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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Lysosom

Das Lysosom ist das Verdauungsorganell der Zelle. Es wurde 1955 von Christian de Duve
erstmalig beschrieben (de Duve, C. et al. [1955; de Duve, C., 2005), der hierfiir 1974 den
Nobelpreis fiir Medizin erhielt. Lysosomen finden sich nur in tierischen und menschlichen
Zellen. In der Pflanze und in Hefen werden ihre Aufgaben von anderen Organellen, wie
zum Beispiel der Vacuole, iibernommen.

Das Lysosom ist von einer doppelschichtigen Phospholipidmembran umgeben. Innerhalb
der Membran des Lysosoms werden Materialien, die durch Rezeptor-vermittelte Endozy-
tose oder Phagozytose in die Zelle aufgenommen wurden, in ihre Einzelbestandteile aufge-
spalten. Hier spielt das Lysosom auch eine wichtige Rolle bei der antimikrobiellen Abwehr,
da es nach der Verschmelzung des Phagosoms mit dem Endosom zur Zersetzung der per
Phagozytose aufgenommenen Organismen kommt. Danach kénnen MHCII-Molekiile mit
den Bruchstiicken beladen und an der Zelloberfliche von geeigneten Zellen présentiert
werden (Cresswell, [1994)).

Auferdem fusioniert in den letzten Phasen der Autophagozytose das Lysosom mit dem
Autophagosom zum Autophagolysosom, in dem zur Autophagozytose bestimmte Zellbe-
standteile verdaut werden. Das heifst, dass Lysosomen eine zentrale Rolle bei der Au-
tophagozytose spielen (Eskelinen und Saftig, 2009). Eine Verbindung zwischen beiden
Prozessen stellt auch der Transkriptionsfaktor TFEB her, der als Regulator lysosomaler
Biogenese fungiert (Sardiello et al. 2009), indem er alle fiir die lysosomale Funktionali-
tdt notwendigen Proteine in ihrer Expression steigert. Es werden auflerdem auch Gene,
die fiir die Autophagozytose wichtig sind, iber TFEB reguliert (Settembre et al. 2011).
Ein weiterer Prozess, bei dem Lysosomen beteiligt sind, ist die lysosomale FExozytose, bei

der es zur Verschmelzung des Lysosoms mit der Plasmamembran kommt. Hierbei konnen
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sowohl unverdauliche Materialien entsorgt als auch Membranmaterial zur Reparatur von
Membrandefekten bereitgestellt werden. Die Beeinflussung dieses Prozesses birgt mdogli-
cherweise Potential in der Vorbeugung und Therapie neurodegenerativer Erkrankungen,
wie zum Beispiel M. Parkinson, da es bei diesen zur Akkumulation unverdauten Materials
in Zellen kommt.

In letzter Zeit wurde auch gezeigt, dass Lysosomen iiber Freisetzung von Enzymen wie
zum Beispiel Cathepsinen in das Zytosol eine Rolle bei der Apoptose spielen konnen (Rep-
nik et al. 2012).

Der Verdauungsprozess von Makromolekiilen stellt die zentrale Aufgabe des Lysosoms in
der Zelle dar, weswegen es auch als Ort der Entsorgung und des Recyclings in der Zelle
bezeichnet wird. Diese Aufgabe wird bewerkstelligt von iiber 50 16slichen sauren Hydro-
lasen. Dies sind zum Beispiel Glykosidasen, Phosphatasen, Proteasen, Lipasen, Nucleasen
und Sulfatasen, die die jeweiligen Makromolekiile bei einem pH-Wert von ungefahr 4,8 in
ihre Bestandteile zerlegen. Dieser im Vergleich zum zytosolischen ph-Wert von 7,8 sehr
niedrige pH-Wert wird durch den Protonentransporter H*{ATPhse erreicht, der unter
[ATP} Verbrauch das Lumen des Lysosoms mit Wasserstoffionen ansduert. Die freigesetz-
ten Einzelbestandteile wie Nukleotide, Aminosiduren, Fette und Zucker werden nun durch
Transporter aus dem Lysosom befordert und zur erneuten Verwendung im Zellstoffwechsel
freigegeben.

Aufer aus den l6slichen, sich im Lumen befindenden Hydrolasen, besteht das Lysosom
noch aus unterschiedlichen lysosomalen Membranproteinen, die zum Schutz vor den ei-
genen Verdauungsenzymen in hohem Mafse sowohl im als auch im Golgi-Apparat
glykosyliert werden. Die Membranproteine mit dem grofiten Anteil sind CD63, das zur
Klasse der Tetraspanine gehort, sowie Lampl, Lamp2 und Limp-2/SCARB2 (Saftig und
Klumperman, [2009).

Ein weiteres wichtiges Protein, das Bestandteil der lysosomalen Membran ist, ist ein Cho-
lesteroltransporter. Seine Funktion erlaubt es dem Lysosom an der Cholesterolhomd&ostase
der Zelle teilzunehmen (Carstea et al. [1997). Mutationen in diesem Membranprotein fiih-
ren zur Niemann-Pick-Krankheit Typ C (Carstea et al. |[1993)). Eine bildliche Darstellung
der wichtigsten lysosomalen Vorgénge findet sich in nachfolgender Abbildung Abb.
Der Transport der meisten sauren Hydrolasen in das Lysosom erfolgt iiber das Mannose-6-
Phosphat-Rezeptor-System (Braulke und Bonifacino, 2009). Hierfiir werden die 16slichen
Hydrolasen im an bestimmten Asparaginresten mit Mannosezuckerresten modifiziert,
die dann im Golgi-Apparat weiter verdndert und phosphoryliert werden. Diese phosphory-
lierten Mannosezuckerreste kénnen nun von speziellen Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren
Rezeptoren) erkannt und gebunden werden. Die Rezeptoren transportieren

die Hydrolasen in das Lysosom, wo es aufgrund des sauren pH zu einer Dissoziation der
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Abbildung 1.1: Zusammensetzung und Funktlonen des Lysosoms Abbildung nach (Saftig und
Klumperman, |2009)

Enzyme von ihrem Transporter kommt. Der reguldre Weg fiihrt vom cis-Golgi-Netzwerk
iiber frithe und spéite Endosomen und sogenannte Multivesicular Bodies in das Lysosom.
Frithe Endosomen entstehen durch Endozytosevorginge und darauffolgende Abschniirung
der Vesikel von der Plasmamembran (Ghosh, Dahms und Kornfeld, 2003).

Mutationen in diesen Enzymen, die zu verminderter oder aufgehobener Funktionsfihig-
keit fiihren, erzeugen im Menschen die sogenannten lysosomalen Speichererkrankungen,
in denen es zu einer Akkumulation der Substrate des jeweiligen Fnzyms mit nachfolgen-
der Pathologie kommt. Auferdem kénnen Mutationen, die zur Fehlsortierung der Enzyme
fiihren, ebenfalls solche Krankheiten hervorrufen. Die lysosomalen Speichererkrankungen
werden nach den jeweils akkumulierenden Stoffen in Mukopolysaccharidosen, Mukolipi-
dosen, Sphingolipidosen, Oligosaccharidosen und Neuronale Ceroid-Lipofuszinosen einge-
teilt. In ihrer Gesamtheit haben die Erkrankungen eine Haufigkeit von 1 auf 7500-8000
Geburten (Winchester, Vellodi und Young, [2000)). Haufig betroffene Organsysteme sind
Leber, Milz und Haut, aber auch Knorpel, Knochen und das Nervensystem.

Die héufigste lysosomale Speichererkrankung mit einer Auftrittswahrscheinlichkeit von
1:160000, aber starken regionalen Unterschieden, ist Morbus Gaucher. Hier ist die Funk-
tionsféhigkeit der lysosomalen Hydrolase B-Glucocerebrosidase eingeschrénkt oder fast
aufgehoben. Die Aufgabe der 3-Glucocerebrosidase ist die Hydrolyse von D-Glycosyl-N-
Acylsphingosin zu D-Glukose und N-Acylsphingosin. Es kommt zur Anreicherung von
D-Glycosyl-N-Acylsphingosin (Glucosylceramid), einem Glucocerebrosid, das Bestandteil
von Zellmembranen ist, vor allem in Monozyten und Makrophagen. Das Glucocerebrosid,

das vor allem nach Phagozytose von Blutzellen anfillt, kann nun nicht abgebaut wer-
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den. Die glucosylceramidhaltigen Makrophagen, die lichtmikroskopisch identifiziert wer-
den konnen, werden ,(Gaucher-Zellen genannt. Im Verlauf der Krankheit fiihrt die Infil-
tration des Knochenmarks durch Gaucher-Zellen zur Zerstorung des Skeletts. Es kommt
zu Raumforderungen in Leber, Milz, Knochenmark und Glaskérper.

Es konnen drei unterschiedliche Typen unterschieden werden, wobei Typ I erst im Er-
wachsenenalter auftritt mit Leber- und Milzvergréfierung sowie Andmie und Thrombozy-
topenie.

Der zweite Typ ist schwerwiegender und tritt schon im Sduglingsalter auf mit zusétzlichen
Storungen des Nervensystems. Typ IIT rangiert im Schweregrad zwischen Typ I und Typ
I1. Einige der lysosomalen Speichererkrankungen lassen sich mit der Gabe der jeweiligen
rekombinanten Enzyme therapieren, was zumindest die Schwere der Ausprigung mildert.
Eine weitere lysosomale Speichererkrankung ist die I-Zell-Krankheit, bei der das Enzym
N-Acetylglucosamin-1-phosphat-transferase fehlt, das die Mannose-Zuckerreste der lyso-
somalen Hydrolasen phosphoryliert. In der Folge kénnen fast alle lysosomalen Hydrolasen
nicht mehr in das Lysosom transportiert werden. In entsprechenden Mausmodellen konn-
ten so lysosomale Hydrolasen identifiziert werden, die [M6Phunabhéngig in das Lysosom
transportiert werden, wie zum Beispiel B-Glucocerebrosidase. Mittels Affinitdtschromato-
graphie liefs sich das lysosomale Membranprotein Limp-2/SCARB2 als Transporter fiir
die B-Glucocerebrosidase darstellen (Reczek et al. 2007)), ein anderes Transportprotein ist
das Sortilin (Braulke und Bonifacino, 2009), das die Rolle von [M6P}Rezeptoren iiber-
nehmen kann. Die Abb. zeigt den Weg vom in das Lysosom mit den beteilig-
ten Proteinen. Die 3-Glucocerebrosidase nimmt hier eine Sonderstellung ein, da sie nicht
von [M6P}Rezeptoren, sondern von Limp-2 transportiert wird. Dieser Transportweg ist
auch klinisch relevant, da Limp-2 Mutationen die Ausprigung von M. Gaucher modifizie-
ren (Velayati et al. 2011). Allerdings wird Limp-2 ebenfalls posttranslational mit einem
Mannose-6-Phosphat-Rest modifiziert, an den ein Mannose-6-Phosphat-Rezeptor bindet,
so dass dieser Weg vielleicht ebenfalls Mannose-6-Phosphat-abhéngig verlduft (Zhao et
al. [2014)).

Ein weiterer Transportweg in das Lysosom ist ebenfalls dargestellt. Hier gelangen die En-
zyme iiber den Umweg der Plasmamembran in das frithe Endosom. Ebenfalls erkennbar
sind die verschiedenen mitwirkenden Proteine wie Clathrin, das als Hiillprotein der Vesi-
kel dient; auferdem GGA und die Adapterproteine AP-1 und AP-2, die fiir die Sortierung
der [M6P}Rezeptoren unabdingbar sind.
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Abbildung 1.2: Unterschiedliche Sortiermechanismen lysosomaler Hydrolasen. Abbildung nach
(Braulke und Bonifacino, 2009). Sichtbar sind auch die zwei unterschiedlichen Wege zum Lyso-
som, einmal der direkte Weg, einmal der Weg iiber die Plasmamembran.

A

1.2 Limp-2

Limp-2 ist ein Typ III-Transmembranprotein mit zwei Transmembrandoménen. Es wird
auch als SCARB2 bezeichnet. Sein N- und C-Terminus befinden sich im Zytosol, wobei ein
Dileucin-Motiv im C-Terminus fiir die Bindung an das Adapterprotein AP-3 und damit
fiir den Transport in das Lysosom zustéindig ist (Honing, Sandoval und Figura, [1998). Es
gehort zu den haufigsten lysosomalen Membranproteinen.

Erste Hinweise auf eine wichtige Rolle von Limp-2 in der lysosomalen Biogenese und
dem endosomal-lysosomalen Transportweg wurden durch Uberexpression in verschiede-
nen Zelllinien erhalten, die eine Vergroferung von Endosomen und Lysosomen nach etwa
36 Stunden zur Folge hatte (Kuronita, [2002)). Anschliefend wurde zusétzlich gezeigt, dass
vor allem die N-terminale und luminale Doméne von Limp-2 fiir diese vergréfierten Vesikel
zustiandig ist (Kuronita et al. [2005).

In Limp-2-Knockout-M&ausen wurden uni- oder bilaterale Hydronephrosen beobachtet, die
aus einer Verengung des Ureters an dem Ubergang des Harnleiters in die Niere resultieren
(Gamp et al. 2003). Ultrastrukturell zeigte sich hier eine Akkumulation von Lysosomen
der Epithelzellen des Ureters und eine verdndertes Verteilungsmuster von Uroplakin, das
normalerweise in die apikale Membran der Epithelzellen eingesetzt wird und dem Schutz

des Epithels vor dem Harn dient. Das Uroplakin wird dynamisch ein- und ausgebaut in ei-
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nem fortwihrenden endozytotischen Recyclingprozess, der bei Fehlen von Limp-2 gestort
zu sein scheint. Aufgrund sténdiger Reizung durch das Milieu des Harns kommt es nun
zur Proliferation der Schleimhaut und zu nachfolgender Obstruktion. Zusammengefasst
sind dies weitere Indizien fiir eine Rolle von Limp-2 bei endosomal-lysosomalen Transport-
und Fusionsprozessen.

Einen weiteren Hinweis darauf stellt die Beobachtung dar, dass Limp-2-Knockout Mause
an leichtgradiger tubuldrer Proteinurie leiden, die daraus resultiert, dass aufgenomme-
ne Proteine nicht degradiert werden kénnen. Dies deutet ebenfalls auf eine Rolle von
Limp-2 bei der Fusion von Endosomen mit Lysosomen hin (Desmond et al. 2011). Des
weiteren geht der Befund bei mit Listerien infizierten Limp-2-Knockout-Makrophagen in
diese Richtung. Diese intrazelluldren Bakterien werden normalerweise phagozytiert und
anschliefend in Phagolysosomen degradiert (Carrasco-Marin et al. [2011). In der zitier-
ten Publikation konnte in aus Knochenmark differenzierten Makrophagen gezeigt werden,
dass Limp-2 fiir die Fusion von Phagosomen mit Endo-/Lysosomen und die Produktion
proinflammatorischer Zytokine wichtig ist.

In den Knockout-Mausen liefs sich auch ein vermindertes Horvermogen nachweisen, das
sich in hohen Frequenzbereichen ungefidhr ab dem ersten Monat nach der Geburt mani-
festiert. Es konnten ebenfalls nachlassende otoakustische Emissionen detektiert werden.
Dieses Phinomen lésst sich auf den Verlust des Kaliumkanals KCNQ1 und seiner Unterein-
heit KCNEL1 in den Marginalzellen der Stria Vascularis und einer verdnderten Expression
des Endozytoserezeptors Megalin zuriickfithren (Knipper et al. [2006). KCNQ1 ist fiir die
Herstellung des endocochleéren Potentials zustdndig. Mit seiner kontinuierlichen Abnah-
me kommt es zu einem immer starker werdenden Horverlust. Verminderte Reinsertion in
die Oberflichenmembran der Zellen der Stria Vascularis aufgrund des Fehlens von Limp-2
kénnte diesen Phanotyp erkliren.

Ein weiteres Merkmal der Limp-2-Knockout Méause ist die auf das periphere Nerven-
system beschrénkte progressive Neuropathie. Diese resultiert aus der Verdnderung der
Myelinschicht mit einer verminderten Expression verschiedener peripherer Myelinprotei-
ne in den Schwannzellen und einer Verminderung der Ranvierschen Knoten.

Eine weitere Analyse zeigte Limp-2 als Bestandteil des Discus intercalaris am Herzen
(Schroen et al. 2007). Die Limp-2-Expression im Myokard ist bei kardialer Hypertro-
phie und Herzinsuffizienz gesteigert, und Limp-2-Knockout M&use zeigen eine verminderte
Anpassungsfihigkeit an gesteigerten Blutdruck und damit gesteigerte Vorlast. Sie entwi-
ckeln eher eine Kardiomyopathie als eine physiologische Anpassungshypertrophie. Dies
konnte damit zusammenhéingen, dass plasmamembranstindiges Limp-2 den N-Cadherin-
B-catenin Komplex bindet und so zu einer erhchten Stabilitdt der Zellverbindungen des
Myokards beitréigt.
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Nach dem Transport der 3-Glucocerebrosidase (-GC) in das Lysosom verbleibt Limp-
2 im Gegensatz zu den [M6P}Rezeptoren im Lysosom. Zur Untersuchung der Bindung
von Limp-2 an die 3-Glucocerebrosidase wurden Bindungsstudien durchgefiihrt, die durch
Abbruchmutationen zeigten, dass das Bindungsmotiv die sogenannte coiled-coil-Doméne
darstellt, welche sich im luminalen Teil von Limp-2 zwischen den Aminosiduren 152 und
167 befindet (Blanz et al. |2010)). Coiled-coiled-Doménen bestehen aus 2-5 o-Helices, die
sich umeinander winden und Protein-Protein-Interaktionen vermitteln (Mason und Arndt,
2004).

In der Nihe dieser Doméne konnte ein Histidinrest identifiziert werden, der fiir die pH-
abhangige Bindung der 3-GC an Limp-2 entscheidend ist. Dieser wird im sauren Milieu
des Lysosoms protoniert, was zu einer Dissoziation der 3-GC von Limp-2 fiihrt (Zachos et
al. 2012). Die luminale Doméne wurde auch rontgenkristallographisch in ihrer Struktur
aufgeklart, wobei sich zeigte, dass dieser Teil von Limp-2 eine membrandurchspannende
Offnung besitzt, welche seine Rolle als mogliches Kanalprotein fiir Lipide nahelegt (Ne-
culai et al. 2013).

Eine weitere Rolle, die Limp-2 spielt, wenn es sich an der Plasmamembran befindet, ist die
eines Rezeptors und damit der Eintrittspforte des EV71 (Enterovirus 71), der die Hand-
Fufk-Mund-Krankheit auslost, aber auch schwerwiegende neurologische Krankheitsbilder
wie Enzephalitis oder aseptische Meningitis hervorrufen kann (Yamayoshi et al. 2009).
Dieser endozytotische Weg ist clathrin-abhéngig und nur aktiv bei funktionierender An-

sduerung der Endosomen (Lin et al. 2012).

1.3 Action Myoclonus Renal Failure Syndrom (AMRF)

Mutationen in humanem Limp-2 verursachen verschieden stark ausgepriagte Krankheits-
bilder. Als Oberbegriff wird das[AMRFE}Syndrom verwendet, das Action Myoclonus Renal
Failure Syndrom, das autosomal-rezessiv vererbt wird. Generell kommt es zu progressiven
Myoklonien mit Epilepsie (PME]), die gepaart ist mit fokaler, segmentaler Glomeruloskle-
rose und Proteinurie, die ebenfalls im Verlauf der Krankheit zunimmt und letztendlich
zum Nierenversagen fiihrt.

Zentralnervose Symptome sind Tremor und im Verlauf zunehmende Myoklonien, darauf-
hin generalisierte Krampfanfille und Ataxie. Typischerweise tritt die Krankheit zwischen
dem 15. und 20. Lebensjahr auf und fiihrt zwischen dem 25. und 40. Lebensjahr zum
Tod. Die erste Beschreibung von Mutationen im humanen Limp-2/SCARB2 als Aus-
l16sefaktor dieser Erkrankung erfolgte 2008 bei Nachkommen einer konsanguinen Heirat
(Balreira et al. 2008)). Hier war eine Missense-Mutation identifiziert worden, so dass kei-

ne Expression von Limp-2 mehr detektiert werden konnte. Die Aktivitdt der 3-GC war
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in Hautfibroblasten deutlich erniedrigt, in Leukozyten jedoch normal. Weitere Mutatio-
nen in verschiedenen Genbereichen wurden identifiziert (Berkovic et al. 2008). Auferdem
wurden bei Analyse von Hirnschnitten Limp-2-defizienter Mause intra- und extrazellula-
re Ablagerungen und Inklusionskdérper in Grof- und Kleinhirn gefunden, die denen der
[AMRF}Patienten dhneln. Die Natur dieser intrazerebralen Ablagerungen ist bislang noch
nicht bekannt, Ablagerungen in Leber und Lunge wurden jedoch als Glucosylceramid
identifiziert, das das Substrat der 3-GC ist.

Spezielle Tests zeigten, dass Limp-2-Knockout Méuse unter Ataxie und neuromotorischen
Storungen leiden. Epileptische Anfélle wurden bei den Mausen bislang nicht beobachtet.
Es wurde allerdings bei Patienten gezeigt, dass Félle von progressiver myoklonischer Epi-
lepsie mit Mutationen in Limp-2 ohne Nierenversagen existieren. Die Erklarung hierfiir
steht noch aus (Dibbens et al. [2009; Guerrero-Lopez et al. 2012). Auch Fille mit Mu-
tationen im Limp-2-Gen, die zu demyelinisierender peripherer Neuropathie fiithren, sind
inzwischen beschrieben worden (Dibbens et al. 2011). Ein Case-Report existiert, worin
der beschriebene Patient zusitzlich zum [AMRE] einen Verlust des Horvermogens erlitt
(Perandones et al. 2012).

In letzter Zeit haufen sich die Hinweise auf Korrelationen zwischen heterozygoten Mu-
tationen in der 3-Glucocerebrosidase und Parkinson (Sidransky et al. 2009; Westbroek,
Gustafson und Sidransky, 2011; Murphy et al.|2014)), und es konnten auch Mutationen im
Limp-2-Gen identifiziert werden, die die Suszeptibilitét fiir Parkinson erhéhen (Do et al.
2011; Michelakakis et al. [2012; Hopfner et al. [2013)).

Eine Verbindung der Krankheitsbilder M. Gaucher und M. Parkinson lésst sich iiber die
Akkumulation von a-Synuclein erkldren. Stabile a-Synuclein-Oligomere bilden neurotoxi-
sche Lewy-Bodies bei M. Parkinson und anderen sogenannten Lewy-Body-Erkrankungen.
Bei M. Parkinson geschieht dies vor allem in der Substantia Nigra, was zum Unter-
gang der dopaminergen Nervenzellpopulation fiihrt. Bei M. Gaucher lassen sich eben-
falls Lewy-Bodies nachweisen (Wong et al. 2004)). Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass
sich B-Glucocerebrosidase-Ablagerungen bei verschiedenen neurodegenerativen Erkran-
kungen in Lewy-Bodies finden (Goker-Alpan et al. 2010). Die Akkkumulation von a-
Synuclein wiederum fiihrt zu einer verminderten Funktion der g-Glucocerebrosidase. Auf
der anderen Seite hat eine erniedrigte [-Glucocerebrosidase-Aktivitit eine a-Synuclein-
Anhéufung zur Folge (Mazzulli et al.|[2011]). Diese Verbindung von a-Synuclein und der (-
Glucocerebrosidase ldsst sich auch in Limp-2-Knockout-M&ausen zeigen. Auch hier kommt
es zu einer Akkumulation von a-Synuclein und anschlieffendem Nervenzelluntergang vor
allem in dopaminergen Nervenzellen der Substantia Nigra, verbunden mit einer zentralen
Gliose (Rothaug et al. 2014). In der Zellkultur konnte ein positiver Effekt der Uberex-

pression von Limp-2 auf den Abbau von a-Synuclein gezeigt werden, was auch Relevanz
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im Hinblick auf moégliche Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen hat.

Ein moglicher Degradationsweg von Limp-2 scheint die proteolytische Spaltung im Lyso-
som zu sein, die unter anderem von der Protease Cathepsin F durchgefiihrt wird, deren
Mutation ebenfalls zu einer neurodegenerativen Erkrankung, der Kufs-Krankheit, die eine
adulte Neuroid-Lipofuszinose ist, fithrt (Peters et al. 2015; Smith et al. [2013]). Diese Be-
schreibung von Krankheitsbildern mit Beteiligung von Limp-2 oder der 5-Glucocerebrosidase
zeigt, dass noch nicht alle Funktionen von Limp-2 aufgeklart sind. Daher wurde vor dieser
Arbeit ein Yeast-Two-Hybrid-Screen unternommen (s.u.), um mdogliche neue Interaktions-
partner zu identifizieren. Das Ergebnis zeigt Tab. im Anhang (Schwake, unveroffent-
lichte Ergebnisse). Hierbei ergaben sich unter anderem die zwei [ER}residenten

Usel und Bnipl als mogliche neue Interaktoren.

