mit Funktionen in der Embryonalentwicklung, der
Tumorgenese und bei der Wundheilung. Das Protein wird als 80 kDa grofes,
glykosyliertes Vorlduferprotein synthetisiert, welches sieben verschiedene Granulin-
Peptidformen kodiert, die vermutlich durch posttranslationale limitierte Proteolyse aus
dem Vorlauferprotein freigesetzt werden. Die Granuline sind eine Familie von Cystein-
reichen Peptiden mit einer Grofle von etwa 6 kDa, die verschiedene, zum Progranulin
komplementire biologischen Aktivititen besitzen. Der Mechanismus der proteolytischen
Prozessierung wurde noch nicht identifiziert. Das Progranulin ist konserviert und
orthologe Proteine findet man unter anderem in Ratte (87 % Homologie), Mensch (75 %)

und Zebrafisch (34 %). Das C-terminal V5-His-markierte Progranulin bindet nicht an
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immobilisierte MPR und eine Internalisierung des Proteins in Lysosomen konnte nicht
nachgewiesen werden. Mdglicherweise handelt es sich bei dem Protein um ein nicht-
lysosomales, kontaminierendes Protein. Eine lysosomale Lokalisation kann jedoch auch
nicht vollig ausgeschlossen werden. Es ist bekannt, dass das lysosomale Kompartiment
an der Regulation von Hormonen und Wachstumsfaktoren beteiligt ist (Brix et al. 2001)

und es wire denkbar, dass die Prozessierung des Progranulin im Lysosomen erfolgt.

Das Protein Scpepl (Serincarboxypeptidase 1, Synonym: retinoid-inducible
serincarboxypeptidase, RISC) wurde als weiterer Kandidat fiir die lysosomale
Lokalisation identifiziert. Es ist ein 452 Aminosduren grofles Protein mit einem
N-terminalen Signalpeptid und fiinf putativen N-Glykosylierungssequenzen. Das
rekombinante Protein bindet an immobilisierte MPR und wird MPR-abhidngig in
Fibroblasten endozytiert. Sequenzanalysen identifizierten die Scpepl als Mitglied der
Serincarboxypeptidase Familie S10. Die Carboxypeptidasen dieser Familie sind im
eukaryontischen System in den Vakuolen bzw. in den Lysosomen lokalisiert und besitzen
im sauren pH maximale proteolytische Aktivitit (Rawlings und Barrett 1994). Die
Serincarboxypeptidasen Carboxypeptidase Y (CPY) aus S. cerevisiae und das lysosomale
protective protein/ cathepsin A (PPCA) aus Saugern sind Mitglieder dieser Peptidase
Familie (Rawlings und Barrett 1994; Remington und Breddam 1994). Das paraloge
PPCA aus Maus und die Scpepl sind zu 33,7 % homolog. Die Sequenzen von CPY und
Scpepl zeigen 31,2 % Homologie. Das Scpepl-Protein ist evolutionidr konserviert.
Orthologe Proteinformen findet man unter anderem in Ratte (92,9 % Identitit), Mensch

(82,4 %) und Zebratisch (64,4 %).

Aufgrund der starken Hinweise auf eine lysosomale Lokalisation und der postulierten
hydrolytischen Aktivitdt wurde die Scpepl in weiteren Untersuchungen molekular und

funktionell charakterisiert.

5.2 Molekulare und funktionelle Charakterisierung der Scpepl

5.2.1  Gewebespezifische Expression der murinen Scpepl

Mit Hilfe Scpepl-spezifischer Antikdrper wurde zunichst die lysosomale Lokalisation

der endogenen Scpepl durch indirekte Immunfluoreszenz (4.4.2.1) und subzellulire
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Fraktionierung (4.4.2.2) bestdtigt. Im Western Blot konnte gezeigt werden, dass die
Scpepl gewebespezifisch exprimiert wird, wobei in Darm und Niere eine besonders
starke Expression detektiert wurde (4.4.3.2). Durch Reportergenfarbung im RST426
Mausmodell konnte die Expression der Scpepl im embryonalen (4.4.3.3) und im adulten
Gewebe (4.4.3.4) untersucht werden. Zusdtzlich wurden immunhistologische Analysen
von Lee et al. durchgefiihrt (Lee et al. 2006). Die Scpepl weist eine zellspezifische
Expression auf und ist dabei hauptséchlich in epithelialen Zellen zu finden. So beschrankt
sich die Expression in den Nieren auf die Lysosomen-reichen, epithelialen Zellen des
proximalen Tubulus (Abb. 4.21). Im lymphatischen Gewebe und in der Milz wird die
Scpepl ausschlieBlich in Makrophagen exprimiert (Lee et al. 2006). Zudem erfolgt eine
Expression in den Belegzellen des Magens und in den Lieberkuhnschen Krypten und den
Zotten des Darms. Die homologe Serincarboxypeptidase PPCA (protective
protein/cathepsin A) zeigt eine sehr dhnliche Expression. Sie wird wie die Scpepl unter
anderem im Plexus chorioideus des Gehirns, im proximalen Tubulus der Niere und in den
Zellen der Immunsystems (Satake et al. 1994; Rottier et al. 1998) exprimiert. Die
Expression der Scpepl in stark sekretorisch oder endozytotisch aktiven Zellen, als auch

in phagozytotischen Zellen des Immunsystems ist typisch fiir eine lysosomale Hydrolase.

5.2.2  Biosynthese und Prozessierung der Scpepl

Die Scpepl wird, wie die meisten anderen lysosomalen Matrixproteine, als
Vorlauferprotein synthetisiert, posttranslational modifiziert und spezifisch prozessiert.
Die Prozessierung der Scpepl wurde in Abb. 4.28 schematisch dargestellt. Aus den
Uberstéinden von Scpepl-RGS-His6 exprimierenden HT1080 konnte ein 55 kDa grofBes,
sezerniertes ~ Vorlduferprotein der Scpepl aufgereinigt werden. N-terminale
Sequenzierung identifizierte 1le29 als N-terminale Aminosdure des sezernierten Scpepl-
Vorlauferproteins (4.4.1.1). Die 28 N-terminalen Aminosduren wurden zudem
bioinformatisch als Signalpeptid identifiziert. Das Scpepl-Vorlauferprotein ist
glykosyliert (4.5.2), bindet an immobilisierte Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (4.1.5)
und wird MPR-abhédngig in Fibroblasten endozytiert (4.1.6). Dies identifizierte das
Scpepl-Protein als lysosomales Protein, das M6P-abhingig zum endosomalen/

