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Einleitung 1

1 Einleitung

11 Lysosomen

Lysosomen sind Membran-Umschlossene Organellen, deren Hauptaufgabe in der
enzymatischen Degradation der verschiedenen Makromolekul-Klassen wie Lipiden,
Proteinen, Mucopolysacchariden, Glykanen und Nukleinsduren zu ihren
niedermolekularen Grundbausteinen liegt. Diese konnen der Zelle nach dem Export
aus dem Lysosom wiederum zur Synthese neuer Makromolekule oder der

Energiegewinnung dienen.

Der Begriff ,Lysosom” wurde 1955 von Christian de Duve eingefuhrt (De Duve et al.
1955). De Duve definierte Lysosomen als Vesikel, die bei differentieller Zentrifugation

mit einer Reihe verschiedener saurer Hydrolasen sedimentieren.

Nach heutiger Definition werden Lysosomen als Organellen bezeichnet, die luminal
einen sauren pH-Wert (pH 4,5 — 5) aufweisen, reich an sauren Hydrolasen sind und
Lysosome associated membrane protein (Lamp)-positiv, sowie Mannose-6-Phosphat
Rezeptor (MPR) negativ sind (Futter et al. 1996).

1.2 Lysosomale Proteine

Da in Lysosomen eine Reihe verschiedener Makromolekule degradiert werden,
enthalten sie ein komplexes Gemisch von zum Teil hochspezifischen hydrolytischen
Enzymen, die einen schrittweisen Abbau dieser Makromolekule katalysieren. So sind
zum Beispiel fur die vollstandige Degradation von Mucopolysacchariden zu ihren

monomeren Zuckern elf verschiedene Enzyme notwendig (Futerman et al. 2004).

Derzeit sind etwa 60 lysosomale Matrixproteine mit teilweise unbekannter Funktion
beschrieben (Lubke et al. 2008). Neben den hydrolytischen Enzymen umfasst das
lysosomale Proteom Co-Faktoren, die beispielsweise die Substratbindung vermitteln
(z.B. Saposine), oder Proteine, die Schutz-Funktionen (Cathepsin A / protective
protein) ubernehmen (Kishimoto et al. 1992; Hiraiwa 1999).

Von den l6slichen Proteinen der Matrix werden die peripheren und intergralen
Membranproteine unterschieden. Sie dienen u.a. der Erhaltung der lysosomalen

Membranstruktur (Lamp1, Lamp2), dem Aufbau eines Protonengradienten
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(V-H*ATPase) und als Transporter dem Export von Abbau-Produkten (Eskelinen et
al. 2003; Lubke et al. 2008). Sie konnen aulierdem eine Rolle in der Vesikelfusion

mit anderen Organellen ibernehmen (Huynh et al. 2007).

1.3 Synthese lysosomaler Enzyme

Losliche lysosomale Enzyme werden als Proteine der sekretorischen Route an den
Ribosomen des rauhen Endoplasmatischen Retikulums (ER) synthetisiert. Sie tragen
aminoterminale Signalsequenzen, die eine co-translationale Translokation in das
Lumen des ER vermitteln. Im Lumen wird die Signalsequenz vom unreifen Protein

abgespalten (Walter und Johnson 1994).

Alle bekannten lysosomalen Enzyme sind Glykoproteine und enthalten in der Regel
mehrere Glykosylierungsmotive des Typs Asn-X-Ser/Thr. X bezeichnet dabei eine
beliebige Aminosaure (AS) auller Prolin. Die Zuckerkette wird N-glykosidisch mit

Asparagin verknupft.

Die Synthese dieser so genannten N-Glykane findet an dem in der zytosolischen
Seite verankerten Isoprenoid Dolichol statt (Snider et al. 1980) (Abb. 1.1). Ein
N-Glykan bestehend aus zwei N-Acetylglucosamin- (GIcNAc) und fanf
Mannosemonosacchariden wird durch die Ubertragung der Monosaccharide von
UDP-N-Acetylglucosamin und GDP-Mannose aufgebaut. Ein bislang nicht bekanntes
Enzym lasst das an Dolichol gebundene Glykan in die luminale Seite des ER
Jflippen®, an der weitere vier Mannose-Reste sowie drei Glukose-Reste angehangt
werden. Diese aus 14 Monosacchariden bestehende Zuckerkette wird durch die

Oligosaccharyltransferase en-bloc auf Asparagin ubertragen.

Noch im ER werden durch die membrangebundenen Hydrolasen Glucosidase | und
Glucosidase Il sowie die a-Mannosidase | die drei terminalen Glucose-Reste sowie

ein Mannose-Rest abgespalten (Lemansky et al. 1984).
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Abb. 1.1: Synthese von N-Glykanen im endoplasmatischen Retikulum. Die Synthese eines
Glykans aus zwei GIcNAc- und funf Mannose-Resten erfolgt im Zytosol an einem Dolichol.
Das Dolichol mit dem unfertigen Glykan ,flippt“ in das ER Lumen, dort werden Glucose-Reste
angehangt. Das Glykan wird an ein naszierendes Polypeptid Ubertragen und die Glucose-
Reste sowie zwei Mannose-Reste werden wieder abgespalten.

Im Golgi-Apparat werden die N-Glykane nochmals durch das ,trimming“ verandert.
Wahrend des ,trimmings” bleibt eine Grundstruktur aus zwei N-Acetylglukosaminen
und drei Mannose-Resten des Glykans immer erhalten (,Core“-Struktur) (Kornfeld
und Kornfeld 1985).

Je nach Zusammensetzung werden die fertigen N-Glykane in Mannose-reiche,
Komplex- und Hybrid-Typ Glykane unterschieden (Abb 1.2). Mannose-reiche
Glykane bestehen aufier den zwei GIcNAc in der ,Core“-Struktur ausschlieBlich aus
Mannose-Resten. Glykane vom Komplex-Typ kdénnen eine Fucosylierung am ersten
GIcNAc-Rest am reduzierenden Ende des Glykans tragen und beide Verzweigungen
der ,Core“-Struktur tragen neben weiteren Mannose- und GlcNAc-Resten zusatzlich
Galactose- und geladene Sialinsaure-Reste. Hybrid-Typ Glykane tragen in einer
Verzweigung der ,Core“-Struktur nur Mannose-Reste, in der anderen Verzweigung

dagegen Strukturen wie die Komplex-Typ Glykane.
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: ﬁm i 8 8 % 8 8 () Mannose
*i = 4 B GicNAc
a7 @® Galactose
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16 14 /\ Fucose

— Asn-¥-Ser/Thr— — Asn-w-5erThr— — Asn-X-Ser/Thr—

Komplex-Typ Hybrid-Typ Mannose-reich

Abb. 1.2: Komplex-, Hybrid-Typ und Mannose-reiche Glykane. Das ,Core“-Glykan wird von einem
schwarzen Rechteck begrenzt. Geschlossenen schwarze Pfeile symbolisieren weitere
Verzweigungsmaglichkeiten.

Wahrend sezernierte Proteine haufig Glykane vom Komplex- oder Hybrid-Typ
tragen, erhalten lysosomale Enzyme zumeist Mannose-reiche N-Glykane. Viele
lysosomale Enzyme tragen komplexe- als auch Mannose-reiche Glykane an
verschiedenen Glykosylierungsstellen. Eine einzelne Glykosylierungsstelle kann
jedoch auch von beiden Glykantypen besetzt sein, was als Mikroheterogenitat
bezeichnet wird (Michalski und Klein 1999). Die Glykosylierung von Proteinen kann

innerhalb verschiedener Zelltypen oder Spezies stark variieren.

Im cis-Bereich des Golgi-Apparates erhalten lysosomale Proteine einen
Mannose-6-Phosphat- (M6P-)Rest als lysosomales Sortierungssignal (Pohlmann et
al. 1982). Dabei ubertragt die Golgi-N-Acetylglukosamin-1-phosphotransferase
(GNPT) einen GIcNAc-1-Phosphatrest von einem aktivierten
UDP-N-Acetylglukosamin auf die C6-Hydroxylgruppen terminaler Mannose-Reste.
Der entstandene GIcNAc-1-phospho-6-mannose-diester wird anschliel3end im trans-
Golgi Apparat von der GIcNAc1-phosphodiester-a-N-Acetylglukosaminidase zu
einem Phospho-6-mannose-monoester hydrolysiert. Mutationen der GNPT fuhren
durch das Fehlen des Sortierungssignals zu einer teilweisen Fehlsortierung

bestimmter lysosomaler Enzyme (,I-cell“-Erkrankung) (Reitman et al. 1981).
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1.4 Transport lysosomaler Enzyme

Der vesikulare Transport loslicher lysosomaler Enzyme mit dem M6P vom Trans-
Golgi-Netzwerk (TGN) zu den Lysosomen wird von zwei Mannose-6-Phosphat
Rezeptoren vermittelt. Lysosomale Membranproteine folgen einem anderen,
M6P-unabhangigen Transportweg. Der kleinere der beiden Rezeptoren (MPR46) hat
ein apparentes Molekulargewicht von 46 kDa und seine Affinitat zu bestimmten
Liganden lasst sich durch Kationen erhdhen, deshalb auch cation dependent,
CD-MPR (Hoflack und Kornfeld 1985). Der groRere Rezeptor hat ein apparentes
Molekulargewicht von 300 kDa (MPR300) und bindet seine Liganden Kationen-
unabhangig (cation independent, CI-MPR) (Willingham et al. 1981).

Beide MPRs sind integrale Membranglykoproteine, die zwischen TGN, frGhen und
spaten Endosomen sowie zu einem kleineren Teil der Plasmamembran zirkulieren.
Dabei binden sie ihre M6P-haltige-Liganden im TGN und verhindern damit deren
Sekretion. Die Bindung der M6P-Liganden an beiden Rezeptoren ist pH-abhangig.
Bei neutralem pH liegt der Rezeptor / Ligand-Komplex stabil vor. In dem Kontinuum
von frihen zu spaten Endosomen / Lysosomen sinkt der luminale pH bis auf pH 4,5.
In diesem sauren Milieu dissoziieren die an die Rezeptoren gebundenen Proteine
schliel3lich in spaten Endosomen. Es ist bis heute unklar, ob die pralysosomalen
Strukturen schrittweise zu sekundaren Lysosomen reifen oder ob ihr l6slicher Inhalt
uber Vesikel in spate Lysosomen transportiert wird (Griffiths und Simons 1986). Nach
dem Ruicktransport zum TGN stehen die MPRs dann einer neuen Runde des

Transports zur Verfliigung.

Da die Bindung der M6P-haltigen Liganden im TGN in der Regel nicht quantitativ ist,
entgehen etwa 5 — 20 % der M6P-haltigen lysosomalen Enzyme der intrazellularen
Transportroute und werden sezerniert (Tiede et al. 2005). Der MPR300 ist aufgrund
eines breiteren pH-Optimums in der Lage auch diese extrazellularen M6P-Liganden
zu binden und so wieder der intrazellularen Transportroute zum Lysosom zuganglich
zu machen (Hoflack et al. 1987).
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Abb. 1.3: MPR-vermittelter Transport lysosomaler Enzyme zum Lysosom. Beide MPRs zyklieren
zwischen Golgi-Apparat und spaten Endosomen. Im Golgi-Apparat werden lysosomale
Enzyme Uber ihre M6P-Markierung gebunden und dissoziieren in spaten Endosomen bei
saurem pH-Wert. Der Rezeptor wird anschlielend Uber Endosomen zurick zum Golgi-
Apparat transportiert. Fehlsortierte M6P-haltige Enzyme kénnen an der Plasmamembran vom
MPR300 gebunden und Uber Endosomen zum Lysosom transportiert werden.

1.5 MPR-unabhangiger Transport

Untersuchungen an MPR-defizienten Mause sowie Zellen von I-cell-disease-
Patienten haben gezeigt, dass die Aktivitat einer Reihe verschiedener Enzyme im
Lysosom drastisch verringert ist oder ganzlich fehlt, dies jedoch offensichtlich nicht
fur alle lysosomalen Proteine zutrifft. Dies legt einen von MPR-unabhangigen

Transport einiger Enzyme nahe.

So konnte jungst fur die lysosomale B-Glukocerebrosidase gezeigt werden, dass sie
an das lysosomale Membranprotein Limp2 bindet, mit diesem im Komplex Uber die
Membranproteintransportroute zum Lysosom transportiert wird und dort bei saurem
pH von seinem Interaktionspartner dissoziiert (Reczek et al. 2007). Fur die beiden
lysosomalen Proteasen Cathepsin D und H konnte ein Sortilin-vermittelter Transport
gezeigt werden (Canuel et al. 2008).
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Daruber hinaus kommen der Mannose-Rezeptor und weitere Mannose-bindende
C-type Lektine fur einen MPR-unabhangigen Transport in Frage (Allavena et al.
2004).

1.6 Reifung lysosomaler Enzyme

Alle I0slichen lysosomalen Proteine werden als Vorlaufer-Proteine synthetisiert
(Praproprotein) und auf ihrem Weg zum Lysosom sowie im lysosomalen Lumen zu
reifen Enzymen prozessiert. Die Proproteine werden proteolytisch auf der
endosomalen Route sowie im Lysosom durch Proteasen oder Autoprozessierung
gespalten, bis sie ihre reife Form erreicht haben. Praproproteine und Proproteine
sind in der Regel enzymatisch inaktiv, um die Degradation ihrer Substrate in

praendosomalen Kompartimenten zu verhindern.

Im Lysosom wird der M6P-Rest der Mannose-reichen Glykane durch die saure
Phosphatase 5 abgespalten (Sun et al. 2008). Uber das weitere Schicksal der
|6slichen Proteine im Lysosom ist wenig bekannt. lhre Halbwertszeit variiert stark
zwischen 14 und > 80 Stunden, ehe sie schlieBlich durch lysosomale Proteasen

abgebaut werden (Kominami et al. 1987).

1.7 Degradation im lysosomalen Lumen

Das lysosomale Kompartiment dient der Degradation von extrazellularem als auch
intrazellularem Material. Extrazellulares Material gelangt durch Rezeptor-vermittelte
Endozytose (,receptor mediated endocytosis, RME) und Pinozytose in das
Lysosom. Bei der RME spielen eine Reihe verschiedener Rezeptoren, wie z.B. der

Transferrin- oder der LDL-Rezeptor eine Rolle (Goldstein und Brown 1975) .

Pinozytose bezeichnet die unselektive Aufnahme von Flissigkeit und der in ihr
gelosten Molekule aus dem extrazellularen Raum. Kleine Vesikel schniuren sich mit
eingeschlossener Flussigkeit ab und werden zum Lysosom transportiert (Kielian et
al. 1982).

Phagozytose (Makropinozytose) ist als Sonderweg der Pinozytose anzusehen. Er ist
auf Zellen des Immunsystems wie Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen

und Granulozyten beschrankt und dient der Aufnahme groRRer Partikel Gber 0,2 um
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Durchmesser wie Zelltrimmern oder bakteriellen Pathogenen (Simson und Spicer
1973). Phagozytierte Partikel kbnnen nach Opsonierung uber den FC-Rezeptor oder
spezifisch an weitere Rezeptoren wie z.B. den Mannose-Rezeptor gebunden

werden.

@ Mitochondrien
Y Rezeptoren

Il. Rezeptor-vermittelte e Losl. Molekiile
Endozytose lll. Phagozytose Pathogene

0@
\S
| Autophagie O )

Abb. 1.4: Transport zur Degradation bestimmter Makromolekiile in das Lysosom. Substrate
kénnen zur Degradation intrazellular Gber Autophagie (l.), oder extrazellular iber RME (l1.),
Phagozytose (ll1l.) und Pinozytose (IV.) zum Lysosom transportiert werden.

IV. Pinozytose

Der Prozess der Degradation zytosolischer Proteine sowie ganzer Organellen wie
Mitochondrien oder Peroxisomen in den Lysosomen wird als Makroautophagie (im
Weiteren als Autophagie) bezeichnet. Besonders Proteine mit langen
Halbwertszeiten werden durch Autophagie abgebaut, kurzlebige Proteine dagegen

meist im Proteasom.

Obgleich der Prozess der Autophagie seit der Beschreibung der Lysosomen durch
de Duve 1955 bekannt ist, konnte seine funktionelle Charakterisierungen erst nach
der Klonierung erster Autophagie-Gene (autophagy related genes, ATG) in Hefe
(Tsukada und Ohsumi 1993; Thumm et al. 1994) stattfinden. Die meisten dieser

Gene sind bis zu den Saugetieren stark konserviert.
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Autophagie wird durch die Bildung einer Membran-Doppelschicht initiiert, die sich
vermutlich vom ER abschnurt (Axe et al. 2008). AnschlieRend werden Teile des
Zytosol invaginiert und ganze Organellen wie Mitochondrien oder Peroxisomen von
der  Membrandoppelschicht  umschlossen. Schliel3lich  fusionieren die

Autophagosomen mit Endosomen und Lysosomen zu Autophagolysosomen.

In Hefen findet Autophagie konstitutiv auf einem niedrigen basal-Niveau statt und
kann durch verschiedene Umweltbedingungen (z.B. Nahrungsmangel) induziert
werden. In hdheren Organismen scheint eine komplexere Regulation stattzufinden,
die in Abhangigkeit von Zelltyp und aulReren Faktoren steht. So weisen besonders
Stoffwechsel-aktive Zellen wie Hepatozyten der Leber und Neuronen des zentralen
Nervensystem (ZNS) eine hohe autophagozytare Aktivitat auf. Insgesamt sind
Regulation und Ablauf der Autophagie in héheren Lebewesen bislang nur Itickenhaft
verstanden. Autophagie-defiziente Mause leiden an Neurodegeneration und einer
Leberdysfunktion. (Komatsu et al. 2005; Hara et al. 2006; Komatsu et al. 2006;
Komatsu et al. 2007).

1.8 Lysosomale Speichererkrankungen

Die lysosomalen Speichererkrankungen (LSD) sind eine Gruppe von Erkrankungen,
die durch die genetisch bedingte Akkumulation von nichtmetabolisierten
Makromolekllen im Lysosom charakterisiert sind. Traditionell wird die grof3e Gruppe
der LSDs mit Uber 50 verschiedenen molekularen Defekten nach Art des
akkumulierten Speichermaterials in weitere Untergruppen unterteilt: Lipidosen,
Mucopolysaccharidosen, Glykogenosen, Glykoproteinosen, Mucolipidosen und
Neuronale Ceroid Lipofuscinosen (NCL) (Walkley und Platt 2004). Zudem gibt es
Erkrankungen, die in keine dieser Gruppen klassifiziert werden kénnen. Modernere

Klassifikationen unterteilen die LSDs nach der Art des defekten Proteins.

LSDs werden monogenetisch vererbt und folgen zumeist einem autosomal
rezessiven Erbgang. Nur Morbus Fabry (Masson et al. 2004), die
Mucopolysaccharidose Il (Morbus Hunter) (Hopwood et al. 1993) sowie Morbus

Danon (Danon et al. 1981) werden X-chromosomal rezessiv vererbt.
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Obwohl jede LSD flr sich relativ selten ist, stellen sie als Gruppe
zusammengenommen mit 1:8000 Geburten eine der haufigsten genetisch bedingten

metabolischen Erkrankungen dar (Meikle et al. 1999).

Innerhalb der verschiedenen LSDs findet sich ein breites symptomatisches Spektrum
der klinischen Prasentation. So gibt es Erkrankungen bei denen Symptome erst in
hohem Lebensalter auftreten, die meisten Erkrankungen manifestieren sich jedoch
bereits im Kindes- oder Jugendalter. Fur die meisten LSDs konnte bislang keine
Genotyp-Phanotyp Korrelation beschrieben werden. Alle Erkrankungen haben einen
progredienten Verlauf. Wahrend einige LSDs nur periphere Organe betreffen, geht
bei anderen teilweise eine massive Schadigung des ZNS mit fortschreitendem dem

Krankheitsverlauf einher.

Trotz deutlicher Heterogenitat innerhalb der LSDs prasentieren sich einige der
wichtigsten Phanotypen in einem Symptomkontinuum. So zeigen Patienten vieler
Erkrankungen  eine  abnorme  Vergrélerung  von Milz  und  Leber
(Hepatosplenomegalie), Knochen-Deformationen (Dysostosis multiplex), Herz- und

Nierenschaden sowie ein abgeschwachtes Immunsystem (Castaneda et al. 2008).

Haufig findet sich eine hohe Varianz der klinischen Prasentation innerhalb der
einzelnen Erkrankungen. So kdénnen oft infantile, juvenile sowie adulte Formen
unterschieden werden. Neben genetischen Unterschieden scheinen auch
Umwelteinflisse den Verlauf der Erkrankung zu beeinflussen, da Patienten mit
gleichen Mutationen und &ahnlichem genetischen Hintergrund teilweise deutlich

unterschiedliche Krankheitsverlaufe zeigen (Futerman und van Meer 2004).

1.9 Therapie lysosomaler Speichererkrankungen

Fir fast alle LSDs werden symptomatische Therapie-Ansatze angewendet. So
konnen beispielsweise Knochendeformationen operativ behandelt werden oder
Immunsystem-unterstitzende MafRnahmen bei Immunschwachen angewendet

werden. Viele Patienten sind an den Rollstuhl gebunden.

Daneben gibt es fiir einige LSDs auch spezifische, kausative Behandlungsmethoden.
Die Tatsache, dass der MPR300 auch an der Plasmamembran zu finden ist, dort
extrazellulare M6P-haltige Liganden zu binden vermag, ermoglicht es, die defizienten

Proteine an ihren Wirkorten zu substituieren. Dabei konnen rekombinante, M6P-
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haltige Proteine durch intravendse Injektion verwendet werden
(Enzymersatztherapie, enzyme replacement therapy, ERT). Alternativ werden

Spenderzellen transplantiert, die das defiziente Protein sezernieren.

Erste Ansatze fur die ERT wurden bereits 1980 fur die Therapie von Morbus Fabry
an zwei Patienten erfolgreich erprobt (Desnick et al. 1980). In der Studie von Desnick
et. al wurde als therapeutisches Enzym partiell aufgereinigtes Protein aus humanem
Gewebe verwendet. Die fortschreitenden molekularbiologischen Methoden
ermdglicht die Klonierung aller lysosomalen Proteine. Durch die Expression der
entsprechenden cDNAs in Saugerzellen kénnen die gewlnschten Proteine aus
Zellkulturiberstanden in hoher Reinheit und ausreichenden Mengen aufgereinigt
werden (Martiniuk et al. 2000; Berg et al. 2001). Zudem kénnen die Enzyme in
transgenen Tieren (Bijvoet et al. 1999) oder pflanzlichen Zellen (Cramer et al. 1996;
Shaaltiel et al. 2007; Du et al. 2008) produziert werden.

Die ERT ist mittlerweile fur eine Reihe verschiedener LSDs in der klinischen
Anwendung oder in spaten Phasen klinischer Studien. So sind ERT-Protokolle fur
Morbus Fabry (Schiffmann et al. 2001; Beck et al. 2004) sowie fur Morbus Gaucher
(Poll et al. 2001) in Europa und den USA etabliert und klinisch zugelassen. Protokolle
fur Mucopolysaccharidose (MPS) | (Wraith 2004; Thomas et al. 2006), MPS II
(Muenzer et al. 2006), MPS VI (Harmatz et al. 2005; Karageorgos et al. 2007) und
Morbus Pompe (Van den Hout et al. 2004) befinden sich in spaten Phasen klinischer
Studien. Fur weitere LSDs werden praklinische ERT-Studien an Versuchstieren
durchgefuhrt, die Grundlage fur die Entwicklung der ERT an Patienten sind (Sands et
al. 1994; Roces et al. 2004; Matzner et al. 2005).

In den meisten bislang durchgefuhrten Studien konnte eine signifikante
Verbesserung des Gesundheitszustandes der Patienten durch regelmallige Enzym-
Substitution erreicht werden. Dabei ist der Effekt auf verschiedene Symptome sehr
unterschiedlich. In der Regel werden bereits nach wenigen Wochen keine
Speichermetabolite mehr im Serum gefunden. Organomegalien normalisieren sich
innerhalb von Monaten (Wraith 2004; Harmatz et al. 2005), wohingegen sich bereits
manifestierte Storungen des Knochenbaus nur langsam verbessern (Grabowski et al.
1998; Harmatz et al. 2005).
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Bei einem Groldteil der LSDs ist das ZNS teilweise massiv pathologisch betroffen.
Die Blut-Hirn-Schranke verhindert einen effizienten Austausch fast aller Metabolite
> 500 Dalton (Da) und folglich auch die Aufnahme therapeutischen Enzyms (Begley
et al. 2008). Um das ZNS durch ERT zu therapieren, ist eine intrathekale Injektion
notwendig (Dickson et al. 2007; Munoz-Rojas et al. 2008). Eine solche Behandlung
birgt die Gefahr einer Infektion des ZNS sowie weiterer unabsehbarer

Nebenwirkungen.

In verschiedenen Tiermodellen lysosomaler Speichererkrankungen konnte jungst ein
therapeutischer Effekt auf das ZNS bei sehr hohen Dosierungen der ERT gezeigt
werden, dessen molekularen Ursachen bislang nicht hinreichend geklart sind (Roces
et al. 2004; Matzner et al. 2005; Crawley et al. 2006).

Ein Problem bei der ERT stellt haufig die Immunantwort auf die regelmafigen
Injektionen rekombinanten Enzyms dar (Brooks 1999). In ERT-Studien von Morbus-
Gaucher Patienten entwickelten ca. 15 % der Patienten Antikbrper gegen das
rekombinante Enzym (Starzyk et al. 2007). Neben Hypersensibilitatsreaktionen des
Immunsystems kann ein hoher Antikorpertiter im Serum auch das rekombinante
Enzym binden und so dessen Aufnahme Uber MPR oder MR inhibieren (Ponder
2008). Eine transiente Immunosuppression wahrend des Beginns der ERT konnte

die Bildung dieser kompetetiven Antikorper verhindern (Dickson et al. 2008).

Bei der Knochenmarktransplantation (bone marrow transplantation, BMT) dienen
Donorzellen eines gesunden Spenders als Quelle extrazelluldaren Enzyms fir die
Aufnahme Uber den MPR300 (Hobbs 1981). Knochenmarkszellen kénnen
offensichtlich bei einigen Patienten ausreichende Mengen des defizienten Enzyms
sezernieren, um den Krankheitsverlauf zumindest teilweise zu stoppen oder zu
verbessern (Gullingsrud et al. 1998; Sardon et al. 2005). In Ausnahmefallen konnte
in Patienten und Tiermodellen auch eine Verbesserung der Neuropathologie
beobachtet werden (Walkley et al. 1994). Die BMT birgt jedoch hohe Risiken fur den

Empfanger und haufig findet sich kein passender Spender.

Eine aktuelle detaillierte Ubersicht tber weitere Therapieverfahren (somatische
Gentherapie, ,small molecules®, Substratreduktionstherapie) von LSDs gibt der
Ubersichtsartikel von Beck, 2007.
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1.10 Die Glykoproteinosen

Glykane von Glykoproteinen werden im Lysosom durch bidirektionale, sequentielle

Spaltung in ihre Monosaccharide degradiert (Michalski und Klein 1999). Dabei sind

bei Komplex-Typ Glykanen bis zu neun verschiedene Hydrolasen an der

Degradation beteiligt (Abb. 1.5 A). Mutationen in Genen dieser Enzyme, die einen

Verlust oder eine stark eingeschrankte spezifische Aktivitat verursachen, fuhren zu

einer Glykoproteinose.

Tab. 1.1: Glykan-degradierende Enzyme und aus ihrer Defizienz resultierende Erkrankungen.

T Glykopeptide primdre Speicherprodukte; + Glykane primare Speicherprodukte;

Ganglioside primare Speicherprodukte.
Enzym Erkrankung Chr. OMIM
a-Fucosidase Fucosidose* 1p34 230000
Aspartyl-N-acetylglucosaminidase | Aspartylglucosaminurie* 4932-q33 | 208400
Endo-B-N-acetylglucosaminidase ? 17925.3 -
Neuraminidase (Sialidase) Sialidose (Mucolipidose 1)* | 6p21.3 256550
B-Galactosidase GM1-Gangliosidose’ 3p21.33 230500
Protective protein / Cathepsin A Galactosialidose’ 20q13.1 256540
B-Hexosaminidase A und B Morbus Sandhofft 5913 268800
a-Mannosidase a-Mannosidose* 19cen q12 | 248500
1,6 spez. a-Mannosidase ? 4p16.1 -
B-Mannosidase B-Mannosidose® 4q22-9g25 | 248510
a-N-Acetylgalactosaminidase Morbus Schindler* 22q11 609241

Die Degradation komplexer N-Glykane wird durch die Abspaltung von Fucoseresten
Ende durch die

Aspartyl-N-acetylglucosaminidase spaltet anschlieBend das N-Glykan vom Peptid

am nicht-reduzierenden a-Fucosidase eingeleitet. Die
ab. Von dem nun freien Glykan wird dann durch die Endo-3-N-acetylglucosaminidase
(Synonym ,Lysosomale Chitobiase“) ein GIcNAc-Rest abgespalten. Die lysosomale
Chitobiase wird nicht ubiquitar in allen Saugern exprimiert. So wird das Enzym in
Menschen, Affen und Nagern exprimiert, in Rindern und Raubtieren dagegen nicht
oder kaum (Aronson und Kuranda 1989; Balducci et al. 2008). Bislang wurde keine
Glykoproteinspeichererkrankung diagnostiziert, die mit einer Defizienz der Chitobiase

einhergeht. Das murine Gen wurde erst jiingst kloniert (Balducci et al. 2008).
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Die weitere Degradation findet vom nicht-reduzierenden Ende statt. Die
Neuraminidase hydrolysiert Sialinsaurereste. AnschlieRend werden Galactose-
Monosaccharide durch die B-Galactosidase abgetrennt. Beide Enzyme bendtigen

Cathepsin A / protective protein als Co-Faktor (D'Azzo et al. 1982).
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Abb. 1.5: Degradation von N-Glykanen im Lysosom. Komplexe N-Glykane (A) werden
bidirektional vom reduzierenden und nicht-reduzierenden Ende sequentiell durch eine Reihe
saurer Hydrolasen degradiert. Mannose-reiche N-Glykane (B) werden nach der Degradation
bis auf ein GIcNAc am reduzierenden Ende des Glykans durch die a-Mannosidase abgebaut.
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Die B-Hexosaminidase kann GIcNAc-Reste des Glykans degradieren. Sie besteht
aus zwei Untereinheiten (a und (), die von unterschiedlichen Genen codiert werden
(HEXA und HEXB) (Yamanaka et al. 1994). Die B-Hexosaminidase A ist ein
Heterodimer aus a- und B-Untereinheiten, die B-Hexosaminidase B ein Homodimer
der B-Untereinheit (Srivastava et al. 1975). Mutationen im HEXB-Gen fihren zu
einem Verlust beider Proteine. Primare Speicherprodukte sind in beiden Fallen vor
allem GM2-Ganglioside, deren terminalen GIcNAc-Reste des Glykan-Anteils nicht
weiter degradiert werden konnen. Die beiden a-1,3- und a-1,6-Mannose-Reste der
Core-Struktur des Glykans werden schliel3lich durch die a-Mannosidase bis zum
letzten, an das GIcNAc-gebundenen, Mannose-Rest hydrolysiert (al Daher et al.

1991). Dieses Disaccharid wird durch die f-Mannosidase gespalten.

Neben der lysosomalen a-Mannosidase mit einer Spezifitat fur a-1,3- sowie
a-1,6-glycosidische Bindungen existiert eine weitere lysosomale a-Mannosidase, die
ausschlieBlich in der Lage ist, a-1,6 glykosidisch verknlipfte Mannose-Reste des
Glykan-core’s zu hydrolysieren (core-spez. a-1,6-Mannosidase) (Daniel 1992, De
Gasperi 1992). Sie wird nur in Geweben und Spezies exprimiert, die auch die
Chitobiase exprimieren, offensichtlich sind beide Enzyme funktionell miteinander
verbunden (Daniel et al. 1994).

Mannose-reiche Glykane werden nach Abspaltung vom Peptidanteil und Hydrolyse
eines GIcNAc-Rests am nicht-reduzierenden Ende durch die a- und die

B-Mannosidase zu Monosacchariden abgebaut (Abb. 1.5 B).

1.11 «a-Mannosidose — Defizienz der lysosomalen a-Mannosidase

Die humane lysosomale a-Mannosidase (LAMAN, EC 3.2.1.24) wird vom
Man2B1-Gen codiert. Es liegt auf Chromosom 19 nahe dem Centromer
(19p13.2-q12) (Champion und Shows 1977; Wakamatsu et al. 1997). Es besteht aus
24 Exons und Uberspannt einen Abschnitt von 15 kb (Riise et al. 1997). Man2B1 wird
ubiquitar exprimiert und seine Promotorregion hat die Charakteristika eines
Housekeeping-Gens (Nilssen et al. 1997; Stinchi et al. 1998). Stark konservierte
Orthologe finden sich in anderen Saugern, als auch Caenorhabditis elegans und
Dictyostelium discoideum. Das murine Ortholog ist auf Chromosom 8 lokalisiert.
Neben der LAMAN und der ebenfalls Iysosomalen core-spezifischen

a-1,6-Mannosidase (s.0.) gibt es eine Reihe weiterer Mannosidasen, die subzellular
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in ER, Golgi-Apparat und dem Zytosol zu finden sind und pH-Optima im

physiologischen Bereich aufweisen (siehe Ubersichtsartikel Daniel et al. 1994).

Die cDNA des humanen Man2B1-Gens kodiert ein Polypeptid aus 988 AS, das
11 putative Glykosylierungsstellen sowie ein aminoterminales Signalpeptid hat
(Nebes und Schmidt 1994; Liao et al. 1996; Nilssen et al. 1997). Das Enzym wurde
aus humaner Plazenta aufgereinigt und weist unter denaturierenden Bedingungen
Polypeptide mit apparenten Massen von 70, 43-39, 39, 33, 22, 20, 15 und 13 kDa
auf. Eine Behandlung der Enzym-Praparation mit den Endoglykosidasen EndoH und
PNGaseF konnte das apparente Molekulargewicht aller Peptide verringern, was fur
einen hohen Glykosylierungsgrad spricht (Nilssen et al. 1997). Durch biochemische
Analysen konnte eine Prozessierung der LAMAN wie in Abb. 1.6 B schematisch
dargestellt abgeleitet werden (Hansen et al. 2004). Daruber hinaus konnte anhand
des bovinen Orthologs der lysosomalen a-Mannosidase ein neuer Mechanismus zur
Aktivierung bei saurem pH-Wert vorgeschlagen werden. Das unter in vitro-
Bedingungen als Praproprotein bereits aktive Enzym wird in vivo erst bei erreichen
von sauren Kompartimenten durch Protonierung einiger saurer Aminosauren
hydrolytisch aktiv (Heikinheimo et al. 2003). Ebenfalls vom bovinen Ortholog konnte

jungst die vollstandige Gykosylierungsstruktur beschrieben werden (Faid et al. 2006).

A
! I T I prrtr If

NHQI 39 kDa 8-10 kDa |20/22 kDa 42 kDa 13/15 kDa | COOH

49 345 429 601 882
a b ¢ d e

B

NHQI 130 kDa COOH

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des prozessierten LAMAN-Proteins und des sezernierten
Praproenzyms. A; Das humane 130 kDa Praproprotein wird in der Plazenta durch limitierte
Proteolyse zu fUnf Peptiden a — e prozessiert. Offene Kreise symbolisieren Mannose-reiche
Glykane, geschlossene Kreise Komplex-Typ Glykane. Die Glykansstruktur des e-Peptids ist
nicht bekannt (modifiziert nach Nilssen et al. 1997). B; Struktur des rekombinanten von CHO-
Zellen sezernierten 130 kDa Praproproteins.

Das humane LAMAN wurde rekombinant in Saugerzellen exprimiert (Berg et al.
2001), wobei aufgrund der Sattigung der beiden MPRs das LAMAN als 130 kDa
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Praproenzym in das Zellkulturmedium sezerniert wird (Abb. 1.6 B). Wahrend der
Aufreinigung wird es weiter zu Peptiden mit apparenten Molekulargewichten von
72 kDa und 55 kDa prozessiert.

1.12 Kilinik der a-Mannosidose

Bislang wurden mehr als 50 verschiedene Mutationen im Man2B1-Gen beschrieben
(Nilssen et al. 1997; Gotoda et al. 1998; Berg et al. 1999; Hansen et al. 2004). Die
meisten dieser Genprodukte werden falsch gefaltet und verbleiben im ER, wahrend
einige Mutationen zu Aminosaureaustauschen im aktiven Zentrum flihren und
dadurch einen Verlust oder eine drastische Verminderung der enzymatischen
Aktivitat verursachen (Hansen et al. 2004). Dabei konnte bislang keine Genotyp-
Phanotyp-Korrelation festgestellt werden. Auf etwa 500.000 Lebendgeburten kommt
eine Geburt mit a-Mannosidose-auslésender Man2B1-Mutation (Malm und Nilssen
2008).

Abb. 1.7: a-Mannosidose Patienten. A; 18 Monate alte Zwillinge mit vergrossertem Kopfumfang,
verbreiterter Nase, kurzem Hals und hervorstehender Stirn B; 27 Jahre alter Mann mit
hervorstehender Stirn, verbreiteter Nase und Hérhilfe. (Malm und Nilssen 2008)

Die Diagnose wird anhand von Leukozyten oder kultivierten Fibroblasten durch einen
a-Mannosidase-Enzymaktivitats-Nachweis gestellt. In Familien mit dem mutierten
Allel kann zudem eine molekulargenetische Mutationsanalyse durchgeflihrt werden
(Malm und Nilssen 2008).
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Die klinische Prasentation der a-Mannosidose ist wie bei den meisten LSDs duf3erst
variabel, die Erkrankung folgt dabei in allen Fallen einem progressiven Verlauf.
Haufig wird die Erkrankung in drei Subtypen unterschieden: Bei Typ 1 (milde Form)
beginnen sich mit etwa 10 Jahren erste klinische Anzeichen zu manifestieren, die
sich sehr langsam verschlechtern. Diese Patienten zeigen weder Abnormalitaten des
Skeletts, noch Myopathien. Typ 2 (moderate Form) manifestiert sich deutlich vor dem
zehnten Lebensjahr. Die Patienten haben Veranderungen im Skelettbau (Dysostosis
multiplex) und bekommen haufig Myopathien. Patienten des Typ 3 (schwere Form)
weisen meist schwere Schadigungen des Skeletts auf und versterben innerhalb der
ersten drei bis acht Lebensjahre an Schadigungen des ZNS, Myopathien oder
Infektionen. Die meisten Patienten leiden an Typ 2 (Desnick et al. 1976; Malm und
Nilssen 2008). Typ 2 und 3 werden in der Regel von einer Hepatosplenomegalie,
facialer Dysmorphie sowie einer fortschreitenden mentalen Retardation begleitet.
Patienten aller drei Subtypen leiden haufig an rekurrenten Infektionen, die auch

Todesursache sein konnen (Desnick et al. 1976; Malm et al. 2000).

Neben den oben genannten Symptomen wird die Erkrankung haufig von einer Reihe
weiterer sporadisch auftretender Symptome begleitet. Dazu gehdren systemischer
Lupus erythematosus (Urushihara et al. 2004), Leukoencephalopathie (Castelnovo et
al. 2007), psychatrische Symptome (Malm et al. 2005; Seidl et al. 2005) oder

Macrocephalie und intracraniale Hypertension (Grabb et al. 1995).

Typischerweise finden sich bei a-Mannosidose-Patienten Mannose-reiche N-Glykane
im Serum (personliche Mitteilung Jean-Claude Michalski) und Urin (Desnick et al.
1976; Sewell 1980). Eine detaillierte Analyse (Michalski und Klein 1999) (Abb. 1.8)
hat gezeigt, dass neben metabolischen Intermediaten der lysosomalen N-Glykan-
Degradation auch Glykane aus anabolen Stoffwechselwegen der Glykosylierung im
ER Speicherprodukte sind, die vermutlich aus dem Zytosol in das Lysosom gelangen
(Moore 1999; Saint-Pol et al. 1999). Etwa 70 % der gespeicherten Glykane stammen
von Komplex- und Hybrid-Typ Glykanen, 10 % von Mannose-reichen Glykanen und

etwa 20 % von biosynthetischen Intermediaten (Winchester 2005).
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Abb. 1.8: Oligosaccharide aus dem Urin von Patienten. Man2 — Man8 Oligosaccharide aus dem
Urin von Patienten (Michalski und Klein 1999). Es gilt die Nomenklatur aus Abb. 1.2.