1.4 Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attach-
ment Protein Receptors (SNARESs)

Proteine (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment Protein Recep-
tor) bilden eine Gruppe von Proteinen, die aus 25 Mitgliedern in der Hefe und 36 Mit-
gliedern im Menschen besteht (Jahn und Scheller, 2006). Es sind meistens Typ-I-
Transmembranproteine, das heifst. sie besitzen eine Transmembrandoméne und ihr N-
Terminus liegt zytosolisch beziehungsweise extrazelluldr, ihr C-Terminus luminal bezie-
hungsweise intrazelluldr. Einzigartig an ihrer Struktur ist ein bestimmtes sechzig bis sieb-
zig Aminosauren zdhlendes Motiv, das extrazelluldr in der Ndhe der Transmembrandoma-
ne liegt und speziesiibergreifend stark konserviert ist, das sogenannte SNARE}Motiv. Eine
der ersten und fundamentalen Studien identifizierte die als wichtige Bestand-
teile des sekretorischen Weges iiber temperatursensitive Mutanten in der Hefe (Novick,
Field und Schekman, [1980). Unter anderem fiir ihre Entdeckung und die Aufklérung ihrer
Funktionsweise wurde 2013 der Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie an James Roth-
mann, Randy Schekman und Thomas Siidhof verliehen.

Nach der ersten Beschreibung in der Hefe wurde gezeigt, dass in der Lage sind,
nur mit Hilfe der Faktoren o-SNAP (alpha-soluble [NSF| attachment protein), [NSE| (N-
Ethylmaleimid-sensitiver Faktor), m und Mg*" Fusionen von Vesikeln miteinander oder
von Vesikeln mit Akzeptormembranen zu vermitteln. Dies ist auch in artifiziellen, zell-
freien Systemen wie Liposomen, die nur aus reinen Zellmembranen bestehen, moglich, in
denen keine anderen Vermittlerproteine existieren.

Der erste komplette Komplex aus drei SNARES, der ermittelt wurde, ist der
synaptische Komplex, der es ermdglicht, dass im Neuron nach Ankunft eines Ak-
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tionspotentials und nachfolgendem Ca®"-Influx synaptische, neurotransmitterenthaltende
Vesikel mit der Plasmamembran fusionieren (Sollner et al.|[1993b). Ein weiteres Beispiel fiir
synaptische Ubertragung ist die neuromechanische Kopplung am Nerv-Muskel-Ubergang,
der neuromotorischen Endplatte. Dort kommt es nach Ankunft des Aktionspotentials zur
Fusion acetylcholinhaltiger Vesikel mit der Plasmamembran. Das freigesetzte Acetylcholin
bindet nun an Acetylcholin-Rezeptoren der Muskelzelle, was nachfolgend zu Ca*"-Influx
und Kontraktion des Muskels fiihrt.

In der Studie zum synaptischen SNARE}Komplex wurde auch der Begriff Zu-
erst verwendet, der aussagt, dass diese Proteine als Rezeptor fiir das Protein o-SNAP
fungieren, unter dessen Mithilfe Membranfusion vermittelt wird. In dieser Publikation
wurden so die VAMP /Synaptobrevin, SNAP-25 und Syntaxin identifiziert und
das erste einfache Modell SNARE}vermittelter Vesikelfusion aufgestellt. Zuvor war schon
gezeigt worden, dass Botulinumtoxin die synaptische Ubertragung durch eine Proteolyse
des VAMP /Synaptobrevin verhindert (Schiavo et al. [1992). Dieses erste Mo-

dell besagt, dass Synaptobrevin als sogenanntes v{SNARE] oder vesicle]SNARE] in der
Membran des Vesikels sitzt und sich die anderen beiden als t{SNAREE oder

target{SNARES in der Plasmamembran befinden. Anndherung der SNAREE aneinander
fiihrt zu ihrer Verbindung und zu sogenanntem coiling, das zur Fusion des Vesikels mit

der Plasmamembran fiihrt. Der Komplex kann unter [ATP}Verbrauch durch NSF} Wirkung
und Vermittlung durch o-SNAP wieder aufgelést werden. fungiert hierbei also als
[ATPhse. Die werden nun erneut verwendet, wodurch ein Assembly-Disassembly-
Zyklus moglich ist, der es erlaubt, dass[SNAREE nicht stdndig neu gebildet werden miissen
(Sollner et al. [1993a)). Die Beschreibung dieses Vorgangs und des Ca*"-Sensors Synapto-
tagmin ermoglichten die Erklarung fiir die Fahigkeit des Neurons zu préziser und schneller
synaptischer Ubertragung und somit elektrochemischer Kopplung.

Die Identifizierung weiterer im Verlaufe der nichsten Jahre zeigte, dass dieses
Prinzip in der Zelle als universal gelten kann, wenn die Fusion von Vesikeln miteinander
oder mit Zielorganellen erreicht werden soll. Die kristallographische Strukturaufklarung
des neuronalen SNARE}Komplexes ermdglichte weiteres Verstandnis der Funktionsweise
und eine neue Systematik aller bisher gefundenen SNAREE. So wurde es auch mdéglich, die
Fusion von gleichen Vesikeln miteinander zu erkliren, wo ja nicht von einer Vesikel- und
einer Zielseite gesprochen werden kann. Dies ist zum Beispiel bei homotypischer Endosom-
Endosomenfusion oder heterotypischer Endosom-Lysosomenfusion der Fall (Sutton et al.
1998).

Nachdem vorher gezeigt worden war, dass der grundséitzliche Mechanismus darin besteht,
dass 3-4 sich parallel zueinander anordnen, einander umwinden und die Mem-

branen dadurch reifverschlussartig aneinanderbringen, konnte nun erklart werden, welche
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ssol SC E LK 'EKS |AE ITQL IND |EEL IEFOQEN. DV '‘DKN| ED/ QLD VGH DK 253
SedS SC AETHEST-QE./GNL IQQ/FAS E[FGEV ©Q AN DD DLN ORE LK . F 312
sx5 RN T QNMEST VEIGSI |QQ AHM KEGIEET Q EN /LG QLD HSE LK F 272
Vam3 SC QIGRJETA /QE./NATI |HQ| GS EFGEQ\ TT'DEN ‘SH /HDN. NKQ |TR.,'D 253
SNAP-25B RN SRR LQL/EE KDA IR .LVM DEFGEQ DR EEG_ NH ‘NQD JEENKDTc 82
Syndet MM S .RRLGL,IE QDA-IK ITM DEFGEQ ‘NR EEG DQ NKD EKT TE N 77
SNAP-25 DM S RR.LA E-KEATI VADDFGEQ DR ‘EEG IDQ NAD JEKN|ISGLE 97
Y22F5A.5 CE SLRR_ILA E - KEA I VM 'DDFIGEQ 'ER -“EG T iNQD 'EDH KG_E 109
Sec9 SC  BLRNLK D ERA LGM (GH[SEQ NN EGN DL [KVQ DEK AE/'K 498
. Spo20 SC TUSRULEK,IE, RCT:KR/LQQUIScClsNQ TK ESNEDMIKIQ DRK.DE'A 242
l&J
< sNap-258 RN NUEQUIsGI/JGN/'REM LD IGNEIDT ME SUIKTR QRIITK 203
=z Syndet MM N TQ,/GSI GN 'KNM LD GNE ‘DA TE T |[KNR TR |KK{NI 208
@\ SNAP-25 DM N IGQ /NTM-GN 'RNM LD GSE |EN NRE/-ES |[EAR QR 'HQ 211
a Y22FSA.5 CE N, QQ,/STM, /GN 'RNM 'ID STE /SN HDK QS |[EVR KR KN{AI 233
Sec9 sc NUDQ JOQV INR//KKM LT /GKE DS EES \DD//DIN NR 'AG 651
Spo20 sc N EQ KAV GD KIM HA/GRE |EA ENN,/QQ DNA RYR 'EK|/I 393
Betl sc QllcAllcoREKAFK sLEILkTIGDEFRGENg T pTHENs vE[ARRIIFG NTIME] 115
mbetl MM LUESHRSK\ITAKSLIEMGHE/KN[FINKL SQIDSITGFIGELUMGRIKI!S 89
Veil HS S ER JHRI'TE DQI-SENIEEVGEFRDQ SRIVN SEN SKRKI RS s 199
Vil sc RUKD ISRIJANE|/EGI sQ/ 'MMD RSHRET QTFQ DSYUDEK|IKTHKT |T 187
Membrin RN S QN |HHG DD IGG HS LEG| RAPFJRLT KK ILDUANMAGLINTV IRL{E 183
Bosl sc VHERNAQI'DY 'LEM! QQ IFEN[{VE[FINKI DR_USNOLRTGVIEQTHTS AN 215
I vam? SC EWVAHRIMQA[RGL,LE_INEEQTFNEL DD DNUGRRIQILINKK RH 313
I— sb2 RN Riooligag DF QAG
cb RN QQ gNQ D QAG
w sb HM QQ 'QAQ QAG
L sbl CE QQLigAQ DF QEG
x Snel sc AE[IQAE D AVS)
é Sb7 MM MELIQAQ 1D VDS
7] Sb5/6 M4 E KQ QQ QR LDM
!I' Nyvl SC IDAMEDQ vD MSS
Sec22 SC NEDQINQE SDM KET
Sec22b MM NUGSUNTE S K N SSL
I_ Tomosyn RN GUEGL/KGA ERL/AR ss
B

-7 6 -5 -4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8

Abbildung 1.3: Sequenzvergleich verschiedener SNARE-Proteine (A) und Architektur der 4
o-Helices (B), die zusammen ein Biindel bilden. Mit den Ziffern sind die jeweiligen Ebenen
bezeichnet. Abbildung nach (Fasshauer et al. [1998). SC: Saccharomyces Cerevisiae, MM: Mus
musculus, DM: Drosophila melanogaster, CE: Caenorhabditis elegans, RN: Rattus norvegicus,
HS: Homo sapiens, HM: Hirudo medicinalis, TM: Torpedo marmorata
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Aminoséuresequenzen hierfiir verantwortlich sind.

Hierbei spielt das [ SNARE}Motiv, das oben genannt wurde, eine entscheidende Rolle. Se-
quenzvergleiche im SNARE}[Motiv wie in der Abb. zeigen, dass das SNARE}Motiv
jedes eine a-Helix darstellt und bestimmte Aminosduren sehr stark konserviert
sind. Das Umeinanderwinden von 4 Helices der erzeugt eine neue Superhelix mit
16 verschiedenen Ebenen, wobei die Ebene 0 die sogenannte ionische Ebene darstellt. Hier
befindet sich je nach Struktur des SNARE}Motives in den meisten Féllen ein hochkonser-
vierter Rest. Dies ist sowohl innerhalb einer Spezies als auch speziesiibergreifend entweder
ein Glutamin-Rest (Q) oder ein Arginin-Rest (R). Es zeigt sich, dass in fast allen Fél-
len drei dieser sogenannten Q{SNAREF und ein R{SNARE] einen 4-Helix-Komplex bilden,
der im unteren Teil der Abb. dargestellt ist. So werden starke Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen den Carboxylgruppen des Glutamins und der Guanidinogruppe des
Arginins moglich, die eine Stabilisierung des Komplexes bewirken. Die Auflésung des
Komplexes geschieht iiber die Vermittlung der [ATPhse [NSF} a-SNAP, Mg?" und
Weitere Struktur- und Sequenzanalysen ermoglichten es, die QSNAREF noch weiter in
Qa-,Qb- und Qc{SNAREE einzuteilen. Analysen auch in zellfreien Systemen fiihrten zu
dem Postulat, dass fiir jede Vesikelfusion ein Komplex aus Qa-,Qb- und Qc{SNAREE in
einer Membran notwendig ist, der sich mit dem R{SNARE] der anderen Membran verbin-
det.

In Abb. [[4] ist noch einmal das aktualisierte Modell der SNARElvermittelten Vesikelfu-
sion dargestellt. Hierbei erzeugen die drei Q{SNAREE den Akzeptorkomplex. Dieser bil-
det mit dem R{SNARE]im Vesikel zuerst den vorldufigen, ,Jockeren* SNARE}Komplex.
Wechselwirkung der miteinander fiihrt zum Heranziehen des Vesikels an die Ak-
zeptormembran und schlieflich zur Verbindung der Vesikel- mit der Akzeptormembran.
Aus dem trans- entsteht ein cis{SNARE}Komplex. Dieser stabile Komplex muss durch
die [ATPhse unter der Mithilfe von a-SNAP aufgelost werden. Darauthin werden die
wieder freigegeben und kénnen erneut den Akzeptorkomplex bilden.

Fiir die meisten intrazellularen Transportprozesse in der Hefe und in Sdugetierzellen sind
die zustédndigen SNARE}Proteine bereits identifiziert, wie Abb. [1.5] illustriert.

1.5 Das SNARE-Protein USE1/D12

Usel wurde zuerst in der Hefe als Slt1/Uselp und Qc{SNARE]identifiziert, in dessen 0-
Ebene sich allerdings ein Aspartatseitenrest (D) anstatt eines Glutamins befindet (Burri
et al. 2003), weswegen es auch als ein atypisches Qc{SNARE] bezeichnet wird.

Es wurde als[ER}residentes Protein beschrieben, das einen Komplex mit den anderen Hefe-
Ufel, Sec22 und Sec20 bildet (Dilcher et al. [2003). Hierbei sind Ufel und Sec20
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Abbildung 1.4: Zyklus aus Assembly und Disassembly, der zur Fusion eines Vesikels
mit der Zielmembran fiithrt. Zuerst kommt es zur Formation des terndren Akzeptorkomplexes aus
Qa-,Qb- und Qc-SNAREs. Ein R{ISNARE] enthaltendes Vesikel wird von dem Akzeptorkomplex
gebunden, es kommt zuerst zur Bildung eines schwachen, dann festen quaternéren trans{SNARE}
Komplexes, der schlieflich zur Fusion des Vesikels mit der Membran fithrt. Dadurch entsteht der
Cis[SNARE} Komplex, der unter o-SNAP-Bindung, [NSF} Aktivation und [ATP}Verbrauch aufge-
16st wird und die einzelnen wieder freigibt. Abbildung nach (Jahn und Scheller, 2006).
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Abbildung 1.5: Uberblick iiber die Transportprozesse der Siugetierzelle und die identifizierten
SNARE{Proteine. Abbildung nach (Jahn und Scheller, 2006).
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Q-NARES und Sec22 ist ein R{SNARE] Dieser Komplex ist zustédndig fiir den retrogra-
den Golgi{ER} Transport, wobei Ufel, Sec20 und Usel sich im [ER}befinden und Sec22

auf Vesikeln, die aus dem Golgi-Apparat abgeschniirt werden und dann mit dem ver-
schmelzen. Identifizierbar sind diese Vesikel aufserdem noch durch bestimmte Coatomere,
die auch mit interagieren konnen. Im Fall des retrograden Golgi{ER} Transports
stellt das Protein mit seinen Untereinheiten das Coatomer-Protein dar. In
[PTrumhiillten Vesikeln werden unter anderem Proteine, die das sogenannte KDEL-Motiv
enthalten, vom Golgi-Apparat zum zuriicktransportiert. Fiir den umgekehrten Weg
vom zum Golgi-Apparat konnte COPII als Hiillprotein identifiziert werden.

2006 wurde das murine Homolog von Usel entdeckt, das als D12 bezeichnet wurde,
welches ebenfalls einen Komplex mit den humanen/murinen Syntaxin18,/Ufel,
BNIP1/Sec20 und Sec22b/Sec22 bildet (Okumura et al. |2006). Dieser Komplex wur-
de durch Koimmunprizipitation nachgewiesen. Ein siRNA-vermittelter Knockdown von
D12/Usel bewirkte in kultivierten Zellen das Auftreten von Lipofuscin und eine gestor-
te Reifung lysosomaler Hydrolasen. Auferdem trat vermehrt Apoptose auf. Lipofuscin
entsteht typischerweise durch eine fehlerhafte Degradation von Mitochondrien in Lysoso-
men, so dass spekuliert wurde, D12 kénne hier eine Rolle spielen. Dies kénnte jedoch auch
nur eine indirekte Wirkung sein. Spater wurde auch die Relevanz dieses Komplexes mit
Life-Cell-Imaging und FRET in lebenden Zellen gezeigt (Verrier et al. [2008)). Auferdem
wurden direkte Interaktionen mit COPI-Untereinheiten nachgewiesen.

Weitere Interaktionspartner, die iiber Immunpréazipitationsstudien identifiziert wurden,
sind ZW10, das auch ein Checkpoint-Protein bei der Mitose ist, RINT-1 (Hirose et al.
2004) und NAG (Aoki et al. 2009). Thre Funktion scheint es zu sein, Vesikel, die
[PT}Untereinheiten enthalten, in die Ndhe der SNARE}Komplexe zu bringen. Dies wird
dariiber erreicht, dass das n-terminale Ende ,lassoartig® bewegt werden kann, wie links
in Abb. im Komplex aus der Hefe dargestellt ist. Sie werden deshalb als Tethering-
Faktoren bezeichnet (Schmitt, 2010).

Rechts in Abb. ist der entsprechende Komplex aus Sdugetierzellen dargestellt, be-
stehend aus den Usel und BNIP1 und dem Tethering-Komplex, bestehend aus
NAG, RINT-1 und ZW10.

In einer weiteren Studie wurde eine Knockout-Maus fiir D12/p31 geziichtet (Uemura et
al. 2009)). Die Mause starben jedoch schon wiahrend der frithen embryonalen Entwick-
lung. Méuse, in denen das Gen nur im zentralen Nervensystem ausgeknockt war, star-
ben am Tag ihrer Geburt, und ein Purkinje-Zell spezifischer Knockout zeigte Ataxie.
Der konditionale Knockout iiber ein cre-Promoter-System erlaubte es jedoch, embryonale
Fibroblasten mit einem Cre-Recombinase-enthaltenden Adenovirus zu infizieren. Die so

erzeugten Knockout-Zellen zeigten eine zunehmende Auflésung des Netzwerkes des
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Hefe Séugetiere (Interphase)
DSL1 Komplex Syntaxin 18 Komplex

Abbildung 1.6: Modelle zweier Tethering-Komplexe. Abbildung nach (Schmitt, 2010)). Links
ist der Komplex in der Hefe dargestellt, bestehend aus Dsllp, Sec39p und Tip20p, die mit den
beiden Usel und Sec20 interagieren. Dsllp ist kristallographisch aufgekldrt worden
(Ren et al. 2009). Der n-terminale Teil von Dsllp ermdglicht das ,Jassoartige Einfangen“ der
COPI-haltigen Vesikel, die sich vom Golgi-Apparat zum bewegen. Rechts ist der homologe
Komplex aus Sdugetierzellen dargestellt, bei denen Sec39p durch NAG, Dsllp durch ZW10 und
Tip20p durch RINT-1 ersetzt wurde. Die beiden sind Usel und Sec20/Bnipl.

bis hin zu grofen blasenférmigen Strukturen. Dieser Effekt war beim siIRNAMHKnockdown
wahrscheinlich nicht beobachtet worden, weil der Knockdown nicht vollstindig effektiv
war. Ebenfalls zeigte sich eine erhthte Apoptoserate, die wohl durch die sogenannte [ER}
Stress-Antwort ausgelost wird. Diese entsteht vor allem bei fehlschlagendem Abbau falsch-
gefalteter Proteine als zelluldre Antwort.

Es gibt bisher noch keine Evidenzen fiir Mutationen in D12/Usel, die zu Erkrankungen

beim Menschen fiihren konnten.
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Kapitel 2
Fragestellung

Das Protein Limp-2/SCARB2 wurde, wie in der Einleitung dargelegt, als Transporter
fiir die B-Glucocerebrosidase in das Lysosom beschrieben. Um weitere mogliche Interak-
tionspartner von Limp2 zu identifizieren, wurde in Vorexperimenten der Arbeitsgruppe
(Schwake, unveréffentlichte Daten siehe Tab. [6.1]) ein Yeast- Two-Hybrid-Screen mit mu-
rinem Limp2 durchgefiithrt. Als putativen Interaktionspartner ergab dieser Screen das
[SNARE}Protein D12/Usel, das vor allem im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist.

Daraus liefsen sich folgende Fragen ableiten, die in dieser Arbeit untersucht werden sollten:

a) Kann die Interaktion, die in dem Screen gefunden wurde, auch in anderen Zellsys-

temen bestétigt werden?
b) Wo spielt sich die Interaktion in der Zelle ab?
¢) Welche Doménen der Proteine sind fiir die Interaktion verantwortlich?

d) Was ist die mogliche zelluldre Funktion der Interaktion?
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Material und Methoden
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3.1 Material
3.1.1 Gerate

Tabelle 3.1: Gerite
Bezeichnung Hersteller

Agarosegeldokumentationsanlage

Gel Jet Image

Intas, Gottingen, D

Agarosegelelektrophoresekammer

Modell H5

Bethesda Research Laboratories

Gaithersburg, USA

Analysenwaage

Kern & Sohn, Diirrwangen

Autoklav, Tecnomara

Integra Bioscience, Fernwald

Chemilumineszenzkamera LAS-4000

Fujifilm, Carrollton, USA

DNA

-Photometer, GeneQuant pro

Biochrom Ltd, Cambridge UK

Elektroporationsgerit Gene Pulser™

BioRad, Miinchen

Fluoreszenzmikroskop, Axiovert 200

Zeiss, Jena

Horizontalschiittler, RM 5

Assistent, Sondheim, D

Inkubator Zell- und Gewebekulturen
HERAcell 150

Heraeus, Hanau

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop

FluoView 1000 Olympus

Hamburg, D




KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN 18

Fortsetzung von Tabelle (3.1

Bezeichnung

Hersteller

Lichtmikroskop, T1-SNCP

Nikon Corporation Instrument Company

Japan

Mikropipetten

Gilson, Middleton, USA
Eppendorf, Hamburg, D

96-Loch-Mikrotiterplattenleser, Gen)

Biotek Instruments, Bad Friedrichshall, D

Multipipette

Eppendorf, Hamburg, D

PCR}Cycler, GeneAmp [PCR| System 2400

Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA

pH-Elektrode

Krick, Langenselbold, D

Pipetboy

Integra Bioscience, Fernwald, D

Rollator

Assistent, Sondheim, D

SDSFPAGE-Elektrophoresekammer

Mini-Protean 3-Elektrophorese-System

BioRad, Miinchen, D

Semi-Dry-Blot-Gerét

BioRad, Miinchen, D

Sterilbank

Laminar Flow Bioflow

Clan LAF, Meckenheim, D

Sonifier

G. Heinemann, Schwibisch Gmiind, D

Tank-Blot-Gerat

BioRad, Miinchen, D

Thermoblock Thermomixer 5436

Eppendorf, Hamburg, D

Tischzentrifuge 5415C

Eppendorf, Hamburg, D

Ultrazentrifuge

Optima TLX, TLA 55 Rotor

Beckman, Fullerton, USA

Ultrazentrifuge, J2-HS

Beckman, Fullerton, USA

Vortex-Gerat

Heidolph, Schwabach, D

Wasserbad

GFL, Burgwedel, D

Zentrifuge, Multifuge 3SR+

Heraeus, Hanau, D

Zentrifuge, Universal 32

Hettich, Tuttlingten, D

3.1.2 Verbrauchsmaterialien
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Tabelle 3.2: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
Bechergléser Roth, Karlsruhe, D
Deckgléser Assistent, Sondheim, D

Einmalkaniilen, Microlace (20, 23, 27QG)

Becton Dickinson, Heidelberg, D

Einmalpipetten 5-50 ml

Sarstedt, Niimbrecht, D

Einmalspritzen

Becton Dickinson, Heidelberg, D

Elektroporationskiivetten

Peqlab, Erlangen, D

Erlenmeyerkolben

Roth, Karlsruhe, D

Gewebe-Kulturschalen

Sarstedt, Niimbrecht, D

Handschuhe, Latex, Nitril

Roth, Karlsruhe, D

96-Loch-Mikrotiterplatten

Sarstedt, Niimbrecht, D

Messzylinder

Roth, Karlsruhe, D

Nitrocellulose-Membran

Roth, Karlsruhe, D

Menzel-Glaser GmbH & Co. KG

Objekttriger

Braunschweig, D

American National Can
Parafilm

Greenwich, UK
Pasteurpipetten Assistent, Sondheim, D
Pipettenspitzen Sarstedt, Niimbrecht, D
Reaktionsgefilse Eppendorf, Hamburg, D

Reaktionsgefife fiir

Ultrazentrifugation

Beckman, Fullerton, USA

Sterile Plastikréhrchen

Sarstedt, Niimbrecht, D

Vernichtungsbeutel

Sarstedt, Niimbrecht, D

Whatman-Papier

Roth, Karlsruhe, D

Zellschaber

Sarstedt, Niimbrecht, D

3.1.3 Chemikalien, Reagenzien
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Tabelle 3.3: Chemikalien, Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid
Rotiphorese Gel 30

Roth, Karlsruhe, D

Agarose

Lonza, Kéln, D

Ampicillin

Melford Laboratories, Chelsworth, UK

Ammoniumperoxodisulfat (APS p.a.)

