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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Intrazellularer Vesikelverkehr

Prokaryoten besitzen eine wenig differenzierte Zellstruktur, zeichnen sich aber durch
eine grofle Diversitét in biochemischen Prozessen aus. Dagegen ist die Entwicklung der
Eukaryoten von einer strukturellen Vielfiltigkeit gekennzeichnet. Diese liegt in dem
Besitz von Organellen und in der Entwicklung zur Multizellularitdt begriindet. Die
strukturelle Diversitdit der Eukaryoten erforderte eine Bildung komplexer
Kommunikationswege sowohl innerhalb der Zelle, zwischen den Zellen als auch mit der
Umwelt.

Hauptmerkmale der Eukaryoten sind ein membranumgebender Zellkern (Nukleus) und
eine intrazelluldire  Gliederung in  membranumschlossene  Reaktionsrdaume
(Kompartimente). Das Prinzip der Kompartimentierung erlaubt, dass in einer Zelle
gegenldufige Stoffwechselwege gleichzeitig ablaufen konnen. Auch Energie
konservierende Mechanismen, wie der Protonengradient der Atmungskette, werden erst
durch diese Aufteilung ermdglicht.

Eine Euzyte besitzt folgende Kompartimente: Zellkern, Mitochondrien, Plastiden (bei
Pflanzen), Lysosomen bzw. Vakuolen (bei Pflanzen), Microbodies (Peroxisome bzw.
Blatt-Glyoxisome bei Pflanzen) und das Endomembransystem mit endoplasmatischem
Reticulum und dem Golgi-Apparat. Im Vergleich zu einer prokaryotischen Zelle besitzt
die eukaryotische Zelle ein 10° bis 10* fach groBeres Volumen, welches die
Ansammlung membranumschlossener Kompartimente ermdglicht (Dacks & Doolittle,
2004). Die eukaryotischen Zellen verfiigen {iber eine Transportmaschinerie, in der die
Kompartimente und die Plasmamembran dynamisch durch Austausch von Vesikeln
miteinander in Verbindung stehen.

Fiir den vesikuldren Transport von Proteinen und anderen Molekiilen existieren zwei
gegenldufige Wege, die im Folgenden vorgestellt werden. Mit Hilfe dieses
ausgekliigelten Transports steht die dullere Begrenzung einer eukaryotischen Zelle, die
Plasmamembran, iiber das endoplasmatische Reticulum mit der Kernmembran in

Verbindung.
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1) Der biosynthetisch-sekretorische Weg
Die Hauptaufgabe des biosynthetisch-sekretorischen Weges besteht in der
Regulierung des Transports von neu synthetisierten Proteinen, Kohlenhydraten und
Lipiden, sowie deren Lagerung und Modifizierung.
Neu synthetisierte Proteine gelangen von den Ribosomen des rauhen
Endoplasmatischen Reticulum (rER) in dessen Lumen. Von dort werden die
Molekiile zum Golgi-Komplex transportiert und weiter prozessiert. Innerhalb des
Trans-Golgi Netzwerk (TGN) werden sie sortiert, in spezifische post-Golgi-Vesikel
verpackt und gelangen zu ihrem Bestimmungsort z. B. in Lysosomen, in
Endosomen oder an die Plasmamembran (Abb. 1.1). Der Membrantransport erfolgt
entlang hoch organisierter gerichteter ,,Routen®.
Die Freisetzung der Molekiile liber die Zellmembran in die Umgebung erfolgt tiber
Exozytose. Bei der konstitutiven Exozytose werden Stoffe {iber einen gewissen
Zeitraum kontinuierlich sezerniert. Diese gilt allgemein fiir alle Zellen, die keine
besondere sekretorische Aufgabe ausfiihren.
Die regulierte Exozytose ist dagegen abhéngig von einem externen Stimulus. Bis
vor kurzem wurde angenommen, dass der regulierte sekretorische Weg eine
Besonderheit spezialisierter, z. B. neuronaler, endokriner oder exokriner Zellen
reprasentiert und fiir die schnelle Signaliibertragung zwischen Zellen verantwortlich
ist (Neher, 1998). Hierbei erfolgt eine Ausschiittung von Botenstoffen iiber einen
Kalzium-Stimulus (Burgoyne & Morgan, 1998; Jaiswal, 2001). Als Kalzium-Sensor
und Fusionsmotor wurden Synaptotagmine identifiziert, die mit ihren beiden C2-
Dominen Kalzium binden. Synaptotagmine reprisentieren Transmembranproteine
und wurden erstmals in sekretorischen Vesikeln von neuronalen Synapsen gefunden
(Ybe et al., 2000). Weitere Studien zeigten, dass sie ubiquitir exprimiert werden
und in unterschiedlichsten Zelltypen zu finden sind (Rao ef al., 2004).
Jingere Studien zeigen, dass auch in ,,nicht professionellen* sekretorischen Zellen
eine Kalzium-stimulierte Exozytose stattfindet (Rodriguez et al., 1997; Martinez et
al., 2000; Jaiswal et al., 2002; Rao et al., 2004). Hierbei sind die Uberginge
zwischen konstitutiver bzw. regulierter Exozytose flieBend.
Die Plasmamembran représentiert den Endpunkt des biosynthetisch-sekretorischen

und zugleich den Anfang des endozytotischen Wegs.
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2)
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Abbildung 1.1: vereinfachtes Schema des biosynthetisch-sekretorischen Weges. ER:
Endoplasmatisches Reticulum, TV: Transportvesikel, pV: post-Golgi-Vesikel, E: Endosom, L:
Lysosom, PLM: Plasmamembran. Neu synthetisierte Molekiile werden aus dem Lumen des ER in
Transportvesikel verpackt und zum Golgi-Komplex transportiert. Dort werden sie prozessiert,
gelangen in post-Golgi-Vesikel und letztlich zu ihrem Zielpunkt, z. B. Endosom, Lysosom oder
Plasmamembran. Ca’" als Stimulus fiir die regulierte Exozytose ist im griinen Schriftzug dargestellt.

Der endozytotische Weg

Noch vor kurzem wurde postuliert, dass fiir die Aufrechterhaltung des zelluldren
Milieus ein einfacher gerichteter Transportmechanismus angewandt wird.
Makromolekiile werden {iber Endozytose aufgenommen, in Lysosomen transportiert
und verdaut oder zur Plasmamembran zuriick transportiert (Tjelle et al., 1996).

Mit der Entwicklung besserer Methoden zur Untersuchung des Vesikelverkehrs in
vivo, vor allem in der konfokalen Lasermikroskopie, wurde das Bild der Endozytose
komplexer. Es wurde eine genauere Identifizierung der endozytotischen
Komponenten ermoglicht. Das endosomale System besteht aus priméren
endozytotischen Vesikeln, frithen Endosomen, spiten Endosomen und Lysosomen
(Murk et al., 2003; Abb. 1.2). In Sdugerzellen spielt der endozytotische Weg eine
essentielle Rolle im Transport von Membrankomponenten, Rezeptorassoziierten

Liganden und loslichen Molekiilen an zahlreiche intrazellulire Bestimmungsorte
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(Maxfield & McGraw, 2004). In Antigen-préisentierenden Zellen des Immunsystems
(B-Lymphozyten, Dendritische Zellen, Makrophagen) agieren Endosome und
Lysosome als Speicher fiir MHC II (major histocompatibility complex)-Molekiile
(Geuze, 1998).

PLM

A @
4
A
! trans

Golgi-
Komplex

Abbildung 1.2: vereinfachtes Schema des endozytotischen Weges. PLM: Plasmamembran, eV:
endozytotische Vesikel, fE: frilhes Endosom, sE: spites Endosom, L: Lysosom, TV:
Transportvesikel, ER: Endoplasmatisches Reticulum. Molekiille werden {iiber Endozytose
aufgenommen und in endozytotische Vesikel verpackt. Sie gelangen iiber frithe und spdte Endosome
in Lysosomen. Dort werden sie verdaut oder zuriick zur Plasmamembran oder zum
Endoplasmatischen Reticulum transportiert.
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1.2. Mechanismen des vesikuliren Transports
Wie finden die Transportvesikel innerhalb dieser beiden beschriebenen
Kommunikationswege ihr Ziel und wie bewegen sie sich fort? Dies sind die zentralen
Fragen in der molekularen Aufkldrung des Vesikelverkehrs, bis dato ist das Wissen
dartiber liickenhaft. Jedes Kompartiment besitzt eine funktionelle Identitét, die auf der
enzymatischen Zusammensetzung im Lumen beruht. In den letzten fiinf Jahren wurde
ein zusétzliches Charakteristikum der Kompartimente aufgeklart, das von der
Transportmaschinerie erkannt und genutzt wird, um einen zielgerichteten
Vesikelverkehr zu gewihrleisten (Munro, 2004). Hierbei handelt es sich um
konservierte Proteinfamilien, die spezifisch fiir jedes Kompartiment sind. Dazu gehdren
Rab-Proteine und SNARE-Proteine (soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor)
attachment protein receptor). Grundsitzlich bildet sich ein Transportvesikel aus einer
Donor-Membran und gelangt gerichtet zu seiner spezifischen Ziel-Membran.
Der vesikuldre Transport findet in flinf aufeinander folgenden Stufen statt, die
nachfolgend beschrieben sind.
1) Vesikel-Bildung (,,budding*)
Dieser Prozess beginnt mit der Rekrutierung kleiner GTPasen (z. B. Arf-, Sarl-
Proteine) an die zytosolische Seite der Membran, an der die Vesikelabschniirung
erfolgt. GTPasen sind in der Lage, Guanin-Nukleotide zu binden (Pfeffer, 2003).
Mit Hilfe eines Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktors (GEF, guanine-nucleotide-
exchange factor) wird Guanosin-Diphosphat (GDP) in Guanosin-Triphosphat (GTP)
ausgetauscht. Mit dieser Reaktion vollziehen GTPasen eine Konformationsénderung
und binden mit einem Lipidrest (Farnesyl- und Palmitoyl-Reste) an die Membran. In
diesem aktiven Zustand katalysieren sie die lokale Ansammlung von Hiillproteinen
(Abb. 1.3). Diese Hiillproteine sind zum einen daran beteiligt, die
physikochemischen Eigenschaften der Membran zu &ndern und eine Ausstiilpung
der Membran zu erlauben. Zum anderen unterziehen sie die potentielle ,,Fracht™
einer Qualitdtskontrolle. Sie erkennen spezifische Signalsequenzen und ermoglichen
selektiv den Eintritt in das sich bildende vesikuldre Lumen.
Es gibt vier verschiedene Hiillkomplexe. Diese Komplexe bestehen aus den
eigentlichen Hiillproteinen (Coatamere), GTPasen und speziellen Transmembran-
proteinen, so genannten ER Vesikelproteinen (Ervs). Ervs beschleunigen die

Vesikelbildung und haben einen regulatorischen Einfluss auf die Beladung der
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entsprechenden Vesikel (Belden & Barlowe, 2001, Powers & Barlowe, 2002).

Die ersten beiden Hiillkomplexe, so genannte COP (coat protein)-Komplexe, spielen
im frithen sekretorischen Weg eine Rolle. Zum einem vermittelt COP II die
Vesikelbildung vom ER und dessen anschlieBenden Transport zum Golgi-Apparat
(Barlowe, 1998, Kaiser & Ferro-Novick, 1998, Springer et al., 1999). Zum anderem
spielt COP I eine Rolle im retrograden Weg: Vesikel knospen am Golgi-Apparat
und gelangen zuriick in das ER (Springer et al., 1999). Aber auch innerhalb der
Golgi-Zisternen spielen COP I Vesikel eine Rolle (Orci et al., 1997, Schekman &
Mellman, 1997).

Der dritte Hiillkomplex liegt entlang der endozytotischen Route, aber auch in der
regulierten Exozytose (Lafer, 2002) und besteht aus Clathrin-beschichteten
Vesikeln. Aufgrund der Struktur des Clathrins (je drei kleine und drei grof3e
Polypeptidketten) ergibt sich eine ,Dreibeinstruktur. Bei Anlagerung vieler
Clathrin-Molekiile entsteht ein konvexes Netz. Elektronenmikroskopisch sind
netzausgekleidete Vertiefungen an der zytoplasmatischen Seite der Membranen zu
erkennen, die als ,,coated pits“ bezeichnet werden.

Der vierte Hiillkomplex ist am wenigsten verstanden und besteht aus Caveolae, die
aus integralen Membranproteinen, den Caveolinen bestehen (Parton & Richards,
2003, Fujimoto et al., 2000) und ebenfalls an endozytotischen Ereignissen beteiligt
sind. Im Gegensatz zu Clathrin- bzw. COP I- und COP II-beschichteten Vesikeln
stiilpen sich diese Caveolae-Membranstrukturen ein und nehmen ihre ,,Fracht* nicht
durch den Aufbau einer zytosolischen Proteinhiille auf. Aufgrund dieser
Eigenschaften wird vermutet, dass Caveolae aus Lipid-Fl6Ben (lipid rafts) entstehen
(Murata et al., 1995, Trigatti et al., 1999). Diese zeichnen sich durch einen hohen
Anteil an Cholesterin, Glykosphingolipiden und Glykosyl-Phosphatidylinositol-

(GPI)-verankerte Membranproteinen aus.
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2)

3)

Vesikel-Fortbewegung (,,movement*)

Nach der Vesikelbildung und dessen Ausstiilpung wird das GTP der aktiven kleinen
GTPasen (z. B. Arf oder Sarl) hydrolytisch in GDP gespalten. Diese Reaktion wird
von GAP (GTPase-activating protein) vermittelt und resultiert in einer inaktiven
GDP-gebundenen GTPase (Dacks & Doolittle, 2004). Aufgrund der einhergehenden
Konformationsédnderung ist die GDP-bindende GTPase nicht mehr in der Lage an
der Vesikelmembran zu binden. Die genaue Bedeutung der GTP-Hydrolyse fiir die
Vesikel-Fortbewegung ist noch unklar. Es wird vermutet, dass die beteiligten
Enzyme eine Rolle in der Signalleitung und der Interaktion mit dem Zytoskelett
spielen (Donaldson & Lippincott-Schwartz, 2000). Wird die Hydrolyse von GTP
blockiert, bewahren die intrazelluldren Transportvesikel ihre Hiillproteine und sind
nicht in der Lage zu fusionieren (Tanigawa et al., 1993). Vesikel werden iiber
Interaktion mit Mikrotubuli transportiert, indem Kinesine und Dyneine die treibende
Kraft darstellen (Girod et al., 1999). Diese beiden ,,Motorproteine® gewinnen ihre
Energie aus der ATP-Hydrolyse. Kinesine sind zum Plus-Pol der Mikrotubuli
gerichtet und sind verantwortlich fiir den anterograden Transport, d. h. Vesikel und
Organellen wandern in Richtung Plasmamembran. Zytoplasmatisches Dynein
bewegt sich in Richtung des Minus-Pols eines Mikrotubulus und treibt den
retrograden Transport an. Organellen und Vesikel werden durch das Zytoplasma
transportiert (Ligon et al., 2004). Dieser bidirektionale Transportweg wird iiber
Dynactin koordiniert. Dynactin verkorpert einen grolen multimeren Proteinkomplex,
welcher sowohl mit Dynein als auch Kinesin interagiert und die Assoziation der
Motorproteine mit Vesikel und Mikrotubulus vermittelt (Deacon et al., 2003).
Vesikel-Anndherung (,,tethering*)

Dieser Prozess ist bis heute in seinem Mechanismus kaum verstanden. Ebenfalls ist
wenig bekannt liber die beteiligten Molekiile. Es wird vermutet, dass diese einen
physikalischen Kontakt zwischen dem Transportvesikel und dem Zielkompartiment
herstellen (Whyte & Munro, 2002). Dieser kontrolliert den gerichteten
Vesikeltransport und fordert die anschlieBende Fusion (Pfeffer, 1999; Guo et al.,
2000). ,,Tethering* Faktoren sind langkettige Molekiile bzw. Molekiilkomplexe, die
innerhalb der Vesikelmembran bzw. der Zielmembran C-terminal verankert sind
(Sonnichsen et al., 1998; Abb. 3.1). Das Zytosol wird nach geeigneten

Fusionspartnern mit ihrem zytosolischen N-terminalen Bereich durchsucht. Die bis




Einleitung

4)

5)

dato identifizierten Molekiile bzw. Molekiilkomplexe zeigen keine konservierte
Struktur. Einige besitzen allerdings eine GEF-Aktivitdt und fungieren als Effektoren
fiir Rab-Proteine (Sacher et al. 2001; Wurmser et al., 2000; Seals et al. 2000).
Vesikel-Kontakt ,,(docking*)

Von diesem Schritt an spielen zwei hoch konservierte Proteinfamilien eine
essentielle Rolle, die fiir die Identifizierung der Fusionspartner und fiir die
Aktivierung der Fusionsmaschinerie verantwortlich sind.

Eine dieser Gruppen umfasst die Rab-Proteine. Diese gehdren zur Superfamilie der
Ras kleinen GTPasen, sind in allen Eukaryoten zu finden und besitzen eine sehr
hohe Sequenzéhnlichkeit von 75-95% (Bock et al., 2001). Das Sdugergenom codiert
fiir mehr als 60 Rab-Proteine (Pereira-Leal & Seabra, 2001), welche jeweils eine
spezifische  Lokalisation aufweisen und Markermolekiile intrazelluldrer
Kompartimente darstellen (Abb. 3.1). Die konservierten Strukturen der Rab-
Proteine sind vor allem in den Guanin-Nukleotid-Bindungsstellen zu finden. Der
Carboxy-Terminus besteht aus einer variablen Sequenz, die fiir die subzelluldre
Identifizierung verantwortlich ist (Stenmark & Olkkonen, 2001), zusétzlich besitzen
Rab-Proteine eine hydrophobe Geranylgeranyl-Gruppe, durch die die
Membranassoziation vermittelt wird. Rab-Proteine bewirken eine Anhdufung von
Vesikeln an ihrem Zielort, vermitteln und beschleunigen die Freisetzung von
SNARE-Proteinen, die die Vesikelfusion bestimmen.

Vesikelfusion (,,fusion®)

Der letzte Schritt im Vesikeltransport ist die Fusion der Vesikel mit ihrem
Zielkompartiment. SNARE-Proteine représentieren die essentiellen Molekiile dieses
Vorgangs. In Sdugern sind mehr als 35 SNARE-Proteine bekannt (Bock et al.,
2001), die in Struktur und GroBe variieren. SNARE-Proteine besitzen eine C-
terminale Transmembran-Domaéne, mit der sie in der Membran verankert sind. Wie
die Rab-Proteine gelten sie als spezifische Marker fiir verschiedene intrazellulire
Kompartimente und Fusionsereignisse. SNAREs werden in zwei Klassen
entsprechend ihres Vorkommens eingeteilt. Innerhalb der Membran von
Transportvesikeln werden sie als v-SNARE (vesicle-SNARE) bzw. als R-SNARE
bezeichnet, wobei R fiir Arginin innerhalb der konservierten Sequenz steht (Antonin
et al, 2002, Fasshauer et al, 1998). Zu den v-SNAREs gehort die

Synaptobrevin/VAMP-Familie (vesicle-associated membrane protein). Innerhalb
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der Zielmembran befinden sich t-SNAREs (target-SNARE) bzw. Q-SNAREs,
wobei Q fiir Glutamin an einer konservierten Position innerhalb der coiled coil
Sequenz steht. Mitglieder der t-SNARESs sind Syntaxine und SNAPs (synaptosome-
associated protein). Thre spezifische Funktion beruht auf dem so genannten SNARE-
Motiv, das aus 60 bis 70 hoch konservierten Aminosduren besteht. Aufgrund dieser
Struktur entsteht ein sehr stabiler ,,SNARE-Komplex®, der aus vier a-Helices
besteht. Nachdem die Identitit der potentiellen Fusionspartner wéhrend des
,»Tetherings® und ,,Dockings® iiberpriift wurde, kommt es zur Bildung des SNARE-
Kernkomplexes, der aus jeweils einer a-Helix eines v-SNAREs, einer a-Helix eines
t-SNAREs und zwei a-Helices eines weiteren t-SNAREs besteht (Bonifacino &
Glick, 2004, Rao et al., 2004; Abb. 1.3). Dieser SNARE-Komplex ist dafiir
verantwortlich, dass die beiden zu fusionierenden Membranen einen engen Kontakt
eingehen und eine Fusionspore gebildet wird. Nach erfolgreicher Fusion erfolgt die
Dissoziation des SNARE-Komplexes mittels dem NSF-Faktor, einer ATPase und
seinem Adapterprotein a-SNAP (soluble NSF attachment protein). Neuere Studien
zeigen, dass SM-Proteine (Secl/Munc18-Proteine) essentiell fiir ein Fusionsereignis
sind. Sie bestehen aus 650 bis 700 Aminosduren und besitzen eine konservierte
Struktur. Eine Deletion dieser Proteine fiihrt zu einem Stop der Fusion (Bonifacino
& Glick, 2004). Die Munc 18 Familie ist an exozytotischen Ereignissen beteiligt, sie
bindet an spezifische t-SNAREs (Syntaxine) an der Plasmamembran (Schraw et al.,
2003). Es erfolgt eine Interaktion mit dem N-terminalen Bereich der SNARE-
Proteine wiahrend der Komplexbildung (Bracher & Weissenhorn, 2002, Dulubova et
al., 2003). Einige Studien zeigten, dass Munc-Proteine spezifisch von Isotypen der
Proteinkinase C (1.4.2.1), einer Familie von Serin/Threonin Kinasen, phosphoryliert
werden (Burgoyne et al., 2001, Reed et al., 1999). Diese Phosphorylierung fiihrt zu
einer geringeren Affinitdt zu den jeweiligen t-SNAREs, was in einer gestorten
Kinetik der Exozytose resultiert (Barclay et al., 2003). In in vitro Studien wurden
weitere Komponenten der Vesikelfusion, SNAP-25 (Shimazaki et al., 1996), VAMP
(Nielander et al., 1995), Synaptotagmin I (Hilfiker et al., 1999) und rab3 (Evans et
al.,2001) als PKC-Substrate identifiziert.
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Abbildung 1.3: Vereinfachtes Schema des vesikuliren Transports. 1: Vesikel-Bildung, mit GTP
beladene kleine GTPasen katalysieren die Ansammlung von Hiillproteinen, 2: Vesikel-Fortbewegung,
Hydrolyse von GTP zu GDP fiihrt zur Dissoziation von Hiillproteinen, 3: Vesikel-Annéherung,
physikalischer Kontakt zwischen Transportvesikel und Zielkompartiment durch ,,tethering™ Molekiile, 4:
Vesikel-Kontakt, Identifizierung der Fusionspartner durch Rab-Proteine, 5: Vesikelfusion, Ausbildung
eines SNARE Komplexes und Fusion des Vesikels mit der Zielmembran. Verdndert nach Bonifacino &

Glick, 2004.
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1.3. Defekte im vesikuldren Transport

Der Vesikeltransport scheint evolutiv konserviert zu sein und zeigt in seinen
Grundmechanismen keine groen Unterschiede durch die Taxa der Eukaryota. Trotz
seiner Bedeutung sind die einzelnen Schritte des Membrantransports auf molekularer
Ebene erst in ihren Anfingen verstanden (1.2). Molekulare Defekte in der
Membrantransport-Maschinerie haben gro3e Auswirkung auf die zellulire Homdostase,
auf die zellulire Kommunikation und letztlich auf den Organismus.

Krankheiten, die auf Defekte im lysosomalen Transport zuriickzufiihren sind, zeigen
hiufig eine Kombination von Immundefizienz und Albinismus. Die Ursache liegt in
einer gestorten Sekretion von zytotoxischen Komponenten, wie Perforin und
Granzymen in Immunzellen (Stepp et al., 1999), sowie in einer beeintrachtigten
Ausschiittung von Melanin bei Melanozyten, was zu Pigmentierungsstorungen fiihrt
(Griffiths, 2002, Stinchcombe & Griffiths, 1999).

Die molekularen Defekte resultieren aus Genmutationen, die einerseits direkt an der
Transportmaschinerie beteiligte Molekiile betreffen, z. B. Rab-Proteine (Griscelli
Syndrom, Menasche et al., 2003) oder Hiillproteine (Hermansky-Pudlak Syndrom,
Clark et al., 2003, Li et al., 2003). Andererseits konnen Mutationen Gene betreffen, die
fiir Proteine codieren, die fiir posttranslationale Modifikationen, z. B. an Rab-Proteinen,
verantwortlich sind. Somit resultiert eine gestorte enzymatische Aktivitdt und/oder
gestorte Navigation einzelner Molekiile zu ihren Zielkompartimenten. Ein Beispiel ist
die Rab-Geranylgeranyl-Transferase, die Rab-Proteinen das Geranylgeranyl-Motiv
tibertrigt, welches flir die Anheftung der Rab-Proteine an die Membran essentiell ist.
Ohne diese Modifikation sind Rab-Proteine nicht funktionell (Detter et al., 2000).
Tabelle 1.1 gibt einen kurzen Uberblick iiber Krankheiten, die auf funktionelle Defekte
im Vesikeltransport zuriickzufiihren sind. Ein detaillierter Uberblick von zahlreichen
genetischen- und Autoimmunerkrankungen, die ihre Ursache in einem gestdrten
intrazellularen Vesikelverkehr haben, findet sich in Aridor & Hannan (Aridor & Hannan,

2002).
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Tabelle 1.1: Krankheiten mit einer Kombination von Albinismus und Immundefizienz. Dieses
Zusammenspiel hat seine Ursache in einem gestorten lysosomalen Transport.

Krankheit (Maus-Modell) Gen-Defekt Funktion Literatur
Griscelli Syndrom (Ashen) Rab 27a Fehlregulation der Menasche et al.,
Exozytose 2000
Hermansky-Pudlak Syndrom HPS I Einfluss auf Biogenese | Dell’Angelica et
Typ 1 (pale-ear) von Lysosomen ? al., 2000
Hermansky-Pudlak Syndrom Untereinheit von Fehltransport von Dell’ Angelica et
Typ 2 (Pearl) AP-3 (Hiill-Protein) lysosomalen Proteinen al., 1999
Hermansky-Pudlak Syndrom | Rab Geranylgeranyl | inaktive Rab-Proteine, Huizing et al.,
Typ 3 (Gummetal) Transferase gestorte Vesikelfusion 2002
Chediak-Higashi Syndrom LYST Regulation in Barbosa et al.,
(Beige) (Lysosomal traffic | lysosomalem Transport? | 1996, Perou et
regulator) al., 1996

1.4 Chediak-Higashi Syndrom

Das Chediak-Higashi Syndrom (CHS) resultiert aus einem seltenen autosomal-
rezessiven Gendefekt, welcher Spezies-iibergreifend auftritt. Dieser ist sowohl beim
Menschen, als auch bei Walen, Rindern, Fiichsen, Katzen, Mausen und Ratten zu finden
(Shiraishi et al., 2002, Ward et al., 2000). Der Defekt manifestiert sich in partiellem
Albinismus, einer Blutungs-Tendenz, neurologischen Defekten und einer erhohten
Anfilligkeit gegeniiber Infektionen (Shiflett et al., 2002). Diese Immundefizienz ist
beim Menschen héufig in der ersten Lebensdekade letal und wird durch eine fehlende
zytolytische Aktivitit von T-Zellen und eine gestorte Funktion von Natiirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) verursacht (Targan & Oseas, 1983, Baetz et al., 1995, Barrat et
al., 1999, Stinchcombe et al., 1999, Stinchcombe ef al., 2000).

Das CHS wurde 1952 zum ersten Mal beschrieben und ist lichtmikroskopisch durch
eine Hiufung von stark vergroBerten vesikuldren Kompartimenten charakterisiert
(Shiraishi et al., 2002). Diese Vesikel reprisentieren Lysosomen, Melanosomen und
sekretorische Granula, die vor allem in sezernierenden Zellen zu finden sind, wie z. B.
den NK- und T-Zellen. Die zytotoxische Aktivitdt dieser beiden Zelltypen beruht auf

der Freisetzung zytolytischer Molekiile, wie z. B. Granzyme und Perforine, iiber Fusion
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»sekretorischer Lysosome* dieser Immunzellen mit der Plasmamembran. Sekretorische
Lysosome verkdrpern einerseits den Endpunkt des endozytotischen Weges (Kapitel 1.1.)
mit katabolischer Funktion. Andererseits lagern sie Stoffe, die auf einen externen
Stimulus hin reguliert sezerniert werden (Stinchcombe et al., 2000). Beim CHS erfolgt
keine geregelte Exozytose der sekretorischen Lysosomen iiber die Plasmamembran und
somit treten Storungen der Immunabwehr auf.

Vor kurzem wurde gezeigt, dass auch nicht-sekretorische Zellen Defekte aufgrund einer
gestort regulierten Exozytose (1.1) besitzen kdnnen. Diese manifestieren sich in einer
unzureichenden Membranreparatur (Huynh et al., 2004), die auch bei Synaptotagmin-
defizienten Maiusen beobachtet wurde. Die zelluldren Stérungen des CHS
beeintrachtigen somit alle Zellen und Gewebe, wobei die Fehlfunktion der
zytotoxischen T-Lymphozyten und der NK-Zellen zu den schwerwiegendsten
Symptomen fiihrt.