1.13 Tiermodelle der a-Mannosidose

Neben der humanen a-Mannosidose wurde die Erkrankung in Rindern (Hocking et al.
1972; Borland et al. 1984) und Katzen diagnostiziert (Burditt et al. 1980; Walkley et
al. 1981).

Zuletzt wurde a-Mannosidose in einer Meerschweinchen-Haustierzucht festgestellt
(Crawley et al. 1999). Die Erkrankung in diesem Tier-Modell wurde in den letzten
Jahren intensiv in pathologischer und therapeutischer Hinsicht untersucht. Die Tiere
zeigen neben Speichervakuolen in ZNS und peripheren Organen erhohte
Oligosaccharid-Ausscheidungen im Urin, erhohte Enzymaktivitaten anderer
lysosomaler Enzyme sowie leichte Abnormalitaten des Knochenbaus (Crawley et al.
1999). Durch Elektronenmikroskopie und histologische Verfahren wurde ein
progressiver Verlauf mit einer zunehmenden Groélke der Speicherlysosomen
beschrieben (Auclair und Hopwood 2007). Die Tiere zeigen durch die neuronale
Speicherung eine Reihe verschiedener Verhaltensabnormalitdten (Robinson et al.
2008). In einer detaillierten Studie wurde neben der Neuropathologie der Tiere auch
der Effekt einer ERT untersucht (Crawley et al. 2006).
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1.14 Das a-Mannosidose knockout-Mausmodell

Neben den naturlich vorkommenden Tiermodellen wurde durch die gezielte
Ausschaltung des Man2B1-Gens ein knockout-Mausmodell fur die a-Mannosidose
generiert (Stinchi et al. 1999). Homozygot a-Mannosidase-defiziente Mause zeigen
eine deutlich erhdhte Ausscheidung von Mannose-reichen Oligosacchariden im Urin
und akkumulieren N-Glykane im ZNS wund peripheren Organen. Elektronen-
mikroskopische Aufnahmen zeigen Speichervakuolen in allen betroffenen Organen.

Obwohl das Mausmodell der humanen Erkrankung in biochemischer und
histopathologischer Hinsicht sehr ahnlich ist, zeigen die Mause in dieser Studie bis
zum Alter von 12 Monaten keine offensichtlichen Krankheitssymptome und stellen
somit ein Modell fur einen milden Krankheitsverlauf dar (Stinchi et al. 1999).
Mausmodelle anderer LSDs zeigen haufig im Vergleich mit den humanen
Erkrankungen einen milden Phanotyp (Yamanaka et al. 1994; Evers et al. 1996;
Hess et al. 1996; Phaneuf et al. 1996).

Anhand des Maus-Modells wurde in Vorarbeiten in unserer Abteilung der Effekt der
ERT untersucht (Roces et al. 2004). Intravendse Injektionen mit der a-Mannosidase
der Niere aus Rindern bzw. rekombinantem humanen LAMAN und muriner
a-Mannosidase zeigten bereits nach einmaliger Dosierung von 50 mU/g
Korpergewicht eine deutliche Reduktion gespeicherter Oligosaccharide in peripheren
Organen, nicht jedoch im ZNS. Alle drei Enzym-Praparationen wiesen einen
vergleichbaren therapeutischen Effekt auf, wobei die Leber besonders effektiv
entspeichert wurde (80 -95 % Reduktion von Oligosacchariden).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten zudem eine deutliche Reduktion von
Speichervakuolen. Eine zweimalige Injektion von 250 mU/ g Kdérpergewicht fuhrte zu
einer fast vollstandigen Reduktion der gespeicherten Oligosaccharide in Milz, Niere,
Herz und Leber. Erstaunlicherweise zeigte sich auch im Gehirn bei dieser hohen
Dosierung eine Reduktion der Speicherprodukte auf etwa ein Viertel verglichen mit

unbehandelten a-Mannosidase-defizienten Mausen (Roces et al. 2004).

Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass wiederholte Injektionen des
rekombinanten Enzyms in den Mausen zu einer Immunantwort fihren und Antikérper
gebildet werden (Roces 2005).
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1.15 Zielstellung der Arbeit

Obgleich die Defizienz lysosomaler Enzyme oder Proteine als primare Ursache fur
lysosomale Speichererkrankungen seit Jahrzehnten bekannt ist, sind direkt oder
indirekt durch die Erkrankung betroffene Stoffwechsel- oder Signalwege, die
schlieBlich zur Manifestierung von Symptomen fuhren, bislang nur unzureichend

beschrieben und verstanden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen Microarray-Genexpressionsanalyse des
Leber-Transkriptoms und biochemische Untersuchungen Aufschluss Uber
sekundaren Veranderungen geben, die durch die lysosomale Speicherung bedingt
sind. Zudem soll der Einfluss der ERT auf diese sekundaren Veranderungen

untersucht werden.

Veranderungen innerhalb der Lysosomen als direkt betroffene Organellen der
Speicherung von undegradierten Makromolekulen konnten bereits fur eine Reihe
verschiedener LSDs gezeigt werden. Anhand des knockout-Mausmodells sollen im
zweiten Teil der Arbeit durch Proteomanalyse Veranderungen innerhalb der

a-Mannosidase-defizienten Lysosomen untersucht werden.

Besonders deutlich zeigen sich Konsequenzen der lysosomalen Speicherung im
ZNS vieler a-Mannosidose-Patienten. Um Aufschluss Uber die zellbiologische
Ursache eingeschrankter neuronaler Funktion zu erhalten und gegebenenfalls neue

Ansatze zu ihrer Therapie, soll die Neuropathologie der Mause untersucht werden.
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21 Materialien

2.1.1 Gerate
ABI Prism 7900HT

Acrylamidgel-Elektrophoresekammer
Agarosegel-Elektrophoresekammer
Bio-Photometer

Branson Sonifier 450

Ettan IPGPhor Il IE Einheit

GeneChip Scanner 3000

GeneChip Hybridizatio Oven 640
Heizblock HTM 130

Klhlzentrifuge 5804R mit Rotor A-4-44
Immobiline DryStrip reswelling Tray
LAS-1000 Gel Dokumentation System
Laser Scan-Mikroskop

Modell TCS Sp2 AOBS

Linomat 5 DC-Spruheinheit

Mastercycler Gradient

Mikrotom SM2000R

Mikrotom HM 335

Netzgerat Consort E835

Pegasus Semi-Dry Western Blot Kammer
Pipetman Mikroliterpipetten 20, 200, 1000 ul
REFLEX lllI-Flugzeit Massenspektrometer
Spectrophotometer Cary 50 Bio

Tecan Microplate Reader Model Spectra
Teflon Homogenisator

Tischzentrifuge Mikro 200R
Tischzentrifuge 5415D

Transilluminator Modell ETX 20 M
Typhoon 9400 Scanner

Applied Biosystems,
USA

Wissenschaftl. Werkstatten d. Fakultat
Wissenschaftl. Werkstatten d. Fakultat
Eppendorf, Hamburg

Framingham,

Heinemann, Schwabisch Gmind
GE Healthcare, Minchen
Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
HLC, Bovenden

Eppendorf, Hamburg

GE Healthcare

Fujifilm, Dusseldorf

Leica, Heidelberg

Camag, Muttenz, Schweiz
Eppendorf, Hamburg

Leica, Heidelberg

Microm, Volketswil, Schweiz
Schutt, Géttingen

Phase, Lubeck

Gilson, Middleton, USA
Bruker Daltonik, Bremen
Varian, Darmstadt

Tecan, SLT, Crailsheim
Braun, Melsungen

Hettich, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg

LTF Labortechnik, Wasserburg
GE Healthcare, Munchen
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Ultrazentrifuge Optima L90K mit Rotoren

SW40 und Ti75

UV-Handlampe (312 nm, 254 nm)
Vakuumkonzentrator

Modell Speed Vac SVC100H

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Einmalkanulen, -spritzen

Einmalpipetten 5, 10, 20 ml

Exchange resin AG 501-X8, 20-50 mesh
HPTLC-Platten

Immobiline DryStrip, versch. pH-Werte
Mikrotomklingen

Objekttrager und Deckglaschen
Parafilm®M

Pasteurpipetten

Praparierbesteck

Polyvinylidenfluorid (PVDF)
Transfermembran

Spritzenaufsatzfilter 0,2 ym und 0,45 pm
Superfrost Plus Objekttrager
Ultrazentrifugenréhrchen

UVetten®

Whatman-Filterpapier

Plastikreaktionsgefalle

2.1.3 Microarrays

GeneChip Mouse 430 2.0

Beckmann Coulter, Krefeld

Bachofer, Reutlingen

Bachofer, Reutlingen

Braun, Melsungen

Sarstedt, NUmbrecht

Bio-Rad, Hercules, USA

Merck, Darmstadt

GE Healthcare, Munchen
Thermo Scientific, Waltham, USA
Menzel-Glaser, Braunschweig
American National, Chicago, USA
Schutt, Gottingen

Neolab, Heidelberg

Whatman, Goéttingen

Heinemann, Duderstadt

Thermo Scientific, Waltham, USA
Beckmann Coulter, Krefeld
Eppendorf, Hamburg

Whatman, Goéttingen

Sarstedt, Nimbrecht

Affymetrix, Santa Clara, USA
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2.1.4 Substrate fut enzymatische Bestimmungen

Z-Arg-Arg-AMC Bachem, Weil am Rhein
p-Nitrophenyl-B-D-glucopyranosid Sigma, Deisenhofen
p-Nitrophenyl N-acetyl-B-D-glucosaminide Sigma, Deisenhofen
p-Nitrophenyl-B-D-glucuronid Sigma, Deisenhofen
p-Nitrophenyl-a-D-mannopyranosid Sigma, Deisenhofen

2.1.5 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Metabion, Planegg-

Martinsried bezogen. Sequenzen der Primer siehe Anhang.

2.1.6 Chemikalien

Aceton Roth, Karlsruhe
Acetonitril Merck, Darmstadt
Acrylamid (Rotiphorese® Gel A) Roth, Karlsruhe
Acrylamid/ Bisacrylamid-Losung Roth, Karlsruhe
(Rotiphorese®-Gel 30)

Agarose Roth, Karlsruhe

Albumin (BSA, bovine serum albumin) Serva, Heidelberg

e-Aminocapronsaure Sigma, Deisenhofen
Ammoniumacetat Merck, Darmstadt
Ammoniumchlorid Merck, Darmstadt
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck, Darmstadt
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt
Ampicillin Serva, Heidelberg
Bisacrylamid (Rotiphorese® Gel B) Roth, Karlsruhe

Brij 35 (30 % (w/v) Lésung) Sigman, Deisenhofen
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
CHAPS Roth, Karlsruhe
Coomassie Brilliant Blue G250 Merck, Darmstadt
DAB liquid substrate system Sigma, Deisenhofen

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Roth, Karlsruhe
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2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Dinatriummethylendiaminotetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid (1 % (w/v) Lésung)
Filipin 111
FormaldehydIésung (37 %)
Formamid

Glutaraldehyd (25 % (v/v) in dH20)
Glycerin

Glycin

Harnstoff

Histoacryl

Histomount

IPG-Puffer,pH 4 -7
IPG-Puffer, pH 3 - 10
Imidazol

lodacetamid

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumnatriumtartrat
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
2-Mercaptoethanol
Methanol

Natriumacetat

Natriumazid
Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

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

Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Braun, Melsungen
Shandon, Frankfurt
GE Healthcare, Minchen
GE Healthcare, Munchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Topfer, Dietmannsried
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid (NaOH) Roth, Karlsruhe

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS) Serva, Heidelberg
NNN'N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva, Heidelberg

Nonidet P-40 (NP-40) Sigma, Deisenhofen
Orcinol Sigma, eisenhofen
Paraformaldehyd (PFA) Sigma, Deisenhofen
Percoll™ GE Healthcare, Mlinchen
Phosphorsaure (ortho-) Roth, Karlsruhe
1-Propanol Merck, Darmstadt
Saccharose (Sucrose) Roth, Karlsruhe
Salzsaure (37 %) Roth, Karlsruhe
Schwefelsaure (konzentriert) Merck, Darmstadt
Stimune Adjuvant Cedi Diagnostic, Lelystad, Niederlande
Trichloressigsaure (TCA) Merck, Darmstadt
Trifluoressigsaure (TFA) Merck, Darmstadt

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Roth, Karlsruhe

Triton X-100 Serva, Heidelberg

Tween 20 Roth, Karlsruhe

Tyloxapol (Triton WR-1339) Sigma, Deisenhofen

Wasser, reinst Baker, Deventer, Niederlande
Ziegenserum (normal goat serum) Sigma, Deisenhofen

2.1.7 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

2-D Quant Kit GE Healthcare,
Minchen

CyDye DIGE Fluor minimal dye labeling Kit GE Healthcare,
Minchen

DC Protein Assay Bio-Rad, Minchen
iScript cDNA-Kit Bio-Rad, Minchen

iQ SYBR Green Supermix Bio-Rad, Minchen
MessageAmp™ |[I-Biotin enhanced Kit Ambion, Austin, USA

Supersignal Western Pico Chemilumiscent Substrate Pierce, Rockford, USA
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RNase free DNase-Set
RNeasy® Midi Kit
Tag-Polymerase-Kit
ZytoChem HRP-DAB Kit

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Roche, Mannheim
ZytoMed, Berlin

2.1.8 Enzyme zur Bearbeitung von RNA, DNA und Proteinen

Endoglycosidase H 5 mU/ pl

Proteinase K

PNGaseF, 1 U/ pl
Trypsin, modifiziert aus Rinderpankreas

2.1.9 Antikorper

Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Serva, Heidelberg

Antigen Immunisierte Spezies Verdinnung Hersteller / Referenz
a-Akt Kaninchen, polyklonal | WB 1:1000 Cell Signaling
a-Pi Akt Kaninchen, polyklonal | WB 1:1000 Cell Signaling
a-Beclin 1 Kaninchen, polyklonal | WB 1:1000 Cell Signaling
a-Calbindin Kaninchen, polyklonal | IF 1:500 Chemicon
a-Cathepsin B | Ziege, polyklonal WB 1:1000 Neuromics
a-Cathepsin B | Kaninchen, polyklonal | WB 1:300 Santa Cruz
a-Cathepsin D | Kaninchen, polyklonal | WB 1:400 (Pohimann et al. 1995)
a-Cathepsin E | Kaninchen, polyklonal | WB 1:400 Yoshinori Ohsumi
a-CD68 Ratte, monoklonal IHC 1:500 Serotec
a-F4/80 Ratte, monoklonal IF 1:10 (Austyn  und Gordon

Zellkulturiiberstand 1981)
a-GAPDH Kaninchen, polyklonal | 1:400 Santa Cruz
a-GFAP Maus, monoklonal IF 1:400 Sigma
a-Lamp1 Ratte, monoklonal WB 1:250 Hybridoma Bank

IF 1:25

a-LC3-GFP Kaninchen, polyklonal | WB 1:1000 (Kominami et al. 1992)
a-mTOR Kaninchen, polyklonal | WB 1:1000 Cell Signaling
a-Pi mTOR Kaninchen, polyklonal | WB 1:1000 Cell Signaling
a-NPC2 Kaninchen, polyklonal | WB 1:400 (Ong et al. 2004)
a-Porin Maus, monoklonal WB 1:1000 Calbiochem
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2.1.10 Sekundar-Antikorper fiur Immunfluoreszenz
Sekundarantikérper fur die Immunfluoreszenz wurden standardmallig in einer

Verdinnung von 1:400 eingesetzt.

Ziege anti Kaninchen, Alexa Fluor 488 nm konjugiert, Molecular Probes, Karlsruhe
Ziege anti Ratte, Alexa Fluor 488 nm konjugiert, Molecular Probes, Karlsruhe
Ziege anti Maus, Alexa Fluor 633 nm konjugiert, Molecular Probes, Karlsruhe

2.1.11 HRP-konjugierte Sekundar-Antikorper

Sekundarantikorper fur die Western Blot Analyse wurden standardmaRig in einer
Verdunnung von 1:5000 eingesetzt.

Sekundarantikérper flr die Immunohistochemie wurden standardmafig in einer

Verdunnung von 1:500 eingesetzt.

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

2.1.12 Protein- und DNA-Standards

Tracklt 1 kb Plus DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe
Prestained Precision Plus Protein Marker All Blue Bio-Rad, Miinchen

2.1.13 Haufig verwendete Puffer
10 x PBS: 80 g NaCl
2 g KCl
14,4 g NapgHPO,
2,4 g KH2PO4
mit dH,O auf 1 | aufflllen, pH 6,8

10 x TBS 100 mM Tris / HCI pH 7,4
1,5 M NaCl
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2.1.14 EDV

2.1.14.1 Software

Adobe Photoshop 7.0

GraphPad Prism 4.03

Image Reader LAS

Image J 1.37v

Microsoft Office Standard Edition 2003
Microsoft XP Professional Edition

2.1.14.2 Online- Datenbanken

DAVID

EBI Expression Profiler
Ensembl

EXPASY

MASCOT Search
NetNGlyc

NCBI Datenbanken

Primer3

2.1.14.3 Statistik

Adobe Systems, San Jose, USA
GraphPad Software Inc, San Diego, USA
Fujifilm, Dusseldorf

NIH, Washington, USA

Microsoft, Redmond, USA

Microsoft, Redmond, USA

http://david.abcc.ncifcrf.gov/
http://www.ebi.ac.uk/expressionprofiler/
http://www.ensembl.org
http://www.expasy.ch/
http://www.matrixscience.com/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://frodo.wi.mit.edu/

Soweit nicht anders angegeben, wurden statistische Berechnungen mit GraphPad

Prism durchgefuhrt. Zur Einschatzung statistischer Signifikanz wurden ungepaarte

t-Tests berechnet und der Fehler als Standardabweichung des Mittelwerts (SEM)

dargestellt.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung genomischer DNA

Mausen wurden zur Genotypisierung Schwanzbiopsien enthommen. Dazu wurden
drei Wochen alten Mausen drei bis vier mm lange Stucke des Schwanzes mit einer
scharfen Schere abgetrennt. Die Wunde wurde mit Histoacryl versiegelt. Die
Schwanzspitzen wurden Uber Nacht in 500 ul Lysispuffer und 50 pl Proteinase K-
Stocklésung (10 mg/ ml) bei starkem Schutteln bei 56 °C verdaut. Anschliel3end
wurde der Ansatz fur 5 Min. bei 13000 Upm zentrifugiert, um nicht-verdaute
Bestandteile zu sedimentieren. Zum Uberstand wurde 1 Vol. Isopropanol gegeben,
um die genomische DNA auszufallen. Die Proben wurden dann mehrfach invertiert,
die DNA fallt dabei aus. Dann wurden die Proben wieder 5 Min. bei 13000 Upm
zentrifugiert um die DNA zu sedimentieren. Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment mit 400 pyl 70 % EtOH gewaschen. Nach abermaligem Zentrifugieren und
Verwerfen des Uberstandes wurde die DNA bei 37 °C getrocknet und in 20 pl dH,0

gelost.

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

2.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Beim Arbeiten mit RNA wurde auf dulRerste Sauberkeit geachtet. Alle Gerate und
Materialien wurden zuvor mit 1 M NaOH grindlich gewaschen und mit DEPC-H,0

gespult, um sie von RNasen zu saubern.

Gesamt-RNA wurde aus Geweben mit dem RNeasy Midi Kit (Qiagen, Hilden) isoliert.
Es wurden standardmafdig ~ 50 mg Gewebe fur die Isolation verwendet. Die Isolation
erfolgte gemal dem Herstellerprotokoll (RNeasy Handbook, 2001). Dem Standardkit
wurde ein DNase I-Verdau hinzugefligt (RNase-free DNase Set, Qiagen). Dabei

erfolgte der enzymatische Verdau genomischer DNA-Kontaminationen, wahrend die
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RNA an der Silika-Gel-Saule gebunden war fur 30 Min. bei RT. Anschlieend wurde

die Saule gewaschen und die RNA eluiert.

2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren in wassrigen Losungen wurde durch Messung
der Absorption bei Anregung durch UV-Licht mit einer Wellenlange von 260 nm
bestimmt. Eine optische Dichte (OD) von 1,0 entspricht dabei einer
Nukleinsaurekonzentration von 50 ug/ ml bei doppelstrangiger DNA und 40 ug/ ml
bei RNA. Die Messung erfolgte im Biophotometer (Eppendorf, Hamburg).

RNA fur die Transkriptomanalyse wurde zusatzlich im sensitiveren NanoDrop-
Photometer (PeqlLab, Erlangen) vermessen. Dazu wurde 1 ul RNA-LO6sung
verwendet. Eine grafische Darstellung der Absorption von 220 — 350 nm erlaubt

zudem eine Beurteilung der Verunreinigung der RNA-Praparation durch Proteine.

2.2.4 Polymerasekettenreaktion

Das Polymerasekettenreaktions- (,polymerase chain reaction®, PCR) Verfahren
erlaubt die Amplifikation von DNA in vitro. In diesem zyklischen Verfahren wird eine
doppelstrangige DNA Matrize (template) durch Erhitzen in ihre beiden Einzelstrange
geschmolzen (Denaturierung). Synthetisch hergestellte Oligonukleotide (Primer)
konnen anschlieRend wahrend einer Hybridisierungsphase bei Temperaturen die in
etwa der Schmelztemperatur der Primer bzw. ihrer komplementare DNA-Sequenz
entspricht an die Einzelstrange binden (Annealing). Jeweils ein Primer bindet in der
3’-Region-, ein Primer in der 5’-Region der zu amplifizierenden Sequenz. Die DNA-
Polymerase des Mikroorganismus Thermophilus aquaticus (Tag-Polymerase) kann
die 3’-OH Enden der doppelstrangigen Primer/ DNA-Sequenz binden und verlangert
diesen Strang mit dNTPs als Substrate (Elongation). Dieser Vorgang findet bei einer

fur die Tag-Polymerase optimalen Temperatur von 72 °C statt.

Jeder weitere neu entstehende Doppelstrang dient der Tag-Polymerase nun pro
Zyklus als template. So wird die von beiden Primern flankierte DNA-Region der
Ausgangsmatrize mit nahezu exponentieller Effizienz vermehrt. Nach einer Reihe
von Zyklen wird die weitere Amplifikation durch fehlende dNTPs, Primer oder

nachlassende Effizienz der Tag-Polymerase beendet.
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2.2.5 Genotypisierungs-PCR des Man2B1-Allels

Das murine Man2B1-Allel wurde durch die folgende PCR amplifiziert, als template

diente Mausschwanzbiopsie-DNA:

PCR-Ansatz: 38 ul dHO
5 ul 10 x PCR-Puffer (inkl. MgCl,) (Roche)
1 ul 10 uM dNTPs (Roche)
1 ul Primer "a-Man forward” (10 pmol/ pl)
1 ul Primer "a-Man reverse” (10 pmol/ pl)
1 ul Tag-Polymerase (5 mU/ ul) (Roche)

3 yl Template DNA

Tab. 2.1: PCR-Bedingungen der Man2B1-Genotypisierungs-PCR

Dauer Temperatur

5 Min. 95 °C
35 x 30 Sek. 95 °C
45 Sek. 57 °C
3 Min. 72 °C
7 Min. 72 °C
4°C
Primer: a-Man forward: GCCAGGCAAGGGTTCTACCGCAG

a-Man reverse: GAACAGACGCGTGTTGAACATCA

2.2.6 Auftrennung von DNA in Agarose-Gelen

Um die apparente Masse von PCR-Produkten zu Uberpriifen wurde DNA
elektrophoretisch aufgetrennt. Agarose wurde in der gewlnschten Prozentigkeit (w/v)
durch Aufkochen in der Mikrowelle in 1 x TAE-Puffer gelést und anschliel’end unter
flieRendem Wasser auf ~ 50 °C abgekuhlt. Danach wurde Ethidiumbromid (EtBr) zu



Material und Methoden 33

einer Endkonzentration von 0,5 pug/ ml hinzugegeben. Das Gel wurde dann in eine
Gelkammer mit Taschenkammen gegossen und nach dem Erstarren mit 1 x TAE-
Puffer Uberschichtet. Die Proben wurden mit dem Probenladepuffer vorbereitet. Um
die Masse der aufgetrennten Fragmente bestimmen zu kénnen, wurde ein DNA-
Standard mit DNA-Fragmenten verschiedener Massen mit auf das Gel aufgetragen.
Die Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung von 50 — 120 V fur 30 — 60 Min.
durchgefuhrt. Die aufgetrennte DNA wurde unter UV-Licht bei einer Wellenlange von

302 nm durch die Fluoreszenz des interkalierenden EtBr visualisiert.

50 x TAE-Puffer: 2 M Tris / Essigsaure pH 8,0
100 mM EDTA
Probenladepuffer: 0,25 % Bromphenolblau (w/v)

40 % Sucrose (w/v)

1 x TAE

Tab. 2.2: Ubersicht iiber Agarosekonzentration zur Auftrennung von DNA

Agarose Konzentration (Gewicht / Volumen) Trennbereich (kb)

0,6 20 -1
0,9 7-0,5
1,2 6-04
1,5 4-0,2
2 3-0,2

2.2.7 Auftrennung von RNA in Agarose-Gelen

RNA wurde unter denaturierenden Bedingungen in Agarose-Gelen aufgetrennt, um
ihre Qualitadt abzuschatzen. Beim Umgang mit RNA wurde mit hdchster Sorgfalt auf

RNase-freies Arbeiten geachtet (siehe 2.2.2).

DEPC-dH,0: 0,1 % DEPC (Diethylpyrocarbonat)
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In dH20, U.N. rihren, autoklavieren

10 x MOPS Laufpuffer: 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA

auf pH 7,0 mit 1 M NaOH einstellen

5 x RNA-Ladepuffer: 16 pl gesattigte Bromphenolblau-Lésung in dH20
80 pl 800 mM EDTA
720 pl 37 % Formaldehyd
2 ml Glycerin
3084 pl Formamid
4 ml 90 x MOPS Laufpuffer

add DEPC-dH,0 10 ml

RNA-Agarose-Gel: 9 Volumenteile DEPC- dH20
1 Volumenteil 10 x MOPS Laufpuffer
0,6 % Agarose
Aufkochen, auf ~ 65 °C abkuihlen lassen
0,6 % (v/v) 37 % Formaldehydlésung

1 ug/ ml EtBr

2.2.8 Auftrennung von RNA durch LabChip Micro-Gelelektrophorese

RNA fur Microarray und Realtime-PCR Analysen wurde einer Qualitatskontrolle

durch eine LabChip-Micro-Gelelektrophorese in einem Bioanalyzer 2100 (Agilent,
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Palo Alto, USA) unterzogen. In diesem System sind mikrofeine Kanale in einer Chip-
Struktur integriert. Eine Gel-Matrix wird in diese Kanale gegossen und Proben (RNA,
DNA oder Proteine) kdnnen im elektrischen Feld aufgetrennt werden. In dem Chip ist
ein Detektor-System integriert, das (bei RNA und DNA Proben) die Fluoreszenz
eines im Analyt interkalierendes Farbstoffes ausliest. Die Ergebnisse werden als
Elektropherogramm dargestellt. Anhand der Verhaltnisse von 18s zu 28s ribosomaler
RNA sowie der Anwesenheit von Degradationsprodukten, Iasst sich ein definierter
Qualitatsindex der Probe mit Werten von 1 (schlechte Qualitat) bis 10 (gute Qualitat)
erstellen (RNA integrity number, RIN) (Schroeder et al. 2006).

Beide Elektroden wurden mit RNaseZap dekontaminiert und mit RNase-freiem dH,O
gespult. 550 yl Gel-Matrix wurden in einer mitgelieferten Filter-Saule 10 Min. bei RT
bei 1500 g zentrifugiert. 65 yl der Gel-Matrix wurden dann mit 1 pl Fluoreszenz-
Farbstoff-Konzentrat vermischt und 5 Min. bei 13000 g zentrifugiert. Anschliel3end
wurden mithilfe einer Spritze je 9 ul Gel-Matrix in jede verwendete Kapillare
eingespritzt. Pro Kapillare wurden dann 5 pl eines internen Standards und
anschlie3end je 1 pl der zuvor fur 2 Min. bei 70 °C denaturierten RNA-Probe bzw.
des RNA-Standards aufgetragen. SchlieRBlich wurde die Elektrophorese laut

Herstellerprotokoll (,eukaryote total RNA®, keine weiteren Angaben) durchgefihrt.

2.2.9 cDNA-Synthese

Um Transkripte in Gesamt-RNA nachzuweisen, wurde RNA mithilfe der Reversen
Transkriptase (RT) in komplementdare DNA (complementary DNA, cDNA)
umgeschrieben und anschlieend durch realtime-PCR amplifiziert und quantifiziert
(siehe 2.2.11).

Standardmafig wurde 1 ug Gesamt-RNA fur die RT-Reaktion eingesetzt. Fur die

Reaktion wurde das iScrip Kit (Bio-Rad) verwendet:

Reaktionsansatz: 1 ug Gesamt-RNA

4 ul iScript reaction Mix (Bio-Rad)
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1 ul Reverse Transkriptase (BioRad)

add 20 pl dH.0

RT-Reaktion: 5 Min. 25 °C
30 Min. 42 °C
5 Min. 85 °C

abkihlen auf 4 °C

2.2.10 Microarray-Analyse

FiUr die Markierung der RNA fur die Microarray-Analyse wurde das “MessageAmp™
[I-Biotin enhanced Kit* der Firma Ambion (Austin, USA) verwendet. RNA wird dabei
durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben, durch DNA Polymerase und
RNaseH zu doppelstrangiger cDNA (dsDNA) synthetisiert. SchlieBlich wird durch in
vitro-Transkription unter Verwendung Biotin-konjugierter Nukleotide mit der dsDNA
als Matrize zu Biotin-markierter aRNA amplifiziert (Abb. 2.1).
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1. Reverse Transkription

2. Zweitstrangsynthese

3. cDNA Aufreinigung

4. In vitro Transkription

5. aRNA-Aufreinigung

l+ Oligo(dT) Primer

5\/\/AAAAA ¥

3 TTTTT-T7-5¢
cDNA l
5 AAAAA-T7-5'
3 T 5
dsDNA Transkript TTTTT-T7-5
b‘ Salze, Enzym, Primer
Salze, Enzym, Primer
5¢ AAAAA-TT7-5
3 g
dsDNA Transkriptions Matrize TTTTT-T7-5
3 UUUuu-5'
3 Uuuuu-5°
3 UUuUuu-5°
Biotin-markierte aRNA
NTPs, Enzym, ¥Biotin-UTP
3 Uuuuu-5'
3 UUUUU-5
3 Uuuuu-5

Biotin-markierte aRNA

Abb. 2.1: Ubersicht iiber RNA-Markierung fiir Microarray-Analyse. RNA wird in cDNA
umgeschrieben (1), ein komplementarer Zweitstrang synthetisiert (doppelstrangige DNA) (2),
die cDNA aufgereinigt (3) und durch den Einbau Biotin-konjugierter Nukleotide durch in vitro
Transkription markiert (4). Schlielich wird die markierte aRNA aufgereinigt (5).

2.2.10.1 Reverse Transkription

1000 ng Gesamt-RNA und 1 ul T7 Oligo(dT) wurden in einem Gesamtvolumen von
12 pl bei 70 °C fur 10 Min. denaturiert.

Mastermix RT-Reaktion:

2 ul 10 x First Strand Buffer
4 ul ANTP Mix

1 pl RNase Inhibitor
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1 ul ArrayScript Reverse Transkriptase

8 ul des Mastermix wurden zu den denaturierten RNA-Proben gegeben und fiur
2 Std. bei 42 °C inkubiert.

2.2.10.2 Zweitstrang cDNA-Synthese

Zweitstrang-Synthese Mastermix: 63 ul Nuclease-freies Wasser
10 pl 10 x Second Strand Buffer
4 ul dNTP Mix
2 ul DNA Polymerase

1 yl RNase H

Je 80 pl des Zweitstrang-Synthese Mastermix wurden zu 12 yl cDNA gegeben und
bei 16 °C fur 2 Std. inkubiert.

2.2.10.3 cDNA Aufreinigung

250 pl cDNA Bindepuffer wurden zu den 92 ul Zweitstrang-cDNA gegeben und der
Ansatz auf cDNA Filter-Saulen gegeben und anschlielend 1 Min. bei 10000 Upm
zentrifugiert. Nach dem waschen mit 500 pl Waschpuffer wurde die cDNA mit

zweimal 12 ul 50 °C warmem dH,O eluiert.

2.2.10.4 In vitro Transkription zur Synthese Biotin-markierter aRNA

Markierungs-Mastermix: 12 pl Biotin-NTP Mix
4 ul T7 10 x Reaction Buffer

4 yl T7 Enzyme Mix

20 pl der aufgereinigten cDNA wurden mit 20 ul des Biotin-Markierungs-Mastermix

gemischt und bei 37 °C fur 14 Std. inkubiert um Biotin-markierte Nukleotide in den
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neusynthetisierten aRNA-Strang einzubauen. Die Reaktion wurde mit 60 pl nuklease-

freiem dH,O gestoppt.

2.2.10.5 aRNA Aufreinigung

100 pl Biotin-markierter aRNA wurden mit 350 pl aRNA Binding Puffer gemischt,
anschlieBend 100 pyl 100 % EtOH hinzugefugt und der Ansatz sofort danach auf
aRNA-Filter-Saulen gegeben und bei 10000 Upm zentrifugiert. Die Saulen wurden
mir 650 pl Wasch-Puffer gewaschen und die aRNA schlieRlich durch Zentrifugation
fur 1 Min. bei 10000 Upm mit 100 pl 50 °C warmen dH,O eluiert.

2.2.10.6 Hybridisierung, waschen und scannen der Microarrays

Hybridisierung und waschen der Microarrays wurde nach Angaben des ,GeneChip®

Expression Analysis“-Handbuchs durchgeflhrt.

2.2.11 Realtime-PCR

Bei der klassischen RT-PCR wird cDNA als template eingesetzt und ein bestimmtes
Transkript mit  spezifischen  Primern  amplifiziert. Dabei wird eine
Endpunktbestimmung durch Gelelektrophorese und Fluoreszenz  des
interkalierenden EtBr. nach Abschluss der PCR durchgefliihrt. Da in der Endphase
der PCR keine exponentielle Amplifikation mehr stattfindet, ist eine solche

Quantifizierung nur semi-quantitativ.

Um die Menge von Transkripten innerhalb mehrerer Proben quantitativ zu
vergleichen, wurde das Verfahren der Realtime-PCR angewendet. Im Unterschied
zur RT-PCR wird ein anderer interkalierender Fluorophor (SYBR-green) verwendet,
und die relative Fluoreszenz wird wahrend der PCR nach jedem Amplifikationszyklus
durch einen Laser in Echtzeit bestimmt. Aus der Anzahl von Zyklen, die fur das
Erreichen eines bestimmten Fluoreszenz-Schwellenwerts bendtigt werden, lasst sich

so quantitativ auf die relative Menge eingesetzten Transkripts schlie3en.

Da in der vorliegenden Arbeit nur relative Mengen von Transkripten in verschiedenen
Proben bestimmt werden sollten, wurde eine relative Quantifizierung nach Pfaffl
(Pfaffl 2001) durchgeflhrt. Hierbei wird die Anzahl von Zyklen, die flr das Erreichen
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einer relativen Fluoreszenz-Schwelle (threshold cycle, CT) bei dem zu
untersuchenden Transkript (gene of interest, GOI) notig sind, auf die Anzahl von
Zyklen normalisiert, die notwendig sind um die relative Fluoreszenz-Schwelle eines
internen Referenz-Standard-Transkripts (housekeeping-Gen) zu erreichen. Als
Referenz-Transkript wurde GAPDH verwendet. Das Referenz-Gen sollte in allen
Proben gleich exprimiert werden und nicht durch experimentelle Bedingungen

induziert / reprimiert werden.
Die Berechnung der differentiellen Expression wurde wie folgt berechnet:
CTgol — CTearpn = ACT

AnschlieRend wird die Differenz aus beiden ACT-Werten der zu vergleichenden

Proben gebildet:
ACTprobet1 - ACTprobe2 = AACT

AACT gibt schliel3lich die differentielle Expression zwischen Probe 1 und Probe 2 an.
In der Regel wurde die Expression von Transkripten in Tieren des Wildtyps

auf 1 normalisiert und der Expressionsunterschied in x-fach angegeben.

Realtime PCRs wurden im ABI Prism 7900HT der Firma Applied Biosystems in
384-Lochplatten durchgefihrt. Alle Messungen erfolgten in technischen Triplikaten.
Es wurden 2 ul des zuvor 1:5 verdunnten 20 pyl cDNA-Synthese Ansatzes pro
Amplifikation eingesetzt (entsprechend 20 ng revers transkribierter RNA) (siehe
2.2.9).

Reaktionsansatz: 2 ul cDNA
1 ul Primer for (10 pmol/ pl)
1 ul Primer rev (10 pmol/ ul)
5 ul SYBR-green Mix (2x)

1l dH,0
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Tab. 2.3: Realtime-PCR Protokoll

Dauer Temperatur

3 Min. 50 °C

10 Min. 95 °C

40 x 15 Sek 95 °C

1 Min. 60 °C

Schmelzkurve 15 Sek. 95 °C
15 Sek. 60 °C

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Herstellung von Gewebe-Homogenaten

Mause wurden durch cervikale Dislokation getdtet. Die Organe wurden entnommen,
das Frischgewicht bestimmt und in 10 — 20 Vol. eiskaltem 1 x TBS mit Protease-
Inhibitoren in einem Potter Elvejhem durch mehrere Hube homogenisiert. Far
enzymatische Bestimmungen wurde zusatzlich Triton X-100 in einer
Endkonzentration von 1 % zugesetzt. AnschlieRend wurden die Homogenate in
einem Ultraschall-Wasserbad dreimal 20 Sekunden beschallt. Zwischen den
Beschallungen wurde jeweils auf Eis gekuhlt. Nichtgeloste Proteine und Zelltriummer
wurden durch Zentrifugation bei 4 °C fur 15 Min. bei 14 000 Upm sedimentiert. Die
Uberstande wurden, wenn nicht anders angegeben, fiir Western-Blot Analysen und

enzymatische Bestimmungen eingesetzt.

Protease-Inhibitoren: Stock-LOsung Endkonzentration
200 mM PMSF (in DMSO) 1 mM
500 mM lodacetamid (in dH,O) 5 mM

200 mM EDTA (in dH20) 1 mM
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2.3.2 Proteinbestimmung mit ,,DC-Protein Assay*

Der ,DC-Protein Assay“ basiert auf einer modifizierten Variante der Methode von
Lowry (Lowry et al. 1951). Die Reaktion wird durch die Anwesenheit einer Reihe
verschiedener Detergenzien in bestimmten Konzentrationen nicht beeinflusst. Triton
X-100 wird bis zu einer Endkonzentration von 1 % toleriert. Die Bestimmung wurde
nach Anweisung des Herstellers in einem Gesamtvolumen von 325 ul in 96-Loch
Mikrotiterplatten in Doppelwerten durchgefihrt. Der lineare Messbereich liegt
zwischen 2 und 20 ug/ ul. Als Standard-Protein wurde bovines Serum Albumin (BSA)

verwendet.

Die zu bestimmenden Proben wurden auf 100 ul verdinnt und in der Mikrotiterplatte
vorgelegt. Parallel dazu wurde eine Standardreihe von 2 — 16 ug BSA in je 100 pl
vorgelegt. Dann wurden 25 ul Reagenz A’ (50 Vol. Reagenz A + 1 Vol. Reagenz S)
hinzugeflugt, und sofort danach 200 pl Reagenz B. Nach etwa 20 Minuten Inkubation
bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 630 nm in einem Spectra |l
Mikrotiterplattenphotometer (Tecan, SLT, Crailsheim) gemessen. Anhand der

Standardreihe wurde die Proteinkonzentration der Probe berechnet.