Roth, Karlsruhe,D

Bromphenolblau

Canalco, Bethesda, MD, USA

BSA

Sigma Aldrich, Steinheim, D

Calciumchlorid-Dihydrat

Merck, Darmstadt, D

Complete Protease-Inhibitor

Roche, Mannheim, D

DABCO]| (1,4-Diazabicyclo|2.2.2|octan)

Sigma Aldrich,Steinheim, D

DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol)

Sigma Aldrich, Steinheim, D

DTT (Dithiothreitol)

Sigma Aldrich, Steinheim, D

DMEM High Glucose

PAA, Laboratories, Linz, A

DMSO| (Dimethyl-Sulfoxid)

Serva, Heidelberg, D

DNAtLadder, 100bp, 1 kb

Roche, Mannheim, D

DNAPolymerasen Pfu und Taq

Fermentas

St. Leon-Rot, Dr

dNTP

[#2)

Fermentas

St. Leon-Rot, D

Dynabeads®Protein G

Invitrogen, Karlsruhe, D

EDTA

Roth, Karlsruhe, D

Ethanol 99,8% p.a.

Roth, Karlsruhe, D

Ethidiumbromidlosung, 1%-ig

Roth, Karlsruhe, D

EZ-Link
Sulfo-NHS-LC-Biotin

Thermo Fisher Scientific
Rockford, USA

F'CS

PAA, Laboratories, Linz, A

FugeneHD@®)Transfektions Reagenz

Roche AG, Basel, Schweiz

Glukose 97%

Sigma Aldrich, Steinheim, D
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Fortsetzung von Tabelle |3.3

Bezeichnung

Hersteller

Glycerin (99,9%)

Sigma Aldrich, Steinheim, D

Glycin 99%

Roth, Karlsruhe, D

Isopropanol (p.a.)

Roth, Karlsruhe, D

Kaliumchlorid > 99,5%, p.a

Roth, Karlsruhe, D

Kaliumdihydrogenphosphat > 99%, p.a.

Roth, Karlsruhe, D

Kanamycin

Sigma Aldrich, Steinheim, D

Ladepuffer fiir Agarosegele

Fermentas

St. Leon-Rot, D

Lachsspermien{DNA| 10mg/ml

Invitrogen, Paisley, UK

Lipofectamin2000@®)

Invitrogen, Karlsruhe, D

Magermilchpulver

Roth, Karlsruhe, D

Magnesiumchlorid-Hexahydrat p.a.

Merck, Darmstadt, D

2-Mercaptoethanol (p.a.)

Roth, Karlsruhe, D

Methanol Roth, Karlsruhe, D
Mowiol Calbiochem, LaJolla CA, USA
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, D

Natriumhydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe, D

Natriumhydroxid > 98,5%

Riedel-de-Haén, Seelze, D

N-Glykosidase F' (PNGase F)

Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, D

Paraformaldehyd purum > 95%

Fluka, Buchs, Schweiz

Penicillin /Streptomycin

PAA-Laboratories, Linz, A

Proteinmarker Page Ruler Prestained

Protein Ladder Plus

Fermentas, St.Leon-Rot, D

SDS

Roth, Karlsruhe, D

Streptavidin Sepharose Beads

Thermo Fisher Scientific

Rockford, USA

TEMED)| (p.a.

Roth, Karlsruhe, D
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KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN
Fortsetzung von Tabelle |3.3
Bezeichnung Hersteller
Tris Roth, Karlsruhe, D
Triton X-100 Sigma Aldrich, Steinheim, D
Tween-20 Sigma Aldrich, Steinheim, D

3.1.4 Puffer, Losungen

Tabelle 3.4:

Puffer, Lésungen

Name

Inhalt

Biotinlosung

auf 1ml! [PBS

1png EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin

Biotinylierungspuffer

50mM Tris
150mM NaCl
1% TritonX-100
0,1% |SDS

1xcomplete Protase-Inhibitor

Blockierlosung fiir den Westernblot

5% Milchpulver in TBS-T

Blockierlosung fiir ProteinG-Beads

bei der Koimmunpréazipitation

3% [BSA[in [PBS

DABCOStammlésung

1xPBS

200mg/ml Diazobicyclooctan

EBC-Puffer

120mM NaCl
50mM Tris/HCI
1% NP-40

pH 7,4

1x complete Proteaseinhibitor
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Fortsetzung von Tabelle 3.4

Name

Inhalt

Einbettungslosung fiir die Cover-Slips

bei der Immunfluoreszenz

17% Mowiol

33% Glycerol
50mg/ml [DABCO
Ipg/ml DAPT

in 1xPBS

10x Elektrodenpuffer
fiir die [SDS|Gelelektrophorese

144,13g Glycerin
30,29g Tris

100ml 10% [SDS|in H,O
in 11|ddH,0O

Endo-H| Puffer

100mM Natriumcitrat
0,1%
2-Mercaptoethanol
1% |SDS

1x complete Proteaseinhibitor

in |[ddH,O} ph5,5

LBl Medium

10g Trypton/Pepton aus Casein
5g Hefeextrakt

10g NaCl

in 11{ddH,O} ph 7,0

LBFAgarplatten

10g Trypton/Pepton aus Casein
5g Hefeextrakt

10g NaCl

15g Agar-Agar

in 11{ddH;O} ph 7,0
Autoklavieren und bei 65°C in

10cm-Schalen giefen
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Fortsetzung von Tabelle 3.4

Name

Inhalt

Lysispuffer

1x |[PBS
1,0 % Triton X-100

1x complete Proteaseinhibitor

pH 7,4

Mowiol-Losung,

Lagerung in 1mI Aliquots bei -20°C

40mL [PBS
10g Mowiol

24h bei RT riihren
+20ml 10% Glycerol
24h bei RT riihren
6-7 pH

Zentrifugation 15min bei 12.000

rpm

Mowiol //DABCO|/DAPI

1ml Mowiol-Lésung
0,1ml DABCO}Stammlésung
1ul DAPI

4% Paraformaldehyd in [PBS

1x |[PBS
4% Paraformaldehyd

10x [PBSFStammlésung

80g NaCl

11,5g wasserfreies NasHPOy
2g K(C1

2g KoHPO,

in 11 H,O

ph 7.4

PBS-CM

1xPBS
0,1mM C&CIQ

PEI (Transfektionsreagenz)

lg/L PEI Max
1L [ddH>0O
Sterilfiltration
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Fortsetzung von Tabelle 3.4

Name

Inhalt

PNGaselF

L Puffer 1

50mM Na3PO4

1% |SDS

1% 2-Mercaptoethanol

1x complete Proteaseinhibitor

ph 7.8

PNGasel

L Puffer 2

50 mM Na3PO4
1 % NP-40

1x complete

Proteinaseinhibitor

pH 7.5

Quenching-Puffer

50mM Tris

PBS

-CM

ph 8,0

Sammelgel fiir 4 [SDS

-Gele des Mini-Protean-Systems

1,35ml Sammelgelpuffer

1,75ml 30%-iges-Acrylamid mit
0,8% Bisacrylamid

6,75ml [ddH,0

60pl 10%-iges APS
30pl 100%-iges TEMED

Sammelgelpuffer

30,28g Tris/HCI

2g [SDS

in 500ml |[ddH,O,

ph 6.8
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Fortsetzung von Tabelle 3.4

Name Inhalt
2,5ml Tris/HCI ph
6,8
) 1g [SDS
5x Probenauftragspuffer (Lammli-Puffer)
2,5ml |[ddH,0

0,05g Bromphenolblau
5ml 100%-iges Glycerol

Stripping-Puffer

20ml 10%-iges [SDS|in

ddH,0O

6,25ml 1M Tris/HCI
ph 6.8

0,83ml
2-Mercaptoethanol
73ml |ddH,0O

Sucroselosungen fiir die Tritosomenpréaparation

pl.21 Sucrose Losung
(26.98 g + 33.02 g dH,0)
p 1.15 Sucrose Losung
(20.09 g + 39.91 g dH,0)
p 1.14 Sucrose Losung
(18.88 g + 41.12 g dH,0)
p 1.06 Sucrose Losung
(8.59 g + 51.40 g dH,0)

50x [Tris-Acetat-EDTA| (TAE)-Puffer

242¢g Tris

57,1ml Acetacetat
100ml 0,5M EDTA
in 1L [ddH,O
ph 8,0




KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN 27

Fortsetzung von Tabelle 3.4

Name Inhalt
20mM Tris
1,6M Glycin
Transferpuffer
20% Methanol
ph 8,3

Trenngel fiir Mini-Protean-System(12,5%)

2,6ml Trenngelpuffer

4,2ml 30 %-iges Acrylamid mit 0,8 %
Bisacrylamid
3,1ml [ddH,O
60ul 10 %-iges APS
30nl 100 %-iges Temed

Trenngelpuffer

90,85 g Tris/HCI
2g ISDS
in 500ml |ddH,O
pH 8,8

10x [TBS}L6sung

48,72g Tris

40ml 0,5M EDTA
163,6g NaCl

in 2000ml [ddH,O
pH 7.5

TBS,/T

10ml Tween in 10L
TBS

Zellkulturmedium (Standard)

500ml DMEM high

Glucose

50ml FCS

5ml Penicillin/Streptomycin

3.1.5 Kits
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Tabelle 3.5: Verwendete Kits

Bezeichnung Hersteller

Thermo
BCA Protein Assay Kit

Fisher Scientific, Rockford, USA
DNA-Extraktion Analytik Jena, Jena, D
ECL

Amersham, Little Chalfont, UK
Advanced Western Blot Detection System
High

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Pure [PCR] Product Purification Kit

PureYield Plasmid Midiprep System Promega, Mannheim, D

Fermentas,

St. Leon-Rot, D

Plasmid Miniprep Kit

3.1.6 Enzyme

Tabelle 3.6: Enzyme

Schnittstelle
Enzyme Hersteller bei Restriktions-
enzym
Fermentas, 5-GGATCC-3’
BamHI
St. Leon-Rot, D 3’-CCTAGG-5’
Fermentas, 5-GAATTC-3
EcoRI
St. Leon-Rot, D 3-CTTAAG-Y
Fermentas, 5-AAGCTT-3
HindIII
St. Leon-Rot, D 3-TTCGAA-5
5-GGCCNNN-
SEI Fermentas, NNGGCC-3’
St. Leon-Rot, D 3’-CCGGNNN-
NNCCGG-5’
Endoglycosidase H Roche Diagnostics GmbH,Mannheim, D
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Schnittstelle
Enzyme Hersteller bei Restriktions-
enzym
Fortsetzung von Tabelle 3.6
Fermentas,

N-Glykosidase F (PNGase F)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D

Pfu Polymerase

Fermentas,

St. Leon-Rot, D

T4 |DNA|Ligase

Fermentas,

St. Leon-Rot, D

Trypsin//EDTA!

PAA-Laboratories, Linz, A

3.1.7 Proteaseinhibitoren

Tabelle 3.7: Proteaseinhibitoren

Bezeichnung

Wirkweise

Stock-Konzentration

Hersteller

Bafilomycin Al

spezifische Inhibition der
V-Typ H4+1ATPase

10pM in [DMSO

Sigma Aldrich
Steinheim, D

Inhibition verschiedener

Enzo Lifescience

E-64-d (EST) 5,84mM in Ethanol

Cysteinproteasenr Lorrach, D
) Inhibition von ) Sigma Aldrich

Leupeptin 2,16mM in H,O
Serin-/Cystein-/Threoninproteasen Steinheim, D
erhoht pH-Wert in ) Roth

NH4Cl 1M in HQO
sauren Kompartimenten Karlsruhe, D

Pepstatin A

Inhibition von Aspartylproteasen

1,46mM in [DMSO

Sigma Aldrich
Steinheim, D

3.1.8 Antikorper

3.1.8.1

primire Antikorper
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Tabelle 3.8: primére Antikdrper
erkanntes
Bezeichnung | Herkunft 'WB IF Hersteller
Protein aus Spezies
Aktin aus Sigma Aldrich,
a-Aktin Kaninchen 1:2000
Mensch, Maus Steinheim, D
ERGIC| p53 Enzo Lifescience,
{ERGIC| p53 | Maus 1:250
aus Mensch, Maus Lorrach, D
Glycerin-Aldehyd-3-
o-GAPDH Kaninchen | PhosphatDehydrogenase | 1:500
aus Sdugetieren
o Roche,
o-HA (3F10) | Ratte Haemagglutinin 1:1000 | 1:500
Mannheim
ERFRetentionssignal aus Biomol,
o-KDEL Maus 1:400
Saugern Hamburg, D
LIMP-2 aus
a-L.2T2 Kaninchen 1:1000 | 1:1000 | Pineda, Berlin, D
Mensch, Maus
D12/Usel aus Abcam, Cambridge,
a-mD12 Kaninchen 1:1000
Maus UK
Cell Signaling,
a-myc-9B11 Maus c-myc 1:500 | 1:500
Boston, USA
. Genetex,
a-myc-GTX Ziege c-myc 1:500
Cambridge, UK
Transferrin-Rezeptor aus
o-TTR Maus 1:500
Saugern
Usel/D12 aus Sigma Aldrich,
a-hUsel Kaninchen 1:1000
Mensch Steinheim, D
3.1.8.2 sekundire AntikOGrper
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Tabelle 3.9: sekundire Antikorper

] erkanntes
Bezeichnung Herkunft WB Quelle
Protein aus Spezies
) ) Dianova GmbH,
a-Kaninchen{HRP| | Schaf Kaninchen IgG 1:10000
Hamburg, D
Dianova GmbH,
a-Maus{HRP Schaf Maus IgG 1:10000
Hamburg, D
Dianova GmbH,
a-RattetHRP Kaninchen | Ratte IgG 1:10000
Hamburg, D
a-Kaninchen
Affe oder ) Invitrogen,
Alexa Fluor Kaninchen IgG 1:500
Ziege Karlsruhe, D
488
a-Kaninchen
Affe oder ) Invitrogen,
Alexa Fluor Kaninchen IgG 1:500
Ziege Karlsruhe, D
594
a-Maus Alexa Affe oder Invitrogen,
Maus IgG 1:500
Fluor 488 Ziege Karlsruhe, D
a-Maus Alexa Affe oder Invitrogen,
Maus IgG 1:500
Fluor 594 Ziege Karlsruhe, D
a-Ratte Alexa Affe oder Invitrogen,
Ratte IgG 1:500
Fluor 594 Liege Karlsruhe, D
a-Ratte Alexa Affe oder Invitrogen,
Ratte IgG 1:500
Fluor 488 Ziege Karlsruhe, D

3.1.9 Zelllinien

Tabelle 3.10: verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft
Nierengewebszellen der griinen
COS-7 Meerkatze (Cercopithecus

aethiops
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Fortsetzung von Tabelle [3.10

Zelllinie Herkunft

HeLa Humane Zervix-Karzinom-Zellen

Hek293 Humane Nierengewebszellen,

N2A Murine Neuroblastomzellen

583-3 Murine embryonale Fibroblasten
LIMP-2-Knockout 583-2 | LIMP-2-defiziente murine embryonale Fibroblasten

3.1.10 Mausstamme

Tabelle 3.11: Mausstdmme fiir die Tritosomenpréiparation

CD53S+/+
Wildtyp | Wildtyp mit einem gemischten genetischen Hintergrund aus C57 BL/6J x 129SV /]

eigene Auszucht

Limp-2-defizienter Stamm mit einem gemischten genetischen Hintergrund
Limp-2-/- | aus C 57 BL/6Jx 129 SV/J
(Gamp et al. [2003)

3.1.11 Software

Tabelle 3.12: Software

Bezeichnung Hersteller

Adobe Systems Inc.,
San Jose, CA, USA

Adobe Photoshop

Adobe Systems Inc.,

San Jose, CA, USA

DNASTAR Lasergene 8 | Lasergene, Madison, WI, USA
EndNoteX4 Thomson Reuters, Carlsbad, CA
FluoView 1000 ASW 3.0 | Olympus, Hamburg, D

Adobe Illustrator

Microsoft Corporation,

Redmond, WA, USA

Microsoft Excel
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3.1.12

Fortsetzung von Tabelle |3.12

Bezeichnung

Hersteller

Microsoft Powerpoint

Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA

Microsoft Word

Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA

Paint.Net http://www.getpaint.net/download.html
Plasmide

Tabelle 3.13: Plasmide
Name Resistenz | Herkunft
pBT3 C_mLimp-2 [WT Ampicillin | AG Schwake, Kiel
pPR3 N mD12 wt Ampicillin | AG Schwake, Kiel
pPR3 N mD12 A TMD Ampicillin | AG Schwake, Kiel
pPR3 N mD12 TMD KCNE4 | Ampicillin | AG Schwake, Kiel
pPR3 N mD12-ACT_ HA Ampicillin | eigene Herstellung
56 pFrog-mLimp-2-myc Ampicillin | AG Schwake, Kiel
pFrog-mLimp-2-HA Ampicillin | AG Schwake, Kiel
pFrog-mLimp-2{ERfRet-Myc Ampicillin | AG Schwake, Kiel
pFrog-mD12 HA Ampicillin | AG Schwake, Kiel
pFrog-mD12 A TMD HA Ampicillin | AG Schwake, Kiel
pFrog-mD12-TM E4 HA HA Ampicillin | eigene Herstellung
pFrog-mD12-ACT HA HA Ampicillin | eigene Herstellung
pFrog-mD12 AN26 HA Ampicillin | eigene Herstellung
pFrog-mD12-AELLG _HA HA Ampicillin | eigene Herstellung
pFrog-mD12-c_terminal myc Ampicillin | eigene Herstellung
pFrog-Chimeral HA Ampicillin | eigene Herstellung
pFrogChimera2 HA Ampicillin | eigene Herstellung
pFrog-hGosr2 HA Ampicillin | AG Schwake, Kiel
pciNeo-Lamp2a_myc Ampicillin | AG Blanz, Kiel
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Fortsetzung von Tabelle [3.13

Name

Resistenz

Herkunft

pFrog-hSec22b myc

Ampicillin

eigene Herstellung

pFrog-hUsel HA Ampicillin | eigene Herstellung
pcDNA3.1-tmem192 myc Ampicillin | AG Schroder, Kiel
peGFP Kanamycin | AG Schwake, Kiel
pFrog-mLimp-2 1156 D-myc Ampicillin | AG Schwake, Kiel

3.1.13 siRNA

Tabelle 3.14: verwendete siRNA

Bezeichnung

Hersteller

anti-hUSE1

Sigma Aldrich, Steinheim

anti-Limp-2

Sigma Aldrich, Steinheim

3.1.14 Klonierungsprimer

Tabelle 3.15: Klonierungsprimer fiir die Erstellung von Plasmiden

Name Sequenz(5¢-3¢)
CAGAGTGG
mD12-SFI-h
CCATTACGGCC
AGCGAGCGCTAGA
mD12-deltaCT-SFI-r
TACAGATCATGCTGATGAA
TGAATTCTTAGATAAA
mD12-deltaCT-EcoRI-reverse
CAGGATCATGCTGATGAACAC
TGAATTCTTATTTCAG
mD12-TM-E4-Ecorl-reverse
CCTGGGCATGATTCG
AGGATCCGCGCAGGC
mD12-BamHI-hin
GGAAGGAGCCTAT
AGGATCCTTTCAGCC
mD12-BamHI-rev
TGGGCATGATTCGGAT
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Fortsetzung von Tabelle [3.15
Name Sequenz(5¢-3¢)
AGGATCCCGCTGT
mD12-A-N26-BamHI-hin
GAGTCGATGGCGG
AGGATCCGGACGCCT
BamHI-hGosr2-hin
GGAGACGGCAGA
GCTTTCCAGGACAA
Fusionsprimer 1-h fiir Chimera 1
GTGGCTGCTGTGGGCCA
. ) TGGCCCACAGCAGCCACT
Fusionsprimer 1-r
TGTCCTGGAAAGC
GAATTCTTATTTCAGCCT
EcoRI-mD12-rev_ vers2
GGGCATGATTCGGATAAA
CAGAAGTCAGTGAA
Fusion Primer 2-h fiir Chimera_2
CTACTTTATGATAGGT
ACCTATCATAAAGTAGTTC
Fusions Primer 2-r
ACTGACTTCTG
TGAATTCTCATGTCAGGTA
EcoRI-hgosr2 rev
CTGCACCACGAGG
AGTGAGATG
Fusionsprimer_3-h fiir mD12-AELLG_HA
CGGAGTATGGAACCATCTGGA
TCCAGATGGTTCCATACTC
Fusionsprimer 3-r
CGCATCTCACT

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden
3.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wird fiir die Vermehrung bestimmter DNA}Abschnitte be-
notigt (Mullis et al. 1986). Hierfiir werden zwei Oligonukleotidprimer bestehend aus 15-25
Basen hergestellt, die den zu amplifizierenden DNA}FAbschnitt flankieren. Der forward-
oder hin-Primer bindet dabei den antisense[]DNA}Strang am Anfang des in 5°-3*-Richtung
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zu erstellenden Produktes, der reverse- oder riick-Primer an den sense-Strang der DNA]am
Ende des Produktes. Die eigentliche PCR}Reaktion besteht aus einer bestimmten Anzahl
immer gleich ablaufender Zyklen und findet in einem Thermocylcer statt, der es ermdoglicht
die Proben prizise in kurzer Zeit auf bestimmte Temperaturen zu erhitzen oder abzukiih-
len. Vor Beginn kommt es in einer initialen ldnger andauernden Denaturierungsphase zur
Trennung moglichst vieler  DNA}Strénge. Jeder Zyklus besteht nun aus drei Phasen. In
der Denaturierungsphase werden die synthetisierten DNA}Abschnitte tiber Erhitzung auf
95°C voneinander getrennt. In der Annealing-Phase kommt es bei 55-65°C zur Anlage-
rung der Primer an die jeweiligen [DNA}Abschnitte. Die hierfiir optimale Temperatur 14sst
sich aus der Schmelztemperatur der Primer, die bei beiden mdoglichst dhnlich sein soll-
te, berechnen. Fiir gute Ergebnisse sollte die Annealing-Temperatur 2-5°C unterhalb der
Schmelztemperatur liegen. In der Elongations-Phase lagert sich die hinzugegebene
Polymerase, hier wird meistens die Pfu-Polymerase verwendet, an die Primer an und sorgt
in 3’-5’-Richtung fiir eine Auffiillung der fehlenden Stringe mit freien Nukleotiden. Die
Dauer der Elongationsphase hingt von der Geschwindigkeit der jeweiligen Polymerase
und der Linge des zu amplifizierenden Abschnittes ab. Nach Abschluss von 25-40 Zy-

klen erfolgt noch eine terminale Elongation und darauffolgend die Herunterkiihlung des

Ansatzes.
Tabelle 3.16: Standard mit Protokoll
Substans Volumen | Temperatur | Zeit Wiederholung
[1]] [Cl [sec]
ddH,0O 30,5 95 300
dNTPfs 5 95 30 35-40
Primer-hin(10pM) | 2,5 55-60 30
Primer-riick(10pM) | 2,5 72 90
Template(0,1pg/ul) | 1 72 600
10xPfu-Puffer 5 10 o0
DMSO 2,5
Pfu-Polymerase 1

3.2.1.2 Klonierungs-PCR

Eine spezielle Form der stellt die Klonierungs{PCR] dar, die dazu dient eine

Sequenz zu amplifizieren und gleichzeitig an beiden Enden mit Schnittstellen fiir Restrik-
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tionsendonukleasen zu versehen. So kann das erzeugte [DNA}Fragment spéter in einen
Expressionsvektor kloniert werden. Hierfiir werden Primer verwendet, die vor oder nach
ihrer jeweiligen Annealing-Sequenz die Schnittstellen fiir das jeweilige Enzym besitzen.
Zuséatzlich wird je nach verwendetem Enzym noch eine bestimmte Basenanzahl vor der
Schnittstelle bendtigt. Diese Informationen konnen iiber die Website des Herstellers be-

zogen werden.