Stinchcombe & Griffiths zeigten, dass in CHS T-Zellen die Biogenese der
sekretorischen Lysosomen identisch mit gesunden T-Zellen ist (z. B. im Hinblick auf
ihre GroBe und ihre Ausstattung an lysosomalen und lytischen Proteinen). Es gibt keine
Hinweise auf eine fehlerhafte Sortierung oder eine gestdrte Navigation entlang des
endozytotischen Transportweges (Stinchcombe & Griffiths, 2001). Aufgrund dieser
Daten wird ein zelluldrer Defekt im exozytotischen Transportweg angenommen, der

»abwirts* (downstream) der Vesikelbildung (1.2) statt findet (Ward et al., 2000).

1.4.1 Molekulare Charakterisierung des CHS

Zwei Gruppen (Perou et al., 1996; Barbosa et al. 1996) identifizierten unabhéngig
voneinander das bei CHS betroffene Gen beim Menschen und sein homologes
Gegenstiick bei der Maus. Die von diesen Genen codierten Proteine weisen eine
Ahnlichkeit auf Aminosiuren-Ebene von 88% (Ward et al., 2000) und eine
Aminosaure-Identitdt von 81% (Barbosa et al., 1997, Perou et al., 1997) auf.

Beide Gene wurden entsprechend der Krankheitsbilder benannt, da ihre Funktion nicht
bekannt war. Im humanen System wurden der Name CHS (Chediak Higashi Syndrom),
im Maus Modell Beige (beige Maus) verwendet. In den letzten Jahren kristallisierte sich
die Hypothese heraus, dass CHS bzw. Beige einen Einfluss auf den lysosomalen
Transportweg haben. Bis heute ist die Funktion von CHS/Beige nicht geklért, aber es

gilt als gesichert, dass CHS/Beige einen regulatorischen Einfluss auf die Fusion von
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Lysosomen besitzt. Aufgrund dieser Annahme biirgerte sich der Name Lyst (lysosomal
traffic regulator) fiir CHS/Beige ein, der auch in dieser Arbeit benutzt wird. Die mRNA
von Lyst hat eine Gréfe von 12 kb und wird ubiquitir in geringer Kopienzahl
transkribiert (Perou et al., 1996). Sie codiert fiir ein zytosolisches Protein mit 3801
Aminosduren und einem Molekulargewicht von 429,153 kDa. Die fiir das CHS
verantwortlichen Mutationen im Lyst Gen generieren ein verfriihtes Stop-Codon. Aus
einer mRNA von 5,8 kb wird ein verkiirztes Protein mit fehlendem C-terminalen Ende
translatiert.

Der Amino-Terminus von Lyst zeichnet sich durch verschiedene Motive aus, die eine
Rolle im intrazelluldren Vesikelverkehr und insbesondere im lysosomalen Transport
nahe legen. N-terminal liegt ein a-helikaler Bereich, der aus 20-21 ARM/HEAT-
Wiederholungen und einer Perilipin-Doméne besteht (Abb. 1.4). ARM-(Armadillo)
Motive vermitteln Membran-Assoziationen (Pfeifer et al., 1994) und HEAT-
(Huntingtin-elongation-A subunit-TOR) Wiederholungen finde sich in Proteinen, die
am Vesikelverkehr beteiligt sind (Andrade et al., 2001, Andrade et al., 1995). Perilipin-
Doménen spielen eine mogliche Rolle in der Lipid-Assoziation (Londos et al., 1999).
Proteine des intrazelluldren Vesikelverkehrs, wie z. B. TIP47 (tail interacting Protein
mit 47kDa) besitzen ebenfalls ein Perilipin-Motiv (Krise ef al., 2000).

Am C-Terminus von Lyst befinden sich 7 WD-40-Motive, N-terminal benachbart von
einer BEACH-Doméne (beige and CHS, Abb. 1.4). WD-40-Motive vermitteln Protein-
Protein Interaktionen (Neer et al., 1994). Die BEACH-Doméne besteht aus ca. 300
Aminosduren und ist charakteristisch fiir eine neue Protein-Familie, die innerhalb der
Eukaryota hoch konserviert ist. Kristallographische Studien zeigten, dass die BEACH-
Domine in Lyst einer PH-Doméne (Pleckstrin Homologie-Domine) benachbart ist
(Abb. 1.4) und dass diese interagieren (Jogl et al., 2002). PH-Doménen bestehen aus ca.
100 Aminosdure-Resten und sind in unterschiedlichen Proteinen zu finden, die
Bestandteile intrazelluldrer Signalwege oder Komponenten des Zytoskeletts darstellen.
Die Sequenzhomologie auf Proteinebene zwischen verschiedenen PH-Doménen betragt
nur zwischen 10 und 30%, allerdings zeigt die Tertifrstruktur eine hohe Ahnlichkeit. Es
wurden zahlreiche Funktionen dieser Doménen beschrieben, wie Interaktionen mit G-
Proteinen, Phosphatidyl-Inositolen, phosphorylierten Serin/Threonin Resten und mit
Membran-Lipiden (Pawson, 1995, Lemmon ef al., 1996).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des CHS/Beige Proteins (Lyst). N-terminal befinden sich
20-21 o-helikale HEAT/ARM-Motive und eine Perilipin-Domédne. C-terminal liegen 7 WD40-
Wiederholungen, benachbart von einer BEACH-Doméne und einem PH-Motiv.

Hinweise auf eine Funktion von Lyst in exozytotischen Ereignissen wurden vor kurzem
in einem Hefe ,,Two Hybrid Screen* aufgedeckt (Tchernev et al., 2002). Als Koder
(bait) verwendeten sie einen C-terminalen Bereich von Lyst. Es wurden Interaktionen
mit Proteinen gefunden, die eine Rolle in der Bildung von SNARE Komplexen spielen,
z. B. HRS (Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate). HRS bindet
an SNAP25, einen t-SNARE, und inhibiert die Exozytose. Die Autoren postulieren,
dass die Interaktion von Lyst mit HRS zu einer korrekten Ausbildung des SNARE-
Komplexes fiihrt und die Exozytose ermdglicht. Zusitzlich wurden in diesem Hefe Two
Hybrid Screen Interaktionen mit Casein Kinasen gefunden. Mdogliche
Phosphorylierungsmotive von Casein Kinase II (CK2) und Proteinkinase C (PKC)
verteilen sich liber die gesamte Primdrsequenz von Lyst. Diese Kinasen spielen eine
Schliisselrolle in der intrazelluldren Signalweiterleitung mittels Phosphorylierung und
konnen Molekiile {iber mogliche Phosphorylierungen beeinflussen, die in der

Fusionsmaschinerie beteiligt sind.
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1.4.2 BEACH (beige and CHS)-Protein-Familie

Das BEACH-Protein-Motiv ist erst 1996 durch die Charakterisierung des CHS-Proteins
identifiziert worden (Barbosa et al., 1996, Nagle et al., 1996, Perou et al., 1996).
Inzwischen wurde das BEACH-Motiv in weiteren Proteinen gefunden. Die Familie der
BEACH-Proteine ist in allen Eukaryoten zu finden (Wang et al., 2002). Genetische
Untersuchungen ergaben auch putative codierende Sequenzen in Prokaryoten und
besitzen eine Sequenzdhnlichkeit von tliber 30%. Diese ubiquitdre Prasenz spricht dafiir,
dass BEACH-Proteine eine evolutiv alte Molekiil-Gruppe représentieren. Die Funktion
der meisten BEACH-Proteine ist bis heute nicht aufgeklart. Tabelle 1.2 zeigt einige
Vertreter der BEACH-Protein-Familie mit ihren putativen Funktionen. Insgesamt
wurden iiber BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)-Suche 216 BEACH-
Proteine gefunden.

Tabelle 1.2: BLAST-Suche von BEACH-Proteinen nach Sequenzhomologie (Altschul ez al., 1990)

mit der Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information). Als
Ursprungssequenz wurde die BEACH-Doméne des murinen Lyst (P97412) verwendet. AS: Aminosdure

Spezies BEACH-Protein Grofle Sequenz- Funktion
(Accesion Nr.) (AS) Identitit
Mus musculus | Beige (P97412) 3788 100% Regulator im lysosomalen Transport
Neurobeachin (QOEPN1) 2936 46% Rolle in synapt. Signalweiterleitung
WDFY3, BWF1 (AAQ84516) 3508 51% ?
LRBA, CDC4L (Q9ESE1) 2856 45% ?
FAN (035242) 920 44% Rolle im TNF-R55 Signalweg
Homo sapiens CHS (Q99698) 3801 97% Regulator im lysosomalen Transport
Neurobeachin, KIAA1544 (Q8NFP9) 2946 46% Rolle in synapt. Signalweiterleitung
WDFY3, ALFY (AAN15137) 3526 51% ?
LRBA, CDC4L (P50851) 2863 45% ?
FAN (Q92636) 917 45% Rolle im TNF-R55 Signalweg
Gallus gallus Lyst (XP_419558) 2844 96% Regulator im lysosomalen Transport
Drosophila
melanogaster Neurobeachin, DAKAPS550 (QOW4E2) 3584 46% ?
Caenorhabditis | Lyst, XM748 (NP_510030) 2692 42% ?
elegans Neurobeachin, F10F2.1 (Q19317) 2507 47% ?
Arabidopsis Beige-related (NP_171805) 3601 51% ?
thaliana
Dictyostelium LvsA 3619 44% Rolle in Zytokinese, Osmoregulation
discoideum LvsB (Beige Homolog) (AAN38985) 3633 53% Regulator der homotypischen Fusion
LvsC (AAN38986) 2402 48% ?
LvsD (AAN38987) 2507 48% ?
LvsE (AAN38983) 1929 46% ?
LvsF (AAN38984) 1051 42% ?
Saccharomyces | BPHI (Beige Homolog) (P25356) 2167 44% ?
cerevisiae
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Alle BEACH-Proteine besitzen eine dhnliche strukturelle Organisation (Abbildung 1.4)
und zeichnen sich durch ihre GroBe aus (>400 kDa), mit Ausnahme von FAN (Factor
associated with neutral sphingomyelinase). Am duBlersten C-Terminus aller BEACH-
Proteine liegen mehrere WD-repeats. Die Sequenz-Identitit der WD-Motive liegt nur
bei 20%, aber allen wird eine Faltung zu einer B-Propeller-Struktur vorausgesagt,
welche Protein-Interaktionen begiinstigt (Neer et al., 1994). N-terminal befindet sich die
BEACH-Doméne, die hoch konserviert ist und eine Identitit von mindestens 40%
innerhalb der verschiedenen Proteine aufweist (Tabelle 1.2). Benachbart liegt bei allen
BEACH-Proteinen eine PH-Domiine, die nur eine geringe Sequenz-Ahnlichkeit zu den
PH-Motiven anderer Proteine aufweist, aber eine dhnliche Faltung eingeht. Zusammen
besitzen WD-repeats, BEACH- und PH-Domine ein Molekulargewicht von ca. 100
kDa und nehmen bei den meisten BEACH-Proteinen 25% des gesamten Molekiils ein.
Der restliche N-terminale Bereich dieser Proteine ist sehr variabel (De Lozanne, 2003).
Das BEACH-Motiv selbst besitzt ein Molekulargewicht von 35 kDa. Aufgrund dieser
GroBe wird postuliert, dass diese Domédne nicht nur fiir Protein-Interaktionen
verantwortlich ist. Kristallographische Studien (Jogl et al., 2002) zeigten, dass die
BEACH-Doméne eine bis dato unbekannte Faltung eingeht. Es wurden keine
eindeutigen Regionen gefunden, die fiir eine katalytische Funktion sprechen oder
Bindungen begiinstigen. Die meisten konservierten Aminoséduren liegen innerhalb eines
hydrophoben Kerns. Die Oberfldchen der gefalteten BEACH-Doménen zeichnen sich
durch eine variablere Zusammensetzung aus. Es wird postuliert, dass diese
Konformation der BEACH-Proteine unterschiedliche Funktionen bzw. Protein-
Interaktionen erleichtert.

Phylogenetische Analysen von BEACH-Proteinen (De Lozanne, 2003) zeigen eine
Einteilung in 5 Klassen. Innerhalb dieser Klassen gibt es zusdtzliche Regionen mit
Sequenz-Ahnlichkeiten, die in den anderen Klassen nicht zu finden sind. Dies
unterstiitzt die Vermutung, dass jede Gruppe klar abgegrenzte Funktionen besitzt.

In Klasse I befinden sich Beige/CHS (Lyst) und alle homologen Proteine anderer
Spezies, wie z. B. LvsB bei Dictyostelium discoideum. Allen diesen BEACH-Proteinen
wird eine regulatorische Rolle im lysosomalen Transport zu geschrieben.

Klasse II besteht aus LvsA von Dictyostelium discoideum. LvsA ist essentiell fiir die
Zytokinese und Funktion der kontraktilen Vakuole (Kwak et al., 1999, Gerald & De

Lozanne, 2002). Studien der Osmoregulation zeigten, dass dieses BEACH-Protein an
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Membranen bindet, in diesem Fall an die kontraktile Vakuole (Wu et al., 2004).

Klasse III wird von dem kiirzesten bislang gefundenen BEACH-Protein, FAN, mit nur
920 Aminoséduren repriasentiert. FAN zeigt eine Interaktion iliber seine WD-repeats mit
der NSD-Doméne (neutrale Sphingomyelinase aktivierende Domine) des TNF-R55 (55
kDa Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) Rezeptors; Adam-Klages et al., 1996) und
beeinflusst die TNF-abhingige Aktivierung der neutralen Sphingomyelinase (nSMase).
Zusétzlich bindet FAN {iber seine WD-repeats das WD40-Protein RACKI (receptor for
activated C-kinases, Tcherkasowa et al., 2002).

Klasse IV besteht aus Neurobeachin und seinen Homologen DAKAPS550 (Drosophila
melanogaster), F10F2.1 (Caenorhabditis elegans) und LRBA bzw. CDCA4L. Diese
BEACH-Proteine werden vorrangig im zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert und
besitzen eine Bindungsstelle fiir die regulatorische Untereinheit Typ II (RII) der
Proteinkinase A (PKA) (Wang et al., 2000). Diese Bindungsstelle ist charakteristisch
fir AKAPs (A-kinase anchoring proteins). AKAPs vermitteln die subzelluldre
Lokalisation und Aktivierung der PKA (Pawson & Scott, 1997). Neurobeachin-
defiziente =~ Méause zeigen einen vollstindigen Block der synaptischen
Signalweiterleitung, der genaue molekulare Mechanismus ist allerdings nicht bekannt
(Su et al., 2004). LRBA bzw. CDCA4L besitzen ebenfalls das AKAP-Motiv und werden
im Gegensatz zu Neurobeachin in nicht nervosen Zellen exprimiert. Konfokale Studien
mit LRBA-GFP (green fluorescence protein)-Konstrukten zeigten zum ersten Mal, dass
die BEACH-WD-Doménen mit Membranen von Golgivesikeln und einigen Lysosomen
assoziiert sind (Wang et al., 2001).

Klasse V besteht aus BEACH-Proteinen, die in Pflanzen (Arabidopsis thaliana, Oryza
sativa) vorkommen und den Dictyostelium Proteinen LvsC, LvsD, LvsE und LvsF. Die
Funktion dieser Proteine ist nicht bekannt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass alle bis dato aufgekldrten oder vermuteten
Funktionen der BEACH-Proteine eine direkte oder indirekte Rolle im vesikuldren bzw.

lysosomalen Membrantransport spielen.
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1.4.3 Biochemische Defekte des CHS

In biochemischen Studien zeigten Tanabe ef al. eine gestorte Membran-assoziierte
Proteinkinase C (PKC)-Aktivitit in zahlreichen Zellsysteme, wie z. B. frisch isolierten
NK-Zellen, Granulozyten und Fibroblasten aus CHS-Patienten bzw. beige-Madusen. Sie
beschrieben diese gestorte Aktivitdt als grundlegenden Defekt beim CHS bzw. bei der
beige-Maus (Tanabe et al. 2000). In allen Zellsystemen stellten sie eine schnelle
Herunterregulation (,,down regulation®) von Gesamt-PKC-Aktivitit nach Stimulation
fest (Ito et al., 1988). Als Stimulanz verwendeten sie ein Analogon von DAG
(Diacylglycerin), welches PKC in vivo aktiviert, den Phorbolester PMA (12-Myristat-
13-Acetat). Mit der Aktivierung der PKC erfolgt eine Konformationsdanderung und das
zytosolische Enzym transloziert an die Plasmamembran. Diese Membranrekrutierung
wird durch Stiitz- bzw. Ankerproteine, so genannte RACKs (receptor for activated C-
kinase) vermittelt (Kapitel 1.6). RACKs stabilisieren die aktivierte PKC an der
Membran und schiitzen sie vor einer verfriihten proteolytischen Spaltung durch Calpain.
Beim CHS erfolgt ein schnellerer Abbau der Membran-assoziierten PKC durch Calpain.
Inhibition der PKC Proteolyse in Zellen aus CHS-Patienten/beige-Méusen flihrte zu
einer Normalisierung der PKC-Aktivitit (Ito et al., 1989, Cui et al., 2001). Zusitzlich
zeigten die Autoren eine vermehrte Ceramid Produktion in Beige-defizienten
Fibroblasten (Tanabe ef al., 2000). Die Behandlung gesunder Fibroblasten mit einem
spezifischen PKC Inhibitor, Chelerythrin, resultierte in vergroferten Lysosomen
(Tanabe et al., 2000). Diese Daten zeigen, dass die Abwesenheit von Lyst und eine
gestorte PKC-Aktivitit Einfluss auf die Morphologie der Lysosomen haben. Auf welche

Weise PKC innerhalb der Funktion von Lyst eine Rolle spielt, ist vollkommen unklar.

1.5 Proteinkinase C (PKC)-Familie

Die Proteinkinase C (PKC) représentiert eine Familie von Serin/Threonin-spezifischen
Kinasen, deren Aktivitit abhingig von Lipid-Cofaktoren und Regulatoren ist
(Nishizuka, 1992). Mitglieder der PKC-Familie vermitteln eine Vielzahl von Signalen,
die aus Ligandenbindung an Zelloberfldchenrezeptoren fiir Hormone, Neurotransmitter
und Wachstumsfaktoren resultieren. Die Signaltransduktion via PKC wird iiber ihre
subzelluldre Lokalisierung reguliert.

Alle PKC-Mitglieder bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette und besitzen zwei

Haupt-Doménen: N-terminal liegt die regulatorische und C-terminal die katalytische
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Domaéne. Es wurden 12 Isoformen innerhalb der Mammalia identifiziert, die in drei
Gruppen eingeteilt werden. Diese unterscheiden sich in der Primérstruktur ihres
regulatorischen Abschnitts und in ihrer Aktivierbarkeit.

1) Die konventionellen oder klassischen PKCs (cPKC, o, B1, 2 und y) sind Ca*'-
abhingig und werden durch Diacylglycerin (DAG) und Phosphatidylserin (PS) oder in
vitro durch Phorbolester (PMA) aktiviert.

2) Die neuen PKCs (nPKC, §, &, 1 und 0) arbeiten Ca*"-unabhingig und werden durch
DAG und PS aktiviert.

3) Die atypischen PKCs (aPKC, ¢ und A) werden durch Phospholipide und Fettsduren
aktiviert, sind aber insensitiv gegeniiber DAG und Ca*" (Toker, 1998, Dekker & Parker,
1994).

Alle bisher identifizierten PKCs besitzen eine konservierte Kinaseuntereinheit. Sie
besteht aus den variablen Regionen V4 und V5, einem konservierten ATP-
Bindungsmotiv und einem konservierten aktiven Zentrum (C4). Die regulatorische
Untereinheit zeigt einige Unterschiede in ihrem Aufbau und ihrer Sequenz. Die Cl1-
Domine vermittelt die Bindung an DAG bzw. Phorbolester und besteht aus 2
homologen cysteinreichen Zinkfinger-Motiven (Cla und Clb). Atypische PKCs
besitzen eine verkiirzte C1-Doméne und sind nicht in der Lage DAG zu binden (Newton,
1997, Ohno & Nishizuka, 2002).

N-terminal der C1-Doméne befindet sich eine Pseudosubstrat-Region, die bei allen
PKCs vorkommt. Diese kurze Sequenz besitzt ein PKC-Phosphorylierungsmotiv,
interagiert mit der Kinaseuntereinheit und resultiert in einer Autoinhibition der PKC
(Newton, 1995). Die C2-Domine der regulatorischen Untereinheit vermittelt die
Bindung von Ca®"und PS bei den konventionellen PKCs. Den nPKCs und aPKCs, die
nicht durch Ca”" aktivierbar sind, wurde ein Fehlen dieser C2-Doméne zugesprochen.
Kiirzliche Studien deckten &hnliche Sequenzbereiche zur C2-Doméne auf, allerdings

fehlen kritische Aminosiuren zur Bindung von Kalzium (Pappa et al., 1998).
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Regulatorische Region Katalytische Region
DAG PS, Ca?t ATP Substrat
cPKC -
N1 Clal C4 -C
nPKC - [CT imiien— (I CTos]— a -
aPKC N CTcia—GTH C4 -C

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Primérstruktur von konventionellen PKCs (cPKC),
neuen PKCs (nPKC) und atypischen PKCs (aPKC). Die N-terminale Pseudosubstrat-Region ist griin,
die Cl-Domine orange, die C2-Doméne gelb unterlegt. Alle 3 Doménen gehoren zur regulatorischen
Region. Die katalytische Region besteht aus dem ATP-Bindungs-Motiv (C3-Doméne, rot) und der
Substrat-bindenden Doméne (C4-Doméne, blau). Verdndert nach Newton, 1995.

Wie bereits ausgefiihrt, werden konventionelle PKCs (cPKC) in vivo durch
Diacylglycerin (DAG) aktiviert, in vitro imitieren Phorbolester (PMA) diesen Effekt.
Beide Molekiile induzieren eine Translokation der inaktiven zytosolischen PKC an die
Membran. DAG entsteht in der Membran aus der Spaltung von Phosphatidyl-4,5-
Bisphosphat (PIP,) durch die Phospholipase C (PLC) und bindet an die C1-Doméne.
Zusitzlich wird Inositoltriphosphat (IPs) gebildet, welches zur Freisetzung von Ca®" aus
intrazelluldren Speichern, wie dem Endoplasmatischen Reticulum (ER), fiihrt. Ca*
bindet an die C2-Domine und erhdht deren Affinitdt zu sauren Lipiden, wie z. B.
Phosphatidylserin (PS). Diese synergistische Aktivierung durch Ca*" und DAG fiihrt zu
einer engen Membranassoziation und einer Konformationsinderung, welche die
Autoinhibition des Enzyms aufthebt (Newton, 1995, Nishizuka, 1986).

Fluoreszenzstudien zeigten spezifische intrazelluldire Bestimmungsorte der PKC-
Isoformen (Goodnight et al., 1995). Wie gelangen die PKC-Isoformen spezifisch an
definierte Membranen innerhalb der Zelle? Protein-Protein Interaktionen ermdglichen
eine subzelluldre Lokalisation. Einige Motive, die eine Proteinwechselwirkung fordern
sind PH-, LIM-Dominen (Michelsen et al., 1993, Pawson, 1995) und WD-repeats (Neer
et al., 1994). Die Gruppe der bis heute aufgeklarten PKC-interagierenden Proteine ist

grof3 und sehr heterogen. Es ist nicht moglich, ein generelles Modell zu postulieren. Die
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PKC-Bindungspartner werden in Subgruppen aufgeteilt: STICKs (substrates that
interact with C-kinase) sind PKC-Interaktionspartner, die PKC Phospholipid-abhéngig
binden, durch PKC phosphoryliert werden und in verschiedenen subzelluldren
Kompartimenten immer an der Schnittstelle zwischen Membranen und Zytoskelett zu
finden sind (Jaken & Parker, 2000, Parekh et al., 2000). RACKs (receptor for activated
C-kinase) sind keine PKC-Substrate, binden PKCs aber ebenfalls Phospholipid-
abhingig. RACKs werden als Ankerproteine beschrieben, die mit PKC-Isoformen

spezifisch an subzelluldren Membranen lokalisiert sind (Csukai et al., 1997).

1.6 RACKI1 (receptor for activated C-kinase)

RACKI wurde als spezifischer Interaktionspartner der PKC B2 identifiziert (Ron et al.,
1995). Diese Interaktion flihrt zu einer erhdhten Substrat-Phosphorylierung der PKC
(Ron et al., 1994). RACKI besitzt ein Molekulargewicht von 36 kDa, besteht aus 7
WD40-repeats und fungiert als Stiitz- bzw. Ankerprotein fiir die PKC B2. Die WD40-
repeats gehen eine direkte Protein-Protein Wechselwirkung innerhalb der C2-Region
der regulatorischen Doméne der aktivierten zytosolischen PKC ein (Ron et al., 1999)
und rekrutieren diese an die Membran. Aufgrund der WD-repeat-Motive von RACK1
werden Interaktionen von RACKI1 mit weiteren Proteinen postuliert, die eine
spezifische Translokation der PKC (2 gewéhrleisten (Schlechtman & Mochly-Rosen,
2001).

Aufgrund der starken Homologie von RACK1 zur 3-Untereinheit von heterotrimeren G-
Proteinen wurde postuliert, dass die Struktur von RACKI1 aus einem Propeller besteht,
der 7 B-Blétter besitzt (Lambright et al., 1996, Sondek et al., 1996). Diese Struktur
suggeriert eine Vielzahl von Protein-Interaktions-Moglichkeiten. Die bisher
identifizierten Bindungspartner sind Molekiile der intrazelluldren Signalkaskaden, wie
die Serin/Threonin Kinase PKC B2, die Tyrosinkinase Fyn (Thornton ef al., 2004), eine
cAMP spezifische Phosphodiesterase (PDE4; Yarwood et al., 1999), eine Phosphatase
(PTPmu; Mourton et al., 2001) aber auch zahlreiche intrazellulire Regionen von
Rezeptoren, wie der NMDA-Rezeptor (N-Methyl-D-Aspartat; Yaka et al., 2002) und
der Insulin Rezeptor IGF-1R (insulin-like growth factor 1; Kiely et al., 2002). Seit
kurzem wird RACKI1 auch eine Rolle in der Transkription, Translation und der

Zusammensetzung und Aktivierung von Ribosomen zugeschrieben (Yaka et al., 2003,
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Ceci et al., 2003). In Hefe Two Hybrid Studien wurde eine Interaktion von RACK 1 mit
der C-terminalen WD-repeat Region von FAN nachgewiesen. Kolokalisationsstudien
zeigten eine Komplexbildung des TNF-R55 mit FAN und RACK1 (Tcherkasowa, ef al.,
2002).

Zu der urspriinglichen Funktion als Ankerprotein bzw. Stiitzprotein fiir PKC 2 wird
RACKI als ,,universeller Interaktionspartner von einer Vielzahl von unterschiedlichen

Proteinen betrachtet, der zahlreiche verschiedene biologische Funktionen reguliert.

1.7. Fragestellung

Das Lyst-Protein besitzt eine ausgepriigte strukturelle Ahnlichkeit mit dem WD-repeat
Protein FAN, welches Teil der Signalwege des TNF-RS55 ist (Adam-Klages et al., 1996).
Beide besitzen eine C-terminale hoch konservierte BEACH-Domaéne, die zum C-
Terminus hin von WD-repeats und N-terminal von einer PH-Doméne benachbart ist.
Diese strukturellen Ahnlichkeiten von Lyst und FAN legen mdgliche iiberschneidende
biochemische bzw. zellbiologische Funktionen der beiden Proteine nahe. Aber bis jetzt
sind fiir FAN-defiziente Maiuse weder generelle Defekte der NK-Zellen, noch
phénotypische Auffilligkeiten wie Riesenlysosomen beschrieben.

Als spezifischer Interaktionspartner von FAN war das WD-repeat Protein RACK1
identifiziert worden (Tcherkasowa et al., 2002), welches aktivierte konventionelle
PKCs (cPKC), spezifisch die PKC (2, an die Zellmembran rekrutiert (Ron et al., 1995).
Daher lag die Vermutung nahe, dass die PKC B2 in einem Komplex mit RACK1 und
FAN an die Plasmamembran rekrutiert wird. Eventuell ist dieser
»trimolekulare® Komplex wichtig fiir die Stabilitit der aktiven PKC 2. Biochemische
Studien des Chediak-Higashi Syndroms zeigten weiterhin, dass im CHS eine gestorte
Membrantranslokation und Membran-assoziierte Aktivitdt der cPKCs, insbesondere der
PKC B2, ursidchlich fiir die Bildung von Riesenlysosomen und die Defekte der NK-
Zellen sind (Ito et al., 1988, Ito et al., 1989, Sato et al., 1990, Tanabe et al., 1998).
Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der beiden BEACH-Proteine FAN und Lyst ist
es vorstellbar, dass auch Lyst einen Komplex mit RACKI1 und PKC B2 bildet. Diese
Hypothese wiirde die beschriebene gestorte Rekrutierung der PKC (2 an die
Plasmamembran und die beeintrichtigte Stabilitdit der aktiven PKC (2 in Lyst-

defizienten Zellen erklaren.
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Fir die meisten bis dato identifizierten BEACH-Proteine wird eine Funktion im
lysosomalen Vesikelverkehr postuliert, allerdings ist bislang kein molekularer
Mechanismus bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war daher, die molekularen Mechanismen
zu untersuchen, iiber die BEACH-Proteine, spezifisch die Proteine Lyst und FAN und
das WD-repeat Protein RACKI1, sowie PKC-Isotypen zum lysosomalen
Vesikeltransport und zur Aktivierung von NK-Zellen beitragen.