2.3.3 Enzymatische Aktivitatsbestimmung von Cathepsin B

Die Bestimmung wurde nach Barrett durchgefuhrt (Barrett 1980). 10 pg der
Gewebehomogenate wurden auf ein Volumen von 100 pl gebracht und 25 pl einer
1 % Brij35-Losung hinzugeflgt. Anschlielend wurden 75 pl Reaktionspuffer
hinzugegeben und 5 Min. bei 40 °C vorinkubiert. Als Substrat wurden
5 uM Z-Arg-Arg-AMC hinzugegeben und fur 10 Min. bei 40 °C schuttelnd inkubiert.
SchlieRlich wurde die Reaktion durch Zugabe von 300 pl Stopp-Lésung abgestoppt,
200 pl in 96-Lochplatten Uberfihrt und die Fluoreszenz bei einer Exzitation von

350 nm und einer Emission von 460 nm gemessen.

Reaktions-Puffer: 88 mM KH>PO,4
12 mM NazHPO4
1 mM Na,-EDTA

2 mM L-Cystein (Frisch angesetzt)
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pH 6,0
Stopp-LOsung: 100 mM NaClAc

30 mM NaAc

70 mM Essigsaure

pH 4,3

2.3.4 Enzymatische Aktivitatsbestimmung lysosomaler Glykosidasen

Die Aktivitat der lysosomalen Glykosidasen a-Mannosidase, (-Hexosaminidase,
B-Glucosidase, B-Galaktosidase und [(-Glucuronidase in Gewebehomogenaten
wurde unter sauren Bedingungen mit spezifischen artifiziellen o-Nitrophenol-
konjugierten Substraten durchgefuhrt. Die Substrate werden hydrolytisch zu
Saccharid-Monomer und dem farblosen p-Nitrophenol gespalten. p-Nitrophenol wird
bei basischem pH Uber 6,8 zum chinoiden Nitrophenolatanion umgesetzt, welches
ein Absorptionsmaximum bei 405 nm aufweist. Der molare Extinktionskoeffizient des

p-Nitrophenolatanion betragt bei 405 nm 18500 L / mol x cm.

Die enzymatische Reakton wurde in Doppelwerten in einem Gesamt-Volumen von
200 pl durchgefuhrt. Je 10 yl der Gewebehomogenate (siehe 2.3.1, entsprechend
10 — 200 ug Gesamtprotein) wurden mit 0,9 % NaCl auf 100 ul aufgefullt und 100 pl
Substrat (10 mM) hinzugefligt. Die Reaktion wurde 1- 16 Std. bei 37 °C inkubiert und
anschlielend mit 1 ml Stopp-Puffer abgestoppt und bei 405 nm photometrisch
vermessen. Fur jedes Homogenat wurde ein Enzymleerwert (Reaktion ohne
Substrat) mitgeflhrt, sowie ein Substratleerwert (Reaktion ohne Homogenat). Fur die
Bestimmung der a-Mannosidase wurden 50 ul Substrat eingesetzt und 50 ul

Substratpuffer.

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

Stopp-Puffer: 0,4 M Glycin / NaOH, pH 10,4
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Die a-Mannosidase-Aktivitat wurde bei einem pH-Wert von 4,2 bestimmt.

muU AE 106 . VTestvqumen [“I]

m'}g[ ! ]d[c J-tmin] Vessmonsun [

mol -cm

Aktivitét[

] * PVerd.Probe

Formel 3.1: Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt. AE = Eprope-Eenzymicerwert-Esubstraticerwert;
Testvolumen = Reaktionsvolumen nach Abstoppen der Reaktion;
F = Verdunnungsfaktor der Probe, ¢ = Extinktionskoeffizient; Probenvolumen = Volumen der
eingesetzten Probe; t = Zeit, d = Dicke der Kivette (1 cm).

Tab. 2.4: Ubersicht iiber Substrate und Inkubationsdauer fiir enzymatische
Aktivitatsbestimmung lysosomaler Glykosidase

Enzym Substrat Inkubationsdauer

a-Mannosidase p-Nitrophenyl-a-D-mannopyranosid 180 Min.

B-Hexosaminidase | p-Nitrophenyl N-acetyl-3-D-glucosaminide | 60 Min. 1:10 verdinnt

B-Glucuronidase p-Nitrophenyl-B-D-glucuronid 90 Min.
B-Glucosidase p-Nitrophenyl-3-D-glucopyranosid 120 Min.
B-Galactosidase p-Nitrophenyl-3-D-galactopyranosid 120 Min.

2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte durch diskontinuierliche SDS-PAGE nach
Lammli unter denaturierenden Bedingungen mit Gelen verschiedener Polyacrylamid-

Konzentrationen (Laemmli 1970).

Proteine wurden in Lammli-Puffer aufgenommen und zusatzlich durch Erhitzen flur
5 Min. bei 95 °C denaturiert. Das anionische Detergenz SDS bindet an Polypeptide
des denaturierten Proteins und vermittelt ihm negative Nettoladungen. Da die Menge
an Ladungen proportional zum Molekulargewicht ist, lassen sich Proteine so ihrer

GrolRe nach elektrophoretisch auftrennen (Shapiro et al. 1967).

Es wurden Trenngele von 10 — 15 % und Sammelgele von 4 % verwendet (siehe

Tab. 2.5). Die Probenapplikation erfolgte mithilfe einer ,Hamilton“-Spritze.
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Tab. 2.5: Polyacrylamidgele fiir SDS-PAGE (Sammelgel 20 ml, Trenngel 60 ml)

‘ ‘ Sammelgel Trenngel
4 % 10 % 12,5 % 15 %
Acrylamidlsg. 2,6 ml 19,5 ml 24.4 ml 29,4 ml
Trenngelpuffer - 15 ml 15 ml 15 ml
Sammelgelpuffer 5ml - - -

APS-Lsg. 200 pl 500 pl 500 pl 500 pl

Temed 20 ul 50 pl 50 pl 50 pl
dH,0 12,2 mi 24,9 ml 19,2 ml 15,4 mi

Die Elektrophorese erfolgte bei konstant 5

mA U.N. bis zum Herauslaufen der

Bromphenolblaulauffront. Als Elektrophoresepuffer diente ein Glycin-Puffersystem.

Als Molekulargewichtsstandard wurde der ,precision plus molecular weight standard®

der Firma Bio-Rad (Hercules, USA) verwendet.

Lammlipuffer:

Trenngelpuffer:

Sammelgelpuffer:

Acrylamidlosung:

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Lésung:

10 x Laufpuffer:

150 mM Tris / HCI pH 6,8
12 % SDS (w/v)

30 % Glycerin

0,3 % Bromphenolblau

6 % B-Mercaptoethanol (v/v)
1,5 M Tris / HCI pH 8,8

0,4 % SDS

0,5 M Tris / HCI pH 6,8

0,4 % SDS

30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid
(Rotiphorese® Gel 30, Roth)

10 % APS in dH,0O
250 mM Tris

1,92 M Glycine
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1% SDS (wW/v)

2.3.6 Coomassie-Blau-Farbung von Polyacrylamidgelen

Gele wurden direkt nach der Elektrophorese fur 1 Std. bei RT in Fixierlésung
inkubiert. Nach dem Abschutten der Fixierlosung und spulen mit dH,O wurden die
Gele dann mit kolloidaler Coomassie-Farbeldésung U.N. gefarbt. Nach der Farbung
wurde mit dH,O gewaschen und 5 Min. in Waschlésung anhaftender Coomasie-

Farbstoff entfernt.

Fixierldsung: 79 ml dH20
1 ml Ortho-Phosphorsaure (85 %)
20 ml MetOH
Farbeldsung: 60 ml dH,O
20 ml MetOH
RotiBlue® Coomassie Lsg. (Roth, Karlsruhe)

Waschldsung: 75 ml dH,O
25 ml MetOH

2.3.7 Differentielle 2-D Gelelektrophorese (DIGE)

Das DIGE-System erlaubt einen quantitativen Vergleich komplexer Proteingemische
durch 2-D Gelelektrophorese. Dabei werden zwei Proben mit jeweils
unterschiedlichen Fluororeszenz-Farbstoffen gekoppelt, eine Probe aus allen im
Experiment verwendeten Proben wird als Referenz-Standard mit einem dritten
Fluororeszenz-Farbstoff gekoppelt. Alle drei Proben werden dann vereint und auf
einem einzelnen 2-D Gel aufgetrennt. Durch Auslesen der Emission der
verschiedenen  Fluorophore kann dann direkt in einem Gel der

Expressionsunterschied eines Proteins in beiden Proben bestimmt werden.
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2.3.7.1 Markierung der Protein fur DIGE-Analyse

Je 100 pg F2-Fraktion von Wildtyp- und knockout Tieren wurden mit eiskaltem
Aceton gefallt und sorgfaltig getrocknet. Die Proben wurden dann in 20 ul DIGE-
Lysispuffer aufgenommen und die genaue Proteinkonzentration mit dem 2D-Quant-
Kit bestimmt. Je 25 ug Gesamtprotein pro Genotyp wurden jeweils abgenommen und
auf je 10 yl mit DIGE-Lysispuffer aufgefullt. Die Markierung wurde durch Zugabe von
je 0,5 pl Cy3 (fur Wildtyp) bzw. Cy5 (fur knockout) working solution (entsprechend je
200 pmol) gestartet und fur 30 Min. auf Eis durchgefuhrt. Durch Zugabe von 1 pl
10 mM Lysin wurde die Reaktion gestoppt.

DIGE-Lysispuffer: 7 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
4 % CHAPS
30 mM Tris
in dH20

Cy3 bzw. Cy5 working solution: 400 pmol / ul in Dimethylformamid

2.3.7.2 Proteinbestimmung mit 2D-Quant-Kit

Um unter stark denaturierenden Bedingungen zu arbeiten, enthalt der Lysis-Puffer
fur die 2-D Gelelektrophorese hohe Konzentration Harnstoff und Thioharnstoff. Diese
interferieren mit herkdbmmlichen Proteinbestimmungsreaktionen wie Bradford oder
Lowry.

Bei der 2D-Quant-Methode werden Proteine erst gefallt, interferierende Substanzen
bleiben in Losung. Die sedimentierten Proteine werden dann in einer Kupfer-haltigen
Lésung resuspendiert, in der das Kupfer-lonen spezifisch an Proteine binden. Das
gebundene Kupfer kann anschlieend in einer colorimetrischen Reaktion bestimmt
werden. Als Standard wurde BSA in aufsteigenden Konzentrationen verwendet. Der
lineare Messbereich liegt bei 1 — 50 ug. Die zu bestimmende Probe wurde auf 50 pl
in DIGE-Lysispuffer verdinnt. 125 ul Prazipitierungsreagenz wurden hinzugeftigt und
durch kraftiges vortexen gemischt. Nach zwei bis drei Min. Inkubation bei RT wurden
125 pl co-Prazipitierungsreagenz hinzugefugt, wieder kraftig gemischt anschliel3end
bei 14000 Upm und RT fir 5 Min. zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden ziigig

abgenommen und das Protein-Sediment in 25 ul Kupfer-Lésung aufgenommen.
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Dann wurden 100 ul dH2O hinzu gegeben, kraftig gemischt, und schliellich 250 ul
Kupfer-Nachweisreagenz (100 Vol. Reagenz A + 1 Vol. Reagenz B) hinzugegeben.
Nach 20 Min. Inkubation bei RT wurde die Absorption bei 480 nm in einem Spectra |l

Mikrotiterplattenphotometer (Tecan, SLT, Crailsheim) gemessen.

2.3.7.3 Separation von Proteinen nach ihrem isoelektischen Punkt

(1.Dimension)

Fir die isoelektrische Fokussierung (IEF) wurden fertige Gelstreifen mit
immobilisierten pH Gradienten im pH-Bereich 4 - 7 (immobilized pH gradient, IPG
strips) der Firma GE Healthcare verwendet. Die Applikation der Probe erfolgte durch
passive Rehydrierung der Probe mit dem Gelstreifen.

300 ug Protein (flr praparative Gele) bzw. 50 ug (fir DIGE Gele) wurden in 125 pl
DIGE-Probenpuffer verdinnt. Anschlielend wurde 1 Vol. Rehydrationspuffer
hinzugegeben und 5 Min. bei 14000 g zentrifugiert. Das gesamte Probevolumen
wurde im ,reswelling tray® (GE Healthcare) auf der Lange des IPG-Streifens
vorgelegt, anschlieRend wurde die Schutzfolie von Streifen abgezogen und der
Streifen mit der der Gelseite nach unten luftblasenfrei aufgelegt. Die Streifen wurden

mit 1 ml Mineraldl bedeckt. Die Rehydrierung erfolgte Uber Nacht.

DIGE-Probenpuffer: 7 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
2 % CHAPS (w/v)

Rehydrationspuffer: DIGE-Probenpuffer
2% DTT (wlv)
20 pl/ ml IPG-Puffer

Die IEF erfolgte in einem ,Ettan IPGPhor 11“-System der Firma GE Healthcare. Die
Streifen wurden in das Gerat eingelegt, anodischer und kathodischer Bereich mit
150 yl dH,O-getrankten Papierstreifen bedeckt und die Elektroden aufgelegt.
Schlief3lich wurden die Streifen mit Mineraldl Uberschichtet. Die IEF wurde nach den

folgenden Protokollen durchgeftihrt:

pH4 —-7,11 cm 50 pA / Streifen: 1 Std. Konstant 500 V
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1 Std. Gradient 1000 V
2 Std. 30 Min. Gradient 6000 V
50 Min. Konstant 6000 V

Umgehend nach der IEF wurden die Streifen entnommen, abgespult und bei -80 °C
bis zur weiteren Verwendung eingefroren oder sofort fir die SDS-PAGE weiter

bearbeitet.

2.3.7.4 SDS-PAGE von IEF-Streifen (2. Dimension)

Vor der SDS-PAGE wurden die IPG-Streifen fir 15 Min. in Aquilibrierungspuffer |
(SDS-Aquilibrierungspuffer-Stock + 10 mg/ ml DTT) auf einer Wippe inkubiert,
anschlieBend fir weitere 15 Min. in  Aquilibrierungspuffer 1l (SDS-

Aquilibrierungspuffer-Stock + 25 mg/ ml lodacetamid).

Die SDS-PAGE fur 2-D Gele wurde fur 11 cm lange Streifen in den gleichen
Systemen durchgefiuhrt wie flr konventionelle SDS-PAGE, mit der Ausnahme, dass

statt Taschenkammen nur eine Tasche fur Proteinstandard ausgespart wurde.

Nach der Aquilibrierung wurde 0,5 % Agarose in SDS-Laufpuffer auf die Oberflache
des Sammelgels gegossen und sofort der IPG-Streifen aufgelegt. Die Streifen wurde
mit einer dinnen Schicht Agarose Uberschichtet um diese zu fixieren, anschliel3end

wurde die Elektrophorese bei 25 mA durchgefihrt.

SDS-Aquilibrierungspuffer-Stock: 6 M Harnstoff
75 mM Tris-HCI pH 8,8
29,3 % (v/v) Glycerol (87 % wi/v)
2 % SDS (w/v)
0,002 % Bromphenolblau (w/v)

2.3.8 MALDI-TOF-Analyse von Proteinen

Proteine aus 2-D Gelen wurden uUber peptide mass fingerprinting-Analyse
massenspektrometrisch identifiziert. Das Verfahren beruht auf der ldentifizierung
eines Proteins durch den In-Gel Verdau mit einer Protease (in diesem Fall Trypsin)
und der Massen-Analyse der proteolytischen Peptide Uber Matrix Assisted Laser
Desorption / lonisation — Time Of Flight, MALDI-TOF. Jedes Protein zeigt dabei ein
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charakteristisches Peptid-Muster verschiedener Massen, die in einer Datenbank

(Mascot, Matrix Science, Boston, USA) abgeglichen werden konnen.

Kreisrunde Stucke Coomassie-gefarbter Gele von etwa 2 mm Durchmesser wurden
aus dem Gel ausgestanzt und fur 15 Min. bei 37 °C in 100 uyl Waschlésung |,
anschlielRend zweimal 30 Min. in Waschlésung Il gewaschen und schlieB3lich fur
10 Min. in 100 pl Acetonitril inkubiert. Dann wurde das Gelstlck fur etwa 5 Min. Luft-
getrocknet und die Proteine reduktiv in 10 pyl DTT-Losung fur 1 Std. bei 56 °C
carbamidomethyliert. Die Probe wurde auf Eis abgekiihlt und der Uberstand
abgenommen. Das Gelstliick wurde dann fir 30 Min. bei RT in 10 ul lodacetamid
inkubiert, um die Proteine zu alkylieren. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgenommen und noch vorhandenes Uberschussiges lodacetamid durch Inkubation
bei 37 °C fur 10 Min. in 10 yl DTT-Lésung abgefangen. Das Gelstlick wurde erneut
fur 30 Min. bei 37 °C in 100 pl Waschlésung Il, danach in 100 pl Acetonitril inkubiert
und getrocknet. Das Gelstiick wurde in 6 ul einer 20 ng Trypsin/ pl Waschlésung | auf
Eis inkubiert, bis sich die Losung vollstandig in das Gelstick gesogen hatet. Dann
wurde das Gelstuck mit weitere Waschlosung | bedeckt und U.N. bei 37 °C inkubiert.
Der Uberstand wurde am Folgetag abgenommen und die Peptide mit 20 pl 1 %
Trifluoressigsaure (TFA) bei 37 °C fur 30 Min. aus dem Gel extrahiert. Die Lésung
wurde in der speedvac eingeengt und nach Lyophilisierung in 10 uyl 0,1 % TFA
aufgenommen. 0,5 I der Peptid-Losung  wurden mit 0,5 Ml
2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB)-Matrix gemischt und auf das MALDI-target
aufgetragen. Die Massen wurden nach Co-Kristallisierung mit einem Reflex Il
(Bruker Daltonics) Massenspektrometer bestimmt und gegen den Mascot-
Algorithmus mit der nichtredundanten NCBI Protendatenbank-Datenbank verglichen
(Perkins et al. 1999).

2.3.9 Western Blot

Zum spezifischen immunologischen Nachweis von Proteinen wurden uber
SDS-PAGE aufgetrennte Proben elektrophoretisch durch das ,semi dry“-Verfahren
auf Polyvinyliden-Difluorid (PVDF)-Membranen transferiert, dort mit Antikdrpern (AK)
detektiert und Uber Horseradish Peroxidase (HRP)-Sekundar-AK Konjugate
visualisiert.

Drei Filterpapiere (Whatman, Dassel) in Grolze des Gels wurden in Kathodenpuffer
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getrankt und luftblasenfrei auf die Kathodenplatte aufgelegt. Dann wurde das PAGE-
Gel, welches zuvor fur 15 Min. in Kathodenpuffer aquilibriert wurde, auf die
Filterpapier gelegt und eine zuvor mit MetOH aktivierte und ebenfalls in
Kathodenpuffer aquilibrierte PVDF-Membran luftblasenfrei auf das Gel aufgelegt.
SchlieRBlich wurden weitere drei in Anodenpuffer getrankte Filterpapiere auf die
PVDF-Membran aufgelegt und der Deckel mit der Anodenplatte aufgesetzt. Der
elektrophoretische Transfer wurde fiir 85 Min. bei 1,1 mA / cm? durchgefiihrt.

Kathodenpuffer: 40 mM e-Aminocapronsaure
20 mM Tris / HCI pH 9,0
20 % MetOH

Anodenpuffer: 75 mM Tris / HCI pH 7,4

20 % MetOH

Die PVDF-Membran wurde nach dem Transfer flr 1 Std. bei RT auf einer Wippe mit
PBST + 5 % Magermilchpulver (w/v) inkubiert um freie Bindungsstellen abzusattigen.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem Primar-AK verdunnt in PBST + 5 %
Magermilchpulver oder PBST + 3 % BSA (w/v) U.N. bei 4 °C auf einer Wippe. Am
Folgetag wurde die PVDF-Membran dreimal fir etwa 10 Min. bei RT in PBST
gewaschen und fuar 1 Std. bei RT mit dem HRP-konjugierten, 1:5000 in PBST + 5 %
Magermilchpulver verdinnten, Sekundar-AK auf der Wippe inkubiert und erneut

mindesten dreimal 20 Min. in PBST gewaschen.

Die Detektion erfolgt durch Inkubation der PVDF-Membran fir 5 Min. bei RT mit dem
HRP-Substrat (Supersignal West Pico Chemiluminescent Detection Kits (Pierce,
Rockford, USA)). Mithilfe einer CCD-Kamera (LAS-1000, Fuijifilm, Tokyo, Japan)
wurde die Lumineszenz dokumentiert. Die Exposition der Membranen erfolgte in der
Regel fur 10 — 300 Sek.

PBST: 1xPBS

0,1 % Tween-20
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Um mehrere Antikdrper auf einer PVDF-Membran nachzuweisen, wurde nach
Abschluss der Dokumentation die Membran zweimal mit dH,O gewaschen und
anschlielend zweimal auf der Wippe mit 0,2 M NaOH inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBST und erneutem Blockieren wurden dann weitere AK mit der

Membran inkubiert.

2.3.10 PNGaseF-Behandlung von Glykoproteinen

N-Glykopeptid-N-Acetyl-B-D-glucosaminyl-L-Asparagin Amidohydrolase (PNGaseF)
spaltet N-Glykane zwischen dem reduzierenden Ende (GIcNAc) des Glykans und
Asparaginresten des Glykoproteins. Dabei werden sowohl Mannose-reiche, als auch

Komplex-Typ- und Hybrid-Typ-Gykane abgespalten.

Bis zu 150 pg Gesamtprotein wurden in 20 pl dH2O verdinnt und fur den

enzymatischen Verdau verwendet.

Reaktionsansatz: 20 ul Glykoproteinhomogenat
5ul 2 % SDS
5 ul 1 M B-Mercaptoethanol
5 Min. bei 95 °C denaturieren der Proteine
5 ul 1 M Tris HCI pH 8,0/ 100 mM EDTA
5yl 10 mM PMSF
5 ul 10 % CHAPS (w/v)
2 uL PNGaseF (1 U/ ul) (Roche, Grenzach Wyhlen)
Inkubation 4.N.

5 Min. 100 °C

Nach der Hitzeinaktivierung des Enzyms wurden die Proben mit Lammli-Puffer
aufgefullt und fur die SDS-PAGE verwendet.
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2.3.11 Endoglykosidase H-Behandlung von Glykoproteinen
Endoglykosidase H spaltet Mannose-reiche (sowie einige Hybrid-Typ) N-Glykane

zwischen den beiden terminalen GIcNAc-Resten am reduzierenden Ende des
Glykans (Trimble und Maley 1984).

Bis zu 150 pg Gesamtprotein wurden in 20 pl dH,O verdinnt und fur den

enzymatischen Verdau verwendet.

Reaktionsansatz: 20 ul Glykoproteinhomogenat
6 ul 2 % SDS
5 ul 1 M B-Mercaptoethanol
5 Min. bei 95°C denaturieren der Proteine
5 ul 0,5 M NaAc pH 5,5
5yl 10 mM PMSF
5 ul 1% CHAPS

2 ul (5 mU/ pl)

Inkubation U.N.

5 Min. 100 °C

Nach der Hitzeinaktivierung des Enzyms wurden die Proben mit Lammli-Puffer
versetzt und fur die SDS-PAGE verwendet.

2.3.12 Tritosomen-Praparation
Hochangereicherte Lysosomen wurden nach der Methode von Wattiaux (Wattiaux et

al. 1963) und Leighton (Leighton et al. 1968) durch differentielle Dichte-Zentrifugation

prapariert.

Da Lysosomen normalerweise eine vergleichbare Dichte wie Mitochondrien
aufweisen, ist es kaum moglich diese durch klassische Dichte-Zentrifugation sauber

voneinander zu trennen. Durch die Injektion von Tyloxapol (Triton WR-1339) wird die
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Lipopotein-Lipase des Plasmas inhibiert (Hayashi et al. 1981), dies fuhrt zu einem
starken Anstieg des LDL-Spiegels im Plasma und einer vermehrten Aufnahme von
LDL-Partikeln in der Leber Uber den LDL-Rezeptor, der das gebundene LDL Uber
RME zum Lysosom transportiert. Im Lysosom werden die LDL-Partikel durch
lysosomale Hydrolasen abgebaut und der deutlich erhdhte Lipidanteil fihrt zu einer

Verringerung der lysosomalen Dichte (Hayashi et al. 1982).

Mausen wurde drei bis vier Tage vor Organentnahme 5 pl/ g Kérpergewicht einer
17 % Triton WR-1339 (v/v) intravends injiziert. Nach Totung der Tiere wurden die
Lebern entnommen (etwa 3 — 5 g) und in 2 Vol. des Frischgewichtes 0,25 M Sucrose
im Potter Elvejhem mit sechs Huben homogenisiert. Das Volumen wurde mit 0,25 M
Sucrose auf 12 ml aufgefullt und Zellkerne bei 4 °C fur 10 Min bei 2300 Upm
(Eppendorf 5804R Zentrifuge) sedimentiert. Das Kern-Sediment wurde in 5 ml
aufgenommen und auf 12 ml aufgeflllt und erneut bei 4 °C far 10 Min. bei 2300 Upm
sedimentiert (Kernsediment: N). Beide Uberstande wurden vereint, auf zwei Ti75
Zentrifugen-Rohrchen verteilt und in einer Beckmann-Ultrazenrifuge (Ti75 Rotor) bei
4 °C fur 3 Min. bei 13000 Upm zentrifugiert. Die Uberstande wurden abgenommen
und das Sediment erneut mit 10 ml 0,25 ml Sucrose gewaschen. Auch diese
Uberstande wurden mit denen der ersten Zentrifugation vereinigt. Das Sediment ist
die mitochondriale Fraktion (M). Die Uberstéande wurden dann in neue Ti75 Rohrchen
aufgeteilt und bei 4 °C fur 7 Min. bei 25000 Upm zentrifugiert. Das Sediment wurde
wieder mit 10 ml 0,25 M Sucrose gewaschen und abermals zentrifugiert. Dieses
Sediment (light mitochondria und Lysosomen, L) wurde vorsichtig in 1 ml p 1,12
Sucrose resuspendiert und Uber einen diskontinuierlichen Sucrose-Gradienten
aufgetrennt. Die Uberstdnde wurden vereint und 40 Min. bei 35000 Upm zentrifugiert,
um Mikrosomen (Sediment) und zytosolische Bestandteile (Uberstand) voneinander

Zu trennen.
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Abb. 2.1: Ubersicht iiber differentielle Zentrifugation und den diskontinuierlichen Sucrose-

Gradient der Tritosomen-Praparation.

FUr den diskontinuierliche Sucrose-Gradient wurde das resuspendierte Pellet L in
SW40 Zentrifugen-Roéhrchen vorgelegt. Anschlielend wurden 3 ml Sucrose p 1,15,
mit 3 ml Sucrose p 1,14 und 2 ml Sucrose p 1,06 vorsichtig dariber geschichtet.
Durch eine Zentrifugation fir 150 Min. bei 4 °C und 25000 Upm (SW40 Rotor)
wurden Organellen ihrer Dichte nach aufgetrennt. Der Gradient besitzt nach der
Zentrifugation drei Interphasen. Die Schicht Uber der Interphase 1 wurde als Fraktion
F1 abgenommen, die Interphase 1 (F2) enthalt die Tyloxapol-geflllten Lysosomen.
Die Interphase 2 wird als F3 abgenommen und die Interphase 3, sowie das Pellet

ergeben die Fraktion F4.

Die Verteilung der B-Hexosaminidase-Aktivitat in allen Fraktionen wurde als
lysosomales Leitenzym bestimmt und die F2-Fraktionen flr Western-Blot Analysen

und 2-D Gelelektrophorese verwendet.
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2.3.13 Percoll™-Dichtezentrifugation

Um die Dichte von Lysosomen zu untersuchen, wurde eine Dichte-Zentrifugation mit
Percoll™ durchgefihrt. Percoll™ besteht aus 15 — 30 nm grof3en Polyvinlypyrrolidon
beschichteten kolloidalen Silika-Partikeln. Die Probe wird mit Percoll™ gemischt und
durch die Zentrifugation stellt sich ein Dichtegradient im Zentrifugationsrohrchen ein.
Die Verteilung verschiedener Organellen lasst sich durch typische Leitenzyme

bestimmen.

Frische Gewebe wurden in 9 Vol. eiskaltem Puffer | im Potter Elvehjem mit 10 Hiben
homogenisiert. AnschlieRend wurden Zellkerne bei 4 °C fur 5 Min. bei 1000 g
sedimentiert. Das Sediment wurde vorsichtig in 1 ml Puffer | aufgenommen und
nochmal im Potter mit 5 Hiben homogenisiert. Das Homogenat wurde erneut bei
1000 g =zentrifugiert. Die Uberstande (postnuclear supernatant, PNS) beider
Zentrifugationsschritte wurden vereint und vorsichtig gemischt. 1 ml des PNS wurden
mit 5,5 ml Puffer P und 3,5 ml Puffer | gemischt und in ein Ti75 Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt. SchlieBlich wurde in einer Beckmann Ultrazentrifuge im Ti75 Rotor 90 Min.
bei 30000 g und 4 °C zentrifugiert (Endkonzentration Percoll™: 50 %).

Der Gradient wurde von oben in 20 Fraktionen zu je 0,5 ml abgenommen. Die
einzelnen Fraktionen wurden mit 3 x 20 Sek. Ultraschall behandelt und die Aktivitat

der B-Hexosaminidase als lysosomales Leitenzym in jeder Fraktion bestimmt.

Die Brechungszahl der einzelnen Fraktionen wurde refraktometrisch bestimmt und in

die Dichte umgerechnet.

Puffer I: 0,25 M Sucrose

3 mM Imidazol pH 7,4
Puffer P: 90 % (v/v) Percoll™

10 % (v/v) 2,5 M Sucrose

30 mM Imidazol pH 7,4
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2.4 Histochemische Methoden

2.41 Anfertigung von freischwimmenden Semi-Diinnschnitten

Mause wurden mit einer todlichen Dosis Narkosemittel gespritzt. Bei Einsetzen der
Schmerzunempfindlichkeit wurden das Abdomen und der Brustkorb gedffnet. Die
Maus wurde dann periportal erst mit ~20 ml PBS und anschlieRend mit ~20 ml 4 %
Paraformaldehyd (PFA) in PBS (w/v) durch die linke Herzkammer perfundiert. Die
Organe wurden entnommen und fur weitere 2 Std. in 4 % PFA nachfixiert.
AnschlielRend erfolgte eine Inkubation bis zum Absinken der Organe in 30 % Sucrose
(in PBS (w/v)) bei 8 °C.

Die Organe wurden auf eine dinne Schicht 5 % Sucrose (w/v) auf dem, mit
Trockeneis vorgekuhlten, Tragertisch des Cryo-Vibratoms (SM2000R, Leica,
Heidelberg) festgefroren und mit 30 % Sucrose eingebettet. Schliel3lich wurden
40 ym dudnne Schnitte angefertigt und mit einem didnnen Pinsel in 0,1 M

Phosphatpuffer pH 7,3 geflllte Vertiefungen von 24-Lochplatten Gberfuhrt.

2.4.2 Immunohistochemische (IHC) Farbung von Gewebeschnitten des

Gehirns

FUr die immunohistochemische Farbung von Schnitten des Gehirns wurde das
ZytoChem HRP Kit (Zytomed Systems, Berlin) verwendet. Endogene Peroxidasen
wurden fur 10 Min. mit 3 % H2O- blockiert. Nach 2 Min. waschen mit PBS wurden
unspezifische Bindungen durch 5 Min. Inkubation mit Blocking Solution blockiert.
AnschlieBend wurde erneut fur 2 Min. mit PBS gewaschen. Die Inkubation des
Primarantikdrpers (in PBS verdinnt) wurde U.N. bei 4 °C durchgefihrt. Nach
dreimaligem waschen mit PBS wurden die Schnitte 15 Min. bei RT mit dem
polyvalenten Biotin-gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert. Nach erneutem
dreimaligem waschen mit PBS wurde anschlieBend mit dem Streptavidin-HRP-
Konjugat fur 15 Min. inkubiert. Nach abschliellendem Waschen mit PBS wurde mit
3,3'-Diaminobenzidin (DAB)-Substratldsung bis zur gewinschten Intensitat gefarbt.
SchlieRlich wurden die Schnitte vorsichtig mit einem Pinsel abgenommen und auf

Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden in 50 pul Mowiol-Losung eingebettet.
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2.4.3 Immunohistochemische (IHC) Farbung von Gewebeschnitten der Leber

Um unspezifische Bindungen abzusattigen, wurden die freischwimmenden Schnitte
mit 4 % Ziegen-Serum blockiert. Dazu wurde der Puffer abgenommen und 300 pl
Blockierungs-Losung auf die Schnitte gegeben, dann wurden die Schnitte fur 2 Std.
bei RT auf einer Wippe inkubiert. Die Antikorperfarbung erfolgte in der jeweiligen
Verdlinnung in einem Volumen von 200 ul verdunnt in Blockierungs-Lésung Uber

Nacht auf einer Wippe.

Am Folgetag wurden die Schnitte dreimal mit Waschlésung gewaschen,
anschlieBend mit dem 1:500 verdunnten HRP-konjugierten Sekundar-AK (in
Waschlésung) fur 1 Std. bei RT inkubiert. Dann wurde wieder dreimal fur etwa
10 Min. bei RT auf der Wippe gewaschen. Die Detektion erfolgte durch Inkubation
der Schnitte in DAB-Substratlésung (DAB enhanced liquid substrate system for IHC,
Sigma). Schlie3lich wurden die Schnitte vorsichtig mit einem Pinsel abgenommen
und auf Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden in 50 pl Mowiol-Losung

eingebettet.

Blockierungslosung: 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4

4 % Ziegen-Serum

0,5 % Triton X-100
Waschldsung: 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4

0,25 % Triton X-100
Mowiol-Losung: 6 g Glycerin

2,4 g Mowiol 4-88

6 ml dH,O

12 ml 0,2 M Tris / HCI pH 8,5

25 mg / ml DABCO

2.4.4 Immunfluoreszenz von freischwimmenden Gewebeschnitten

Die Farbung wurde bis zur Inkubation mit dem Sekundar-AK wie in 2.4.3

durchgefuhrt. Die Detektion mit dem 1:400 (in Waschlésung) verdiinnten Fluorophor-
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konjugierten Sekundar-AK erfolgte bei Dunkelheit fir 2 Std. bei RT. Dann wurde
wieder dreimal fur etwa 10 Min. bei RT auf der Wippe gewaschen, ggf. wahrend des
zweiten Waschschrittes mit DAPI (DAPI-Stock 1:1000 in dH,0) in Waschldsung) fur
10 Min. gefarbt. SchlieRlich wurden die Schnitte vorsichtig mit einem Pinsel
abgenommen und auf Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden in 50 ul Mowiol-

Losung eingebettet.

DAPI-Stock: 1 mg/ ml dH20 (w/ V)

2.4.5 Reduzierung von Autofluoreszenz an Schnitten des Gehirns

Um durch Lipofuscin verursachte Autofluoreszenz an Schnitten des Gehirns zu
guenchen, wurden die Schnitte nach Immunfarbung nach dem letzten Waschschritt
fur 30 Min. bei RT in 200 uM Kupfersulfat-Losung inkubiert, nochmals kurz in dH,0

gewaschen und anschliefend aufgezogen (Schnell et al. 1999).

Kupfersulfat-Lésung: 200 pM CuSO4 in 50 mM Ammoniumacetat,
pH 5,0

2.4.6 Filipin-Farbung von Gewebeschnitten

Filipin farbt spezifisch freies Cholesterin und fluoresziert stark unter UV-Licht (Geyer
und Bornig 1975). Nach der Antikoérper-Farbung wurden die freischwimmenden
Schnitte fir 2 Std. bei Dunkelheit in Filipin-Farbelésung bei RT auf einer Wippe
inkubiert und anschlielend fur dreimal 20 Min. mit Phosphatpuffer gewaschen. Die
Farbung wurde in 24-Lochplatten durchgefuhrt. Filipin wurde bei Anregung mit dem

UV-Laser und einer Emission von 480 — 520 nm visualisiert.

Filipin-Farbeldsung: 1 Kristall Filipin in 50 yl DMSO l|6sen

450 plI Phosphatpuffer zugeben (Losung

muss immer frisch angesetzt werden!)
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2.5 Analytik von Oligosacchariden

2.5.1 Extraktion neutraler Oligosaccharide aus Geweben

Frische oder bei -80 °C gelagerte Gewebe wurden in 10 Vol. des Frischgewichts in
dH>O mithilfe eines Ultra-Turrax und durch dreimaliges beschallen mit Ultraschall fur
20 Sek. homogenisiert. 600 yl des Homogenats wurden fur die weitere Extraktion
verwendet. 2,6 ml 100 % MetOH wurden zu dem Homogenat hinzugefigt und durch
kraftiges vortexen gemischt, anschlieend wurde fur 5 Min. bei 4500 Upm bei 4 °C
zentrifugiert. Dabei sedimentieren prazipitierte denaturierte Protein, wasserlosliche
Oligosaccharide verbleiben im Uberstand. Der Uberstand wurde in neue Réhrchen
uberfuhrt und das Sediment erneut mit 1,3 ml 80 % MetOH extrahiert, gemischt und

bei 4500 Upm fiir 5 Min. abzentrifugiert. Beide Uberstande wurden dann vereint.

Zu den etwa 4 ml der wassrigen Phase wurden 910 pyl CHCI; gegeben, durch
vortexen kraftig gemischt und fur 5 Min. bei 4 °C bei 3300 Upm zentrifugiert. Zu den
Uberstanden wurde dann 2,73 ml dH,O gegeben, durch abermaliges vortexen

gemischt und wieder flr 10 Min. bei 4 °C und 4500 Upm zentrifugiert.

Um Salze aus der Oligosccharid-Lésung zu entfernen, wurden 250 mg des
Anionen- / Kationen-Austauscher Gemischs ,exchange resin AG 501-X8, 20-50
mesh“ (Bio-Rad, Hercules, USA) hinzugegeben und Uber Nacht bei 4 °C auf einem
Drehrad inkubiert.

Die Uberstande wurden schlieBlich Iyophilisiert und die Oligosaccharide in

1 yl dH,O/ mg des eingesetzten Frischgewichts aufgenommen.

2.5.2 Dunnschichtchromatographie von extrahierten Oligosacchariden

Die Dunnschichtchromatographie (DC) extrahierter Oligosaccharide wurde auf
HPTLC Kieselgel-Platten der Firma Merck im Format 20 x 20 cm durchgefuhrt. Die
Platten wurden vor der Chromatographie durch Erhitzen auf 110 °C far 10 Min.

vorbehandelt.

Die in Wasser gelosten Proben wurden in Volumina von 1 — 10 yl semi-automatisiert
mithilfe eines Linomat 5 (Camag, Muttenz, Schweiz) in einer Hamilton-Sprltze in
0,5 cm breiten Streifen auf der HPTLC-Platte appliziert. Die Platten wurden dann
getrocknet und ca. 16 Std. in Laufmittel | in einer mit Laufmittel-gesattigten
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Atmosphare in DC-Glastanks entwickelt. Nach Abtrocknen des Laufmittels bei RT
fur etwa 1 Std. wurden die DC-Platten fur 5 Min. auf 110 °C erhitzt und anschlielRend
fur 4 Std. in Laufmittel |l entwickelt. Nach abermaligem abtrocknen des Laufmittels

bei RT wurde sie erneut fur 5 Min. auf 110 °C erhitzt.

Um die chromatografisch aufgetrennten Oligosaccharide zu visualisieren, wurden die
Platten mit Orcinol / 20 % Schwefelsaure-Losung bespruht, getrocknet und
anschlie3end bei 110 °C fur 5 — 10 Min. bis zur Verkohlung der Glykane erhitzt.

Laufmittel I: 2 Vol. Butanol

1 Vol. Eisessig

1 Vol. dH,0
Laufmittel 11 5 Vol. N-Propanol

4 Vol. Nitromethan
3 Vol. dH,0

Orcinol / Schwefelsdure-Losung: 50 mg Orcinol in 20 % HySO4

2.6 Tierexperimentelle Methoden

Tierversuche wurden im Rahmen des von der Bezirksregierung Braunschweig
genehmigten Versuchsantrags ,Uberpriifung der therapeutischen Wirksamkeit von

Enzymsubstitution in a-Mannosidose Mause®, Aktenzeichen G 46.04 durchgeflhrt.

a-Mannosidase-defiziente Mause wurden von Stinchi et al. generiert (Stinchi et al.
1999) und in den C57BL/6-Hintergrund Ruck-gezlchtet.