3.2.1.3 Fusions-PCR

Um Mutationen an bestimmter Stelle in der Sequenz einzufithren oder Chiméren aus
zwei Proteinen herzustellen, wird die Fusions{PCR] verwendet. Diese verlduft in zwei Ab-
schnitten, gezeigt am Beispiel der Erstellung der Deletionsmutante mD12-AELLG _HA
in Abb. Bl

Primer1-for Fusions-Primer-hin

— JE—
g
-— -~

Fusions-Primer-rev  Primer2-rev

4 N

Primer1-for
—_—

]
=
Primer2-rev

\/

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung einer Fusions zur Herstellung der Deletionsmu-
tante mD12-AELLG_HA. Schwarze Pfeile zeigen an, dass eine durchgefiihrt wurde.

[1] Es werden zwei Primer entworfen (forward bzw reverse), die 15 bis 20 Basenpaare
Uberlappung mit der Sequenz und die Mutation enthalten. In diesem Fall fehlt
die Basenpaarsequenz fiir die Aminosduren ELLG. Anschlieftend folgt ein mit der nach-
folgenden Sequenz iiberlappender Teil. Nun werden 2 parallele durchgefiihrt, die
einmal die Sequenz vom Anfang bis zur Deletion und von der Deletion bis zum Ende
der Sequenz amplifizieren. Diese beiden erzeugten [DNA}Fragmente iiberlappen sich

jeweils mit 20-25 Basenpaaren.

[2] Fiir die eigentliche Fusions werden nun diese beiden Fragmente als templa-
te verwendet mit den beiden Primern, die vor und hinter der zu deletierenden Sequenz
binden, so dass ein zusammenhéngendes [DNA}lFragment entsteht, das die Mutation
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enthilt. Wichtig hierfiir ist ein relativ langes Uberlappungsareal der beiden urspriing-

lichen DNA}Fragmente, so dass diese hybridisieren kénnen.

3.2.1.4 Agarosegelelektrophorese

Um [DNA}Abschnitte beziiglich ihrer Grofe aufzutrennen und weiterzuverarbeiten, wur-
de die Agarosegelelektrophorese verwendet. Hierfiir werden 1%-2%w /v Agarose in m-
Puffer aufgekocht und anschlieflend mit 1pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Nach dem Aus-
kiihlen der Fliissigkeit ensteht ein Gel, welches durch die in ihm enthaltene kleine Poren,
die durch die Agarose gebildet werden, in der Lage ist Nukleinsduren nach ihrer Grofe
aufzutrennen.

Um dies zu bewerkstelligen, wird die aufzureinigende DNA|mit 6x Ladepuffer versetzt und
in eine der vorher angelegten Geltaschen gegeben. Nun wird eine Spannung angelegt, die
die negativ-geladene in Richtung der Kathode laufen ldsst. Die Geschwindigkeit ist
abhéingig von der Groke der Spannung und der Grofe der einzelnen [DNA}Fragmente. Je
kiirzer das Fragment, desto hoher ist die Laufstrecke je Zeit. Um einen genaueren Uber-
blick iiber die Grofen zu bekommen, kann parallel ein Marker laufen, der [DNA}Stiicke
definierter Linge besitzt.

Nun werden die Fragmente unter UV-Licht analysiert, da in diesem Wellenbereich das
Ethidiumbromid, das in die interkaliert, sichtbar gemacht werden kann. Zur Wei-
terverarbeitung werden die gewiinschten Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten und mit

dem High Pure Purification Kit nach Herstelleranweisungen gewonnen.

3.2.1.5 Restriktionsverdau

Um nun das gewonnene [DNA}Fragment in einen Expressionsvektor klonieren oder die
erfolgte Klonierung iiberpriifen zu kénnen, bedient man sich spezieller, aus Bakterien
gewonnener Restriktionsenzyme.

Diese erkennen, wenn es sich um sogenannte TyplI-Restriktionsendonukleasen handelt,
bestimmte palindromische [DNA}Sequenzen und schneiden als Endonukleasen die
so, dass entweder iiberhdngende (sticky) oder glatte (blunt) Enden (FEnds) entstehen.
Nach Aufreinigung aus dem Agarosegel werden fiir einen sogenannten Doppelverdau nach
Herstellerangaben 43pl oder 1-2pg des DNA}Fragments mit bestimmten Mengen der zwei
Restriktionsenzyme und einem Puffer, der beiden Enzymen gute Bedingungen verschafft,
versetzt. Nun wird der Ansatz zwei bis zwolf Stunden bei einer bestimmten fiir die Enzyme
optimalen Temperatur im Thermocycler platziert und anschliefend noch einmal iiber ein

Agarosegel aufgereinigt.
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3.2.1.6 Dephosphorylierung

Da die Selbstligation zirkuldrer in Plasmiden, die ein effektives Einfiigen der klo-
nierten Produkte verhindern wiirde, unerwiinscht ist, muss ein Expressionsvektor nach
Ende des Restriktionsverdaus dephosphoryliert werden. Dies geschieht iiber die Zugabe
einer modifizierten alkalischen Phosphatase (Fast-AP) fir 15 Min bei 37°C.

3.2.1.7 Ligation

Das Einfiigen der verdauten [DNA}Fragmente in den von Restriktionsenzymen geschnit-
tenen und dephosphorylierten Vektor geschieht durch Vermittlung einer T4{DNA} Ligase
(Fermentas). Hierfiir werden 7pl des Fragments, 1pl des Vektors, 1ul Puffer und
1pl T4{DNAlLigase zusammengegeben. Im Kontrollansatz verwendet man anstatt des
[DNA}lFragmentes HoOF. Hieriiber kann die Religationseigenschaft des Vektors tiberpriift
werden. Der Ligasepuffer stellt hierbei unter anderem das fiir die Verkniipfung der 3‘-
Enden mit den 5-Enden der benotigte bereit. Die Ligation wird nun nach 2h
bei Raumtemperatur oder nach 12h bei 17°C durch Erhitzen auf 65°C deaktiviert.

3.2.1.8 Elektroporation

Mit der Elektroporation ist es moglich bestimmte, elektrokompetente Stimme von E.coli,
XL1Blue, Plasmide aufnehmen zu lassen, die anschliefsend vermehrt und gewonnen wer-
den kénnen.

Fiir einen Ansatz werden 50ul vorgefertigter Bakterienlosung von -80°C aufgetaut. Da-
nach werden 1nl des zu vermehrenden Plasmids hinzugegeben und die Bakterien in eine
Elektroporationskiivette pipettiert. Darauthin wird der Ansatz bei 2,5kV Spannung im
GenePulser(400Q2 Widerstand, 25pF Kapazitit) elektroporiert und moglichst schnell in
ImL 37°C warmes LB} Medium iberfiihrt. Dort erfolgt eine Inkubation fiir 30 Min und
anschlieflende Zentrifugation bei 300 fiir 5 Min. Nach Abnahme des Uberstands und
Resuspension in 100pl wird die Bakteriensuspension steril auf einer mit einem Selektions-
antibiotikum versehenen [LBlAgarplatte ausplattiert. Auf dem transformierten Plasmid
befindet sich eine Genkassette mit dem Resistenzmechanismus fiir das jeweilige Antibio-
tikum. So kann gewéhrleistet werden, dass nur Bakterien auf der Platte wachsen, die das
Plasmid aufgenommen haben. Inkubation erfolgt fiir 12h bei 37°C, Lagerung bei 4°C.
Erfolgreiches Wachstum ist an der Bildung von Kolonien auf der Platte sichtbar, wovon

jede einzelne aus einem einzelnen transformierten Bakterium hervorgegangen sein sollte.
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3.2.1.9 Vermehrung und Aufreinigung von Plasmiden

Die Basis fiir die Vermehrung der Plasmide sind einzelne Kolonien, die auf den Agarplat-
ten gewachsen sind und die monoklonal sein sollten. Fiir die massenhafte, monoklonale
Vermehrung eines Plasmids werden einzelne Kolonien mit einem durch Hitze sterilisier-
ten Zahnstocher gepickt und in 3ml antibiotikumhaltiges [LB} Medium iiberfiihrt und tiber
Nacht bei 37°C im Horizontalschiittler inkubiert.

Retransformationen von Plasmiden, die bereits sequenziert worden waren, werden fiir das
Wachstum in 200ml[LBFMedium gegeben, um die Ausbeute zu erhthen. Die Aufreinigung
der reinen Plasmide erfolgt mit dem Plasmid Miniprep Kit bei kleinen Mengen, mit dem
PureYield Plasmid Midiprep System nach Herstellerangaben. Die Konzentrationsbestim-

mung wird nachfolgend beschrieben.

3.2.1.10 Konzentrationsbestimmung von DNA

Um die Konzentration und Reinheit von zu messen, macht man sich zu Nutze, dass
doppelstriangige ein Licht-Absorptionsmaximum bei 260nm Wellenldnge besitzt. Als
Extinktion E wird die Absorptivitit eines Materials bei einer bestimmten Wellenlinge be-
zeichnet, die proportional zur Konzentration ist. Uber die Extinktionsmessung bei 260nm
im 96-Loch-Mikrotiterplattenleser Gen5 kann nun die Konzentration der aufgereinigten
bestimmt werden. Proteine absorbieren maximal bei 280nm, so dass der Quoti-
ent aus beiden Werten als Maf fiir die Reinheit der Probe gewertet werden kann. Hierbei

werden Proben in denen der Quotient Eagg/Fago > 1,8 ist, als ausreichend rein angesehen.

3.2.1.11 Sequenzierung von Plasmiden

Zur Uberpriifung der Sequenz der hergestellten Plasmide werden diese extern bei der Fir-
ma GATC in Konstanz sequenziert. Hierfiir werden die Proben nach Herstellerangaben
auf eine Konzentration von 0,1pg/ul eingestellt und mit zwei maximal 600 Basen vonein-
ander entfernt bindenden Sequenzierprimern eingeschickt. Die Sequenzierung erfolgt iiber
die Kettenabbruchmethode nach Sanger. Das Ergebnis kann im Internet eingesehen und
anschlieflend mit der SegMan-Software von [DNA}Star ausgewertet werden.

3.2.2 Zellbiologische Methoden
3.2.2.1 Kultivation von Zellen

Alle verwendeten Zelllinien werden als adhédrente Zellen in 10cm Schalen bei 37°C im
Brutschrank in mit 5% CO2 gesittigter Wasserdampfatmosphére gelagert. Das Zellkul-
turmedium fiir die Haltung der Zellen besteht aus DMEM High Glucose, das mit 10%
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fetalem Kéilberserum zur Bereitstellung von Wachstumsfaktoren angereichert wird. Zur
Vermeidung von Bakterienbesiedlung werden dem Medium aufserdem Antibiotika in Form
von 100U /ml Penicillin und 0,1mg/ml Streptomycin beigefiigt. Fiir jede 10cm Schale wer-
den 10ml Medium verwendet.

Alle Arbeiten werden unter der Sterilbank mit entweder steril verpackten oder autokla-
vierten Materialien durchgefiihrt. Nach jeder Benutzung wird der Arbeitsplatz griindlich
mit Pursept-A desinfiziert.

Die Lagerung der Medien erfolgt bei 4°C.

3.2.2.2 Zellpassagierung

Die Zellen werden bei einer Konfluenz von 80-100% passagiert, solange sie nicht ander-
weitig verwendet werden. Hierfiir wird das alte Medium mit einer sterilen Glaspipette
abgesaugt und die Zellen werden zweimal vorsichtig mit sterilem [PBS] das bei Raum-
temperatur gelagert wird, gewaschen. Anschliefsend wird pro 10cm Schale 1ml einer bei
4°C gelagerten Losung hinzugegeben, die Trypsin (0,5mg/ml) und EDTA (0,22mg/ml) in
enthélt. Nun wird die Schale bei 37°C fiir etwa 10min inkubiert, so dass die Zellen
durch die Wirkung des Trypsins ihre Adhérenz verlieren. Die Reaktion wird durch Zugabe
von 4ml Zellkulturmedium gestoppt. Anschlieftend werden die 5ml Gesamtvolumen in ein
156ml Falcon-Rohrchen iiberfithrt und fiir 5min bei Raumtemperatur mit 230g zentrifu-
giert. Daraufhin wird der Uberstand abgenommen und die Zellen werden in 5-10ml neuem
Medium resuspendiert. Normalerweise werden fiir die Weiterhaltung der Zellen hiervon
10% in eine neue 10cm Schale iiberfithrt und mit frischem Zellkulturmedium auf 10ml

aufgefiillt.

3.2.2.3 Transiente Transfektion von Zellen

Das Verfahren, mit dem fremde oder in eukaryotische Zellen iiber chemische,
also nicht virale Vermittlung, eingebracht wird, bezeichnet man als Transfektion. Hier-
bei bildet das verwendete Transfektionsreagenz FuGene polykationische Polymerkomplexe
mit der die von den Zellen aufgenommen werden. Die Transfektion von Zellen wird
bei nach Verwendung der Zellen unterschiedlichen Konfluenzen durchgefiihrt.

20 Minuten vor der Transfektion werden pro Ansatz fiir jede 10cm Schale 31g Plasmid-
und 9ul FuGene HD zu 100pl reinem DMEM High Glucose Medium gegeben und
vermischt. Fiir 6cm Schalen werden 2pg fiir 6-Well-Schalen 1pg verwendet.
Anschliefend wird das Gemisch auf die Zellen pipettiert. Das Medium kann nach etwa
4 Stunden gewechselt werden, da ab hier die Aufnahme der Plasmide in die Zelle er-

folgt sein sollte. Nach einer Inkubationszeit von 24-48h im Brutschrank konnen die Zellen
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weiterverarbeitet werden.

3.2.2.4 siRNA Behandlung der Zellen

Fiir die Versuche mit SIRNA] werden HeLa-Zellen im 1:10 Verhéltnis von 10cm auf 6cm
Schalen ausplattiert. Am néchsten Tag werden sie mit [sIRNA]transfiziert, so dass von jeder
der drei kiuflich erworbenen anti-hUse_1451RNA|6,67pl verwendet werden. Diese 20p1[siR-]
werden zu 100pl DMEM High Glucose hinzugegeben. Als Transfektionsreagenz dient
hier Lipofectamine, das die in Liposomen aufnimmt, die mit der Plasmamembran
der Zellen fusionieren konnen. Fiir 20pl werden 20nl Lipofectamine verwendet.

Der Ansatz wird bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten inkubiert und dann vorsichtig auf
die Zellen gegeben. Im Falle der hier verwendeten wurden die Zellen nach 4 Tagen

weiter verarbeitet.

3.2.2.5 Zellernte

Um Expressionsanalysen oder Immunprézipitationen durchfiihren zu kénnen, miissen Zell-
lysate aus den kultivierten Zellen hergestellt werden.

Hierfiir werden zur Inhibition der in der Zelle ablaufenden Vorginge die Kulturschalen
zuerst 5 Min auf Eis gestellt. Dann werden die Zellen zweimal mit eiskaltem ge-
waschen. Nach Zugabe von 1ml eiskaltem das mit dem Proteaseinhibitor complete
versetzt ist, werden die Zellen mit einem Zellschaber von der Platte abgekratzt. Die Sus-
pension wir fiir 10 Minuten bei 4°C mit 300 zentrifugiert und der Uberstand danach

abgenommen. So konnen die Zellen bei -20°C eingefroren oder weiterverarbeitet werden.

3.2.2.6 Zellfixierung

Fiir die Immunfluoreszenzen werden die Zellen auf Deckgldschen in 6-Well-Platten aus-
plattiert und gegebenenfalls transfiziert. Die Transfektion wird aufgrund der besseren
Ubersichtlichkeit bei einer Konfluenz von 30-50% durchgefiihrt.

24-48h nach der Transfektion wird das Medium abgenommen und die Zellen werden zwei-
mal mit gewaschen.

Daraufhin wird eine Fixierung mit 4%PFA durchgefiihrt. Hierbei kommt es zu einer
Quervernetzung der Proteine iiber das[PFA] Je 1ml dieser Losung wird pro 6-Well verwen-
det. Nach 20 Minuten Inkubationszeit wird die Losung abgesaugt und die Deckgldschen
werden dreimal mit [PBS| gewaschen. Jetzt konnen die Zellen bei 4°C gelagert oder weiter

verarbeitet werden.
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3.2.2.7 Zelllysatherstellung

Nach der Zelllernte wird das Zellpellet zur Zelllysatherstellung in 50-200pl Lysispuffer
aufgenommen und resuspendiert. Anschliefend wird die Zelllyse per Ultraschall bei 4°C
durchgefiihrt, wobei zuerst 30 Sekunden mit maximaler Intensitit sonifiziert, eine Stunde
gewartet und dann nochmals sonifiziert wird. Anschlieftend werden die Zellltriimmer fiir
10 Minuten bei 4°C mit 14000 zentrifugiert. Der Uberstand enthilt die Proteinbe-
standteile der Zelle und wird als Totallysat bezeichnet.

3.2.2.8 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgt mittels des BCA Protein Assay Kits nach
der BCA-Methode, bei der Bicinchoninsédure als Reagenz bei einer modifizierten Biuret-
Methode eingesetzt wird.

10pl der 1:10 verdiinnten Proben werden in Doppelwerten in zwei Wells einer 96-Well-
Platte gegeben. Auferdem wird ein Proteinstandard auf [BSA}Basis zur Erstellung der
Eichkurve in Doppelwerten pipettiert. Anschliefend werden in jedes Well 200ul des BCA-
Reagenz gegeben und die Platte fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit kommt
es zu einer Farbreaktion, die in ihrer Ausprdgung von der Proteinkonzentration abhéngig
ist.

Die Auswertung erfolgt im 96-Loch-Mikrotiterplattenleser {iber eine Extinktionsmessung
bei 562nm. Die von der Firma bereitgestellte Software ermé&glicht es aus der Standardreihe
per linearer Regression eine Eichgerade zu erstellen, anhand derer die Proteinkonzentra-

tion der Proben bestimmt werden kann.

3.2.2.9 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

[SDS}PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Um die
Proben fiir die Beladung des Gels vorzubereiten, werden sie mit 5x Probenauftragspuffer
versetzt und fiir 20 Minuten bei 60°C erhitzt und somit denaturiert. Der Probenauftrags-
puffer enthdlt DTT um die Disulfidbriicken der Proteine zu reduzieren, so dass es zum
Verlust der Sekundér- und Tertidrstrukturen kommt. Das [SDS| dient der Maskierung der
Eigenladung der Proteine.

Wiéhrenddessen werden die Gele je nach gewiinschtem Auftrennungsverhalten selbst ge-
gossen. Fiir die meisten Analysen wird ein 12,5%iges Polyacrylamidgel verwendet. Das
Polyacrylamid bildet nach dem Auskristallisieren kleine Poren, in denen die Laufgeschwin-
digkeit je nach Molekulargewicht des Proteins unterschiedlich ist.

Dann werden die Gele in die [SDSIPAGE-Kammer eingesetzt und die Kammer mit Lauf-
puffer gefiillt. Anschliefsend werden die Proben in die Sammelgeltaschen pipettiert und
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eine Spannung von 100-150V angelegt. Um die Auftrennung zu kontrollieren und recht-
zeitig stoppen zu kénnen wird immer auch ein Marker pipettiert, Page Ruler Prestained
Plus.

Anschliefsend werden die Proteine mit einem Westernblotverfahren auf eine Nitrocellulose-

Membran transferiert.

3.2.2.10 Membranpraparation

Fiir die Analyse der Membranverankerung von Proteinen wird aus Zelllysaten eine Mem-
branpraparation durchgefiihrt.

Nach der Zelllysatherstellung in 300l Complete-haltigem werden 50pl der Suspen-
sionslésung mit 1% Triton X versetzt, erneut sonifziert und als bezeich-
net. Die restlichen 250l werden fiir 10 Minuten bei 4°C mit 3000rpm)| zentrifugiert. Vom
Uberstand werden 50pl abgenommen, mit 1% Triton X versetzt, sonifiziert und als
nukleiirer Uberstand| (PN)) weiterverarbeitet. Die verbliebenen 200yl werden nun in einer
Ultrazentrifuge mit 50000 bei 4°C fiir 1h zentrifugiert. Der Uberstand enthilt die
16sliche jzytosolische Fraktion| , die nach Zugabe 1% Triton X weiterverwendet wird.
Das bei der Ultrazentrifugation entstandene Pellet enthilt die [Membranfraktion| (ME)),

die in 50pl Lysispuffer aufgenommen und sonifiziert wird.

Anschliefend wird in allen Fraktionen eine Proteinkonzentrationsbestimmung durchge-
fithrt und gleiche Proteinmengen werden auf ein SDSFPAGE-Gel aufgetragen und analy-

siert.

3.2.2.11 Tritosomenpriparation

Tritosomen sind Lysosomen aus mit TritonWR1339 behandelten M&usen, deren Inhalt je-
doch ansonsten im Wesentlichen mit dem unbehandelter Lysosomen iibereinstimmt (Gers-
ten, Kimmerer und Bosmann, [1974)). Fiir die Praparation injiziert man Mausen 3-4 Tage
vor der Priparation 4pul 17% Tyloxapol/Gramm Koérpergewicht intraperitonal. Am Tag
der Praparation werden die Mause mit Ether betdubt, dekapitiert und die Leber wird pra-
pariert. Daraufhin wird die Leber in 5ml 0,25M eiskalter Sucrose homogenisiert und fiir
10 Minuten bei 4°C mit 230 zentrifugiert. Der Uberstand (=E1) wird abgenommen,
das Pellet in 3,5ml Sucrose rehomogenisiert, ein erneuter Zentrifugationsschritt durchge-
fiihrt und die beiden Uberstéinde werden zusammengefiihrt (E=E1+E2). E wird nun mit
0,25M Sucrose auf 9ml gebracht und bei 4°C fiir 7 Minuten mit 24500rpm]| im Vakuum
zentrifugiert.

Der Uberstand wird abgenommen und das Pellet wird mit einem Glasstab in 8,5ml 0,25M
Sucrose resuspendiert und erneut bei 4°C fiir 7 Minuten mit 24500rpm| unter Vakuumver-
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schluss zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen. Im Pellet befinden sich jetzt nur
noch Mitochondrien und Lysosomen. Zur Trennung beider wird eine isopyknische Dichte-
gradientenzentrifugation in einem Gradienten aus unterschiedlich dichten Sucroselésungen
durchgefiihrt. Hierfiir wird das Pellet zunéchst in p 1.21 Sucrose-Loésung resuspendiert, so
dass ein Endvolumen von 3ml ensteht. Daraufhin werden vorsichtig die néchste Schicht
bestehend aus 3ml p 1.15 Sucrose-Losung und die ndchste Schicht bestehend aus 3ml 1.14
Sucroseldsung mit einer 1000ml Pipette aufgeschichtet. Als letztes folgen 1,5ml der p 1.06
Sucroselosung. Dieser Dichtegradient wird nun unter Vakuumverschluss bei 4°C fiir 150
Minuten mit 25.500rpm]| zentrifugiert.

Nachher finden sich die Tritosomen in der Interphase der obersten und der nichstfolgen-
den Schicht und koénnen vorsichtig abgenommen und im Westernblot weiter untersucht
werden.

Mit dieser Methode lésst sich eine starke Anreicherung lysosomaler Proteine fiir die De-

tektion aber auch fiir proteomische Auswertungen erreichen.

3.2.2.12 Oberflachenbiotinylierung

Um die Proteine, die sich zu einem gegebenen Zeitpunkt an der Zelloberfliche befinden
analysieren zu konnen, wendet man unter anderem die Methode der Oberflichenbiotiny-
lierung an.

Hierfiir werden Zellen, die vorher auf 10cm Schalen ausplattiert und gegebenenfalls trans-
fiziert worden waren, zuerst fiir 5 Minuten auf Eis gestellt um Endozytosevorginge zu
stoppen. Dann werden pro 10cm Schale 5ml Biotinlosung auf die Zellen gegeben. Kontroll-
schalen werden nur mit [PBSFCM behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
auf Eis wird die Biotinlésung durch Quenchingpuffer ersetzt, der iiberschiissige Biotinmo-
lekiile absattigt. Nach erneuter Inkubation fiir 10 Minuten werden die Zellen dreimal mit
[PBSFCM gewaschen. Anschliefend werden Zellernte und Zelllyse wie oben beschrieben
durchgefiihrt. 10% des Lysats werden als Totallysat beiseite gestellt.

Aus den restlichen 90% Lysat soll die biotinylierte Oberflichenfraktion gewonnen werden.
Dies geschieht iiber Préazipitation mit Hilfe von Streptavidin gekoppelter Sepharosebeads.
Pro Ansatz werden 50ul Beads verwendet. Das Lysat wird auf die dreimal mit Biotiny-
lierungspuffer gewaschenen Beads gegeben und fiir 60 Minuten im Uberkopfschiittler bei
Raumtemperatur inkubiert.