Dazu sollten murine Fibroblasten aus FAN-defizienten und Beige/Lyst-defizienten
Maiusen auf eine mogliche gestorte Aktivitdt und Rekrutierung von PKC-Isotypen und
RACKI1 hin untersucht werden. Zusétzlich sollte gekléart werden, ob eine gestérte PKC-
Aktivitét tatséchlich Einfluss auf die Lysosomengrof3e besitzt. Neben den Analysen auf
Proteinebene sollten die beteiligten BEACH-Proteine FAN und Lyst, sowie das WD-
repeat Protein RACKI1 auf ihre Gewebs- bzw. Zelltyp-spezifische Expression iiberpriift
werden, um erste Hinweise zu erhalten, ob die Funktion dieser Proteine bzw. deren
Defizienz fiir einzelne Gewebe bzw. Zelltypen wichtiger ist als fiir andere. Dies sollte
speziell im Hinblick auf die Tatsache erfolgen, dass FAN-defiziente Méiuse keine den
gesamten Phénotyp betreffenden Defekte zeigen. Zusitzlich sollten lysosomale
Kompartimente von Lyst-defizienten Fibroblasten getrennt vom intrazelluldren Verband
auf ihre Proteinzusammensetzung im Vergleich zu Wildtyp-Fibroblasten untersucht
werden, um erste Hinweise auf die Ursachen des gestorten lysosomalen Transports in
diesen Zellen zu erhalten. Fiir FAN-defiziente Fibroblasten sollten analoge

Untersuchungen durchgefiihrt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Geriite

Agfa

Amersham Biosciences

Beckman Coulter

Bio-Rad

Branson

Eppendorf

Canberra Packard
Forma Scientific
Invitrogen

Heraeus
IKA-Labortechnik
Miltenyi Biotec
Sartorius Analytic
Roche Applied Science

Zeiss, Jena

Curix 60 Entwicklermaschine

Hyperfilm™ ECL-Chemilumineszenzfilm,
HiTrap™ DEAE FF Chromatographie Sdulen

Ultrazentrifuge (TL-100), Ultrazentrifuge (XL-80),
Szintillationszdhler (LS 6000 LL)

Smart Spec 3000 Spectrophotometer,

PowerPac™ 200 Power Supply,

Mini-PROTEAN® 3, PROTEAN® II xi (Gel-
elektrophoresekammern),

Mini  Trans-Blot® Cell (Blot Kammern),
PROTEAN® IEF System (2D Gelelektrophorese),
Gel Air Drying System (Geltrockner)
Ultraschallstab (SONIFIER 250)

Tischzentrifuge (5415R), Kiihlzentrifuge (4517R),
Thermomixer 5436

v-Counter

Zellkulturbrutschrank

HORIZON Agarosegel Elektrophoresekammern
LaminAir HB 2448K, Megafuge 1.0, Minifuge RF
Schiitteltisch KS250 Basic

Mini MACS Separation columns

Analysewaage

LightCycler
Laserscanning Mikroskop 510
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2.1.2. Verbrauchsmaterial

Die Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Bio-Rad, Eppendorf, Falcon,

Greiner, Nunc, Sarstedt, Schleicher & Schiill und Schiitt bezogen.

2.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Alle Grundchemikalien wurden in Analysequalitdt von den Firmen Merck, Roth, Serva

und Sigma bezogen. Spezielle Chemikalien und Reagenzien wurden von folgenden

Firmen bezogen:

Amersham Biosciences

Bio-Rad

Cedarlane Laboratories
INTAS Imaging Instruments

Invitrogen

Macherey-Nagel
MBI Fermentas

Miltenyi Biotec

NEN Life science

PAA

PEQLAB Biotechnologie
Pierce Biotechnologie

Roche Applied Science

Zinsser Analytic

ECL Detektions Kit,
Protein Kinase C Enzyme Biotrack™ Assay
System

ReadyStrip IPG Strips pH 4-7 / pH 5-8,
Bio-Lyte 3/10 Ampholyte 100x

(2D Gelelektrophorese)

Lympholyte-M

Geldokumentation

Taq Polymerase, 50mM MgCl,,

10x PCR Reaktionspuffer (-MgCl,),

Lyso Tracker® Red (DND-99)
RNA-Isolierungs Kit

Desoxynukleotide (dANTPs),
DNA-Langenstandard (1kbp)

NK-Zellen Isolierungs Kit

EasyTides Adenosine 5’-triphosphate [y->>P]
DMEM Kulturmedium, RPMI-1640 Kulturmedium
PeqGOLD Universal Agarose

Coomassie Proteinbestimmungsreagenz

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR
(AMV), Light Cycler Fast Start DNA Marker ™"
SYBR Green

Aquasafe 300 Plus (Szintillatorfliissigkeit)
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2.1.4. Biologische Reagenzien
Rekombinantes, humanes TNF [hTNF, spezifische Aktivitit 5x10” Units/mg) wurden
von Dr. G. Adolf (Bender Med Systems, Wien) zur Verfiigung gestellt.

Oligonukleotide wurden von der Firma TIB MolBiol bezogen.

2.1.5. Antikorper

BD Biosciences/Pharmingen RACKI1 (610178)
Developmental Studies Hybridoma Bank LAMP 1 (11D4B)
Santa Cruz Biotechnology B-Aktin (C-11) sc-1615

Pan PKC (A-3) sc-17769
PKC a (C-20) sc-208
PKC B1 (E-3) sc-8049
PKC B 2 (C-18) sc-210
PKC 1y (C-19) sc-211
Jackson ImmunoResearch Laboratories POD-konjugierte Sekundéirantikorper
(Ziege anti-Maus, Ziege anti-Kaninchen,

Ziege anti-Ratte)

2.1.6 Zelllinien

In dieser Arbeit wurde hauptsdchlich mit murinen Fibroblasten gearbeitet. Die FAN-
defizienten (factor associated with nSMase activation) und dazugehorige Wildtyp (wt)-
Zelllinien sind immortalisierte Embryonalfibroblasten und wurden von Dirk Kreder im
Rahmen seiner Doktorarbeit am Institut fiir Immunologie hergestellt (Kreder et al.,
1999; Kreder, Dissertation 1998). Murine Fibroblasten aus Wildtypméusen (C57-CF2),
aus Beige-defizienten Méausen (MCHSF2) (Perou & Kaplan, 1993) und die Zelllinie
Beige24 wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Jerry Kaplan (Institut fiir
Pathologie, Universitit Utah, USA) zur Verfligung gestellt. Beige24-Zellen wurden von
der Arbeitsgruppe Kaplan aus beige defizienten Mausen generiert und mit einem Yeast
Artificial Chromosome (YAC), welches das beige Gen codiert, rekonstituiert (Perou et
al., 1996). Die murine YAC-1 und die humane K562 Lymphom Zelllinien wurden von
der Organisation ATCC (American Type Culture Collection) bezogen.
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2.1.7 Mausstimme

Der Wildtypstamm C57BL/6 wurde von Charles River Laboratories bezogen und in der
Zentralen Tierhaltung des Universitétsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel zur
Zucht gehalten.

Zur Charakterisierung der molekularen Rolle von Riesenlysosomen im Krankheitsbild
des Chediak-Higashi Syndrom wurde der Mausstamm C57BL/6-lyst*®/+ von Charles
River Laboratories bezogen. Dieses Maus-Modell Beige besitzt eine Spontanmutation
im Lyst Gen (lysosome traffic regulator), welches fiir den Phénotyp (vergroBerte
Lysosomen) verantwortlich ist. Aufgrund dieser Mutation erfolgt eine Expression eines
verklirzten Proteins.

FAN-defiziente Miuse wurden transgen von Dirk Kreder im Rahmen seiner Doktor-
arbeit am Institut fiir Immunologie hergestellt (Kreder et al., 1999; Kreder, Dissertation
1998) und in der Zentralen Tierhaltung des Universititsklinikums Schleswig-Holstein,

Campus Kiel zur Zucht gehalten.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C in einer Atmosphére von 5% CO; und
98% relativer Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen kultiviert und alle 2-3 Tage
passagiert. Zur Kultivierung der murinen Fibroblasten wurde DMEM (Dulbecco’s
Modification of Eagle’s Medium) als Kulturmedium verwendet. Das Medium wurde
mit 10% v/v fotalem Kélberserum (FKS), 2 mM Glutamin und je 50 pg/ml Penicillin
und Streptomycin supplementiert. Die murine YAC-1 und humane K562 Lymphom
Zelllinien wurden in RPMI 1640 Kulturmedium, das mit 10% v/v FKS, 2 mM Glutamin
und je 50 pg/ml Penicillin/Streptomycin versetzt wurde, gehalten.

Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen in 1 ml FKS mit 10% v/v DMSO resuspendiert
und in Fliissigstickstoff (-196°C) gelagert.
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2.2.2. Priparation von Organen aus Versuchstieren

Versuchstiere wurden durch Genickbruch in Athernarkose schmerzfrei getdtet. Es
wurden Milz, Herz, Lunge, Niere und Leber nach Desinfektion des Bauchfells steril
entnommen. Fiir eine spdtere RNA-Isolierung wurden die Organe in Fliissigstickstoff in
1,5 ml ReaktionsgefaB3en schockgefroren. Zur Gewinnung Natiirlicher Killerzellen (NK-
Zellen) wurden je zwei Milzen in 10 ml warmen RPMI 1640 Medium in ein 50ml
Reaktionsgefd3 steril iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Milzen in einer
Zellkulturschale zerkleinert. Das aufgeschlossene Gewebe wurde {iber eine steriles 70
uM Sieb gegeben. Die gewonnene Splenozytensuspension wurde in 5 ml warmem

RPMI 1640 fiir kurze Zeit gelagert und zur Isolierung von NK-Zellen verwendet.

2.2.3. Isolierung von murinen Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen)

Zur Gewinnung reiner Lymphozyten wurden Erythrozyten und Debris aus der
Splenozytensuspension durch Dichtegradienten-Zentrifugation mit Hilfe von
Lympholyte-M (Cedarlane Laboratories) entfernt. Hierzu wurde 10 ml warmes (37°C)
Lympholyte-M in einem 50 ml Reaktionsgefa3 vorgelegt und anschlieBend vorsichtig
mit Sml der Splenozytensuspension iliberschichtet. Durch Zentrifugation (20 min, 1000
x g, Raumtemperatur (RT), ohne Bremse) reicherte sich eine definierte
Lymphozytenschicht in der Interphase an. Diese Zellen wurden vorsichtig mit einer
Pasteurpipette abgesaugt, in ein neues 50 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt, zweimal mit 10
ml warmem PBS (Phosphat gepufferte Salzlosung) gewaschen (Zentrifugation fiir 10
min, 800 x g, RT) und in 5 ml RPMI 1640 resuspendiert.

Zur Isolierung von NK-Zellen aus der Lymphozytensuspension wurde das MACS
System (Miltenyi Biotec) fiir magnetische Separation verwendet. Dieses Verfahren
beruht auf der Depletion von Nicht-NK-Zellen iiber Negativ-Selektion, indem diese
Zellen magnetisch markiert und innerhalb des magnetischen Felds zuriickgehalten
werden, wdhrend unmarkierte NK-Zellen das magnetische Feld passieren und als
Durchfluf3 aufgefangen werden.

Alle Schritte wurden auf Eis und mdglichst schnell durchgefiihrt. Es wurden 1 x 10’
Leukozyten in 40 pl Puffer (PBS, 0,5% w/v BSA, 2 mM EDTA) eingesetzt. Diese
wurden entsprechend dem Protokoll des murinen NK-Zell-Isolierungs Kit (Miltenyi
Biotec) mit einem 10 pl Mix an Biotin-konjugierten monoklonalen Primérantikorpern

fiir 10 Minuten inkubiert. Die magnetische Markierung erfolgte durch eine Inkubation
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von 15 Minuten mit 20 pl anti-Biotin MicroBeads und 30 pl Puffer. Vor der
magnetischen Selektion wurden die Zellen mit 1,5 ml kaltem Puffer gewaschen (10 min,
300 x g, 4°C) und in 500 pl Puffer resuspendiert. Die magnetische Separation wurde mit
einer MACS Séule (Miltenyi Biotec) durchgefiihrt. Die im Eluat enthaltenen gereinigten
NK-Zellen wurden in einem Endvolumen von 2 ml aufgefangen und auf Eis fiir die

weitere Verwendung im Chromfreisetzungsversuch gelagert.

2.2.4. Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1. Untersuchung der zytotoxischen Aktivitit von murinen NK-Zellen

Die zytotoxische Aktivitit unstimulierter Splenozyten gegeniiber der murinen
Lymphom Zelllinie YAC-1 wurde in einem Chromfreisetzungsversuch (Chrome release
assay) untersucht. Die Verwendung dieser MHC-freien Zelllinie als Ziel stellt sicher,
dass die gemessene Zytotoxizitit nicht von CD8"-, sondern von NK-Zellen ausgeht. Die
Menge der freigesetzten Radioaktivitit in Form von Chrom 51 wird als Uberstand mit
Hilfe eines y-Counters (Canberra Packard) quantifiziert und verhélt sich proportional zu
der lytischen Aktivitit der NK-Zellen.

YAC-1 Zellen wurden auf eine Zellzahl von 5 x 10° in 1 ml RPMI 1640 eingestellt und
1 h bei 37°C im Schiittelwasserbad mit 100 pCi >'Cr inkubiert. Nach anschlieBender
Zentrifugation (5 min, 300 x g, RT) wurde das Prizipitat in 10 ml warmem RPMI
resuspendiert, erneut bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert und anschlieBend in 5 ml RPMI
aufgenommen. Die radioaktiv markierten Target-Zellen wurden in einer
Flachbodenplatte mit 96 Kavitiaten mit 5000 Zellen/50 pul pro Kavitét ausgesit. Die NK-
Zellen als Effektor-Zellen (50 pl) wurden als Dreifachwerte in einem Target/Effektor
Verhéltnis von 1:100, 1:50, 1:25, 1:12,5, 1:6,2 zugegeben. Jede Kavitdt wurde mit 100
ul Medium auf ein Endvolumen von

200 pl aufgefiillt. Als interne Kontrolle wurde die Spontanfreisetzung der Target Zellen
gemessen. Es wurden Sechsfachwerte pipettiert (50 pl Target Zellen + 150 ul Medium).
Zusétzlich wurde eine Maximalfreisetzung in Dreifachwerten induziert, indem 10 pl
20% Triton X100 zugegeben wurden. Dieses Detergenz zerstort die Zellmembran und
es kommt zu einem ungehinderten Ausstrom von Chrom 51. Die 96 well Platte wurde
fiir 1 Minute bei 300 x g zentrifugiert und fiir 4 Stunden bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Um das freigesetzte >'Cr zu messen, wurden die Zellen bei 300 x g fiir 5

Minuten abzentrifugiert und der Uberstand im y-Counter quantifiziert.
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Die spezifische Lyse wurde mit nachstehender Formel berechnet, wobei zu beachten ist,
dass die Spontanfreisetzung der Target-Zellen 20% der maximalen Freisetzung nicht

uberschreitet.

100 x Versuch cpm [%] — spontan Freisetzung cpm[%]

Spezifische Lyse [%] =
Max Freisetzung cpm[%] - spontan Freisetzung cpm[%]

2.2.4.2. Herstellung von Zytosol- und Membranfraktionen

Um die Translokation von Isotypen der Proteinkinase C (PKC) nach Stimulation der
Zellen mit PMA [0,1 uM] aus dem Zytosol an die Membran zu dokumentieren, wurden
Gesamtlysate hergestellt und anschlieBend mittels Ultrazentrifugation und Zugabe des
Detergenz Triton X100 in Zytosol- und Membranfraktionen aufgetrennt.

Die Stimulation von adhidrenten Fibroblasten erfolgte in Zellkulturschalen. Hierzu
wurde die benétigte Anzahl Zellen (5 x 10° fiir 15 cm Schalen) in supplementiertem
DMEM Medium ausgesét und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Am nichsten Tag wurde mit PMA [0,1 uM] und hTNF-a [100 ng/ml] eine Kurzzeit-
Stimulation durchgefiihrt (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 Minuten). Danach wurde das
Medium abgenommen, die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 500 pl
Homogenisierungspuffer (20 mM Tris HCI pH 7,5; 250 mM Sacharose; 2 mM EDTA; 5
mM EGTA; 2 mM PMSF; 50 mM B-Mercaptoethanol) aufgenommen. Um die
Membranstruktur aufzubrechen, wurden die Proben dreimal fiir 20 Sekunden mit einem
Ultraschallstab (Branson) beschallt. Nach Ultrazentrifugation (100000 xg, 1 h, 4°C) lag
das Zytosol im Uberstand vor. Die Membranbestandteile im Prizipitat wurden in
Homogenisierungspuffer mit Triton X100 resuspendiert und zentrifugiert (40000 x g, 15
min, 4°C). Der resultierende Uberstand stellte die angereicherte Membranfraktion dar.
Die generierten Zytosol- und Membranfraktionen wurden nach einer
Proteinbestimmung (2.2.4.5) entweder direkt per Western Blot mit den
Gesamtfraktionen bzw. nach Immunprézipitation (IP) mit PKC-spezifischen Anti-
korpern auf die Lokalisation der PKC-Isotypen hin untersucht. Mittels eines
Enzymassays wurde parallel die PKC-Aktivitdt der frisch generierten Fraktionen und

der Immunprézipitate ermittelt (2.2.4.6).
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2.2.4.3. Ionenaustausch-Chromatographie (IEC)

Die Zytosol- und Membranfraktionen (2.2.4.2) wurden mittels einer Ionenaustausch-
Chromatographie (IEC) gereinigt, bevor die PKC-Aktivitit gemessen wurde (2.2.4.6).
Bei der IEC binden Proteine durch elektrostatische Wechselwirkungen an eine Matrix,
die positiv geladene Gruppen (Anionenaustauscher) trdgt. In dieser Arbeit wurden
DEAE Séulen mit einem 1ml Fassungsvermdgen von Amersham Biosciences (HiTrap™
DEAE FF) verwendet.

Das Prinzip beruht auf dem unterschiedlichen Verhalten der Proteine bei verdanderten
pH- und Salz-Bedingungen. In dieser Arbeit wurde bei konstantem pH
chromatographiert und die PKC durch stufenweise Anderung der Ionenstirke absorbiert
bzw. eluiert. Die Sdule wurde zunichst mit 5 ml Aquilibrierungspuffer niedriger
Ionenstirke (20 mM Tris HCI pH 7,5; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 2 mM PMSF; 50
mM B-Mercaptoethanol) gewaschen. AnschlieBend wurde die Séule mit 1 M NaCl-
Aquilibrierungspuffer gewaschen, die Probe dazu gegeben und mit unterschiedlichen
Salzkonzentrationen (0,2 M NaCl, 0,4 M NaCl, 0,6 M NaCl) eluiert. Die PKC lag
vermehrt in einem Eluat mit einer NaCl Konzentration von 0,2 M stabil vor. Nach einer
Proteinbestimmung (2.2.4.5) wurden die Eluate auf ihre PKC-Aktivitit (2.2.4.6) hin

untersucht.

2.2.4.4. Immunprizipitation (IP)

Mit diesem Verfahren wurden die gesuchten Proteine, PKC B2 bzw. simultan PKC a,
B1, B2 und y (bei Verwendung des ,,Pan PKC“-Antikdrpers), aus den Zytosol- und
Membranfraktionen (2.2.4.2) spezifisch gefillt und angereichert. Es wurden 400-500 pg
Protein in 400-500 pl Homogenisierungspuffer (20 mM Tris HCI1 pH 7.,5; 250 mM
Sucrose; 2 mM EDTA; 5 mM EGTA; 2 mM PMSF; 50 mM B-mercaptoethanol) mit
0,25% Nonidet P40 eingesetzt. Zu den Proben wurde 1 pg Primédrantikorper gegeben
und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlieend wurden die Proben mit 20 ul Protein
G-Sepharose (y-bind Sepharose, Amersham Biosciences) flir 2 h bei 4°C unter Rollern
inkubiert, um den Primérantikérper zu binden. Der Komplex aus gesuchtem Protein,
Primérantikorper und y-bind Sepharose wurde 3 x mit 500 ul Homogenisierungspuffer
+ 0,5% Nonidet P40 gewaschen (1100 x g, 3 min). Das Prézipitat wurde in 25 pl
Homogenisierungspuffer aufgenommen und fiir weitere Verwendung im PKC-Assay

(2.2.4.6) bei 4°C gelagert.
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2.2.4.5. Proteinbestimmung (Coomassie)
Die gewonnenen Proteinextrakte wurden 1:1000 in Coomassie Protein-Assay Reagens
Losung (Pierce) verdinnt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch

photometrische Messung bei 595nm in einem Photometer (Smart Spec 3000).

2.2.4.6 Proteinkinase C-Assay (PKC-Assay)

Mit dieser Methode wurde die enzymatische Aktivitit der PKC radioaktiv gemessen. Es
wurde ein kommerzieller Kit der Firma Amersham Biosciences (Protein Kinase C
Enzyme Biotrack™ Assay System) verwendet. Das Probenvolumen betrug 25 pl, wobei
sowohl die IP-Lysate (2.2.4.4) als auch 1,5 pg der IEC-Eluate (2.2.4.3) mit 25 pul
Reaktionsgemisch versetzt wurden. Diesem Reaktionsansatz mit einem Endvolumen
von 50 pl wurden 5 pl ATP-Puffer, der 40 pCi **P-ATP enthielt, zugegeben, sanft
geschiittelt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 10
ul Stop-Losung beendet und 35 pl auf einem Nitrocellulose Filter pipettiert.
Unspezifisch gebundenes **P-ATP wurde durch Waschen (2 x 10 min) der Filter in 75
mM ortho-Phosphorsdure entfernt. Die Membranen wurden mit 4 ml Szintillations-
Fliissigkeit (Zinsser Analytic) versetzt und in einem Szintillationszdhler (Beckman
Coulter) gemessen. Der Phosphat-Transfer (P) [pmol/min] wurde mit der von

Amersham Biosciences angegebenen Formel wie folgt berechnet:

P = Phosphat-Transfer [pmol/min]
I = Inkubationszeit [min]

T x 1000 R = spezifische Aktivitit von 1,2 mM *2P-ATP

P [pmol/min] = IR T = Transfer von Total-Phosphat
X

cpm pro 5 pl **P-ATP 65 ul
R= T = cpm (Probe) x
6 35 ul

- cpm (Blindwert)

2.2.4.7. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden mittels einer SDS-PAGE entsprechend ihres Molekulargewichts in
einer Gelmatrix in Anlehnung an Laemmli (Laemmli, 1970) aufgetrennt. Das negativ
geladene Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet an hydrophobe Regionen der

Proteine und verursacht deren Entfaltung.
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Proben mit einer Proteinkonzentration von 2-20 pg wurden mit SDS-Probenpuffer (125
mM Tris pH 6,8; 20% v/v Glycerin; 4% w/v SDS, 10% v/v -Mercaptoethanol; 0,2%
w/v Bromphenolblau) in einem maximalen Endvolumen von 40 ul eingesetzt. Zur
Denaturierung wurden die Proben fiir 5 min bei 95°C erhitzt. Die Elektrophorese

erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 25 mA pro Gel.

2.2.4.8.Western Blot-Analyse

Die separierten Proteine wurden aus den Gelen in einem Nassblotverfahren bei einer
konstanten Spannung von 100 V fiir 1 h unter Kiihlung auf Nitrozellulosemembranen
transferiert (Transferpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% v/v Methanol). Durch
reversible Fiarbung der Membran mit Ponceau-S-Losung (0,5% w/v in 1% v/v
Essigsdure) wurde die GleichmiBigkeit der Proteinbeladung und des Transfers
kontrolliert. Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Membranen
fir 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C in Blockierungspuffer (5% w/v
Magermilchpulver in PBS/0,1% v/v Tween 20; PBST) auf einem Schwenktisch
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBST (je 5 min) wurden die Membranen
tiber Nacht bei 4°C oder bei RT fiir 1 h mit dem Primérantikdrper in PBST inkubiert.
Ungebundener Primirantikdrper wurde durch dreimaliges Waschen mit PBST fiir 15
min entfernt. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit einem Peroxidase-konjugierten
Sekundérantikorper fiir 60 min in PBST. Nach wiederholtem Waschen der Membranen
(3 x 15 min) erfolgte die Detektion der Immunoreaktivitidt mittels ECL. Reagens und
anschlieBende Autoradiographie (Amersham Applied Sciences). Die verwendeten

Antikorper und ihre Konzentrationen sind in der Tabelle 2.1 dargestellt.

Tabelle 2.1: Zusammenstellung der fiir die Western Blot-Analyse verwendeten Primér- und
Sekundirantikorper.

Primirantikorper Sekundirantikorper
Name Wirt Konzentration Herkunft Konzentration
Pan PKC Maus 1:1000 Ziege gegen Maus 1:10000
PKC B1 Kaninchen 1:500 Ziege gegen Kaninchen 1:50000
PKC B2 Kaninchen 1:500 Ziege gegen Kaninchen 1:50000
RACKI Maus 1:2000 Ziege gegen Maus 1:10000
B-Aktin Ziege 1:10000 Maus gegen Ziege 1:10000
LAMP 1 Ratte 1:50 Ziege gegen Ratte 1:10000
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2.2.4.9. Subzellulire Fraktionierung

Um Hinweise auf eine mogliche gestdrte Funktion der Lysosomen zu bekommen,
wurden diese durch Dichtegradienten-Zentrifugation angereichert und die
Proteinzusammensetzung untersucht. Die Auftrennung der zelluliren Kompartimente
mittels Dichtegradienten-Zentrifugation erfolgte in einem SW 60Ti Rotor. Es wurde ein
Stufengradient (1,05 g/ml; 1,14 g/ml) mit Percoll als Medium verwendet.

Die Zellen wurden mit Hungermedium synchronisiert (DMEM mit 0,1% v/v FKS), um
zu gewihrleisten, dass eine homogene Lysosomen-Population aus Zellen im gleichen
physiologischen Zustand isoliert wurde. Wihrend des Zell-Zyklus variieren die
Lysosomen in ihrer GroBe und in ihren lumenalen und Membran-Bestandteilen (Lem et
al., 1999). Adhérente Fibroblasten wurden auf 15 cm Zellkulturschalen in einer Zellzahl
von 5 x 10° ausgesit. Nach erfolgter Synchronisierung wurde das Medium abgenommen,
die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 500 ul HB Puffer (340 mM
Sucrose; 10 mM Hepes pH 7,3; 0,3 mM EDTA) aufgenommen. Um die Zellmembran
aufzubrechen, aber gleichzeitig die Membranen der subzelluliren Kompartimente
weitgehend intakt zu erhalten, wurden die Proben je zweimal in Flissigstickstoff
schockgefroren und anschliefend in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut (,,freeze/thaw
cycle®). Zellkerne und Debris wurden mittels Zentrifugation (1000 x g, 10 min, 4°C)
entfernt. Der Uberstand entsprach dem postnukleiren Uberstand (PNS). Dieser wurde in
einem Endvolumen von 1 ml vorsichtig auf den vorbereiteten Percoll Gradienten (je 1,7
ml) aufgetragen. Die Ultrazentrifugation erfolgte bei 100000 x g fiir 2,5 h bei 4°C ohne
Bremse (XL-80 Ultrazentrifuge, Beckman Coulter). AnschlieBend wurde der Boden der
Zentrifugenrdhrchen vorsichtig mit einer 0,9 mm Kaniile perforiert und je 200 pl
tropfenweise in vorbereiteten 1,5 ml Reaktionsgefdlen gesammelt. Die aufgetrennten
Fraktionen wurden nach einer Proteinbestimmung (2.2.4.5) auf eine Anreicherung von
lysosomalen Bestandteilen hin untersucht. Dazu wurde die Aktivitit der sauren
Phosphatasen als lumenale Markerenzyme mit Hilfe eines Enzymassays (2.2.4.11)
untersucht. Parallel wurde das lysosomale Membranprotein LAMP 1 (lysosome
associated membrane glycoprotein 1) mittels Western Blot-Analyse (2.2.4.8) detektiert.
Zeigten beide Verfahren eine Anreicherung lysosomaler Komponenten in derselben

Fraktion, wurde diese in der Zweidimensionalen Gelelektrophorese (2.2.2.10) eingesetzt.
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2.2.4.10. Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D)

Die 2D Gelelektrophorese reprisentiert die Methode mit dem hochsten
Auflosungsvermogen fiir die Trennung komplexer Proteingemische. Das Prinzip beruht
auf der Kombination zweier Trennverfahren fiir Proteine. In der ersten Dimension wird
die unterschiedliche Eigenladung der Proteine genutzt, um sie zu separieren. Die zweite
TrenngroBe ist das Molekulargewicht der Proteine.