lysosomalen Kompartiment transportiert wird. Durch metabolische Markierung und
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Immunprézipitation konnte gezeigt werden, dass das 55kDa grofe Scpepl-
Vorlauferprotein in MEF zu einem 34 kDa-Fragment und einem 18 kDa-Fragment
prozessiert wird, wobei bei der Prozessierung des 34 kDa-Peptids zunichst eine
intermediédre 37 kDa-Form entsteht (4.5.3). Western Blot Analysen (4.5.1, 4.5.2) wiesen
darauthin, dass es sich bei dem 34 kDa-Fragment um die N-terminale Form und bei dem
18 kDa-Fragment um das C-terminale Peptid des Scpepl-Proteins handelt (Abb. 4.28).
Eine limitierte Deglykosylierung des Scpepl-Vorlduferproteins und der prozessierten
Scpepl-Proteinformen zeigte, dass drei der fiinf N-Glykosylierungssequenzen genutzt
werden und diese ausschlieBlich auf dem 34 kDa-Fragment des Proteins lokalisiert sind
(4.5.2). Die proteolytische Prozessierung der Scpepl kann durch Inkubation der Zellen
mit NH4Cl inhibiert werden (4.5.4), was fiir einen MPR-abhdngigen Transport und fiir
eine Prozessierung des Vorlduferproteins im endosomalen/lysosomalen Kompartiment

spricht.

Bei der Prozessierung der intermedidren 37 kDa-Proteinform zum 34 kDa-Fragment wird
ein etwa 3 kDa grofler Anteil des Proteins entfernt. Ob es sich um ein Peptid handelt, das
aus der Proteinsequenz proteolytisch entfernt wird oder moglicherweise um eine
Prozessierung der N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharidketten, ist unklar. Im
berechneten Strukturmodell der Scpepl ragt in dem Sequenzbereich ein Peptidloops aus
der globuldren Proteindoméne heraus (Abb. 4.9), der das N-terminale und das
C-terminale Fragment trennt. Dieses Peptid konnte moglicherweise bei einer
proteolytischen Prozessierung der Scpepl entfernt werden. Eine &hnliche Prozessierung
ist fiir die homologe Serincarboxypeptidase PPCA beschrieben. Die PPCA wird zu einem
N-terminalen 32 kDa- und einem C-terminalen 20 kDa-Fragment prozessiert, wobei ein
2 kDa groBles Peptid von einem N-terminalen, 34 kDa groflen Intermedidt entfernt wird
(Bonten et al. 1995). Auch andere weniger verwandte lysosomale Proteasen erfahren
dhnliche Reifungsprozesse. Die lysosomale Cysteinprotease Cathepsin B wird auch in
zwei Untereinheiten Uberfithrt, wobei an den Kettenenden sequenziell proteolytisch

Peptide abgespalten werden (Mach et al. 1992).

Die Untereinheiten der Scpepl-homologen PPCA sind durch eine Disulfidbriicke
verbunden (Galjart et al. 1988; Hiraiwa 1999). Die PPCA ist ein homodimeres Protein
und die drei Glykosidasen B-Galactosidase (beta-GAL, EC 3.2.1.23), a-Neuraminidase
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(NEUR, EC 3.2.1.18) und a-N-Acetylgalactosaminidase (GALNS, EC 3.1.6.4) bilden
mit der PPCA hochmolekulare Enzymkomplexe. Durch diese Komplexbildung schiitzt
die PPCA die Glykosidasen vor einer schnellen intralysosomalen Proteolyse. Zudem
vermittelt sie den korrekten intrazelluliren Transport und die proteolytische
Prozessierung ihrer Vorlduferproteine (Ostrowska et al. 2003). Trotz der &hnlichen
Prozessierung der Scpepl und der PPCA unterscheiden sich die beiden Proteine in
anderen strukturellen Eigenschaften erheblich. Die Scpepl eluiert bei der Gelfiltration
unter lysosomalen Bedingungen bei einer Gréfe von etwa 70kDa (4.5.6).
Hochmolekulare Komplexe, die mit der Scpepl assoziiert sind, wurden nicht detektiert.
Die Koelution der Scpepl-Fragmente bei der Gelfiltration deuten darauf hin, dass die
Scpepl-Untereinheiten nach der Prozessierung des Proteins weiter interagieren und
moglicherweise ein weiteres Peptid binden. Ein homodimerer Proteinkomplex ist
unwahrscheinlich. Bei der nicht reduzierenden SDS-PAGE konnte zudem keine
Verkniipfung der Scpepl-Untereinheiten durch Disulfid-Briicken festgestellt werden
(4.5.1). Die Scpepl-Sequenz enthilt fiinf Cysteine von denen eine im Signalpeptid, drei
im 34 kDa-Fragment und eine im 18 kDa-Fragment lokalisiert sind (4.2.4). Das
Alignment der homologen Serincarboxypeptidasen PPCA, der CPY und der Scpepl
zeigte, dass die Cysteine, die an der Bildung der Disulfidbriicke beteiligt sind, in CPY
(Cys 166) und PPCA (Cys 83) konserviert sind, jedoch in der Sequenz der Scpepl durch
ein Glycin ersetzt ist (Abb. 4.8).

5.2.3  Funktionelle Inaktivierung der Scpepl im Gene Trap Mausmodell RST426

Mit Hilfe der ES Zelllinie RST426, die vom Baygenomics Konsortium bezogen wurde
(Stryke et al. 2003), konnte ein Scpepl-Gene Trap Mausmodel zur Analyse der Scpepl-
Funktion etabliert werden. Bei der Gene Trap Methode wird ein Gene Trap
Vektorkonstrukts ungerichtet in das Mausgenom integriert. Die Gene Trap Vektorsequenz
enthdlt eine En2-Spleilakzeptorsequenz, die 3’ von einem Reportergen-Konstrukt und
einem Polyadenylierungssignal flankiert ist. Nach der Transkription des ,,getrappten*
Gens entsteht beim Spleilen eine Gene Trap mRNA aus der 5’-Exonsequenz des Genes
an die 3’ die Reportergensequenz des Vektors angefiigt ist. Dies fithrt wiederum zur

Expression eines Gene Trap Fusionsproteins mit N-terminalem Proteinanteil des
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»getrappten® Gens an das C-terminal das Reportergen fusioniert ist. Es ist zu beachten,
dass bei der Gene Trap Methode aufgrund des weiterhin exprimierten Proteinanteils keine
Inaktivierung des Gens garantiert ist und fiir jedes Gene Trap Mausmodell gesondert

untersucht werden muss.