Darauf folgen 5 Waschschritte mit 5 Minuten Inkubation im Uberkopfschiittler, Zentrifu-
gation der Beads bei 200 Abnahme des Uberstands und Zugabe von 400yl Biotiny-
lierungspuffer. Nach dem letzten Waschschritt werden die Beads mit 50ul 1x Probenauf-
tragspuffer bei 60°C fiir 20 Minuten aufgekocht und kénnen dann auf ein [SDSIPAGE-Gel

aufgetragen werden.
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3.2.2.13 EndoH-/ und PNGaseF-Verdau

Endo-N-acetyl-B-glucosaminidase H- (EndoH}) und Peptide-N4-(N-acetyl-B-glucosaminyl)-
asparagineamidase- (PNGaseF}) Verdau werden zur Analyse von Glykosylierungen durch-
gefiihrt. Glykosylierungen sind posttranslationale Modifikationen, bei denen Zuckerreste
an Asparagin-, Threonin, Tyrosin oder Serin-Seitenketten angefiigt werden.

Zur Analyse muss zuerst ein Zelllysat mit mdglichst hoher Proteinkonzentration gewon-
nen werden. 40ug Protein werden entweder mit EndoH-Puffer oder mit PNGase-Puffer
1 versetzt und fiir 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Die Menge an Puffer wird so gewihlt,
dass nach Zugabe aller verwendeten Puffer eine Endproteinkonzentration von 1-2pg/nl
besteht.

Nach Abkiihlung der Probe wird fiir den PNGase-Verdau PNGase-Puffer 2 in gleicher
Menge wie PNGase-Puffer 1 hinzugegeben. Anschlieftend werden 1-2ul der jeweiligen En-
zyme in die Ansdtze pipettiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wird
die Reaktion durch Zugabe von 5x Probenauftragspuffer und Erhitzen auf 60°C fiir 20
Minuten gestoppt.

3.2.3 Hefe-System
3.2.3.1 Funktionsweise des Split- Ubiquitin Yeast-Two-Hybrid-Systems

Mit Hilfe des Split- Ubiquitin- Yeast- Two-Hybrid-Systems ist es in einem Screening-Ansatz
moglich fiir ein Zielprotein viele mogliche Interaktionspartner herauszufinden. Im Ge-
gensatz zu dem traditionellen Yeast- Two-Hybrid-System kénnen hier auch Interaktionen,
die auferhalb des Zellkernes und vor allem zwischen zwei Membranproteinen stattfinden,
beschrieben werden (Thaminy, Miller und Stagljar, [2004)).

Hierfiir wird das n-terminale Ende des zu untersuchenden Proteins, auch bait genannt,
mit der c-terminalen Hélfte von Ubiquitin, Cub, fusioniert. Zusétzlich befindet sich am n-
terminalen Ende des bait-Proteins der Transkriptionsfaktor LexA und das Protein Vpl6,
das aus den Herpex-Simplex-Viren stammt und die RNA}Polymerase aktivieren kann.
Am potentiellen Interaktor, dem prey-Protein, das in einem screening-Ansatz auch eine
gesamte Bibliothek von Proteinen sein kann, befindet sich die n-terminale Hélfte von
Ubiquitin, Nub. Kommt es nun zu einer Anndherung und Wechselwirkung von bait und
prey, so verbinden sich beide Teile des Ubiquitins und kénnen von ubiquitin-spezifischen
Proteasen(USPs) erkannt und geschnitten werden. Daraufhin translozieren LexA und
Vpl6 in den Zellkern und aktivieren Gene, die es den Hefen mit den interagierenden
Konstrukten ermoglichen, auf Histidin-freiem Medium zu wachsen. In einem Screening-
Ansatz mit Hilfe einer JDNA}Datenbank kénnen nun gewachsene Kolonien ,gepickt* und
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Abbildung 3.2: Modell des Split- Ubiquitin- Yeast- Two- Hybrid-Systems. Abbildung aus (Oelbe,

2013)

die darin enthaltenen putativen Interaktionspartner mit Hilfe der [DNA}Sequenzierung

analysiert werden.

3.2.3.2 Herstellung kompetenter Hefestimme

Aus einem bei -80°C gelagerten Hefezellaliquot werden 50pl der Hefe mit einer sterilen

Pipettenspitze entnommen und auf einer [Yeast Extract Peptone Dextrose plus Adenine]
medium| (YPAD)-Platte ausgestrichen. Daraufhin erfolgt eine zweitéigige Inkubation bei
30°C bis Kolonien sichtbar werden.

Eine dieser Kolonien wird mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und fiir die Animpfung

einer Kultur in einem mit fliissigem [YPAD}Medium gefiillten Erlenmeyerkolben verwen-
det, die iiber Nacht bei 30°C im Horizontalschiittler belassen wird.

Am néchsten Tag wird zur Wachstumsiiberpriifung die optische Dichte der Kultur iiber
die Extinktion bei 600nm im Vergleich zu unbeimpftem Medium bestimmt 00). Dann
wird das Volumen bestimmt, das bendtigt wird um 100ml Medium mit einer [ODkg von
0,4 zu versehen (bendtigtes Volumen= (100ml*0,4)/(bestimmte [ODkq).

Nach Herstellung dieser 100ml umfassenden Kultur werden die Hefen 2-4h bei 30°C in-
kubiert bis sie eine [ODkgy von 0,6-0,8 erreicht haben. Daraufhin werden zweimal 50ml
in dasselbe Sarstedt-Rohrchen umgefiillt und mit 3200rpm| und 4°C fiir 2 Minuten zen-
trifugiert. AnschlieRend wird der Uberstand verworfen und das Pellet in 10ml
resuspendiert, erneut zentrifugiert und der Uberstand wiederum abgenommen.

Nun erfolgt die Aufnahme des Pellets in 10ml LiSorb-Puffer, erneute Zentrifugation und
Uberstandsverwerfung. Jetzt wird das Pellet in 600ul LiSorb-Puffer aufgenommen. Dazu
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werden 600pl denaturierte Lachs-Sperma/DNA] pipettiert, die vorher 10 Minuten bei 95°C
erhitzt und danach auf Eis gelagert wurde.
Diese Suspension wird nun in 50pl Aliquots aufgeteilt, mit fliissigem Stickstoff schockge-

froren und kann bei -80°C gelagert werden.

3.2.3.3 Transformation der Hefen

Kompetente Hefezellen werden von -80°C aufgetaut. Zu je 50pl werden 300ul LiPEG
und 2pl des zu transformierenden Plasmides pipettiert. Es folgt eine Inkubation fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur. Zur besseren Aufnahme des Plasmids werden die Hefen fiir
15 Minuten im Wasserbad bei 42°C gelagert. Anschliefend werden die Proben mit 3000rpm]
fiir 1 Minute zentrifugiert und der Uberstand wird abgenommen. Das Hefe-Pellet wird
in 75pl resuspendiert und die Hefen werden auf [SC}Platten (synthetic complete
media), die bestimmte Aminosduren nicht enthalten, ausgestrichen. Jedes der Plasmide
enthélt Gene, die es der Hefe ermoglichen auf diesen Selektionsplatten zu wachsen.
Wachstum erfolgt bei 30°C fiir 2-3 Tage. Anschlieffend kénnen, wie oben beschrieben, 50pl
Aliquots hergestellt werden, die bei -80°C gelagert werden konnen.

3.2.3.4 Ausplattieren der Hefen zur Interaktionstestung und Verdiinnungs-

reihe

Hefen, die mit beiden auf Interaktion zu testenden Plasmiden transformiert sind, bait
und prey, wachsen in Kolonien auf SC-Leu/Trp-Platten, die kein Leucin und Tryptophan
enthalten. Hiervon wird je eine Kolonie mit einer Pipettenspitze gepickt und iiber Nacht
fiir eine Vorkultur bei 30°C in fliissiges SC-Leu/Trp-Medium gegeben.

Am nichsten Morgen wird die ODgy von jeder Probe bestimmt und errechnet wieviel
entnommen werden muss um die gleiche Anzahl an Hefen in 1ml zu erhalten
(Menge an Hefen in ul = 1000/ODgqp). Von dieser unverdiinnten Ausgangslosung werden
Verdiinnungen hergestellt mit 1:10, 1:100 und 1:1000.

Mit Hilfe einer Schablone werden dann je 4pl jeder Verdiinnungsstufe auf die Selektions-
platten pipettiert und nach 2-3 Tagen Wachstum bei 30°C in einem Flachbett-Scanner

eingescannt.

3.2.4 Immunologische Methoden
3.2.4.1 Western Blot (WB)

Nach Durchfiihrung einer werden die aufgetrennten Proteine zur weiteren

Analyse auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Dieses Verfahren wird als Western
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Blot bezeichnet. Hierbei werden die Proteine durch ein senkrecht zum Gel gerichtetes
elektrisches Feld auf die Membran {iberfiihrt, an der sie aufgrund hydrophober Wechsel-
wirkungen haften bleiben. Zwei Methoden werden verwendet, das Semidry-Blot- und das
Tank-Blot-Verfahren. Anschliefend sind die Proteine auf der Membran der Immundetek-

tion zugangig.

3.2.4.2 Semi-Dry-Blot

Pro [SDS-PAGE}Gel werden 4 Whatman-Papiere und eine Nitrocellulose-Membran auf
die Groke des Polyacrylamidgels zugeschnitten und in Transferpuffer getrankt. Anschlie-
fsend werden 2 Whatman-Papiere auf die Semi-Dry-Blot-Apparatur gelegt und darauf die
Nitrocellulose-Membran. Das Gel wird nun auf der Membran platziert und mittels eines
Blotting Rollers von Luftblasen befreit. Das Auflegen 2 weiterer Whatman-Papiere kom-
plettiert die Schichtung. Nun wird die Apparatur verschlossen und eine Spannung von
20V fiir 60 Minuten angelegt.

3.2.4.3 Tank Blot

Bei der Tank-Blot Methode findet das Blotten in einer mit Transferpuffer gefiillten Kam-
mer bei 4°C unter stindigem Umriihren des Puffers statt. Weitere Kiihlung wird durch
die Verwendung eines Kiihlelementes erreicht. Ansonsten erfolgt der Zusammenbau des
Membran-Gel-Paketes gleich, aufler dass die dufierste Schicht des Whatman-Papiers durch
Schwimme ersetzt wird. Der Transfer wird entweder mit 100V fiir 60 Minuten, mit 0,8
A fiir 120 Minuten oder mit 20 V iiber Nacht durchgefiihrt. Im letzteren Fall wird am

nichsten Morgen noch einmal 70V Spannung fiir 30 Minuten angelegt.

3.2.4.4 Proteindetektion

Die Immundetektion dient der Darstellung bestimmter, auf der Nitrocellulosemembran
gebundener Proteine. Um unspezifische Bindungen des Antikoérpers zu vermeiden wird
die Membran auf einem Horizontalschiittler fiir 60 Minuten mit einer Losung aus 5%
Milchpulver in TBS/T (Blotto) blockiert.

Danach erfolgt die Inkubation mit dem Primarantikérper in gewiinschter Konzentration in
Blotto in einem 50ml Sarstedt-Rohrchen fiir 1h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei
4°C. Anschliefend wird die Membran je dreimal 10 Minuten in TBS/T gewaschen. Die
Inkubation im [HRP}gekoppeltem Sekundérantikorper (horseradish peroxidase = Meer-
rettichperoxidase), der an den jeweiligen Priméarantikérper bindet, geschieht fiir 1h bei
Raumtemperatur. Anschliefsend erfolgen 5 Waschschritte fiir 10 Minuten bei Raumtem-
peratur mit TBS/T.
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Durch Zugabe von ECL Advanced wird die katalysierte Chemilumineszenzreaktion
gestartet.
Die Auswertung erfolgt mit einer Chemolumineszenzkamera (LAS-4000 mini) und Soft-

ware des Herstellers.

3.2.4.5 Koimmunpréizipitation

Die Koimmunprézipitation dient dem Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen. Zuerst
wird ein Lysat je einer 10cm Schale der transfizierten Zellen in EBC-Puffer erstellt und
eine Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefiihrt. Dann werden, soweit nicht anders
beschrieben, 500pg Protein mit EBC-Puffer auf ein Volumen von 500pl aufgefiillt und 1pl
des prazipitierenden Antikorpers hinzugefiigt. Danach werden die Proben bei 4°C iiber
Nacht im Uberkopfschiittler inkubiert. Parallel dazu werden pro Probe 50pl der Protein
G gekoppelten Sepharose-Beads mit 3% Losung blockiert.

Am néchsten Tag werden die Proben auf die Beads gegeben und bei Raumtemperatur fiir
30 Minuten im Uberkopfschiittler vermischt. Hier kommt es zur Bindung des Protein G
an den Fe-Teil des Antikorpers.

Daraufhin werden 5 Waschschritte durchgefiihrt, bestehend aus Zentrifugation der Beads
bei 4°C mit 700 fiir 2 Minuten, vorsichtiger Abnahme des Uberstands mit einer
diinnen Kaniile, Hinzugabe von 4001l EBC-Puffer und Uber-Kopf-Schiitteln fiir 5 Minuten
bei 4°C. Nach dem letzten Waschschritt werden 50pul 1x Probenauftragspuffer auf die
Beads gegeben und diese bei 60°C fiir 20 Minuten erhitzt.

3.2.5 Mikroskopische Methoden

3.2.5.1 Immunfluoreszenz

Bei der Immunfluoreszenz werden Strukturen in der Zelle zuerst von einem Priméran-
tikorper gebunden. Anschliefsend wird dieser wiederum von einem Sekundarantikorper
erkannt, der an ein Fluophor gekoppelt ist, das bei geeigneter Anregung mit einer be-
stimmten Wellenldnge Licht einer anderen Wellenldnge emittiert, welches dann detektiert
wird.

Zu Anfang werden die Zellen, die vorher fixiert worden sind, 5 Minuten mit 0,2% Saponin
in permeabilisiert, so dass die Antikérper in das Zellinnere gelangen konnen.

Dann werden im néchsten Schritt freie Aldehydgruppen mit 0,12% Glycin in 0,2% Sa-
ponin /[PBS| fiir 10 Minuten abgeséttigt. Anschliefend folgt ein Waschschritt mit 0,2%
Saponin /[PBS]

Daraufhin werden die Zellen fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 10% FCS in 0,2%
Saponin zur Verhinderung unspezifischer Bindung der Antikorper blockiert.
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Die weiteren Schritte werden in einer mit feuchten Cellophantiichern ausgelegten, dunklen
Kammer durchgefiihrt. Vorher wird der Priméarantikorper in gewiinschter Konzentration
in 10% FCS in 0,2% Saponin/[PBS| vorgelegt. Dann werden 50pl der Antikorperldsung
pro Deckglas auf Parafilm pipettiert, der in der Kammer ausgelegt ist. Darauf werden
die Deckgliaser mit der zellhaltigen Seite nach unten gelegt. Die Inkubation dauert 60
Minuten. Es folgen 5 Waschschritte in 0,2% Saponin in und die Inkubation mit dem
fluophor-gekoppelten Zweitantikrper in 10% FCS in 0,2% Saponin/PBS] Nach erneu-
ten 5 Waschschritten in 0,2% Saponin und zweimaligem Waschen in werden
die Deckgléser mit[DABCO}und DAPI-haltigem Mowiol auf Objekttrégern immobilisiert.
DAPI farbt hierbei die Kerne und dient der Verhinderung des Ausbleichens der
Farbstoffe.

3.2.5.2 Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Betrachtung der immunfluoreszenztechnisch angefiarbten Zellen wird das konfokale
Laserscanning-Mikroskop Fluoview 1000 verwendet.

Die Anregung erfolgt mit nachfolgenden Lasern. Die Standardvergréferung ist 100-fach
mit 1-3fachem optischem Zoom. Zur Vermeidung des Uberlappens werden einzelne Farb-
kanile im sequential Modus aufgenommen. Die Verweildauer der Laser auf jedem Pixel
betragt 40-100ps.

Die Auswertung erfolgt mit der FV1000-ASW 3.0 Viewer Software des Mikroskopherstel-
lers und Adobe Photoshop.

Tabelle 3.17: Verwendete Laser im konfokalen Laserscanning-Mikroskop

Bezeichnung Anregungswellenlinge | Darstellungsfarbe
DAPI 405 blau
Alexa Fluor 488 | 488 griin

Alexa Fluor 594 | 594 rot
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Validierung der Ergebnisse des Hefescreens

4.1.1 Interaktion von murinem Limp-2 mit murinem D12 in der
Hefe

Zuerst sollte das Ergebnis des vorher durchgefiihrten Split- Ubiquitin- Yeast- Two-Hybrid-
Screens Tab. in Bezug auf die Interaktion von murinem Limp-2 (mLimp-2) und
dem murinen D12 (mD12) validiert werden. Hierfiir wurden kompetente He-
fen mit dem in dem oben erwdhnten Screen verwendeten mLimp-2-Konstrukt und einer
Positiv-Kontrolle NubG, einer Negativ-Kontrolle, Nubl, und dem unverénderten mD12 -
HA transformiert.

Die Positiv-Kontrolle NubG ist hierbei die n-terminale Hélfte von Ubiquitin, die auf je-
den Fall mit der c-terminalen Hélfte, welche mit mLimp-2 fusioniert ist, interagiert. Die
Negativ-Kontrolle Nubl, bei der an einer bestimmten Stelle des n-terminalen Teils von
Ubiquitin eine Punktmutation zu einem Isoleucin eingefiigt ist, interagiert nicht mit dem
c-terminalen Teil von Ubiquitin, so dass kein Wachstum auf der histidinfreien Platte statt-
finden sollte. Der linke Teil der Abb. zeigt das Wachstum der mit je zwei Konstrukten
transformierten Hefen auf Leucin und Tryptophan-freien Platten in absteigender Verdiin-
nung von 1:1 bis 1:1000. Fotografiert wurden die Kolonien nach 48 Stunden Wachstum.
Sichtbares Wachstum bedeutet, dass die jeweiligen Hefen beide Konstrukte aufgenommen
haben, das Ergebnis der Interaktionsuntersuchung also valide sein sollte.

Die Interaktion zweier Proteine wird auf Histidin-freien Platten auf der rechten Seite der
Abb. sichtbar. Nur in Hefen, in denen die beiden exprimierten Konstrukte mitein-
ander interagieren, bildet der c-terminale Teil mit dem n-terminalen Teil des Ubiquitins

ein vollstdndiges Ubiquitinmolekiil. Daraufhin kommt es zur Freisetzung des Ubiquitins
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Abbildung 4.1: Validierung des Ergebnisses aus dem Hefe-Screen: Hefen wurden mit mLimp-
2 und der Positivkontrolle NubG oder der Negativkontrolle Nubl oder mD12 HA transfor-
miert und in einer Verdiinnungsreihe auf Leu/Trp-Medium oder Leu/Trp/His-Medium gegeben.
Nach 48h Stunden wurde das Wachstum auf der Leu/Trp-Platte untersucht, nach 72h auf der
Leu/Trp/His-Platte.

durch in der Hefe vorhandene Proteasen. An das Ubiquitin angehéngt ist der Transkrip-
tionsfaktor LexA-VP15, der es der jeweiligen Hefe erlaubt, auf der Histidin-freien Platte
zu wachsen, wie auch im Methodenteil beschrieben. Wie zu sehen ist, kommt es nach 72
Stunden sowohl zum Wachstum der Hefen, die mit der Positiv-Kontrolle und mLimp-2,
als auch der Hefen, die mit mLimp-2 und mD12 HA transformiert wurden. Die Nega-
tivkontrolle zeigt kein Wachstum und lasst somit die Aussage zu, dass jegliche gefundene
Interaktion im System valide ist, da ohne funktionierende Ubiquitinkomplettierung kein
Wachstum vorhanden ist. Um eine Aussage iiber die Stirke der Interaktion zu erhalten,
werden die Hefen in einer Verdiinnungsreihe von 1:1, 1:10, 1:100 und 1:1000 auf die Platte
aufgetragen. Hier zeigt sich eine Interaktion sowohl in der unverdiinnten als auch in der
1:10 verdiinnten Probe.

Somit lésst sich das Ergebnis des Hefe-Screens bestétigen.

4.1.2 Konstruktion verschiedener Deletionsmutanten von muri-
nem D12

Um Hinweise auf die mogliche Interaktionsstelle auf Seiten von mD12 zu bekommen, wur-
den in der Hefe drei Konstrukte von mD12 verwendet. Hierbei handelt es sich um das Kon-
strukt mD12-ATM _HA, bei dem die Transmembrandoméne von mD12 entfernt wurde,
das also in l6slicher Form im Zytosol vorliegt und um ein weiteres Konstrukt mD12-TM _ -
E4_HA, bei dem iiber eine Fusions{PCR] die Transmembrandoméne von mD12 durch die
Transmembrandoméne des Proteins KCNE4 ersetzt wurde, von dem bekannt ist, dass es
nicht mit mLimp-2 interagiert. In dem dritten Konstrukt, mD12-ACT HA, wurde der
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C-Terminus des Proteins nach der vorhergesagten Transmembrandoméne entfernt. Alle

Konstrukte besitzen ein n-terminales HA-Tag zur Detektion im Westernblot.

4.1.3 Testung verschiedener Mutanten von D12 auf Interaktion

mit Limp-2 in der Hefe

Nach Transformation kompetenter Hefen mit den oben beschriebenen Konstrukten

mD12 HA, mD12-ACT_HA, mD12-ATM_HA, mD12-TM_E4 HA und mLimp-2 wur-
de nach 48h zuerst die Koexpression der jeweiligen Konstrukte auf der SC-Leu /Trp-Platte
iiberpriift. Wie in Abb. zeigt sich iiberall regelméfiges Wachstum mit nach Verdiin-
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Abbildung 4.2: Untersuchung verschiedener Konstrukte von mD12 auf Interaktion: Kompe-
tente Hefen wurden mit mLimp-2 und der Positivkontrolle NubG oder der Negativkontrolle
Nubl oder mD12 HA oder mD12-TM E4 HA oder mD12-ACT HA oder mD12-ATM_HA
transformiert und in einer Verdiinnungsreihe auf Leu/Trp-Medium oder Leu/Trp/His-Medium
gegeben. Nach 48h Stunden wurde das Wachstum auf der Leu/Trp-Platte untersucht, nach 72h
auf der Leu/Trp/His-Platte. Zur besseren Verdeutlichung der Proteinstruktur findet sich wie
in Abb. [A] eine symbolhafte Darstellung der jeweiligen Proteine unter der Beschriftung. Das
n-terminale [HA} Tag ist hierbei in Rot, die Transmembrandoméne von mD12 in grau und die
Transmembrandoméane von KCNE4 in gelb dargestellt.

nung abnehmender Kolonienzahl, weshalb das noch auszuwertende Ergebnis der Interak-
tionsplatte als valide angesehen werden kann. Wiren hier bereits Hefen nicht gewachsen,
héitte dies als Zeichen dafiir gewertet werden kénnen, dass die Transformation nicht erfolg-
reich war. Dies hitte zur Folge gehabt, dass das Interaktionsergebnis nicht hétte verwertet
werden kénnen.

Nach 72h wurde auf der Platte ohne Leucin, Tryptophan und Histidin die Interaktion
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ausgewertet. Hier zeigt sich bei der Positiv- und Negativkontrolle das erwartete Ergeb-
nis. Auferdem findet sich, wie oben schon gezeigt, eine Interaktion von mD12 HA und
mLimp-2. Der im Zytosol erwartete Teil von mD12, mD12-ATM _HA interagiert nicht
mehr mit mLimp-2. mD12-TM_E4 HA und mD12-ACT_HA interagieren beide. Dar-
aus lasst sich schlussfolgern, dass sich die Interaktionsstelle héchstwahrscheinlich im n-
terminalen, zytosolischen Teil von mD12 befindet, dieser jedoch in der Membran verankert
sein muss. Eine zweite Moglichkeit wire, dass die Sensitivitdt des Systems zu hoch und

ein Wachstum trotz fehlender Interaktion sichtbar ist.

4.2 Validierung in Saugerzellen

Die ersten Hinweise auf eine mogliche Interaktion der beiden Proteine wurden im Hefesys-
tem gefunden. Hier bestehen jedoch zum Teil erhebliche Unterschiede zu Sdugetierzellen
was zum Beispiel die Glykosylierung von Proteinen wie Limp-2 betrifft. Auferdem existie-
ren in Hefen Vacuolen anstatt des Lysosoms. Weiterhin ist bekannt, dass der Yeast-Two-
Hybrid-Screen sehr anfillig fiir falsch-positive Ergebnisse ist. Aus diesem Grund sind die
gewonnenen Erkenntnisse nur ein erstes Indiz fiir eine mdoglicherweise in tierischen Zel-
len stattfindende Interaktion. Daher wurden die ndchsten Experimente in Sdugerzellen

durchgefiihrt, um die Sicherheit der Aussagen iiber die Interaktion zu erhéhen.