In der ersten Dimension, der isoelektrischen Fokussierung (IEF), werden die Proteine
mittels immobilisierter pH-Gradienten (IPG) nach ihrem isoelektrischen Punkt (plI)
getrennt. Proteine haben so lange eine elektrophoretische Mobilitdt, bis sie zu dem
Punkt (pH) gewandert sind, an dem ihre Nettoladung Null betrdgt. Der isoelektrische
Punkt ist abhdngig von der Zahl an basischen und sauren Aminoséuren.

In der zweiten Dimension, einer SDS-PAGE, wird die Eigenschaft des anionischen
Detergenz SDS ausgenutzt, die Eigenladung der Proteine effektiv abzuschirmen. Ab
einer bestimmten Konzentration von SDS bilden sich Micellen aus, bei denen sich die
Proteine im Inneren befinden. Nach auflen sind nur die negativen Ladungen der SDS-
Molekiile verfiigbar, dies verhindert eine Aggregation der Proteine. Die Micellen
wandern entsprechend ihres Molekulargewichts im elektrischen Feld.

Die Proben fiir die 2D Gelelektrophorese wurden aus der subzelluldren Fraktionierung
gewonnen. Es wurden Fraktionen, die eine Anreicherung lysosomaler Bestandteile
zeigten und der jeweilige postnukleire Uberstand (PNS) verwendet. Proteinmengen von
20 bis 30 pg wurden in einem Endvolumen von 185 pl in Rehydrationspuffer (fiir ein
Endvolumen von 2,5 ml: 8 M Harnstoff, 2% w/v NP40, 7 mg DTT, 12,5 ul 100%ige
Ampholyt Losung, pH 3-10) eingesetzt. Dabei wurde ein Verhéltnis von 1:1
(Probe:Rehydrationspuffer) eingehalten, um stérende Salzkonzentrationen innerhalb des
Probenpuffers moglichst gering zu halten. Vor der Fokussierung wurden die Proben fiir
30 min bei 50°C und 300 upm in einem Thermoschiittler inkubiert.

Fir die IEF pH-Gradienten kamen Gelstreifen der Firma Bio Rad (ReadyStrip IPG
Strips) im pH-Bereich 4-7 bzw. pH 5-8 mit einer Lénge von 11 cm zum Einsatz. Die
trockenen IPG Streifen (immobilisierte pH-Gradienten) wurden mit der ,,in gel
reswelling Methode rehydriert (Eckerskorn et al., 1997), welche eine Rehydrierung der
IEF-Streifen und Probenaufgabe in einem Schritt ermdglicht.

Die IEF erfolgte in einer Fokussierungseinheit von Bio-Rad (PROTEAN® IEF

System). Zundchst wurden die Proben in einem Volumen von 185 pl in die Kammer
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iiberfiihrt und anschlieBend die Gelstreifen vorsichtig eingelegt. Um eine vollstindige
Séttigung des Streifens mit dem Probenvolumen zu gewéhrleisten, wurde fiir 10 min bei
RT inkubiert. Ein Auskristallisieren des Harnstoffs wurde verhindert, indem die
Zwischenrdume mit Mineraldl iiberschichtet wurden.
Es erfolgte eine aktive Rehydrierung nach folgendem Protokoll: 50 Volt, 16 h bei 20°C,
250 Volt fiir 15 min, 3 h bei 8000 Volt, 6 h bei 80000 Volt.
Um den Transfer aus dem IPG-Gel in das SDS-Gel zu erméglichen, wurden die Proben
2 x 20 min bei RT in Aquilibrierungslésung (6 M Harnstoff, 50 mM Tris/HCI pH 8,8,
30% v/v Glycerin, 2% SDS) gepuffert. Fiir die erste Inkubation wurde dem
Aquilibrierungslosung 1% DTT zugegeben, fiir die zweite 1% lodacetamid und eine
Spatelspitz Bromphenolblau zur Lauffrontkontrolle.
Die fokussierten Gelstreifen wurden direkt in der zweiten Dimension verwendet oder
bei —20°C gelagert.
Das Trennprinzip der zweiten Dimension erfolgte in Polyacrylamidgelen (2.2.4.7). Die
Gelstreifen wurden in nicht auspolymerisiertem Sammelgel auf die Gele gelegt. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer niedrigen Spannung von 60 Volt iiber Nacht.
AnschlieBend wurden die Proteine mittels Silberfirbung nach dem Protokoll von
Heukeshoven & Dernick, 1988 detektiert.

e Fixieren: mindestens 1 h (50% Methanol, 12% Essigsdure, 0,5 ml 37%

Formaldehyd)

e Waschen: 3 x 20 min in 50% Ethanol

e Imprignieren: 1 min in Natriumthiosulfat (Na,SO; x 5 H,0, 0,22 g/1)

e Waschen: 3 x 20 s in H,O

e Silbernitrat: 20 min (AgNOs, 2 g/l + 0,75 ml 37% Formaldehyd)

e Waschen: 3 x 20 s in H,O

e Reduzieren: variabel (Na,COs, 60 g/l + 0,5 ml 37% Formaldehyd + Na,SOs3 x 5

H,0, 4 mg/l)

e Waschen: 2 x 2 min in H,O

e Abstoppen: 10 min in 50% Methanol + 12% Essigsédure

e  Waschen: 20 min in 50% Methanol

e Konservieren: in 30% Methanol + 3% Glycerin
Konservierte Gele wurden in Zellophan-Folien in einem Geltrockner (Bio-Rad)

getrocknet und gelagert.
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2.2.4.11. Saure Phosphatase-Assay

Nach der Subzelluldren Fraktionierung (2.2.4.9) wurden die Fraktionen auf eine
Anreicherung von lysosomalen Bestandteilen hin untersucht. Saure Phosphatasen
reprisentieren lysosomale Markerenzyme und besitzen ihre maximale enzymatische
Aktivitdit bei einem pH < 6. Saure Phosphatasen spalten pNPP (para-
Nitrophenylphosphat) in Phosphat und p-Nitrophenol. Diese Enzymreaktion resultiert in
einem gelben Farbumschlag, welcher bei 410 nm photometrisch bestimmt wurde.

1-2 pg Protein in einem Endvolumen von 40 pl wurden mit 200 pul Assay Mix versetzt
(gleiches Volumen von 16 mM pNPP + 180 mM Natrium Acetat pH 5) und fiir 40 min
bei 37°C inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 600 ul 0,25M NaOH
abgestoppt. Nach Zentrifugation (20500 x g, 5 min, RT) wurde die optische Dichte des
Uberstands (800 pl) bei 410 nm gemessen. Mit Hilfe des Lambert Beerschen Gesetzes
wurde die Konzentration des Substrats p-Nitrophenol [umol] und anschlieBend die

spezifische Aktivitét der sauren Phosphatase [U/mg] errechnet.

AE
c= A E = optische Dichte
€mol x d €mol = Molarer Extinktionskoeffizient [I/mol x cm]
¢ = Konzentration [mol/I]
pmol (Substrat) d = Schichtdicke [cm]
U/mg =
min x mg

2.2.4.12. Immunfluoreszenz

Fibroblasten wurden in einer Zellzahl von 4 x 10" auf Poly-L-Lysin (50 pg/ml)
beschichtete Glasplittchen (Mikroskopische Deckgldser & 18 mm) in einer
Zellkulturschale mit 12 Kavitdten ausgesdt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
adhédrenten Zellen wurden mit 100 nM Lysotracker (Lyso Tracker® Red, Invitrogen)
fiir 1 h bei 37°C inkubiert, anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen und fiir 30 min in
4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Das iiberschiissige PFA wurde durch zweimaliges
Waschen mit PBS entfernt. Zur Dokumentation der Zellen mit dem Laserscanning-
Mikroskop wurden die Deckgldser auf Objekttriger in einem Tropfen Glycerolpuffer/2
mM Azid mit Nagellack versiegelt. Zusitzlich wurden Fibroblasten ,,in vivo* (2 x 10*

Zellen pro Kammer) in chamber slides (Nunc) untersucht.
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2.2.5. Molekularbiologische Methoden

2.2.5.1. RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Gewebe und Zellen erfolgte mit einem
kommerziellen Kit (Macherey-Nagel), fiir Organe wurde der NucleoSpin®RNA L und
fiir Zellen der NucleoSpin®RNA II Kit verwendet. Das Prinzip beruht auf einer
modifizierten Variante der ,,single step* Methode nach Chomczynski und Sacchi (1987).
Zur Lyse des Gewebes wird das toxische Guanidinisothiocyanat (GTC) verwendet. Das
chaotrope Salz GTC denaturiert Proteine und RNAsen. Exemplarisch wird das Protokoll
der RNA-Isolierung aus Organen beschrieben. 30 bis 100 mg schockgefrorenes Gewebe
wurden in einem sterilen Morser pulverisiert und in 1,8 ml Puffer RA1 (enthélt GTC) +
18 ul PB-Mercaptoethanol in einem 15 ml Reaktionsgefdl aufgenommen. Die
Suspension wurde mit einer 0,9 mm Kaniile homogenisiert. Um das restliche unldsliche
Material zu entfernen, wurde das Lysat auf eine Filtereinheit (NucleoSpin® Filter L)
gegeben und 10 Minuten bei 4500 x g zentrifugiert. Der Uberstand zeichnete sich durch
eine reduzierte Viskositdt aus, wurde in ein neues 15 ml Reaktionsgefal} tiberfiihrt und
mit 1,8 ml 70% Ethanol in DEPC H,O versetzt. Nach kréftigem Mischen wurde der
Lysat/Ethanol-Mix auf eine NucleoSpin® RNA L Séule geladen und fiir 3 Minuten bei
4500 x g zentrifugiert. In diesem Schritt binden die Nukleinsduren an die
Silikatmembran innerhalb der Sidule. Anschlieffend wurde die Membran entsalzt, indem
2,2 ml MDB Puffer auf die Saule pipettiert und bei 4500 x g fiir 3 Minuten zentrifugiert
wurden. Um eine Kontamination mit DNA zu verhindern, wurde ein DNase-Verdau
durchgefiihrt. Es wurden 250 pl der DNase I-Reaktions Mischung auf die Membran
geladen und fiir 15 Minuten bei RT inkubiert. Die DNase wurde mit 2,6 ml Puffer RA2
inaktiviert (3 min, 4500 x g) und anschliefend die Membran zweimal mit 2,6 ml Puffer
RA3 gewaschen (3 min, 4500 x g). Die aufgereinigte RNA wurde mit 500 ul DEPC
H,O eluiert (3 min, 4500 x g) und bei —70°C gelagert.
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2.2.5.2. Reverse Transkription (RT)
Die Reverse Transkription (RT) ermittelt Gene auf mRNA-Ebene qualitativ und
quantitativ sensitiver, als z. B. mit einem Northern Blot (Gassen et al., 1994). Die
Ermittlung der Expressionsmuster eines Gewebes oder von Zellen ist nur mit der
mRNA bzw. der komplementiren DNA (cDNA) moglich. Die Umschreibung gelingt
durch Reverse Transkriptasen. StandardmdBig werden zwei verschiedene Enzyme
verwendet, die avian-myoblostis-virus (AMV)-Reverse Transkriptase und die moloney-
murine-leukemia-virus (M-MLV)-Reverse-Transkriptase. In dieser Arbeit wurde die
AMV (Roche Applied Science) verwendet. Diese Reverse Transkriptase trdgt sowohl
Polymerase-Aktivitit in 5°—>3” Richtung als auch RNaseH-Aktivitdt, hat ihr
Temperaturoptimum bei 42°C und bevorzugt ein leicht basisches Milieu von pH 8§,3.
Das freie 3’-OH-Ende der einzelstringigen RNA hybridisiert mit einem
komplementiren kurzen Nukleinsdure-Fragment (Primer). Dieser doppelstringige
Nukleinsdure Bereich dient als Startpunkt fiir die Reverse Transkription. Als Primer fiir
die RT wurden oligo-dT-Primer (Roche Applied Science) benutzt. Diese binden am
polyA-Ende der mRNA und erlauben somit eine komplette Umschreibung vom 3’-Ende
aus ohne dabei rRNA oder tRNA zu transkribieren. Ein entscheidender Nachteil dieser
Primer ist, dass die mRNAs oft eine beachtliche Linge aufweisen und die gesuchten
codierenden Bereiche moglicherweise weit entfernt vom 3’ Ende liegen, so dass die
Reaktion vor dem 5°-Ende abbricht (Lewin, 1998).
Als Ausgangsmaterial (Template) wurde 1 pg Gesamt-RNA verwendet. Die
Komponenten der Reversen Transkription sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt. Um die
Sekundérstruktur der RNA aufzubrechen wurde RNA mit der entsprechenden DEPC
H,O Menge fiir 15 min bei 65°C inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt.
Anschliefend wurde der Mastermix dazugegeben und die Reverse Transkription unter
folgenden Bedingungen gestartet:

e 10 min, 25°C, in diesem Schritt lagern sich die Primer an

e 60 min, 42°C, dieser Schritt entspricht der optimalen Arbeitstemperatur der

Reversen Transkriptase (AMV)
e 5 min, 99°C, in diesem Schritt wird die AMV denaturiert
e 10 min, 4°C

Die einzelstrangige cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.
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Tabelle 2.2: Ansatz fiir die RT-PCR.

Volumina Endkonzentration im
20pl Ansatz
10x Reaktions-Puffer 2l Ix
MgCl, (25 mM) 4 ul 5mM
dNTP 2 ul 1 mM
Oligo-p(dT);s Primer 2 ul 1,6 nug
RNAse-Inhibitor 1 ul 50 Einheiten
AMV 0,8 ul >20 Einheiten
DEPC H,0O variabel -—
RNA variabel 1pg
Gesamtvolumen 20 pl

2.2.5.3. Primer
Primer lagern sich an der komplementéren Zielsequenz des Templates an und bieten
damit der Taqg-Polymerase ein 3’-OH-Ende als Startpunkt. Mit spezifischen Primern
kann jedes gewlinschte DNA-Fragment, welches von den Oligonukleotiden
eingeschlossen wird, amplifiziert werden. In der Primer-Konstruktion wurden folgende
Parameter beachtet, um eine erfolgreiche PCR zu gewéhrleisten:

e Der GC-Gehalt betrug sofern moglich 40-60%.

e Beide Primer besallen moglichst dhnliche Schmelztemperaturen (Th,).

e Primersequenzen bildeten moglichst keine Dimere oder Hairpins.

e Primer lagen Intron {berspannend, um eine Kontamination mit DNA

auszuschliefen.
e Die Spezifitit der Primer wurde durch Sequenzvergleich mit oOffentlichen

Datenbanken per BLAST-Analyse sicher gestellt.

Die Schmelztemperatur wurde folgendermaf3en berechnet:

Tm (°C) = [(Anzahl von A + T) x 2°C] x [(Anzahl von G + C) x 4°C]

Die korrekte Annealing-Temperatur muss in der Praxis empirisch optimiert werden, um
ein spezifisches PCR-Produkt zu erhalten. Die hier eingesetzten Primer sind in der

Tabelle 2.3 aufgezeigt.
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Tabelle 2.3: Sequenzen der verwendeten Primer.
In dieser Tabelle sind die Sequenzen, die Schmelz-und Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer
aufgefiihrt. G3PDH: Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase, lyst: lysosomale trafficking regulator, fan:

factor associated with nSMase, rack 1: receptor for activated C-kinase

Primer-Bezeichnung Primersequenz [5°—3’] Tn [°C] Optimale Annealing-
Temperatur [°C]
Kontrollgen-Primer
G3PDH &’ ACCACAGTCCATGCCATCAC 58 61
G3PDH 3’ TCCACCACCCTGTTGCTGTA 62 61
lyst 5’ ACAATGCCTCTGACGCAGTTG 64 61
lyst 3’ CAGGTTTGTCAGAGCGGTGAT 64 61
fan 5’ GTGACACCTCTAGTGACGAAC 64 61
fan 3’ CAGCAGGTACTGGTAGTTGGA 64 61
rackl 5’ TGTGGAAGCTGACCAGAGATG 64 61
rackl 3’ AATGACTCTCATCCTGGACCG 64 61

2.2.5.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR basiert auf einer exponentiellen Amplifikation doppelstrangiger DNA

zwischen einem spezifischen Strangprimer und einem ebenfalls sequenzspezifischen

Gegenstrangprimer. In einem dreiphasigen Zyklus, der aus Denaturierung des

Doppelstrangs, Primeranlagerung (Annealing) und Strangverldngerung (Elongation)

besteht, wird durch eine DNA-Polymerase ausgehend vom 3’-Ende des jeweiligen

Primers der komplementére Strang zur Matrizen-DNA gebildet. In dieser Arbeit wurde

die Taqg-Polymerase von Invitrogen verwendet. Diverse Temperaturprofile wurden mit

den oben beschriebenen Primern (Tabelle 2.3) verwendet, um moglichst distinkte

Sequenzen aus unterschiedlichen Organen der Maus und aus Fibroblasten zu

amplifizieren. In Tabelle 2.4 wurde exemplarisch ein Reaktionsansatz fiir die PCR

zusammengestellt. Die Temperaturprofile sind in der Tabelle 2.5 aufgefiihrt.
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Tabelle 2.4: Zusammensetzung eines Reaktionsgemisch fiir eine Polymerase-Kettenreaktion.

Endkonzentration PCR-Ansatz Negativ-Kontrolle
10xPCR-Puffer Ix 2,5 ul 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 1,25 mM 1,5 pl 1,5 pl

dNTP (2 mM) 0,2 mM 0,5 pl 0,5 pl
sense Primer 1,2 pmol 1 ul 1 ul
antisense Primer 1,2 pmol 1 ul 1 ul
Template - 1 pl -
steriles H20 - 17 ul 17 pl
Taq-Polymerase 1 U/ul 0,5 pl 0,5 ul
Gesamtvolumen 25 pl 25 pl

Tabelle 2.5 : PCR-Profile, Uberblick iiber die eingesetzten PCR-Bedingungen zur Amplifikation von
G3PDH, rackl, fan und lyst.

PCR-Profil A PCR-Profil B PCR-Profil C
(G3PDH) (rackl) (fan)
T[°C] T[min] | Zyklen | T[°C] T[min] | Zyklen T[°C] T[min] | Zyklen

95 3 1 95 3 1 95 3 1

Denaturierung 95 0,3 95 0,45 95 1
Annealing 61 0,45 25 61 0,45 30 61 1 30

Elongation 72 0,45 72 0,45 72 1

Endsynthese 72 10 1 72 10 1 72 10 1

PCR-Profil D
(lyst)

T[°C] T[min] | Zyklen
95 3 1
Denaturierung 95 1
Annealing 61 1 30
Elongation 72 1
Endsynthese 72 10 1
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2.2.5.5. Agarose Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden in einem Standard-Agarosegel aufgetrennt. Die
Elektrophorese wurde bei 100 bis 110 Volt in 2%igen bzw. 1,5%igen Gelen
durchgefiihrt, die in 1 x TAE Puffer (50 x TAE-Puffer: 2 M Tris, 50 mM EDTA pH 8,
6% v/v Eisessig) lagen. Nach Trennung der PCR-Produkte wurden die Gele mit
Ethidiumbromid (0,5 pg Ethidiumbromid je 1 ml 1 x TAE Puffer) gefdrbt und unter
UV-Licht bei 312 nm mit einer Kamera mit angeschlossenem PC ausgewertet. Die
isolierte Gesamt-RNA wurde mit einem Standard-Agarosegel unter den oben

beschriebenen Bedingungen auf ihre Qualitit gepriift.

2.2.5.6. Quantitative Echtzeit-PCR (Real-time quantitative PCR, RTq PCR)

In dieser Arbeit wurde das LightCycler System von Roche Applied Sciences verwendet.
Dieses Verfahren erlaubt es, eine PCR-Reaktion in kurzer Zeit durchzufiihren (45
Zyklen in ca. 30 Minuten) und dabei die Amplifikation auf einem angeschlossenen PC
in ,,real-time* zu verfolgen. Zur sequenzunabhingigen Detektion wurde Sybr®Green I
verwendet. Dieser Farbstoff interkaliert spezifisch in doppelstraingige DNA. Somit
werden nicht nur Amplifikationsprodukte, sondern auch Primer-Dimere markiert. Der
Hintergrund der Primer-Dimere zeichnet sich allerdings durch einen niedrigeren
Schmelzpunkt aus und ermdéglicht daher in der Auswertung eine klare Trennung vom
korrekten Amplifikationsprodukt. Die fluorimetrische Messung erfolgt einmal pro
Zyklus am Ende der Elongationsphase.

Erreicht die PCR die logarithmische Phase, hebt sich die gemessene
Fluoreszenzintensitdt zum ersten Mal von der Hintergrundstrahlung ab. Dieser Punkt
wird als ,,crossing point™ (cp) bezeichnet. Die relative Quantifizierung erfolgt durch
Bildung des Quotienten cp (Probe)/cp (Standard).

Als interner Standard zur Normierung von Unterschieden in der Menge der eingesetzten
DNA wurde G3PDH (Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase) verwendet. Dieses Gen
reprisentiert ein so genanntes Housekeeping-Gen, welches konstitutiv in allen Zellen
und Geweben exprimiert wird.

Es wurden die Expressionsmuster von fan, lyst und rackl innerhalb unterschiedlicher
Zelltypen und Geweben aus Maiausen verschiedenen Alters quantifiziert. Als
Versuchstiere fungierten Wildtypméduse (C57BL/6), FAN-defiziente und Beige-
defiziente Mause (C57BL/6-lyst*®"/+) unterschiedlicher Altersstufen (3 bzw. 4 Monate
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und 9 Monate). Es wurden Herz, Lunge, Niere, Leber und Milz entnommen (2.2.2), in
Fliissigstickstoff schockgefroren, mRNA isoliert (2.2.5.1) und 1 pg mRNA in cDNA
umgeschrieben (2.2.5.2). Zusitzlich wurden Fibroblasten nach Stimulation (0, 3 h, 24 h)
mit PMA [0,1 uM] und hTNF [100 ng/ml] auf die differentielle Expression von fan, lyst
und rack1 hin untersucht.

In Tabelle 2.6 ist die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes nach der Vorschrift des
Kits Light Cycler Fast Start DNA Marker """ SYBR Green (Roche Applied Science)
gezeigt. Das PCR-Profil ist in Tabelle 2.7 dargestellt.

Tabelle 2.6: Zusammensetzung eines Reaktionsansatz fiir die LightCycler PCR.
Der Master Mix beinhaltet Reaktionspuffer, MgCl,, INTP Mix, SYBR Green I, FastStart Taq
Polymerase

Komponenten PCR- Negativ
Ansatz Kontrolle
Steriles H,O 5ul 6 ul
Primer 5’ [5 pmol] 1 pl 1 ul
Primer 3’ [5 pmol] 1 pl 1 ul
Master Mix 2 ul 2 ul
cDNA 1wl -

Tabelle 2.7: Protokoll der LightCycler PCR.

TI[°C] T[min]
Priinkubation 95 10
Amplifikation | Denaturierung 95 0,15

Annealing 64 0,3

Extension 72 0,3

Schmelzkurve | Denaturierung 95 0
Annealing 65 0,2

Schmelzen 951[0,1°C/s] 0

Kiihlen 40 0,5
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3. Ergebnisse

3.1 Bedeutung der PKC-Isotypen im lysosomalen Vesikeltransport
Biochemische Studien des Chediak-Higashi Syndroms (CHS) zeigten, dass die Aktivitit
der Proteinkinase C (PKC), insbesondere der PKC [2, gestort ist (Ito et al., 1988, Ito et
al., 1989, Sato et al., 1990, Tanabe et al., 2001). Mit Hilfe von Stiitz- bzw.
Ankerproteinen, z. B. RACKs werden die cPKCs aus dem Zytoplasma an die Membran
rekrutiert und stabilisiert. Sie liegen Membran-assoziiert im aktiven Zustand vor und
phosphorylieren spezifisch Serin/Threonin Reste von Zielmolekiilen, die in
unterschiedlichen Signalwegen involviert sein konnen. Beim CHS wurde eine durch
PMA-induzierte schwache Membranrekrutierung beobachtet und die PKC-Aktivitit
nahm bereits nach zwei Minuten PMA-Stimulation dramatisch ab. Zusétzlich war die
Basalaktivitit der PKC in CHS/Beige/Lyst-defizienten Zellen geringer als in den
Wildtypzellen (Ito et al., 1988, Ito et al., 1989, Sato et al., 1990, Tanabe et al., 2001).
Diese Arbeitsgruppe postuliert, dass PKC an der Bildung von Riesenlysosomen, dem
zelluldren Phénotyp des CHS, beteiligt ist.

Zur Klérung der Frage, ob — analog zur oben fiir Lyst-defiziente Zellen beschriebenen
Situation — eine Defizienz fiir FAN ebenfalls eine Stérung der PKC-Aktivierung
verursacht und Einfluss auf die LysosomengroBe hat, wurden zum einem FAN-
defiziente (FAN ko; Kreder, 1998) und zum anderen als Positiv-Kontrolle
Beige/CHS/Lyst-defiziente (MCHSF2; Perou & Kaplan, 1993) murine Fibroblasten mit
ihren dazugehdrigen Wildtyp-Zelllinien (,,wt* und C57-F2) verwendet. C57-F2- und
wt-Fibroblasten wurden beide aus Wildtypmédusen generiert, allerdings wurden diese
Zelllinien in unterschiedlichen Labors hergestellt. Daher wurden sie in dieser Arbeit als
separate Positivkontrollen flir FAN-defiziente (wt) und Lyst-defiziente (C57-F2) Zellen

verwendet.
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3.1.1 Untersuchungen zur Membrantranslokation von konventionellen PKCs

Die Expression der cPKCs und ihre intrazelluldre Verteilung wurde nach Stimulation
mit PMA mittels Western Blot-Analyse untersucht.

Die Zelllinien (FAN ko, wt, MCHSF2 und C57-F2) wurden mit dem Phorbolester PMA
[0,1 uM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). Dieser imitiert in vitro die Funktion
von DAG und bindet an die regulatorische C1 Domine (1.5). Nach Stimulation wurden
Zytosol- und Membranfraktionen hergestellt (2.2.4.2). Die Fraktionen wurden in einer
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2.2.4.7) aufgetrennt und anschlieBend die
Expression der PKC mittels Western Blot-Analyse (2.2.4.8) detektiert.

Antikorper gegen alle Mitglieder der konventionellen PKCs, a, B1, B2 und y (2.1.5),
wurden einzeln verwendet. Zusidtzlich wurde ein ,,Breitband“-Antikérper, Pan PKC
(2.1.5), eingesetzt. Pan PKC erkennt die Gesamtheit der cPKCs. Als Ladungskontrolle
fungierte B Aktin (2.1.5). Die Blots mit dem polyklonalen PKC y-Antikdrper konnten
aufgrund schlechter Qualitdt des Antikorpers nicht ausgewertet werden. Der polyklonale
PKC B2-Antikorper ergab nur im ersten verwendeten Lot ein klares Bandenmuster. Alle
nachfolgend erworbenen Lots dieses Antikdrpers detektierten nur unspezifische Banden.
Daher werden in dieser Arbeit nur die mit dem ersten Lot des PKC P2-Antikorpers
gewonnenen Ergebnisse gezeigt.

Abbildung 3.1 A zeigt Zytosolfraktionen aus wt-Zellen. Deutlich ist eine Abnahme der
Expression von Pan PKC, PKC a, Bl und B2 zu erkennen. Die beiden PKC [-
Isoformen zeigen schon nach wenigen Minuten eine dramatische zytosolische Abnahme.
Die Membranfraktionen der wt-Zellen sind in Abbildung 3.1 B dargestellt. Bereits nach
einer Minute PMA-Stimulation erfolgte eine verstirkte Translokation der PKC an die
Membran. Somit konnte in den wt-Fibroblasten die charakteristische PMA-induzierte

Membranrekrutierung der PKC nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.1: Membrantranslokation von PKC-Isotypen in wt-Fibroblasten nach Stimulation mit
PMA [0,1 pM]. Western Blot der cPKC-Isoformen von Zytosol- und Membranfraktionen. Zellen wurden
mit PMA [0,1 uM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). A: Zytosolfraktionen wurden mit folgenden
Antikdrpern analysiert: panPKC, PKC a, PKC B1 und PKC B2. B Aktin diente als Ladungskontrolle. B:
Parallele Untersuchung der entsprechenden Membranfraktionen. Gezeigt ist ein reprisentatives Ergebnis
von drei unabhéngigen Experimenten.
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Die PKC-Expressionsmuster der FAN-defizienten Fibroblasten sind in Abbildung 3.2
dokumentiert. In den Zytosolfraktionen (Abb. 3.2 A) ist eine Abnahme der PKC a, 1,
B2 und von Pan PKC zu erkennen. An der Membran (Abb. 3.2 B) ist ebenfalls bereits

nach einer Minute eine Zunahme der PKC-Isotypen zu sehen.
Auch in FAN-defizienten Zellen wurde eine normale Translokation der PKC aus dem

Zytosol an die Membran beobachtet.