Durch RT-PCR und Analyse der genomischen Scpepl-Sequenz konnte die Insertion des
Gene Trap Vektors in das Intron 7 des Scpepl-Gens bestétigt werden (4.3.3; 4.3.4). Unter
Verwendung einer Sonde gegen die Scpepl-Exonsequenz 8 - 13 konnte mit Northern Blot
Analyse gezeigt werden, dass die Gene Trap Insertion zur vollstindigen Deletion von
Exon 8 bis 13 der Scpepl fiihrt (4.4.3.1). Die Deletion dieses 3’-terminalen
Sequenzbereichs des Scpepl-Gens ist vermutlich fiir die enzymatische Inaktivierung des
Scpepl-Proteins hinreichend. Die Aktivitdt der bekannten Serincarboxypeptidasen wird
durch die katalytische Triade Serin-Aspartat-Histidin im aktiven Zentrum der Proteine
vermittelt (Rawlings und Barrett 1994; Remington und Breddam 1994). Bei der Scpepl
bilden die Aminosduren S167, D371 und H431 das aktive Zentrum des Proteins. Das
Gene Trap Fusionsprotein besitzt N-terminal eine 219 Aminosduren grole Scpepl-
Doméne (Abb. 4.10). Der Sequenzbereich, der unter anderem fiir die Aminosiduren D371
und H431 kodiert, wurde deletiert, so dass das aktive Zentrum des Scpepl im Gene Trap
Fusionsprotein nicht vorliegt. Zudem konnte im Western Blot mit spezifischen Antiseren
gegen das Scpepl-Protein bzw. gegen die Neomycin-Domine des Reportergens gezeigt
werden, dass das spezifische, lysosomal lokalisierte 34 kDa-Scpepl-Signal in Gewebe
von Scpepl-defizienten Gene Trap Mausen nicht nachweisbar ist (Abb. 4.17; Abb. 4.19).
Im Gegenzug konnte dafiir das Gene Trap Fusionsprotein als 200 kDa-Signal detektiert
werden, das nach subzelluldrer Fraktionierung jedoch in der mikrosomalen Fraktion und
nicht in der lysosomalen Fraktion lokalisiert werden konnte (Abb. 4.17; Abb. 4.19), so
dass von einem Funktionsverlust der Scpepl in den RST426 Maiusen ausgegangen

werden kann.

5.2.4 ldentifizierung der enzymatischen Aktivitat der Scpepl

Die Sequenzanalyse identifizierte die Scpepl als eine Peptidase der
Serincarboxypeptidase Familie S10 (4.2.2). Peptidasen stellen eine Untergruppe der

Hydrolasen dar, die nach ihrem katalytischen Mechanismus klassifiziert werden kénnen
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(Barrett 1980). Bei den Peptidasen findet man vier verschiedene Hydrolysemechanismen
(Hartley 1960). Die Nomenklatur der Peptidasen beschreibt die katalytisch aktiven
Aminoséurereste bzw. Metallionen, die im aktiven Zentrum der Peptidasen lokalisiert
sind und die hydrolytische Aktivitidt des Enzyms vermitteln. Peptidasen werden daher als
Serinpeptidasen,  Cysteinpeptidasen,  Aspartatpeptidasen oder  Metalloproteasen
klassifiziert. Die Serinpeptidasen besitzen im katalytischen Zentrum einen Serinrest, der
fiir die Aktivitdt des Enzyms essenziell ist. Serinpeptidasen findet man in Eukaryonten,
als auch in Viren und Bakterien. Sie sind Endo-, Exo- und Oligopeptidasen, die in 20
Peptidasefamilien unterteilt werden konnen (Rawlings und Barrett 1993). Die Peptidasen
der Serinpeptidase Familie S10 gehdren dem Serincarboxypeptidase Clan C an. Sie sind
Carboxypeptidasen mit einer Triade aus den drei katalytisch aktiven Aminosdureresten
Serin, Aspartat und Histidin im aktiven Zentrum. Sie kommen ausschlieBlich im
eukaryontischen System vor, werden als Priproenzyme synthetisiert, proteolytisch
prozessiert und sind in den Lysosomen bzw. in den Vakuolen lokalisiert, zudem besitzen
sie im sauren pH-Bereich maximale katalytische Aktivitdit (Remington und Breddam
1994). In hoheren Eukaryonten wurden einschlieBlich der Scpepl vier Enzyme als
lysosomale Serincarboxypeptidasen identifiziert. Dabei handelt es sich um die orthologen
Proteine Scpepl, PPCA und CPVL (vitellogenic-like carboxypeptidase) der Peptidase
Familie S10, sowie die lysosomale Prolylcarboxypeptidase (Prcp), bei der es sich um eine
Serincarboxypeptidase der Familie S28 handelt, die keine Sequenzhomologie zu den

Proteinen der S10 Familie aufweist.

Um die Substratspezifitit der Peptidasen darzustellen, wurde ein System eingefiihrt, das
die Aminosduren des Substratpeptids beschreibt. C-terminal an die spaltbare
Peptidbindung angrenzende Aminosduren werden als P1, P2, P3 usw. bezeichnet.
Aminoséduren, die die Spaltstelle N-terminal flankieren, nennt man P1’, P2’ und P3’
(Schechter und Berger 1967). Die Scpepl-homologe PPCA besitzt neben einer
Carboxypeptidase-Aktivitit, auch Desamidase- und Esterase-Aktivitit und zeigt starke
Affinitdt zu Substraten mit hydrophoben Aminosduren an Position P1 und P1’
(Pshezhetsky et al. 1995). Das PPCA-Vorlduferprotein ist enzymatisch inaktiv. Die
enzymatische Aktivierung der PPCA erfolgt durch die proteolytische Prozessierung im