2.6.1 Tierhaltung

Die Tierhaltung erfolgte in der =zentralen Tierstalleinrichtung (ZTE) des
Universitatsklinikums  Gottingen  unter  standardisierten  Bedingungen. Die
Raumtemperatur wurde konstant zwischen bei 21 °C (x 5 °C), die Luftfeuchtigkeit bei
70 % (£ 10 %) gehalten. Hell-/ Dunkel-Phasen wurden in 12 stindigem Rhythmus
gewechselt. Die Versuchstiere wurden, soweit mdglich, in Gruppenhaltung gehalten

und hatten Zugang zu Futter und Wasser ad libitum.
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2.6.2 Enzym-Ersatz-Therapie
Rekombinantes therapeutisches LAMAN-Enzym wurde ggf. mit 0,9 % NaCl verdunnt

und durch intravendse Injektion in eine der Schwanzvenen appliziert. Die
behandelten Tiere wurden fixiert, der Schwanz in warmem Wasser erwarmt und mit

der jeweiligen Dosis auf Korpertemperatur vorgewarmten Enzyms gespritzt.

2.6.3 Blutabnahme, Gewinnung von Serum

Blut wurde mithilfe von EDTA-beschichteten Kapilare retroorbital enthommen. Die
Koagulation von Vollblut erfolgte U.N. bei 4 °C. AnschlieRend wurde bei 4500 Upm

bei 4 °C fur 30 Min. zentrifugiert und das Serum abgenommen.

2.6.4 Totung von Mausen

Narkose von Mausen erfolgte durch intraperitoneale Injektion einer todlichen Dosis
von 10 pl/ g Korpergewicht einer 25 % Rompun/ 25 % Ketanest Lésung in
0,9 % NaCl.
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3 Ergebnisse

3.1 Enzym-Ersatz-Therapie (ERT)

Rekombinantes humanes LAMAN fur die ERT wurde durch die Firma Zymenex
(Hillergd, Danemark) zur Verfugung gestellt und a-Mannosidase-defizienten Mausen

verschiedenen Alters in den jeweils angegebenen Dosierungen i.v. injiziert.

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass das rekombinante
humane LAMAN einen therapeutischen Effekt hat und es nach Injektion zu einer
deutlichen Reduktion gespeicherter Oligosaccharide im a-Mannosidase knockout-
Mausmodell fuhrt. Dabei konnte auch gezeigt werden, dass bei hohen Dosierungen
(250 mU/ g Korpergewicht) bereits nach etwa zwei Wochen eine Immunantwort

beginnt und Antikorper gegen das injizierte LAMAN gebildet werden (Roces 2004).

100 mU/ g Korpergewicht, 4 Injektionen

i

* Beginn der ERT 8 Wochen nach der Geburt
* 100 mU / g Kérpergewicht

« 2 Injektionen/ Woche, 4 Injektionen x4+, 3x /-, IXERT

25 mU/ g Korpergewicht, 5 Injektionen

R

* Beginn der ERT 8 Wochen nach der Geburt 3x +/+, 3x -/-, 3x ERT
» 25 mU/ g Kérpergewicht
* 1 Injektion/ Woche, 5 Injektionen

100 mU / g Korpergewicht, 4 Injektionen

m

58 Wochen 11|
* Beginn der ERT 56 Wochen nach der Geburt
+ 100 mU/ g Kérpergewicht 3x +/+, 3x -/-, 3X ERT

* 2 Injektionen/ Woche, 4 Injektionen

Abb. 3.1: Ubersicht Enzym-Ersatz-Therapie Schema. Das Lebensalter der verwendeten Tiere ist
jeweils als waagerechter Pfeile dargestellt. Senkrechte Pfeile symbolisieren die Frequenz der
i.v. Injektionen mit der angegeben Dosis LAMAN. 60 Stunden nach der letzten Injektion
erfolgte die Toétung der Tiere und die Entnahme der Organe.
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Zur Untersuchung der Folgen der ERT wurden acht Wochen alten a-Mannosidase-
defizienten Tieren daher geringere Dosen von viermal 100 mU/ g Korpergewicht in
kurzen Intervallen von zwei Injektionen pro Woche gespritzt. Alternativ wurde die
ERT bei acht Wochen alten Tieren in grof3eren Intervallen von einer Injektion pro
Woche mit geringeren Dosierungen von 25 mU/ Kg Korpergewicht Uber einen

Zeitraum von funf Wochen durchgefuhrt.

Um auch den Effekt der ERT bei alteren Tieren und starker manifestierter
Speicherung abschatzen zu kénnen, wurde die ERT an 54 Wochen alten Tieren
ebenfalls mit 100 mU/ g Koérpergewicht fur zwei Wochen durchgeflihrt (siehe Abb.
3.1).

3.1.1 Speicherung von neutralen Oligosacchariden und Behandlung durch die
ERT

Zur Uberprifung der Effizienz der verschiedenen ERT-Protokolle, akkumulierte
Oligosaccharide im Lysosom abzubauen, wurde die Speicherung durch
Dunnschichtchromatographie Uberprift. In der Leber wird die Detektion der
Speicherglykane aufgrund grof3er Mengen von Glykogen durch Dunnschicht-
chromatographie erschwert und ein langeres Hungern der Tiere kann zu
unbeabsichtigten Nebeneffekten fihren. Um solche Effekte zu umgehen, wurden die
neutralen Oligosaccharide der Niere analysiert. Vorarbeiten hatten gezeigt, dass

Niere und Leber in gleichem Masse auf die ERT ansprechen (Roces et al. 2004).

Durch eine zweiwdchige ERT-Behandlung von a-Mannosidase knockout-Mausen im
Alter von acht Wochen bei zweimaliger Injektion von 100 mU/ g Kdrpergewicht pro
Woche (Abb. 3.2) konnte eine fast vollstindige Reduzierung neutraler
Oligosaccharide erreicht werden. Wahrend in der Niere der knockout-Tiere deutlich
die gespeicherten Glykane mit zwei bis neun Mannose-Resten akkumulierten, waren
in den behandelten Tieren nur noch geringste Mengen der Glykane mit zwei bzw.
drei Mannose-Resten detektierbar. In Tieren des Wildtyps waren keine N-Glykane

nachzuweisen.
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10 Wochen, 4 x 100 mU/ g Korpergewicht

+/+ | +/+

He | o ‘ o

A R R
ERT| ERT| ERT

M2
M3

M4

M5

M6
M7
M8
M9

fffT1T1 111

Abb. 3.2: Diinnschichtchromatografie neutraler Oligosaccharide der Niere je drei 10 Wochen
alter Tiere, vier Injektionen mit 100 mU/ g Kérpergewicht ERT. Neutrale Oligosaccharide
wurden aus je 60 mg Gewebehomogenaten der Niere von jeweils drei Tieren pro Genotyp
extrahiert und Uber Dunnschichtchromatographie aufgetrennt. Oligosaccharide mit zwei bis
neun Mannose-Resten sind mit Pfeilen markiert (M2 — M9).

Wahrend auch bei acht Wochen alten knockout-Tieren deutlich die gespeicherten
Oligosaccharide nachzuweisen waren (Abb. 3.3), konnte mit der geringen Dosierung
von 25 mU/ g Kérpergewicht nur eine leichte Reduzierung des Speichermaterials und
damit ein geringer Effekt der ERT erreicht werden. In den funf Wochen der

ERT-Behandlung verstarben zwei von sechs Mausen.

Die Speicherung neutraler Oligosaccharide in 56 Wochen alten Tieren wurde mit
dem bereits erfolgreich fur die acht Wochen alten knockout-Tiere etablierten
ERT-Schema von vier Injektionen mit 100 mU/ g Korpergewicht in zwei Wochen
(vergl. Abb. 3.2) therapiert (Daten nicht gezeigt).



66 Ergebnisse

13 Wochen, 5 x 25 mU/ g Korpergewicht
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Abb. 3.3: Diinnschichtchromatografie neutraler Oligosaccharide der Niere je drei 13 Wochen
alter Tiere, funf Injektionen mit 25 mU/ g Korpergewicht ERT. Neutrale Oligosaccharide
wurden aus je 60 mg Gewebehomogenaten der Niere von jeweils drei Tieren pro Genotyp
extrahiert und Uber Dinnschichtchromatographie aufgetrennt. Oligosaccharide mit zwei bis
neun Mannose-Resten sind mit Pfeilen markiert (M2 — M9).

3.2 Transkriptomanalyse

Um den Effekt der lysosomalen Speicherung von Oligosacchariden in den
a-Mannosidase-defizienten Mausen auf deren Transkriptomprofil und den Therapie-
Effekt durch die ERT abschatzen zu kdnnen, wurde RNA aus der Leber von Wildtyp-
und knockout-Mausen sowie ERT-behandelten knockout-Mausen prapariert, in
Biotin-markierte cRNA umgeschrieben und mit ,Mouse Genome 430 2.0%
Oligonukleotid-Microarrays der Firma Affymetrix hybridisiert. Die Leber eignet sich
besonders gut flr eine solche Transkriptomanalyse, da sie von der Erkrankung durch
Speicherung von Oligosacchariden stark betroffen ist (Stinchi et al. 1999), schnell auf
die ERT anspricht (Roces et al. 2004; Roces 2005) und eine im Vergleich zu anderen
Organen vergleichsweise homogene Zellpopulation aus Hepatozyten, Kupfferzellen

und wenigen Endothel- und ltozellen aufweist. Da die verschiedenen Zelltypen ein
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sehr unterschiedliches Genexpressionsprofil aufweisen, erleichtert diese relativ hohe
Homogenitat die Interpretation der Expressionsdaten und es mussen weniger
Replikate angefertigt werden. Die Verwendung von Einfarb-Oligonukleotid-Arrays
macht einen direkten Vergleich verschiedener Expressions-Analysen mdglich, da im

Gegensatz zu Zweifarb-Systemen die absolute Genexpression gemessen wird.

FUr die Transkriptomanalyse wurden Tiere aus drei Altersgruppen (10 Wochen,
13 Wochen und 56 Wochen) eingesetzt. Dabei wurden jeweils drei Wildtyp- und drei
knockout-Tiere verwendet. FUr die 56 Wochen alten Tiere wurde an weiteren drei
knockout-Tieren die ERT mit 100 mU/ g Kérpergewicht angewandt (siehe 3.1). Die
Transkriptomanalyse wurde in Kooperation mit Dr. Robert Hasler am Institut far

klinische Chemie in Kiel durchgefuhrt.

Nach dem Auslesen der Fluoreszenz-Intensitat wurden die Microarray-Daten anhand
interner auf den Chips befindlicher Kontrollhybridisierungsproben normalisiert und in
der ,Affymetrix-Data Suite“-Software annotiert. Als Mall der differentiellen
Genexpression wurde fur jedes auf den Arrays befindliche Gen der
Expressionsunterschied sowie der p-Wert einer t-Statistik (Student’s t-Test) zwischen
den verglichenen Gruppen berechnet. Gene mit einem p-Wert >0.05 und einem
Expressionsunterschied uber 1,5 fach wurden als differentiell exprimiert bezeichnet.
Auf eine Korrektur der p-Werte auf multiples Testen musste aufgrund der geringen

Zahl von Replikaten verzichtet werden.

140-
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50+

40
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18_ s B S | |_| | — | ,_l
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Anzahl diff. exprimierter Gene

2 -4 fach 4-6fach >6fach

Abb. 3.4: Verteilung differentiell exprimierter Gene im Vergleich 10, 13 und 58 Wochen alter
Tiere. Die Anzahl signifikant differentiell exprimierter Gene (p < 0,05) mit einer 2 - 4 fachen
differentiellen Expression, 4 — 6 fachen und Uber 6 facher differentieller Expression sind im
Vergleich der einzelnen Altersgruppen dargestellt.
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Ein Vergleich der differentiellen Genexpression der drei Altersgruppen (Abb. 3.4)
zeigte, dass im Alter von 10 und 13 Wochen die Anzahl und das Mal} der
differentiellen Expression vergleichbar waren. Bei Tieren im Alter von 58 Wochen
waren etwa zwei- bis viermal mehr Gene bei hdoheren Expressionsunterschieden
differentiell exprimiert. Der progrediente Krankheitsverlauf fihrte zu zunehmenden

Effekten auf das Transkriptom.

3.2.1 Transkriptomanalyse 10 Wochen alter Tiere Wildtyp vs. knockout

Der Vergleich des Transkriptoms zwischen Wildtyp und knockout-Tieren im Alter von
10 Wochen wies eine differentielle Expression von 185 Genen auf, von denen 144 in
den knockout-Tieren in ihrer Expression heraufreguliert und 41 in ihrer Expression
reprimiert waren. Tab. 3.1 zeigt alle Gene mit einer > 25-fachen erhdhten
differentiellen Expression, Tab. 3.2 alle Genen mit einer > 2,5-fach reprimierten
Expression. FlUr das Transkript des Man2B1-Gens liel3 sich dabei erwartungsgemalf}
die deutlichste Repression beobachten. Es zeigte sich im Vergleich der beiden
Genotypen keine offensichtliche Anhaufung von differentiell exprimierten Genen
eines Stoffwechselweges. Das Transkript der lysosomalen Protease Cathepsin B

zeigte eine 2-fach erhdhte Expression.

Tab. 3.1: Differentielle Genexpression Wildtyp vs. knockout, Alter 10 Wochen; aktivierte Gene.

Die Expressionsunterschiede in der Spalte ,WT vs KO* sind als x-fache Expression in den
knockout-Tieren im Vergleich zum Wildtyp angegeben.

Chip ID Symbol Gen Name Chromosom p-Wert Wildtyp
vs KO
1424794 at Rnf186 ring finger protein 186 chr4 D3 0,0424 7,18
1457198 at Nrp1 neuropilin 1 chr8 E|8 0,0011 4,10
1451780_at Blnk B-cell linker chr19 C3|]19  0,0263 3,12
1451755_a_at Apobec1 apolipoprotein B editing complex 1 chr6 F1|6 0,0382 2,97
1423348_at Fzd8 frizzled homolog 8 (Drosophila) chr18 A1|18 0,0192 2,82
1423216_a_at 2510049119Rik RIKEN cDNA 2510049119 gene chr8 B3.3 0,0035 2,74
1436530_at CDNA clone MGC:107680 IMAGE:6766535  --- 0,0130 2,74
1448162_at Vcam1 vascular cell adhesion molecule 1 chr3 G1|3 0,0064 2,60
1435455 at C79267 expressed sequence C79267 chr4 D3 0,0205 2,59
1424007_at Gdf10 growth differentiation factor 10 chr14 B|14 0,0271 2,58
1415971_at Marcks myristoylated alanine rich protein kinase C chr10 B1|10 0,0458 2,57
1422284 at Nkx2-9 NK2 transcription factor related, locus 9 chr12 C1 0,0166 2,54
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Tab. 3.2: Differentielle Genexpression Wildtyp vs. knockout, Alter 10 Wochen; reprimierte
Gene. Die Expressionsunterschiede in der Spalte ,WT vs KO* sind als x-fache Expression
in den knockout-Tieren im Vergleich zum Wildtyp angegeben.

Chip ID Symbol Gen Name Chromosom p-Wert WT vs
KO
1416340 _a at Man2b1 mannosidase 2, alpha B1 chr8 C2|8 0,0053 -25,95
1430979 _a_at Prdx2 peroxiredoxin 2 chr8 C3|8 0,0035 -10,58
1417496 at Cp ceruloplasmin chr3 D 0,0418 -8,63
1450398 at Kcnk5 potassium channel, subfamily K, member 5  --- 0,0316 -5,39
1425243 _at Cd207 CD 207 antigen chré D1-D2 0,0151 -5,27
1417619_at Gadd45gip1 growth arrest and DNA-damage-inducible, chr8 C3 0,0434 -3,65
gamma interacting protein 1
1416487 _a at Yap1 yes-associated protein 1 chr9 A1 0,0065 -2,85
1450035_a_at Prpf40a PRP40 pre-mRNA processing factor 40 chr2 C1 0,0317 -2,82
homolog A (yeast)
1419898 s at Zc3h7a zinc finger CCCH type containing 7 A chr16 A1 0,0403 -2,68
1452001_at Nfe2 nuclear factor, erythroid derived 2 chr15 F3|15 0,0314 -2,55
1426587 a_at Stat3 signal transducer and activator of chr11 D|11 0,0316 -2,53

transcription 3

1423174_a_at Pard6b par-6 (partitioning defective 6) homolog chr2 H3 0,0320 -2,51

beta (C. elegans)

3.2.2 Transkriptomanalyse 13 Wochen alter Tiere Wildtyp vs. knockout

Der Vergleich des Transkriptoms von 13 Wochen alten Tiere wies 285 differentiell
exprimierte Gene zwischen Wildtyp- und a-Mannosidase knockout-Tieren auf, von
denen 88 Gene aktiviert und 197 Gene in ihrer Expression reprimiert waren. Tab. 3.3
zeigt alle aktivierten Gene mit einer Expression > 2,5-fach, Tab. 3.4 alle Genen mit
einer starkeren Repression als 2,5-fach. Wieder lie} sich fur das Transkript des
Man2B1-Gens die deutlichste Repression beobachten, das Prdx2-Transkript war, wie
auch im Alter von 10 Wochen, das am zweitstarksten signifikant reprimierte
Transkript. Im Alter von 13 Wochen waren Gene u.a. des Acyl-CoA Metabolismus
statistisch  signifikant in der Gruppe der differentiell exprimierten Gene
Uberreprasentiert (gene ontology-Kategorie ,Acyl-CoA metabolic process®, 27 fache

Anreicherung, p = 1.3E-1).
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Tab. 3.3: Differentielle Genexpression Wildtyp vs. knockout, Alter 13 Wochen; aktivierte Gene.
Die Expressionsunterschiede in der Spalte ,WT vs KO* sind als x-fache Expression in den
knockout-Tieren im Vergleich zum Wildtyp angegeben.

Chip ID Symbol Gen Name Chromosom p-Wert WT vs
KO
1422925 s at Acot3 acyl-CoA thioesterase 3 chr12 D1 0,0256 4,60
1424853 s at Cyp4al0 /Il cytochrome P450, family 4, subfamily a, chr4 D1|4/// 0,0037 4,18
BC013476 polypeptide 10 chr4 D1
1443866 at Lrtm1 leucine-rich repeats and transmembrane chr14 A3 0,0028 4,02
domains 1
1455267 _at Esrrg estrogen-related receptor gamma chr1 H6 0,0003 2,85

1422997 s at Acot1 /// Acot2 acyl-CoA thioesterase 1 /// acyl-CoA chr12 D1 /// 0,0287 2,62
thioesterase 2 chr12 D3

Tab. 3.4: Differentielle Genexpression Wildtyp vs. knockout, Alter 13 Wochen; reprimierte
Gene. Die Expressionsunterschiede in der Spalte ,WT vs KO sind als x-fache Expression
in den knockout-Tieren im Vergleich zum Wildtyp angegeben.

Chip ID Symbol Gen Name Chromosom p-Wert WT vs
KO
1416340 _a at Man2b1 mannosidase 2, alpha B1 chr8 C2|8 0,0000 -13,80
1430979 _a_at Prdx2 peroxiredoxin 2 chr8 C3|8 0,0001 -5,82
1427747 a at Lcn2 lipocalin 2 chr2 A3|2 0,0230 -3,82
1416022_at Fabp5 fatty acid binding protein 5, epidermal chr3 A1-3 0,0099 -3,44
1451755 a _at Apobeci apolipoprotein B editing complex 1 chr6 F1|6 0,0403 -3,29
1418600_at KIf1 Kruppel-like factor 1 (erythroid) chr8 C3|8 0,0016 -3,26
1445534 _at FInb Filamin, beta chr14 A1 0,0302  -2,97
1416021_a_at Fabp5 fatty acid binding protein 5, epidermal chr3 A1-3/ 0,0111 -2,94
1418507_s_at Socs2 suppressor of cytokine signaling 2 chr10 C2[10 0,0357 -2,74
1429184 _at Gvin1 GTPase, very large interferon inducible 1 chr7 E3 0,0230 -2,72
1435588 at Wdfy1 WD repeat and FYVE domain containing 1 chr1 C4 0,0475 -2,68
1436660_at Rrbp1 ribosome binding protein 1 chr2 G1 0,0157 -2,66
1442593_at 0,0115  -2,65
1449109_at Socs2 suppressor of cytokine signaling 2 chr10 C2|10 0,0348 -2,56

3.2.3 Transkriptomanalyse 58 Wochen alter Tiere Wildtyp vs. knockout vs.
knockout-ERT

Im Alter von 58 Wochen konnte in einem Vergleich des Transkriptoms von Wildtyp
und a-Mannosidase-knockout-Tieren eine signifikante differentielle Expression von
insgesamt 442 Genen (p < 0,05) festgestellt werden, von denen 257 Gene mehr als

1,5-fach aktiviert und 185 Gene mehr als 1,5-fach reprimiert waren. Im Vergleich zu
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10 und 13 Wochen alten Tieren wiesen damit etwa dreimal mehr Gene eine

differentielle Expression auf.

In Tab. 3.5 sind alle aktivierten Gene mit einer mindestens 3,5-fach starkeren
Expression als im Wildtyp dargestellt, in Tab. 3.6 alle in knockout-Tieren mindestens
2,5-fach reprimierten Gene. Unter den am starksten aktivierten Genen fanden sich
viele Gene fur verschiedene Immunglobulinketten, inflammatorische Proteine wie die
IgG FC-Rezeptoren Il und lll, der Komplement Rezeptor 3A und das bereits bei
10 Wochen alten knockout-Tieren differentiell exprimierte Adhasionsmolekul Vcam1,
das durch drei verschiedene Oligonukleotide auf dem Chip reprasentiert wird. Die
drei Oligonukleotide wiesen eine 2,5 — 8-fache Aktivierung auf. Das Gen flr einen
der Vcam1-Rezeptoren, Integrin a9 (Taooka et al. 1999), war ebenfalls etwa 5-fach
aktiviert. Zudem codieren einige unter den aktivierten Genen fur Proteine, deren
Expression sich auf Zellen der monozytaren Reihe beschrankt wie z.B. Clec4n,
CD68, Lysozym, oder das CD163-Gen. Clec4n (Synonym Dectin-2) ist ein Lektin mit
Spezifitat fur Mannose-reiche Glykane (McGreal et al. 2006).

Neben dem Cathepsin B-Transkript mit einer 2-fach erhdohten Expression in
knockout-Tieren wurden nur die beiden Gene der Untereinheiten der
B-Hexosaminidase mit moderater jeweils 1,5-fach erhdhter Expression als

lysosomale Proteine unter den differentiell exprimierten Genen detektiert.

Fur den Grofteil der Transkripte liel3 sich nach der ERT eine Reduktion der
Expression etwa um den Faktor zwei bis vier feststellen. Zwar wurde meist keine
vollstandige Reduktion auf das Wildtyp-Niveau erreicht, es lie sich jedoch in der
breite ein deutlicher Effekt durch die ERT feststellen.

ErwartungsgemaR lieR3, sich wie bereits bei 10 und 13 Monate alten Tieren, fur das
Transkript der Man2B1 die deutlichste Repression feststellen. Prdx2 war ebenfalls
wie bei den 10 und 13 Wochen alten Tieren mit einer 7,5-fachen differentiellen
Expression das am zweitstarksten reprimierte Transkript in den knockout-Tieren. Der
Effekt lie® sich durch die ERT jedoch nicht therapieren.
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Tab. 3.5: Differentielle Genexpression Wildtyp vs. knockout vs. knockout-ERT, Alter 58
Wochen; aktivierte Gene. Die Expressionsunterschiede in der Spalte ,WT vs KO sind als
x-fache Expression in den knockout-Tieren im Vergleich zum Wildtyp angegeben. Die
Spalte ,WT vs ERT" gibt die x-fache Expression von Genen ERT-behandelter Tiere zum

Chip ID

1425738 _at

1448162_at
1425951 a_at
1415989_at
1427860_at

1449164 _at
1460285_at
1430700_a_at

1449846_at

1452463 x_at
1452557 _a_at
1439255 s at

1422411 _s_at

1427455 _x_at

1427329 a_at

1427351 _s_at

1448620_at
1430523 s at
1424305_at
1449134 _s_at
1450881_s_at
1423547 _at
1419144 _at
1449670_x_at
1428719_at

1428700_at

1451651_at

Wildtyp an.
Symbol

Igk-V21-12

Vcam1
Clecdn
Vcam1

Igkv6-23 /// Igk-
V19-14

Cd68
Itga9
Pla2g7

Ear2

Gpr137b /Il
LOC664862

Ear1 /// Ear2 ///
Ear3 /// Ear12

Igk-V28 /// Igk-
V8-16

Igh-6

Igh-6

Fcgr3
Igl-V1

Igj

Spic
Gpr137b
Lyzs
Cd163
Gpr137b

2010309G21Rik
/I LOC207685

P2ry13

Vsig4

Gen Name

immunoglobulin kappa chain variable 21
(V21)-12

vascular cell adhesion molecule 1
C-type lectin domain family 4, member n
vascular cell adhesion molecule 1

immunoglobulin kappa chain variable 6-23

CD68 antigen
integrin alpha 9

phospholipase A2, group VII (platelet-
activating factor acetylhydrolase, plasma)

eosinophil-associated, ribonuclease A

family, member 2
Immunoglobulin kappa chain complex
Immunoglobulin kappa chain complex

G protein-coupled receptor 137B

eosinophil-associated, ribonuclease A

family, member 1

immunoglobulin kappa chain variable 28
(V28)

immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain
of IgM)

immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain
of IgM)

Fc receptor, IgG, low affinity IlI
immunoglobulin lambda chain, variable 1
immunoglobulin joining chain

Spi-C transcription factor (Spi-1/PU.1)

G protein-coupled receptor 137B
lysozyme

CD163 antigen

G protein-coupled receptor 137B

RIKEN cDNA 2010309G21
hypothetical protein LOC207685

gene /l/

purinergic receptor P2Y, G-protein coupled
13

V-set and domain

containing 4

immunoglobulin

Chromosom p-Wert WT vs

chré C1

chr3 G1|3
chr6 F3|6
chr3 G1|3
chré C1

chr11 B3|11
chr9 F3|9
chr17 C

chr14 B

chr13 A1|13

chr14 B

chré C1|6

chr12 F1-
2|12

chr12 F1-
2|12

chr1 H3|1
chr16 A3|16
chr5 E1
chr10 C
chr13 A1|13
chr10 D2|10
chré F2
chr13 A1|13
chr16 A1

chr3 D

chrX C3

0,0286

0,0230
0,0361
0,0265
0,0341

0,0396
0,0401
0,0344

0,0371

0,0203
0,0085
0,0285

0,0303

0,0076

0,0206

0,0286

0,0476
0,0124
0,0299
0,0149
0,0169
0,0092
0,0089
0,0361
0,0001

0,0225

0,0290

KO
13,85

8,20
8,04
7,45
6,67

6,54
5,06
4,89

4,82

4,79
4,60
4,49

4,48

4,45

4,43

4,42

4,40
4,30
4,30
4,27
4,18
4,16
4,14
4,04
4,04

4,00

3,84

WT vs
ERT

7,9

1,8
2,7
1,8
3,8

2,1
3,2
2,3

24

3.4
3.4
1,9

2,5

3,5

3.2

3.1

1,7
4,0
3,2
1,8
1,7
23
1,8
1,2
2,7

2,0

2,2
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1416111_at

1431056_a_at

1415904_at
1428720_s_at

1457753 _at
1439256_x_at

Cd83

Lpl ///
LOC669888

Lpl
Igl-V1 /11

2010309G21Rik

TIr13

Gpr137b /Il
LOC664862

CD83 antigen

lipoprotein lipase /// similar to Lipoprotein
lipase precursor (LPL)

lipoprotein lipase

immunoglobulin lambda chain, variable 1

toll-like receptor 13

G protein-coupled receptor 137B /// similar
to transmembrane 7 superfamily member 1

chr13 A4-
5|13

chr8 B3.3|8

chr8 B3.3|8
chr16 A3|16

chrX D
chr13 A1|13

0,0168

0,0441

0,0422
0,0001

0,0448
0,0303

3,84

3,74

3,71
3,70

3,64
3,60

1,5

4,4

3,8
2,3

1,8
1,6

Tab. 3.6: Differentielle Genexpression Wildtyp vs. knockout vs knockout-ERT, Alter 58
Wochen; reprimierte Gene. Die Expressionsunterschiede in der Spalte ,WT vs KO* sind
als x-fache Expression in den knockout-Tieren im Vergleich zum Wildtyp angegeben. Die
Spalte ,WT vs ERT* gibt die x-fache Expression von Genen ERT-behandelter Tiere zum

Chip ID

1416340_a_at
1430979 _a_at
1448092_x_at

1418600_at
1431255_at
1435579 _at
1431182_at
1447939 a_at
1453596_at
1457233_at

1444622_at

Wildtyp an.
Symbol

Man2b1
Prdx2

Serpina4-ps1

Kif1

Calr3

Oprs1

Hspa8
4933409K07Rik
Id2

Dnaja2

Ptprd

3.2.4 Vergleich

Altersgruppen

Gen Name Chromosom
mannosidase 2, alpha B1 chr8 C2|8
peroxiredoxin 2 chr8 C3|8
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade chr12 E
A, member 4, pseudogene 1
Kruppel-like factor 1 (erythroid) chr8 C3|8
calreticulin 3 chr8 C1
Opioid receptor, sigma 1 chr4 A5-B2
heat shock protein 8 chr9 A5.1|9
RIKEN cDNA 4933409K07 gene chr4 A5
inhibitor of DNA binding 2 chr12 B|12
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, chr8 C4
member 2
Protein tyrosine phosphat. receptor type D chr4 C3|4
differentiell exprimierter Gene der

p-
Wert

0,0001
0,0025
0,0496

0,0169
0,0058
0,0179
0,0456
0,0361
0,0261
0,0001

0,0217

WT vs
KO

-12,32
-7,49
-3,63

-3,58
-2,88
-2,84
-2,75
-2,64
-2,51
-2,50

-2,50

WT vs
ERT

-15,5
-7,5
-1,5

-3,6
-2,4
-2,3
-1,3
-2,3
-2,0
-2,6

verschiedenen

Zur ldentifikation von Genen, die in allen drei verglichenen Altersgruppen zwischen

Wildtyp- und knockout-Tieren differentiell exprimiert waren, wurden alle Gene mit

einem p-Wert > 0,05 und mindestens 1,5 facher differentieller Expression der drei

Altersgruppen verglichen (Abb. 3.5). Beim Vergleich der 10 und 13 Wochen alten

Tiere konnten 11 Gene identifiziert werden, die in beiden Altersgruppen differentiell

exprimiert waren. Zwischen Tieren der Altersgruppen 13 und 58 Wochen galt dies fur

33 Gene und zwischen 10 und 58 Woche fur zwolf Gene. Erstaunlicherweise zeigten
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nur sechs Gene in allen drei Altersgruppen eine differentielle Expression, von denen

eines das fur die a-Mannosidase codierende knockout-Gen Man2B1 war.

10 Wochen 13 Wochen

10, 13 und 58 Wochen:
Man2B1

Prdx2

Atp2a2
2410018C20Rik
2510049119Rik
Gadd45gip1

58 Wochen

Abb. 3.5: VENN-Diagramm gemeinsamer differentiell exprimierter Gene in 10, 13 und 58
Wochen alten Tieren. Pro Altersgruppe sind jeweils alle Genen mit einem p-Wert > 0,05 und
einer mindesten 1,5 fachen Expressionsunterschied dargestellt. In sich Uberschneidenden
zwei Kreisen ist die Anzahl der beiden in den jeweiligen Altersgruppen gemeinsam regulierten
Gene dargestellt. Die Uberschneidung aller drei Kreise zeigt in allen drei Gruppen regulierte
Gene. Gene, die redundant durch mehrere Oligonukleotide auf dem Chip prasent waren,
wurden nur einmal in die Analyse miteinbezogen, unbenannte Gene wurden von der Analyse
ausgeschlossen.

3.2.5 Effekt der ERT auf die differentielle Genexpression 58 Wochen alter Tiere

Um den Gesamteffekt der ERT auf differentiell exprimierte Gene zu visualisieren,
wurde mithilfe der Online-Software ,expression profiler” eine Korrespondenzanalyse
durchgefuhrt (Kapushesky et al. 2004). Bei der Korrespondenzanalyse werden die
Daten einer Datenmatrix grafisch dargestellt. Die Variablen aus Spalten und Reihen
werden dabei durch Punkte in einem Raum reprasentiert, dessen Koordinatenachsen

durch die jeweiligen Merkmale gebildet werden (Fellenberg et al. 2001).

Fir die Korrespondenz-Analyse wurden alle 442 Gene mit p < 0,05 und einem
mindestens 1,5 fachen Expressionsunterschied zwischen 58 Wochen alten Wildtyp-
und a-Mannosidase-knockout-Tieren einbezogen (Abb. 3.6). Bei allen drei

ERT-behandelten Tieren (vier LAMAN-Injektionen mit 100 mU/ g Korpergewicht,



Ergebnisse 75

zwei Injektionen pro Woche) konnte eine teilweise Korrektur des Transkriptoms auf
das Niveau der Wildtyp-Tiere festgestellt werden. Sie lieRen sich zwischen den
beiden Genotypen gruppieren. Obwohl ein offensichtlicher Effekt der Therapie
festzustellen war, fand keine vollstandige Korrektur des Transkriptoms statt. So
wurde zwar die Expression vieler Gene teilweise oder annahernd vollstandig
normalisiert; gleichwohl zeigten besonders unter den reprimierten Genen einige
keine Antwort (siehe auch Tab. 3.5 und 3.6).

d= 0.05
Wiochen KO #77
28 Wochen KO 34 292 L_|34 &8 Wearhan WT 45
| 58 Wachen WT #43

|55 Wochen KQ ERT #55]

58 Wochen KO ERT #68|

[58 Wochen KO ERT #E7 |

Abb. 3.6: Korrespondenzanalyse der differentiell exprimierten Gene 58 Wochen alter Wildtyp-,
knockout- und ER- behandelter knockout-Tiere. Gene mit einer differentiellen Expression >
1,5 fach und einem p-Wert < 0,05 wurden in die Analyse einbezogen. KO = knockout, WT =
Wildtyp. Fur jedes Individuum ist der Gesamteffekt der in der Analyse einbezogenen Gene als
Kasten mit Nummer und Genotyp dargestellt. Die enge Gruppierung von Wildtyp- und
knockout-Tieren ergibt sich durch die Wahl der Kriterien der differentiellen Expression. Die
Ordinaten der Korrespondenzanalyse haben keine Dimension.

3.2.6 Verteilung differentiell exprimierter Gene im murinen Genom

Die Annotation der Verteilung aller differentiell exprimierten Gene nach ihrer

chromosomalen Lokalisation im murinen Genom zeigte eine Haufung differentiell
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exprimierter Gene auf einem etwa 1,2 MBp langen Abschnitt auf Chromosom 8 auf.
Auf diesem Chromosomenabschnitt (Zytoband 8C2 bis 8C3) liegt auch das
Man2B1-Gen, dass in den a-Mannosidase-defizienten Mausen durch ein mittels

homologer Rekombination eingefiugtes knockout-Konstrukt ausgeschaltet wurde.

ool i Ef: 2410018C20Rik &
8A1.1
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Abb. 3.7: Haufung transkriptionell regulierter Gene um das knockout-Gen Man2B1 auf
Chromosom 8. Das murine Chromosom 8 ist als Ideogramm dargestellt. Der chromosomale
Abschnitt von Zytoband 8C2 bis 8C3 von 86.8 bis 88.1 Mbp ist vergroftert und die auf ihm
kodierten Gene in ihrer strukturellen Organisation dargestellt. Differentiell exprimierte Gene
sind hervorgehoben. Abwarts gerichtete Pfeile bedeuten reprimierte Expression in knockout-
Mausen, aufwarts gerichtete Pfeile erhéhte Expression in knockout-Mausen.

Abb. 3.7 zeigt das Chromosom 8 als Ideogramm und die vergrofRerte Darstellung der
Region 8C2 bis 8C3 mit den auf ihr codierten Genen. Differentiell exprimierte Gene
in diesem Abschnitt sind hervorgehoben. Bemerkenswerterweise lield sich fir keines
dieser Gene ein therapeutischer Effekt durch die ERT feststellen. Zudem war die
transkriptionelle Regulation dieser Gene unabhangig vom Alter der Tiere (siehe

Anhang, Abb. 7.1). Drei der insgesamt sechs in allen drei Altersgruppen gemeinsam
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differentiell exprimierten Gene lagen in direkter Umgebung des Man2B1-Gens (siehe
3.2.4).

Um weitere Gene zu identifizieren, die in rdumlicher Nahe des Man2B1-Gens eine
differentielle Expression zeigten, wurde die differentielle Genexpression der neun
Tiere des Wildtyps aller drei Altersgruppen im Vergleich mit den neun Tieren der drei
Altersgruppen der knockout-Tiere analysiert. Eine solche Gruppierung war maoglich,
da der Effekt der differentiellen Genexpression offensichtlich unabhangig vom Alter
der Tiere ist und so eine bessere statistische Einschatzung moglich war. Insgesamt
waren sieben Gene in der naheren Umgebung des Man2B1 Gens transkriptionell
reguliert und differentiell exprimiert (> 1,5-facher Unterschied), aul’er Cacnala
zeigten alle eine Repression in den knockout-Mausen. Fur die Gene Trmt1,
BC056474 und Gpt2 konnte zwar ein signifikanter Expressions-Unterschied bei
einem Vergleich aller neun Chips jeweils der drei Altersgruppen zwischen Wildtyp
und knockout (Trmt1: p = 0,000626; BC056474: p = 0,00300; Gpt2: p = 0,00335)
festgestellt werden, der Expressionsunterschied lag jedoch unter 1,5 fach.

3.2.7 Validierung der differentiellen Genexpression durch realtime-PCR

Um die semi-quantitative Microarray-Genexpressionsanalyse zu validieren, wurde
die Expression ausgewahlter Transkripte der 58 Wochen alten Tiere durch realtime-
PCR untersucht. Dabei wurden einerseits Transkripte ausgewahlt, deren Expression
durch die ERT beeinflusst wurde (CD68, Vcam1, Clec4n, Lysozym, Integrin a9) und
andererseits Transkripte, die nahe dem Man2B1-Gen lagen, auf deren Expression
kein Effekt durch die ERT zu beobachten war (Gadd45gip1, Prdx2, KIf1, Dnaja2). Die
Expression der beiden Gene Gcdh und Asnal, die ebenfalls auf dem
Chromosomenabschnitt 8C2 bis 8C3 nahe dem Man2B1-Gen lokalisiert sind und fur
die in der Microarray-Analyse keine differentielle Expression beobachtet wurde,

wurde ebenfalls durch realtime-PCR untersucht.
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Tab. 3.7: realtime-PCR zur Validierung differentiell exprimierter Gene. Die differentielle
Expression ist als x-faches der Expression gegeniiber dem Wildtyp dargestellt. Negatives
Vorzeichen bedeutet reprimierte Expression. Fir jedes Experiment wurde ein t-Test der
ACT-Werte berechnet. Ns = nicht signifikant, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001

Gen Wildtyp vs p-Wert Wildtyp vs p-Wert
knockout WT vs KO knockout ERT WT vs KO ERT

Gadd45gip -2,40 0,0001 *** -2,82 0,0003 ***
Prdx2 -13,1 0,0001 *** -15,22 0,0001 ***
KIf1 -4,1 0,0068 ** - 3,86 0,0012 **
Dnaja2 - 1,54 0,1027 ns -1,78 0,0253 *
Asna1 -1,21 0,2145 ns - 1,05 0,7066 ns
Gcdh -1,15 0,3628 ns -1,13 0,2446 ns
Vcam1 8,39 0,0026 ** 1,52 0,2042 ns
CD68 3,36 0,0122 * 1,18 0,3962 ns
Clec4n 3,52 0,0406 * 1,28 0,5559 ns
Lysozym 3,26 0,0073 ** 1,53 0,2205 ns
Integrin a9 2,55 0,0172* 1,01 0,9758 ns

FiUr alle untersuchten Gene liel3 sich der Trend der Expressionsanderung aus der
Transkriptomanalyse der jeweiligen Gene verifizieren. Wahrend Gadd45gip1, Prdx2,
KIf1 und Dnaja2 in ihrer Expression reprimiert waren und sich durch die ERT keine
Normalisierung auf Wildtyp-Niveau beobachten lieR®, zeigte sich fur die ebenfalls
Man2B1-benachbarten Gene Gcdh und Asna1l keine differentielle Expression. Fur
Vcam1, CD68, Clec4n, Lysozym und Integrin a9 liel3 sich die in der Microarray-
Analyse gemessene, erhohte Expression in den knockout-Tieren bestatigen. Fur

diese Gene konnte ein klarer Effekt der ERT beobachtet werden.