A
PMA [0,1pM] 0 1 3 5 10 15 20 30 min
panPKC VS G S— — S ——
PKCa

PKCBI —— S — —

PKCB2

BAKHD s e

B
PMA [0,1pM] 0 1 3 5 10 15 20 30 min
panPKC e — — — — — ——
PKCa
PKCp1 iy, g— O GENN W
PKCp 2 — e — e
B Aktin LD G T T — WP E— —

Abbildung 3.2: Membrantranslokation von PKC-Isotypen in FAN-defizienten Zellen nach
Stimulation mit PMA [0,1 pM]. Western Blot der c¢PKC-Isoformen von Zytosol- und
Membranfraktionen. Zellen wurden mit PMA [0,1 pM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). A:
Zytosolfraktionen wurden mit folgenden Antikorpern analysiert: panPKC, PKC a, PKC B1 und PKC (2.
B Aktin diente als Ladungskontrolle. B: Die entsprechenden Membranfraktionen wurden analog zu A
untersucht. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis von drei unabhéngigen Experimenten.
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Zusétzlich wurden Lyst-defiziente Fibroblasten (MCHSF2, Abb. 3.4) und die
dazugehorigen Wildtypfibroblasten (C57-F2, Abb. 3.3) auf Translokation der PKC
untersucht. In Abbildung 3.3 zeigen die C57-F2-Zellen ein Bandenmuster, welches
denen der FAN-wt Zellen entspricht (Abb. 3.1). Die PKC-Isotypen werden wie erwartet
PMA-induziert vom Zytosol an die Membran rekrutiert. Daten fiir die PKC 2 konnten
aufgrund der schlechten Qualitét eines neuen Lots des PKC B2-Antikdrpers fiir C57-F2-
und MCHSF2-Zellen nicht mehr erhoben werden.

A
PMA [0,1pM] 0 1 3 5 10 15 20 30 min

panPKC — o
PKCo. — —— O S— e —
PKC 1 b —
B Aktin _-‘—-m-u.r---a—"

B
PMA [0,1uM] 0 1 3 5 10 15 20 30min
panPKC RERER v ——
PKCa s — — — c— o— — —
PKC Bl pa— ' . e Ay . |
B Aktin

Abbildung 3.3: Membrantranslokation von PKC-Isotypen in C57-F2-Fibroblasten nach
Stimulation mit PMA [0,1 pM]. Western Blot der cPKC-Isoformen von Zytosol- und
Membranfraktionen. Zellen wurden mit PMA [0,1 pM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). A:
Zytosolfraktionen wurden mit folgenden Antikorpern analysiert: panPKC, PKC o und PKC B1. B Aktin
diente als Ladungskontrolle. B: Parallele Untersuchungen der entsprechenden Membranfraktionen.
Gezeigt ist ein représentatives Ergebnis von vier unabhingigen Experimenten.
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Die Analyse der MCHSF2-Fibroblasten ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Deutlich ist zu
erkennen, dass die PKC-Expression im Zytosol abnimmt und an der Membran zunimmt.
Somit zeigt die PKC in den Lyst-defizienten Fibroblasten in Abhéngigkeit der
subzelluldren Verteilung eine vergleichbare Kinetik wie die C57-F2-Fibroblasten (Abb.
3.3) und auch die FAN-defizienten Zellen (Abb. 3.2).

A
PMA [0,1pM] 0 1 3 5 10 15 20 30 min
panPKC s
PKC a — — o — pre—
PKCP1 R e v s
BAktin — a— S S W— — G ——
B
PMA [0,1pM] 0 1 3 5 10 15 20 30 min
panPKC

PKC a ————

PKC B1 S e G —— w— —

B Aktin | c— — -

Abbildung 3.4: Membrantranslokation von PKC-Isotypen in MCHSF2-Fibroblasten nach
Stimulation mit PMA [0,1 pM]. Western Blot der cPKC-Isoformen von Zytosol- und
Membranfraktionen. Zellen wurden mit PMA [0,1 pM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). A:
Zytosolfraktionen wurden mit folgenden Antikorpern analysiert: panPKC, PKC a und PKC B1. B Aktin
dient als Ladungskontrolle. B: Entsprechende Membranfraktionen wurden analog zu A untersucht.
Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis von vier unabhingigen Experimenten.
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Diese Befunde stimmen nicht mit den Studien von Ito et al. und Sato et al. liberein.
Diese Arbeitsgruppe zeigte in Lyst-defizienten Fibrobalsten eine gestorte
Membranrekrutierung der PKC nach Stimulation mit PMA [0,1uM]. Zusitzlich stellten
sie nach 2 miniitiger Stimulation mit PMA [0,1uM] eine Herunterregulation der
Membran-assoziierten PKC Aktivitét fest (Ito ez al., 1989, Sato et al., 1990).

Die durchgefiihrten Western Blot-Analysen quantifizieren lediglich die Verteilung der
untersuchten Proteine und lassen keine Aussage liber Enzym-Aktivititen zu. Um eine
mogliche Aktivitatsstorung der PKC nach PMA-Stimulation in den oben gezeigten
Zelllinien zu untersuchen, wurde daher die PKC-Aktivitit in einem Enzym-Assay

bestimmt.

3.1.2 Untersuchungen zur Enzymaktivitit von konventionellen PKCs

Die Enzymaktivitit der konventionellen PKCs wurde in Zytosol- und
Membranfraktionen (2.2.4.2) mittels eines radioaktiven Assays (2.2.4.6) bestimmt. Der
verwendete PKC-Assay ist nicht spezifisch fiir einen PKC-Isotyp, sondern erfasst die

Enzymaktivititen der konventionellen PKCs allgemein.

3.1.2.1 Optimierung der Aktivititsbestimmungen

Zur Optimierung der Aktivititsmessung wurden die PKCs der Zytosol- und
Membranfraktionen mittels einer lonenaustausch-Chromatographie (IEC) angereichert.
Zunichst wurde die optimale Salzkonzentration fiir die Anreicherung bestimmt. Es
wurden unstimulierte Zytosol- und Membranfraktionen aus wt-Fibroblasten bei
konstantem pH und mit drei unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen (0,2 M, 0,4 M
und 0,6 M) chromatographiert und die eluierte Kinase-Aktivitit bestimmt. In Abbildung
3.5 ist die PKC-Aktivitdt unter den verschiedenen Salz-Bedingungen aufgetragen. Bei
der Elution der Proben mit 0,2 M NaCl wurde eine fast 6-fache PKC-Aktivitét
gegeniiber 0,4 M NaCl und eine fast 24-fache gegeniiber 0,6 M NaCl gemessen. Daher
wurde flir alle nachfolgenden PKC-Aktivititsassays eine Ionenenaustausch-

Chromatographie durchgefiihrt, bei der die Proben mit 0,2 M NaCl eluiert wurden.
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Abbildung 3.5: PKC-Assay von Zytosol- und Membranfraktionen aus unstimulierten wt-
Fibroblasten. Die Enzymaktivitat ist als Phosphat-Transfer angegeben. Vor der Aktivitdtsmessung wurde
eine lonenaustausch-Chromatographie bei konstantem pH mit 0,2 M, 0,4 M und 0,6 M Salzkonzentration
durchgefiihrt. Die Berechnung des Phosphat-Transfers ist in 2.2.4.6 angegeben. Es ist ein reprasentatives
Ergebnis von vier unabhéngigen Experimenten dargestellt.

3.1.2.2 Analysen der PKC-AKktivitiit von wt-, FAN-defizienten, C57-F2- und
MCHSF2-Fibroblasten

Analog zu den in 3.1.2.1 dargestellten Untersuchungen zur Membrantranslokation der
konventionellen PKCs per Western Blot wurden zundchst wt- und FAN-defiziente
Fibroblasten mit PMA [0,1 uM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). Anschlieend
wurden Zytosol- und Membranfraktionen hergestellt (2.2.4.2), iiber Ionenaustausch-
Chromatographie (2.2.4.3) gereinigt und die enzymatische Aktivitdt der gereinigten
PKCs gemessen (2.2.4.6). In Abbildung 3.6 sind die Enzymaktivititen der PKC in den
jeweiligen Fraktionen der wt- und FAN-defizienten Fibroblasten dargestellt. Die
Membrantranslokation der PKC-Aktivitdt der wt-Fibroblasten (Abb. 3.6 A) zeigt einen
Verlauf, der mit den im Western Blot erhaltenen Daten iibereinstimmt (Abb. 3.1). In
den Zytosolfraktionen hat sich die enzymatische Aktivitit bereits nach 1 miniitiger
Stimulation auf 10% gegeniiber dem unstimulierten Zustand verringert. Wéhrend der
gesamten Stimulationsdauer bleibt die zytosolische PKC-Aktivitét stabil zwischen 10
und 20%. An der Membran steigert sich die PKC-Aktivitit im Laufe der
Stimulationszeit. Nach 20 Minuten ist das Optimum, eine 6-fache Zunahme gegeniiber

dem unstimulierten Zustand, erreicht.
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In FAN-defizienten Fibroblasten (Abb. 3.6 B) verringert sich die zytosolische PKC-
Aktivitat auf 40-60% im Vergleich zu unstimulierten Fraktionen. Die Rekrutierung der
PKC an die Membran hat nach 5 Minuten ihr Maximum erreicht. Zu diesem Zeitpunkt
hat das Enzym eine Aktivitit von 260%, danach fillt sie bis auf unter 100% nach 30
Minuten ab. Die PMA-induzierte Translokation der PKC an die Membran erfolgt in

beiden Zelllinien bereits nach einer Minute Stimulation.
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Abbildung 3.6: PKC-Assay von Zytosol- und Membranfraktionen aus wt- und FAN-defizienten
Fibroblasten. Zellen wurden mit PMA [0,1 uM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). Vor der
Aktivitdtsmessung wurde eine lonenaustausch-Chromatographie bei konstantem pH mit einer
Salzkonzentration von 0,2 M NaCl durchgefiihrt. A: wt-Fibroblasten, B: FAN-defiziente Fibroblasten.
Die in % angegebene Enzymaktivitdt ist relativ zu unstimulierten Zellen angegeben. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis von drei unabhingigen Experimenten.
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In beiden Zelllinien konnte die Rekrutierung der PKC aus dem Zytosol an die Membran
und eine Zunahme der Membran-assoziierten Aktivitit durch PMA-Stimulation
induziert werden. Unter Einbeziehung der Western Blot-Daten (3.1.1) wurden
insgesamt keine wesentlichen Unterschiede in der Translokation der PKC-Isotypen bei
wt- und FAN-defizienten Zellen beobachtet.

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass eine Defizienz von FAN keinen Einfluss auf die
intrazelluldire Membrantranslokation und Aktivierung der cPKCs nach PMA-

Stimulation ausubt.

In analogen Ansdtzen wurden nachfolgend MCHSF2- und C57-F2-Fibrobalsten nach
PMA-Stimulation auf die Translokation der PKC-Aktivitét in die Membranfraktion hin
untersucht. Die C57-F2-Fibroblasten (Abb. 3.7 A) zeigen einen glockenféormigen
Verlauf der PKC-Aktivitdt mit einem Maximum von 320% nach 10 Minuten in der
Membranfraktion. MCHSF2-Fibroblasten (Abb. 3.7 B) lassen einen steileren Anstieg
der PKC-Aktivitit in den Membranfraktionen erkennen. Bereits nach einer Minute sind
knapp 400% erreicht, das Maximum befindet sich nach 15 Minuten bei 530%. Im
Zytosol ist ebenfalls eine rasche und stirkere Abnahme der PKC-Aktivitdt bis auf 10%

im Gegensatz zu C57-F2-Fibroblasten zu erkennen.
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Abbildung 3.7: PKC-Assay von Zytosol- und Membranfraktionen aus C57-F2- und MCHSF2-
Fibroblasten. Zellen wurden mit PMA [0,1 pM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). Vor der
Aktivitdtsmessung wurde eine lonenaustausch-Chromatographie bei konstantem pH mit einer
Salzkonzentration von 0,2 M NaCl durchgefiihrt. A: C57-F2-Zellen, B: MCHSF2-Zellen. Die in %
angegebene Enzymaktivitit ist relativ zu unstimulierten Zellen angegeben. Es ist ein reprisentatives
Ergebnis von drei unabhéngigen Experimenten dargestellt.

Diese Ergebnisse widersprechen den publizierten Daten von Ito et al., Sato et al. und
Tanabe et al. Diese Arbeitsgruppe hat in Lyst-defizienten Fibroblasten eine gestorte
Translokation und Aktivitdt der PKC nachgewiesen (Ito et al., 1989, Sato et al., 1990,
Tanabe et al., 2001).

3.1.2.3 Analyse der PKC-AKktivitit mittels Inmunpriizipitation

Fir eine selektivere Untersuchung einzelner PKC-Isotypen wurde mittels
Immunprézipitation (IP) die gesuchte PKC gezielt angereichert (2.2.4.4). Ito et al. und
Sato et al. postulierten, dass in Lyst-defizienten Zellen vor allem die
Membranrekrutierung von PKC B2 gestort ist (Ito et al., 1989, Sato et al., 1989). Daher
wurde die PKC 2 aus generierten Zytosol- und Membranfraktionen (2.2.4.2) mit einem

polyklonalen Antikérper immunprézipitiert, bevor sie dem PKC-Assay unterworfen
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wurden. Fiir diesen Versuch stand noch das funktionelle Lot des PKC PB2-Antikorpers
zur Verfiigung.

In Abbildung 3.8 sind die Ergebnisse des PKC-Assays mit PKC 2 IP-Proben aus wt-
und FAN-defizienten Fibroblasten dargestellt. Im Gegensatz zu den durch
Ionenaustausch-Chromatographie  gereinigten Proben wurde eine  geringere

Enzymaktivitit gemessen, da nach der Immunprézipitation ausschlieBlich die Aktivitit
der gesuchten PKC [2 gemessen wurde ohne ,Verunreinigung® durch weitere

konventionelle PKCs.
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Abbildung 3.8: PKC-Assay von Zytosol- und Membranfraktionen aus wt- und FAN-defizienten
Fibroblasten. Zellen wurden mit PMA [0,1 pM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). Vor der
Aktivitdtsmessung wurde eine Immunprézipitation mit 400 ug Protein und einem polyklonalen PKC 2
Antikorper [1 ug] durchgefiihrt. A: wt-Fibroblasten, B: FAN-defiziente Fibroblasten. Die in %
angegebene Enzymaktivitdt der PKC B2 ist relativ zu unstimulierten Zellen angegeben. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis von drei unabhingigen Experimenten.
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Das Aktivititsmuster der PKC B2 in wt-Zellen ist in Abb. 3.8 A dokumentiert. Das
enzymatische Maximum der PKC 2 liegt bei 220% und ist bei 15 bzw. 20 Minuten
PMA-Stimulation erreicht. Der Zeitpunkt des Aktivitditsmaximums entspricht den
Ergebnissen aus den Aktivititsmessungen nach einer lonenaustausch-Chromatographie
(Abb. 3.6 A). Hierbei betrigt die maximale PKC-Aktivitdit 620% und ist nach 20
Minuten Stimulation erreicht. Die enzymatische Aktivitit von PKC B2 in FAN-
defizienten Fibroblasten ist in Abb. 3.8 B gezeigt. Ein Aktivitdtsmaximum von 270% ist
nach 5 Minuten PMA-Stimulation erreicht. Auch mit der selektiven
Anreicherungsmethode der PKC B2 mittels Immunprizipitation sind keine Unterschiede
zwischen wt- und FAN-defizienten Zellen in der PKC-Rekrutierung aus dem Zytosol an
die Membran zu erkennen.

Im néchsten Schritt wurde die PKC B2 in zytosolischen- und Membranfraktionen von
PMA-stimulierten =MCHSF2- und C57-F2-Fibroblasten ebenfalls in einer
Immunprézipitation selektiv angereichert. AnschlieBend wurde die enzymatische

Aktivitat der PKC 2 gemessen (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: PKC-Assay von Zytosol- und Membranfraktionen aus C57-F2- und MCHSF2-
Fibroblasten. Zellen wurden mit PMA [0,1 uM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). Vor der
Aktivitdtsmessung wurde eine Immunprézipitation mit 400 ug Protein und einem polyklonalen PKC B2
Antikorper [1 pg] durchgefiihrt. A: C57-F2-Zellen, B: MCHSF2-Zellen. Die in % angegebene
Enzymaktivitdt der PKC B2 ist relativ zu unstimulierten Zellen angegeben. Es ist ein reprisentatives
Ergebnis von drei unabhingigen Experimenten dargestellt.

Die enzymatische Aktivitdt der PKC B2 in den zytosolischen- und Membranfraktionen
aus C57-F2-Fibroblasten ist in Abbildung 3.9 A dargestellt. Das Maximum ist bei 10
Minuten erreicht und liegt bei 200%. Die maximale PKC-Aktivitdt nach vorgeschalteter
Ionenaustausch-Chromatographie ist ebenfalls bei 10 Minuten und betriagt 320%. (Abb.
3.7 A). Das Aktivitdtsmuster der PKC B2 spiegelt die ,,normale* Translokation wieder
und steht im Einklang mit den Western Blot-Analysen.

Die Ergebnisse des PKC-Assays mit Zytosol- und Membranfraktionen aus MCHSF2-
Fibroblasten sind in Abbildung 3.9 B dokumentiert. Nach PMA-Stimulation verringert
sich die PKC PB2-Aktivitit im Zytosol deutlich bis auf 40-60%. Allerdings ist an den
Membranfraktionen keine aussagekriftige Zunahme der Aktivitit zu erkennen, sie liegt
zwischen 90 bis 120%.

Die Aktivitidt der PKC B2 in der Membranfraktion der Lyst-defizienten Fibroblasten
bleibt wahrend der PMA-Stimulation stabil. Eine ,,Herunterregulation* der PKC nach 2
Minuten, wie von Ito et al. und Sato et al. beschrieben, konnte nicht beobachtet werden

(Ito et al., 1989, Sato et al., 1990).
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3.1.3 Inhibition der PKC-Proteolyse

Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit sprachen gegen eine Abnahme der Membran-
assoziierten PKC-Aktivitét in Lyst-defizienten Fibroblasten nach PMA-Stimulation und
stellten somit auch eine Rolle der PKC in der Bildung an Riesenlysosomen in Frage.
Tanabe et al. und Cui et al. postulierten, dass die Protease Calpain flir einen
gesteigerten Abbau der Membran-assoziierten PKC und damit flir die gestorte
Aktivierung in Lyst-defizienten Fibroblasten verantwortlich ist. Sie zeigten eine
Wiederherstellung der ,,normalen* PKC-Aktivitdt in Lyst-defizienten Fibroblasten,
indem sie die Proteolyse der PKC durch Calpain inhibierten (Tanabe et al., 2000, Cui et
al., 2001). Calpain ist eine Ca’’-abhingige Thiol-Proteinase, die aktive Membran-
assoziierte PKC in eine inaktive Form spaltet. Um diesen Punkt genauer zu untersuchen,
wurde ein Membran-permeabler Thiol-Proteinase Inhibitor, E64d, verwendet, der
Calpain und somit die PKC-Proteolyse blockiert.

MCHEF2-Fibroblasten wurden mit E64d [1 pg/ml] fiir 24 Stunden prédinkubiert. Es
wurden Zytosol- und Membranfraktionen von unbehandelten und 5 bzw. 15 Minuten
mit PMA-stimulierten Zellen hergestellt. PKC 2 wurde immunprézipitiert und somit

selektiv angereichert. AnschlieBend erfolgte die Messung der enzymatischen Aktivitét.
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Abbildung 3.10: PKC-Assay von Zytosol- und Membranfraktionen aus MCHSF2-Fibroblasten.
Zellen wurden fiir 24 Stunden mit E64d [1 uM] vorinkubiert oder unstimuliert gelassen und mit PMA
[0,1 uM] stimuliert (0, 5, 15 min). Vor der Aktivititsmessung wurde eine Immunprézipitation mit 400 pg
Protein und einem polyklonalen PKC 2 Antikdrper [1 pg] durchgefiihrt. Die in % angegebene
Enzymaktivitidt der PKC B2 ist relativ zu unstimulierten Zellen angegeben. Ein reprisentatives Ergebnis
von drei unabhéngigen Experimenten ist gezeigt.

Abbildung 3.10 dokumentiert das Ergebnis des PKC-Assays. Deutlich ist zu erkennen,
dass sich die PKC B2-Aktivitit an der Membran nach Behandlung mit PMA auf
maximal 130% erhoht. Dieser Anstieg entspricht den vorigen Versuchen und resultiert
aus der selektiven Messung der PKC [2, nicht aber der iibrigen cPKCs. Die
Vorinkubation mit E64d und damit Inhibition von Calpain hat keinen steigernden
Einfluss auf die enzymatische Aktivitit der zytosolischen und Membran-assoziierten
PKC B2. Bei Zugabe von E64d wurde kein erhohter Phosphattransfer gemessen, die
katalytische Aktivitdt der PKC B2 blieb unveridndert. MCHSF2-Fibroblasten, die nur
mit E64d vorinkubiert wurden, lassen demgegeniiber sogar eine reproduzierbare

Abnahme der PKC B2-Aktivitit in der Membranfraktion auf 60% erkennen.
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Neben den Messungen der enzymatischen Aktivitit von PKC [2 wurden
Immunfluoreszenzstudien angewandt, um zu untersuchen, ob PKC-Isotypen einen
Einfluss auf die Bildung von Riesenlysosomen haben. Lyst-defiziente Fibroblasten
(MCHSF2) wurden mit E64d behandelt und somit die PKC-Proteolyse durch Calpain
inhibiert. Als Positiv-Kontrolle wurden C57-F2-Fibroblasten mit Chelerythrin
vorinkubiert. Chelerythrin ist ein Breitband PKC-Inhibitor, der alle Mitglieder der drei
PKC-Gruppen inhibiert (Platzbecker et al., 2003). Um eine homogene Lysosomen-
Population in den Zellen zu gewihrleisten, wurden C57-F2- und MCHSF2-Fibroblasten
vor Versuchsbeginn synchronisiert (2.2.4.9). C57-F2-Zellen wurden mit Chelerythrin [1
uM] und MCHSF2-Fibroblasten mit E64d [0,1 pg/ml] fiir 12 Stunden vorinkubiert. Zur
Darstellung der Lysosomen wurde ein so genannter Lysotracker (Invitrogen) verwendet,
der sich spezifisch im sauren Milieu anreichert. Die Zellen wurden in einer
Wirmekammer ,, in vivo ““ mit einem Laserscanning Mikroskop analysiert.

In Abbildung 3.11 sind représentative Ausschnitte dieser Immunfluoreszenz-Farbungen
dargestellt. Die Grof3e und Verteilung der Lysosomen bei MCHSF2-Zellen verandert
sich nicht mit Inkubation von E64d (Abb. 3.11 D, F, H). Es ist eine geringere Anzahl
von Lysosomen im Gegensatz zu C57-F2-Fibroblasten zu erkennen.

Die Behandlung von C57-F2-Zellen mit Chelerythrin (Abb. 3.11 C, E, G) fiihrt dagegen
zu einer deutlichen VergréBerung der Lysosomen. Die Anzahl der lysosomalen
Kompartimente hat sich ebenfalls im Gegensatz zu den unbehandelten C57-F2-Zellen
(Abb. 3.11 A) verringert.

Durch die Behandlung der MCHSF2-Zellen mit E64d konnte keine verringerte
Lysosomengrofle festgestellt werden. Diese Befunde stehen im Einklang mit den
bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit, aber im Widerspruch zu den publizierten Daten
von Tanabe et al. (Tanabe et al., 2000) und sprechen gegen eine essentielle Beteiligung
von PKC-Isoenzymen an molekularen Defekten in Lyst-defizienten Zellen. Andererseits
wurde eine GrofBenzunahme der Lysosomen bei C57-F2-Fibroblasten nach Behandlung
mit Chelerythrin beobachtet. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass
dieser Effekt durch unspezifische Nebenwirkungen von Chelerythrin verursacht wird.
Daher miissen diese Ergebnisse noch durch Einsatz anderer PKC-Inhibitoren erhértet

werden.
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Abbildung 3.11: Immunfluoreszenzen von C57-F2- und MCHSF2-Fibroblasten. Lysosomen wurden
mit einem Lysotracker (Invitrogen) markiert (rote Fluoreszenz) und im Laserscanning Mikroskop
analysiert. Der Balken entspricht einer Grof3e von 10 um. A: unbehandelte C57-F2-Zellen, C, E, G: C57-
F2-Zellen wurden mit Chelerythrin [1 pM] fiir 12 Stunden inkubiert. B: unbehandelte MCHSF2-Zellen,
D, F, H: MCHSF2-Zellen wurden mit E64d [1 ug/ml] inkubiert.
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Um die bisher erhaltenen Ergebnisse weiter zu validieren, wurde das WD-repeat Protein
RACKI1 (receptor for activated C-kinase) genauer untersucht. RACKI ist ein Stiitz- bzw.
Ankerprotein der PKC B2, welches diese im aktiven Zustand bindet, zur Membran
rekrutiert und stabilisiert. Eventuell liegt die Ursache der postulierten gestorten
Membran-assoziierten PKC-Aktivierung in Lyst-defizienten Zellen (Ito et al., 1989,
Sato et al., 1990) in einer mangelnden Interaktion der beiden Proteine PKC B2 und
RACKI1 oder einer mangelnden Stabilisierung der PKC B2 durch RACKI1. Da eine
Interaktion von RACK1 mit der WD-repeat Doméne von FAN identifiziert wurde
(Tcherkasowa et al., 2002), wire eine Interaktion von RACKI mit der WD-repeat
Domiéne des verwandten Proteins Lyst ebenfalls denkbar. In Lyst-defizienten Zellen
wire mit einem Fehlen dieser Interaktion eine fehlende Stabilisierung der PKC 2 durch
RACKI1 und damit eine gestorte Aktivierung erklirbar.

Im Folgendem wurde deshalb die Interaktion von RACKI1 mit PKC und die RACKI

Membrantranslokation untersucht.

3.1.4 Membrantranslokation des WD-repeat Proteins RACK1

Murine Fibroblasten (wt, FAN-defiziente, C57-F2 und MCHSF2) wurden mit PMA [0,1
uM] stimuliert (0, 5, 10, 15 min). Zytosol- und Membranfraktionen wurden nach
Immunprézipitation von PKC 2 mit einem monoklonalen RACK1-Antikorper auf eine
Interaktion von RACKI und PKC (2 an der Membran untersucht. Da fiir diese
Versuche das urspriingliche Lot mit spezifischem PKC [B2-Antikdrper nicht mehr zur
Verfiigung stand, konnten keine aussagekriftigen Blots generiert werden (Daten nicht
gezeigt). Als alternativer Ansatz wurde mit spezifischen PKC-Antikorpern (B1, B2
(wenig spezifisches neues Lot), und Pan) préazipitiert und anschlieBend mit einem
Antikorper gegen RACK1 und dem Breitband PKC-Antikdrper (Pan PKC) geblottet.
Als Kontrolle fungierte die Immunprézipitation mit dem Pan PKC-Antikorper, da er alle
Mitglieder der konventionellen PKCs erkennt. Abbildung 3.12 stellt die
Koimmunprézipitation in C57-F2-Zellen dar. Als Positiv-Kontrolle fiir RACK1/PKC
wurde Gesamtlysat von 293 Zellen aufgetragen. Diese zeichnen sich durch eine hohe
endogene Expression von PKC und RACKI1 aus. In der zytosolischen Fraktion (Abb.
3.12 A) konnte kein mit PKC koimmunprézipitiertes RACKI1 detektiert werden.
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Membran-assoziiert (Abb. 3.12 B) liegt RACKI nach 5 Minuten PMA-Stimulation
deutlich in der Immunprizipitation mit Pan PKC vor. Mit PKC B2 ist nach PMA-

Stimulation wegen der geringen Spezifitidt des Antikdrpers nur eine schwache Bande

auf der Hohe von RACK1 zu erkennen.
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Abbildung 3.12: Koimmunprizipitation von RACKI1 mit PKC-Isotypen aus Zytosol- und
Membranfraktionen von C57-F2-Fibroblasten. Zellen wurden mit PMA [0,1 pM] stimuliert (0, 5 min).
Die Fraktionen wurden mit Pan PKC-, PKC B1-, PKC B2-Antikorper und y-bind Sepharose (Spezifitéts-
Kontrolle) prézipitiert. AnschlieBend wurde mit einem Antikorper-Mix aus RACK1 und Pan PKC
geblottet. Als Kontrolle fiir RACK1/PKC fungierte ein Gesamtlysat aus 293 Zellen. A: Zytosolfraktionen,
B: Membranfraktionen. Es ist ein représentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Experimenten gezeigt.