4.2.1 Umklonierung der Hefe-Konstrukte in den Sidugerexpressi-

onsvektor pFrog

Um die jeweiligen Konstrukte in Siugerzellen zu exprimieren, wurden sie zuerst in einen
anderen Vektor mit einem geeigneten Promotor umkloniert. Hierfiir wurde der Vektor
pFrog gewihlt, der eine starke Expression von Proteinen erlaubt (Gunther et al. [1998).
Fiir die Umklonierung wurden [PCR}Primer erstellt, die an das n-terminale Ende der
[DNAlSequenz des Proteins eine Schnittstelle fiir die Restriktionsendonuklease BamHI und
an das c-terminale Ende eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym EcoRI anfiigten.
Dies erméglichte es, die Konstrukte so in die Multiple Cloning Site des modifizierten
Vektors pFrog einzufiigen, dass das n-terminal gelegene Hamagglutinin-Tag (HA) und
das Startcodon mit iiberfiihrt werden konnten. So ist es moglich, das jeweilige Protein,
fiir das noch kein endogener Antikoérper etabliert ist, und verdnderte Konstrukte dieses
Proteins spiter im Westernblot und der Immunfluoreszenz mit Antikdrpern gegen das
Tag zu detektieren. Alle umklonierten Konstrukte wurden sequenziert, um Mutationen,

die zur Sequenzverdnderung fithren kdnnten, auszuschliefen.
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4.2.2 Expression und Lokalisation des mit einem HA-Tag verse-
henen Konstruktes von D12 in Cos7-Zellen
Zur Testung der umklonierten Konstrukte wurden mD12_ HA und mD12-ATM _HA in

CosT7-Zellen, die einen Sdugetierursprung haben, exprimiert und eine Membranfraktionie-
rung durchgefiihrt. Hierbei zeigt sich in Abb. dass die Expression mit dem pFrog-
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Abbildung 4.3: Membranfraktionierung von mD12 und mD12-ATM HA: Cos7-Zellen wurden
mit mD12 HA und mD12-ATM_ HA transfiziert. Anschliefend wurde eine Membranfraktio-
nierung durchgefiihrt. Totallysat, postnukledre Fraktion, zytosolische Fraktion und Membran-
fraktion wurden auf ein [SDS-PAGE}Gel aufgetragen und mit dem anti-HA-Antikorper in 1:500-
Verdiinnung gefirbt.

Vektor gut funktioniert. Aufterdem sieht man, dass das iiberexprimierte Protein mD12 -
HA vor allem in Membranen lokalisiert ist und sehr wenig zytosolisch, wie es die Funktion
als SNARELProtein erwarten lasst. Das Konstrukt mit der deletierten Transmembrando-
méane, mD12-ATM HA, verteilt sich gleichméfig auf zytosolische und Membranfraktion,
wobei es hier wahrscheinlich an andere Proteine wie zum Beispiel SNARE}Proteine ge-

bunden wird, da es selbst keine Membranverankerungsmoglichkeit besitzt.

4.2.3 Koimmunprazipitation von D12 nach Immunprézipitation
von Limp-2

Um nun die Interaktion, die in der Hefe gefunden wurde, auch in Cos7-Zellen zu zeigen,
wurde die Methode der Immunprézipitation angewandt. Hierbei werden die beiden auf
mogliche Interaktion zu untersuchenden Proteine in Cos7-Zellen koexprimiert und nach
2 Tagen ein Zelllysat angefertigt. Anschliefend wird ein Protein mit dem jeweiligen An-
tikorper und der Hilfe von Protein-G-gekoppelten Beads aus dem Zelllysat prézipitiert.
Besteht nun eine Interaktion der beiden Proteine, wird das nicht-préazipitierte Protein
koprézipitiert. Auf jeweils zwei SDS-PAGE-Gele werden nun die Lysate und das Prézipi-

tat aufgetragen. Das Immunprézipitat wird mit dem Antikérper gegen das prézipitierte
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Protein gefdrbt und als IP (Immunprézipitation) bezeichnet. Auferdem wird es mit dem
Antikorper gegen das potentiell interagierende Protein gefirbt und als ColP (Koimmun-

prézipitation) bezeichnet. Fiir alle Versuche wurde das mit einem myc-Tag versehene
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Abbildung 4.4: Koimmunprizipitation von mD12 und mLimp-2: Cos7-Zellen wurden mit
mLimp-2_myc, mD12_ HA, mD12-ATM _HA, hGosr2_ HA einzeln transfiziert. Doppel-
transfektionen wurden durchgefithrt mit mLimp-2 myc und mD12 HA oder mD12-ATM _HA
oder hGosr2 HA. Die Lysate wurden auf je ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-HA
oder anti-myc gefarbt.

Die Immunprézipitation wurde mit dem anti-myc-Antikérper durchgefiihrt (Gele auf der rechten
Seite der Abbildung). Der Blot des Immunprizipitates wurde fiir den mit IP beschrifteten Blot
mit anti-myc und fiir den mit ColIP beschrifteten Blot mit anti-HA geférbt. Die in allen Spuren
der TP und ColIP vorhandenen Banden unterhalb von 25kDa und 72kDal sind die schweren und
leichten Ketten des Antikérpers, mit dem prazipitiert wurde.

Konstrukt von mLimp-2, mLimp-2 myc verwendet. Um eine unspezifische Bindung des
zu untersuchenden Proteins an die Sepharose-G-Beads auszuschliefen, wurden Einzel-
transfektionen und dann Kotransfektionen der Proteine mit mLimp-2 myc durchgefiihrt.
Eine Einzeltransfektion mit zeigte unspezifische Antikérperbanden. Wie auf den
beiden je mit HA- und myc-Antikérper gefarbten Blots in Abb. der Lysate zu sehen
ist, haben die jeweiligen Einzel- und Doppeltransfektionen funktioniert. Hier wurden als
Konstrukte mD12, mD12-ATM _HA und humanes Gosr2 verwendet. Gosr2 ist wie D12
ebenfalls ein SNARE] das sich sowohl im [ER]als auch im Golgi-Apparat befindet. Es bil-
det einen Komplex mit den Ykt6, Gosrl und Syntaxin5 und ist hierin zustiandig
fiir den anterograden [ER}Golgi-Transport (Lowe et al. [1997). Hier wurde es als Kon-

trolle verwendet, um die Spezifitit einer moglichen Interaktion von mLimp-2 mit mD12
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zu zeigen. Wie auf dem Immunprézipitationsblot sichtbar, wurde mLimp-2-myc mit dem
Anti-myc-Antikorper erfolgreich prazipitiert, sowohl in der Einzeltransfektion als auch in
den Doppeltransfektionen. In der Kotransfektion mit hGosr2 ist die prazipitierte Prote-
inmenge etwas geringer.

In der Koimmunpréizipitation zeigt sich nur eine starke Signalbande in der Doppeltrans-
fektion von mLimp-2 myc und mD12 HA, was fiir eine Interaktion der beiden Proteine
in Uberexpression spricht. Eine sehr schwache Bande ist jedoch auch in der Einzeltrans-
fektion von mD12 HA zu sehen, was auf eine unspezifische Bindung des Proteins an die
Sepharose-G-Beads hinweist. Die im Vergleich jedoch sehr viel stirkere Bande in der Dop-
peltransfektion spricht fiir eine Interaktion von mD12 mit mLimp-2.

Die anderen beiden Konstrukte, hGosr2 HA und mD12_ ATM _ HA, werden nicht koim-
munprazipitiert, was gegen eine Interaktion spricht und im Falle von hGosr2 die Spezifitit
der Interaktion von mD12 und mLimp-2 anzeigt. Die fehlende Interaktion von mLimp-2
und mD12 ATM HA ist nun sowohl in der Hefe als auch in der Koimmunprézipitation
in Cos7-Zellen gezeigt worden.

Um auch auf der Seite von mLimp-2 die Spezifitdt der Interaktion in der Uberexpression
zu zeigen, wurde ein Koimmunprézipitationsexperiment mit einem weiteren lysosoma-
len Membranprotein, mLamp?2a, durchgefiihrt. Hierbei wurden erneut Einzeltransfektio-
nen von mLimp-2 myc, mLamp2a_ myc und mD12_ HA und Doppeltransfektionen von
mLimp-2 myc und mD12 HA und von mLamp2a_myc und mD12 HA durchgefiihrt. In
der Lysatkontrolle in Abb. zeigt sich eine gute Expression aller Konstrukte bis auf die
Einzeltransfektion von mLamp2a myc, die infolgedessen auch nicht immunprazipitiert
wird. In den beiden Doppeltransfektionen jedoch kommt es zu einer Immunprézipitation
von mLimp-2 myc und mLamp2a_myc, die etwa gleich stark ist. mD12 HA jedoch wird
nur bei Immunprézipitation von mLimp-2 myc koprézipitiert, was ein weiteres Indiz fiir
die Sperzifitat der Interaktion ist. Um die Validitat der bisherigen Interaktionsstudien zu
erhohen, wurde versucht, bei Immunprézipitation von mD12 HA auch mLimp-2 myc
zu koimmunpréazipitieren, die Interaktion also von der anderen Seite zu zeigen. Hier je-
doch kommt es, wie in Abb. zu sehen, bei mittlerer bis guter Immunprazipitation von
mD12 HA mit dem HA-Antikorper nicht zu einer Koimmunprizipitation von mLimp-
2 _myec. Diese Versuche wurden noch einige Male mit unterschiedlichen Inkubationszeiten
des Antikorpers und unterschiedlich starken Lysispuffern wiederholt und zeigten dasselbe
Ergebnis. Auch das Ersetzen des HA-Tags durch das myc-Tag fiihrte nicht zu anderen

Ergebnissen.
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Abbildung 4.5: Koimmunprizipitation von mD12 HA bei Immunprézipitation von
mLamp2a_myc: Cos7-Zellen wurden mit mLimp-2 myc, mLamp2a_myc und mD12_ HA ein-
zeltransfiziert. Aufferdem wurde mD12 HA sowohl mit mLimp-2 myc als auch mit mLamp2a_ -
myc kotransfiziert.

Immunprizipitiert wurde mit dem anti-myc-Antikérper. Die Lysate und das Immunprézipitat
wurden auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-HA und anti-myc geférbt.

4.2.4 Klonierung eines carboxyterminal mit einem myc-Tag mar-

kierten Konstruktes von D12

Da es moglich ist, dass die Bindung des HA-Antikérpers an das n-terminal gelegene HA-
Tag von mD12 zu einer sterischen Inhibition der Bindung von mLimp-2 an mD12 fiihrt
und es deswegen zu keiner Koimmunprazipitation kommt, wurde ein Konstrukt von mD12
erstellt, das ein myc-Tag am c-terminalen Ende des Proteins besitzt. Hierfiir wurde mittels
[PCR] an das n-terminale Ende von mD12 eine BamHI- und an das c-terminale Ende eine
HindITI-Schnittstelle angefiigt, welche es ermdglichten, das Konstrukt so in den Vektor

pFrog einzufiigen, dass an das c-terminale Ende des Proteins ein myc-Tag angefiigt wurde.
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Abbildung 4.6: Koimmunprézipitation von mLimp-2 bei Immunprézipitation von mD12 HA:
Cos7-Zellen wurden mit mLimp-2 myc, mD12 HA, mD12-ATM_HA, hGosr2 HA ein-
zeltransfiziert. Doppeltransfektionen wurden durchgefiihrt mit mLimp-2 myc und mD12 HA
oder mD12 ATM HA oder hGosr2 HA. Die Lysate wurden auf je ein SDS-PAGE-Gel aufge-
tragen und mit anti-HA oder anti-myc geférbt.

Die Immunpréizipitation wurde mit dem anti-HA-Antikérper durchgefiihrt. Der Blot des Immun-
prézipitates wurde fiir den mit [P beschrifteten Blot mit anti-HA und fiir den mit ColP be-
schrifteten Blot mit anti-myc gefirbt. Die in allen Spuren der CoIP unterhalb der 23kDal Marke
vorhandenen Banden sind die Antikérperbanden.

4.2.4.1 Lokalisation des carboxyterminal mit myc-Tag versehenen Konstruk-

tes von murinem D12

Zuerst wurde die Lokalisation von mD12-¢_terminal myc (mD12 ctm) in HeLa-Zellen
tiberpriift. Hierfiir wurden Zellen transfiziert und mit dem myc-Antikorper gefiarbt. Ei-
ne Kofirbung wurde mit dem KDEL-Antikorper durchgefiihrt, der vor allem das [ER]
mit dem [ERGIC} Antikérper, der das [ERFGolgi-Intermediate-Compartment oder mit dem
[TGN}Antikérper, der das Trans-Golgi-Netzwerk fiarbt. mD12-¢_terminal _myc wird mit
Griin gekennzeichnet, mit Rot die jeweiligen Marker der Kompartimente. Kolokalisati-
on zeigt sich durch gelbe Farbung. In Abb. [£.7] sicht man, dass mD12-c_ terminal _myc
vor allem mit dem KDEL-Antikérper kolokalisiert. Eine geringe Kolokalisation ist auch
mit dem [ERGIC}Antikérper sichtbar und keine Kolokalisation mit dem [TGN}Antikorper.
Daraus lésst sich schliefsen, dass sich mD12-¢_terminal myc, wie auch bereits beschrie-
ben (Verrier et al. [2008), vor allem im [ER] und [ERGIC] befindet.

Das Anfiigen des c-terminalen myc-Tags hat also keine sichtbaren Auswirkungen auf die

Lokalisation des Konstrukts.
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Abbildung 4.7: Immunfluoreszenz von mD12-c_terminal myc: Hela-Zellen wurden mit
mD12-¢c_terminal myc transfiziert. Anschliefsend wurden Immunfluoreszenzfirbungen mit anti-

myc und anti-KDEL oder anti oder anti{TGN| durchgefiihrt.

4.2.4.2 Interaktion des carboxyterminal mit myc-Tag versehenen Konstruk-

tes von D12 mit murinem Limp-2

Nun wurde eine Koimmunpréazipitation mit dem neu erstellten mD12-¢c_terminal myc
und einem mit einem [HA} Tag versehenem Konstrukt von mLimp-2 durchgefiihrt. Trans-
fiziert wurden in Einzeltransfektionen hGosr2 HA, tmem192 myc, mLimp-2 HA und
mD12-¢_terminal myc. Tmem192 myc ist ebenfalls ein lysosomales Protein (Schroder
et al. 2010; Behnke et al. 2011)), das als Kontrolle eingesetzt wurde, um die Spezifitét
einer moglichen Interaktion zwischen mD12-¢_terminal myc und mLimp-2 HA zu er-
hohen. Zusammen wurden nun mD12-¢_ terminal myc und mLimp-2 HA, mD12-c_ ter-
minal myc und hGosr2 HA und tmem192 myc und mLimp-2 HA transfiziert. In der
Koimmunprézipitation in Abb. zeigt sich, dass bei Immunprézipitation von mD12-
¢_terminal myc auch mLimp-2 HA koimmunprézipiert wurde. Auch hGosr2 HA wird
immunpréazipitiert. Keine Koimmunprézipitation von mLimp-2 HA findet sich bei Im-
munprizipitation von tmem192 myc, was fiir eine Spezifitit der Koimmunprizipitation
von Limp-2 und D12 und Stringenz der experimentellen Bedingungen spricht.

Somit lasst sich also die postulierte Interaktion von mLimp-2 und mD12 auch von der
anderen Seite, also durch Immunpréazipitation von mD12 her, zeigen. Auch Gosr2 und

D12 scheinen zumindest in der Uberexpression zu interagieren.
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Abbildung 4.8: Immunprizipitation von mD12-¢_terminal myc und mLimp-2: Cos7-Zellen
wurden mit hGosr2 HA, mtmem192 myc, mLimp-2 HA und mD12-c_terminal myc einzel-
transfiziert. Doppeltransfektionen wurden durchgefiihrt mit hGosr2 HA und mD12-c_ termi-
nal _myc, mLimp-2 HA und tmem192 myc oder mD12-¢_terminal myc. Die Lysate wurden
auf je ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-HA oder anti-myc gefirbt.

Die Immunprézipitation wurde mit dem anti-myc-Antikdrper durchgefithrt. Der Blot des Im-
munprizipitates wurde fiir den mit IP beschrifteten Blot mit anti-myc und fiir den mit ColP
beschrifteten Blot mit anti-HA gefirbt.

4.2.5 Uberpriifung der Validitit des Immunprizipitationssystems

Um die Validitdt des Immunprézipitationssystems zu {iberpriifen, wurde versucht, die
Interaktion des humanen D12, hier hUsel genannt, mit dem humanen sec22b
nachzuweisen. Diese Interaktion wurde bereits bei murinen Proteinen nachgewiesen (Ver-
rier et al. 2008). Dazu wurden Einzeltransfektionen von hUsel HA, humanem mit myc-
Tag versehenem Limp-2, hLimp-2 myc, und mit myc-Tag markiertem humanem sec22b,
hsec22b _myec, durchgefiihrt. Auferdem wurden die Zellen mit hUsel HA und hLimp-2_-
myc und hUsel HA und hsec22b__myc doppelt transfiziert. Hierbei zeigt sich in Abb.
die erwartete und mit murinen Proteinen beschriebene Interaktion von hsec22b _myc und
hUsel HA als Zeichen fiir die Validitdt des Immunprézipitationssystems. Die erfolgreiche
Immunprézipitation von hsecc2b myc lasst sich allerdings nicht eindeutig darstellen, da
das Protein auf der gleichen Hohe wie die untere der beiden Antikorperbanden verlduft.

Das humane Limp-2 interagiert hier nicht mit dem humanen D12/hUsel. Dies konnte je-
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Abbildung 4.9: Uberpriifung des Immunprizipitationssystems: Cos7-Zellen wurden mit hU-
sel HA, hLimp-2 myc und hsec22b _myc transfiziert. Auferdem wurden Doppeltransfektionen
durchgefiihrt mit hUsel HA und hLimp-2 myc oder hsec22b myc. Die Lysate wurden auf je
ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-HA oder anti-myc gefdrbt. Die Immunprézipitation
wurde mit dem anti-myc-Antikérper durchgefithrt. Der Blot des Immunprézipitates wurde fiir
den mit IP beschrifteten Blot mit anti-myc und fiir den mit ColP beschrifteten Blot mit anti-HA

gefirbt. Die in allen Spuren der CoIP unterhalb der 25kDa}Marke und unterhalb der 72kDal
vorhandenen Banden sind die Antikérperbanden.

doch an der geringen Expression und dementsprechend geringen Immunprézipitation von

hLimp-2 myc in der Doppelttransfektion liegen.

4.2.6 Interaktion von humanem D12 und murinem Limp-2 in der
ColP

Um die Speziesspezifitit der Interaktion zu {iberpriifen, wurden das murine Limp-2 myc
und das murine D12 HA koexprimiert. Aufferdem wurden das murine Limp-2_ myc und
das humane D12/hUsel HA zusammen transfiziert. Wie in der Koimmunprézipitation
in Abb. zu sehen ist, interagieren das murine Limp-2 myc und das murine D12 -
HA. Eine, wenn auch schwichere Interaktion zwischen dem murinen Limp-2 myc und
dem humanen D12/hUSE1 HA lésst sich ebenfalls zeigen, die vielleicht aber auch eine

unspezifische Bindung sein konnte.
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Abbildung 4.10: Speziesspezifitit der Interaktion: Cos7-Zellen wurden mit mLimp-2 myc und
mD12 HA oder hUsel HA kotransfiziert. Die Lysate wurden auf je ein SDS-PAGE-Gel aufge-
tragen und mit anti-HA oder anti-myc gefarbt. Immunprézipitation wurde mit dem anti-myc-
Antikérper durchgefithrt. Das Immunprézipitat wurde fiir den mit IP beschrifteten Blot mit
anti-myc und fiir den mit ColP beschrifteten Blot mit anti-HA gefirbt. Die in allen Spuren

der ColP unterhalb der 25kDal Marke und unterhalb der 724kDal vorhandenen Banden sind die
Antikérperbanden.

4.3 Suche nach der Interaktionsstelle von Limp-2 und
D12

Nach erfolgtem Nachweis der Interaktion in der Uberexpression in Siugerzellen wurde ver-
sucht, die Erkenntnisse beziiglich der moglichen Interaktionsstelle auf Seiten von mD12
weiter zu vertiefen. Aus den Hefe-Experimenten war bereits bekannt, dass sich der Inter-
aktionsort hoéchstwahrscheinlich im n-terminalen Teil von mD12 befinden miisste, da in
den durchgefiihrten Experimenten, wie oben beschrieben, mD12-ACT HA und mD12-

TM_E4 HA immer noch mit mLimp-2 myc wechselwirkten.

4.3.1 Testung verschiedener Mutanten von murinem D12 auf In-
teraktion mit murinem Limp-2 im Koimmunprizipitations-
system

Um die Ergebnisse, die beziiglich der Interaktion von mLimp-2 myc mit den Konstruk-

ten mD12-ACT _HA und mD12-TM _E4 HA gewonnen wurden, zu validieren, wurden

wiederum Immunprézipitationsexperimente in Cos7-Zellen durchgefiihrt, wie in Abb.

dargestellt. Dort wird ersichtlich, dass eine Interaktion der beiden Konstrukte mit mLimp-
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Abbildung 4.11: Immunprizipitation der Konstrukte mD12-ACT HA und mD12-TM_ E4 -
HA mit mLimp-2 myc: Links: Cos7-Zellen wurden mit mD12 HA und mD12-ACT _HA transfi-
ziert. Doppeltransfektionen wurden durchgefiithrt mit mLimp-2 myc und mD12 HA oder mD12-
ACT _ HA. Die Lysate wurden auf je ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-HA oder
anti-myc gefdrbt. Immunprézipitation wurde mit dem anti-myc-Antikérper durchgefiihrt. Das
Immunpréizipitat wurde fiir den mit IP beschrifteten Blot mit anti-myc und fiir den mit ColP
beschrifteten Blot mit anti-HA gefdrbt. Die in allen Spuren der IP unterhalb der 23kDal Marke
und unterhalb der 72kDa) vorhandenen Banden sind die Antikérperbanden.
Rechts: Cos7-Zellen wurden mit mLimp-2 myc, mD12 HA und mD12-TM E4 HA transfi-
ziert. Doppeltransfektionen wurden durchgefiithrt mit mLimp-2 mycund mD12 HA oder mD12-
TM_ E4 HA. Die Lysate wurden auf je ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-HA oder
anti-myc gefiirbt. Immunprézipitation wurde mit dem anti-myc-Antikérper durchgefiithrt. Das
Immunprizipitat wurde fiir den mit IP beschrifteten Blot mit anti-myc und fiir den mit ColP
beschrifteten Blot mit anti-HA gefdrbt. Die in allen Spuren der IP unterhalb der 25kDa}l Marke
und unterhalb der 72kDa] vorhandenen Banden sind die Antikérperbanden.

2 myc stattfindet. Es ist jedoch auch immer eine schwache Bande in der Immunprizi-
pitation der Einzeltransfektion von mD12 HA, mD12-ACT _HA HA und mD12-TM _ -
E4 HA zu sehen. Dies liefle sich am ehesten als unspezifische Bindung dieser Proteine an

die Protein-G-Beads interpretieren.

4.3.2 Konstruktion eines aminoterminal deletierten D12

In einer 2009 verdffentlichten Publikation (Aoki et al.2009) unternahmen die Autoren den
Versuch, neue Interaktionspartner von Usel /p31, dem humanen Gegenpart zu mD12, zu
identifizieren. Hierzu fiihrten sie eine Immunpréazipitation von grofen Mengen des Proteins

aus Hek293T-Zellen durch und konnten durch die Methode der Massenspektrometrie neue
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mogliche Interaktionspartner ausfindig machen. Als eines der potentiellen Partner stellte
sich das Protein NAG heraus, das spéter als Homolog des Tethering-Komplexes Sec39p der
Hefe beschrieben wurde (Schmitt,|2010)). Die Autoren konnten zeigen, dass die Interaktion
von NAG mit p31/Usel iiber die ersten zehn n-terminalen Aminoséuren von p31 vermittelt
wird. Um zu untersuchen, ob dies auch der Ort moglicher Interaktion von mD12 mit
mLimp-2 sein konnte, wurde per ein Konstrukt von mD12 erstellt, bei dem die
ersten 26 Aminosduren des Proteins entfernt wurden. Zur Kontrolle wurde das Plasmid

sequenziert.

4.3.2.1 Interaktion von aminoterminal deletierten D12 und Limp-2

Zur Uberpriifung der Interaktion wurde wieder ein Immunprizipitationsexperiment durch-
gefithrt. Hierfiir wurden mD12_HA und mD12-AN26 _HA zuerst einzeln und dann zu-
sammen mit mLimp-2 myc kotransfiziert. Danach wurde mit dem myc-Antikérper im-
munpréazipitiert. Bei der Auswertung von Abb. zeigte sich zuerst in den anti-HA-
gefarbten Lysaten, dass das neue Konstrukt gut exprimiert. In der Immunprézipitation
zeigt sich eine ausreichende Prézipitation von mLimp-2 myc, sodass die Auswertung der
Koimmunprézipitation als valide anzusehen ist.