3.2.8 Immunohistochemische Farbung von Kupfferzellen der Leber

In der Transkriptomanalyse 58 Wochen alter Mause wies in den knockout-Tieren
eine Reihe von Genen eine signifikant erhohte Transkriptionsrate auf, deren
Expression laut Literatur auf monozytare Zellen und Makrophagen beschrankt ist.
Eines dieser Gene ist der haufig verwendete Makrophagen-Marker CD68 (Synonym
Sialoadhasin). CD68 ist ein lysosomales Membranprotein und wird in der Leber

ausschlieBlich von Kupfferzellen exprimiert. Kupfferzellen sind die residenten
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Gewebe-Makrophagen der Leber. Anhand immunohistochemischer Farbungen sollte

die erhdhte CD68 Expression auf Proteinebene verifiziert werden.

In Abb. 3.8 ist die immunohistochemische Farbung von semi-Dunnschnitten der
Leber dargestellt. In Wildtyp-Tieren konnte das intrazellulare CD68-Antigen in
moderater Expressionshohe und typischer Verteilung fur Kupfferzellen im Parenchym
der Leber detektiert werden (Abb. 3.8 A). In knockout-Tieren konnte, bei ahnlicher
Verteilung, eine deutlich starkere Immunfarbung beobachtet werden, wobei
Lysosomen mit deutlich groRerem Volumen durch den Antikérper detektiert wurden
(Abb. 3.8 B). Nach der ERT mit viermal 100 mU/ g Koérpergewicht in zwei Wochen
wurde CDG68 in den knockout-Tieren in einer dem Wildtyp vergleichbaren Farbung
nachgewiesen (Abb. 3.8 C).

Abb. 3.8: Immunohistochemische Farbung der Leber von 58 Wochen alten Wildtyp-. knockout-
und ERT-behandelten knockout-Mausen des Makrophagen-Markers CD68.
Freischwimmende semi-Dinnschnitte der Leber von Wildtyp- (A, D), knockout- (B, E) und
ERT-behandelten knockout-Tieren (C, F) (vier Injektionen a 100 mU/ g Kdrpergewicht, zwei
Injektionen pro Woche) wurden mit einem CD68-Antikdrper inkubiert und Uber einen HRP-
konjugierten Sekundarantikorper detektiert. Negativ-Kontrollen ohne Primar-Antikérper zeigten
keine Farbung. (A, B, C) Balken = 100 ym, (D, E, F) Balken = 20 ym.
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Um zu untersuchen, ob die Expansion des lysosomalen Systems auch zu einer
Anderung der Morphologie der betroffenen Zellen fiihrt, wurden Schnitte der Leber
mit einem fur Makrophagen spezifischen Antikorper gegen das Zellmembran-
standige F4/80 Antigen gefarbt und mittels konfokaler Laserscanmikroskopie
analysiert (Abb. 3.9). Wahrend Kupfferzellen der Wildtyp-Tiere mit einer schmalen,
langlichen und verastelten Morphologie beobachtet werden konnten (Abb. 3.9 A),
wiesen die Kupfferzellen der knockout-Tiere (Abb. 3.9 B) eine deutlich geschwollene
Morphologie mit groRerem Durchmesser als Kupfferzellen der Wildtyp-Tiere auf. Die
Zellmembran fast aller angeschnittenen Kupfferzellen war als ringférmige Struktur zu
erkennen. Nach der ERT konnte eine weitgehende Normalisierung der Kupfferzell-
Morphologie beobachtet werden (Abb. 3.9 C).

Abb. 3.9: Immunfluoreszenz-Farbung des Kupfferzellmarkers F4/80. Semi-Dinnschnitte der
Leber von Wildtyp- (A), knockout- (B) und ERT-behandelten knockout-Tieren (C) (vier
Injektionen a 100 mU/ g Kérpergewicht, zwei Injektionen pro Woche) wurden mit einem F4/80-
Antikérper inkubiert und mit Fluorophor-konjugierten Sekundar-AK detektiert. Balken = 70 ym

3.2.9 Expression von Cathepsin D in Kupfferzellen der Leber

Durch immunohistochemische Farbung von CDG68 wurde eine Expansion des
lysosomalen Systems der Kupfferzellen und durch Farbung von F4/80 eine
veranderte Morphologie der Kupfferzellen nachgewiesen. Bereits in der initialen
Beschreibung der a-Mannosidase knockout-Maus wurde eine erhohte
Immunreaktivitdt gegen die lysosomale Protease Cathepsin D in der Leber
beschrieben (Stinchi et al. 1999). Da Cathepsin D in der Leber vor allem in
Kupfferzellen exprimiert wird, wurde Uberpriuft, ob die erhdhte Menge Kupfferzell-

Lysosomen fur die starkere Immundetektion gegen Cathepsin D ursachlich war.
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A

Abb. 3.10: Immunfluoreszenzfarbung von Cathepsin D in der Leber. Semi-Dinnschnitte von 12
Monate alten Wildtyp (A, D), knockout- (B, E) und ERT behandelten knockout-Mausen (C, F)
wurden mit einem Cathepsin D-spezifischen Antiserum detektiert (griin), Zellkerne sind DAPI-
gefarbt (blau). Kupfferzellen (kleiner Pfeil, kleiner ovaler Zellkern) sind in der Leber von
knockout-Tieren (B, E) deutlich starker reprasentiert und wiesen im Gegensatz zu
Hepatozyten (grosser Pfeil, grofRer kreisrunder Zellkern) deutlich starkere Farbung auf. (A-C)
Balken = 200 ym, (D — F) Balken = 15 ym.

In Hepatozyten des Wildtyps, die durch ihren typisch kreisrunden Zellkern von
anderen Zelltypen der Leber unterschieden werden koénnen, wurde Cathepsin D
schwach in endo- / lysosomalen Strukturen detektiert (Abb. 3.10 A). In Kupfferzellen
mit typischer schmaler Morphologie und kleinem, ovalem Zellkern wurde
Cathepsin D deutlich starker detektiert. In knockout-Tieren glich die Cathepsin D-
Farbung in den Hepatozyten der des Wildtyps. In einigen Praparaten wurde
Cathepsin D in Hepatozyen der a-Mannosidase-defizienten Tiere sogar schwacher
detektiert als in Wildtyp-Tieren. Dagegen konnte in Kupfferzellen der a-Mannosidase-
defizienten Tiere eine deutlich starkere Immunreaktivitdt gegen Cathepsin D
beobachtet werden (Abb. 3.10 B). Die Kupfferzellen waren zudem, wie bereits durch
CD68-Farbung gezeigt, untypisch geschwollen und die Cathepsin D-positiven
Lysosomen fullten das Zytoplasma nahezu vollstandig aus. In ERT behandelten

knockout-Tieren war die Menge von Cathepsin D-positiven Zellen im Vergleich zu
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den unbehandelten Tieren stark reduziert. Zudem wiesen die meisten Kupfferzellen
wieder die typische schmale Morphologie der Wildtyp-Tiere auf (Abb. 3.10 C). Die
erhohte Immunreaktivitdt gegen Cathepsin D in der Leber ist demnach durch die
Expansion des lysosomalen Systems der Kupfferzellen bedingt. Die Kupfferzellen
reagieren auf die ERT mit einer Normalisierung der lysosomalen Strukturen auf

Wildtyp-Niveau.

3.3 Einfluss der lysosomalen Speicherung auf andere lysosomale Enzyme

3.3.1 Bestimmung der spezifischen Aktivitat und Expression anderer

lysosomaler Enzyme

Die Speicherung undegradierter Makromolekile im Lysosom fuhrt bei verschiedenen
LSDs zu einer signifikanten Erhohung der spezifischen Aktivitdt lysosomaler
Hydrolasen (Van Hoof und Hers 1968; Sandhoff et al. 1971; Banerjee et al. 1984).
Insbesondere fur die Mucopolysaccharidosen wurde dieser Befund anhand
verschiedener Mausmodelle gut dokumentiert (MPS 1lIB (Li et al. 1999), MPS VI
(Sands et al. 1994)).

In der Transkriptomanalyse wurde in der Leber der a-Mannosidase-defizienten Tiere
eine im Vergleich zum Wildtyp etwa doppelte Transkriptmenge fur Cathepsin B
nachgewiesen. Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat von Cathepsin B und
anderen lysosomalen Hydrolasen sowie des Effekts der ERT auf andere lysosomale
Hydrolasen, wurden enzymatische Aktivitatsbestimmungen mit entsprechenden
artifiziellen Substraten an Gewebehomogenaten der Leber und des Gehirns
durchgeflhrt.

Alle bestimmten Enzyme wiesen in der Leber als auch im Gehirn eine um den Faktor
zwei bis drei deutlich erhdhte spezifische Aktivitat auf. In der Leber wurde durch die
ERT (vier Injektionen mit 100 mU/ g Korpergewicht bei zwei Injektionen pro Woche)
eine vollstandige Normalisierung erreicht. Im Gehirn, das bei der gewahlten
Dosierung aufgrund der Blut-Hirn-Schranke nicht therapiert werden kann, zeigte sich

kein Effekt durch die Enzymsubstitution.
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Tab. 3.8: Spezifische Aktivitat lysosomaler Enzyme der Leber (A) und des Gehirns (B).
Gewebehomogenate von je drei Tieren im Alter von 58 Wochen wurden analysiert. In der Spalte
.knockout” ist der p-Wert eines t-Tests Wildtyp vs. knockout angegeben, in der Spalte ,knockout ERT*
der p-Wert eines t-Tests Wildtyp vs. knockout ERT. ns = nicht signifikant; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001

A Leber

Enzym
B-Glucuronidase
B-Galactosidase
B-Hexosaminidase
B-Glucosidase

Cathepsin B

B Gehirn

Enzym
B-Glucuronidase
B-Galactosidase
B-Hexosaminidase
B-Glucosidase

Cathepsin B

Wildtyp

3,100 £ 0,10 mU/mg
0,276 £ 0,04 mU/mg
9,590 + 0,42 mU/mg
0,333 + 0,02 mU/mg
102,34 + 4,5 mU/mg

Wildtyp

0,713 £ 0,04 mU/mg
1,800 + 0,11 mU/mg
35,00 £ 2,88 mU/mg
0,393 £+ 0,01 mU/mg
291,1 £ 9,21 mU/mg

knockout

5,60 + 0,49 mU/mg **
0,496 + 0,02 mU/mg *
17,67 £ 1,20 mU/mg **
0,730 + 0,03 mU/mg ***
208,32 + 10,4 mU/mg***

knockout

2,137 = 0,08 mU/mg ***
3,717 £ 0,06 mU/mg ***
50,00 £ 1,73 mU/mg *
0,786 + 0,02 mU/mg ***
580,65 + 11,3 mU/mg **

knockout ERT

3,400 + 0,26 mU/mg ns
0,246 £ 0,02 mU/mg ns
9,917 £ 0,58 mU/mg ns
0,366 £ 0,02 mU/mg ns
106,42 + 6,2 mU/mg ns

knockout ERT

2,133 £ 0,12 mU/mg **
3,833 + 0,03 mU/mg ***
51,00 + 2,08 mU/mg *
0,660 + 0,04 mU/mg **
578,21 * 8,32 mU/mg **

Da fur eine erhodhte spezifische Aktivitat in Gewebehomogenaten eine erhohte
Transkription als auch posttranslationale Effekte wie eine langere Halbwertzeit
verantwortlich sein konnten, wurde die Expression der lysosomalen Enzyme
(Tab. 3.9),

Transkriptomanalyse war nur fur Cathepsin B und die beiden Untereinheiten der

untersucht deren spezifische Aktivitat bestimmt wurde. In der

B-Hexosaminidase eine leicht erhdhte Transkription detektiert worden.

Wahrend das Transkript von Cathepsin B in den knockout-Mause eine etwa 2,5-fach
erhdohte Expression aufwies, lieRen sich flr die anderen untersuchten Proteine
B-Glucuronidase, p-Galactosidase und [B-Glucosidase keine signifikanten
Unterschiede feststellen. Das Transkript der p-Untereinheit der B-Hexosaminidase
wies eine gering, aber signifikant erhdhte Expression auf. Die Expression von
Cathepsin B als auch der B-Hexosaminidase wurde durch die ERT auf Wildtyp-

Niveau normalisiert.
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Tab. 3.9: realtime-PCR zur Quantifizierung der Expression lysosomaler Enzyme in der Leber.
Die differentielle Expression ist als x-faches der Expression im Wildtyp dargestellt.
Negatives Vorzeichen bedeutet reprimierte Expression. Fur jedes Experiment wurde ein
t-Test der ACT-Werte berechnet. ns = nicht signifikant, * = p < 0,05, ** = p < 0,01,

Gen Wildtyp vs p-Wert Wildtyp vs p-Wert
knockout knockout ERT

Wt vs ko Wt vs KO ERT
B-Glucuronidase 1,12 0,1212 ns 1,42 0,0903 ns
B-Galactosidase -1,17 0,3751 ns 1,03 0,8582 ns
B-Hexosaminidase 1,6 0,0077 ** 1,23 0,235 ns
(B-Untereinheit)
B-Glucosidase 1,32 0,1174 ns 1,19 0,2851 ns
Cathepsin B 2,38 0,045 * 1,43 0,232 ns

3.3.2 Expressionsanalyse der lysosomalen Membranproteine Lamp1 und

Lamp2

Die lysosomalen Membranproteine Lamp1 und Lamp2 stellen einen Grossteil der
gesamten lysosomalen Membranproteine und machen mit geschatzten 0,1 — 0,2 %
einen erheblichen Teil des zellularen Gesamtproteins aus (Carlsson und Fukuda
1989). In Zellen mit lysosomaler Speicherung kann eine stark erhohte Protein-
Expression fur beide Proteine festgestellt werden, die vermutlich durch einen
drastisch erhdhten Volumenanteil der Lysosomen und somit der lysosomalen

Membranen in der Zelle zu erklaren ist (Meikle et al. 1997; Hua et al. 1998).

Um zu uberprufen, ob in der Leber der a-Mannosidase-defizienten Mause durch die
lysosomale Speicherung ein signifikanter Unterschied der Menge der Lamp-Proteine
detektierbar ist, und dieser ggf. durch die ERT reversibel ist, wurden
Gewebehomogenate in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit Lamp-spezifischen

Antikorpern analysiert.
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Abb. 3.11: Expression der lysosomalen Membranprotein Lamp1 und Lamp2 in Lebergewebe.
A, C, Western Blot Analyse fir Lamp1 und Lamp2 von Gewebehomogenaten 10 Wochen alter
Wildtyp, knockout und ERT-behandelter knockout-Mause. In den knockout-Mausen zeigte sich
eine wesentlich hoéhere Protein-Detektion fir beide Membranproteine, die nach ERT auf
Wildtyp-Niveau normalisiert wurde. Auf den Membranen wurde GAPDH als Ladekontrolle
detektiert. B, D, Densitometrische Quantifizierung der Signalstarke von je drei Tieren pro
Genotyp / knockout ERT-behandelt und unbehandelt (Wildtyp vs knockout p < 0,05 = *).

Die Protein-Expression beider Lamp-Proteine war in den 10 Wochen alten knockout-
Mausen im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant erhéht (Lamp1: p = 0,032; Lamp2:
p=0,042, N = 3) (Abb. 3.11), wobei sich fur beide Proteine eine etwa um den Faktor

zwei hohere Protein-Expressionshdhe bestimmen liel3.

Nach der ERT mit 100 mU/ g Korpergewicht bei viermaliger Applikation innerhalb von
zwei Wochen normalisierte sich die Expressionhdhe flr Lamp1 als auch Lamp2
wieder vollstandig auf das Niveau der Kontrolltiere. Offensichtlich fuhrte die
Degradation angespeicherter Oligosaccharide in den ERT behandelten
a-Mannosidase-defizienten Mausen im lysosomalen Lumen durch das rekombinante

Enzym auch zu einer Normalisierung des lysosomalen Volumens innerhalb der Zelle.
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3.3.3 Aufreinigung lysosomaler Fraktionen der Leber und 2-D Gelelektro-

phorese lysosomaler Fraktionen

Im Western Blot wurde fir alle untersuchten lysosomalen Hydrolasen eine erhohte
spezifische Aktivitat bzw. fur die Lamp-Membranproteine eine erhohte Protein-
Expression gezeigt. Da Lysosomen die primar betroffenen Organellen der LSDs sind,
sollten die Auswirkungen der Speicherung auf sekundare Veranderungen der
Prozessierung, Glykosylierung und Expression anderer lysosomaler Proteine
untersucht werden. Dazu wurden Lysosomen aufgereinigt, Uber 2-D
Gelelektrophorese aufgetrennt und durch MALDI-TOF-Analyse charakterisiert. Um
auch geringen Unterschiede in Molekulargewicht oder dem isoelektrischen Punkt zu
detektieren, wurden lysosomale Fraktionen von Wildtyp- und a-Mannosidase-

defizienten Mausen uber differentielle 2-D Gelelektrophorese (DIGE) aufgetrennt.

3.3.3.1 Aufreinigung lysosomaler Fraktionen

Die Injektion von Triton WR1339 fuhrt durch die Hemmung der Lipoproteinlipase des
Plasmas zu einem Anstieg von LDL im Serum und nachfolgend zu einer stark
erhdhter Endozytose von LDL in Lysosomen der Leber (Hayashi et al. 1981). Die
Dichte der Lipid-gefiillten Lysosomen (Tritosomen) sinkt deutlich und sie lassen sich
effizient durch differentielle Zentrifugation und anschlieBende diskontinuierliche
Gradientenzentrifugation von anderen Organellen (insbesondere Mitochondrien)
trennen (Leighton et al. 1968) (vergl. auch Abb. 2.1). Abb. 3.12 zeigt Western Blot
Analysen der Lysosomen-Anreicherung mit den Fraktionen N — S der differentiellen
Zentrifugation und den vier Fraktionen F1 — F4 (siehe auch 2.3.12) des Sucrose-
Gradienten mit Antikdrpern gegen das lysosomale Markerenzym Cathepsin B und
die mitochondrialen Markerproteine HSP60 und Porin. Der Uberwiegende Teil der
reifen Cathepsin B Formen wurde in Tritosomen-Praparationen von Wildtyp-Mausen
(Abb. 3.12 A) in der Fraktion 2 (F2) des Sucrosegradienten detektiert. Mitochondrien
flottierten vor allem in den Fraktionen F3 und F4. In Tritosomen-Praparationen von
knockout-Tieren (Abb. 3.12 B) liel3 sich fur die beiden Mitochondrien-Marker eine
ahnliche Verteilung wie in Wildtyp-Mausen beobachten. Interessanterweise konnte
Cathepsin B nicht nur in der F2-Fraktion, sondern auch in aquivalenter Menge in der
F3-Fraktion gefunden werden. Die reife double chain-Form des Cathepsin B wurde in

der F2-Fraktion von Wildtyp-Tieren als Doppelbande detektiert; in F2 und F3-
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Fraktionen der knockout-Mause als Einzelbande mit hdheren apparenten

Molekulargewichten (vergl. 3.3.6)

A g Wildtyp
S N|E|Mm|L|P|s |Fi1F2F3|Fa
50 (M -y - s -HS P60
5. — ===|-Porin
1 ‘ -CatB
25- e
200 pg | 50pug
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Abb. 3.12: Western Blot Analyse der Fraktionen einer Tritosomen-Praparation von Tieren des
Wildtyps (A) und von a-Mannosidase-defizienten Mausen (B). Je 200 ug Protein (Fraktion
N — S) bzw. 50 pg (Fraktion F1 — F4) wurden Uber 15 % SDS-PAGE aufgetrennt und mit
spezifischen Antikbrpern gegen HSP-60, Porin und Cathepsin B detektiert.

3.3.3.2 2-D Gelelektrophorese lysosomaler Fraktionen

300 pg Gesamtprotein der Lysosomen-angereicherten Fraktion F2 wurden Uber
Gelstreifen mit immobilisiertem pH-Gradient im Bereich vier bis sieben in der ersten
Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt fokussiert. Anschlielend wurden die
Proteine auf 15 % SDS-PAGE Gelen in der zweiten Dimension ihrem
Molekulargewicht nach aufgetrennt und schlieBlich Coomassie-gefarbt. Abb. 3.13

zeigt ein reprasentatives 2-D Gel des lysosomalen Sub-Proteoms.
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Abb. 3.13: 2-D Gelelektrophorese lysosomaler F2-Fraktionen der Leber. 300 pg Protein der F2-
Fraktion (Wildtyp) wurde flr ein praparatives Gel des lysosomalen Sub-Proteoms der Leber in
der ersten Dimension in einem pH-Bereich von vier bis sieben und in der zweiten Dimension
Uber 15 % SDS-PAGE aufgetrennt und Coomassie gefarbt. AnschlieRend wurden einzelne
Spots Uber peptide mass fingerprinting durch MALDI-TOF Analyse identifiziert.
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Tab. 3.10: MALDI-TOF Analyse ausgewahlter Spots lysosomaler F2-Fraktionen. Nummern
entsprechen der Nummerierung von Abb. 3.13. Mowse-score * > 64 sind signifikant

(p < 0,05)
Nr. Protein theoretisches gene accession- Mowse-
Molekulargewicht Nr. Score *
(Dalton)
1 palmithoyl-protein thioesterase 2 (PPT2) 34686 gi|9506985 71
2 legumain 49740 gi|7242487 156
3 legumain 49740 gi|7242487 267
4  cathepsin Z 34837 gi|11968166 175
5  cathepsin Z 34837 gi|11968166 255
6 cathepsin Z 34837 gi[11968166 275
7 cathepsin B 38282 gi|6681079 155
8  cathepsin B 38282 gi|6681079 282
9 cathepsin B 38282 gi|6681079 272
10 cathepsin B 38282 gi|6681079 390
11 cathepsin B 38282 gi|6681079 172
12 cathepsin B 38282 gi|6681079 141
13 cathepsin B 38282 gi|6681079 155
14 arylsulfatase B 63012 gi|148668607 196
15 cathepsin D 45381 gi|74220823 64
16 cathepsin D 45381 gi|74220823 73
17 cathepsin D 45381 gi|74220823 162
18 cathepsin H 37701 gi1705636 77
19 legumain 34837 gi|7242487 82
20 cellular repressor of E1A-stimulated genes 24550 gil6753520 143
(CREG)
21 cellular repressor of E1A-stimulated genes 24550 gi|6753520 135
(CREG)

22 cathepsin C 53141 gi|74199074 73
23 ATP-Synthase, subunit d 15929 gi|159572410 168
24 cathepsin D 45381 gi|74220823 123
25 cathepsin D 45381 gi|74220823 162
26 cathepsin D 45381 gi|74220823 155
27 cathepsin D 45381 gi|74220823 135
28 cathepsin D 45381 gi|74220823 74
29 cathepsin H 37701 gi|1705636 128
30 cathepsin A / protective protein 54437 gi|84042525 106

31 cathepsin H 37701 gi|3929819 105
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32 Cu/Zn superoxide dismutase 16104 gi|226471 162
33 GM2-ganglioside activator protein 21267 gi|6806917 95
34  Nicht identifiziert - - -

35 lysosomal thiol reductase 28535 gi|11345388 38
36 cathepsin A /protective protein 54437 gi|84042523 86
37 tripeptidyl-peptidase | (TPP1) 59067 gi|3766471 63
38 tripeptidyl-peptidase | (TPP1) 59067 gi|3766471 67
39 tripeptidyl-peptidase | (TPP1) 59067 gi|3766471 54
40 cathepsin D 45381 gi|6753556 182
41  cathepsin D 45381 gi|6753556 182
42 lysosomal a-glucosidase 106921 gi|51338793 162
43 lysosomal a-glucosidase 106921 gi|51338793 180
44  albumin 70700 gi|26342396 366
45 di-N-acetyl-chitobiase 35912 gi|67460414 224
46 dipeptidyl-peptidase 2 56804 gi|13626390 169

Es waren etwa 100 einzelne Spots erkennbar. Haufig lagen Spots mit geringen
Unterschieden im Molekulargewicht und unterschiedlichen isoelektrischen Punkten in
engen horizontalen Reihen vor, die sich vor allem als Prozessierungsintermediate

oder aufgrund einer Mikroheterogenitat der N-Glykane erklaren lassen.

Um die Cathepsin B zugeordneten Spots zu identifizieren, wurden die Protein-Spots
der 2-D Gele uUber peptide mass fingerprinting durch MALDI-TOF analysiert (Tab.
3.10). Insgesamt wurden 46 Spots untersucht, von denen 45 identifiziert werden
konnten. Fur zwei weitere Proteine (Spot 35, ,lysosomal thiol reductase“ und Spot 38
.1 PP1%) war die Ildentifizierung nicht signifikant, aber der Vergleich der apparenten
Molekulargewichte mit dem der vorhergesagten Molekulargewichte der
Polypeptidkette sprach fir eine korrekte ldentifikation. Einige lysosomale Enzyme
wurden nur als einzelne Spots identifiziert (z.B. PPT2), andere wie Cathepsin D als
Reihe von mehreren Spots. Die meisten Proteine zeigten durch ihren hohen
Glykosylierungsgrad ein leicht vom theoretischen Molekulargewicht des Peptidanteils
abweichendes apparentes Molekulargewicht. Nur fUr drei der identifizierten Proteine
(Albumin, Cu/ Zn superoxide dismutase und mitochondriale ATP Synthase subunit D)
ist keine lysosomale Lokalisation bekannt. Sie sind entweder Kontaminationen der

subzellularen Fraktionierung (Albumin) oder kdonnten zur Degradation bestimmte,
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autophagozytierte mitochondriale Proteine sein (Cu/ Zn superoxide dismutase und
ATP Synthase subunit D). Cathepsin B wurde in mehreren Protein-Spots
verschiedener Molekulargewichte von ~31 kDa bis 24 kDa und verschiedener
isoelektrischer Punkte von etwa 4,5 bis 5 identifiziert (siehe Abb. 3.18).

3.3.4 Differentielle 2-D Gel Analyse lysosomaler F2-Fraktionen zwischen

Wildtyp- und knockout-Tieren

Bei konventionellen 2-D Gelen ist es beim Vergleich zweier Gele technisch bedingt
schwierig, geringfugige Unterschiede von wenigen kDa im Molekulargewicht und
geringen Unterschieden in der Ladung eines Proteins reproduzierbar darzustellen.
Bei der differentiellen 2-D Gelelektrophorese (DIGE)-Methode sind diese technisch-
bedingten Varianzen nicht vorhanden, da die zu vergleichenden Protein-Proben nach
Kopplung an Fluoreszenz-Farbstoffe als Mix zusammen auf einem Gel aufgetrennt
werden. Um das lysosomale Sub-Proteom zu untersuchen, wurden 25 ug
lysosomaler F2-Fraktionen von Wildtyp-Tieren mit dem Fluoreszenzfarbstoff ,Cy3"
und 25 ug F2-Fraktion von knockout-Tieren mit ,Cy5“ markiert, die Proben wurden
gemischt und Uber 2-D Gelelektrophorese in einem pH-Bereich von vier bis sieben in
der ersten Dimension und 15 % SDS-PAGE in der zweiten Dimension aufgetrennt.
Abb. 3.14 zeigt eine Uberlagerung der in beiden Emissionswellenlangen der
Fluorophore eingescannten Gele in Falschfarben: F2-Fraktionen des Wildtyp sind in

grun dargestellt, F2-Fraktionen der knockout-Tiere in rot.

Es lieBen sich fur kein Protein signifikante Unterschiede in den Ladungen der
einzelnen molekularen Formen beobachten. Ladungsunterschiede wirden sich in
einer Verschiebung des isoelektrischen Punkts in der Auftrennung in der ersten
Dimension zeigen. Fur die Proteine, deren einzelnen molekularen Formen sich durch
Prozessierung des Peptidanteils unterscheiden, findet also eine korrekte Reifung und

Prozessierung statt.

Fur eine Reihe von Proteinen konnte dagegen eine Verschiebung des apparenten
Molekulargewichts zu molekularen Formen mit hdherem Molekulargewicht in F2-
Fraktionen der knockout-Tiere beobachtet werden. Besonders flr verschiedene
molekulare Formen von Cathepsin B lieRen sich markante Unterschiede im
Molekulargewicht ausmachen. Auch fir weitere Proteine liefl3 sich ein vergleichbarer

Effekt beobachten, darunter die reifen Formen von Cathepsin D (~33 kDa) und
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Cathepsin A, das GM2-ganglioside activator-Protein, CREG, Cathepsin C und
Cathepsin Z.
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Abb. 3.14: Differentielle 2-D Gelelektrophorese lysosomaler F2-Fraktionen. 25 ug lysosomaler
F2-Fraktionen des Wildtyp wurden mit ,Cy3*“ (griin), 25 ug F2-Fraktion von knockout-Tieren
mit ,Cy5“ (rot) markiert, kombiniert und tber 2-D Gelelektrophorese in einem pH-Bereich von
vier bis sieben auf einem 15 % SDS-Page-Gel aufgetrennt. Proteine mit unterschiedlichem
Molekulargewicht sind mit weiRen Pfeilen gekennzeichnet.

3.3.5 Untersuchung von lysosomalen F2-Fraktionen der Leber mit dem Lens

culinaris-Lektin

In knockout-Mausen wurde fur eine Reihe verschiedener Proteine ein erhohtes
apparentes Molekulargewicht beobachtet. Diese Beobachtung lie® die Frage
aufkommen, ob es sich bei diesen geringen Unterschieden um unterschiedliche
Glykosylierungsformen handelte. Um zu Uberprufen, ob lysosomale Proteine starker
glykosyliert waren, wurden hochangereicherte lysosomale F2-Fraktionen Uber SDS-
PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membran transferiert, mit dem biotinylierten Lektin der
Lens culinaris detektiert und Uber einen HRP-konjugierten Streptavidin-Komplex
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nachgewiesen. Das Lens culinaris-Lektin bindet mit hoher Affinitat Glykane mit
terminalen a-D-Mannose- und a-D-Glucose-Resten, wobei a-Fucose-Reste am
GIcNAc des Core-Glykans die Affinitat deutlich erhdhen (Kornfeld et al. 1981).

F2 (+/+)
F2 (+/+)
F2 (+/+)

F2 (-/-)
F2 (-/-)

' .n'

el

IRt

|

Lens culinaris-Lektin Coomassie
Western blot

Abb. 3.15: Lens culinaris Western Blot lysosomaler F2-Fraktionen der Leber. Je 30 pg von drei
F2-Praparationen des Wildtyp und von knockout-Tieren wurden tUber SDS-PAGE aufgetrennt
und Uber Western Blot mit dem Lens culinaris-Lektin detektiert (links) oder Coomassie gefarbt
(rechts). Schwarze Pfeile markieren in knockout-Mausen signifikant erhdhte Reaktivitat des
Lektins gegen Glykoproteine.

In Abb. 3.15 ist die Auftrennung Uber SDS-PAGE von je drei F2-Praparationen mit je
zwei bis drei Tieren pro Praparation von Tieren verschiedenen Alters beider
Genotypen dargestellt. Als Ladekontrolle wurde ein Teil des Gels mit aquivalenten
Mengen der verwendeten F2-Fraktionen Coomassie gefarbt (rechts). Daneben
wurden die gleichen Fraktionen mit dem Lens culinaris-Lektin auf PVDF-Membran
transferiert und im Western Blot detektiert (links). Wahrend sich kaum signifikante
Unterschiede in den Coomassie-gefarbten Spuren ausmachen lieRen, zeigte sich in

den F2-Praparationen der knockout-Tiere flr eine Reihe verschiedener Proteine eine



94 Ergebnisse

signifikant starkere Bindung des Lektins. Drei Glykoproteine bei ~36 kDa, 29 kDa und
27 kDa zeigten eine besonders starke Reaktivitat mit dem Lektin. Weitere Proteine
wiesen ebenfalls signifikant hdhere Lens culinaris-Reaktivitat auf und lassen damit

auf einen generell erhdhten Glykosylierungsgrad lysosomaler Proteine schlie3en.

3.3.6 Western Blot Expressions-Analyse von Cathepsin B

Um die Unterschiede im Molekulargewicht lysosomaler Proteine naher zu
charakterisieren, wurde exemplarisch Cathepsin B weiter untersucht, da sich in der
DIGE-Analyse bei Cathepsin B sich die Unterschiede besonders deutlich gezeigt
hatten. Um auszuschlieRen, dass die subzellulare Fraktionierung zu einer
unterschiedlichen Anreicherung bestimmter molekularer Formen zwischen den
beiden Genotypen fuhrt und um den Effekt der ERT zu Uberprifen, wurde
Cathepsin B im Western Blot in Gewebehomogenaten der Leber untersucht.

Cathepsin B wird als unreifes Praproenzym von etwa 42 kDa synthetisiert und nach
co-translationaler Abspaltung des Signalpeptids zu einem 37 - 38 kDa Proenzym
prozessiert. Auf dem Weg Uber friihe und spate Endosomen zu den Lysosomen, wird
es durch weitere limitierte proteolytische Spaltungen zu seinen reifen Polypeptiden
prozessiert (Nishimura et al. 1988). Die weitere Prozessierung der reifen Formen ist
abhangig von Gewebe- und Zelltyp. Im Gehirn sowie in Fibroblasten (Schmid et al.
1999; Liao et al. 2007) ist die Einzelketten-Form (single chain, sc) mit einem
apparenten Molekulargewicht von etwa 31 kDa die stabile lysosomale Form, in der
Leber wird die single chain-Form Uber weitere limitierte Proteolyse zu einer
Doppelketten-Form (double chain, dc) mit apparenten Molekulargewichten von etwa
25 kDa und 5 kDa prozessiert (Ryan et al. 1995).
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Abb. 3.16: Western-Blot Analyse von Cathepsin B in Gewebehomogenaten der Leber von
Tieren des Wildtyps, knockout und ERT-behandelten knockout-Mause. 100 ug
Gesamtprotein wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem Cathepsin B Antikorper
detektiert (A). Als Ladekontrolle wurde die Membran mit einem GAPDH-AK gefarbt. (Pro CatB
= Procathepsin B, sc CatB = single chain Cathepsin B, dc CatB = double chain Cathepsin B).
Die Banden aller molekularen Spezies von Cathepsin B wurden in jeweils drei 10 Wochen
alten Tieren pro Genotyp und drei ERT-behandelten knockout-Tieren densitometrisch
quantifiziert (B). (** = p < 0,01)

Die Western Blot Analyse mit Gewebehomogenaten der Leber zeigt die
verschiedenen Prozessierungsformen von Cathepsin B (Abb. 3.16). GAPDH wurde
als interne Ladekontrolle auf dem Blot dargestellt. Die Proform von Cathepsin B bei
38 kDa lag intrazellular, bedingt durch schnelle Prozessierung in endo- / lysosomalen
Kompartimenten, nur in geringen Mengen vor. Die reifen lysosomalen Cathepsin B-
Formen wurden im Wildtyp bei etwa 30 - 31 kDa und 24 kDa detektiert. In
Leberhomogenaten der knockout-Mause wiesen dagegen die single chain- als auch
die double chain-Form eine Verschiebung um wenige kDa zu einem hoheren
apparenten Molekulargewicht auf. Die single chain-Form wurde knockout-Tieren nur
als Einzelbande von ~31 kDa nachgewiesen. Noch deutlicher zeigte sich eine
Verschiebung des Molekulargewichts fur die double chain-Form, die bei etwa 26 kDa
detektiert wurde. Die densitometrische Analyse der Cathepsin B-Signale wies dabei
eine etwa um den Faktor zwei erhohte Cathepsin B-Menge in der Leber der
knockout-Mause gegenuber den Wildtyp-Tieren auf. In Gewebehomogenaten von
ERT behandelten knockout-Mausen nach viermaliger Injektion von 100 mU/ g
Korpergewicht in zwei Wochen zeigte sich eine partielle Normalisierung der

Cathepsin B-Signale. Wahrend die single chain-Form auf das Molekulargewicht der
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oberen Bande der Doppelbande des Wildtyps verringert wurde, wurde die double
chain-Form als Doppelbande bei etwa 24 / 25 kDa detektiert. Durch die Therapie liel3
sich somit einerseits eine teilweise Normalisierung in Bezug auf die
Molekulargewichte und andererseits eine Normalisierung der Proteinmenge

erreichen.

3.3.7 Untersuchung der Glykosylierung von Cathepsin B mittels der
Glykosidasen PNGaseF und EndoH

Wahrend der umfassenden Prozessierung von Cathepsin B werden sukzessiv
Dipeptide vom N- und C-Terminus abgespalten (Rowan et al. 1992; Mach et al.
1994). Zudem hat das murine Cathepsin B drei putative N-Glykosylierungs-
sequenzen des Motivs Asn-X-Ser/ Thr, wobei die N-terminal gelegene
Glykosylierungsstelle im Propeptid liegt, so dass das reife lysosomale Protein nur
zwei Glykosylierungsstellen aufweist. Um die Ursachen fur die hoheren apparenten
Molekulargewichte der single chain- und double chain-Formen im Lysosom der
knockout-Tiere zu klaren, wurden Gewebehomogenate unter denaturierenden
Bedingungen U.N mit den Glykosidasen PNGaseF (Abb. 3.17 A) bzw. EndoH (Abb.
3.17 B) behandelt, Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem Cathepsin B
Antikorper detektiert. EndoH spaltet Mannose-reiche Glykane zwischen den beiden
terminalen GIcNAc-Resten des reduzierenden Endes, die mindestens vier Mannose-
Resten tragen (Trimble und Maley 1984). PNGaseF spaltet vollstandige Glykane des
Komplex-, Hybrid- oder Mannose-reichen Typs am reduzierenden Ende des Glykans
zwischen N-Acetylglucosamin und dem Asparagin der Polypeptidkette (Tarentino et
al. 1985).
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Abb. 3.17: Western Blot EndoH- und PNGaseF-verdauter Gewebehomogenate. Je 100 ug
Gewebehomogenat der Leber wurden G.N. mit den Endoglykosidasen PNGaseF (A) und
EndoH (B) verdaut, tber 15 % SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem Cathepsin B-Antikorper
detektiert.

In Abb. 3.17 A sind jeweils PNGaseF-behandelte Gewebehomogenate neben
unbehandelten Homogenaten von Tieren des Wildtyps, knockout- und ERT-
behandelten knockout-Tieren im Western Blot dargestellt. In allen Fallen liel3 sich die
Proform mit einem apparenten Molekulargewicht von 39 kDa nach Verdau G.N. um
etwa 5 kDa auf ~34 kDa verringern. Fur die single chain-Form liel3 sich in
Leberhomogenaten von Wildtyp-Tieren durch den PNGaseF-Verdau keine
Verschiebung des Molekulargewichts beobachten, gleiches galt fir Homogenate der
ERT-behandelten knockout-Tiere. Das apparente Molekulargewicht der single chain-
Form in Homogenaten der knockout-Tiere wies allerdings eine Verschiebung zu dem
Molekulargewicht der Cathepsin B-Formen von Wildtyp- und ERT-behandelten
Tieren auf. Noch deutlicher wurde der Effekt der Deglykosylierung bei Betrachtung
der double chain-Form des Cathepsin B, bei der auch wieder fur Wildtyp- und
therapierte knockout-Tiere kein Effekt zu beobachten war. In knockout-Mausen ohne
Therapie zeigte sich jedoch eine drastische Reduktion des Molekulargewichts von
etwa 26 kDa auf ~24 kDa und damit auf die GroRe der Wildtyp-Form. Auch die
Zwischenform der double chain-Form, die bei ERT-behandelten Tieren detektierbar
war, lie® sich durch PNGaseF auf das apparente Molekulargewicht der Wildtyp-

double chain Form normalisieren.
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Bei dem Verdau mit der Glykosidase EndoH G.N. konnte eine Reduzierung des
apparenten Molekulargewichts der Proform um etwa 5 kDa (Abb. 3.17 B) detektiert
werden. Weder die im Vergleich zum Wildtyp hohermolekulare single chain-
Cathepsin B-Form, noch die double chain-Form aus Homogenaten der knockout-
Tiere lieRen sich jedoch unter den experimentellen Bedingungen weiter

deglykosylieren und waren EndoH resistent.