Diese PMA-induzierte Translokation von RACK1 mit Pan PKC bzw. PKC 32 wurde
auch bei MCHSF2-Fibroblasten beobachtet (Daten nicht gezeigt). Diese Befunde
stimmen mit den Western Blot-Daten (3.1.1) und PKC-Aktivitits Bestimmungen (3.1.2)
iiberein und sprechen im Einklang mit den bisherigen Daten gegen eine gestorte
Membranrekrutierung des Komplexes aus RACK1 und PKC 2 nach PMA-Stimulaion

von Lyst-defizienten Zellen.
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Parallel wurde die Verteilung des RACK1-Proteins nach PMA-Stimulation in Zytosol-
und Membranfraktionen aus wt-, FAN-defizienten, C57-F2- und MCHSF2-Fibroblasten
untersucht. Unabhéingig von Stimulationsdauer und intrazelluldrer Lokalisation ist eine
gleich bleibende Verteilung von RACKI in allen Zelllinien zu erkennen (Abb. 3.13).
Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass nur ein geringer Teil des zelluldren
RACKI1 an die aktivierte PKC B2 bindet und diese an die Membran rekrutiert. Dieser

Anteil ist zu gering, um in den Gesamtfraktionen identifiziert zu werden.

PMA [0,1 pM] 0 1 3 5 10 15 20 30 min
wt Zytosol —— — — —— — -
wt Membran | — — . i i e
FAN ko Zytosol —— — — —— — — —

—
FAN ko Membran — — — — — — —
C57-F2 Zytosol — —
C57-F2 Membran p— -
MCHSEF2 Zytosol Tt — | — S i e ot T
MCHSF2 Membran — c—

Abbildung 3.13: Western Blot-Analysen der Expression von RACKI1 aus Zytosol- und
Membranfraktionen aus wt-, FAN-defizienten, C57-F2- und MOCHSF2-Fibroblasten nach
Stimulation mit PMA. Zellen wurden mit PMA [0,1 uM] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min) und
die Expression von RACK1 mittels RACK1-Antikdrpern untersucht. Dargestellt ist ein reprasentatives
Ergebnis von drei unabhingigen Experimenten.
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3.1.5 Rolle der PKC in der Komplexbildung von FAN, RACK1 und TNF-RS55
Tcherkasowa et al. wiesen eine Interaktion von FAN mit RACKI iiber die WD-repeat
Doméne von FAN nach (Tcherkasowa et al. 2002). Unabhingig wurde gezeigt, dass die
WD-repeat Domidne von FAN an die zytoplasmatische neutrale Sphingomyelinase
aktivierende Doméne (NSD) des TNF-R55 bindet (Adam-Klages et al., 1996).
Tcherkasowa et al. zeigten in Immunfluoreszenz-Studien eine Kolokalisation von FAN,
RACKI und TNF-R55. Interessant ist die Frage, ob sich PKC-Isotypen, speziell die
PKC B2, aktivierungsabhingig in diesem Komplex nachweisen lassen. Entsprechende
Studien mit dem konfokalen Laserscanning Mikroskop wurden in einem anderen
Teilprojekt innerhalb dieser Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit wurde die Membrantranslokation von PKC und RACKI1 nach
hTNF-a [100 ng/ml]-Behandlung (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min) im Western Blot
untersucht. Weiterhin wurde die enzymatische Aktivitdt der PKC nach Stimulation mit
TNF in Zytosol- und Membranfraktionen bestimmt.

Abbildung 3.14 zeigt eine gleich bleibende zytosolische Verteilung von PKC in wt-,
FAN-defizienten und MCHSF2-Fibroblasten. Die Stimulation mit hTNF-o verursacht
keine Translokation der PKC an die Membran. Bei Betrachtung der Wildtypzellen lésst
sich eine Abnahme der Membran-assoziierten PKC im Verlauf der hTNF-a-
Behandlung erkennen. In FAN-defizienten und MCHSF2-Zellen ist in den
Membranfraktionen eine geringere Bandenstirke als im Zytosol zu sehen. Diese bleibt

wihrend der Stimulation unverindert.
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Abbildung 3.14: Western Blot-Analysen der Expression von Pan PKC aus Zytosol- und
Membranfraktionen von wt-, FAN-defizienten und MCHSF2-Fibroblasten. Zellen wurden mit
hTNF-a [100 ng/ml] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min) und die Verteilung von konventionellen
PKCs mittels Pan PKC-Antikdrper untersucht. Es ist ein repréisentatives Ergebnis von drei unabhingigen
Experimenten dargestellt.

Parallel wurden Zytosol- und Membranfraktionen iiber Ionenaustausch-
Chromatographie gereinigt und die Enzymaktivitit in einem PKC-Assay gemessen. In
Abbildung 3.15 ist die enzymatische Aktivitit am Beispiel der wt-Fibroblasten
dargestellt. Die zytosolische Aktivitit der PKC zeigt Assay-abhingige geringe
Schwankungen, die zu vernachldssigen sind. Die enzymatische Aktivitit der
Membranfraktionen zeigt in Ubereinstimmung mit den Expressionsdaten aus den
Western Blots (Abb. 3.14) eine Abnahme, aber keine Zunahme. Das Minimum von
47% wurde nach 15 Minuten Stimulation erreicht. Diese Befunde weisen darauf hin,
dass hTNF-a im Gegensatz zu PMA keine Zunahme der Membran-assoziierten PKC-
Aktivitit in Fibroblasten induziert und steht im Einklang mit Studien von Schiitze et al.
Die Autoren zeigten, dass in Fibroblasten durch TNF keine Membrantranslokation von

PKC induziert wird (Schiitze et al., 1990).
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Abbildung 3.15: PKC-Assay von Zytosol- und Membranfraktionen aus wt-Fibroblasten. Die Zellen
wurden mit hTNF-a [100 ng/ml] stimuliert (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 min). Vor der Aktivitdtsmessung
wurde eine Ionenaustausch-Chromatographie bei konstantem pH mit einer Salzkonzentration von 0,2 M
NaCl durchgefiihrt. Die in % angegebene Enzymaktivitit ist relativ zu unstimulierten Zellen angegeben.
Ein reprisentatives Ergebnis aus drei unabhingigen Experimenten ist dargestellt.

Zusitzlich wurde die Verteilung von RACK1 nach hTNF-a-Stimulation in Zytosol- und
Membranfraktionen untersucht. Exemplarisch ist die Western Blot-Analyse von wt-
Fibroblasten dargestellt (Abb. 3.16), diese zeigen unabhidngig von Stimulation und
intrazelluldrer Lokalisation eine gleich bleibende Expression von RACKI1. FAN- und
Lyst-defiziente Fibroblasten zeigten ebenfalls eine gleich bleibende Expression (Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 3.16: Western Blot-Analysen der Expression von RACK1 aus Zytosol- und
Membranfraktionen von wt-Fibroblasten. Zellen wurden mit hTNF-a [100 ng/ml] stimuliert (0, 1, 3, 5,
10, 15, 20, 30 min) und die Expression von RACKI1 mittels RACKI-Antikdrper untersucht. Ein
représentatives Ergebnis von drei unabhédngigen Experimenten ist angegeben.

3.2 Bedeutung von FAN im lysosomalen Vesikelverkehr

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von FAN und Lyst wurde eine mdgliche
Beteiligung von FAN im lysosomalen Vesikelverkehr untersucht. Zunichst wurde
gepriift, ob FAN-defiziente Fibroblasten vergroBerte Lysosomen &hnlich denen der
MCHSF2-Zellen besitzen. Fibroblasten (wt-, FAN-defiziente, C57-F2- und MCHSF2-
Zellen) wurden in Hungermedium synchronisiert, um sicher zu stellen, dass die Zellen
sich im gleichen physiologischen Zustand befinden und somit eine homogene
Lysosomen-Population vorliegt. Nach der Synchronisation wurden die Lysosomen der
Zellen mit Lysotracker gefiarbt und im Laserscanning Mikroskop untersucht. In
Abbildung 3.17 sind représentative Zellen dargestellt. Deutlich sind die vergroBerten
Lysosomen bei den MCHSF2- (Abb. 3.17 A) im Gegensatz zu C57-F2-Zellen (Abb.
3.17 B) zu erkennen. Ebenfalls lassen die Lysosomen der wt- (Abb. 3.17 C) und FAN-
defizienten (Abb. 3.17 D) Fibroblasten Unterschiede erkennen. Diese Unterschiede sind
allerdings nicht so ausgeprigt wie in den MCHSF2-Zellen. Dennoch ist im Gegensatz
zu den wt-Zellen (Abb. 3.17 C) in FAN-defizienten Fibroblasten (Abb. 3.17 D) eine

groBere Anzahl von Lysosomen zu beobachten, die schwach vergrofert erscheinen.
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Abbildung 3.17: Immunfluoreszenzen von MCHSF2-, C57-F2-, wt- und FAN-defizienten
Fibroblasten. Lysosomen wurden mit einem Lysotracker (Invitrogen) markiert (rote Fluoreszenz) und im
Laserscanning Mikroskop analysiert. Der Balken entspricht einer Groe von 10 um. A: MCHSF2-Zellen,
B: C57-F2-Zellen, C: wt-Zellen, D: FAN-defiziente Zellen.
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3.3 RNA-Expressionsanalyse von WD-repeat Proteinen

Die RNA-Expression der WD-repeat Proteine, FAN, Lyst und RACKI1 wurde in
unterschiedlichen Geweben und Zelltypen systematisch analysiert. Es sollte die Frage
geklart werden, ob die Funktion dieser Molekiile gewebsspezifisch bzw. zu spezifischen
Zeitpunkten im Organismus bendtigt wird. Als Organe wurden Milz, Leber, Lunge,
Herz und Niere aus Wildtyp, FAN- und Lyst-defizienten Miusen unterschiedlicher
Altersstufen (drei bzw. vier und neun Monate) untersucht. Parallel wurden mit PMA
bzw. hTNF-a stimulierte Fibroblasten (wt-, FAN-defiziente, C57-F2- und MCHSF2-
Zellen) verwendet. In einer LightCycler PCR (2.2.5.6) wurde die Expression der
einzelnen Gene iberpriift. Als interner Standard wurde das housekeeping-Gen G3PDH
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) verwendet, welches konstitutiv in allen
hier untersuchten Zellen und Geweben gleichmifig exprimiert wird. Zunichst wurden
Qualitdtskontrollen durchgefiihrt. In Abbildung 3.19 A sind exemplarisch drei RNA-
Priparationen von Lunge, Milz und Leber aus Wildtypméusen dargestellt. Die beiden
prominenten ribosomalen RNAs sind klar abgegrenzt zu erkennen. Alle iibrigen RNA-
Praparationen wurden ebenfalls iiber Gelelektrophorese gepriift (Daten nicht gezeigt).
Die Qualitit der Gen-spezifischen Primer (lyst, fan und rackl) wurde mit einer RT-PCR
tberpriift. In Abbildung 3.19 B und C sind ebenfalls exemplarisch fiir alle
durchgefiihrten Versuche die Produkte aus unterschiedlichen RT-PCRs aufgetragen. Als
Ausgangsmaterial wurde hier cDNA verwendet, die aus Lunge, Niere, Milz und Leber
von Wildtypmédusen generiert wurde. In Abb. 3.19 B wurde das housekeeping-Gen
G3PDH amplifiziert (Spur 2-5). Die Genprodukte, lyst, fan und rackl sind in Abb. 3.19
C dargestellt. Bei allen RT-PCRs wurde spezifisch nur ein Produkt amplifiziert und es
wurde keine Kontamination mit genomischer DNA gefunden. Nach dieser Uberpriifung
wurde die cDNA in die LightCycler PCR eingesetzt. Fiir alle anderen RNA-

Préaparationen wurden analoge Kontrollen durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.19: Qualititskontrollen der RNA-Priparationen A: RNA. Drei unterschiedliche RNA
Praparationen (Lunge, Milz und Leber aus Wildtypméausen) wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und
auf ihre Qualitdt gepriift. Die prominenten ribosomalen RNAs (18 S und 28 S) sind deutlich abgegrenzt
zu erkennen. B: RT-PCR, Spur 2-5: Amplifikation von G3PDH (432 bp) mit cDNA aus Lunge, Niere,
Milz, Leber. Spur 6-9: Negativ Kontrollen. Spur 1 und 10: 1 kbp Standard. C: RT-PCR, Spur 1: 1 kbp
Standard. Spur 2-5: Amplifikation von lyst (269 bp) mit cDNA aus Lunge, Niere, Milz, Leber. Spur 6-9:
Amplifikation von fan (344 bp) mit cDNA aus Lunge, Niere, Milz, Leber. Spur 10-13: Amplifikation von
rackl (317 bp) mit cDNA aus Lunge, Niere, Milz, Leber.

In die LightCycler PCR wurde 1 pul cDNA als Ausgangsmaterial eingesetzt. Die cDNA
wurde aus je 1 pg RNA generiert. Die Annealing Temperatur aller verwendeter Primer
lag bei 64°C und die Lange der Amplifikate lag unter 500 bp (G3PDH: 432 bp, fan: 344
bp, rackl: 317 bp, lyst: 269 bp). Aus dem Quotienten von crosssing point (cp) Probe/cp
G3PDH ergab sich die Expressionsrate der mRNA. G3PDH reprisentierte als
housekeeping-Gen den internen Standard. Als Bezugsgrofle fungierten die Werte der
drei Monate alten Wildtypmaus. Das Expressionsmuster von lyst, fan und rackl in
unterschiedlichen Geweben ist in Abbildung 3.20 dargestellt. Am auffilligsten ist die
erhohte Expression von fan in der Lunge einer neun Monate alten Wildtypmaus und der

vier Monate alten Lyst-defizienten Maus. Bezogen auf die drei Monate alte Wildtyp-
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maus ergab sich bei der neun Monate alten eine 22-fache, bei der vier Monate alten
Lyst-defizienten Maus eine 42-fache Erhohung. Die Expression von rackl zeigt in der
Milz einer 9 Monate alten Wildtypmaus eine 9-fache und in der Milz einer 4 Monate
alten Lyst-defizienten Maus eine 7-fache Erhhung bezogen auf die mRNA Expression
aus der Milz einer 3 Monate alten Wildtypmaus. In Lungengewebe ist ebenfalls eine
schwache Erhohung der rackl-Expression zu beobachten. Bei der 9 Monate alten
Wildtypmaus liegt eine 5-fache, bei der 4 Monate alten Lyst-defizienten Maus eine 3-
fache Erhohung vor. Die Expressionsraten von lyst lassen nur in Herzgewebe aus einer
9 Monate alten Wildtypmaus eine 4-fache Zunahme erkennen. Die restlichen Werte
verhalten sich stabil und lassen keinerlei Tendenzen einer Hoch- bzw.

Herunterregulation erkennen.
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Abbildung 3.20: Quantitative mRNA Expression von lyst, fan und rackl in murinem Gewebe. RNA
wurde aus Niere, Lunge, Herz, Milz und Leber gewonnen. Es wurden drei bzw. neun Monate alte
Wildtypméuse und vier Monate alte Lyst-defiziente Méuse verwendet und die Expression von lyst, fan
und rackl in Niere, Lunge, Herz, Milz und Leber untersucht. Die Expression ist relativ zu den drei
Monate alten Wildtypméausen angegeben. Die Ergebnisse repréasentieren drei unabhéngige Experimente.
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Zusétzlich wurden die Expressionsmuster von lyst, fan und rackl in wt-, FAN-
defizienten, C57-F2- und MCHSF2-Fibroblasten untersucht. Es sollte die Frage geklart
werden, ob eine Hochregulation der WD-repeat Proteine bei Stimulation mit PMA bzw.
hTNF-a auf Transkriptionsebene eintritt. Die Zellen wurden mit PMA [0,1 uM] bzw.
hTNF-a [100 ng/ml] stimuliert (0, 3 h, 24 h). AnschlieBend wurde die RNA-Expression
von fan, lyst und rackl in der LightCycler PCR untersucht. Die Expressionsraten nach
der TNF-Stimulation sind in den Abbildungen 3.21 und 3.22 dargestellt. In den wt-
Zellen (Abb. 3.21 A) zeigt fan nach drei Stunden TNF-Stimulation eine schwache
Erh6éhung um 0,8. Nach Langzeitstimulation (24 h) entspricht die Expressionsrate von
fan wieder ungefihr dem Ausgangswert. Das Expressionsniveau von rackl bleibt
anndhernd gleich, es bewegt sich zwischen 1,1 und 0,8. Dagegen zeigt lyst eine
abnehmende Tendenz, nach 3 Stunden verringert sich die Expression auf 0,5 und bleibt
auch nach 24 Stunden anndhernd gleich. In den FAN-defizienten Zellen (Abb. 3.21 B)
ist eine schwache Zunahme nach 24 Stunden sowohl von lyst auf 1,7 als auch von rackl
auf 1,8 zu erkennen. Nach 3 Stunden sind keine Verdnderungen in der RNA-Expression

dieser Gene zu sehen.
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Abbildung 3.21: Quantifizierung der mRNA Expression von lyst, fan und rackl mittels LightCycler
PCR. A: wt-Fibroblasten, B: FAN-defiziente Fibroblasten. Zellen wurden mit hTNF-a [100 ng/ml]

stimuliert (0, 3, 24 h). Als interner Standard fungierte G3PDH. Die Ergebnisse représentieren drei
unabhéngige Experimente.

In den C57-F2-Zellen (Abb. 3.22 A) zeigt fan nach drei Stunden TNF-Stimulation eine
schwache Erhohung um 1,1, diese bleibt auch nach Langzeitstimulation (24 h) bestehen.
Die Zunahme der Expression von fan nach 3 Stunden Stimulation stimmt mit den wt-
Zellen tiberein (Abb. 3.21 A). Das Expressionsniveau von rackl bleibt anndhernd gleich,
es bewegt sich zwischen 1,3 und 1. Dies entspricht ebenfalls den Ergebnissen aus den
wt-Zellen (Abb. 3.21 A). Dagegen zeigt lyst keine verdnderten Expressionsraten nach
Stimulation. In MCHSF2-Zellen (Abb. 3.22 B) ist bereits eine Zunahme nach 3 Stunden
sowohl von fan auf 2,1 als auch von rackl auf 1,6 zu erkennen. Nach 24 Stunden ist

eine Abnahme der RNA-Expression auf 0,6 bei fan und auf 0,8 bei rack1 zu beobachten.
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Abbildung 3.22: Quantifizierung der mRNA Expression von lyst, fan und rackl mittels LightCycler
PCR. A: C57-F2-Fibroblasten, B: MCHSF2-Fibroblasten. Zellen wurden mit hTNF-oo [100 ng/ml]

stimuliert (0, 3, 24 h). Als interner Standard fungierte G3PDH. Die Ergebnisse repridsentieren drei
unabhingige Experimente.

Die Expressionsraten von fan, lyst und rackl bewegen sich innerhalb eines engen
Bereichs zwischen 0,5 und 2,1, d. h. bezogen auf den unstimulierten Status ergibt sich
eine Abnahme um 0,5 bzw. eine Zunahme um 1,1. Diese Werte sprechen nicht fiir eine
klare differentielle Transkription der einzelnen Gene nach TNF-Stimulation.

Die Expressionsraten nach der PMA-Stimulation sind in den Abbildung 3.23 und 3.24
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dargestellt. In den wt-Zellen (Abb. 3.23 A) zeigt lyst nach drei Stunden PMA-
Stimulation eine schwache Abnahme um 0,5. Nach Langzeitstimulation (24 h) bleibt
diese verringerte Expressionsrate von lyst bestehen. Die Expressionsraten von rackl
und fan zeigen nach 3 Stunden keine Verdnderung, nach 24 Stunden ist eine Abnahme
bei rackl auf 0,6 und bei fan auf 0,5 zu sehen. In den FAN-defizienten Zellen (Abb.
3.23 B) ist eine abnehmende Tendenz im Expressionsniveau auf 0,5 nach 24 Stunden
bei lyst zu erkennen. Die RNA-Expression von rackl lédsst keine Tendenz erkennen, sie

bewegt sich zwischen 0,8 und 1,1.
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Abbildung 3.23: Quantifizierung der mRNA Expression von lyst, fan und rackl mittels LightCycler
PCR. A: wt-Fibroblasten, B: FAN-defiziente Fibroblasten. Zellen wurden mit PMA [0,1 pM] stimuliert

(0, 3, 24 h). Als interner Standard fungierte G3PDH. Die Ergebnisse reprisentieren drei unabhéngige
Experimente.

In den C57-F2-Fibroblasten (Abb. 3.24 A) zeigt lyst nach drei Stunden PMA-
Stimulation eine Abnahme auf 0,3, diese steigt nach Langzeitstimulation (24 h) auf 0,7.
Die verringerte Expression von lyst nach 3 Stunden stimmt mit den Wildtypzellen
iiberein (Abb. 3.23 A). Die Expressionsraten von fan und rackl zeigen ebenfalls eine
abnehmende Tendenz. Dies entspricht ebenfalls den Ergebnissen aus den wt-Zellen
(Abb. 3.23 A). Allerdings ist hier schon eine Abnahme nach 3 Stunden zu erkennen, bei
fan auf 0,6 und bei rackl auf 0,8. In MCHSF2-Zellen (Abb. 3.24 B) hat sich die
Expressionsrate von fan nach 3 Stunden 0,4 verringert. Dieses Niveau bleibt auch nach
24 Stunden bestehen. Die mRNA-Expression von rackl nach PMA-Stimulation bleibt

im Wesentlichen unveriandert.

79



Ergebnisse

A
lyst
fan
< rack 1
z
14
E
3
o
0
c
i)
7]
0
o
o
X
w
0 3h 24 h
PMA [0,1 uM] Stimulation [h]
B
1 fan
— 0,9 rack 1
% 081
E 0,7
e 0,6
© 0,5
2
S 0,4
§ 0,3
5 024
@ 0,11
0 3h 24 h

PMA [0,1 uM] Stimulation [h]

Abbildung 3.24: Quantifizierung der mRNA Expression von lyst, fan und rackl mittels LightCycler
PCR. A: C57-F2-Fibroblasten, B: MCHSF2-Fibroblasten. Zellen wurden mit PMA [0,1 uM] stimuliert

(0, 3, 24 h). Als interner Standard fungierte G3PDH. Die Ergebnisse reprisentieren drei unabhédngige
Experimente.

Auch nach PMA-Stimulation liegen die Expressionsraten von fan, lyst und rackl
innerhalb eines engen Bereichs zwischen 0,3 und 1,1 und sprechen nicht fiir eine klare

differentielle Transkription der einzelnen Gene nach PMA-Stimulation.
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3.4 Untersuchungen der Proteinzusammensetzung lysosomaler

Kompartimente

Der morphologische Phénotyp des Chediak-Higashi Syndroms in Lyst-defizienten
Fibroblasten (MCHSF2) ist, wie in Abbildung 3.17 A und B gezeigt, durch deutlich
vergroflerte Lysosomen im Vergleich zu C57-F2-Zellen charakterisiert. In FAN-
defizienten Zellen scheinen die Lysosomen vermehrt vor zu liegen und lassen einen
vergroBerten Umfang im Vergleich zu Lysosomen aus wt-Zellen erkennen (Abb 3.17 C
und D). Dieser Unterschied ist allerdings nicht so stark ausgeprigt wie bei den
MCHSF2-Zellen.

Um diese Unterschiede in der Lysosomen-Morphologie weiter zu charakterisieren
wurde nachfolgend die Protein-Zusammensetzung der lysosomalen Kompartimente in
wt-, C57-F2-, FAN- und Lyst defizienten Zellen untersucht.

Hierzu wurden Lysosomenfraktionen von wt-, FAN-defizienten, C57-F2- und
MCHSF2-Fibroblasten analysiert. Die Zellen wurden in Hungermedium synchronisiert,
um einen gleichen physiologischen Zustand der Zellen und damit eine homogene
Lysosomen-Population zu gewihrleisten. Durch Schockgefrieren und Auftauen wurden
die Zellmembranen aufgeschlossen und gleichzeitig versucht, die Membranen der
intrazelluldren Kompartimente mdoglichst intakt zu halten. Zytoplasma und Organellen
wurden fraktioniert (2.2.4.9). Die lysosomale Fraktion wurde mit zwei verschiedenen
Verfahren identifiziert. Zum einem wurde das lysosomale Membranprotein LAMP 1
durch Western Blot-Analysen detektiert (2.2.4.8), zum anderem wurden die lumenalen
sauren Phosphatasen in Lysosomen iiber einen Enzymassay nachgewiesen (2.2.4.11).
Wurde eine Anreicherung von lysosomalen Komponenten in einer Fraktion mit beiden
Methoden nachgewiesen, wurde diese in die Zweidimensionale Gelelektrophorese
(2.2.4.10) eingesetzt. Der saure Phosphatase-Assay und die Western Blot-Analyse von
LAMP 1 mit Fraktionen aus wt-Fibroblasten (Abb. 3.25 A) zeigen eine klare
Anreicherung lysosomaler Komponenten in Fraktion 8. In Western Blot-Analysen von
Fraktionen aus FAN-defizienten Fibroblasten (Abb. 3.25 B) wurde in Fraktionen 3-6
eine anndhernd gleich starke LAMP 1-Expression gefunden. Der parallel ausgefiihrte
Enzymassay zeigt das Maximum der sauren Phosphatase-Aktivitdt in Fraktion 3. Somit
wurde Fraktion 3 in die Zweidimensionale Gelelektrophorese eingesetzt. In den
Fraktionen der C57-F2-Fibroblasten wurde eine lysosomale Anreicherung iiber saure

Phosphatase-Assay und LAMP 1 Western Blot in Fraktion 3 nachgewiesen (Abb. 3.26
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A). Fiir MCHSF2-Zellen zeigte Fraktion 4 das enzymatische Maximum der sauren

Phosphatase und die stirkste LAMP 1-Expression (Ab. 3.26 B).
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Abbildung 3.25: Uberpriifung der Anreicherung lysosomaler Komponenten mit einem saure
Phosphatase-Assay und einem LAMP 1 Western Blot in wt- und FAN-defizienten Zellen. Die
Fraktionen wurden aus dem postnuklediren Uberstand (PNS), welcher iiber eine Dichtegradienten-
Zentrifugation separiert wurde, gewonnen. A: Fraktionen aus wt-Fibroblasten. B: Fraktionen aus FAN-
defizienten Fibroblasten. Die Berechnung der sauren Phosphatase-Aktivitit [U/mg] ist in 2.2.4.11
angegeben.
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Abbildung 3.26: Uberpriifung der Anreicherung lysosomaler Komponenten mit einem saure
Phosphatase-Assay und einem LAMP 1 Western Blot in C57-F2- und MCHSF2-Zellen. Dic
Fraktionen wurden aus dem postnuklediren Uberstand (PNS), welcher iiber eine Dichtegradienten-
Zentrifugation separiert wurde, gewonnen. A: Fraktionen aus C57-F2-Fibroblasten. B: Fraktionen aus
MCHSF2-Fibroblasten. Die Berechnung der sauren Phosphatase-Aktivitit [U/mg] ist in 2.2.4.11
angegeben.
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Nach der Uberpriifung der Anreicherung lysosomaler Bestandteile wurden die
jeweiligen Fraktionen (20 pg Protein) und parallel die dazu gehorigen postnukledren
Uberstinde (PNS) in die Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D) eingesetzt
(2.2.4.10). Entsprechend dem sauren Milieu der Lysosomen wurden fiir die
isoelektrische Fokussierung (1. Dimension) pH Gradienten von 4-7 bzw. 5-8 verwendet.
AnschlieBend wurden die Proteine anhand ihres Molekulargewichts separiert (2.
Dimension) und mit Silbernitrat gefarbt. Die Ergebnisse der Silberfirbung der
postnukledren Uberstinde aus C57-F2-, MCHSF2-, wt- und FAN-defizienten
Fibroblasten sind in Abbildung 3.27 dargestellt. Die Proteine der PNS aus C57-F2-
(Abb. 3.27 A) und MCHSF2-Zellen (Abb. 3.27 B) wurden mit einem Gradienten von
pH 5-8 aufgetrennt. Die Silberfirbung verdeutlicht ein {bereinstimmendes
Proteinmuster der beiden Zelllinien. Im PNS befinden sich mit Ausnahme des Zellkerns
samtliche Bestandteile einer Zelle. Bei Verwendung eines Gradienten von pH 5-8 bzw.
4-7 erfolgt somit keine komplette Separation aller vorhandener Proteine. Dies wird bei
pH 8 deutlich. Hier ist eine Ansammlung von Proteinen zu erkennen (blauer Pfeil),
deren isoelektrischer Punkt im basischen Bereich liegt. Ebenfalls zeigt sich bei pH 5
eine Aggregation von Proteinen (roter Pfeil), deren isoelektrischer Punkt unterhalb von
pH 5 liegt. Die Postnukleiren Uberstinde von Wildtyp- und FAN-defizienten
Fibroblasten wurden iiber einen Gradient von pH 4-7 separiert. Die Silberfarbung dieser
2D dokumentiert ein iibereinstimmendes Proteinmuster (Abb. 3.27 C und D). Bei pH 7
ist bei beiden Zelllinien eine Ansammlung von Proteinen zu erkennen (blauer Pfeil), die

mit ithrem isoelektrischen Punkt oberhalb von pH 7 migrieren.
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Abbildung 3.27: Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D) mit postnukleiren Uberstinden (PNS).
A: PNS aus C57-F2-Zellen. 1. Dimension iiber pH Gradient 5-8. B: PNS aus MCHSF2-Zellen. 1.
Dimension iiber pH Gradient 5-8. C: PNS aus wt-Fibroblasten. 1. Dimension iiber pH Gradient 4-7. D:
PNS aus FAN-defizienten Fibroblasten. 1. Dimension iiber pH Gradient 4-7. Es wurden 30 ug Protein in
die 2D-Gelelektrophorese eingesetzt. Nach der SDS-PAGE wurde eine Silberfarbung zur Detektion der
Proteine durchgefiihrt. Die Pfeile weisen auf eine Ansammlung von Proteinen, die {iber den verwendeten
pH Gradienten nicht separiert wurden. Die Ergebnisse reprdsentieren jeweils drei unabhingige
Experimente.
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Je 20 pg der angereicherten lysosomalen Fraktionen aus C57-F2-, MCHSF2-, wt- und
FAN-defizienten Fibroblasten wurden in die 2D-Gelelektrophorese eingesetzt und die

aufgetrennten Proteine mittels Silberfirbung nachgewiesen (Abb. 3.28).
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Abbildung 3.28: Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D) mit Fraktionen angereicherter
lysosomaler Bestandteile. A: Fraktion 3 aus C57-F2-Zellen. B: Fraktion 4 aus MCHSF2-Zellen. C:
Fraktion 8 aus wt-Fibroblasten. D: Fraktion 3 aus FAN-defizienten Fibroblasten. Es wurden 20 pg
Protein in die 2D-Gelelektrophorese eingesetzt. Die 1. Dimension erfolgte iiber einen immobilen
Gradienten von pH 4-8. Nach der SDS-PAGE wurde eine Silberfirbung zur Detektion der Proteine
durchgefiihrt. Die Ergebnisse reprisentieren drei unabhingige Experimente.
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In der Separation der angereicherten Lysosomenfraktionen aus C57-F2-(Abb. 3.28 A)
und MCHSF2-Fibroblasten (Abb. 3.28 B) sind klare Unterschiede zu erkennen. Mit den
roten Pfeilen sind jeweils Protein-Punkte gekennzeichnet, die in der zu vergleichenden
Zelllinie nicht zu finden sind. Interessanterweise zeigen die lysosomalen
Anreicherungen aus MCHSF2-Zellen (Abb. 3.28 B) eine Ansammlung von Proteinen
bei pH 7, welche mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet ist. Diese Protein-Aggregation
ist ungewohnlich, da ein Proteingemisch aus lysosomalen Komponenten ein Optimum
im sauren Milieu haben sollte. Diese Ansammlung von Proteinen bei pH 7 ist bei allen
anderen Zelllinien nicht zu beobachten. Dagegen zeigen die aufgetrennten lysosomalen
Proteine aus wt- (Abb. 3.28 C) und FAN-defizienten Zellen (Abb. 3.28 D) ein dhnliches
Proteinmuster nach der Silberfarbung. Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieen, dass
sich die Zusammensetzung der Proteine in FAN-defizienten Lysosomen nicht
wesentlich von Wildtyp-Lysosomen unterscheidet.