Der Koimmunprazipitationsblot ldsst nun eine Koprézipitation sowohl von mD12 HA als
auch von mD12-AN26 HA erkennen. So kann sowohl die schon beschriebene Interaktion
noch einmal bestdtigt als auch neu gezeigt werden, dass die Interaktionsstelle sich im

iibrig gebliebenen N-Terminalen Teil von mD12 befinden muss.

4.3.3 Konstruktion einer D12 Mutante, der das ELLG-Motiv fehlt

Bei Analyse der weiteren méglichen Interaktionspartner von mLimp-2, welche der Hefes-
creen ergab, fiel ein anderes SNARE}Protein auf, das sich ebenfalls im Komplex bestehend
aus Usel, Syntaxinl18 und sec22b befindet, sec20b/Bnipl (Nakajima et al. |2004; Verri-
er et al. [2008). Ein Alignment von mD12 und mBnipl zeigte, dass es im n-terminalen,
zytosolischen Teil beider eine Region, bestehend aus den Aminosduren ELL
(Glutamat Lysin Lysin) gibt, die sowohl in mD12 als auch in mBnipl zwischen Mensch,
Maus und Drosophila konserviert ist. Zusdtzlich wurde diese Region fiir Bnipl als Bin-
dungsort anti-apoptotischer Molekiile wie Bcl2 beschrieben (Zhang, Heim und Meyhack,
1999; Yasuda und Chinnadurai, 2000)), scheint also Eigenschaften zu besitzen, die Protein-
Protein-Interaktionen vermitteln. Um zu iiberpriifen, ob diese Region fiir die postulierte
Interaktion von mD12 und mLimp-2 wichtig sein kénnte, wurde iiber eine Fusions
eine Version von mD12 konstruiert, bei der dieses Motiv und das anschliefende Glycin
entfernt wurden: mD12-AELLG _HA.
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Abbildung 4.12: Koimmunprézipitation von mDI12-AN26 HA und mLimp-2 myc: CosT7-
Zellen wurden mit mD12 HA und mD12-AN26 HA transfiziert. Doppeltransfektionen wurden
durchgefiihrt mit mLimp-2 myc und mD12 HA oder mD12-AN26 HA. Die Lysate wurden auf
je ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-HA oder anti-myc gefarbt. Immunprazipitation
wurde mit dem anti-myc-Antikérper durchgefithrt. Das Immunprizipitat wurde fiir den mit IP
beschrifteten Blot mit anti-myc und fiir den mit CoIP beschrifteten Blot mit anti-HA geférbt.
Die in allen Spuren der IP unterhalb der 25kDa}Marke und unterhalb der 72kDa] vorhandenen
Banden sind die Antikérperbanden.

4.3.3.1 Fehlende Interaktion der ELLG-Mutante von D12 und Limp-2

Um die Hypothese zu untersuchen, dass das ELLG-Motiv wichtig fiir die Interaktion
ist, wurde eine Immunprézipitation aus Hek-Zellen unternommen. Transfiziert wurden
mD12 HA und mD12-AELLG _HA einzeln. Aufserdem mD12 HA und mD12-AELLG -
HA mit mLimp-2 myc. Die Immunpréazipitation von mLimp-2 myc in Abb. ist in
beiden Doppeltransfektionen vergleichbar hoch, vielleicht sogar etwas héher in der Trans-
fektion mD12-AELLG_HA. In der Koimmunprézipitation zeigt sich eine starke Bande
in der Doppeltransfektion mit mD12_ HA. Eine sehr schwache Bande ist auch in der
Doppeltransfektion mit mD12-AELLG _HA zu sehen, die jedoch wahrscheinlich eine un-
spezifische Bindung darstellt.

So lasst sich die Aussage treffen, dass dieses Motiv eine wichtige Rolle bei der Interaktion
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Abbildung 4.13: Koimmunprézipitation von mDI12-AELLG HA und mLimp-2 myec:
Hek293T-Zellen wurden mit mD12 HA und mD12-AELLG HA transfiziert. Doppeltransfek-
tionen wurden durchgefithrt mit mLimp-2 myc und mD12 HA oder mD12-AELLG _HA. Die
Lysate wurden auf je ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-HA oder anti-myc gefirbt.
Die Immunprézipitation wurde mit dem anti-myc-Antikdrper durchgefithrt. Der Blot des Im-
munprizipitates wurde flir den mit IP beschrifteten Blot mit anti-myc und fiir den mit ColP
beschrifteten Blot mit anti-HA gefarbt. Die in allen Spuren der IP unterhalb der 25kDal Marke
und unterhalb der 7 vorhandenen, mit * beschrifteten Banden, sind die Antikorperbanden.

zu spielen scheint, sei es, dass es die direkte Interaktion vermittelt oder die Bindungsstelle
fiir ein weiteres Protein darstellt, welches entscheidend fiir die Interaktion ist. Weiter lasst

sich sagen, dass die Interaktion sich auch in einer anderen Zelllinie nachweisen lésst.

4.3.3.2 Lokalisation der ELLG-Mutante von D12

Um auszuschliefen, dass die verringerte oder verloren gegangene Interaktion von mD12-
AELLG mit mLimp-2 aus einer verdanderten Lokalisation von mD12 resultiert, wurden
Immunfluoreszenzen von mit mD12-AELLG _HA und mLimp-2 myc transfizierten CosT7-
Zellen angefertigt. Hier zeigt sich in Abb. ein dhnliches Bild wie wie in Abb. in
dem groftenteils ER zur Darstellung kommt. Auch im Vergleich mit mD12 und mLimp-
2 kotransfizierten Zellen in Abb. ldsst sich kein Unterschied feststellen, so dass die
fehlende Interaktion von mD12-AELLG _HA und mLimp-2_myc wohl nicht Folge einer
unterschiedlichen Lokalisation von mD12 ist, sondern eher auf einen Einfluss des ELLG-

Motivs auf die Wechselwirkung hinweist.
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Abbildung 4.14: Immunfluoreszenz von mLimp-2 myc und mD12-AELLG HA: Cos7-Zellen
wurden mit mLimp-2_ myc und mD12-AELLG _HA transfiziert und per Immunfluoreszenz mit
anti-HA und anti-myc geférbt.

4.4 Suche nach dem subzellularen Interaktionsort von
Limp-2 und D12

4.4.1 Kolokalisation von Limp-2 und D12 im ER

Limp-2 wird im endoplasmatische Retikulum synthetisiert. Dort kommt es zur Bindung
an die B-Glucocerebrosidase (Zachos et al. 2012; Reczek et al. [2007). Von dort werden
in dieser Reihenfolge zuerst Cis-, dann Trans-Golgi-Netzwerk, passiert. Darauthin fiihrt
der Weg weiter iiber das frithe und das spite Endosom in das Lysosom (Braulke und
Bonifacino, 2009). D12 befindet sich vor allem im jedoch finden sich Hinweise auf
Interaktionen mit dem lysosomalen Vamp7 (Okumura et al. 2006). Aukerdem
fiihrt seine Herunterregulation zur verinderten Maturation von lysosomalen Proteinen
wie Cathepsin D.

Die néchste Frage, die beantwortet werden sollte, war, an welchem Ort sich die Interak-
tion hauptsdchlich abspielt. Um dies zu beantworten, wurden Doppeltransfektionen von
mLimp-2 _myc und mD12_ HA in HelLa-Zellen durchgefiihrt und in der Immunfluores-
zenz analysiert. Wie in Abb. zu sehen, findet sich eine weitgehend punktférmige

Verteilung von mLimp-2 in Griin, die die Lysosomen darstellt. Bei mD12 sieht man ei-
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Abbildung 4.15: Immunfluoreszenz von mLimp-2_ myc und mD12 HA: HelLa-Zellen wurden
mit mLimp-2 myc und mD12 HA transfiziert. Anschliefend wurde eine Immunfluoreszenzfir-
bung mit anti-myc und anti-HA-Antikérpern durchgefiihrt.

ne netzférmige, die Zelle durchmessende, an das endoplasmatische Retikulum erinnernde
Verteilung in Rot, die zu der Lokalisation von mD12-¢c_ terminal myc passt. Ein geringes
Mafs an Kolokalisation in Gelb kann im gesehen werden, da sich immer ein kleiner Teil
der Limp-2-Molekiile nach ihrer Produktion in den Ribosomen oder nach Recycling aus
dem Lysosom befindet. Um den oben erhobenen Befund des endoplasmatischen Retiku-
lums als moglicher Interaktionsort zu validieren, wurde ein Konstrukt von mLimp-2 mit
mD12 kotransfiziert, das eine spezielle Sequenz enthélt,welche es ihm nicht ermdoglicht,
das endoplasmatische Retikulum zu verlassen. In der Analyse dieser Zellen in Abb.
zeigte sich ein hohes Mak an Kolokalisation der [ER}Retentionsmutante von mLimp-2 und
mD12 HA.

4.4.2 Koimmunprazipitation von D12 bei Immunpréazipitation der

ER-Retentionsmutante von Limp-2

Die in der Immunfluoreszenz gewonnene Erkenntnis beziiglich des Interaktionsortes soll-
te nun in einem Immunprézipitationsexperiment bestitigt werden. Hierfiir sollte insbe-
sondere eine mogliche Interaktion zwischen mD12_ HA und der [ER}Retentionsmutante
von mLimp-2, mLimp-2{ER] Ret_myc, iiberpriift werden. Dafiir wurden wieder Einzel-
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Abbildung 4.16: Immunfluoreszenz der Retentionsmutante von mLimp-2 und mD12:
HeLa-Zellen wurden mit der [ER}Retentionsmutante von mLimp-2, mLimp-2{ER] Ret_myc und
mD12 HA transfiziert. Anschliefsend wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit anti-myc und
anti-HA-Antikérpern durchgefiihrt.

transfektionen mit mD12_ HA und hGosr2 HA als Kontrolle durchgefiihrt. Zusammen
transfiziert wurden mLimp-2 myc und mD12 HA, mLimp-2_myc und hGosr2 HA und
mD12_HA und mLimp-2{ER] Ret_myc. In der Koimmunprézipitation in Abb. er-
gab sich wieder erneut Interaktion von hGosr2 HA und mLimp-2 myc. Wie nach den
Ergebnissen der Immunfluoreszenz erwartet, interagiert mD12 HA sowohl mit der
Retentionsmutante schwach, als auch mit dem Wildtyp von mLimp-2, sodass die Aussage
beziiglich des endoplasmatischen Retikulums als moéglicher Interaktionsort gestiitzt wer-

den konnte.

4.4.3 Konstruktion von Chimaren aus D12 und Gosr2

Nachdem nun gezeigt wurde, dass sich das fiir die Interaktion zustéindige Motiv im n-
terminalen Teil von mD12 befindet, stellte sich die Frage, ob der n-terminale, zytosolische,
oder der c-terminale Teil bestehend aus Transmembrandoméne und kurzem luminalen En-
de fiir die Lokalisation von mD12 im endoplasmatischen Retikulum zustidndig ist. Hierfiir
wurden zwei Chiméren iiber eine Fusions{PCR] aus hGosr2 und mD12 konstruiert, wobei
die erste Chimére aus dem n-terminalen, luminalen Teil von Gosr2 und der Transmem-
brandoméne und dem c-terminalen Ende von mD12 besteht. Die zweite Chimére wurde

umgekehrt aus dem n-terminalen Teil von mD12 und dem c-terminalen Ende und der
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Abbildung 4.17: Immunprézipiation von mD12 und der Retentionsmutante von mLimp-
2 myc: Cos7-Zellen wurden mit mD12 HA, hGosr2 HA einzeltransfiziert. Doppeltransfektio-
nen wurden durchgefiihrt mit mD12 HA und mLimp-2 myc, hGosr2 HA und mLimp-2 myc
und mD12_HA und der [ER}Retentionsmutante von mLimp-2, mLimp-2{ER] Ret_myc. Die Ly-
sate wurden auf je ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-HA oder anti-myc gefdrbt. Die
Immunprizipitation wurde mit dem anti-myc-Antikérper durchgefiihrt. Der Blot des Immunpré-
zipitates wurde fiir den mit IP beschrifteten Blot mit anti-myc und fiir den mit ColP beschrifteten
Blot mit anti-HA geférbt.

Transmembrandoméane von hGosr2 erstellt.

4.4.3.1 Bedeutung des n-terminalen Teils von D12 fiir die Lokalisation im
ER

Zur Analyse der Lokalisation wurde eine Immunfluoreszenz nach Koexpression von Chi-
meral HA und mLimp-2 myc und Chimera2 HA und mLimp-2 myc in HeLa-Zellen
angefertigt. Das Ergebnis ist in Abb. zu sehen.

Es zeigt sich, dass sich die Verteilung der ersten Chimére vor allem in vielen punktuel-

len Strukturen im Zytoplasma darstellt. Die Verteilung der zweiten Chimére dhnelt einem
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Abbildung 4.18: Analyse der Chiméren aus Gosr2 und D12 per Immunfluoreszenz: a) HeLa-
Zellen wurden mit Chimeral HA und mLimp-2 myc kotransfiziert und fiir die Immunfluores-
zenz aufbereitet. Gefdrbt wurde mit den Anti-HA- und anti-myc-Antikérpern. b) HeLa-Zellen
wurden mit Chimera2 HA und mLimp-2 myc kotransfiziert und in der Immunfluoreszenz ana-
lysiert. Gefarbt wurde mit anti-HA und anti-myc.

Netzwerk, das die Zelle austfiillt, welches an das endoplasmatische Retikulum erinnert. Die
Lokalisation der zweiten Chimére ist derjenigen des unverdnderten mD12 sehr dhnlich,
so dass sich die Aussage treffen ldsst, dass die Lokalisation von mD12 im iiber den

n-terminalen Teil reguliert wird.

4.5 Bedeutung der Interaktion von D12 und Limp-2

Nachdem nun in den vorherigen Abschnitten auf mehreren Wegen die Interaktion von
mLimp-2 und mD12 gezeigt wurde, sollte nun die Frage bearbeitet werden, inwiefern die
beschriebene Zusammenwirkung beider Proteine eine physiologische Rolle in der Zelle

spielen konnte.

4.5.1 Vergleich der Lokalisation von D12 in Limp-2-Wildtyp und
Knockout-Fibroblasten
Da Limp-2 kiirzlich, wie oben beschrieben, als Transporter fiir das Enzym 3-Glucocerebro-

sidase in das Lysosom beschrieben worden war, bestand die erste Vermutung in Bezug

auf die physiologische Rolle der Interaktion darin, dass die intrazelluldare Lokalisation von



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 74

mD12 von mLimp-2 abhéngig sein konnte, da die Herunterregulation von mD12 nach
(Okumura et al. 2006) die endo-lysosomale Reifung von Cathepsin D, einer lysosomalen
Hydrolase beeinflusst. Um dies zu iiberpriifen, wurden Wildtyp- und Limp-2-Knockout-
Fibroblasten mit mD12-c¢_terminal myc transfiziert und in der Immunfluoreszenz ana-
lysiert. Im Vergleich zeigt sich jedoch in Abb. keine unterschiedliche Farbung in den

a) Limp2-WT-Fibroblasten b) Limp2-KO-Fibroblasten

Abbildung 4.19: Untersuchung der Lokalisation von mD12-¢_terminal myc in Wildtyp- und
Limp-2-Knockout-Fibroblasten: a) Limp-2-Wildtyp-Fibroblasten, gewonnen aus unverdnderten
Wildtyp-Mausen, wurden mit mD12-c_terminal myc transfiziert. Darauthin wurde eine Im-
munfluoreszenz mit dem anti-myc und dem anti-Limp-2-Antikorper durchgefiithrt. b) Limp-2-
Knockout-Fibroblasten, gewonnen aus Limp-2-Knockout-Mausen, wurden mit mD12-c_ termi-
nal myc transfiziert. Daraufhin wurde eine Immunfluoreszenz mit dem anti-myc-Antikérper
durchgefiihrt. Blau dargestellt ist der Zellkern, der mit der @]—Férbung dargestellt wurde.

Wildtyp- oder Knockout-Zellen. Dies konnte jedoch auch damit zusammenhangen, dass
moglicherweise das myc-Tag von mD12-¢_ terminal myc nach Verlassen des endoplasma-
tischen Retikulums zum Beispiel in Lysosomen durch lysosomale Enzyme abgetrennt und

somit keine Farbung moglich wird.

4.5.2 D12 in Limp-2-Knockout- und Wildtyp-Tritosomen

Um die Lokalisation in Bezug auf Lysosomen in der endogenen Situation noch genauer zu
untersuchen, wurden sogenannte Tritosomen aus Limp-2-Wildtyp und Knockout-Mausen
prapariert. Dies sind Lysosomen aus Lebern von Méusen, die mit Triton behandelt wurden
und die sich iiber eine Dichtezentrifugation konzentrieren und danach analysieren lassen.
Hier wurden je ein Knockout- und ein Wildtyp-Tier untersucht. Wie in Abb. [4.20/zu sehen
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Abbildung 4.20: Tritosomenpriaparation aus einer Limp-2-Wildtyp- und einer Limp-2-
Knockout-Maus: Es wurden Farbungen mit dem anti-D12, dem anti-Limp-2 und dem anti-
Lamp2a-Antikorper durchgefiihrt. Mit * ist ein mogliches Spaltfragment von mD12 bezeichnet.

ist, lasst sich D12 trotz in der Immunfluoreszenz iiberwiegender [ER}Lokalisation auch ly-
sosomal nachweisen. Dies konnte daran liegen, dass iiber die Tritosomenpraparation eine
starke Aufkonzentration lysosomalen Proteins gelingt. Es scheinen kleine Mengenunter-
schiede zwischen dem Limp-2-Knockout und dem Wildtyp zu bestehen. Auferdem ist
ein mogliches Fragment von mD12 gegeniiber dem Wildtyp erhoht. Um zu iiberpriifen,
ob sich die Unterschiede darauf zuriickfithren lassen, dass unterschiedliche Proteinmen-
gen aufgetragen wurden, wurde derselbe Blot noch einmal mit einem Antikérper gegen
das lysosomale Membranprotein Lamp2a gefarbt. Hier ldsst sich sehen, dass im Falle
des Knockouts auch mehr Protein aufgetragen wurde und der Mengenunterschied von
D12 wohl daraus resultiert. Eine andere Interpretation wéire, dass Lamp2a im Limp-2-
Knockout hochreguliert ist und der sichtbare Mengenunterschied im Limp-2-Knockout
tatsachlich besteht.

4.5.3 Einfluss der Uberexpression von D12 auf das Verhiltnis von

ER- zur post-ER-Form von Limp-2

Um zu iiberpriifen, ob die Uberexpression von mD12 Auswirkung auf das Trafficking
von mLimp-2 haben kdnnte, sollte betrachtet werden, inwieweit sich das Verhéaltnis der
[ER}orm von iiberexprimiertem mLimp-2 zur Post{ER}Form in An- und Abwesenheit
von iiberexprimiertem mD12 darstellt. Hierfiir wurde in HeLa-Zellen iiberexprimiertes

mLimp-2 in An- und Abwesenheit von mD12-¢_ terminal myc mit den Enzymen EndoH

und behandelt. entfernt hierbei alle N-Glykosylierungen eines Pro-
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teins, die posttranslational angefiigt werden. Einem [EndoH}Verdau sind N-glykosylierte
Proteine nur bis zum Erreichen des Golgi-Apparates und weiterer Modifikation der Zucker
zuganglich. Der Teil der in der Zelle vorhandenen Proteinmenge, der sich nach
Verdau auf Hohe der Bande des PNGaseF} Verdaus befindet, ist noch [EndoH}sensitiv und
befindet sich im [ER] der andere Teil ist in post{ER}Kompartimenten anzutreffen. Wie
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Abbildung 4.21: [EndoH} und [PNGaseF} Verdau in HeLa-Zellen: Hela-Zellen wurden entweder
mit mLimp-2 myc oder mit mLimp-2 myc und mD12-¢_terminal myc transfiziert. Anschlie-
$end wurden gleiche Mengen entweder mit EndoH oder iiber Nacht behandelt und auf

ein Gel aufgetragen. Dann wurde mit anti-myc gefirbt.

auf dem Blot in Abb. sichtbar, ist jedoch das Verhiltnis des post{ER}Anteils zu dem
Anteil von mLimp-2 nicht wesentlich verindert, so dass die Uberexpression von mD12
hier keinen Einfluss auf den Verbleib von mLimp-2 in post{ERIKompartimenten der Zelle

zu haben scheint.

4.5.4 Testung von siRINA gegen humanes D12 (hUsel)

Da die Uberexpression von mD12 keinen Einfluss auf das Trafficking von mLimp-2 zeig-
te, sollte untersucht werden, ob die Herrunterregulation von D12 in humanen Zellen,
Usel genannt, einen Einfluss haben kénnte. Hierfiir mussten zuerst sowohl der anti-Usel-
Antikoérper als auch die getestet werden. Es wurden HeLa-Zellen unbehandelt
gelassen oder mit KontrollsSIRNA| transfiziert. Auferdem wurden drei verschiedene siR-
NAs verwendet, wobei jede einzeln sowiei ein Mix aus dreien transfiziert wurde. Nach
vier Tagen wurden die Zellen geerntet und Lysate erstellt. Um die Spezifitdt des Anti-

korpers zu testen, wurden auferdem Zellen mit dem humanen mit HA-Tag versehenen
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Abbildung 4.22: hUsel Test: HeLa Zellen wurden fiir vier Tage mit entweder mit den
einzelnen [sIRNA}Samples oder einem Mix aus den drei [SIRNA}Samples transfiziert. Eine weitere
Transfektion wurde mit der Kontroll durchgefiihrt. Zur Kontrolle der Spezifitit des Anti-
korpers wurden weitere Zellen mit Usel HA transfiziert. Lysate wurden auf ein SDS-PAGE-Gel
aufgetragen. Gefirbt wurde mit dem anti-Usel-Antikérper oder dem anti-HA-Antikérper. Zu-
sitzlich wurde eine Farbung mit dem Aktin-Antikérper vorgenommen, um sicherzustellen, dass
gleiche Mengen Proteins aufgetragen worden sind.

D12-Konstrukt Usel HA transfiziert.

In der Analyse des mit dem anti-Usel gefiarbten Blots in Abb. ergibt sich, dass die
Transfektion mit dem Mix aus den drei am erfolgreichsten ist, da hier die stérkste
Verminderung der Bande auf Hohe des transfizierten Konstrukts zu sehen ist. Auferdem
erkennt der Antikorper sowohl das transfizierte Konstrukt als auch das endogen vorhan-
dene Protein auf Hohe der vorhergesagten Masse von ungefihr 30kDal was ein Beweis
fiir die Spezifitit ist. Generell ldsst sich jedoch sagen, dass die Herunterregulation nicht
stark ist, unter anderem sicherlich, weil SNARE}Proteine sehr langlebig sind und sich die

siRNA nur auf neu synthetisierte Proteine auswirkt.

4.5.4.1 Einfluss der Herunterregulation von Usel auf das Verlassen des ER

von Limp-2

Nach Testung der und des Antikorpers sollte untersucht werden, ob die Herunter-
regulation von Usel einen Einfluss auf das Verlassen des ER von Limp-2 haben kdénnte.
Hierfiir wurden HeLa-Zellen mit Usel-sIRNA] oder Kontroll{sSiIRN'A] behandelt und an-
schliefend ein Endoglycosidase H- oder [Peptid-N-Glycosidase F}Verdau durchgefiihrt. Im
mit anti-Usel gefirbten Blot in Abb. [£.23]zeigt sich, dass die Herrunterregulation funktio-
niert hat. Es kann jedoch keine verénderte Verteilung von Limp-2 auf [ER} und post{ER}

Kompartimente beobachtet werden. Dies mag auch daran liegen, dass die Halbwertszeit

von Limp-2 im Vergleich zu anderen Proteinen sehr hoch ist.
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Abbildung 4.23: IEndoH]- und IPNGaseFI-Verdau in HeLa-Zellen nach UselBehandlung:
HeLa-Zellen wurden entweder mit Usel-sIRNA] oder KontrolllsSIRNA| behandelt. Nach Ernte der
Zellen wurde ein EndoH- oder[PNGaseF} Verdau der Lysate durchgefiihrt und auf ein SDS-PAGE-
Gel aufgetragen. Anschlieffend wurden mit anti-Usel- oder anti-Limp-2-Antikérpern geférbt.