Die Ergebnisse des Verdaus mit den beiden Glykosidasen zeigten, dass ein hoherer
Glykosylierungsgrad ursachlich fur das hohere apparente Molekulargewicht der
verschiedenen Formen von Cathepsin B in der Leber der knockout-Tiere war. Die
Glykane mussen entweder vom Komplex-Typ bzw. Hybrid-Typ, oder Mannose-reiche

Glykane mit weniger als vier Mannose-Resten sein.

3.3.8 Praparative Auftrennung und Vergleich der molekularen Formen von

Cathepsin B von Wildtyp und knockout-Tieren auf 2-D Gelen

Die subzellulare Fraktionierung und 2-D-Gelelektrophorese von lysosomalen F2-
Fraktionen der Lebern wurde praparativ von Wildtyp- als auch knockout-Mausen
durchgefuhrt, um die Glykane von Cathepsin B weiter zu untersuchen. Abb. 3.18
zeigt den Gelbereich mit der Gruppe von Spots der verschiedenen molekularen
Formen von Cathepsin B in Wildtyp- und knockout-Mausen. Im Wildtyp lag die single
chain-Form des Proteins in vier unterschiedlich geladenen Formen vor, die einzelnen
Spezies lie3en sich teilweise noch durch Glykosylierungs-bedingte (siehe Abb. 3.17)
geringflugig unterschiedliche Molekulargewichte unterscheiden. Die molekulare
Spezies mit dem am starksten sauren isoelektrischen Punkt lag in drei

verschiedenen Molekulargewichten in etwa aquivalenten Mengen vor.

Die double chain-Form von Cathepsin B lag im Wildtyp in zwei isoelektrischen
Formen vor, die sich jeweils in drei weitere Formen mit unterschiedlichen
Molekulargewichten unterteilen lieR. Das Protein mit dem geringsten

Molekulargewicht war die am starksten reprasentierte Form (siehe Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Cathepsin B-Spots auf Coomassie-gefarbten 2-D Gelen lysosomaler F2-Fraktionen
von Wildtyp- und knockout-Mausen. 300 ug lysosomaler F2-Fraktionen wurden Uber 2-D
Gelelektrophorese in einem pH-Bereich von vier bis sieben in der ersten Dimension und
anschlieBend uber 15 % SDS-PAGE in der zweiten Dimension aufgetrennt. Die Bereiche mit
Spots korrespondierend zu single- und double chain Cathepsin B sind vergroRert.

In Lysosomen-angereicherten F2-Fraktionen der knockout-Mause lieRen sich die
single chain- als auch die double chain-Form von Cathepsin B ebenfalls in vier bzw.
zwei Formen mit unterschiedlichen isoelektrischen Punkten identifizieren. Im
Unterschied zum Wildtyp lagen diese jedoch zum Uberwiegenden Teil als distinkte
Einzelspots ohne unterschiedliche Molekulargewichten vor. Die niedermolekularen,

schwach glykosylierten Formen, waren nur schwach detektierbar.

3.3.9 MALDI-TOF Analyse der N-Glykane von Cathepsin B

Um die genauen strukturellen Unterschiede der N-Glykane von Cathepsin B
zwischen Wildtyp und a-Mannosidase-defizienten Mause zu charakterisieren, wurden
die einzelnen Spots der Cathepsin B-Formen aus 2-D Gelen (siehe 3.3.8)
ausgestanzt, im Gel mit PNGaseF verdaut und die Masse der N-Glykane Uber
MALDI-TOF-Analyse bestimmt. Die MALDI-TOF-Analytik wurde in Kooperation mit

Willy Morelle und Prof. Jean-Claude Michalski, Universitat Lille, Frankreich,
durchgefuhrt.
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Abb. 3.19: MALDI-TOF Spektren der durch PNGaseF abgespaltenen N-Glykane aller reifen
Formen von Cathepsin B in Wildtyp (A) und knockout (B) der Leber. 300 pg F2-Fraktion
wurden uber 2-D aufgetrennt und die Spots der verschiedenen Cathepsin B-Formen vereinigt.
Anschliefiend wurden die N-Glykane durch Verdau mit PNGaseF abgespalten und ihre Masse
durch MALDI-TOF bestimmt. Schwarze Rechtecke symbolisieren GIcNAc, schwarze Kreise
symbolisieren Mannose-Reste. Fucose-Reste werden durch offene Dreiecke symbolisiert.

In Abb. 3.19 sind die MALDI-TOF-Spektren der Glykane aller gepoolten reifen
lysosomalen Cathepsin B-Formen (single chain als auch double chain) in Wildtyp-
(Abb. 3.19 A) und knockout-Mausen (Abb. 3.19 B) dargestellt. Die Analyse ist semi-
quantitativ. In beiden Genotypen lie} sich eine hohe Mikroheterogenitat der Glykane
feststellen. Wahrend im Wildtyp kleine Glykane des Typs Man,GIcNAc; mit 771 Da
und ManzFuc{GIcNAc,; mit 917 Da die dominierenden Formen waren und nur in
geringste Mengen mit weiteren Mannose-Resten bis zu MansGIcNAc, verknlpfte
Glykane detektiert wurden, wurde in a-Mannosidase-defizienten Tieren ein Glykan
von 933 Da (MansGIcNAc;) mit der hochsten Signalstarke detektiert. Weitere
Mannose-reiche Glykane bis hin zu Formen mit sieben Mannose-Resten
(Man7GIcNAc;) mit 1581 Da konnten nachgewiesen werden. Die beiden haufigsten

Glykane Man3GIcNAc; und Man,Fuc{GIcNAc, des Wildtyps wurden hingegen nur in
sehr geringen Mengen detektiert.
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Abb. 3.20: MALDI-TOF Spektren der durch PNGaseF abgespaltenen N-Glykane der single-
chain-Formen von Cathepsin B in Wildtyp (A) und knockout (B) der Leber. Schwarze
Rechtecke symbolisieren GIcNAc, schwarze Kreise symbolisieren Mannose-Reste. Fucose-
Reste werden durch offene Dreiecke symbolisiert.
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Abb. 3.21: MALDI-TOF Spektren der durch PNGaseF abgespaltenen N-Glykane der double-
chain Formen Cathepsin B in Wildtyp (A) und knockout (B) der Leber. Schwarze
Rechtecke symbolisieren GIcNAc, schwarze Kreise symbolisieren Mannose-Reste. Fucose-
Reste werden durch offene Dreiecke symbolisiert.

Eine Glykan-Analyse der einzelnen Cathepsin B-Spots der single chain von Wildtyp-
und knockout-Tieren ist in Abb. 3.20 dargestellt. In der Form mit dem niedrigsten
isoelektrischen Punkt lie3 sich im Wildtyp kein Glykan nachweisen, in den drei
weiteren Spots der single chain fanden sich vor allem Many,GIcNAc,; und
ManzFuc{GIcNAc,. In knockout-Tieren wurden vorrangig MansGIcNAc, und
MansFuc1GIcNAc, detektiert, in Spot Nr. 2 konnten auch in geringen Mengen
hohermolekulare Mannose-reiche Glykane bis zu Man;GIcNAc, nachgewiesen

werden.

Besonders deutlich wurde der Effekt einer Hyperglykosylierung bei Betrachtung der
double chain Formen von Cathepsin B (Abb. 3.21). Die Spots 1 und 2 im 2-D Gel der
F2-Fraktion des Wildtyps trugen, wie auch die Formen der single chain, Glykane vom
Typ Man,GIcNAc, und ManyFuc{GIcNAC,. In Spot 3 war kein Glykan detektierbar,
obwohl grolere Mengen Analyse-Material zur Verfigung standen. In
a-Mannosidase-defizienten Tieren dagegen waren ausschliel3lich in Spot 1 Glykane

nachweisbar, deren Uberwiegender Teil (~85 %) die Struktur MansFuc;GIcNAc, und
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ManzGIcNAc, aufwies. In den double chain Cathepsin B-Spots mit niedrigerem

isoelektrischen Punkt waren keine N-Glykane detektierbar (nicht gezeigt).

3.3.10 Western Blot Analyse und Glykosylierungsstatus weiterer lysosomaler

Proteine

Um den Glykosylierungsstatus weiterer lysosomaler und endosomaler Proteine zu
untersuchen, wurden weitere Western Blot Analysen flr die Proteasen Cathepsin E
(Abb. 3.22 A) und Cathepsin D (Abb. 3.22 B) durchgefuhrt. Fur beide Proteine zeigte
sich in Gewebehomogenaten der knockout-Tiere fur die reifen lysosomalen Formen
eine starke Signalintensitat, sowie ein geringflgig erhdhter Unterschied des

apparenten Molekulargewichts um wenige kDa.

Die Proform von Cathepsin E wurde in der Leber bei etwa 70 kDa detektiert (Abb.
3.22 A). fur sie lieBen sich im Vergleich zu knockout- und ERT-behandelten
knockout-Tieren sowie nach PNGaseF-Verdau keine Unterschiede im
Molekulargewicht beobachten. Die reife single chain-Form wurde in Tieren des
Wildtyps als Einzelbande bei etwa 40 kDa nachgewiesen. Nach PNGaseF-Verdau
lie® sich das Molekulargewicht um wenige kDa auf ~39 kDa reduzieren. Geringe
Mengen der reifen double chain-Formen wurden als Einzelbande bei 26 kDa
nachgewiesen. In den knockout-Tieren wurde die single chain-Form von Cathepsin E
dagegen bei einem Molekulargewicht von etwa 43 kDa detektiert und konnte nach
PNGaseF-Verdau, wie auch im Wildtyp, bei etwa 39 kDa beobachtet werden.
Geringe Mengen lagen noch in Zwischenformen von 39 bis 43 kDa vor. Die double
chain-Form wurde als Doppelbande bei ~26 und 27 kDa detektiert und es liel3 sich
durch PNGaseF-Behandlung keine weitere Reduzierung der Molekulargewichte
beobachten. In den knockout-Tieren konnten zudem in den unbehandelten
Leberhomogenaten signifikante Mengen der leichten Kette der double chain-Form
bei etwa 13 und 15 kDa nachgewiesen werden, die nach PNGaseF-Inkubation
vollstandig auf die 13 kDa Form verringert wurden. Diese Form wurde in Wildtyp
Cathepsin E-Formen kaum detektiert und war nur nach Uberexposition nachweisbar.
In ERT-behandelten knockout-Tieren liefl3 sich ein klarer Effekt der ERT beobachten
und die double chain-Form wurde in einer Reihe von Banden von ~39 kDa bis ~43
kDa detektiert. Diese Formen liellen sich nach PNGaseF-Verdau auf ein

Molekulargewicht von 39 kDa deglykosylieren.
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Abb. 3.22: Western Blot Analyse von Leberhomogenaten fiir Cathepsin D und Cathepsin E.
100 ug Gesamtprotein von Wildtyp-, knockout- und ERT-behandelten knockout-Tiere wurden
in Anwesenheit von PNGaseF bzw. ohne PNGaseF fiir 20 Std. inkubiert und tber SDS-PAGE
aufgetrennt. Anschlielend wurden die Membranen mit Antiseren gegen Cathepsin E (A) und
Cathepsin D (B) detektiert. * in (B) markiert eine unspezifische Bande.

Cathepsin D ist hochgradig homolog zu Cathepsin E und wird in der Leber ahnlich
wie Cathepsin E prozessiert (Abb. 3.22 B). Die Proform wurde in allen Proben bei
etwa 50 kDa detektiert. Im Wildtyp wurde die intermediate Form mit dem Antikorper
als Doppelbande bei etwa 39 - 40 kDa und die reife Form bei ~33 kDa
nachgewiesen. Durch PNGaseF-Verdau lieR sich das Molekulargewicht der
intermediaten Form teilweise um wenige kDa verringern, fir die anderen molekularen
Formen zeigte sich kein Effekt durch die PNGaseF-Behandlung. In den
a-Mannosidase-defizienten Tieren wurde die intermediate Form von Cathepsin D
dagegen als Doppelbande bei ~40 — 41 kDa, und die intermediate Form als
Doppelbande bei ~34 — 36 kDa detektiert. Zudem liel3 sich deutlich die reife 15 kDa-
Form nachweisen. Durch Behandlung mit PNGaseF liel3 sich ein dem Wildytp
vergleichbares Bandenmuster flr die intermediate Form bei Molekulargewichten von
~35 — 40 kDa beobachten. Die Doppelbande der reifen Form wurde nach PNGaseF-
Inkubation bei ~32 — 34 kDa detektiert. Fur die reife 15 kDa Form liel} sich keine
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weitere Reduzierung des Molekulargewichts beobachten. In ERT-behandelten Tieren
war ein dem Wildtyp-vergleichbares Bandenmuster zu beobachten, mit der

Ausnahme, dass die reife 15 kDa Form detektiert werden konnte.

FlUr beide untersuchten Proteine konnten in den a-Mannosidase-defizienten Tieren
molekulare Formen mit hoheren apparenten Molekulargewichten beobachtet werden.
Nach PNGaseF-Inkubation der Gewebehomogenate wurden diese Unterschiede des
Molekulargewichts im Fall von Cathepsin E fast vollstandig eliminiert, im Fall von
Cathepsin D teilweise. Durch die ERT liel3 sich in beiden Fallen eine weitestgehende

Normalisierung der Molekulargewichte erreichen.

3.3.11 Untersuchung der Glykosylierung von Cathepsin B im Sanfilippo-

Syndrom-Mausmodell

Da die a-Mannosidase direkt am Abbau Mannose-reicher und Komplex-Typ
N-Glykane beteiligt ist, sind zwei Mechanismen, die zu einer Hyperglykosylierung

lysosomaler Proteine bei den knockout-Mausen fuhren, vorstellbar:

g
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Abb. 3.23: Western Blot Analyse von Cathepsin B an Gewebehomogenaten von Wildtyp, a-
Mannosidose und MPS llIB-Maus-Lebern. Je 150 ug Gesamtprotein der Leber wurden mit
einem Cathepsin B-Antikorper detektiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle detektiert.
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1. Die a-Mannosidase ist gegeniber Glykanen am nativen Peptidanteil von Proteinen

hydrolytisch aktiv.

2. Durch die Speicherung von undegradierten Makromolekulen ist eine sekundare

Einschrankung in der Prozessierung der N-Glykane denkbar.

Um zu Uberprifen, ob bei einem weiteren Mausmodell ebenfalls eine Veranderung
der Glykosylierung lysosomaler Proteine vorliegt, wurden Leberhomogenate von
MPS 1lIB-Mausen (Defizienz der N-Acetyl-a-D-Glukoseaminidase (NAGLU),
Sanfilippo-Syndrom, (Li et al. 1999)) im Vergleich mit Homogenaten der
a-Mannosidase-defizienten Mause untersucht. Leber von MPS 1lIB-Mausen wurde
freundlicherweise von Dr. Guglielmo Villani und Prof. Paola di Natale, Universitat
Neapel, Italien zur Verfugung gestellt. Wie auch in den a-Mannosidase-defizienten
Mausen zeigte sich fur die single chain- als auch fur double chain-Formen von
Cathepsin B in den Gewebehomogenaten des MPS IlIB-Mausmodells ein hdheres
apparentes Molekulargewicht, sowie eine erhohte Protein-Menge. Diese Ergebnisse
lassen auf einen generellen Effekt, bedingt durch eine lysosomale Speicherung, auf

die Prozessierung von N-Glykanen lysosomaler Proteine schlie3en.

3.3.12 Bestimmung der spezifischen Dichte von Lysosomen

Um neben Veranderungen auf lysosomale Enzyme weitere Auswirkungen der
lysosomalen Speicherung auf allgemeine Veranderungen der Lysosomen zu
untersuchen, wurde die spezifische Dichte der Lysosomen uber Percoll-
Dichtezentrifugation bestimmt. Postnukleédre Uberstéande von Gewebehomogenaten
der Leber und des Gehirns wurden auf eine Endkonzentration von 50 % Percoll
gebracht und zentrifugiert. Von den einzelnen resultierenden Gradienten-Fraktionen
wurde anschliefend die Aktivitat der B-Hexosaminidase als lysosomales Leitenzym

bestimmt.
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Abb. 3.24: Percoll-Dichtezentrifugation von Gehirn- und Leberhomogenaten. Postnukleare
Uberstande der Leber (A; C) und des Gehirns (B; D) wurden iiber Percoll-Dichtezentrifugation
aufgetrennt. Die B-Hexosaminidase-Aktivitdt wurde in jeder Fraktion bestimmt und in Prozent
der Gesamtaktivitdt angegeben (N = 3) (A; B). Die Anteilige Verteilung des Gesamtproteins
wurde ebenfalls in Prozent angegeben. Die spezifische Dichte jeder Fraktion wurde
refraktometrisch bestimmt (C; D).

In beiden Geweben zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der
Gesamtaktivitat innerhalb der Fraktionen des Gradienten. In der Leber (Abb. 3.24 A)
wurde ein Grofteil der p-Hexosaminidase-Gesamtaktivitat in Wildtyp-Tieren in den
Fraktionen 15 — 19 mit einer Dichte von 1,15 bis 1,245 gemessen. In knockout-Tieren
wurde dagegen bereits in den Fraktionen 9 — 15 bei einer deutlich geringeren Dichte

von 1,115 — 1,15 die hochste B-Hexosaminidase-Aktivitat bestimmt.

Im Gehirn (Abb. 3.24 B) zeigte sich eine signifikant andere Verteilung der
B-Hexosaminidase-Aktivitat als in der Leber. Ein Grol3teil der Aktivitat lie sich bei
beiden Genotypen in rab5-positiven, endosomalen Fraktionen 2 — 6 bei einer Dichte
von 1,025 - 1,075 nachweisen. Die Dichte der (-Hexosaminidase-positiven
Endosomen wies keine signifikanten Unterschiede auf. Lysosomen lieRen sich im
Wildtyp in den Fraktionen 10 — 15 bei einer Dichte von etwa 1,08 — 1,125
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nachweisen, in knockout-Tieren bereits in den Fraktionen 8 - 12 bei einer Dichte von
1,075 -1,10.

Die lysosomale Speicherung von primarem Speichermaterial oder ggf. sekundaren
Speichermaterials fuhrt somit in der Leber als auch im Gehirn zu veranderten
physikalischen Eigenschaften und einer veranderten Morphologie der Lysosomen,
die sich nicht nur in einer Expansion des lysosomalen Systems zeigt (vergl. 3.2.8),

sondern auch in einer verringerten Dichte.

3.4 Neuropathologie a-Mannosidase-defizienter Mause

Die humane a-Mannosidose-Erkrankung geht haufig mit einer Beteiligung des ZNS
einher und fuhrt bei den meisten Patienten zu einem progressiven Verlust mentaler
Fahigkeiten (Malm 2008). Im a-Mannosidase-Mausmodell konnten in Neuronen und
Gliazellen des Hippocampus sowie weiteren Regionen des ZNS Speichervakuolen
nachgewiesen werden (Stinchi et al. 1999; Blanz et al. 2008). Die Krankheit
manifestiert sich demzufolge in teilweise ausgepragten Defiziten neurokognitiver
Fahigkeiten der Mause (D'Hooge et al. 2005; Caeyenberghs et al. 2006). Im

Folgenden wurde die Neuropathologie der defizienten Mause naher untersucht.

3.4.1 Laserscanmikroskopie von Gehirnpraparaten

Paraformaldehyd-fixierte Gehirnpraparate wurden am Gefrier-Vibratom in 40 pm
semi-Dunnschnitte geschnitten. Da in Geweben vor allem in postmitotischen Zellen
wie Neuronen haufig endogenes, schwach bis moderat autofluoreszentes Material
(Lipofuscin) als intrazellulares Abbauprodukt zu finden ist (Schnell et al. 1999), als
auch Hintergrundfluoreszenz durch das Fixativum (Paraformaldehyd) entsteht,
wurden Negativkontrollen fur die Bestimmung der Hintergrund- und Autofluoreszenz
ohne weitere Antikérper-Farbung aufgezogen und unter dem Laserscanmikroskop
analysiert. Dabei zeigten sich schon in den Negativkontrollen bei einer differentiellen
Betrachtung an Schnitten von Tieren des Wildtyps und knockout-Tieren bei
Extinktion mit einem Hochrot-Laser (633 nm) betrachtliche Unterschiede in der

Intensitat und Verteilung des autofluoreszenten Materials (Abb. 3.25).
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Abb. 3.25: Autofluoreszenz im Cerebellum bei einer Anregung bei 633 nm 18 Monate alter
Tiere. A; Im Cerebellum von Wildtyp-Tieren zeigt sich eine geringe Autofluoreszenz in der
Purkinjezellschicht, wahrend sich bei knockout-Tieren (B) granuldres autofluoreszentes
Material in der molekularen Schicht zeigt. Balken = 500 ym

Beide Genotypen wiesen schwache, punktierte Autofluoreszenz in fast allen
Bereichen des Gehirns auf. Im Cerebellum (Abb. 3.25 A und B) zeigte sich
insbesondere in den knockout-Tieren eine drastisch erhdhte Akkumulation
autofluoreszenten Materials. Mit dem progredienten Verlauf der Erkrankung und

steigendem Lebensalter lie} sich vermehrt autofluoreszentes Material beobachten.

Im Cerebellum war autofluoreszentes Material in Tieren des Wildtyps ab einem Alter
von etwa sechs Monaten zu finden und war dort im Wesentlichen auf die Schicht der
Purkinjezellen zwischen Molekular- und Kdérnerschicht begrenzt. Nur wenige Zellen
innerhalb der Kornerschicht wiesen eine ahnliche Autofluoreszenz auf. Im
Cerebellum von knockout-Tieren dagegen zeigte sich eine deutliche Anhaufung
autofluoreszenten Materials innerhalb der Molekularschicht. Insgesamt war die
Autofluoreszenz wesentlich starker und die autofluoreszierenden Strukturen wiesen
eine deutlich veranderte Verteilung auf. Die verschiedenen Lobi des Cerebellums
unterschieden sich dabei in der Intensitat und im Volumen des Materials, wobei die
Lobi X und XI deutlich weniger stark betroffen waren. Massive Speicherung
autofluoreszenten Materials zeigte sich zudem im Bereich der zentralen

Kleinhirnkerne.
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Abb. 3.26: Autofluoreszenz in verschiedenen Extinktions-Kanalen. Semi-DiUnnschnitte des
Cerebellums eines 18 Monate alten knockout-Tieres wurden mit 488 nm (A), 543 nm (B)
sowie (C) 633 nm angeregt und die Emission in einem 100 nm Intervall 50 nm Uber der
Anregungswellenlange ausgelesen. D zeigt eine Uberlagerung der drei Einzelbilder.
Balken = 500 pym

Um weiter zu charakterisieren, bei welchen Anregungswellenlangen eine Emission
von Licht zu beobachten war und ob sich die autofluoreszenten Signale in allen
Wellenlangen deckten, wurden Semi-Dunnschnitte jeweils mit einem UV-Laser,
sowie Lasern mit Wellenlangen von 488 nm (Abb. 3.26 A), 546 nm (Abb. 3.26 B)
sowie 633 nm (Abb. 3.26 C) angeregt und die Fluoreszenz wurde jeweils in einem
100 nm-Intervall 50 nm Uber der Anregungswellenlange am Laserscanmikroskop
ausgelesen. Abb. 3.26 D zeigt die Uberlagerung der drei Emmissionsaufnahmen des
autofluoreszenten Materials in den verschiedenen Anregungenswellenlangen. Bei
allen Anregungswellenlangen liel} sich das autofluoreszente Material darstellen, bei
488 und 633 nm sowie im UV-Bereich (nicht gezeigt) liel3 sich eine besonders starke

Emission erreichen. Die Autofluoreszenz Gberlappte nur teilweise in allen Kanalen.

Durch Lipofuscin verursachte Autofluoreszenz kann durch eine Behandlung mit

CuSO,4 oder Sudan Schwarz signifikant reduziert werden, der genaue Mechanismus
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dieser Reaktion ist dabei bislang nicht geklart (Schnell et al. 1999). Durch eine
einstundige Behandlung der Schnitte mit 200 pM CuSO4 konnte eine deutliche

Reduktion der Autofluoreszenz in allen Kanalen erreicht werden (nicht gezeigt).

3.4.2 Histologische Untersuchung des Cerebellum

Um morphologische Veranderungen innerhalb des Cerebellum der a-Mannosidase-
defizienten Tiere zu untersuchen, wurden je 12 und 16 Monate alte Wildtyp- und
knockout-Tiere durch transkardiale Perfusion mit 3 % Glutaraldehyd fixiert, das ZNS
in Kunststoff-Polymer eingebettet und 1 ym dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte
wurden Toluidin-Blau gefarbt. Die Praparation der Schnitte und histologische
Begutachtung der Praparate erfolgte durch Prof. Dr. Renate Lullmann-Rauch,

Anatomisches Institut der Universitat Kiel.

Wahrend in Wildtyp-Tieren die Purkinjezellreihe in allen Lobi weitgehend erhalten
war, (Abb. 3.27 A) waren in a-Mannosidase-defizienten Tieren teilweise grolde
Licken in der Purkinjezellreihe erkennbar, in denen Purkinjezellen fehlten (Abb. 3.27
B). Besonders in Folie 4, 5 und 6 fehlten Purkinjezellen streckenweise fast
vollstandig. 16 Monate alte knockout-Tiere wiesen dabei generell weniger

Purkinjezellen auf als 12 Monate alte Tiere.
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Abb. 3.27: Histologische Untersuchung des Cerebellum. Glutaraldehyd-fixierte Gehirne von
12 Monate alten Wildtyp (A, C) und a-Mannosidase-defizienten Tieren (B, D, E, F) wurden in
Kunststoff eingebettet. Mit einem Ultra-Mikrotom wurden dann 1 um dicke Schnitte angefertigt.
Die Schnitte wurden anschlieBend Toluidin-Blau gefarbt. Ein weiller Stern markiert eine
verbliebene Purkinjezelle mit lysosomalem Speichermaterial (B). Dicke weisse Pfeile weisen
auf Makrophagen in der Molekularschicht (E, F). Der dinne weiRe Pfeil weist auf
Speicherlysosomen in einer Purkinjezelle. (A, B) Balken = 50 uym, (C - F) Balken = 20 ym.
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In Bereichen mit fehlenden Purkinjezellen konnten in den knockout-Tieren Zellen in
der Purkinjezellschicht beobachtet werden, die sich klar in ihrer Morphologie von
Purkinjezellen unterschieden (Abb. 3.27 D). Es ist dabei anzumerken, dass auch in
Wildtyp-Tieren teilweise Lucken in der Purkinjezellreihe zu beobachten waren, die
auf ebenfalls fehlende Zellen oder Praparat-bedingte Anschnitte aulierhalb des

Zellkerns zurtckzufihren sind.

Innerhalb der Molekularschicht des Cerebellums wurden in knockout-Tieren deutlich
stark Toluidin-Blau-positive Zellen gefarbt, die ihrer Morphologie nach als
phagozytierende Mikroglia bzw. Makrophagen identifiziert wurden. Nicht-
phagozytierende, ruhende Mikroglia, die auch im Cerebellum von Wildtyp-Tieren zu
finden sind (siehe Abb. 3.28), werden durch Toluidin-Blau nicht angefarbt. Die
phagozytierenden Makrophagen wurden haufig in direkter Nahe von Neuronen,
insbesondere Purkinjezellen, oder aber perivascular beobachtet. In vielen
Purkinjezellen  der  a-Mannosidase-defizienten Mause konnten  zudem
Speicherlysosomen beobachtet werden, die in Wildtyp-Tieren nicht detektiert

wurden.

3.4.3 Immunohistochemische Farbung von Mikroglia im ZNS

Da die histologische Untersuchung des Cerebellums der a-Mannosidase-defizienten
Mause aullergewdhnlich viele phagozytierende Makrophagen innerhalb der
Molekularschicht gezeigt hatte, sollten Morphologie und Aktivierungsstatus der
Mikroglia-Population im ZNS immunohistochemisch untersucht werden. Mikroglia
finden sich im gesamten ZNS gesunder Tiere als stark verastelte, ruhende Zellen.
Nach Verletzungen oder entzundlichen Reaktionen verandern sie sich hinsichtlich
ihrer Morphologie zu buschigen, feiner verastelten, aktivierten Mikroglia und
schliel3lich zu phagozytierenden Makrophagen mit abgerundeter (amdboider)

Morphologie und wenigen Verastelungen (Ladeby et al. 2005).



114 Ergebnisse

Abb. 3.28: Immunohistochemische Farbung von Mikroglia im Cerebellum des Makrophagen-
Marker F4/80. 40 ym Vibratom-Schnitte 12 Monate alter Wildtyp- (A, C, E) und knockout-
Tiere (B, D, E, G) wurden mit einem Antikdrper gegen den fir Makrophagen-spezifischen
Marker F4/80 gefarbt. A und B zeigen Lobus Il und IV, C und D Lobus I/ll. E = ruhende,
verastelte Mikroglia aus der Molekularschicht eines Wildtyp-Tiers, F = buschige, aktivierte
Mikrogliazelle und G phagozytierende Mikrogliazelle / Makrophage aus der Molekularschicht
eines knockout-Tieres. (A, B) Balken = 50 um, (C, D) Balken = 20 um, (E, F, G) Balken =4 pm

In 12 Monate alten Tieren des Wildtyps konnten in allen Bereichen des Cerebellums
ruhende, verastelte Mikroglia beobachtet werden (Abb. 3.28 A, C, E). Sowohl in der
molekularen, als auch in der granularen Zellschicht und im Bereich der zentralen
Kleinhirnkerne befanden sich diese ruhenden Mikroglia. Im Gegensatz dazu konnten
in der Molekularschicht des Cerebellums der a-Mannosidase-defizienten Mause
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(Abb. 3.28 B, D) aktivierte Mikroglia in verschiedenen Stufen der Aktivierung von
buschig und stark verastelt (Abb. 3.28 F), bis hin zu amdboiden, phagozytierenden
Makrophagen detektiert werden (Abb. 3.28 G). In allen Lobi des Cerebellums liel3en
sich aktivierte / phagozytierende Mikroglia nachweisen, wobei die Lobi IX und X
weniger stark betroffen waren. Auch im Bereich der zentralen Kleinhirnkerne fanden
sich aktivierte Mikroglia. Innerhalb der granularen Zellschicht waren nur wenige
Mikroglia aktiviert und es konnten keine amoéboiden phagozytierenden Makrophagen
beobachtet werden. Die lysosomale Speicherung innerhalb der Mikroglia fuhrt somit
entweder direkt zu der Aktivierung der Mikroglia-Population im Cerebellum und im
speziellen in der Molekularschicht, oder wird durch die umgebenden Zellen im
Gewebe und damit verbundener systemischer Entzindung des Cerebellums
induziert. Auffallig war in diesem Zusammenhang auch die Verteilung der aktivierten
Mikroglia innerhalb des Cerebellums, die stark der Verteilung des autofluoreszenten

Materials ahnelte.

3.4.4 Co-Lokalisation von aktivierten Mikroglia und autofluoreszentem

Material

Die fast identische Verteilung von autofluoreszentem Material und phagozytierenden
Mikroglia innerhalb des Cerebellums der a-Mannosidase-defizienten Mause liel} die
Vermutung aufkommen, dass das autofluoreszente Material innerhalb dieser
Makrophagen akkumuliert. Um diese Annahme zu verifizieren, wurde eine Co-
Lokalisierungsstudie des autofluoreszenten Materials und F4/80-positiven Mikroglia
durchgefuhrt (Abb. 3.29). Durch die Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikorper
gegen das F4/80-Antigen (Abb. 3.29 A, grin) wurde eine der DAB-Farbung (vergl.
Abb. 3.28 B und D) entsprechende Farbung von Mikroglia erreicht. Autofluoreszenz
wurde bei einer Anregung von 633 nm aufgenommen und beide Aufnahmen wurden
Ubereinander gelegt. Fast alle autofluoreszenten Strukturen wurden von dem auf der
Zellmembran lokalisierten F4/80-Antigen umschlossen und zeigten eine klare
Lokalisation innerhalb von Mikrogliazellen. Vor allem im Bereich der
Purkinjezellschicht, aber auch innerhalb der Molekularschicht, befanden sich
autofluoreszenten Strukturen, die nicht Mikroglia zugeordnet werden konnten. Nicht
alle Mikroglia akkumulierten autofluoreszentes Material, besonders fur weniger stark
gefarbte Zellen (vermutlich ruhende, verastelte Mikroglia) zeigte sich keine Co-

Lokalisation mit autofluoreszentem Material. Die Akkumulation des autofluoreszenten
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Lipofuscins in der Molekularschicht des Cerebellum der a-Mannosidase-defizienten
Tiere findet entsprechend fast ausschlielllich in hochgradig aktivierten,

phagozytierenden Makrophagen statt.

Abb. 3.29: Co-Lokalisation von autofluoreszentem Material und Mikroglia. 40 pym Vibratom-
Schnitte wurden mit einem Antikérper gegen das F4/80-Antigen gefarbt und mit einem
Fluoreszenzfarbstoff konjugierten Sekundarantikorper bei Anregung von 488 nm detektiert
(A). Autofluoreszenz wurde bei einer Anregung von 633 nm detektiert (B). C und D zeigen
eine Uberlagerung beider Aufnahmen. (A, B, C) Balken = 50 um, (D) Balken = 15 ym.

3.4.5 Immunohistochemische Farbung des Astroglia-Markers GFAP

Neben einer Aktivierung von Mikroglia werden neurologischen Erkrankungen des
ZNS haufig auch von einer reaktiven Astrogliose begleitet. Besonders der Untergang
von Neuronen wird haufig von einer reaktiven Astrogliose begleitet (Eng und
Ghirnikar 1994). Durch immunohistochemische Farbung des Astroglia-Markers
GFAP (glial fibrilarry acidic protein) wurde daher das ZNS von 12 und 16 Monate

alten a-Mannosidase-defizienten Mausen hinsichtlich einer Astrogliose untersucht.
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Wahrend im Grol3hirn keine signifikanten Unterschiede in Morphologie und Menge
von Astroglia zu gleichaltrigen Wildtyp-Tieren zu beobachten war, lie3 sich im
Cerebellum eine Aktivierung von Bergmann-Glia, einer spezialisierten Astroglia-
Subpopulation des Cerebellums in der Purkinjezellschicht, beobachten. In 12 als
auch 18 Monate alten Wildtyp-Tieren konnten Bergmann-Glia mit diinnen Auslaufern
in der Molekularschicht durchgehend in der Purkinjezellschicht identifiziert werden. In
12 Monate alten Tieren zeigte sich dagegen in kleinen, abgegrenzten Bereichen eine
Aktivierung der Bergmann-Glia, die durch eine Hypertrophie der in die
Molekularschicht hervorragenden Auslaufer sowie der Soma charakterisiert war. In
18 Monate alten knockout-Tieren konnte eine deutlich fortgeschrittenere, reaktive

Gliose der Bergmann-Glia beobachtet werden.

Abb. 3.30: Immunohistochemische Farbung des Astroglia-Markers GFAP im Cerebellum.
Vibratom-Schnitte von 12 Monate alten Wildytp (A, C) und a-Mannosidase-defizienten Tieren
(B, D) wurden mit einem Antikorper gegen den Astroglia-Marker GFAP gefarbt. In der
Purkinjezellschicht wurden in Wildtyp-Tieren vor allem Bergmann-Glia angefarbt (Lobus V/VI).
In knockout-Tieren sind die Bergmann-Glia in einigen Abschnitten hypertrophisch verdickt und
ihre Auslaufer reichen teilweise vollstandig durch die Molekularschicht hindurch. (A, B) Balken
=100 pym (C, D) Balken = 20 pm.
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In fast allen Lobi konnten Nester mit verdickten Bergmann-Glia entdeckt werden,
wobei besonders Folie V stark von der reaktiven Gliose betroffen war. Die
hypertrophen Bergmann-Glia wiesen auf eine Schadigung der neuronalen

Zellpopulation in der Molekularschicht hin.

3.4.6 Co-Lokalisation von Bergmann-Glia und Purkinjezellen

Der immunohistochemische Nachweis des Astroglia-Markers GFAP hatte eine
reaktive Gliose von Bergmann-Glia in der Molekularschicht des Cerebellums
a-Mannosidase-defizienter Mause gezeigt. Die histologische Beurteilung des
Cerebellums hatte zudem bei Mausen ab 12 Monaten den Verlust von Purkinjezellen
offenbart. Da besonders Lobi des Cerebellums von der Astrogliose betroffen waren,
in denen auch ein Verlust von Purkinjezellen beobachtet wurde, wurde die Co-
Lokalisierung von Purkinjezellen und Astroglia im Cerebellum der knockout-Mause
untersucht. Purkinjezellen wurden dabei mit einem Antikdrper gegen den Marker

Calbindin gefarbt, Astroglia mit einem Antikérper gegen den Marker GFAP.

Zudem wurde autofluoreszentes Material im UV-Kanal detektiert. Durch die
Calbindin-Farbung konnten Lucken in der Purkinjezellschicht mit fehlenden
Purkinjezellen beobachtet werden, in denen weder Soma noch Dendriten gefarbt
wurden. Durch Immunfluoreszenzfaroung von GFAP wurden, wie bei der
immunhistochemischen Farbung (vergl. Abb. 3.30), hypertrophe Bergmann-Glia mit
verdickten Soma und Auslaufern bis tief in die Molekularschicht detektiert. Eine
Uberlagerung von GFAP- und Calbindin-Férbung zeigte eine Lokalisation der
reaktiven Astrogliose an denjenigen Stellen des Cerebellums, an denen
Purkinjezellen fehlten. Zwischen Purkinjezelltod und lokaler, reaktiver Astrogliose im
Cerebellum bestent somit offensichtlich ein funktioneller Zusammenhang.
Autofluoreszentes Material, das vor allem in Mikroglia akkumulierte (vergl. 3.4.3),
wurde innerhalb der Molekularschicht anliegend an Dendriten der Purkinjezellen

sowie Auslaufern der Bergmann-Glia detektiert.
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Abb. 3.31: Immunfluoreszenz-Farbung von Calbindin und GFAP. Auf Vibratom-Schnitten des
Gehirns einer 12 Monate alten a-Mannosidase-defizienten Maus wurde autofluoreszentes
Material im UV-Bereich angeregt (A) sowie mit einem Antikdrper gegen den Astrozyten-
Marker GFAP (B) und einem Antikérper gegen den Purkinjezell-Marker Calbindin (C) gefarbt.
D zeigt eine Uberlagerung der drei Fluoreszenzkanéle. Balken = 50 ym

3.4.7 Sekundare Speicherung von Cholesterin im ZNS

Im ZNS wird Cholesterin flr die Synthese neuer Membranen vor allem durch Neu-
Synthese, oder durch retrograden Transport aus dem endo- / lysosomalen System
zur Verfugung gestellt (Vance 2006). Lysosomales Cholesterin stammt dabei aus
abgebauten Membranbestandteilen (Recycling-Weg). Fur eine Reihe von
Mausmodellen  lysosomaler  Speichererkrankungen  konnte  neben dem
entsprechenden Hauptspeichermaterial eine sekundare Speicherung von Cholesterin
gezeigt werden (MPS I, MPS II, MPS IlIA, MPS IV, GM1 und GM2-Gangliosidose
(McGlynn et al. 2004; Walkley et al. 2005)). Die Percoll-Dichtezentrifugation von
Homogenaten der a-Mannosidase-defizienten Mause (siehe 3.3.12) hatte eine
signifikant verringerte Dichte der Lysosomen in Leber und ZNS gezeigt, die auf eine
Speicherung von Lipiden zuruckzufuhren sein konnte. Daher wurden Semi-
Dunnschnitte des ZNS und der Leber von 12 und 18 Monate alten Wildtyp- und
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knockout-Mausen mit Filipin gefarbt, um Cholesterin nachzuweisen. Filipin bindet
hochspezifisch freies Cholesterin und fluoresziert bei einer Anregung im UV-Bereich
(Geyer und Bornig 1975). Im ZNS der knockout-Mause fand eine deutliche
Akkumulation von Cholesterin innerhalb der molekularen Zellschicht in allen Lobi des
Cerebellums statt (siehe Abb. 3.32). In Wildtyp-Tieren wurden nur geringste Mengen
freien Cholesterins gefarbt. In anderen Bereichen des ZNS konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Speicherung von Cholesterin zwischen beiden
Genotypen beobachtet werden. Die Speicherung von Cholesterin in den knockout-
Mausen verlauft progressiv und war insbesondere in alten Tieren (ab einem Alter von

12 Monaten) besonders deutlich ausgepragt.

In der Leber konnte keine signifikante Speicherung von freiem Cholesterin mittels der
Filipin-Farbung beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die verringerte Dichte
(siehe 3.3.12) der Lysosomen wird daher vermutlich nicht mafRgeblich durch

Cholesterin verursacht, auch wenn dies fur das ZNS nicht auszuschlief3en ist.