endosomalen/lysosomalen Kompartiment (Bonten et al. 1995). In vitro hydrolysiert die
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PPCA eine Anzahl von regulatorischen Peptiden, wie Angiotensin I, Met-enkephalin,
Oxytocin und Endothelin-1 (Jackman et al. 1990; Jackman et al. 1992). Die enzymatische
Aktivitdt und Funktion der CPVL ist nicht bekannt (Harris et al. 2006). Aufgrund der
Sequenzhomologie von Scpepl und PPCA wurden fiir die Bestimmung der Scpepl-
Carboxypeptidase-Aktivitidt hydrophobe, N-terminal blockierte Dipeptide als artifizielle
Substrate eingesetzt, die auch zur Bestimmung der PPCA-Aktivitit genutzt wurden
(Pshezhetsky et al. 1995). Wie das PPCA-Vorlduferprotein wies auch das aufgereinigte
Scpepl-Vorlduferprotein keine enzymatische Aktivitat auf (4.6.1). Zur Untersuchung der
enzymatischen Aktivitdt des proteolytisch prozessierten Scpepl wurde anschliefend die
saure Carboxypeptidase-Aktivitdit in Zell- und Gewebehomogenaten bestimmt. In
Scpepl-defizienten embryonalen Mausfibroblasten und in Darmhomogenaten der
Scpepl-defizienten = Maiduse  konnte  eine  signifikante = Reduzierung  der
Serincarboxypeptidase-Aktivitit gegeniiber normalen embryonalen Mausfibroblasten
gemessen werden (4.6.2). Die Scpepl-defizienten Gewebe (Darm, Leber, Niere) zeigten
je nach Gewebetyp eine Reduzierung der Serincarboxypeptidase zwischen 10 und 50 %,
wihrend in Milz keine verminderte Aktivitdt gemessen wurde. Aufgrund der starken
Hintergrundsaktivitit, die durch andere Peptidasen, vor allem durch die PPCA-Aktivitit
verursacht wurde, konnte unter Verwendung der unspezifischen Dipeptid-Substrate nur
eine Reduzierung der Gesamtaktivitét aller Serincarboxypeptidasen in Scpepl-defizienten
Geweben bestimmt werden, und keine vollige Inaktivierung. Es ist bekannt, dass auch
PPCA-defiziente Mausgewebe eine Serincarboxypeptidase-Restaktivitit von etwa 5 %
(Zhou et al. 1995) aufweisen. Differentielle Analysen an Scpepl-defizienten und
Kontrollmiusen weisen aufgrund der verminderten Serincarboxypeptidase-Aktivitat
darauf hin, dass es sich bei der Scpepl neben der PPCA tatsichlich um eine zweite,
aktive, lysosomale Serincarboxypeptidase handelt. Zur Bestitigung der enzymatischen
Aktivitdt der Scpepl, sowie fiir die Analyse der Enzymkinetik und der Substratspezifitit
der Scpepl ist es jedoch notwendig, das endogene, proteolytisch prozessierte Protein
aufzureinigen, um spezifische Aktivitdtsbestimmungen ohne die beschriebene

Hintergrundsaktivitét durchfiihren zu kdnnen.
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5.25  Scpepl-defiziente Mause zeigen keinen pathologischen Phanotyp

Im Vergleich zu gleichaltrigen Geschwistertieren zeigten Scpepl-defiziente Méuse
keinerlei duBerliche Auffilligkeiten (4.7.1). Thr Verhalten wurde in standardisierten
Verhaltenstests untersucht und erwies sich als normal (4.7.2). Scpepl-defiziente Miuse
sind fertil und haben eine normale Lebensdauer (4.7.1). Bei der Analyse genereller,
lysosomaler Parameter, wie der Integritit, der GroBe und Verteilung der Lysosomen
konnten keine Verdnderungen bei Scpepl-defizienten Méusen festgestellt werden (4.7.4).
Durch diese Untersuchungen, sowie durch lichtmikroskopische, histologische Analysen
an verschiedenen Geweben der Scpepl-defizienten Méuse konnten keine Hinweise auf

eine lysosomale Speicherung gefunden werden (4.7.3).

Eine Reihe von Knock Out-Mausmodellen fiir lysosomale Proteasen manifestieren sich
mit vergleichsweise mildem Phénotyp. Beispiele fiir diese milden Phdnotypen bei
lysosomaler Protease-Defizienz sind Mausmodelle mit Cathepsin B- (Deussing et al.
1998), Cathepsin G- (Maclvor et al. 1999) und Asparaginylendopeptidase-Defizienz
(Shirahama-Noda et al. 2003). Als eine Begriindung fiir den milden Phénotyp konnte
angefiihrt werden, dass einige lysosomale Proteasen eine funktionelle Redundanz
besitzen (Nagler und Menard 2003). So zeigen Cathepsin B- oder Cathepsin L-defiziente
Maiuse jeweils einen milden Phédnotypen, eine Doppeldefizienz der beiden Cathepsine
fiihrt hingegen zu einer Hirnatrophie und zum Tod der vier Wochen alten Tiere. Andere
lysosomale Proteasen besitzen hingegen essenzielle, spezifische Funktionen. So erfiillt
die Aspartatprotease Cathepsin D spezifische Aufgaben, die offensichtlich nicht durch
andere Proteasen abgedeckt werden konnen. Cathepsin D-defiziente Méuse sterben im
Alter von drei Wochen aufgrund von nekrotischen Verdanderungen des Darmgewebes und
massiver Destruktion der lymphatischen Gewebe. In Neuronen des ZNS wurden zudem
lysosomale Ceroid Lipofuscin-Speicherungen nachgewiesen (Saftig et al. 1995; Koike et
al. 2000). Mutationen des Cathepsin D fiihren beim Menschen zur Cathepsin D-
defizienten NCL (neuronal ceroid lipofuscinosis) (Steinfeld et al. 2006), einer

neurodegenerativen Erkrankung mit motorischen und visuellen Beschwerden.

Der unauffillige Phénotyp der Scpepl-defizienten Mause und die fehlende lysosomale
Speicherung lassen darauf schlieen, dass zumindest der Hauptteil der allgemeinen,

lysosomalen Proteolyse (die sogenannte Bulk Proteolyse) nicht beeintrachtigt ist. Neben
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der Scpepl werden in Mausgeweben die paralogen Serincarboxypeptidasen PPCA und
CPVL, sowie die lysosomale Prolylcarboxypeptidase exprimiert. Die Substratspezifitit
von PPCA und Scpepl ist bei Verwendung der artifiziellen Substrate sehr dhnlich und
eine funktionelle Redundanz der Serincarboxypeptidase-Aktivitidten konnte ursachlich fiir
den milden Phénotyp der Scpepl-defizienten Méuse sein. Nicht ausgeschlossen werden
kann, dass Scpepl fiir die Proteolyse definierter Peptidbindungen bestimmter Proteine
verantwortlich ist, die noch nicht identifiziert werden konnten. Die Defizienz lysosomaler
Glykosidasen fiihrt fast in allen Féllen zu einer lysosomalen Speichererkrankung (LSD).
Im Gegensatz dazu sind iiber 20 lysosomale Proteasen bekannt und nur fiinf bekannte,
lysosomale Speichererkrankungen lassen sich auf eine Protease-Defizienz zuriickfiihren.
Dabei handelt es sich um die bereits erwidhnte Cathepsin D-defiziente NCL (Steinfeld et
al. 2006), um die NCLs vom Typ CLNI1 (Tripeptidylpeptidase-Defizienz) (Mitchison et
al. 1998) und CLN 2 (Palmitoyl-Proteinthioesterase-Defizienz) (Ezaki et al. 2000), sowie
um die Pycnodysostosis, die durch eine Cathepsin K-Defizienz verursacht wird (Saftig et

al. 1998).