In diesen 2D-Analysen wurde zum ersten Mal eine unterschiedliche
Proteinzusammensetzung der Lysosomen in Lyst-defizienten Zellen gezeigt. Die
Lysosomen der FAN-defizienten Zellen zeigen dagegen eine anndhernd identische
Proteinzusammensetzung wie die lysosomalen Fraktionen der wt-Zellen. Demnach
spiegelt eine Defizienz von FAN sich nicht in einer gednderten Zusammensetzung von

lysosomalen Proteinen wieder.

3.5 Untersuchung der zytotoxischen Aktivitit von NK-Zellen

In Lyst-defizienten Zellen wurde eine gestorte Fusion von Lysosomen mit der
Plasmamembran (Exozytose) beschrieben. Dieser Defekt resultiert unter anderem in
einer mangelnden zytotoxischen Aktivitit von NK-Zellen. Sekretorische Lysosome sind
nicht in der Lage, iiber Exozytose ihre Granzyme bzw. Perforin zu entlassen. Vor
kurzem wurde eine Fehlfunktion der Barrierereparatur in Lyst-defizienten Zellen
beschrieben (Huynh, ef al., 2004). Dieser Defekt beruht ebenfalls auf einer gestorten
Fusion von Lysosomen mit der Plasmamembran. Kreder ef al. dokumentierte ebenfalls
eine fehlerhafte Barrierereparatur in FAN-defizienten Mausen (Kreder et al. 1999). Der
molekulare Mechanismus dieser Beobachtung ist nicht klar. Es ist moglich, dass diese
mangelnde Barrierereparatur aus dhnlichen zelluldren Defekten wie bei Lyst-defizienten

Zellen herriihrt (z. B. fehl geregelte Exozytose). Es schlief3t sich die Frage an, ob auch
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NK-Zellen in FAN-defizienten Miusen in ihrer Aktivitdt eingeschriankt sind? Um dies
zu kléren, wurden im Folgendem NK-Zellen aus FAN-defizienten Méusen auf ihre
zytotoxische Aktivitdt hin untersucht.

NK-Zellen wurden {iiber Negativ Selektion (Miltenyi Biotec) aus einer
Lymphozytensuspension gewonnen. Diese wurde aus Milzen von wt- und FAN-
defizienten Méusen hergestellt (2.2.3). Die frisch isolierten NK-Zellen wurden als
Effektorzellen in einem Chromfreisetzungs-Assay eingesetzt (2.2.4.1). Als Ziel wurde
die murine Lymphom Zelllinie YAC-1 verwendet. Die Qualitdt der generierten NK-
Zellen wurde tiberpriift, indem wt-NK-Zellen als Effektor und zwei verschiedene Ziel-
Zelllinien - YAC-1 und K562 - eingesetzt wurden. YAC-1-Zellen werden spezifisch
von murinen NK-Zellen lysiert, nicht dagegen K562-Zellen, die im humanen System
angewandt werden und nicht als spezifische Zielzellen fiir murine NK-Zellen gelten.
Die Spezifitit der generierten murinen NK-Zellfraktion ist in Abbildung 3.29 A gezeigt.
Die spezifische Lyse der YAC-1-Zellen betrdgt tiber 120% bei einem Effektor/Target
(E/T) Verhéltnis von 100:1 und nimmt proportional mit einem geringeren E/T
Verhéltnis ab. Dagegen ist die lytische Aktivitdt bezogen auf K562-Zellen um die
Halfte geringer, knapp 60% bei E/T von 100:1 und fallt bei geringerem E/T Verhiltnis
steil auf fast O ab.

Zur Untersuchung der zytotoxischen Aktivitit von NK-Zellen in FAN-defizienten
Maiusen wurden Tiere unterschiedlicher Alterstufen (drei Monate und ein Jahr)
verwendet. In Abbildung 3.29 B ist eine deutliche verringerte lytische Aktivitit der NK-

Zellen aus FAN-defizienten Méausen beider Alterstufen zu erkennen.

88



Ergebnisse

A
140
120 1
100 1
I
[}]
® 80
-
[]
<
& 60
& —i— K562
g —s— YAC-1
7] 40
20 1
0
100/1 50/1 25/1 12,5/1 6,2/1
E/T Ratio
B
140 -
120 1
_. 100 -
§
b
> 801 —o—wt 1Jahr
[}]
S 60 —e— FAN ko 1 Jahr
0 4
= —a&— FAN ko 3 Monate
2
o 40
20
0 ‘ N
100/1 50/1 25/1 12,5/1 6,2/1
E/T Ratio

Abbildung 3.29: Chromfreisetzungs-Assay. Als Effektorzellen wurden frisch isolierte murine NK-
Zellen aus wt- und FAN-defizienten Méusen verwendet. Als Zielzellen fungierten YAC-1- und K562-
Zellen. A: Uberpriifung der Qualitit der NK-Zellen. In der Legende sind die jeweiligen Zielzellen
angegeben. B: Als Effektorzellen wurden NK-Zellen aus Wildtypméausen (1 Jahr) und FAN-defizienten
Mausen (1 Jahr bzw. 3 Monate) und als Zielzellen YAC-1 eingesetzt. E: Effektorzellen, T: Targetzellen
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Diese Befunde zeigen deutlich, dass NK-Zellen aus FAN-defizienten Méusen eine
gestorte zytotoxische Aktivitdt besitzen. Die spezifische Lyse der NK-Zellen aus den
drei Monate alten Médusen ist um die Hélfte geringer als die NK-Zellen aus den ein Jahr
alten Méusen. Der molekulare Mechanismus dieser Storung ist unklar. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit von FAN und Lyst liegt die Vermutung nahe, dass eine fehl
geregelte Exozytose erfolgt.
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4. Diskussion

Das Chediak-Higashi Syndrom (CHS) zeichnet sich unter anderem durch eine gestorte
zytotoxische Aktivitdt von NK- und T-Zellen aus (Targan & Oseas, 1983, Baetz et al.,
1995). Der zellulire Phénotyp des CHS ist durch eine abnormale Vergroferung von
Lysosomen, sekretorischen Lysosomen, Melanosomen und sekretorischen Granula
charakterisiert (Huizing et al., 2001, Pastural et al., 1997). Molekular wird diese
Immundefizienz auf einen Defekt im lysosomalen Vesikeltransport (insbesondere der
Exozytose), bedingt durch die Mutation des WD-repeat Proteins CHS/Beige/Lyst,
zuriickgefiihrt (Perou et al., 1996, Barbosa et al., 1996). Das Lyst-Protein besitzt eine
ausgeprigte strukturelle Ahnlichkeit mit dem WD-repeat Protein FAN, welches Teil des
Signalweges des TNF-R55 ist (Adam-Klages et al., 1996). Sowohl Lyst als auch FAN
gehoren zur Familie der BEACH-Dominen Proteine. Diese Proteine besitzen einen
variablen N-terminalen Bereich und einen konservierten C-Terminus. Dieser beinhaltet
das BEACH-Motiv, welches C-terminal von WD-repeats und N-terminal von einer PH-
Domine benachbart ist. Obwohl die strukturelle Ahnlichkeit von FAN und Lyst
iiberlappende Funktionen nahe legt, waren fiir FAN-defiziente Méuse weder generelle
Defekte der NK-Zellen zu beobachten, noch phinotypische Auffilligkeiten wie
Riesenlysosomen beschrieben.

Als spezifischer Interaktionspartner von FAN wurde das WD-repeat Protein RACK1
identifiziert (Tcherkasowa et al., 2002), welches spezifisch die PKC P2 an die
Zellmembran rekrutiert (Ron et al., 1994, Mochly-Rosen & Gordon, 1998). Eine
gestorte Membrantranslokation und Membran-assoziierte Aktivitdit der cPKCs wurde
als ursédchlich fiir die Bildung von Riesenlysosomen und die Defekte der NK-Zellen
beschrieben (Ito et al., 1988, Ito et al., 1989, Sato et al., 1990, Tanabe et al., 1998,
Tanabe et al., 2000, Cui et al., 2001).

Den meisten bis dato identifizierten BEACH-Proteinen wird eine Funktion im
lysosomalen Vesikelverkehr zugeschrieben (Tab. 1.2), allerdings ist bislang kein
molekularer Wirk-Mechanismus bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war daher, zu
untersuchen, wie BEACH-Proteine, spezifisch die Proteine Lyst und FAN und das WD-
repeat Protein RACK1, sowie Isotypen der PKC zum lysosomalen Vesikeltransport und

zur Aktivierung von NK-Zellen beitragen.
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4.1 Bedeutung der PKC B2 in der Bildung eines molekularen
Komplexes aus Lyst/FAN und RACK1

Die biochemischen Defekte des Chediak-Higashi Syndroms sind in mehreren Arbeiten
anhand von Zellen aus CHS-Patienten bzw. beige Méusen von der Arbeitsgruppe von
Fuminori Tanabe untersucht worden. Beschrieben wurde eine gestorte Aktivierung der
cPKC, insbesondere der PKC B2 (Tanabe et al., 1998). Die Membran-assoziierte PKC-
Aktivitdt nahm nach kiirzester Zeit dramatisch ab. Die Ursache der mangelnden PKC-
Aktivierung wurde in einer schnelleren Proteolyse der PKC durch Calpain vermutet (Ito
et al., 1988, Ito et al., 1989, Sato et al., 1990). In Inhibitionsversuchen wurde Calpain
und somit der PKC-Abbau blockiert. In diesen Studien wurde sowohl eine
Wiederherstellung der Membran-assoziierten PKC-Aktivierung als auch eine Reduktion
der Lysosomengrofle auf die von Wildtypzellen gezeigt (Tanabe et al., 2000, Cui et al.,
2001). Aufgrund dieser Befunde postulierte diese Arbeitsgruppe, dass PKC eine
entscheidende Rolle in der Bildung von Riesenlysosomen spielt.

Eine Erklarung der postulierten schnelleren Proteolyse der Membran-assoziierten
aktiven PKC und somit der Bildung abnormaler groBer Lysosomen kdnnte eine gestorte
Interaktion der PKC, insbesondere der PKC B2 (Tanabe et al., 1998), und seinem
Stiitzprotein RACK1, einem WD-repeat Protein, mit der Zellmembran sein. Da bei
einer solchen Storung die PKC nicht in einer stabilen Konformation
»geschiitzt“  vorliegt, kann sie schneller von Calpain gespalten werden.
Interessanterweise wurde eine Interaktion von FAN und RACKI iiber ihre jeweiligen
WD-Motive nachgewiesen (Tcherkasowa et al., 2002). Es ist vorstellbar, dass ein
Komplex von FAN, RACK1 und PKC B2 vorliegt, der ausgehend von der PMA- bzw.
DAG-induzierten Aktivierung der PKC B2 an die Membran transloziert und mit
weiteren Zielmolekiilen interagiert. Uber die PH-Domine, die sich N-terminal der
BEACH-Domine befindet, ist eine Verankerung von FAN in der Plasmamembran
denkbar. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von FAN zu Lyst kénnte analog ein
Komplex aus Lyst, RACKI1 und PKC B2 vorliegen. Lyst konnte ebenfalls iiber seine
PH-Doméne mit der Lipidmembran verankert sein und {iber seine C-terminalen WD-
Motive mit RACKI interagieren. Bei Defizienz von Lyst bzw. FAN wire eine gestorte
Komplexbildung aus Lyst/FAN mit RACK1 und PKC denkbar, die in einer instabilen

und ungeschiitzten Konformation von Membran-assoziierter PKC resultiert. Somit wére
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eine schnellere Proteolyse der PKC durch Calpain und damit die beschriebene

dramatische Aktivitatsabnahme erklarbar.

4.1.1 Intrazellulire Lokalisation und Aktivierung der PKC-Isotypen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in FAN-defizienten Fibroblasten weder
eine gestorte Membrantranslokation der cPKCs noch eine Abnahme der Membran-
assoziierten Aktivitdit der cPKCs vorliegt. Die Aktivierung der cPKCs in FAN-
defizienten Fibroblasten entspricht der von Wildtypzellen, was den Schluss zuldsst, dass
die Defizienz fiir FAN keine Storung der PKC-Aktivierung nach sich zieht, wie sie fiir
CHS beschrieben ist. In Kontrollexperimenten wurde die Aktivierung der cPKCs in
Lyst-defizienten Fibroblasten untersucht. In Abweichung von den durch Fuminori
Tanabe und Mitarbeitern publizierten Daten zeigten sich auch in Lyst-defizienten Zellen
weder eine gestorte Membrantranslokation noch eine schnellere Aktivititsabnahme der
cPKCs. Diese Befunde der Lyst-defizienten Zellen entsprechen den Ergebnissen der
Wildtypzellen.

Tanabe et al., postulierten, dass die gestorte PKC-Aktivierung beim CHS spezifisch auf
die Aktivitdt der PKC B2 zuriickzufiihren ist (Tanabe et al., 1998). Dies wurde in dieser
Arbeit lberpriift, indem die PKC 2 selektiv angereichert und auf ihre Aktivitdt und
Membrantranslokation untersucht wurde. Sowohl in FAN-, als auch in Lyst-defizienten
Zellen wurde keine gestorte Aktivierung der PKC B2 bzw. keine gestorte
Membrantranslokation beobachtet. Die erhaltenen Ergebnisse entsprachen wiederum
denen der Wildtypzellen.

Die in dieser Arbeit erhobenen Aktivitdtsdaten der cPKCs bzw. spezifisch der PKC 32
aus FAN- und Lyst-defizienten Fibroblasten und ihren dazu gehdrigen Wildtypzellen
stimmen miteinander {iberein und bestdtigen nicht die publizierten Befunde der
Arbeitsgruppe um Tanabe (Ito et al., 1988, Ito et al., 1989, Sato et al., 1990, Tanabe et
al., 1998, Tanabe et al., 2000, Cui et al., 2001). Somit sprechen die Ergebnisse dieser
Arbeit gegen eine Funktion von PKC in der Bildung von Riesenlysosomen bzw. in
Storungen des Vesikeltransports, die mit einer Interaktion von RACK1/Lyst bzw. FAN
zusammenhdngen konnte. Die Befunde der vorliegenden Arbeit decken sich mit
Ergebnissen der Arbeitsgruppe von Jerry Kaplan (Utah, USA), die Lyst urspriinglich
isoliert hat. Diese Arbeitsgruppe konnte ebenfalls keine gestorte PKC-Aktivitit in Lyst-
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defizienten Fibroblasten nachweisen (personliche Mitteilung). Es besteht die
Moglichkeit, dass die beschriebenen biochemischen Defekte des CHS in anderen Zellen
als den hier verwendeten murinen Fibroblasten auftreten. Die Arbeitsgruppe um Tanabe
benutzten verschiedene murine und humane Zellsysteme, z. B. Leukozyten,
Granulozyten und NK-Zellen. Allerdings ist dies eher unwahrscheinlich, da sie die
gestorte PKC-Aktivierung ebenfalls in murinen und humanen Fibroblasten beschrieben.
Des weiteren besitzen die in dieser Arbeit verwendeten Lyst-defizienten Fibroblasten
den charakteristischen Phinotyp des CHS, die Riesenlysosomen, somit miisste eine
gestorte PKC-Aktivierung auch in diesen Zellen zu beobachten sein. Daher muss die

Validitdt der von Tanabe et al. publizierten Daten hinterfragt werden.

4.1.2 Bedeutung der PKC-Proteolyse bei der Bildung von Riesenlysosomen

Tanabe et al. und Cui et al. sahen eine schnellere Proteolyse der Membran-assoziierten
PKC durch Calpain als ursdchlich fiir die dramatische Abnahme der Aktivitit und die
Bildung von Riesenlysosomen an (Tanabe et al., 1998, Tanabe et al., 2000, Cui et al.,
2001). Durch Inhibition von Calpain mit E64d in Lyst-defizienten Zellen konnten die
Autoren einen Verlauf der PKC-Aktivitidt wiederherstellen, der dem von Wildtypzellen
entsprach. Zusitzlich beobachteten die Autoren eine Verringerung der Lysosomengrof3e
in den E64d-behandelten Lyst-defizienten Zellen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche in E64d-behandelten Lyst-defizienten
Fibroblasten zeigten nach 15 Minuten PMA-Stimulation keinen Unterschied in der
Membran-assoziierten Aktivitdit der PKC [2 bei unbehandelten und bei E64d
vorinkubierten Zellen. In Immunfluoreszenzstudien wurde ebenfalls keine Abnahme der
Lysosomengrole in E64d-behandelten Lyst-defizienten Zellen beobachtet. Diese
Befunde entsprechen den vorigen Daten (4.1.1) und untermauern die Vermutung, dass
die Funktion der PKC nicht essentiell fiir die Vergroerung der Lysosomen in Lyst-
defizienten Zellen ist. Dies spricht gegen eine Rolle der PKC bei der Regulation der
LysosomengroBe. Allerdings wurde in Ubereinstimmung mit Tanabe et al. eine
Volumenzunahme der Lysosomen bei Wildtypzellen beobachtet, nachdem sie mit
Chelerythrin, einem PKC-Inhibitor, behandelt wurden. Dabei ist zu beachten, dass
Chelerythrin die PKC-Isotypen aller drei Gruppen der PKC-Familie inhibiert, was eine

Vielzahl von Signalwegen beeintrachtigt. Zusitzlich wurde beschrieben, dass
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Chelerythrin DNA-Fragmentierung (Freeman et al., 1996) und Apoptose (Jarvis et al.,
1994, Yamamoto et al., 2001) induziert. Die beobachteten vergroBerten Lysosomen in
Wildtypzellen nach Chelerythrin-Behandlung kdnnten unspezifische Nebeneffekte sein.
Dafiir spricht, dass Tanabe et al. diese Studien nicht mit weiteren PKC-Inhibitoren
iiberpriift haben (Tanabe et al., 2000). Somit ist fraglich, ob cPKCs, insbesondere die

PKC B2, tatsdchlich eine Rolle in der Regulation der Lysosomengrof3e spielten.

4.1.3 Membranrekrutierung von RACK1 und PKC

Wie weiter oben bereits ausgefiihrt, konnte eine fehlerhafte Komplexbildung von
RACKI1/PKC B2 und Lyst bzw. FAN verantwortlich fiir einen moglichen schnelleren
Abbau Membran-assoziierter PKC beim CHS sein.

In dieser Arbeit durchgefiihrte Koimmunprézipitationen zeigten sowohl in Lyst- als
auch in FAN-defizienten Fibroblasten eine PMA-induzierte Translokation von RACK1
und PKC B2 an die Zellmembran. Diese Rekrutierung der aktivierten PKC 2 mit
seinem Stiitzprotein RACK1 entsprach der der Wildtypzellen.

Diese Daten sprechen dafiir, dass eine Defizienz von FAN und Lyst demnach nicht
essentiell fiir die Rekrutierung des Komplexes aus RACKI1 und PKC an die

Zellmembran ist.

4.1.4 Bedeutung der PKC-Isotypen im TNF-RSS5 Signalweg

Tcherkasowa et al. zeigten eine Kolokalisation von FAN, RACK1 und TNF-R55
(Tcherkaowa et al., 2002). Die Frage ist, ob sich PKC-Isotypen, speziell die PKC 32,
aktivierungsabhingig in diesem Komplex nachweisen lassen. Wie von Adam-Klages et
al. gezeigt, bindet FAN an die NSD-Doméne des TNF-R55 und induziert die
Aktivierung der nSMase (Adam-Klages et al., 1996). Diese hydrolysiert Sphingomyelin
zu Phosphorylcholin und Ceramid (Goni & Alonso, 2002). Bei Defizienz von FAN
wurde ein vollstindiger Block der TNF-induzierten nSMase-Aktivitit gemessen.
Dagegen wurde in Lyst-defizienten Zellen ein erhéhter Umsatz von SMasen (neutrale
und saure) und eine daraus resultierende erhohte Konzentration von Ceramid gemessen
(Tanabe et al., 2000, Cui et al., 2001). Ceramid verkorpert einen intrazelluldren Lipid-

Botenstoff, der in zahlreichen Signalwegen involviert ist, wie z. B. Zelldifferenzierung,
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Zellwachstum, aber auch Apoptose (Hannun & Luberto, 2000, Kolesnick et al., 2000).
Tanabe ef al. und Cui et al. postulierten, dass Ceramid fiir die schnellere Proteolyse der
PKC in Lyst-defizienten Zellen verantwortlich ist (Tanabe ef al., 1998, Cui et al., 2001).
Nach den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit, die im Widerspruch zu den publizierten
Daten von Tanabe et al. stehen, wurde auf eine Messung des Ceramidspiegels verzichtet.
Die hier durchgefiihrten Analysen in mit TNF-behandelten Wildtypzellen lieBen weder
eine PKC-Membrantranslokation noch eine Membran-assoziierte Aktivitdtszunahme
erkennen. Identische Ergebnisse wurden in FAN- und Lyst-defizienten Zellen erhalten.
Diese Daten stimmen mit anderen Untersuchungen {iiberein, die ebenfalls beschreiben,
dass in Fibroblasten keine TNF-induzierte Membrantranslokation der PKC erfolgt
(Schiitze et al., 1990). Daher muss die Frage, ob PKC-Isotypen Teil des TNF-
induzierten Komplexes aus TNF-R55, FAN und RACKI sind, in anderen Zelltypen aus
FAN-defizienten und Wildtypmiusen untersucht werden, in denen TNF eine
Translokation von PKC an die Zellmembran auslost, z. B. in lymphoiden Zellen

(Schiitze et al., 1990).

Die bisherigen Daten verdeutlichen, dass sich die Membrantranslokation und Membran-
assoziierte Aktivitdit der cPKCs sowohl in Lyst- als auch in FAN-defizienten
Fibroblasten entsprechend der Wildtypzellen verhélt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
stethen im FEinklang mit publizierten Daten zur PKC-Aktivierung und
Membrantranslokation nach PMA-Behandlung (Dekker & Parker, 1994, Jaken, 1996).
Ebenfalls wurde die Interaktion von PKC B2 und RACKI1 bestitigt, wie auch die
gemeinsame Rekrutierung zur Membran (Ron et al., 1994, Mochly-Rosen & Gordon,
1998). Auch wurde gezeigt, dass bei Behandlung Lyst-defizienter Zellen mit E64d
keine unterschiedliche PKC-Aktivierung oder Verringerung der Lysosomengrofle
stattfindet. Die VergroBerung der Lysosomen in Chelerythrin-behandelten
Wildtypzellen konnte auf einen unspezifischen Effekt von Chelerythrin zuriickgefiihrt
werden.

Demnach sind die Lysosomenstérungen in Lyst-defizienten Zellen nicht an eine PKC-
Aktivierung gekoppelt. Dies steht im Widerspruch zu den publizierten Daten um
Tanabe et al., aber im Einklang mit den Daten von Kaplan et al. (personliche

Mitteilung).
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4.2 Bedeutung von FAN und Lyst im lysosomalen Vesikeltransport

Die strukturellen Ahnlichkeiten von FAN und Lyst legen dhnliche zellbiologische bzw.
biochemische Funktionen der beiden Proteine nahe.

In dieser Arbeit durchgefiihrte Immunfluoreszenzstudien bestitigten den Phianotyp der
Lyst-defizienten Zellen. Deutlich konnten vergroBerte Lysosomen beobachtet werden.
In FAN-defizienten Fibroblasten lieBen sich Tendenzen von zahlreicheren und leicht
vergroBerten Lysosomen im Vergleich zu Lysosomen aus wt-Zellen erkennen. Diese
Beobachtung konnte als moglicher Hinweis auf eine funktionelle Bedeutung von FAN
fiir den Vesikeltransport gewertet werden, wenn die Grofenzunahme der Lysosomen
auch weit weniger ausgeprigt ist als in Lyst-defizienten Zellen. Eventuell besitzen die
Lysosomen der Lyst- und FAN-defizienten Fibroblasten eine unterschiedliche lumenale
bzw. integrale Proteinzusammensetzung, welche eine Exozytose nicht ermoglicht.

Die Untersuchung der postnukleiren Uberstinde (PNS) mittels einer 2D-Gelelektro-
phorese aus Lyst- und FAN-defizienten und den dazu gehorigen Wildtypzellen zeigten
eine iibereinstimmende Proteinzusammensetzung. Postnukledre Uberstinde beinhalten
das Gesamtprotein aller zelluldren Bestandteile mit Ausnahme des Kerns. Der
lysosomale Proteingehalt innerhalb des PNS ist zu gering, um mdgliche Unterschiede
zu identifizieren. Dagegen wurden in lysosomal angereicherten Fraktionen aus Lyst-
defizienten Zellen deutliche Unterschiede in der Proteinausstattung im Vergleich zu
Wildtypzellen beobachtet. Um genauere Aussagen treffen zu konnen, welche Proteine
betroffen sind, miissen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. Angereicherte
lysosomale Fraktionen aus FAN-defizienten und ihren Wildtypzellen zeigten ein
anndhernd identisches Proteinmuster. Eine mogliche Rolle von FAN im lysosomalen
Vesikelverkehr wird in 4.3 diskutiert.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten 2D-Analysen zeigen zum ersten Mal eine
unterschiedliche Zusammensetzung lysosomaler Bestandteile in Lyst-defizienten und
Wildtypzellen. In der Literatur wurde beschrieben, dass sich die Biogenese und
Proteinzusammensetzung von Lysosomen aus Lyst-defizienten Zellen entsprechend der
Wildtypzellen verhilt (Stinchcombe et al., 2000). Allerdings untersuchten die Autoren
lediglich bestimmte lysosomale Markerenzyme wie Cathepsin D und LAMP 2 und
verfolgten mittels markierter Meerrettich-Peroxidase den endozytotischen und
sekretorischen Weg. Somit ist das in dieser Arbeit gezeigte unterschiedliche

Proteinmuster von Lyst-defizienten und Wildtyp-Fibroblasten der erste Hinweis auf
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eine unterschiedliche lysosomale Proteinausstattung, die eventuell die Exozytose
beeinflusst.