Abb. 3.32: Speicherung von Cholesterin im Cerebellum a-Mannosidase-defizienter Mause.
Gewebeschnitte des ZNS 18 Monate alter Wildtyp- (A) und knockout-Mause (B) wurden mit
dem Cholesterin-bindenden Fluorophor Filipin gefarbt. Freies Cholesterin wird in der
molekularen Schicht des Cerebellums gespeichert. MZ = Molekulare Zellschicht; PZ =
Purkinjezellschicht; GZ = Granulare Zellschicht. Balken = 200 pm

Da Cholesterin als auch Lipofuscin ausgepragt in der Molekularschicht des
Cerebellums gespeichert wurden, wurde untersucht, ob diese beiden sekundaren

Speichermaterialien in den gleichen Zellen oder in unterschiedlichen Zellen lokalisiert
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waren. Abb. 3.32 zeigt einen Ausschnitt des Cerebellums mit dem besonders stark
von der Akkumulation von Lipofuscin betroffenen Lobus VI. Cholesterin wurde durch
Filipin angefarbt und im UV-Kanal angeregt, wahrend das autofluoreszente
Lipofuscin bei 488 nm detektiert wurde. Beide sekundaren Speichermaterialien
zeigten eine teilweise Co-Lokalisation in ahnlicher Verteilung wie die aktivierten
Mikroglia, wobei sich Cholesterin in deutlich mehr Zellen darstellen lie3. In der
Purkinjezellschicht fand im Gegensatz zu Lipofuscin keine Speicherung von freiem
Cholesterin statt. Cholesterin stellt somit einen Teil des Lipofuscins dar, welches
vorwiegend in Mikroglia akkumuliert, wird aber nicht ausschlief3lich bzw. nicht in allen

Mikroglia gespeichert.

Abb. 3.33: Co-Lokalisation von Lipofuscin und Cholesterin im Cerebellum. Semi-Dinnschnitte
wurden mit Filipin gefarbt und im UV-Kanal detektiert (A, D, rot). Lipofuscin wurde durch
Anregung bei 488 nm detektiert (B, E, griin). C und F zeigen eine Uberlagerung beider Bilder.
Die Purkinjezellschicht ist in C durch eine gestrichelte weile Linie gekennzeichnet. Der in D, E
und F vergrolRerte Bereich ist markiert. (A, B, C) Balken = 100 ym, (D, E, F) Balken = 15 ym
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3.4.8 Expression des Niemann-Pick 2 (NPC2) Proteins

Der genaue Mechanismus des Exports von Cholesterin aus Endo- und Lysosomen
ist bis heute nicht vollstandig geklart (Infante et al. 2008; Pacheco und Lieberman
2008). Die beiden Proteine NPC1 und NPC2 spielen jedoch offensichtlich eine
zentrale Rolle, da die Defizienz eines der beiden Proteine zu einer Niemann-Pick
Typ C-(NPC) Erkrankung fihrt. NPC ist durch eine massive Speicherung von
Cholesterin und Glykosphingolipiden in spaten Endosomen und Lysosomen der
Leber sowie des ZNS charakterisiert. Die Expression von NPC2 in der Leber und im
ZNS wurde durch Western Blot Analysen untersucht (Abb. 3.34).
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Abb. 3.34: Western Blot Analyse des NPC2-Proteins im ZNS und der Leber. Gehirnhomogenate
von je zwei 12 Monate alten Wildtyp und a-Mannosidase-defizienten Mausen (A) und
Leberhomogenaten (B) von Wildtyp, a-Mannosidase-defizienten, ERT-behandelten
a-Mannosidase-defizienten und MPS IIIB Mausen. 150 ug Gesamtprotein wurden tber 15 %
SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membran transferiert und mit einem NPC2-Antiserum
detektiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle detektiert.

Wahrend NPC2 im Gehirn von Wildtyp-Tieren in verschieden stark glykosylierten
Formen mit apparenten Molekulargewichten von 16 und 18 kDa detektiert wurden
(Abb. 3.34 A), konnte in Homogenaten der a-Mannosidase-defizienten Tiere fast
ausschlieBlich die hochmolekulare 18 kDa-Form detektiert werden. In den knockout-

Mausen wurde das Protein zudem signifikant starker detektiert. In der Leber (Abb.
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3.34 B) wurde NPC2 im Wildtyp bei etwa 15 und 16 kDa detektiert. In
a-Mannosidase-defizienten Tieren zeigte sich eine zum Gehirn vergleichbare
Protein-Expression mit einer erhdhten Signalintensitat und Detektion bei 18 kDa. In
ERT-behandelten Tieren lag das Protein in Zwischenformen von 16 — 18 kDa vor. In
der Leber der MPS IlIB-Tiere wurde NPC2 bei etwa 17 kDa detektiert. Nach
Inkubation von Gewebehomogenaten der Leber und des Gehirns mit PNGaseF liel3
sich fur die deglykosylierten Formen ein apparentes Molekulargewicht von ~14 kDa

beobachten (nicht gezeigt).

Da NPC2 eine zentrale Rolle im intrazellularen Transport von Colesterin spielt,
konnte zumindest in einigen Zelltypen die Interaktion des in a-Mannosidase- und
NAGLU-defizienten Tieren deutlich starker glykosylierten NPC2 mit Cholesterin zu

einem gestorten Transport fihren.

3.4.9 Western Blot Analyse des Autophagie-Markers LC3

Zytosolische Proteine und ganze Organellen kdénnen Uber Autophagie und die
Verschmelzung von Autophagosomen mit Lysosomen degradiert werden (Klionsky
und Emr 2000). Eine verminderte Degradation im lysosomalen Lumen durch eine
LSD kdénnte auch die Degradation autophagozytierten Materials beeinflussen. Jingst
konnte in einigen Mausmodellen fur LSDs eine erhdhte Menge von Autophagosomen
und eine Beeintrachtigung des autophagozytaren Systems nachgewiesen werden
(Cao et al. 2006; Liao et al. 2007; Settembre et al. 2008; Takamura et al. 2008).

Die Immundetektion des Atg8-Hefe-Orthologs LC3 ist als quantitativer Marker fur
Autophagosomen etabliert (Klionsky et al. 2008) und wurde als Nachweis fir

Autophagosomen im ZNS der a-Mannosidase-defizienten Mause verwendet.

Die zytosolische Form des Proteins (LC3-l) mit einem apparenten Molekulargewicht
von etwa 18 kDa wird wahrend der Formation von Autophagosomen durch eine
Konjugation an Phosphatidylethanolamin (PE) lipidiert und somit in die neu
entstehende autophagosomale Membran integriert. Die lipidierte Form (LC3-Il) wird
in der SDS-PAGE bei einem apparentes Molekulargewicht von 16 kDa detektiert
(Kabeya et al. 2000).
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Abb. 3.35: Western Blot Analyse des Autophagie-Markers LC3. 100 ug Gesamtprotein des
Gehirns von je zwei 2, 6 und 12 Monat alten Wildtyp- und knockout-Tiere wurden tber 15 %
SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem LC3-Antiserum detektiert. Die Signalstarke von LC3-I
und LC3-Il wurden densitometrisch quantifiziert und als Ratio dargestellt (N = 2). GAPDH
wurde als Ladekontrolle detektiert.

Da das membrangebundene LC3-Il in Autophagosomen nach der Fusion mit
Lysosomen und/ oder Endosomen rasch durch lysosomale Proteasen degradiert wird
und somit eine kurze Halbwertzeit hat (Tanida et al. 2005), ist seine Signalintensitat
proportional zu der Menge autophagosomaler Membranen. Wahrend in Wildtyp-
Tieren aller Altersstufen in Gehirnhomogenaten Uberwiegend die zytosolische LC3-I-
Form detektierbar war (Ratio LC3-1l/ LC3-I = ~0,6), lag in den knockout-Tieren ein
signifikant hoherer Anteil in der PE-lipidierten LC3-Il-Form vor (Ratio LC3-1l/ LC3-l =
~1,1) (Abb. 3.35). Dartber hinaus lie® sich feststellen, dass die Expression von LC3

mit steigendem Lebensalter zunahm.

Die signifikant starkere Detektion von LC3-Il spricht entweder fur einen verminderten

Abbau von Auotphagosomen oder fur eine erhdhte Induktion von Autophagie.
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3.4.10 Western Blot Analyse des Autophagie-Markers Beclin 1 und von

Proteinen des mTOR-Signalweges

Autophagie wird entweder durch die Aktivierung des Beclin 1-Signalweges oder
durch die Dephosphorylierung von mTOR (mammalian target of rapamycin) reguliert
(Klionsky und Emr 2000). Die stark erhohte Menge von Autophagosomen lasst sich
entweder durch erhohte Induktion von Autophagie oder durch den verminderten
Abbau von Autophagosomen durch gestérte Fusion mit Lysosomen erklaren.
Beclin 1 (S. cerevisiae-Ortholog des Hefe-Proteins ATG6) ist Teil des Class Il PI3K-
Komplexes, der entscheidend in der Induktion der Formation von Autophagosomen
am Trans-Golgi-Netzwerk beteiligt ist (Kihara et al. 2001). Abb. 3.36 A zeigt eine
Western Blot Analyse fur Beclin 1 mit Gehirnhomogenaten von Wildtyp- und
knockout-Mausen verschiedenen Alters. Fir keine Altersstufe lieRen sich signifikante
Unterschiede zwischen Wildtyp- und knockout-Mausen in der Expression von
Beclin 1 beobachten. Es liegt entsprechend keine Induktion von Autophagie durch

den Beclin 1-abhangigen PI3K-Signalweg vor.
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Abb. 3.36: Western Blot Analyse fiir Beclin 1 und Phosphorylierunsgs-spezifischen
Antikorpern fiir mTOR und Akt. 100 pg Gesamtprotein des Gehirns wurden Uber 12,5 %
SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membran transferiert und mit Antikdrpern fur Beclin 1 (A)
sowie Phosphorylierungs-spezifischen Antikdrpern gegen mTOR und Akt detektiert (B und C).



126 Ergebnisse

Um neben dem Beclin 1 / Class lll PI3K-Signalweges eine Regulation durch
Akt / mTOR zu Uberprufen, wurden ihre Expression und Aktivierungsstatus durch
Phosphorylierungs-spezifische Antikdrper untersucht (Abb. 3.36). Akt und seinem
Effektorprotein mTOR werden durch den Insulin-Rezeptor / Class | PI3K-Signalweg
gesteuert, der inhibitorisch auf die Induktion von Autophagie wirkt (Corcelle et al.
2007; Maiuri et al. 2007). Phosphorylierung der beiden Signalproteine fuhrt zu einer
Aktivierung von Autophagie. Weder fur Phospho-Akt noch fir Phospho-mTOR (Abb.
3.36 C) zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Signalintensitat zwischen
knockout- und Wildtyp-Tieren der verschiedenen Altersstufen. Auch duber den mTOR-
Signalweg findet somit keine erhohte Induktion von Autophagie in den
a-Mannosidase-defizienten Mausen statt. Da bei erhohter Detektion von LC3-II
weder Uber den Beclin 1, noch Uber Akt / mTOR eine Aktivierung von Autophagie
stattfindet, scheint ein ein verminderter Abbau von Autophagosomen, bedingt durch
die lysosomale Speicherung, vorzuliegen und die Akkumulation von

Autophagosomen zu verursachen.
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4 Diskussion

Die Defizienz einer lysosomalen Hydrolase fuhrt zu einer Speicherung des Substrats
des defizienten Enzyms im lysosomalen Lumen. Als Folge der lysosomalen
Speicherung  manifestieren sich bei Patienten mit LSDs zahlreiche
Krankheitssymptome in verschiedenen Organsystemen. Haufig verlaufen die
Erkrankungen progressiv. Die sekundaren Wirkmechanismen, die zwischen der
Speicherung zellularer Metabolite in den Lysosomen und der Manifestierung der
Erkrankung liegen, sind bislang nur sehr unzureichend verstanden (Walkley 2007;
Walkley 2009) und wurden in der vorliegenden Arbeit anhand eines Mausmodells der

a-Mannosidose untersucht.

Die ERT ist der derzeit haufigste Therapie-Ansatz bei LSDs und auch ein viel
versprechender Ansatz zur kausalen Behandlung der a-Mannosidose (Roces et al.
2004). Es ist jedoch bislang nicht geklart, ob durch die Behandlung auch ein
therapeutischer Effekt der durch die lysosomale Speicherung bedingten

Veranderungen in den betroffenen Organsystemen erreicht werden kann.

Im Rahmen der Arbeit konnten morphologische Veranderungen der
Kupfferzellpopulation und biochemische Veranderungen lysosomaler Proteine
aufgezeigt werden, sowie deren teilweise oder vollstandige Normalisierung durch die
ERT. Neue Erkenntnisse Uber neuropathologische Folgen der lysosomalen
Speicherung kénnen Ziele fir die therapeutische Behandlung des ZNS aufzeigen,
welches aufgrund der Blut-Hirn-Schranke derzeit nicht durch die ERT erreicht
werden kann. DarlUber hinaus konnten durch Microarray-Transkriptomanalysen
regulatorische Effekte des knockout-Konstruktes auf die Expression von Genen
gezeigt werden, die dem Man2B1-Gen benachbart sind. Diese Erkenntnisse
erfordern einen kritischen Umgang mit knockout-Mausmodellen im Allgemeinen und

im Speziellen mit dem hier untersuchten a-Mannosidose-Mausmodell.

41 Enzymersatztherapie

Die ERT wurde bereits erfolgreich an den a-Mannosidase knockout-Mausen
durchgefuhrt (Roces et al. 2004; Blanz et al. 2008). Um die Entspeicherung der
Speicherlysosomen der verwendeten LAMAN-Charge durch die angewandten ERT-
Protokolle zu kontrollieren, wurden die Speicherglykane durch

Dunnschichtchromatographie dargestellt. Bei 100 mU/ g Korpergewicht in
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Dosierungen von zwei Injektionen pro Woche und vier Injektionen insgesamt, konnte
eine fast vollstandige Reduzierung des Speichermaterials erreicht werden. Dies
bestatigt die Ergebnisse von Roces et al. und Blanz et al. Um den Effekt der ERT
Uber einen langeren Zeitraum zu untersuchen, wurde Uuber funf Wochen bei
einmaliger Injektion pro Woche von 25 mU/ g Korpergewicht LAMAN injiziert. Eine
Dosierung von 250 mU/ g Korpergewicht hatte gezeigt, dass bereits nach 14 Tagen
Antikorper gebildet werden und die Injektionen zu einer hohen Mortalitat unter den
behandelten Tieren fuhrt (Roces 2005). Obwohl Blanz et al. bereits nach zwei
Injektionen mit 25 mU/ g Kdrpergewicht eine Reduzierung der Speicherglykane um
70 % zeigen konnten (Blanz et al. 2008), konnte in der vorliegenden Studie bei
funfwochiger Therapie nur ein geringer Effekt auf die Speicherglykane erreicht
werden. Ursache daflr konnten Unterschiede in Glykosylierung und M6P-Gehalt der
verwendeten LAMAN-Chargen und damit deren unterschiedliche Endozytose Uber
MPR und MR sein. Aber auch die Bildung kompetetiver Antikorper, die das Enzym
binden und damit seine Aufnahme Uber die Rezeptoren blockieren konnen oder die
enzymatische Aktivitat beeinflussen (Starzyk et al. 2007; Ponder 2008), kdonnten
ursachlich fur die deutlich schlechtere Effizienz der 25 mU/ g Koérpergewicht

Dosierung gegenuber der Studie von Blanz et al. sein.

4.2 Transkriptomanalyse

Durch eine Microarray-Analyse des Leber-Transkriptoms von knockout-Tieren
verschiedener Altersgruppen und Wildtyp-Tieren jeweils gleichen Alters sollten Gene
identifiziert werden, deren Expression in Folge der lysosomalen Speicherung
differentiell reguliert ist. In ahnlichen experimentellen Ansatzen fir andere LSDs
konnten wichtige pathogenetische Erkenntnisse Uber den Krankheitsverlauf
gesammelt werden. Fur die meisten Analysen wurde das Transkriptom des ZNS
untersucht, um Erkenntnisse fur die komplexen neuropathologischen Vorgange zu
gewinnen (Wada et al. 2000; Myerowitz et al. 2002; Brooks et al. 2003; Ohmi et al.
2003). Fir das Mausmodell der Mucopolysaccharidose VII (Defizienz der
B-Glucuronidase) wurde RNA der Leber verwendet und der Effekt der

B-Glucuronidase-ERT auf die Genexpression bestimmt (Woloszynek et al. 2004).

In allen drei analysierten Altersgruppen konnte das Man2B1-Gen signifikant als das

am starksten direkt durch den knockout regulierte Gen im Vergleich von Wildtyp- ud
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knockout-Tieren identifiziert werden. Dies entsprach den Erwartungen und stellt eine
gute technische Kontrolle des Experiments dar. In 58 Wochen alten Tieren zeigte
sich erwartungsgemal} ein deutlich starkerer Effekt differentieller Expression in den
knockout-Tieren als in den 10 und 13 Wochen alten Tieren. Auffallig war zudem,
dass eine Reihe von Genen keine Normalisierung durch die ERT zeigte, wahrend die
meisten Gene auf die ERT ansprachen und teilweise oder vollstandig auf Wildtyp-
Niveau normalisiert wurden. Die differentielle Expression ausgewahlter Gene konnte

durch quantitative realtime-PCR bestatigt werden.

4.2.1 Differentiell exprimierte Gene, die nicht auf die ERT ansprechen

Eine Analyse der chromosomalen Lokalisation der in allen Altersgruppen differentiell
exprimierten Gene offenbarte eine signifikante Gruppierung auf einem etwa 1,3 Mbp
langen Abschnitt auf Chromosom 8, auf dem auch das Man2B1-Gen lokalisiert ist.
FiUr die Gene aus dieser Region zeigte sich keine Normalisierung der Expression auf
Wildtyp-Niveau durch die ERT.

Die raumliche Nahe zu dem ausgeschalteten Man2B1-Gen, die Haufung von
differentiell exprimierten Genen in dieser Region, sowie der ausbleibende Effekt der
ERT sprechen fur einen pleiotropen Effekt des knockout-Konstrukts auf die
Expression dieser Gene. Die knockout-Genkassette wurde durch homologe
Rekombination in Exon zwei des Man2B1-Gens eingefligt und besteht aus einem
Neomycin-Phosphotransferase (NEO-NPT)-Resistenzgen, das unter der Kontrolle
des Phosphoglycerat-Kinase (PGK)-Promotors steht (Stinchi et al. 1999).

Ein solcher Einfluss transkriptioneller Regulation benachbarter Gene durch NEO-
NPT wurde bereits flr andere knockout-Mausmodelle beschrieben (Fiering et al.
1995; Olson et al. 1996; Pham et al. 1996; DeJarnette et al. 1998; Ren et al. 2002).
So konnten Fiering et al. einen regulatorischen Effekt von NEO-NPT auf die
Expression der B-Globin-Multigen-Familie zeigen. Die B-Globin-Multigen-Familie
besteht aus funf p-Globin-Genen, die unter der transkriptionellen Regulation einer
locus control region (LCR) stehen. Die B-Globin-LCR besteht aus funf DNase |
hypersensitiven Elementen (Levings und Bungert 2002). Die Insertion einer
knockout-Kassette mit NEO-NPT als Resistenzgen in das 5'HS2-Element der
murinen B-Globin-LCR verursacht eine starke Repression der Transkription der
B-Globin-Gene downstream der NEO-NPT-Kassette. Die Deletion von NEO-NPT aus
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der knockout-Kassette normalisiert die Expression der B-Globine-Gene wieder.
Offensichtlich stort die NEO-NPT-Kassette die Interaktion der LCR mit downstream-
gelegenen cis-regulatorischen (Promotor-) Elementen. Die Autoren der Studie
interpretieren die Ergebnisse durch konkurrierende Promotor-Regionen der NEO-
NPT (PGK-Promotor) und der p-Globin-Gen-Promotorregionen um die LCR (Fiering
et al. 1995). Neben dem B-Globin-Gen-Cluster konnten ahnliche Effekte der NEO-
NPT auf die Genexpression in knockout-Mausmodellen fur andere in Gen-Clustern
arrangierte Gene gezeigt werden: So reprimiert die Insertion von NEO-NPT in das
murine Granzym B-Gen die Expression anderer Granzyme in der Granzym-B-
Multigen-Familie (Pham et al. 1996). Die Insertion einer NEO-NPT-knockout-
Kassette in das MRF4 Gen, eines von vier myogenic regulatory factor-Genen,
inhibiert die Expression des benachbarten MRF-Gens Myf5 (Olson et al. 1996). Die
Insertion einer NEO-NPT-knockout-Kassette in die nicht-translatierte Region (UTR)
des Hoxa2-Gens induziert die Expression von Hoxa2 und reprimiert die Expression
von Hoxa1l. Durch die Deletion von NEO-NPT Iasst sich der regulatorische Effekt
ausschalten (Ren et al. 2002). Schlie3lich konnte ein Effekt einer in das CD3e-Gen
eingefugten NEO-NPT-Kassette auf die benachbarten co-regulierten Gene CD3y und
CD36 gezeigt werden. Auch hier ist der regulatorische Effekt nach Entfernung der

NEO-NPT durch cre-Rekombinase nichtmehr nachweisbar (DedJarnette et al. 1998).

In allen oben genannten Fallen einer gekoppelten transkriptionellen Regulation von
Genen nahe einer NEO-NPT-knockout-Kassette, sind Gene aus Multigen-Familien
betroffen, deren Expression durch gemeinsame regulatorische Elemente gesteuert
wurden, und bei denen vermutlich der PGK-Promotor die Interaktion mit
regulatorischen Elemente beeinflusst. Multigenfamilien entstehen durch die
Duplikation von Genen bei der Meiose (De Grassi et al. 2008). In Eukaryonten sind
Gene solcher Multigen-Familien haufig funktionell verwandt oder werden
entwicklungsspezifisch exprimiert (Niehrs und Pollet 1999; Yanai et al. 2002; Pal und
Hurst 2004; Michalak 2008). Die co-regulierten Gene um das Man2B1-Gen scheinen
im Gegensatz dazu keine funktionelle Verknipfung aufzuweisen. Es gibt bislang
keine Hinweise auf ihre Co-Expression als Mitglied einer Multigenfamilie. Weder fur
Prdx2, Gadd45gip, KIf1, noch fur eines der andere betroffene Gene, ist eine direkte
Interaktion mit der lysosomalen a-Mannosidase bekannt oder ein Stoffwechselweg,

an dem diese Gene gemeinsam beteiligt waren. Die unterschiedliche subzellulare
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Lokalisation der Genprodukte lasst zudem eine direkte Interaktion unwahrscheinlich

erscheinen.

19 43 Homologer
Maus- 57 :
8 humaner
Chromosom38 g| Chromosomen-
abschnitt

16
1 2
Man2B1, 38 cM —l =

Anzahl konservierter Gene

Abb. 4.1: Syntidnie von Maus-Chromosom 8 und seinem homologen humanen chromosomalen
Abschnitten.

Trotzdem kann eine Gruppierung dieser Gene in einem ,Cluster” nicht
ausgeschlossen werden. In Prokaryonten finden sich auch nicht-funktionell
verknupfte Gene haufig in Gen-Clustern (Pal und Hurst 2004). In Eukrayonten wie
Drosophila melanogaster lassen sich 20 % aller Gene Co-exprimierten Gen-Clustern
zuordnen (Spellman und Rubin 2002). In Eukaryonten sind besonders
Housekeeping-Gene haufig in Clustern angeordnet (Lercher et al. 2002). Die
Promotorregion des Man2B1-Gens weist mit GC-reichen Regionen, und damit
Bindestellen fur den Transkriptionsfaktor SP1, Eigenschaften eines Housekeeping-
Gens auf (Stinchi et al. 1998). Das Man2B1-Gen wird zudem ubiquitar in allen
Geweben der Maus exprimiert (Beccari et al. 1997). Cluster von co-exprimierten
Genen sind vermutlich durch die naturliche Selektion konserviert (Singer et al. 2005).
Der entsprechende Abschnitt des murinen Chromosoms 8 bei etwa 38 cM weist eine
solche Konservierung auf, was sich durch eine starke Syntanie zu dem
entsprechenden humanen Chromosomenabschnitt auf Chromosom 19 widerspiegelt
(Abb. 4.1).

In einer 2008 veroffentlichten Microarray-Studie des ZNS der LSD-knockout-
Mausmodelle fir CLN1- und CLN5 (von Schantz et al. 2008) konnte, analog zu den

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, eine signifikante Co-Regulation benachbarter
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Gene des CLN1-knockout-Gens Ppt1 festgestellt werden. Da jedoch dieselben Gene
im ZNS der CLN5-knockout-Maus ebenfalls differentiell exprimiert waren, wurde von
den Autoren ein Effekt des knockout-Konstrukts ausgeschlossen. CLN5 ist auf einem
anderen Chromosom als CNL1 lokalisiert. Dabei ist anzumerken, dass die
differentielle Expression dieser Gene in der CLN5-Maus nicht statistisch signifikant
war. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen auch fur das knockout-
Mausmodell von CLN1 auf einen pleiotropen Effekt des NPT-NEO-Resistenzgens

auf die Genexpression benachbarter Gene schlielzen.

Ein Grolteil aller verwendeten Mausmodelle fur lysosomale Speichererkrankungen
wurde mithilfe der klassischen knockout-Strategie durch homologe Rekombination
eines Vektor-replacement, zumeist mit NEO-NPT als Resistenzgen, in embryonale
Stammzellen in ein Exon des Gens generiert (Evers et al. 1996; Saftig et al. 1997,
Suzuki et al. 1998; Suzuki et al. 2003). Fir alle diese Modelle sind somit Effekte

durch die knockout-Kassette denkbar.

4.2.2 Differentiell exprimierte Gene, die auf die ERT ansprechen

Neben den Genen um das Man2B1-Gen, bei denen kein Einfluss der ERT auf die
Expression festgestellt werden konnte, konnten durch die Transkriptomanalyse eine
Reihe von Genen identifiziert werden, deren differentielle Expression offenbar durch
die lysosomale Speicherung und die aus ihr resultierenden Sekundareffekte induziert
wurde. Die meisten dieser Gene wurden durch die ERT teilweise auf Wildtyp-Niveau
normalisiert, wobei der Effekt haufig nur unvollstandig war. Grund dafur kdnnte eine
nicht ausreichende Dauer der Therapie von nur zwei Wochen sein, die nur zu einer
unvollstandigen Entspeicherung von N-Glykanen im Lysosom fihrt. Durch die
Dunnschichtchromatographie konnten noch geringe Mengen von Glykanen detektiert
werden. Es ist jedoch auch denkbar, dass die Speicherung bereits irreversible
Schadigungen und sekundare Veranderungen der Leber verursacht, und diese
Veranderungen nicht durch die ERT therapierbar sind. Auch in der Leber der
MPS VII-Mause konnten nach zwei Wochen B-Glucuronidase-ERT nicht alle Gene

vollstandig auf Wildtyp-Niveau normalisiert werden (Woloszynek et al. 2004).

In 10 und 13 Wochen alten Tieren waren (im Vergleich zur Altersgruppe der 58
Wochen alten Tiere) nur wenige Gene stark differentiell exprimiert und es war keine

klare Zuordnung zu einzelnen Stoffwechselwegen oder funktionellen Gruppen
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mdglich. Fur viele Gene der 58 Wochen alten Tiere liel3 sich dagegen ein deutlicher
Effekt auf das Transkriptom feststellen. Obgleich in der Erstbeschreibung der
a-Mannosidase-knockout-Maus bereits im Alter von acht Wochen eine Akkumulation
von Mannose-haltigen Oligosacchariden nachgewiesen wurde und sich diese in
abnormal groRen Speicherlysosomen manifestierte, zeigten die a-Mannosidase-
defizienten Mause bis zu einem Alter von 10 Monaten keine makroskopischen
Unterschiede zu Wildtyp-Tieren gleichen Alters (Stinchi et al. 1999). Auch fir
Mausmodelle anderer LSDs konnte oft erst bei alteren Tieren ab dem 6. — 10. Monat
deutliche morphologische Veranderungen festgestellt werden (Arylsulfatase B-
knockout, (Evers et al. 1996), Aspartylglucosaminidase-knockout, (Jalanko et al.
1998)). Zudem verlauft die Erkrankung auch bei einem Teil der a-Mannosidose-
Patienten sehr milde. Die Patienten entwickeln bis zum jungen Erwachsenenalter
kaum Symptome (Malm und Nilssen 2008). Die Ergebnisse der Transkriptomanalyse
unterstitzen somit die Beobachtung, dass das Mausmodell einen milden Verlauf der

humanen Erkrankung widerspiegelt.

In 58 Wochen alten Tieren konnten viele differentiell exprimierte Gene identifiziert
werden, deren Expression auf Makrophagen beschrankt ist. So werden Lysozym,
CD68, Dectin-2, und CD163 in der Leber laut Literatur nur von Kupfferzellen
exprimiert. Zudem fand sich eine hohe Anzahl von Immunglobulin-Genen unter den
differentiell exprimierten Genen, die durch eine erhohte Zahl von Antikorper-

produzierenden B-Zellen in der Leber erklarbar ware.

Durch immunohistologische Farbung konnte in der Leber eine deutlich hohere
Immunreaktivitat gegen den Makrophagen-Marker CD68 nachgewiesen werden. Da
CD68 ein lysosomales Membranprotein ist, ist diese erhdhte Immunreaktivitat
vermutlich durch die Speicherlysosomen zu erklaren. Die Immunreaktivitat gegen
CD68 der ERT-behandelten Tiere war mit jener der Wildtyp-Tiere vergleichbar. Um
zu untersuchen, ob die Speicherung auch Folgen auf die Morphologie der
Kupfferzellen hat, wurde weiterhin Uberpruft, ob die generelle Morphologie der
Kupfferzellen durch die Speicherung verandert ist. Durch Farbung des Zellmembran-
standigen F4/80-Antigens konnte eine deutlich veradnderte, geschwollene
Morphologie der Kupfferzellen dargestellt werden. Eine Quantifizierung der
Kupfferzellzahl war nicht mdglich, da eine klare Diskriminierung zwischen erhdhter
Immunfarbung einzelner Zellen und erhdhter Gesamtkupfferzellzahl nur

unzureichend moglich war. Die erhdhte Expression weiterer Makrophagen-Marker ist
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somit offensichtlich eine Adaption an die veranderte Morphologie der Kupfferzellen
bzw. gegebenenfalls einen erhohten Anteil der Kupfferzellmasse in der Leber der

a-Mannosidase-defizienten Tiere.

Die genaue Herkunft von Kupfferzellen der Leber wird bis heute kontrovers diskutiert:
So ist eine Proliferation der lokalen Kupfferzellpopulation denkbar (Naito et al. 2004;
Hume 2006), oder die Infiltration zirkulierender monozytarer Zellen aus dem Blut, die
anschlie3end in der Leber zu Kupfferzellen reifen (Diesselhoff-den Dulk et al. 1979;
Kennedy und Abkowitz 1998). Bei zwei anderen Mausmodellen lysosomaler
Speichererkrankungen konnte ein starker Anstieg der Kupfferzellpopulation in der
Leber gezeigt werden. So ist bei den multiple Sulfatase-defizienten (MSD) Mausen
(Sumf1-knockout, (Settembre et al. 2007)) eine stark erhohte Zahl von Kupfferzellen
nachgewiesen worden, als auch im Mausmodell fur die Gaucher-Erkrankung
(Defizienz der Glucocerebrosidase, (Mizukami et al. 2002)). Die geschwollene
amoboide Morphologie der Kupfferzellen der Gaucher-Maus gleicht stark der
Morphologie der Kupfferzellen in der Leber der a-Mannosidase-defizienten Maus. In
der Gaucher- als auch in der Sumf1-knockout-Maus sind Makrophagen der Zelltyp
mit der starksten lysosomalen Speicherung. In beiden Tiermodellen geht die erhéhte
Zahl von Makrophagen in Geweben mit einer systemischen Inflammation einher und
es konnte gezeigt werden, dass sich die Kupfferzellen in einem aktivierten Status
befinden (Mizukami et al. 2002; Settembre et al. 2007). Eine ahnliche Aktivierung der

Kupfferzellen ware somit auch bei der a-Mannosidase-defizienten Maus denkbar.

In 10 Wochen als auch 58 Wochen alten Mausen wurde eine signifikant erhohte
Expression des Adhasionsmolekils Vcam1 festgestellt. Die Vcam1-Expression wird
bei entzindlichen Reaktionen induziert. Es wird vor allem von sinusoidalen
Endothelzellen und in deutlich geringerem Male von Kupfferzellen exprimiert.
Vcam1 interagiert mit den Integrin-Rezeptoren von Leukozyten aus dem Blut, um
diese an Entzindungsherde in der Leber zu fuhren (,leukocyte rolling®). Eine erhdhte
Expression von Vcam1 wurde bereits in der Transkriptomanalyse der Leber der
MPS VII-Mause beobachtet (Woloszynek et al. 2004). Vcam1 vermittelt unter
anderem das Einwandern von Monozyten aus dem Blut in die Leber und seine
erhohte Expression kdonnte somit mit einer erhdhten Migration von Monozyten aus

dem Blut und anschlieliender Reifung zu Kupfferzellen zusammenhangen. Auch eine



Diskussion 135

Adaption der Kupfferzellen an die veranderte Morphologie der Leber durch
Expression von Vcam1 ware moglich. Das Integrin a9, welches ebenfalls in den
58 Wochen alten Tieren in seiner Expression induziert war, ist ein Rezeptor fur
Vcam1 und wird von Leukozyten wie neutrophilen Granulozyten exprimiert. Taooka
et al. konnten zeigen, dass Intergrin a9 durch Interaktion mit Vcam1 die Migration

von Neutrophilen an Endothelzellen vermittelt (Taooka et al. 1999).

Schlief3lich konnte mit Clec4n (Synonym Dectin-2) ein weiteres in seiner Expression
aktiviertes Gen identifiziert werden, dessen Expression sich in der Leber auf
Kupfferzellen beschrankt. Seine Expression wird auf inflammatorischen Monozyten
induziert. Dectin-2 ist ein C-Typ Lektin, dessen Liganden als Mannose-reiche
Glykane vom Typ Man;GIcNAc;, MangGIcNAc,, und MangGIcNAc, identifiziert
wurden (McGreal et al. 2006). Diese Liganden sind auch lysosomales
Speichermaterial der a-Mannosidose und finden sich in signifikant erhéhten Mengen
im Serum der knockout-Mause (personliche Mitteilung Jean Claude Michalski).
Dectin-2 induziert als ,pattern recognition receptor® nach Bindung an den
Fc-Rezeptor y die angeborene Immunantwort (Sato et al. 2006). Eine Aktivierung

durch Mannose-reiche Glykane aus dem Serum ware somit denkbar.

4.3 Veranderungen anderer lysosomaler Proteine aufgrund der lysosomalen

Speicherung

4.3.1 Expression und spezifische Aktivitat lysosomaler Enzyme

Die lysosomale Speicherung fuhrt in einer Reihe von LSDs zur Veranderungen der
spezifischen Aktivitdt, Prozessierung, Glykosylierung oder Expression anderer
lysosomaler Proteine (Van Hoof und Hers 1968; Sandhoff et al. 1971; Swallow et al.
1984; Schmid et al. 1999; Suter 2000). In der Microarray-Analyse wurde fur das Gen
der lysosomalen Protease Cathepsin B in 10 und 58 Wochen alten knockout-Tieren
eine etwa um den Faktor zwei erhdhte Expression gegenuber den Wildtyp-Tieren

gemessen, die im Anschluss durch realtime-PCR bestatigt werden konnte.

Um sekundare Veranderungen der a-Mannosidase-Defizienz auf die Aktivitat anderer
lysosomaler Enzyme zu untersuchen, wurde in vitro die spezifische Aktivitat fur funf
weitere lysosomale Enzyme in der Leber und im ZNS, sowie die Protein-Expression

der lysosomalen Membranproteine Lamp1 und Lamp2 in der Leber bestimmt. In
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beiden Organen konnte fur alle untersuchten Enzyme eine signifikant erhdhte
spezifische Aktivitat bzw. fur die Lamp-Proteine eine erhohte Protein-Expression
nachgewiesen werden. Eine erhohte spezifische Aktivitat lysosomaler Enzyme war
dabei zu vermuten, da bereits bei einigen anderen LSDs ahnliche Resultate
beschrieben wurden (MPS 1lIB (Li et al. 1999), MPS VIl (Sands et al. 1994)). Neben
einer erhohten spezifischen Aktivitat lie@ sich eine erhohte Cathepsin B-
Proteinmenge in der Leber der a-Mannosidase-defizienten Tiere im Western Blot

zeigen.

Auler dem Cathepsin B-Gen wiesen in der Transkriptomanalyse nur noch die Gene
der beiden Untereinheiten der B-Hexosaminidase HEXA und HEXB eine moderate
Anderung der Expression etwa um den Faktor 1,5 auf. Durch realtime-PCR konnte
die leicht erhdhte Expression bestatigt werden. Die Expression der anderen vier
lysosomalen Enzyme war dagegen nur in geringem MalRe oder gar nicht
transkriptionell reguliert. Daher mussen vor allem posttranslationale Effekte, wie z.B.
eine verlangerte Halbwertzeit der Proteine ursachlich fur die hohere spezifische
in vitro-Aktivitat dieser lysosomalen Enzyme in den a-Mannosidase-defizienten
Mausen gegenluber den Wildtyp-Tieren sein. Auch in Mausmodellen der
GM2-Gangliosidose sowie Prosaposin-defizienten Mausen lie3 sich trotz erhdhter
spezifischer Aktivitat einiger lysosomaler Enzyme keine signifikant erhohte
Expression jener Gene beobachten (Potratz et al. 2000). In der Transkriptomanalyse
der Leber von MPS VII-Mausen zeigten sich ebenfalls nur gering erhohte
Expressionsunterschiede um den Faktor 1 - 2, obwohl fir die B-Hexosaminidase,
a-Galactosidase und N-Acetylglucosaminidase in vitro eine um den Faktor 3 -4

erhohte spezifische Aktivitat bestimmt wurde (Woloszynek et al. 2004).

Durch die ERT konnte die spezifische Aktivitat aller getesteten lysosomalen
Hydrolasen als auch die Menge beider Lamp-Proteine in der Leber wieder vollstandig

auf Wildtyp-Niveau normalisiert werden.

In der differentiellen Proteomanalyse hoch angereicherter Lysosomen zeigte sich,
dass eine Reihe verschiedener lysosomaler Proteine in Lysosomen der knockout-
Mause kleine Unterschiede von wenigen 100 Da im Molekulargewicht aufwiesen.
Besonders deutlich konnte dies bei den reifen lysosomalen Formen von Cathepsin B

beobachtet werden. Eine Western Blot-Analyse lysosomaler F2-Fraktionen mit dem
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Lens culinaris-Lektin wies zudem deutlich starkere Signale fir eine Reihe
verschiedener Glykoproteine auf und lie® vermuten, dass lysosomale Enzyme in

a-Mannosidase-defizienten Tieren starker glykosyliert sein konnten.