53 Ausblick

In weiterfiihrenden Experimenten soll zundchst die Prozessierung der Scpepl ndher
analysiert werden. Dabei ist zu untersuchen, ob es sich um einen sequenziellen,
proteolytischen Prozess handelt oder ob eine zusétzliche Modifikation der N-glykosidisch
gebundenen Oligosaccharide stattfindet. Zudem sollten die beteiligten Hydrolasen
identifiziert werden. Dazu kann die Scpepl-Prozessierung in Pulse/Chase-Experimenten

in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren untersucht werden.

Im Mittelpunkt der Untersuchungen wird zudem die Untersuchung der Scpepl-Aktivitét
stehen. Zur Analyse der Enzym-Kinetik der Scpepl soll die endogene, aktive Form der
Scpepl aufgereinigt werden und mit artifiziellen Substraten untersucht werden. Des
Weiteren soll das endogene Substrat der Scpepl identifiziert werden. Substrate und
andere Bindungspartner konnen unter anderem affinitdtschromatografisch unter
Verwendung von immobilisiertem Scpepl isoliert werden. Um die physiologische
Bedeutung der Scpepl zu ermitteln, soll zudem in Scpepl-defizienten Miusen intensiv

nach pathophysiologischen Verdnderungen gesucht werden. Dabei konnte es hilfreich
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sein, die Untersuchungen auf Zelltypen zu konzentrieren, in denen die Scpepl stark
exprimiert wird. Im klassischen Knock Out-Mausmodell fiir die PPCA ist das gesamte
PPCA-Protein deletiert, so dass neben der enzymatischen Aktivitit des Proteins auch die
Schutzfunktion fiir die Glykosidasen -Galactosidase und a-Neuraminidase fehlt (Zhou
et al. 1995). Die Pathologie dieser PPCA-defizienten Mduse kann grofBtenteils auf den
Verlust der B-Galactosidase sowie der Neuraminidase-Aktivitdt zuriickgefiihrt werden.
Einige klinische Erscheinungsformen der Galactosialidosis, wie Hypertension und die
Kardiomyopathie (Kyllerman et al. 1993; d'Azzo A. 1995; de Geest et al. 2002), lassen
sich jedoch nicht durch den Verlust der (-Galactosidase- sowie der Neuraminidase-
Aktivitit erkldren. Es konnte gezeigt werden, dass PPCA invitro eine Anzahl von
regulatorischen Peptiden, wie Angiotensin I, Met-enkephalin, Oxytocin und Endothelin-1
hydrolysiert (Jackman et al. 1990; Jackman et al. 1992). Zudem zeigen Fibroblasten von
Galactosialidosis-Patienten eine reduzierte Endothelin-1-Degradation, (Jackman et al.
1993; Itoh et al. 1995; Itoh et al. 2000). Mdglicherweise ist die Serincarboxypeptidase-
Aktivitdt der Scpepl an der Regulation von Peptidhormonen beteiligt, wie es bereits fiir

die PPCA angenommen wird.

Eine Moglichkeit die physiologische Bedeutung der Gesamt-Serincarboxypeptidase-
aktivitdt zu ermitteln, besteht darin, in einem doppelten oder auch dreifachen-Knock Out
die Aktivitdt aller paraloger, lysosomaler Serincarboxypeptidasen auszuschalten. Um
ausschlieflich die Auswirkungen der Serincarboxypeptidase-Inaktivierung in einem
Mausmodell zu untersuchen, wire ein Knock-In-Mausmodell mit einer Mutation im
aktiven Zentrum der PPCA sinnvoll, bei dem die Schutzfunktion der PPCA erhalten
bliebe. Diese Mausmodell wire wiederum zur Kreuzung mit der Scpepl-defizienten
Maus besonders geeignet, um die Funktion der Serincarboxypeptidaseaktivitét in vivo zu

klaren.
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6 Zusammenfassung

Zur Untersuchung des Proteoms lysosomaler Matrixproteine wurden MO6P-haltige
Proteine durch Mannose-6-Phosphatrezeptor (MPR)-Affinitdtschromatografie isoliert und
durch 2D-GE und MALDI-TOF-MS Analyse, sowie durch die Multidimensional Protein
Identification Technology (MudPIT) identifiziert. Bei der Proteomanalyse konnten
insgesamt 32 bekannte lysosomale Proteine und vier putativ lysosomale Proteine
nachgewiesen werden. Bei den putativ lysosomalen Proteinen handelte es sich um die
Proteine Scpepl, MERP-2, Progranulin und das 66.3 kDa-Protein. In ersten Analysen
konnte gezeigt werden, dass die Proteine Scpepl, MERP-2 und das 66.3 kDa-Protein
nach  Expression mit einem C-terminalen Peptidtag an die = MPR-
Affinitatschromatografiesdule binden und MPR-abhidngig in die Lysosomen von
Fibroblasten endozytiert werden. Das rekombinant exprimierte Progranulin zeigte

hingegen keine Bindungsaffinitit gegeniiber den MPR.

Im Anschluss an die Proteomanalyse wurde das Scpep1-Protein néher charakterisiert. Mit
Hilfe von spezifischen Antiseren konnte die lysosomale Lokalisation der endogenen
Scpepl durch indirekte Immunfluoreszenz, sowie durch subzelluldre Fraktionierung mit
anschlieBender Western Blot Analyse nachgewiesen werden. Das Protein wird als
Priproenzym mit einem N-terminalen Signalpeptid synthetisiert und als 55 kDa grof3es,
dreifach glykosyliertes Proenzym zum endosomalen/lysosomalen Kompartiment
transportiert. Dort wird das Proenzym durch limitierte Proteolyse zu einer Proteinform

mit einer N-terminalen 34 kDa- und einer C-terminalen 18 kDa-Untereinheit prozessiert.