Eine weiteres auffilliges Ergebnis der 2D-Analysen ist die Ansammlung von Proteinen
bei pH 7 in den lysosomalen Fraktionen der Lyst-defizienten Zellen. Daraus ist zu
schlielen, dass der isoelektrische Punkt dieser Proteine oberhalb von PK 7 befindet.
Dies ist ungewdhnlich, da lysosomale Proteine im Allgemeinen einen isoelektrischen
Punkt von 4,5 bis 5 besitzen. Es ist moglich, dass in lyst-defizienten Zellen bei
verandertem lumenalem pH die Enzyme und sonstige Komponenten der Lysosomen
nicht vollstdndig prozessiert wurden und somit einen anderen isoelektrischen Punkt
besitzen. Dies konnte das verdnderte Proteinmuster in der 2D-Analyse erklaren.

Ein moglicher erhohter pH innerhalb der Lysosomen in Lyst-defizienten Zellen konnte
auf eine gestorte Funktion der Protonenpumpe innerhalb der Lysosomenmembran
zuriickzufiihren sein. Die Protonenpumpen von Lysosomen und Vakuolen gehdren zu
der Klasse der V-ATPasen (Anraku, 1996). Diese halten das saure Milieu innerhalb der
Lysosomen aufrecht, indem sie Protonen unter ATP-Verbrauch in das lysosomale
Lumen pumpen. Die V-ATPasen bestehen aus zwei funktionellen Hauptsektoren, dem
peripheren V; und Membran-integralen V, Sektor. Der V; Bereich besteht aus acht
Untereinheiten, ragt in das Zytosol und ist verantwortlich fiir die ATP-Hydrolyse. Der
Vo Abschnitt beinhaltet fiinf Untereinheiten, liegt innerhalb der Membran und ist
verantwortlich fiir die Protonentranslokation durch die Membran in das Lumen der
Lysosomen (Cross & Miiller, 2004, Stevens & Forgac, 1997). In Studien mit
Dictyostelium wurde beschrieben, dass bei erhohtem ,,lysosomalem* pH (pH > 6,5) die
Fusion der Vakuole mit der Zellmembran (Exozytose) blockiert ist (Temesvari et al.,
1996). Zusitzlich beobachteten die Autoren beim Block der V-ATPase die Bildung
vergroBerter Vakuolen. Die Autoren postulierten, dass ein erhohter pH innerhalb der
Vakuolen die Fusionsmaschinerie stort, indem NSF und Rab-Proteine nicht korrekt zu
threm Zielkompartiment gelangen und somit die Bildung des SNARE-Komplexes
verhindert wird. Zeuzem et al. zeigte, dass die Membranassoziation von GTPasen, wie
Rab-Proteine oder ARFs, tliber den intravesikuldren pH reguliert wird (Zeuzem et al.,
1992). Eine Regulation der Vesikelfusion iiber die V-ATPase wurde in neueren Studien
in Dictyostelium bestdtigt. Peters et al. wiesen eine Interaktion des V, Sektors der V-
ATPase mit einem v-SNARE nach (Peters et al., 2001). Diese Interaktion wurde von

Muller et al. bestitigt, zudem postulieren die Autoren, dass ebenfalls eine Regulation
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der NSF-Proteine und SM-Proteine iiber die V-ATPase stattfindet (Muller et al., 2002).
NSF- und SM-Proteine sind essentiell fiir die korrekte Ausbildung des SNARE-
Komplexes der letztlich in der Fusion bzw. in der Exozytose resultiert. In murinen
Zellen wurden ebenfalls Hinweise einer Beteiligung der lysosomalen V-ATPase am
Vesikelverkehr gefunden. Miura et al. zeigten eine Interaktion des V( Abschnitts mit
GEF-Proteinen (Miura et al., 2001).

Das endolysosomale Transportsystem ist bis jetzt nicht gut verstanden, aber die V-
ATPasen scheinen in dieser Maschinerie involviert zu sein (Sun-Wada et al., 2003).
Eventuell resultiert ein mdglicher erhohter pH in den Lysosomen der Lyst-defizienten
Fibroblasten in einer falschen Rekrutierung von Lysosomen-spezifischen Proteinen
innerhalb des biosynthetisch-sekretorischen Weges. Diese mogliche Fehl-Regulation
und somit verdnderte Proteinausstattung der Lysosomen wiirde die beobachteten
Unterschiede der Proteinmuster in den 2D-Analysen erklédren.

Die mogliche Beteiligung der V-ATPase an der Bildung von Riesenlysosomen und
einer gestorten Exozytose in Lyst-defizienten Fibroblasten ist ein neuer
Erklarungsansatz. Urséchlich fiir das CHS gilt das zytosolische Lyst-Protein (Perou et
al., 1996, Barbosa ef al., 1996). Eventuell besteht eine mogliche Verbindung des Lyst-
Proteins mit der Funktion der V-ATPase und einem veridnderten lysosomalen pH.

Wu et al. zeigten in Studien mit Dictyostelium erstmals, dass ein Mitglied der BEACH-
Protein Familie, LvsA, mit der Membran der Vakuole assoziiert und verantwortlich fiir
die Osmoregulation ist (Wu et al., 2004). Bei Defizienz von LvsA erfolgt eine gestorte
Osmoregulation und die Vakuolen schwellen an. Die Autoren zeigten iiber Struktur-
Funktionsanalysen, dass der N-terminale Bereich des LvsA fiir die transiente
Membranassoziation wahrend der Expulsionsphase wichtig ist. Die kontraktile Vakuole
der Protozoen ist mit den Lysosomen der ,,hoheren* Eukaryota gleichzusetzen und die
Expulsionsphase entspricht der Exozytose, d. h. der Fusion der Lysosomen mit der
Plasmamembran. Interessanterweise konnten die Autoren eine grole Menge von LvsA
bei leicht sauren Pufferbedingungen von pH 6,5 Membran-assoziiert aus der Gesamt-
Membranfraktion sedimentieren, wihrend sie bei pH 7,5 nur einen wesentlich
geringeren Anteil von LvsA erhielten. Anscheinend ist der pH entscheidend fiir die
Membranassoziation und Wirkungsweise von LvsA.

Wu et al. beschrieben die N-terminale Region von LvsA als diejenige, die mit der

Membran assoziiert vorliegt (Wu et al., 2004). Der N-terminale Bereich von BEACH-

99



Diskussion

Proteinen ist im Gegensatz zu dem hoch konservierten C-Terminus sehr variabel und
nimmt ca. 75% der jeweiligen Proteine in Anspruch. FAN dagegen besitzt einen
wesentlich kleineren N-terminalen Bereich. Eventuell fehlen dem BEACH-Protein FAN
spezifische Motive, die eine dhnliche Funktion wie Lyst haben. Lyst besitzt N-terminal
mehrere HEAT/ARM-Motive und eine Perilipin-Doméne, allen wird eine Funktion in
Membranassoziation und Vesikelverkehr nachgesagt (Pfeifer ef al., 1994, Andrade et al.,
2001, Andrade et al., 1995). Diese Protein-Motive fehlen FAN und somit ist eine
mogliche N-terminale Membranassoziation von FAN fraglich.

Die Vermutung liegt nahe, dass analog zu LvsA aus Dictyostelium auch Lyst N-terminal
Membran-assoziiert an Lysosomen vorliegt und iiber einen unbekannten Mechanismus
deren Exozytose reguliert. Zugleich konnte Lyst eine Interaktion mit der V-ATPase
eingehen und iiber einen unbekannten Mechanismus eine Rolle in der Funktionsweise
dieser Protonenpumpe spielen, damit ein saurer pH aufrecht erhalten wird, der fiir die
Fusion von Bedeutung erscheint. Dabei ist eine direkte aber auch indirekte Interaktion
von Lyst mit der V-ATPase iiber Proteine die in der Bildung des SNARE-Komplexes
beteiligt sind (Tchernev et al., 2002) denkbar.

4.3 Untersuchungen zur Exozytose im NK-Zellen System

FAN-defiziente Lysosomen scheinen keine offensichtliche verdnderte Protein-
ausstattung zu besitzen und ebenfalls wurde in 2D-Analysen keine Proteinansammlung
bei pH 7 beobachtet. In Immunfluoreszenzstudien im Rahmen dieser Arbeit wurden
allerdings Unterschiede in der Lysosomengrofle in FAN-defizienten Zellen beobachtet.
Die Lysosomen erscheinen zahlreicher und vergroflert, allerdings ist die Gréf3e nicht so
stark ausgeprigt, wie in Lyst-defizienten Zellen. Eine vor kurzem verdffentliche Studie
gibt wiederum Hinweise auf eine gemeinsame Funktion von FAN und Lyst. In murinen
Lyst-defizienten Zellen wurde eine gestorte Barrierereparatur aufgrund einer
mangelnden Exozytose beschriecben (Huynh et al, 2004). Eine mangelnde
Barrierereparatur wurde ebenfalls bei FAN-defizienten Mausen festgestellt (Kreder et
al., 1999, Kreder, Dissertation, 1998). Der molekulare Mechanismus dieser Stérung ist
nicht klar. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von FAN und Lyst wird ebenfalls
eine gestorte Exozytose als ursidchlich vermutet. Um dieser Hypothese nach zu gehen,

wurden NK-Zellen als Modellsystem zur Untersuchung einer defekten Exozytose
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verwendet. Im CHS wurde beschrieben, dass die NK-Zellen eine gestorte zytotoxische
Aktivitit besitzen, da die sekretorischen Lysosomen nicht in der Lage sind, mit der
Plasmamembran zu fusionieren und daher keine lytischen Proteine ausschiitten.
Uberraschenderweise ~ zeigten ~ NK-Zellen aus  FAN-defizienten = Miusen
unterschiedlicher Altersstufen (drei Monate und ein Jahr) ebenfalls eine stark
eingeschrinkte zytotoxische Aktivitit. Zum ersten Mal wurden somit Hinweise auf eine
dhnliche Funktion der BEACH-Proteine FAN und Lyst gefunden. Es scheint, dass der
Effekt bei FAN-Defizienz keine essentiellen Auswirkungen auf die Vitalitidt der Mause
hat. Dagegen zeigen Lyst-defiziente Maiuse aufgrund ihrer Immundefizienz
schwerwiegende klinische Symptome. Neben den NK-Zellen sind auch die T-Zellen
Lyst-defizienter Méuse in ihrer zytotoxischen Aktivitdt gestort. In dieser Arbeit wurden
zytotoxische T-Zellen aus FAN-defizienten Mausen nicht untersucht. Es wire denkbar,
dass diese die gestorte Aktivitit der NK-Zellen kompensieren und somit eine
»ausreichende Immunabwehr FAN-defizienter Maiuse erfolgt. In Lyst-defizienten
Maiusen sind zudem auch Melanosomen von einer gestorten Exozytose betroffen, d. h.
sie sind nicht in der Lage Melanin zu entlassen (Swank et al., 1998). Dieser Defekt
resultiert in einer abnormalen grauen Fellfarbe und tritt bei FAN-defizienten Méusen
nicht auf.

Neuere Studien zeigten, dass ,konventionelle Lysosomen iiber eine regulierte Ca**-
abhingige Exozytose in der Reparatur von Plasmamembran-Lésionen beteiligt sind
(Reddy et al., 2001, Chakrabarti et al., 2003). Dies spricht dafiir, dass eine gestorte
Exozytose ursidchlich fiir die mangelnde Membranreparatur bei FAN-defizienten
Maiusen (Kreder et al., 1999) analog zu Lyst-defizienten (Huynh et al., 2004) ist.
Daraus ist zu vermuten, dass der gestdrten zytotoxischen Aktivitdt der NK-Zellen aus
FAN-defizienten Maéusen ein &hnlicher molekularer Mechanismus wie in Lyst-
defizienten Zellen zu Grunde liegt.

Als Ca**-Sensor der regulierten Exozytose wurden auch in nicht-sekretorischen Zellen
Synaptotagmine identifiziert (Martinez et al., 2000, Chakrabarti et al., 2003, Rao et al.,
2004). Synaptotagmine sind Transmembranproteine von Vesikeln, die iiber ihre C,-
Dominen Ca®" binden (Ybe e al., 2000). Daraus resultiert eine Bindung von SNARE-
Proteinen (Rothman, 1994) und f6rdert bzw. erleichtert die Bildung des SNARE-
Komplexes (Davis et al., 1999, Gerona et al., 2000). Das bedeutet, dass sowohl die

Exozytose der sekretorischen Lysosomen, z. B. in NK-Zellen, als auch in Fibroblasten
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unter anderem abhingig von der Ca’’-Konzentration ist. In friiheren Studien mit
Dictyostelium wurde demonstriert, dass die V-ATPase direkt oder indirekt die
zytoplasmatische Ca**-Konzentration reguliert (Temesvari et al., 1996). Somit konnte
eine mogliche gestorte Funktion der V-ATPase in Lyst- bzw. FAN-defizienten
Fibroblasten einen Einfluss auf die Ca*'-Konzentration besitzen. Diese wiederum ist
notwendig fiir eine korrekt regulierte Exozytose.

Eine mdgliche Funktion von Lyst konnte aufgrund des N-Terminus und der enormen
GroBe (ca. 400 kDa) die eines ,, Tethering Faktors® sein. Diese sind grof3e Proteine mit
einem Molekulargewicht von 300 bis 1000 kDa (Whyte & Munro, 2002). Sie
reprasentieren die ersten ,,Kontrolleure* einer Fusion und stellen einen physikalischen
Kontakt zwischen Donor- und Zielmembran her (Guo et al., 2000, Waters & Hughson,
2000). Dabei sind die tethering Faktoren mit der Membran verankert und suchen mit
dem restlichen zytosolischen Bereich das Zytosol nach geeigneten Fusionspartnern ab.
Bis jetzt sind relativ wenige Molekiile als tethering Faktoren identifiziert worden. Alle
besitzen eine enorme Grofe, ihre Aminosduresequenz ist sehr variabel und beinhaltet
keine gemeinsamen funktionelle Protein-Motive. Diese Variabilitdt deutet auf
verschiedene Mechanismen des Tetherings hin. Lyst konnte mit seinen N-terminalen
HEAT/ARM-Motiven und/oder der Perilipin-Doméine an Membranen verankert sein
und der C-terminale Bereich die Funktion des Durchsuchens des Zytosols nach
geeigneten Fusionspartnern ausfiihren. Es ist denkbar, dass Lyst einen Komplex bzw.
Interaktion mit Proteinen des SNARE-Komplexes (Tchernev et al., 2002) und dem V,
Sektor der V-ATPase eingeht, dieser ist verantwortlich fiir die Protonentranslokation
und somit der Aufrechthaltung des sauren lysosomalen Milieus. In Saccharomyces
wurden so genannte Vtc-Proteine (vacuolar transporter chaperons) beschrieben, die eine
Bindung mit vakuoldren SNAREs und dem V, Sektor der V-ATPase eingehen (Peters et
al., 2001, Muller et al., 2002). Allerdings sind keine Sequenzdhnlichkeiten der Vtc-
proteine und Lyst bekannt.
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4.4 Expressionsanalysen

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das BEACH-Protein FAN ebenfalls eine Rolle in
exozytotischen Ereignissen spielt. Trotz der gestdrten zytotoxischen Aktivitdt der NK-
Zellen aus FAN-defizienten Maiusen und der beschriebenen mangelnden
Barrierereparatur der Haut in FAN-defizienten Mausen (Kreder et al., 1999) sind keine
schwerwiegenden klinischen Symptome der FAN-defizienten Méuse bekannt.

Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte darin liegen, dass FAN gewebsspezifisch und
zu bestimmten Zeitpunkten der Entwicklung bendtigt wird. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten mRNA-Expressionsanalysen in verschiedenen Geweben aus Miusen
unterschiedlicher Alterstufen zeigten, dass FAN tatsdchlich differenziert exprimiert
wird. In Lungengewebe wurde eine 22-fache mRNA-Expression von fan in der neun
Monate alten Wildtyp- und sogar eine 42-fache in der vier Monate alten Lyst-
defizienten Maus im Vergleich zu der drei Monate alten Wildtypmaus ermittelt. Es stellt
sich die Frage, was das Lungengewebe im Gegensatz zu den anderen Geweben
auszeichnet und weshalb FAN dort in groBerem Maf3stab benotigt werden konnte. Die
Lungen-Alveoli sind terminale Sack-dhnliche Ausstiilpungen der respiratorischen Aste
der Bronchiolen, die fiir den Gasaustausch verantwortlich sind. Die Oberfliche der
Alveoli ist mit einem Phospholipd-Film (Lungen-Surfactant) ausgekleidet. Dieser wird
von Epithelzellen synthetisiert und in spezialisierten sekretorischen Granula, den
Lamellarkdrpern, gespeichert (Chander & Fisher, 1990). Die Lamellarkérper gehdren zu
den sekretorischen Lysosomen, sie besitzen V-ATPasen und einen pH um 5,5. Der
saure pH ist notwendig fiir das Verpacken der Surfactant-Phospholipide, deren
Prozessierung und letztlich fiir die Ansammlung dieser Lipide an der Membran iiber
Exozytose (Wadsworth & Chander, 2000). Bei einer fibrilliren Lungenkrankheit
wurden abnormal vergroflerte Lamellarkorper beobachtet, diese waren nicht mehr in der
Lage, das notwendige Lungen-Surfactant iiber Exozytose zu bilden (Nakatani et al.,
2000). Im CHS wurden ebenfalls vergroferte Lamellarkorper entdeckt (Sun-Wada et al.,
2003). Wihrend der Anfertigung dieser Arbeit wurden von einer anderen Arbeitsgruppe
in Lyst-defizienten Maiusen ebenfalls vergroferte Lamellarkdrper entdeckt. Diese
zeigen eine gestorte Exozytose, d. h. es kann kein Lungen-Surfactant mehr gebildet
werden. Dies fiihrt in einen Zusammenbruch der Alveolen (Tang et al., 2005). In dieser
Arbeit wurde allerdings keine erhohte mRNA-Expression von Lyst im Lungengewebe

von Wildtypméusen im Vergleich zu anderen Geweben gemessen. Im Lungengewebe
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aus Lyst-defizienten Méusen wurde jedoch eine fast doppelt so hohe mRNA-Expression
von fan gemessen als in Wildtypmédusen. Eventuell wird fan benétigt, um die Defizienz

von lyst zu kompensieren.
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5. Ausblick

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten der beiden BEACH-Proteine Lyst und FAN
wurden mdgliche {iiberschneidende biochemische bzw. zellbiologische Funktionen
dieser Proteine vermutet.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass weder FAN noch Lyst essentiell ist fiir eine -
in der Literatur beschriebene — gestérte Membrantranslokation und Membran-
assoziierte Aktivitdt der cPKCs, die als ursichlich fiir die Bildung von Riesenlysosomen
und die Defekte der NK-Zellen angesehen wurden. Dagegen wurden Hinweise
gefunden, dass FAN analog zu Lyst eine Funktion im lysosomalen Vesikelverkehr
haben konnte. In FAN-defizienten Fibroblasten wurden zahlreichere und leicht
vergroBerte Lysosomen im Vergleich zu Wildtyp-Fibroblasten beobachtet. Zudem
wurde eine gestorte zytotoxische Aktivitit der NK-Zellen aus FAN-defizienten Miusen
demonstriert. Daher soll in zukiinftigen Experimenten untersucht werden, ob die
Defizienz von FAN in einer moglichen gestorten Exozytose analog zu Lyst-defizienten
Zellen resultiert. Durch Verwendung von GFP-Konstrukten lysosomaler
Markerproteine, wie z. B. LAMP 1, Perforin oder Granzym, soll die Fusion von
Lysosomen mit der Zellmembran und die Ausschiittung von Perforin bzw. Granzym in
Immunfluoreszenzstudien beobachtet werden. Die Exozytose soll durch einen externen
Stimulus, wie Ca2+, induziert werden.

Lysosomen aus Lyst-defizienten Fibroblasten zeigten den typischen zelluldren Phinotyp
des Chediak-Higashi Syndroms, die Riesenlysosomen. Zum ersten Mal wurden auch in
2D-Analysen Unterschiede in der Proteinausstattung der lysosomalen Fraktionen von
Wildtyp- und Lyst-defizienten Zellen identifiziert. Um eine Aussage lber die
betroffenen Proteine treffen zu kdnnen, sollen massenspektrometrische Untersuchungen
durchgefiihrt werden. Zusitzlich soll eine optimierte Anreicherung der Lysosomen die
Identifizierung von weniger prominenten lysosomalen Proteinen ermoglichen, z. B. im
Vergleich von Wildtyp- und FAN-defizienten Zellen. Weiterhin sollen Studien zur
Reifung der Lysosomen mit GFP-Konstrukten lysosomaler Markerproteine, z. B.
LAMP 1 oder aus der 2D-Analyse aufgekliarten Proteinen, durchgefiihrt werden.
Parallel soll der pH der jeweiligen zelluliren Kompartimente bestimmt werden, um zu
kliaren, ob die beobachtete Ansammlung von bei pH 7 migrierenden Proteinen in der
2D-Analyse von Lyst-defizienten Zellen auf einen verdnderten lysosomalen pH

zuriickzufiihren ist.
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Ausblick

Um Hinweise auf die beteiligten Protein-Motive sowohl von Lyst als auch von FAN in
einer moglichen gestorten Exozytose zu erhalten, sollen Lyst- bzw. FAN-defiziente
Fibroblasten mit Deletionsmutanten dieser Proteine transfiziert werden und die
Exozytose wie oben beschrieben in Immunfluoreszenzstudien verfolgt werden.

Weitere Einblicke in die Funktion der Protein-Doménen von Lyst und FAN sollen Hefe
Two Hybrid Studien ergeben, in denen mogliche Interaktionspartner dieser Protein-
Motive identifiziert werden sollen.

Die mRNA-Expressionsanalysen lassen auf eine differentielle Genexpression von FAN
im Lungengewebe schlieBen. Um einen mdglichen Defekt innerhalb der Lungengewebe
zu analysieren, sollen Gewebeschnitte angefertigt und diese auf ihre Morphologie

mikroskopisch untersucht werden.
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Zusammenfassung/Summary

Das Chediak-Higashi Syndrom resultiert aus einem seltenen autosomal- rezessiven
Gendefekt, welcher Spezies-libergreifend auftritt. Molekular wird die im CHS
beobachtete Immundefizienz auf einen Defekt im lysosomalen Vesikeltransport
(insbesondere der Exozytose), bedingt durch die Mutation des WD-repeat Proteins
CHS/Beige/Lyst, zuriickgefiihrt. Das Lyst-Protein besitzt eine ausgeprigte strukturelle
Ahnlichkeit mit dem WD-repeat Protein FAN, welches Teil des Signalweges des TNF-
R55 ist. Sowohl Lyst als auch FAN gehoren zur Familie der BEACH-Dominen
Proteine. Obwohl die strukturelle Ahnlichkeit von FAN und Lyst iiberlappende
Funktionen nahe legt, sind fiir FAN-defiziente Méuse bisher weder generelle Defekte
der NK-Zellen, noch phédnotypische Auffilligkeiten wie Riesenlysosomen beschrieben.
Als spezifischer Interaktionspartner von FAN war das WD-repeat Protein RACKI1
identifiziert worden, welches aktivierte konventionelle PKCs (cPKC), spezifisch die
PKC B2, an die Zellmembran rekrutiert. Eine gestorte Membrantranslokation und
Membran-assoziierte Aktivitit der cPKCs war als ursdchlich fiir die Bildung von
Riesenlysosomen und die Defekte der NK-Zellen beschrieben worden.

Das Ziel dieser Arbeit war daher, die molekularen Mechanismen zu untersuchen, iiber
die BEACH-Proteine, spezifisch die Proteine Lyst und FAN und das WD-repeat Protein
RACKI1, sowie Isotypen der PKC zum lysosomalen Vesikeltransport und zur
Aktivierung von NK-Zellen beitragen.

Als Zellmodell wurden murine Fibroblasten verwendet (Lyst-, FAN-defiziente und
entsprechende Wildtypzellen). Der publizierte biochemische Defekt des CHS, die
gestorte PKC-Aktivierung, konnte weder in FAN-defizienten noch in Lyst-defizienten
Fibroblasten bestitigt werden, was im Einklang mit Befunden einer kollaborierenden
Arbeitsgruppe steht. In Immunfluoreszenzstudien wurden Hinweise auf vergroBerte
Lysosomen in FAN-defizienten Zellen gefunden. Allerdings war die Groflenzunahme
nicht so stark ausgeprigt wie bei den Lyst-defizienten Zellen. NK-Zellen aus FAN-
defizienten Maiusen zeigten in einem Chromfreisetzungs-Versuch eine gestorte
zytotoxische Aktivitit. Uber 2D-Gelektrophorese wurden lysosomal angereicherte
Fraktionen der jeweiligen Zelllinien analysiert. Das Proteinmuster aus FAN-defizienten
Fibroblasten entsprach — soweit detektierbar - dem der Wildtypzellen. Die Protein-

ausstattung lysosomaler Fraktionen aus Lyst-defizienten Zellen zeigte dagegen
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deutliche Unterschiede zu den entsprechenden Wildtypzellen. Zudem wurde eine bei pH
7 migrierende Ansammlung von Proteinen in den lysosomalen Fraktionen der Lyst-
defizienten Zellen gesehen. Daraus ist zu schlieBen, dass sich ihr isoelektrischer Punkt
oberhalb von pH 7 befindet. Dies ist ungewohnlich, da Lysosomen einen pH von 4,5 bis
5 besitzen. In der Literatur ist beschrieben, dass ein saurer pH in den Lysosomen
essentiell fiir Fusions-Ereignisse ist, unter anderem fiir Proteine, die in der SNARE-
Komplex Bildung involviert sind. Es gibt Hinweise in der Literatur, dass vor allem die
N-terminale Region in BEACH-Proteinen an Membranen der Vakuolen/Lysosomen
assoziiert und zu der Bildung des SNARE-Komplexes beitrdgt. Der N-terminale
Bereich in Lyst nimmt 75% des gesamten Proteins ein und besitzt Protein-Motive, die
Membranassoziationen ermdglichen. Dagegen fehlen FAN diese Motive und der N-
terminale Bereich ist wesentlich kiirzer. In zukiinftigen Untersuchungen soll geklart
werden, in wie weit die gestorte NK-Zellen Aktivitdt aus FAN-defizienten Méusen und
die Beobachtung vergroBerter Lysosomen auf einen &hnlichen molekularen

Mechanismus (gestorte Exozytose) analog zu Lyst zuriickzufiihren ist.

Summary

A rare autosomal gene defect is responsible for Chediak-Higashi syndrome (CHS), a
disease that has been described in a variety of different species. The immunodeficiency
observed in CHS derives molecularly from a defect in the lysosomal vesicle transport,
1.e. exocytosis, due to a mutation in the WD-repeat protein CHS/Beige/Lyst. This
protein shows striking structural similarities the the WD-repeat protein FAN, a protein
involved in the TNF-RS55 signaling pathway. Both FAN and Lyst belong to the family
of BEACH domain proteins. Although the structural similarities of FAN and Lyst
support the notion of overlapping functions, general defects in NK-cells or giant
lysosomes have not been described in FAN-deficient mice.

RACKI1, a WD-repeat protein, was shown to be a specific partner for interaction with
FAN. RACKI1 recruits activated cPKCs, specifically PKC B2, to the cell membrane.
The formation of giant lysosomes and the defects in NK-cells were proposed to be
derived from a malfunction in membrane translocation and membrane associated

activity of cPKCs.
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The aim of this thesis was to analyse the molecular mechanisms of lysosomal vesicle
transport and the activation of NK-cells with particular emphasis on the BEACH
proteins Lyst and FAN and the WD-repeat protein RACK1 as well as the PKC isotypes.
Murine fibroblasts (Lyst- and FAN-deficient cells and the respective wild type forms)
served as a cell model. Malfunction in PKC activation was proposed as a biochemical
defect in CHS in various publications. This was not confirmed by either using FAN-
deficient or Lyst deficient cells, but the results shown in this thesis are consistent with
data from the group of J. Kaplan (Utah, USA).

Immunofluorescence studies revealed evidence of enlarged lysosomes in FAN deficient
cells, but the increase in size was not as striking as in Lyst-deficient cells. Chrome-
release assays from NK-cells of FAN-deficient mice demonstrated a defective cytotoxic
activity of the cells. Lysosomal fractions of the respective cell lines were further
analysed by 2D gel electrophoresis. The proteins from FAN-deficient fibroblasts and
wildtype cells showed corresponding patterns. On the other hand, distinct differences
were found between lysosomal fractions from Lyst-deficient and wildtype cells.
Furthermore, in the lysosomal fractions of Lyst-deficient cells, an aggregation of
proteins was observed migrating at pH 7, leading to the conclusion that the isoelectric
point of these proteins is at or above pH 7. This is unusual, since lysosomes typically
have a pH of 4.5 to 5. As described in the literature, an acidic pH in lysosomes is
essential for fusion events and specifically for proteins involved in formation of
SNARE complexes. Evidence from the literature points to an association of the 5'-end
of BEACH proteins with membranes of vacuoles and lysosomes, this association being
involved in the formation of SNARE complexes. The 5'-end of Lyst consists of 75% of
the whole protein and contains protein motifs enabling association with the membrane.
FAN, on the other hand, lacks these motifs and contains a significantly shorter 5'-end.
Further investigations will address the possibility of a comparable molecular
mechanism (i.e. defective exocytosis) underlying the malfunction of NK-cell activity

and the enlarged lysosomes of FAN-deficient mice in analogy to Lyst.
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