4.3.2 Glykosylierung von Cathepsin B der Leber

Da in der DIGE-Analyse besonders fur Cathepsin B deutliche Unterschiede im
Molekulargewicht der reifen molekularen Formen festgestellt wurden, wurde dessen
Glykosylierung detaillierter untersucht. Im Western Blot konnten sich die
Unterschiede im Molekulargewicht bestatigen lassen, es zeigte sich ein um etwa
2kDa erhdohtes Molekulargewicht der reifen lysosomalen Formen in
Gewebehomogenaten der knockout-Tiere. Ein enzymatischer Verdau der
Gewebehomogenate mit Endoglykosidasen bestatigte die Vermutung, dass die
Unterschiede im Molekulargewicht durch Glykosylierungen bedingt waren. Im Wildtyp
als auch im knockout wurden die héhermolekularen Formen von single chain und
double chain zu der Form mit dem jeweils geringsten Molekulargewicht verdaut. Die
Glykane wurden durch PNGaseF vom Peptidanteil gespalten, waren jedoch resistent
gegen EndoH. Da PNGaseF Glykane vom Mannose-reichen- als auch vom Komplex-
und Hybrid-Typ vom Peptid spaltet, EndoH jedoch nur Mannose-reiche- und einige
Hybrid-Typ Glykane mit mehr als vier Mannose-Resten (Trimble und Maley 1984),
mussten die Glykane vom Komplex-Typ oder Mannose-reiche bzw. Hybrid-Typ

Glykane mit weniger als vier Mannose-Resten sein.

Durch praparative 2-D Gelelektrophorese konnten die einzelnen molekularen Formen
von Cathepsin B isoliert werden und eine detaillierte Analyse ihrer Glykane durch
MALDI-TOF-Analyse durchgefihrt werden. Die Glykanstrukturen vom murinen
Cathepsin B sind bislang nicht beschrieben. In Wildtyp-Tieren wurden an
Cathepsin B fast ausschliel3lich Glykane vom Typ ManyGlcNAc, und
Man,Fuc{GIcNACc; detektiert. Damit sind die Glykane identisch mit der Struktur der
Cathepsin B-Glykane der Rattenleber, die als Man,GIcNAc,, ManzFuc,GIcNAc,, und
MansGIcNAc; in einer molaren Ratio von 86 % : 11 % : 3 % beschrieben wurden
(Taniguchi et al. 1985). Auch die (semiquantitativ) durch MALDI-TOF bestimmte
molare Ratio der einzelnen Cathepsin B-Glykane in der Leber der Maus ahnelt der

der Ratte. In der Niere des Schweins konnte am Cathepsin B ebenfalls ein Glykan
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vom Typ ManyFuciGIcNAc; als Hauptform nachgewiesen werden (Takahashi et al.

1984), die Struktur des Glykans scheint somit stark konserviert.

In der Leber der a-Mannosidase-defizienten Tiere konnten im Gegensatz zum
Wildtyp nur geringe Mengen der Man,GIcNAc,- und Man;Fuc{GIcNAc,-Glykane
nachgewiesen werden. Stattdessen dominierten N-Glykane vom ManzGIcNAc,- und
MansFuc1GIcNAc,-Typ mit je einem zusatzlichen Mannose-Rest am reduzierenden
Ende. AulRerdem lieRen sich in geringen Mengen Mannose-reiche Glykane mit bis zu

sieben Mannose-Resten (Man;GIcNAc,) nachweisen.

Die Prasenz von Fucose-Resten an einigen Glykanen von Cathepsin B lasst darauf
schlielen, dass beide oder zumindest eines der beiden Glykane durch sequentielle
Prozessierung am reifen Peptidanteil im lysosomalen Lumen aus einem Komplex-
Typ Glykan prozessiert wird. Eine solche Prozessierung am reifen Peptid wurde
bereits von Taniguchi et al. spekuliert, da das kurze N-Glykan Man,GIcNAc, von
Cathepsin B der Rattenleber nur durch Degradation aus einem hdéhermolekularen
Glykan von Komplex-, Hybrid oder Mannose-reichen-Typ entstehen kann (Taniguchi
et al. 1985). Die These einer N-Glykan-Prozessierung am reifen Peptid lysosomaler
Enzyme im lysosomalen Lumen wurde in einer Studie an Fibroblasten von
GM1-Gangliosidose- (Defizienz der p-Galactosidase) und Sialidose-Patienten
(Defizienz der Sialidase) untersucht. Dabei wurde durch Lektin-Bindestudien eine
stark erhdhte Menge terminaler Sialinsaure-Reste bzw. Galactose-Reste an einer
Reihe verschiedener lysosomaler Proteine nachgewiesen (Swallow et al. 1984).
Beide Enzyme sind somit an der Prozessierung der Komplex-Typ N-Glykane
lysosomaler Enzyme beteiligt. Auch durch die Defizienz der a-Mannosidase kann
keine weitere Prozessierung des Glykans stattfinden, so dass die MansGIcNAc,- und
ManzFuc{GIcNAc,-Struktur am Peptidanteil von Cathepsin B verbleibt. Die
Glykosylierungsstellen von Cathepsin B werden vermutlich in geringem Malie von
Mannose-reichen Glykanen besetzt (Mikroheterogenitat), die am Cathepsin B von
knockout-Mause nicht weiter prozessiert werden kdnnen und somit in der MALDI-
TOF Analyse detektiert wurden. In Wildtyp-Tieren werden diese Glykane vermutlich

schnell durch die a-Mannosidase prozessiert.

Die double chain-Form von Cathepsin B liel3 sich in Wildtyp-Tieren im Coomassie-
Gel in drei distinkten Spots verschiedenen Molekulargewichts auftrennen. Das

double chain-Peptid weist zwei putative Glykosylierungsstellen auf. Da in den beiden
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héhermolekularen Spots jeweils beide verschiedenen Glykane detektiert wurden,
lasst dies den Schluss zu, dass im Spot mit dem hochsten apparenten
Molekulargewicht beide Glykosylierungsstellen genutzt werden, in dem mittleren
Spot nur eine und die molekulare Form von Cathepsin B mit dem geringsten
Molekulargewicht nur mit kleinsten Glykanstrukturen wie einzelnen GIcNAc-Resten
glykosyliert ist, die durch MALDI-TOF nicht detektiert werden konnten. Eine
vollstandige Deglykosylierung kann ausgeschlossen werden, da sie zu einer
Deamidierung des Asparagins zu Aspartat, und damit zu einer Verschiebung des

isoelektrischen Punktes des Proteins fiihren wiirde.

In knockout-Tieren sind somit, bedingt durch das Fehlen der a-Mannosidase,
vollstandig beide Glykosylierungsstellen der double chain-Form mit N-Glykanen

besetzt, wahrend in Wildtyp Tieren nur geringe Mengen glykosyliert sind.

Durch Western Blot-Analysen wurde gezeigt, dass auch in der Leber des MPS I1IB-
Mausmodells eine veranderte Prozessierung der Glykane von Cathepsin B als auch
von NPC2 stattfindet. Dies lasst darauf schlielRen, dass es sich bei dieser gestorten
Prozessierung der Glykane um einen generellen Effekt lysosomaler Speicherung
handelt, der durch eine Inhibierung lysosomaler Glykosidasen und der damit

verbundenen eingeschrankten Prozessierung der Glykane erklarbar ware.

In den a-Mannosidase-defizienten Mausen konnte neben einer Hyperglykosylierung
von Cathepsin B und NPC2 auch eine im Vergleich zu Wildtyp-Tieren starkere
Glykosylierung der reifen Formen von Cathepsin E und Cathepsin D im Western Blot

gezeigt werden.

Offenbar werden nicht von allen lysosomalen Proteinen Glykanstrukturen durch
lysosomale Glykosidase prozessiert, da nicht alle lysosomalen Enzyme Unterschiede
im Molekulargewicht aufwiesen. Dies lasst darauf schliellen, dass bestimmte
strukturelle Eigenschaften des Peptidanteils (z.B. exponierte Lage der
Glykosylierungsstelle zur Aullenseite des Proteins) eine solche Prozessierung

beeinflussen.
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4.3.3 Dichte der Lysosomen

Um das lysosomale Proteom von Wildtyp- und knockout-Mausen vergleichen zu
konnen, wurden durch Injektion des Lipoprotein-Lipase-Inhibitors Tyloxapol und
anschlieBender subzellularer Fraktionierung Lysosomen in hoher Reinheit
angereichert. Dabei fiel auf, dass Lysosomen von a-Mannosidase-defizienten Tieren,
anders als in Tieren des Wildtyps, auch in einer Fraktion héherer Dichte flottierten.
Im Gegensatz dazu wiesen Lysosomen der Leber von knockout-Tieren, die nicht mit
Tyloxapol gespritzt wurden, eine geringere Dichte als Lysosomen der Leber von
Wildtyp-Tieren auf. Die Unterschiede der Dichte zwischen Wildtyp- und knockout-
Tieren ohne vorherige Tyloxapol-Injektion konnte auf eine sekundare Speicherung
von Lipiden in Lysosomen der knockout-Tiere zurlckzufuhren sein (Eskelinen et al.
2004). Nach Injektion von Tyloxapol reichern sich Lipide aus LDL-Partikeln in den
Lysosomen an, die zu einer verringerten lysosomalen Dichte fuhren (Hayashi et al.
1982). Der verringerte Einfluld von Tyloxapol auf die lysosomale Dichte in den
knockout-Tieren konnte eine, durch die lysosomale Speicherung bedingte,
verringerte Aufnahme der LDL-Partikel Gber den LDL-Rezeptor als in Tieren des

Wildtyps sein.

4.4 Neuropathologie

Die meisten LSDs zeigen neben Schadigungen der visceralen Organe haufig eine
massive progressive Neurodegeneration des ZNS (Jeyakumar et al. 2005). Wahrend
die visceralen Organe durch die ERT gut erreicht und therapiert werden kdnnen,
verhindert die Blut-Hirn-Schranke den Eintritt des therapeutischen Enzyms in das
Gehirn. Obgleich die verschiedenen LSDs durch die Defizienz unterschiedlicher
Proteine verursacht werden, ahneln sich viele dieser Erkrankungen hinsichtlich ihrer
Neuropathologie stark. Diese Ahnlichkeit lasst darauf schlieRen, dass in diesen
Erkrankungen gemeinsame sekundare Folgen ursachlich fir Neurodegeneration und

neurokognitive Veranderungen sein konnten (Walkley 2009).

Ein detailliertes Verstandnis der pathologischen Vorgange im ZNS ist daher von
besonderer Bedeutung, um alternative oder modifizierte Verfahren zur Therapie

sekundarer Folgen der Speicherung einsetzen zu kénnen.
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FUr das Mausmodell der a-Mannosidose konnte bereits gezeigt werden, dass eine
massive Speicherung von Glykanen in Neuronen und Gliazellen des ZNS stattfindet
(Stinchi et al. 1999; D'Hooge et al. 2005; Blanz et al. 2008). Die Mause zeigen
zudem bereits im Alter von drei Monaten Abnormalitdten bei verschiedenen
Verhaltenstests. Dabei weisen die a-Mannosidase-defizienten Tiere signifikante
Unterschiede in neurokognitiven Fahigkeiten wie dem Lernen wund der
Gedachtnisleistung auf, als auch Unterschiede in emotionalen und exploratorischen
Fahigkeiten (D'Hooge et al. 2005; Caeyenberghs et al. 2006).

Da durch die Transkriptomanalyse der Leber gezeigt werden konnte, dass es durch
die Insertion der NEO-NPT-knockout-Kassette auch weitere nahe dem Man2B1-Gen
gelegene Gene in ihrer Transkription reguliert sind, kann bei dem hier untersuchten
Mausmodell nicht ausgeschlossen werden, dass durch diese pleitropen Effekte auch

neuropathologische Veranderungen beeinflusst oder verursacht werden.

4.4.1 Histologische und immunohistologische Untersuchung des ZNS

Durch histologische Untersuchungen konnten deutliche Veranderungen im
Cerebellum der a-Mannosidose-defizienten Mause festgestellt werden. Besonders
deutlich zeigten sich phagozytierende Makrophagen innerhalb der Molekularschicht,
sowie das Fehlen von Purkinjezellen. Durch immunohistochemische Verfahren
konnten diese Befunde verifiziert werden. Mikroglia innerhalb der Molekularschicht
wiesen deutlich die Morphologie von aktivierten Mikroglia und phagozytierenden
Makrophagen auf. Die Aktivierung von Mikroglia sowie systemische Entzindungen
des ZNS konnten bereits flr eine Reihe von LSDs mit neurologischer Beteiligung
beobachtet werde. Im cerebralen Cortex von Patienten als auch im ZNS von
Mausmodellen der Gangliosidose-Erkrankungen Morbus Sandhoff und Morbus Tay-
Sachs wurden durch immunohistochemische Farbungen aktivierte Mikroglia
nachgewiesen (Wada et al. 2000; Myerowitz et al. 2002; Jeyakumar et al. 2003).
Ohmi et al. konnten in den beiden Mausmodellen der MPS | und der MPS IIIB
ebenfalls eine Mikroglia-Aktivierung im Cortex und weiteren Regionen des ZNS
zeigen (Ohmi et al. 2003). Ahnliche Phanotypen konnten in Mausmodellen von
Niemann-Pick C, der multiplen Sulfatase-Defizienz und der metachromatischen
Leukodystrophie sowie Cathepsin D-defizienten Mausen beobachtet werden (Baudry
et al. 2003; Gieselmann et al. 2003; Settembre et al. 2007; Yamasaki et al. 2007). In
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dem zweiten Kleinsdugermodell der a-Mannosidose, dem a-Mannosidase-defizienten
Meerschweinchen, wurden ebenfalls aktivierte Makrophagen im ZNS identifiziert.
Besonders offensichtlich war die Infiltration von Makrophagen in das Cerebellum der
erkrankten Tiere. Im Gegensatz zum hier untersuchten zum Mausmodell, in dem die
Makrophagen fast ausschlieB3lich in der Molekularschicht beobachtet wurden, wurden
aktivierte Mikroglia im Cerebellum der a-Mannosidose-Meerschweinchen vor allem
im Bereich der Myelinscheiden der Nervenfasern gefunden (Crawley und Walkley
2007).

Unklar bleibt bei diesen histologischen Untersuchungen in beiden Modellen der
a-Mannosidose, ob eine Aktivierung von Mikroglia beispielsweise durch umliegende
untergehende Zellen stattfindet, oder durch die Akkumulation von Speichermaterial
innerhalb der Mikroglia, welche besonders stark von der lysosomalen Speicherung
betroffen sind. In der histologischen Untersuchung konnte das Fehlen von
Purkinjezellen beobachtet werden, deren Dendriten tief in die Molekularschicht
reichen. Der Verlust von Purkinjezellen ist, wie auch die Aktivierung von
Makrophagen, eine haufige Folge der Ilysosomalen Speicherung im ZNS
verschiedener LSDs und konnte auch im a-Mannosidose-Meerschweinchen
beobachtet werden (Higashi et al. 1993; Sleat et al. 2004; Crawley und Walkley
2007; Settembre et al. 2007). Da aktivierte Mikroglia haufig in direkter Nahe der
Purkinjezellreihe beobachtet wurden, kdonnten sie durch sterbende Purkinjezellen

aktiviert und zur Phagozytose dieser Zellen angeregt werden.

Neben der Aktivierung von Mikroglia konnte in der Purkinjezellschicht eine
Hypertrophie der Bergmann-Glia-Population im Cerebellum beobachtet werden.
Diese lokal begrenzte reaktive Gliose wurde in Bereichen beobachtet, in denen
Lidcken in der Purkinjezellreihe zu beobachten waren. Damit ahneln die
neuropathologischen Befunde im Cerebellum stark jlingst veroéffentlichten Studien
von Mausmodellen der NCL-Erkrankungen, in denen ebenfalls in Bereichen
untergegangener Purkinjezellen hypertrophe Bergmann-Glia detektiert wurden
(Chang et al. 2008; Macauley et al. 2009; Weimer et al. 2009). Fur die hypertrophen
Bergmann-Glia der PPT1-defizienten Maus konnte dabei durch
immunohistochemische Farbungen mit Antikorpern gegen die Glutamatrezeptoren
GLAST und GLT-1 eine Dysfunktion der betroffenen Glia gezeigt werden (Macauley
et al. 2009). Da Bergmann-Glia funktionell eng mit den umliegenden Purkinjezellen

interagieren und ein wichtige Rolle in der Regulation von Kalzium sowie im



Diskussion 143

Glutamatstoffwechsel ibernehmen (Bellamy 2006), kdnnte die Hypertrophie dieser
speziellen Gliapopulation zu dem Verlust der Purkinjezellen fuhren. Allerdings ware
auch eine Induktion der Hypertrophie durch den Untergang der umgebenden

Purkinjezellen denkbar.

4.4.2 Sekundare Speicherung autofluoreszenten Materials in Mikroglia des
ZNS

Das ZNS der a-Mannosidase-defizienten Tiere zeigte bereits nach sechs bis acht
Monaten eine starke Akkumulation von Lipofuscin bzw. Ceroid (die Begriffe werden
im Folgenden synonym verwendet) in der molekularen Schicht des Cerebellums. Der
Grolteil des autofluoreszenten Materials konnte in phagozytierenden Mikrogliazellen

beobachtet werden.

Ceroid akkumuliert typischerweise in Lysosomen von Patienten, die an einer NCL-
Erkrankung leiden. NCL-Erkrankungen resultieren haufig aus der Defizienz einer
lysosomalen Protease (Jalanko und Braulke 2008). Die ventrikulare Injektion von
Protease-Inhibitoren in das ZNS von Ratten flhrt ebenfalls zu einer Akkumulation
von Lipofuscin und einem NCL-ahnlichen Phanotyp (lvy 1992). Analysen des
Speichermaterials von Schafen mit der Ceroid Lipofuscinose 6 (OCLG6) haben
gezeigt, dass Lipofuscin ein aulerst heterogenes Material aus Proteinen, Lipiden,
Oligosacchariden und Spuren von Metallen darstellt (Jolly et al. 2002). In Studien am
Speichermaterial des ZNS humaner NCL-Patienten und am Speichermaterial aus
dem ZNS von NCL-Mausmodellen konnten zudem Dolichol-gebundene
Oligosaccharide im Lipofuscin nachgewiesen werden (Hall und Patrick 1988; Cho et
al. 2005). Einen grol’en Anteil des Speichermaterials stellt haufig die stark

hydrophobe Untereinheit c der mitochondrialen ATPase (Hall et al. 1991).

Da N-Glykane keine autofluoreszenten Eigenschaften aufweisen, scheint die
Speicherung von Lipofuscin in den Mikroglia der a-Mannosidase-defizienten Mause
eine sekundare Folge der lysosomalen Speicherung von N-Glykanen zu sein. Jungst
konnte im ZNS des Mausmodells der Mukolipidose Typ IV (Defizienz von Mucolipin
1) die sekundare Speicherung autofluoreszenten Materials mit ahnlichem spektralen
Charakter wie bei der a-Mannosidase-defizienten Maus gezeigt werden, wobei
allerdings eine neuronale Akkumulation vorliegt (Micsenyi et al. 2009). In den

a-Mannosidase-defizienten Meerschweinchen wurde dagegen kein



144 Diskussion

autofluoreszentes Material beobachtet (Crawley und Walkley 2007). Dazu ist
anzumerken, dass in der Studie neben immunohistologischen Farbungen nur Filipin-
Immunfluoreszenzfarbungen durchgefuhrt wurden, bei denen das autofluoreszente

Material im UV-Kanal durch die Filipin-Farbung nicht mehr detektierbar ware.

Ursachlich fur die Akkumulation autofluoreszenten Materials kdnnte eine Inhibierung
von lysosomalen Proteasen wie Cathepsin D, Cathepsin B oder der Ppt1 in
Mikrogliazellen durch das primare Speichermaterial und einer damit verbundenen
Speicherung von Proteinen wie der Untereinheit ¢ der mitochondrialen ATPase sein.
Da Lipofuscin in Makrophagen vor allem aus heterophagozytiertem Material besteht
(Marzella et al. 1981) und Mikroglia hohe Konzentrationen lysosomaler Proteasen
aufweisen, konnte es sich bei dem autofluoreszenten Material auch um Lipofuscin
aus phagozytierten Neuronen wie beispielsweise den Purkinjezellen handeln. In den
aktivierten Mikroglia der Cathepsin D-defizienten Mause konnte, ahnlich wie in den
a-Mannosidase-defizienten Mausen, eine starke Akkumulation von Lipofuscin

nachgewiesen werden (Yamasaki et al. 2007).

Durch Verwendung des a-Mannosidase-Inhibitors Swainsonine konnten Segal et al.
zeigen, dass die lysosomale Degradation von Glykoproteinen bei inhibierter
a-Mannosidase-Aktivitat signifikant langsamer verlauft und dass die Degradation der
Glykane eine Vorraussetzung fur einen schnellen proteolytischen Abbau im Lysosom
ist (Winkler und Segal 1984; Winkler und Segal 1984). Somit ware auch denkbar,
dass neben N-Glykanen auch Glykoproteine in Lysosomen von Mikroglia der
a-Mannosidase-defizienten Mausen akkumulieren und dies zu einer im Vergleich zu

Wildtyp-Tieren gesteigerten Bildung von Lipofuscin fuhrt.

4.4.3 Sekundare Speicherung von Cholesterin

Neben dem autofluoreszenten Lipofuscin wurde durch die Filipin-Farbung eine
Akkumulation von freiem Cholesterin im Cerebellum der a-Mannosidase defizienten
Mause beobachtet. Sekundare Speicherung von Cholesterin im ZNS ist ein weit
verbreitetes Phanomen innerhalb der LSDs (Walkley und Vanier 2008), dessen
Ursache noch weitgehend unbekannt ist. Auch im ZNS des a-Mannosidose-
erkrankten Meerschweinchens wurde eine sekundare Speicherung von Cholesterin
beschrieben (Crawley und Walkley 2007). Im Gegensatz zu dieser Studie, in der die

Akkumulation vor allem um die Purkinjezellen und in der granularen Zellschicht
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beobachtet wurde, akkumulierte Cholesterin im Mausmodell in der molekularen
Zellschicht. Ein Teil des Cholesterins konnte mit Lipofuscin in Mikroglia co-lokalisiert

werden und stellt offenbar eine Komponente des Lipofuscin dar.

Im ZNS wird Cholesterin fur die Synthese von Membranen durch Neu-Synthese oder
durch lysosomales Recycling zur Verfigung gestellt (Vance 2006). Der Export freien
Cholesterins aus den Lysosomen ist dabei noch unzureichend geklart. Die Defizienz
des NPC1 als auch des NPC2 Proteine fuhren zu einer Akkumulation von
Cholesterin in Lysosomen und einer Niemann-Pick Typ C-Erkrankung (Mukherjee
und Maxfield 2004). NPC1 ist ein lyso- / endosomales Membranprotein, NPC2 ein
I6sliches lysosomales Glykoprotein. In einer jlingst verdffentlichten Studie konnte
gezeigt werden, dass NPC2 Cholesterin in Lysosomen bindet und als Cholesterin-
Donor fur NPC1 dient (Infante et al. 2008). Western Blot-Analysen des NPC2-
Proteins des ZNS und der Leber der a-Mannosidase-defizienten Mause wiesen eine
stark erhohte Protein-Expression im Vergleich zu Wildtyp-Tieren auf, sowie ein
vollstandiges Fehlen der monoglykosylierten NPC2-Form. In der Leber der MPS I1IB-
Maus waren ebenfalls samtliche NPC2-Formen starker glykosyliert. Cheruku et al.
konnten zeigen, dass die monoglykosylierte NPC2-Form in einem in vitro-System
eine um den Faktor drei bis vier hdhere Cholesterin-Transferrate gegentuber Modell-
Membranen (dem in der Studie verwendete NPC2-Cholesterin Akzeptor) aufweist als
die diglykosylierte Form (Cheruku et al. 2006). Dies lie3e die Spekulation zu, dass
eine Speicherung von Cholesterin durch eine glykosylierungs-bedingte geringere
Donoraktivitat von NPC2 gebundenem Cholesterin an NPC1 und dadurch bedingten

verzogerten Export stattfindet.

4.4.4 Akkumulation von Autophagosomen im ZNS a-Mannosidase-defizienter

Mause

Aus der Gruppe der NCL-Erkrankungen konnte erstmals in Cathepsin D-defizienten
Mausen eine erhdhte Anzahl von Autophagosomen im ZNS eines Tiermodells einer
lysosomalen Speichererkrankung nachgewiesen werden (Cao et al. 2006). In
jungster Zeit folgten ahnliche Beschreibungen bei Mausmodellen anderer LSDs wie
Mucopolysaccharidose IlIA, Pompe-Erkrankung, Mucolipidose IV, Niemann-Pick C
und multiple Sulfatase-Defizienz, bei denen durch Western Blot Analyse des

Autophagie-Markers LC3 und Elektronenmikroskopie eine teilweise stark erhohte
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Menge von Autophagosomen nachgewiesen werden konnte (Fukuda et al. 2006;
Liao et al. 2007; Settembre et al. 2008; Vergarajauregui et al. 2008). Zwei
Mechanismen kdnnen zu einer solchen Akkumulation von Autophagosomen flhren:
Einerseits scheint es zumindest bei einigen LSDs zu einem veranderten Umsatz von
Autophagosomen z.B. durch eine eingeschrankte Fusion der Autophagosomen mit
Lysosomen und dem damit vermindertem Abbau der Autophagosomen zu kommen
(Cao et al. 2006; Liao et al. 2007; Settembre et al. 2008). Bei anderen LSDs wird
offenbar Autophagie vermehrt induziert (Liao et al. 2007; Vergarajauregui et al.
2008). Dies konnte beispielsweise durch einen Mangel an Stoffwechselmetaboliten
bedingt sein, die normalerweise nach der Degradation in den Lysosomen wieder flr
die Synthese neuer Makromolekule zur Verfugung stehen. Die Induktion von

Autophagie wirde demnach als kompensatorischer Mechanismus fungieren.

Auch im ZNS der a-Mannosidase-defizienten Tiere konnten im Vergleich zu
Kontrolltieren signifikant mehr Autophagosomen durch Immundetektion von LC3
beobachtet werden. Autophagie kann Uber Beclin1 als auch den Akt / mTOR-Weg
induziert werden (Pacheco und Lieberman 2008). Western Blot Analysen fur Beclin1,
Akt und mTOR sowie ihre phosphorylierten Formen zeigten keine signifikanten
Unterschiede zwischen Wildtyp- und knockout-Tieren. Offensichtlich akkumulieren
daher im ZNS der knockout-Mause Autophagosomen durch verminderten Abbau

bzw. verminderte Fusion mit Lysosomen, statt durch erhdhte Induktion.

4.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte durch eine Transkriptomanalyse gezeigt werden,
dass durch die NEO-NPT knockout-Kassette pleiotrope Effekte auf die
Genexpression dem Man2B1-Gen benachbarter Gene ausgelbt werden. Das
verwendete Mausmodell eignet sich somit nur sehr bedingt fur die weitere
Untersuchung der a-Mannosidose, da Effekte dieser Gene nicht auszuschlie3en
sind. Die Generierung eines neuen Mausmodells ist somit unerlasslich fur weitere
Studien. Die Verwendung eines Cre-Lox-Systems wurde dabei die Entfernung des
Selektionsgens aus der genomischen Sequenz erlauben und regulatorische

Einflisse auf benachbarte Gene verhindern.

In 58 Wochen alten Tieren konnte eine Reihe von Genen identifiziert werden, deren

Expression offenbar als sekundarer Effekt der lysosomalen Speicherung reguliert ist.
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Die Expression dieser Gene sprach zwar deutlich auf die ERT an, es kam jedoch zu
keiner vollstandigen Korrektur des Transkriptoms. Eine mogliche Erklarung ist, dass
die Therapiedauer von zwei Wochen nicht ausreichend war. Die vollstandige
Defizienz der a-Mannosidase fuhrt nach der Injektion des rekombinanten humanen
LAMAN zu einer starken Immunantwort (Roces 2005) und verhindert somit eine
langer als zwei Wochen andauernde Therapie mit Dosierungen, die ausreichend
sind, um die Speicherung von N-Glykanen zu korrigieren. Die Generierung eines fur
das humane LAMAN immuntoleranten Mausmodells wirde eine solche
Immunantwort verhindern. Dazu muisste ein knockin-Mausmodell mit einem
MAN2B1-Gen mit einer Mutation konstruiert werden, in dem zwar ein stabiles
LAMAN-Protein exprimiert wird, das jedoch keine enzymatische Aktivitat aufweist,
beispielsweise durch Mutation einer Aminosaure im aktiven Zentrum. Das
Einkreuzen dieses knockin-Mausstamms in ein neu generiertes a-Mannosidase-
defizientes Mausmodell wirde zwar in homozygoten Tieren keine lysosomale
a-Mannosidase-Aktivitat aufweisen, jedoch durch die Expression des inaktiven
LAMAN immuntolerant gegenuber dem rekombinanten Enzym sein. Durch eine
solche Strategie konnten bereits in Mausmodellen der MPS VII, MPS IVA sowie der
metachromatischen Leukodystrophie eine Immuntoleranz gegenuber den jeweiligen
rekombinanten Enzymen erreicht werden (Sly et al. 2001; Tomatsu et al. 2005;
Matzner et al. 2007).

Durch die Untersuchung des ZNS der a-Mannosidase-defizienten Mausen konnte
eine Akkumulation von Cholesterin und Lipofuscin in aktivierten Mikrogliazellen in der
Molekularschicht des Cerebellum beobachtet werden. Zudem konnte durch den
Autophagie-Marker LC3 eine stark erhdohte Menge von Autophagosomen detektiert
werden. Roces et al. konnten durch die Injektion sehr hoher Dosen (zwei Injektionen
mit 250 mU/ g Kérpergewicht) des rekombinanten LAMAN Uberraschenderweise eine
Reduzierung der Speicherglykane im ZNS feststellen (Roces et al. 2004). Blanz et al.
konnten erst bei Injektion von vier Injektionen mit 500 mU/ g Korpergewicht einen
korrektiven Effekt in Teilen des ZNS erreichen. Im stark betroffenen Hippocampus
konnte eine besonders effiziente Entspeicherung gezeigt werden (Blanz et al. 2008).
Auch im a-Mannosidose-Meerschweinchen konnte ein Effekt der ERT auf das ZNS
beobachtet werden (Crawley et al. 2006). Wenn ausreichende Mengen des
rekombinanten Enzyms zur Verfugung stehen, konnte anhand des neuen

immuntoleranten a-Mannosidase Mausmodells Uberprift werden, ob auch die
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Aktivierung von Mikroglia, die Speicherung von Lipofuscin und Cholesterin sowie die

Akkumulation von Autophagosomen durch die ERT reversibel ist.

Die Prasenz von Lipofuscin in Mikrogliazellen des ZNS der knockout-Mause lasst die
Frage nach dessen molekularer Zusammensetzung aufkommen. Besonders die
modgliche Speicherung von Glykoproteinen als Ursache des autofluoreszenten
Materials, die als Konsequenz der verminderten Degradation der Glykane am
abzubauenden Peptidanteil resultieren konnte, gilt es im Weiteren zu untersuchen.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen des Speichermaterials der Mikroglia
wurden bereits begonnen und koénnten erste Hinweise auf dessen

Zusammensetzung geben.

SchlieRlich mussen weitere Experimente klaren, welche Konsequenzen die hier
aufgezeigte Hyperglykosylierung verschiedener lysosomaler Proteine auf ihre
Funktion haben. Der hohe Glykosylierungsgrad des NPC2-Proteins konnte eine
mogliche Ursache fir die Akkumulation von Cholesterin im Cerebellum der
a-Mannosidase-defizienten Tiere sein, aber auch ggf. die Speicherung von

Cholesterin in anderen LSDs erklaren.

Die Tatsache, dass bereits durch eine vergleichsweise kurze ERT-Behandlung von
zwei Wochen die untersuchten sekundaren Auswirkungen der lysosomalen
Speicherung fast vollstandig korrigiert werden konnten, macht die ERT zu einem
vielversprechenden Therapie-Ansatz fur a-Mannosidose-Patienten. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit unterstitzen somit eine baldige EinfiUhrung der ERT flr die

Therapie der a-Mannosidose.
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5 Zusammenfassung

Die Defizienz der lysosomalen a-Mannosidase fuhrt zu der lysosomalen
Speichererkrankung a-Mannosidose. Ein méglicher Therapieansatz zur Behandlung
der Erkrankung bietet die Substitution des Enzyms durch die intravendse Injektion
rekombinanten Enzyms. Ziel der Arbeit war es, sekundare Folgen der lysosomalen

Speicherung und den Effekt der Therapie auf diese Veranderungen zu untersuchen.

Anhand eines bereits etablierten knockout-Mausmodells der a-Mannosidose sollte
mittels Microarray-Genexpressionsanalyse das Transkriptomprofil der Leber von
knockout und Wildtyp-Mausen, sowie mit rekombinantem Enzym behandelter
knockout-Mause verglichen werden, um sekundare Folgen der lysosomalen
Speicherung und deren mogliche Therapierbarkeit durch das rekombinante Enzym
abschatzen zu konnen. In 58 Wochen alten Tieren konnte die erhdhte Expression
einer Reihe von Genen gezeigt werden, deren Expression auf Kupfferzellen
beschrankt ist. Immunohistologisch konnte eine veranderte Morphologie der
Kupfferzellen in der Leber nachgewiesen werden, die nach der Therapie wieder auf
Wildtyp-Niveau normalisiert wurde. Weiterhin konnte durch die Transkriptomanalyse
ein regulatorischer Effekt auf die Expression von Genen detektiert werden, die dem
knockout-Gen Man2B1 auf Chromosom 8 benachbart sind.

Biochemische Untersuchungen zeigten, neben einer erhdhten spezifischen Aktivitat,
eine Hyperglykosylierung einiger lysosomaler Proteine. Wahrend die spezifische
Aktivitat vollstandig durch die Therapie normalisiert wurde, liel3 sich fur die
Hyperglykosylierung im Rahmen der Therapiedauer eine partielle Korrektur

feststellen.

Die Untersuchung des Gehirns alterer a-Mannosidase-defizienter Tiere offenbarte in
der Molekularschicht des Cerebellum die Akkumulation von Cholesterin, eine
Aktivierung von Mikrogliazellen, hypertrophen Bergmann-Glia und Lucken in der

Purkinjezellschicht. Zudem konnte Lipofuscin in Mikroglia nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen neue sekundare, durch die lysosomale
Speicherung bedingte Veranderungen in der Leber auf, die durch die Enzym-
Therapie teilweise therapierbar sind. Weitere Untersuchungen Uber pathogene
Veranderungen im  Gehirn  konnten unter anderem  Aufschluss  Uber

Zusammensetzung des autofluoreszenten Materials liefern.
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Anhang

Normalisierte Genexpression der GeneChip-Analyse von Genen um das
Man2B1-Gen
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Abb. 7.1: Expression differentiell exprimierter Gene auf Chromosom Zytoband 8C2 und 8C3
um das Man2B1-Gen (normalisierte Genexpression GeneChip-Analyse).
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7.2 Realtime-PCR Primer-Sequenzen

GAPDH:

CD68:

Clecé4n:
Dnaja2:
Lysozym:
Integrin 9a:
Peroxiredoxin2:
KIf1:
Gadd45gip1:

Asna1l:

Gcdh:
Hexosaminidase B:
B-Glucuronidase:
B-Glucosidase:

B-Galactosidase:

B-Glucocerebrosidase:

Cathepsin B:

gagtcaacggatttggtcgt
gacaagcttcccgttctcag
cttctgctgtggaaatgcaa
caatgatgagaggcagcaag
cagtcaaaatgtcaggttctgg
catttcgaaggattccagtaaa
gaccgtgtgcgagtaaaaca
ccaagtatctctccccatge
ccctcgatttceectctaag
gggagactttgcacaacaca
caggcaacagtgtcctttca
ggcatcacaaaagtccaggt
tggcttgtgcaactgactc
gtctcactgtgtcccacca
acactggacatcgtccctt
tacggtccttggatccact
catgcactctgcgatacgct
ggccgaggagcaagaatgg
aggaaccctgaacagacaa
gctggttgacgatgatgttg
tggaaaagccctggatattg
gtgaatgcctgaatcccagt
ctggtgtcgctagtgtcge
cagggccatgatgtctcttg
ggctggtgacctactggattt
ggcactgggaacctgaagt
gccaggctcatcggattcttc

cacggggtcaagaggagtcac

cttcccactgaacactgaggc
ttggcacgaacaaggtctttt
gccaggctcatcggattcttc
cacggggtcaagagagtcac
tttgatgcacgggaacaatgg
tgtgaatgcaggttcggtcag
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Abkurzungsverzeichniss

Abkiurzungsverzeichniss

Abb
ATG
AS

bp
BMT
bzw
°C
cDNA
CHO
CA
DC
2D-GE
dH,O
DMEM
DNA
dNTP
DPO
EndoH
ER
ERT
et al.
EtBr
EtOH
FKS
Fuc
agf
GIcNAc
HPLC
ID

IEF

kb

kDa

kg

Abbildung

autophagy related gene
Aminosauren

Basenpaare

bone marrow transplantation
beziehungsweise

Grad Celsius

komplementare DNA

chinese hamster ovary

Cornu Dentatus
Dunnschichtchromatografie
2D-Gelelektrophorese
destilliertes Wasser
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleotide
Dolichol-Pyrophosphoryl-Oligosacharide
Endoglykosyidase H
Endoplasmatisches Reticulum
Enzymersatztheraphie

et alii (lat. und andere)
Ethidiumbromid

Ethanol

fotales Kalberserum

Fucose

gegebenenfalls
N-Acetylglucosamin

High Performance Liquid Chromatography
Identifikationsnummer
Isoelektrische Fokussierung
Kilobasenpaare

Kilo Dalton

Kilogramm



Abkiirzungsverzeichniss

LCR
ko
LSD

M

Mo
MALDI
Man
mA
MEF
MetOH
Min
M6P
MPR
MR
MRNA
MS
mU
MW
NCL
NPC
oD
PBS
PCR
PE
PGK
pH

pl

PNS

RNA

Upm

RT
RT-PCR
SDS-PAGE
So

Std

locus control region

knockout

Lysosomale Speichererkrankung
Molar

Makrophagen

Matrix unterstutzte Laser-Desorption/lonisierung

Mannose

milli Ampere

Embryonale Mausfibroblasten
Methanol

Minute(n)

Mannose-6 Phosphat
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
Mannose Rezeptor

messenger RNA
Massenspektrometrie

Milli-Units

Molekulargewicht

Neuronale Ceroid Lipofuscinose
Niemann Pick Typ C

optische Dichte

Phosphat-gepufferte Kochsalzl6sung
Polymerase Ketten Reaktion
Phosphatidylethanolamin
Phosphoglycerat-Kinase

negativer dekadischer Logarithmus der
Protonen Konzentration
Isoelektrischer Punkt

postnuklearer Uberstand
Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-PCR
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
siehe oben

Stunde(n)
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Tab. Tabelle

Taq Thermophilus aquaticus
TFA Trifluoressigsaure

TBS Tris-gepufferte Kochsalzldsung
TE Tris-EDTA

TGN Trans-Golgi-Netzwerk
TOF time of flight

u.a. unter anderem

uN uber Nacht

UDP Uridindiphosphat

Upm Umdrehungen pro Minute
USW. und so weiter

uv ultraviolett

uz Ultrazentrifuge

\Y Volt

Vol. Volumen

v/iv Volumenverhaltnis

w Wochen

wit Wildtyp

wiv Gewicht zu Volumen

z. B. zum Beispiel

ZNS Zentrales Nervensystem

Die chemischen Elemente wurden mit den Ublichen Symbolen abgeklrzt. Fur
Fachbegriffe, fir die in der deutschen Fachliteratur eine Ubersetzung uniiblich oder
unzureichend ist, wurden die englischen Termini verwendet. Englische Begriffe sind

kursiv hervorgehoben.
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