Zur Untersuchung der Scpepl-Funktion wurde ein Gene Trap Mausmodell etabliert. Der
Knock Out des Scpepl-Proteins im Mausmodell RST426 konnte durch Northern und
Western  Blot  bestdtigt werden. Durch die differentielle Analyse der
Serincarboxypeptidase-Aktivitdit bei pH 4,5 in Zell- und Gewebehomogenaten von
Kontrolltieren und Scpepl-defizienten Méusen konnte eine signifikante Reduzierung der
Gesamtaktivitit aller lysosomaler Serincarboxypeptidasen nachgewiesen werden, was
darauf hinweist, dass es sich bei der Scpepl um eine aktive, lysosomale

Serincarboxypeptidase handelt.
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Durch histologische Untersuchungen und biochemische Analysen konnten keine
pathologischen Verdnderungen der Scpepl-defizienten Miuse identifiziert werden. Das
physiologische Substrat der Scpepl konnte nicht identifiziert werden und die
physiologische Bedeutung der Scpepl blieb ungeklart.
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8.1 Ergebnisse der Proteomanalyse
Theo- 2D-GE Sequenze-
Protein gi retische Anzahl der MudPIT: Anzahl der Peptide abgeckun
Nummer Masse3 Spots (Spot (Lange der Peptide in AS) in MudPI‘Ig
M, (x 10°%) Nr.)
Bekannte lysosomale Enzyme
a-Glucosidase 20913867 106 4 (37-40) R®¥VTKEGAELQL™*R 3%
R'GCCYVPAGQVL'"®K
K’EAPTQCDVPPSS*R
a-L-Fucosidase 12832063 52 1 (140)
a-N-Acetylgalactosaminidase 3327016 47 5 (13,116,117, K'**LDGCFSSS'®R 1%
124,194) 5 .
R*®CNIDCVEDP*'K
K3%INQDPLGIQG**R
R**DLGYVYLNIDDCWIGG*R
a-N-Acetylglucosaminidase 3329361 83 4 (48-51) R*®YDLLDVT®*R 10 %
R"®GDTVDLS"®K
K®QELDLLL*'R
R*®’GVPFQQHEFE®*’K
K*°QLAGLVADYYQP*"?R
R*'YGVSQPDAVAAW*®K
R"7GSTGVAAAAGLH*R
Arylsulfatase A 1703420 54 1(198) R*°YVSFS™R 1%
K*"HIQLL**?K
R2°DLMADAQ?"*R
R™GYLTGMAG'#?K
R**MSNGGCSGLL*®R
K*AQYDAAMTFGPSQIA*®K
Arylsulfatase B 33302601 43 8 (6,10,58- K'®LLPQLL"™K 8%
62’87) 329, 339
R**GTGFVASPLL**K
K2 EYNNIYSTNIFT?"®K
B-Galactosidase 192185 73 12 (5,41- R"SSDPDYLVAVD'®'K 4%
47,1086,
150,159,171) K*°EVPEGPIPPSTP* 2K
B-Glucuronidase 309257 74 9 (7,25-28, K*®**DFNLL*R 7%
63-66) 156 166
K'**LVQSGPLTTC'**R
K5°AVLENYHSVLDQ*"?K
K*SALDLTRPVTFVSNA*®?K
B-Hexosaminidase alpha 232255 61 34 (11,12,71- K*'EVIEYA*'R 5%
83 8891, R7'GVLLDTS™R
106-113,
130,154,174,1 436 148
95.196.198. K**VEPLAFHGTPEQ*®K

199)
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B-Hexosaminidase beta

B-Mannosidase

Cathepsin A

Cathepsin B

Cathepsin C / DPP-I

Cathepsin D

Cathepsin F
Cathepsin L

Cathepsin Z

Ceroid-lipofusc.neur.prot. 5
Deoxyribonuklease I

Dipeptidylpeptidase Il

Galactocerebrosidase

1346280

13310141
6679437

6681079

31560607

115718

4826565
200501

11066226

20881345
6753654
13626390

2459856

61

101
54

37

52

45

52
38

34

39
39
56

76

10 (92-99,
151,193)

6 (3, 32-36)

19 (14,111-
114,122, 125-
129,152,153,
173-175,189-

191

4 (14,152,195-
197)

10 (131-140)

10 (141-
149,151)

6 (168-170,
172,183,186)

9(15,16,18-
20, 155-158)

1 (141)
2 (160,161)
7 (8,100-105)

R'®GILIDTS™™R
KZNLLTPCYNQ??K
K***VEPLNFEGSE**K
R¥VIPEFDTPGHTQSWG?°K
K***VSSQEDWAYNS**R
R*QYSGYL*R
R*"RFPEALM*"“R
R¥*®'LYQSMNSQYL*’K
RZ'LWTSLQTHCCAQN?K
R#®*HRYEDTLVVQDFGNIFT®'R
K*®*KEIMAEIY*®K
K®LCGTVLGGPYK
K*°SCEAGYSPSY?K
R®EQWSNCPTIGQI'R
K***HFGYTSYSVSNSVZK
K**VVVHL*K
K" AINTVQ"®K
K*'DSPCKP**R
K'®*SWTATAY"'K
K'*'"KVESHIE'®K
R'*’LYTHNHNFV'°K
RZNVQGVNYVSPV*R
K*’DSPCKPRENCH**R
K'**VNMNAAHLGGLQE®R
R*SDINCSVMEATEE®K
K*NYELHPD*'K
K'®QPGIVFVAA'K
K30VSSLPTVYL?K
K®TTEPVSELL"K
R**DPEGQPGGELMLGGTDS®'K
K¥'°ACLGGLPSNAYAAI**K
R*®LYGTNEEEW*R
K'*?ENGGLDSEESYPYEA™’K

KmNLDHGVLL\Z/GYGYEGTDSN”
K

RY'GDQLALLG*R
R**NSWGEPWGE**K
K'®*FNQCGTCTEF'°K
R NVNGVNYASVT®R

K'**DQDCDKFNQCGTCTEF'°K

K'LPDLETVI*™K

K'®SLPFGVQSTQ'®R
R?“DVTADFYGQSP?*K
R*9ASNSEDPPSVVEV*”R
R*®EFDGIGAVSGGGATS*R

8 %

2%

12 %

17 %

21 %

14 %

3%
13 %

19 %

3%
7%

2%
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Legumain

N-Acetylglucosamine-6-
sulfatase

Neuraminidase 1

Niemann Pick Typ C2 prot.

Prosaposin

Ribonuklease 6

Saure a-D-Mannosidase

Saure Ceramidase

Saure Lipase |, lysosomal

Tripeptidylpeptidase |

cellular repressor of
E1A-stimulated genes (CREG)

7242187
29789239

24496770
12963667

1381582

12858578
1914843

9790019

11496259

12644085
6753520

49
61

45

16

61

30
112

45

46

61
25

3 (84-86)

7 (4,52-57)

2 (115,123)

1 (176)
4 (1,2,29,30)

1(77)

4
(23,24,184,18
5)

K*®ESSYACYYDEE*'R 3%
K3*2VPLLV**'R 27 %
R?°FLDDAF?*?R
R*QLYEFDIP*'K
K*AFQNVIAP*'R
K*SSIDPELLG**K
R*?TPGVFDPGY**'R
R*2SDVLVEYQGEG*"°R
K" °SVCGYQTFFAG''K
K'"|QEPYTFPAIL'*K
K®¥'TQMDGMSLLPIL*®K
R**LMMLQSCSGPTC®''R
K®"TPMTNSSIRFLDDAF?%2R
R*’"NLTWRSDVLVEYQGEG*"°R
K'""NEYPSI'®K 31%
K®SGINCPIQKD 'K
R®VPFPIPEPDGC*K
K®EVNVSPCPTDPCQLH®'K
K?'LLLGTE®?K 24 %
K*®EEILAALE*'K
R%2LGPGVSDIC*'K
K?LVSDVQTAV?'?K
K3 TLVPATETI?®?K
K®TVVTEAGNLL"®K
K*TCSGGSAVLC*R
K*?GCSFLPDPYQ*®K
K'®ANEDVCQDCM?®K
R*DVKTAVDCGAV*K
K3*3GLSNACALLPDPA**R
K®TCEWIHDSSLSASC'K
R*3QNVVNDYA*'R 5%
K®*LDPTSVTLKPMEI®'R
R®2'HLVLLSSVSDAAA®™R
R®“®GVSEPLLETDTGD®"*K
R¥™*WYVVQTNYD**R 16 %
KB3STYPPSGPTY*R
K*ESLDVYELDP**K
K¥TKIMAPVYFILGG®*K
K'°LPGMIGSLPDPFGEEM'"®R
R3PLPTALWSGG*?R 5%
K*®LQAFDWGSSE®"*K
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secreted - Mannosidase class 6678792 116 4 (1,2,29,30) R%*GLGSVVAVEE*™R 4%

2B (M2B2) " o
RE2LWWDGVASEQQ®K
R*SLTGTWDVQMLQ**R

Putative lysosomale Matrixproteine

mammalian ependymin related 13562142 26 4 3 18 %
protein 2 (MERP-2) (21,22,174,17 o5 75
5) R™ALVSYDGLNQ"™R

K'"'DCYPVQETFI"®'R
K*°DPSVFTPPSTCQAAQPE?'K
Scpep1 (or retinoid-inducible 12852682 51 4 (118-121) 6 14 %
serine carboxypeptidase) KB AEMIIE®?K
K'®AVQQGTI'™K
K8 SSETAAFV*'®K
K®' AMESSLEFL**R
K**NTDGVNFYNILT?"°K
K**AGHMVPSDQGEMAL**K
hypothetical 66.3 kDa protein 12004583 66 17 (9,67- 6 1%

70,162-
167,177- R'™LTLLQL'K

181,200 K**VTSFTLAMK
K'*®*GLEDSYEG?™R
R%®SLLLDAASGQL™R
K*°AFLPNGPSPGS*'R
R*°DQSLVEDMDAMV*®?R
Progranulin/ Epithelin 26384542 65 --- 5 10 %
K®LPGYPVZ'K
K**SDTPCDDFT**R
K5**DSAGVWACCPYL*'K
R¥LNTGAWGCCPFA*?K

R*""AVSLPFSVVCPDA?K

Non-lysosomal contaminants

Dynamin 2 6681207 98 1(192) --- -
unnamed protein product 26354020 20 - 2 12 %
R¥LGTWLP™R
R®FVLETAGWDLQVAP*R

similar to RIKEN cDNA 38081771 62 1 2%

9030227G01 K HALAGKI?R

Keratin complex 2, gene 17 38077188 121 - 2 2%
RZ®FLEQQNKVLQT?"*K
R*°LLRDFQELMNT**°%K

Tab. 8.1: Bei 2D-PAGE/MALDI-TOF und MudPIT-Analyse identifizierte Proteine

Durch 2D-PAGE/MALDI-TOF-MS und MudPIT-Ananlyse wurden insgesamt 34 bekannte lysosomale
Proteine, sowie 4 putativ lysosomale und 4 nicht lysosomale Proteine identifiziert. In der Tabelle sind zum
einen die Anzahl und die Nummern der Spots angegeben, durch die die M6P-markierten Proteine bei der
2D-PAGE identifiziert wurden. Zum anderen ist die Anzahl, sowie die Lénge der Peptide angegeben, mit
denen die M6P-markierten Proteine durch MudPIT-Analyse identifiziert wurden.
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8.2 Primer zur Klonierung der Nukleotidsequenzen in den Vektor

PDONRZ221

8.2.1  Mus musculus serine carboxypeptidase 1, mRNA, gi:13436037

Primer Name

Sequenz

Scpep1-PCR1-F
Scpep1-PCR1-R

Scpep1-PCR2-F

Scpep1-PCR2-R

Scpep1-Seq1
Scpep1-Seq2

Scpep1-Seq3

5-GCTGATGTTGCGGCGGGGTTT-3’
5-CGCCTCCAGGGCCAGCCAGCT-3

5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGAT
AGAACCATGGAGCTCTCGCGGCGGATC-3’

5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTCCTGCTTG
GTCACCAGCTT-3

5’-CACCTGGCTGCAGTGGGCCAG-3
5-TGCAGAGCAAGTCCTCGATGC-3'

5’-CATGAAGCCTGCCATCGACGT-3

8.2.2  Mus musculus Hypothetical 66.3 kDa protein RIKEN cDNA , gi:24047307

Primer Name

Sequenz

66.3kDa-PCR1-F
66.3kDa-PCR1-R
66.3kDa-PCR2-F
66.3kDa-PCR2-R

66.3kDa-PCR3-F

66.3kDa-PCR3-R

66.3kDa-Seq1
66.3kDa-Seq2
66.3kDa-Seq3

66.3kDa-Seq4

5-GGGGACGCAGTCACGTGGCC-3
5-CAGGTGTATGACCCACTGGC-3’

5-CGTGGCCCGGCTGCGGCTCG-3
5’-GAAGGCAGCTAGGCGGAGGC-3

5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGAT
AGAACCATGGCGGCCCCCGTGGAT-3

5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCGTCCCATGG
CACCCTGATGG-3’

5-GCAGCTGGTGTGGTGGAGG-3’
5’-GCTGCTGCCTGGCGGGCATG-3’
5-CCAGTGGATGATTGTGGACTAC-3

5’-CTGACCTCAACCCCGCCAATG-3’
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8.2.3  Mus musculus mammalian ependymin related protein-2 (MERP-2), mRNA,

0i:14009839

Primer Name

Sequenz

MERP-2-PCR1-F
MERP-2-PCR1-R

MERP-2-PCR2-F

MERP-2-PCR2-R

MERP2-Seq1

5-CTCTGGAGCTCGGCTGACCCT-3’
5-GGTTGGGTTCAGTTCGGCGAG-3’

5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGAT
AGAACCATGCCCGCGCGCGCTCCCCGC-3

5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCAAGGAGCAG
CCGTCACTCAT-3

5-GATCAGTACTCCATCGGAGGG-3’

8.2.4  Mus musculus Progranulin/Epithelin, mRNA, gi:142357784

Primer Name

Sequenz

Granulin-PCR1-F
Granulin-PCR1-R

Granulin-PCR2-F

Granulin-PCR2-R

Granulin-Seq1
Granulin-Seq2
Granulin-Seq3

Granulin-Seq4

5-AGCCCGGACCCCGACGCAGGC-3
5-AGTTCCTTAAGTCTGTAGCCC-3

5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGAT
AGAACCATGTGGGTCCTGATGAGCTGG-3’

5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCAGTAGCGGT
CTTGGGACCGG-3’

5-TCCTGCTTCCAGATGTCAGAT-3’
5-TCCGACCACCTGCACTGCTGC-3’
5-ACAATACCTGCTGCAAACTCA-3

5-GTTGGGAATGTGGAGTGTGGA-3
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8.25  Mus musculus cellular repressor of E1A-stimulated genes 1 (CREG1),
MRNA, gi:31542419

Primer Name

Sequenz

CREG-PCR1-F
CREG-PCR1-R

CREG-PCR2-F

CREG-PCR2-R

CREG-Seq(1

5-GCGTCATGGCTGCCCGTGCTC-3'

5’-ACTCAGTCCACCATATCCTGC-3

5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGAT
AGAACCATGGCTGCCCGTGCTCCTGAG-3’

5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTGCAGCGTG
ACGTTAAAATA-3’

5-CTACATGTACCTGAGTCCACT-3’

8.2.6  Mus musculus mannosidase 2, alpha B2, mRNA, gi:42542424

Primer Name

Sequenz

M2B2-PCR1-F
M2B2-PCR1-R

M2B2-PCR2-F

M2B2-PCR2-Rneu

M2B2-Seq1
M2B2-Seq2
M2B2-Seq3
M2B2-Seq4
M2B2-Seq5

M2B2-Seq6

5-GCCCTGGCAGCGTCCCACTGC-3

5-TGGGGCCAATGCATTGATGTC-3

5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGAT
AGAACCATGGGGCCGCTGCGCTGGCTG-3’

5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTGCTGGAAT
TTAATGAAGAAGGTC-3’

5-GAGGCCAAGTCATGCATGATG-3’

5-GTTAAACAGAGGGCTGCGTGG-3’

5-AGGTGAAGAACATGTACACGG-3’

5-AGCGCCTGGTGCCCGTGATGA-3

5’-GCAAGTCCTCTACTCTGACAA-3’

5-CTGGCTGGACGTACAGCAGGA-3
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8.3 Primer zur weiteren Untersuchung der Scpepl

8.3.1  Primer zur RT-PCR auf die Scpepl-Gene Trap mRNA

Primer Name Sequenz

Oligo-dT-Primer 5-TTTTTTTTTTTTTTTTITT-3
Scpep1-Ex7-FW 5-CTGTCCTGGGGACCTTACCTG-3'
Bay-p-Gal-RV1 5'-GACAGTATCGGCCTCAGGAAGATCG-3’
Bay-p-Gal-RV2 5'-CATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGG-3'

8.3.2  Primer zur ldentifizierung der Gene Trap Insertionsstelle im Gen der

Scpepl
Primer Name Sequenz
Scpep1-Ex7-FW 5-CTGTCCTGGGGACCTTACCTG-3'
Scpep1-KO-RV 5-CCTCCAGTCTCCTCCACCCTGGG-3
Scpep1-Ex8-RV 5-TAGAAGCCCTTGTTTACAGCATC-3’

8.3.3  Primer zur Generierung einer Scpepl-5’-Southern Blot Sonde

Primer Name Sequenz
Scpep1-5’-Sonde-FW 5-GTGGCCTTGGCCATCCTGGAATTC-3
Scpep1-5’-Sonde-RV 5-GATACAAATTAGCTATGTCTTTCC-3

8.3.4  Primer zur Genotypisierung von Mausen der RST426 Zucht

Primer Name Sequenz
Scpep1 MP FW 5-ATCCTCACACATGCAAAGCA-3’
Scpep1 MP(+)-RV 5-TATTGGGCTGGAGTGGAGAC-3’

Scpep1 MP(-)-RV 5’-CCTGGCCTCCAGACAAGTAG-3
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8.3.5  Primer zur Subklonierung der Scpepl-cDNA in pcDNA3.1/Hygro mit
C-terminalem RGS-His6-Peptidtag

Primer Name Sequenz

Scpep1-Hind3-F 5’-GTACAAGCTTATGGAGCTCTCGCGGCGGATC-3’

Scpep1-RGS-His-Not-RV 5’-GTACAGCGGCCGCTTATCCGTGATGGTGATGGTGATG
CGATCCTCTTCCCTCCTGCTTGGTCACCAGCTT-3’

8.3.6  Primer zur Generierung von Northern Blot Sonden

Primer Name Sequenz

Scpep1-Seq2 5-TGCAGAGCAAGTCCTCGATGC-3’
3’ NorthernRiscRV 5-CTCCTGCTTGGTCACCAGCTT-3’
GAPDH mus R1 5-GCCGAGTTGGGATAGGGCCTC-3
GAPDH mus R2 5-GCCTCTCTTGCTCAGTGTCC-3
GAPDH mus R3 5-GGTGGTCCAGGGTTTCTTAC-3’
GAPDH mus F1 5-CTCCCTGTTCCAGAGACGGC-3

GAPDH mus F2 5-CGCATCTTCTTGTGCAGTGC-3’
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