4.5.5 Einfluss von Limp-2 auf D12- und Gosr2-Oberflichen-

expression

Limp-2 ist vor kurzem als Rezeptor fiir den Enterovirus EV71 beschrieben worden, der
fiir die Hand-Fuf-Mundkrankheit verantwortlich ist (Yamayoshi et al. [2009). Auferdem
sind Limp-2-Knockout-Makrophagen anfilliger fiir eine intrazelluldre Listerieninfektion
als Limp-2-Wildtyp-Makrophagen (Carrasco-Marin et al. [2011). Auch fiir eigentlich
residente wie Syntaxinl8 gibt es Evidenzen, dass sie bei Phagozytoseprozessen
an der Zelloberfliche beteiligt sind (Hatsuzawa et al. 2006)).

Aus diesen Beobachtungen resultierte die Uberlegung, dass die Oberflichenlokalisation
von Limp-2 vielleicht abhéngig sein kénnte von mD12/Usel. Um diese Hypothese zu iiber-
priifen, wurde eine Oberflichenbiotinylierung in N2A-Zellen durchgefiihrt, die aufgrund
ihrer runden Form ein besonders gutes Oberfliche-zu-Zytosol-Verhiltnis haben. Hierbei
werden alle sich an der Zelloberfliche der Zelle befindenden Proteine iiber Lysine oder
n-terminale NH3-Endigungen an Biotin gebunden. Dieses Biotin kann nun mit Hilfe von
Streptavidin-Beads gebunden werden. So erhélt man iiber den Streptavidin-Pulldown die
an der Oberfliche einer Zelle vorkommenden Proteine. Die Biotinylierung wurde in N2A-
Zellen durchgefiihrt, die mit mLimp-2 myc allein, mD12_ HA und EGFP, hGosr2 HA
und EGFP, mD12 HA und mLimp-2_myc und hGosr2 HA und mLimp-2 myc trans-
fiziert worden waren.

In den mit anti-myc und anti-HA gefarbten Lysaten in Abb. konnten die Produk-

te der transfizierten Plasmide nachgewiesen werden. Der mit anti-GAPDH gefiarbte Blot
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Abbildung 4.24: Oberflichenbiotinylierung in N2A-Zellen: N2A-Zellen wurden mit mLimp-2 -
myc, mD12 HA und EGFP, hGosr2 und EGFP, mD12_ HA und mLimp-2 myc und hGosr2 -
HA und mLimp-2 myc transfiziert. Aukerdem wurden N2A-Zellen nicht behandelt um unspe-
zifische Antikérperbindungen darzustellen. Danach wurden die Zellen mit Biotin behandelt und
eine Prizipitation mit Streptavidin-Beads durchgefiihrt. Oberflichenfraktion und Lysat wurden
auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-myc, anti-HA, GAPDH, Transferrin-Rezeptor-
Antikérper und Aktin gefarbt.

zeigt, dass die gleiche Lysatproteinmenge aufgetragen wurde.

Zur Kontrolle der Prazipitation der Oberflichenfraktion wurde eine Farbung mit dem
Transferrin-Rezeptor- Antikorper durchgefiihrt. Auf der Oberfliche nimmt die Menge an
mLimp-2 myc sowohl bei Kotransfektion mit mD12 HA als auch mit hGosr2 HA zu,
so dass ein spezifischer, auf der beschriebenen Interaktion beruhender Effekt unwahr-
scheinlich ist, da vorher gezeigt wurde, dass hGosr2 HA und mLimp-2_myc nicht di-
rekt miteinander interagieren. Es zeigt sich auch, dass mD12 HA bei Einzeltransfektion
an der Oberfliche zu finden ist. Auch die Menge an mLimp-2, das sich an der Ober-
fliche befindet, nimmt zu, etwas starker in der Kotransfektion mit mD12 HA als bei
Kotransfektion mit hGosr2 HA. Zuletzt lisst sich ein starker Effekt der Kotransfekti-
on von mLimp-2 myc und hGosr2 HA auf die Oberflichenlokalisation von hGosr2 HA
nachweisen, welches in der Doppeltransfektion mit der Kontrolle EGFP nur sehr schwach
an der Oberfliche detektierbar ist. Allerdings muss auch gesagt werden, dass, wie in der
Lysatkontrolle sichtbar ist, die Gesamtmenge transfizierten hGosr2 HAs in der Kotrans-
fektion mit mLimp-2 myc hoher ist. Dies konnte an einer hoheren Transfektionsrate oder

auch an einer verdnderten Abbaurate liegen.
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Dass gleiche Mengen Oberflichenprotein analysiert wurden, zeigt die Farbung mit dem
Transferrin-Rezeptor-Antikorper. Eine zusétzliche Aktinfarbung der Oberflichenfraktion
wurde durchgefiihrt, um Verunreinigungen der Fraktion durch Zytosol auszuschliefsen, da

Aktin normalerweise nicht an der Zelloberfliche zu finden ist.

4.5.5.1 Validierung des Einflusses von Limp-2 auf die Gosr2 Oberflichenex-

pression
Lysate Oberfliche
hGosr2_HA hGosr2_HA+ hGosr2_HA hGosr2_HA+
mLimp-2_myc mLimp-2_myc
+Biotin +Biotin__
— -Biotin -Biotin
Anti-myc
— -
72> - e —
Anti-HA
25> D G D S . ® G — -— s - -
TFR
GAPDH — e e

Abbildung 4.25: Oberflichenbiotinylierung in N2A-Zellen: N2A-Zellen wurden mit je viermal
hGosr2 HA oder hGosr2 HA und mLimp-2 myc transfiziert. Danach wurden je zwei der Scha-
len mit Biotin behandelt und eine Prézipitation mit Streptavidin-Beads durchgefiihrt. Oberfla-
chenfraktion und Lysat wurden auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mit anti-myc, anti-HA,
GAPDH und Transferrin-Rezeptor-Antikorper gefirbt.

Die im vorherigen Experiment gewonnenen Erkenntnisse sollten noch einmal in An- und
Abwesenheit von Biotin iiberpriift werden. Auferdem ist eine mogliche, auch indirekte,
Interaktion von hGosr2 und Limp-2 interessant, da bestimmte Mutationen von hGosr2
zu einem dhnlichen Phénotyp wie AMRF}Mutationen von Limp-2 fiihren, so dass trotz
fehlender direkter Wechselwirkung ein Zusammenhang zwischen beiden Proteinen ange-
nommen werden konnte (Corbett et al. 2011). Es wurde erneut eine Oberflichenbiotiny-
lierung durchgefiihrt. Transfiziert wurden wegen der besseren Vergleichbarkeit je viermal
hGosr2 HA allein und je viermal hGosr2 HA und mLimp-2 myc zusammen. Daraufthin
wurden je zwei Chargen mit Biotin behandelt und zwei Chargen unbehandelt gelassen.
Die Blots der Lysate in Abb. zeigen gleiche Proteinmengen. Der mit anti-GAPDH
gefiarbte Blot unterstiitzt dies, da mit seiner Hilfe nachgewiesen werden kann, dass gleiche
Mengen Proteins aufgetragen wurden.

Auf der Oberfliche sieht man, dass die Menge an hGosr2 HA tatséchlich bei Kotrans-

fektion mit mLimp-2 myc zunimmt. Die nicht mit Biotin behandelten Zellen zeigen kein
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Signal. Damit zeigt sich, dass es nicht zu einer unspezifischen Bindung der transfizierten

Proteine an die Streptavidin-Beads gekommen ist.

4.5.5.2 Untersuchung in Limp-2-Wildtyp vs Knockout-Fibroblasten

Limp2 WT Limp2_WT
Limp2 KO Limp2_KO
+Biotin LBiotin
-Biotin Biotin
o= I
anti-Gosr2 anti-Gosr2

anti-Limp2 anti-Limp2

Abbildung 4.26: Oberflichenbiotinylierung in Limp-2-Wildtyp- und Knockout-Fibroblasten:
Limp-2-Knockout- und Wildtypfibroblasten wurden mit Biotin behandelt. Anschlieffend wurde
ein Streptavidin-Pulldown durchgefiihrt. Lysat und Oberflichenfraktion wurden auf ein [SDS-|
[PAGE} Gel aufgetragen. Anschliefend wurde mit anti-Gosr2 und anti-Limp-2 gefirbt.

Die obigen Versuche haben durch die Uberexpression ein teilweise stark verindertes Zell-
system zur Grundlage. Daher sollte nun untersucht werden, ob sich vergleichbare Ergeb-
nisse auch in der endogenen, unverdnderten Situation in der Zelle finden.

Zu diesem Zweck wurde eine Oberflichenbiotinylierung in Limp-2-Wildtyp- und Knockout-
Fibroblasten durchgefiihrt und die Oberflichen- und Lysatfraktionen mit anti-Limp-2-
und anti-Gosr2-Antikorpern gefarbt. Hierbei zeigt sich, wie in Abb. zu sehen, einer-
seits, dass sowohl Limp-2 als auch Gosr2 in der endogenen Situation auf der Oberfliche
der Zelle vorhanden sind. Allerdings findet sich bei Gosr2 kein offensichtlicher Unterschied
in der Oberflichenfraktion zwischen den Limp-2-Wildtyp- und Knockout-Zellen, so dass
zumindest in dieser Zelllinie kein Einfluss von Limp-2 auf die Oberflichenlokalisation
von Gosr2 sichtbar ist. Allerdings ist auch die Gesamtmenge prézipitierten Proteins sehr

gering, so dass mogliche Unterschiede eventuell nicht detektierbar sind.

4.5.6 Kolokalisation von Limp-2 und D12 in durch Limp-2-Uber-

expression entstandenen Vesikeln

Bei Uberexpression von murinem Limp-2 in verschiedenen Zelllinien kommt es nach un-

gefdhr 36 Stunden zur Bildung grofser, auch lichtmikroskopisch sichtbarer Vesikel, die aus
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Abbildung 4.27: Kolokalisation von mD12 und mLimp-2 in den grofen Vesikeln, die bei Uber-
expression von mLimp-2 in Cos7-Zellen entstehen: Cos7-Zellen wurden mit mLimp-2 myc und
mD12 HA kotransfiziert und nach 36h und dem lichtmikroskopisch beobachteten Auftreten
vergroferter vesikuldrer Strukturen mit behandelt. Anschliefend wurde eine Immunfluores-
zenzfarbung mit anti-myc und anti-@-Antikérpern durchgefiihrt.

Material aus frithen und spdten Endosomen und Lysosomen zusammengesetzt sind (Kuro-
nita, 2002). Eine weitere Vermutung war, dass die beobachtete Interaktion hierfiir entschei-
dend sein kénnte. Um diese Hypothese genauer zu untersuchen, wurden mLimp-2 myc
und mD12 HA fiir 36h in Cos7-Zellen iiberexprimiert. Die Analyse der Immunfluores-
zenz zeigt eine Kolokalisation von mLimp-2 myc und mD12 HA in diesen Vesikeln wie
in Abb. dargestellt. Dies weist auf eine funktionelle Rolle der Interaktion fiir diesen

Prozess hin.
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Kapitel 5
Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Interaktionspartner des lysosomalen integra-
len Membranproteins Limp-2 identifiziert, validiert und charakterisiert.

Ein wichtiger Schritt zur Aufklarung der méglichen Rollen von Limp-2 in der Zelle war die
Beschreibung des Proteins als Transporter fiir das lysosomale Enzym (3-Glucocerebrosidase,
dessen Aufgabe der Abbau von Glycosylceramid ist. Die 3-Glucocerebrosidase kann al-
so unabhéngig vom Mannose-6-Phosphat-Rezeptor transportiert werden (Reczek et al.
2007), was uniiblich fiir die meisten lysosomalen Hydrolasen ist. Mutationen in der B-
Glucocerebrosidase, die entweder die Aktivitdt oder den Transport des Enzyms betreffen,
fithren zur haufigsten lysosomalen Speichererkrankung, Morbus Gaucher (Beutler, Demi-
na und Gelbart, 1994).

5.1 Yeast-Two-Hybrid-System

Um neue Interaktionspartner zu finden, wurde ein Split- Ubiquitin- Yeast- Two-Hybrid-Screen
mit dem murinen Limp-2 und einer murinen cerebralen cDNA-Bibliothek durchgefiihrt.
Der Ansatz, das split-ubiquitin-System zu verwenden, ermdglicht es auch, putative Inter-
aktionspartner, die eine Membranverankerung besitzen, zu identifizieren. Aufserdem wer-
den im Gegensatz zum herkdmmlichen Yeast-Two-Hybrid-System ebenfalls Interaktionen
detektiert, die aufserhalb des Zellkerns vorkommen. Ein weiterer Vorteil des Systems ist
seine starke Sensitivitit, die es erlaubt, auch sehr schwache Interaktionen nachzuweisen
(Thaminy, Miller und Stagljar, 2004).

Ein ebenfalls in diesem Screen gefundenes Protein, der (Pro-) Reninrezeptor, war in einer
anderen Arbeit schon untersucht worden (Oelbe, 2012; Schmid et al. 2013).

Es gibt verschiedene Hinweise darauf, dass Limp-2 eine Rolle bei endosomal-lysosomalen

und endosomal-endosomalen Reifungs- und Fusionsprozessen spielt (Kuronita, 2002). Hier
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sind unter anderem [SNARE}Proteine von besonderer Bedeutung, da nur durch sie eine
spezifische Vereinigung von Vesikeln mit anderen Vesikeln oder Zielmembranen méglich
ist. Aus diesen Griinden wurde das identifizierte D12/Usel als zu untersuchender
Interaktionspartner gewihlt.

In dem gleichen Screen fand sich ein weiteres SNARE] BNIP1/Sec20, das sich in einem
[SNARE}Komplex mit D12/Usel im der Zelle befindet (Nakajima et al. 2004). Die
bisher publizierten Ergebnisse zu D12/Usel legen nahe, dass das hauptséchlich im re-
sidente Protein fiir die Fusion COPI-haltiger Vesikel, die aus dem Golgi-Apparat kommen,
mit der [ERFMembran zustéindig ist (Verrier et al. [2008). Dies wird dadurch erméglicht,
dass D12 direkt mit dem Tethering-Faktor NAG interagiert (Aoki et al. 2009), der im
Zusammenspiel mit ZW10 und RINT-1 COPI-haltige Vesikel einfingt und dadurch der
[ERFMembran néher bringt. Dies wird weiterhin dadurch unterstiitzt und erweitert, dass
es bei einem totalen Knock-Out von D12 in Zellen zur Degeneration des bis hin zur
Bildung von groften blasenartigen Strukturen kommt. Deshalb kann die Theorie aufge-
stellt werden, dass D12 ein negativer Regulator der homotypischen [ER}Fusion ist, die
durch Syntaxinl8, BNIP1 und Sec22b durchgefiihrt wird (Uemura et al. 2009).

Weitere Ergebnisse zeigten jedoch auch, dass D12 mit Vamp7, einem lysosomalen
in Uberexpression interagieren kann und dass es bei Herunterregulation von D12 zur
Verzogerung der Reifung lysosomaler Hydrolasen wie Cathepsin D kommt (Okumura et
al. 2006)).

Zur Bestatigung des Screen-Ergebnisses wurde der Yeast- Two-Hybrid-Ansatz wiederholt,
um ein falsch-positives Ergebnis, das aus einer Selbstaktivierung des zu untersuchenden
Proteins resultiert, auszuschliefen. Hier zeigte sich, dass keine Selbstaktivierung des Plas-
mides, welches das murine Limp-2 enthilt, vorliegt.

Das Hefe-System ist sehr anfillig fiir falsch-positive Ergebnisse, wobei deren Anzahl auf
bis zu 50% geschétzt wird (Estojak, Brent und Golemis, 1995). Griinde hierfiir kénnen
fehlende oder anders ablaufende posttranslationale Modifikationen in der Hefe sein, die
in Saugetierzellen vielleicht fiir Interaktionen zentral sind. Dies gilt besonders fiir Limp-
2, das, wie andere lysosomale Transmembranproteine, je nach Spezies 10-11 mogliche
N-Glykosylierungsstellen besitzt, die es fiir seine lysosomale Stabilitit benotigt. Diese
Glykosylierungen kénnten in der Hefe anders durchgefiihrt werden und somit Moglichkei-
ten bieten, Interaktionen nachzuweisen, die in tierischen Zellen nicht vorkommen (Wildt
und Gerngross, 2005).

Weiterhin besitzt die Hefe-Zelle ein anderes Transport- und Organellensystem, sodass
Kompartimente der Sdugerzelle hier nicht vorkommen und umgekehrt. Ein Beispiel dafiir
ist die Vakuole, die in der Hefe unter anderem die Funktion des Lysosoms iibernimmt.

Solche Unterschiede kénnten sich derart auswirken, dass Wechselwirkungen zwar im Hefe-
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System nachgewiesen werden, da sich beide Proteine hier in einem Kompartiment und da-
mit in derselben Membran befinden. Diese Wechselwirkungen wiirden aber nicht in einer
Saugetierzelle stattfinden kénnen, da sich dort beide Proteine nicht begegneten. Zusatzlich
besteht noch die Moglichkeit, dass in tierischen Zellen Interaktionsdoménen durch Protei-
ne, die in der Hefe nicht vorkommen, maskiert werden. Dies sind einige Griinde dafiir, dass
in dem Screening-Ansatz gefundene Proteine auf jeden Fall in anderen Modellsystemen

validiert werden sollten.

5.2 Koimmunprizipitationssystem

5.2.1 Interaktion von Limp-2 und D12

Fiir die Validierung in tierischen Zellen wurde das Koimmunprézipitationssystem ver-
wendet. In dieser Arbeit wurden dafiir entweder Hek293T-, HeLa- oder Cos7-Zelllinien
verwendet. Bei stattfindender Interaktion beider iiberexprimierter Proteine wird durch
die Prazipitation des einen auch das andere Protein koprazipitiert und kann mit Hilfe
eines geeigneten Antikorpers im Blot dargestellt werden. Bei diesen Experimenten konnte
die in der Hefe gefundene Interaktion bestitigt werden, da die Prézipitation von Limp-2

zur Koprézipitation von D12 fiihrte.

5.2.2 Kontrollexperimente

Um die Validitat der Aussage zu erhdhen, wurden verschiedene Zusatzexperimente durch-
gefiihrt. Um die Interaktion auch von der anderen Seite zu zeigen, wurde D12 prézipitiert.
Die Immunprézipitation von D12 mit einem anti-HA-Antikoérper fiithrte jedoch nicht zu
einer Koimmunprézipitaiton von Limp-2. Dies konnte dadurch erklidrt werden, dass der
anti-HA-Antikorper nur eine geringe Menge von D12 prézipitierte. Um die préazipitierte
Proteinmenge zu erhéhen, wurde ein Konstrukt von D12 erstellt, welches das myc-Tag
n-terminal besitzt. Doch trotz guter Immunprézipitation konnte ein mit einem [HA} Tag
versehenes Limp-2-Konstrukt nicht koimmunprézipitiert werden. Ein Grund hierfiir liefe
sich moglicherweise darin finden, dass die Bindung des myc-Antikérpers an das n-terminal
liegende myc-Tag die Bindung von Limp-2 an D12 verhindert.

Um dies zu umgehen, wurde ein am C-Terminus mit einem myc-Tag versehenes Konstrukt
von D12 konstruiert, das nun bei Immunprézipitation von D12 das mit einem [HA}Tag
markierte Limp-2-Konstrukt koimmunpréazipitierte. So konnte die in Hefe gefundene In-

teraktion von beiden Seiten bestétigt werden.
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Um die Spezifitiat der Interaktion zu iiberpriifen, wurden in Koimmunprizipitationsex-
perimenten jeweils Limp-2 oder D12 durch ein dquivalentes Protein ersetzt. Anstatt D12
wurde die Interaktion von Limp-2 und Gosr2 iiberpriift. Dies ist ein valide Kontrollpro-
tein, da Gosr2 ein Q{SNARE] wie D12 ist und sich ebenfalls im befindet (Lowe et al.
1997; Honda et al. 2005). Im komplementéren Experiment wurde Limp-2 durch Lamp2a
ersetzt und eine Immunprézipitation von D12 durchgefiihrt. Lamp2a ist ebenfalls ein gly-
kosyliertes, lysosomales Transmembranprotein (Hunziker und Geuze, [1996)), das in diesem
Experiment keine Interaktion mit D12 zeigte.

Bei der Immunprézipitation des c-terminal mit einem myc-Tag markierten Konstruktes
von D12 und der Koimmunpréizipitation von mLimp-2 HA wurde das mit myc markierte
Protein tmem192b als Kontrolle verwendet und ebenfalls mit Limp-2 HA koexprimiert
und immunprézipitiert. Tmem192b ist auch ein lysosomales Protein (Schroder et al. 2010;
Behnke et al. 2011} Liu et al. 2012). Hier zeigte sich keine Interaktion von Tmem192b und
Limp-2.

Weiterhin wurde bei jedem Koimmunprazipitationsexperiment zusatzlich eine alleinige
Expression beider Proteine durchgefiihrt. So konnte ausgeschlossen werden, dass die Pro-
teine in zu hohem Mafe eigenstindig an die Sepharose-Beads binden, die zur Bindung
des verwendeten Antikoérpers verwendet werden. Dies hétte zu einer Missinterpretation
der Koimmunprézipitationsergebnisse gefithrt. Abhéngig von der Menge des verwendeten
Proteins aus dem Zelllysat zeigte sich manchmal eine schwache Bande bei der Einzeltrans-
fektion des koimmunprézipitierten Proteins, die jedoch im Vergleich zur Koimmunprazi-
pitation bei Koexpression beider Proteine sehr gering war. Diese unspezifische Bindung
des iiberexprimierten Proteins kann vielleicht auf coiled-coiled-Doménen im Protein oder
auf die sehr bindungsaffine, helixreiche SNARE}Doméne bei den zuriickgefiihrt
werden (Jahn und Scheller, 2006). Die unspezifische Bindung wurde jedoch, bei gleich-
bleibender Stérke der beobachteten Interaktion, bei Verringerung der verwendeten Pro-
teinmenge reduziert. So konnte bei einer verwendeten Menge von 200ng Zelllysat immer
noch eine starke Interaktion von Limp-2 und D12 festgestellt werden.

Um generell die Validitdt des verwendeten Immunprizipitationssystems zu iiberpriifen,
wurde eine bereits bekannte und publizierte Interaktion des RSNAREEF Sec22b und des
humanen D12/Usel mit diesem System nachgewiesen.

Ein Problem bestand auch noch darin, dass in den Uberexpressionsstudien immer mit
murinen Konstrukten gearbeitet wurde, so dass unklar war, ob die getroffenen Aussagen
auch auf humane Proteine zutreffen. Hier konnte zumindest eine Interaktion des humanen
D12 mit dem murinen Limp-2 gezeigt werden. Fiir die human-humane Interaktion jedoch
zeigte sich eine zu geringe Expression und Prazipitation des humanen Limp-2, was jedoch

ein bekanntes Problem ist.
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Allerdings muss ebenfalls gesagt werden, dass alle Ergebnisse durch die Uberexpression
beider Proteine gewonnen wurden, so dass dieser Ansatz immer noch als artifiziell gese-
hen werden muss. Sicherlich erlaubt dieses System zuverlassigere Aussagen in Bezug auf
die Interaktion als das Hefe-System, da hier vor allem posttranslationale Modifikationen
und gleiche Kompartimente vorhanden sind wie im Ursprungsorganismus beider Proteine.
Jedoch lasst sich immer noch nicht mit Sicherheit ausschliefsen, dass die beobachtete Inter-
aktion kiinstlich ist und zum Beispiel Membrancluster prizipitiert werden, die aufgrund
der starken Expression beide Proteine in hohem Mafe enthalten, ohne dass eine direkte
Interaktion besteht. Dagegen spricht allerdings wiederum die beobachtete Interaktion in
der Hefe, die auf eine rdumlich sehr enge Beziehung beider Proteine hinweist, ohne dass
die Expression iiberméfig stark sein muss.

Um beiderseitige Uberexpression zu umgehen, wire es notig gewesen eine endogene Koim-
munpréazipitation aus Zellen oder Organlysaten durchzufiihren, was jedoch nicht gelang.
Dies kénnte zum einen daran liegen, dass die verwendeten Proteinmengen aus Zelllysa-
ten zu gering waren oder dass sich beide Proteine im normal verlaufenden Zellzyklus der
untersuchten Proben nicht begegnen und die Interaktion nur nach einem Triggersignal
wichtig wird. Um die Prézipitation aus Mauseorganen durchzufiihren, kénnte man auch
versuchen, Tritosomen als Ausgangsmaterial zu verwenden, in denen, wie gezeigt, sowohl

Limp-2 als auch D12 stark angereichert sind.

5.3 Identifikation der Interaktionsdomane in D12

Nachdem nun in zwei verschiedenen Systemen die Interaktion gezeigt worden war, sollte
die fiir die Interaktion zustidndige Region auf Seiten von D12 gefunden werden werden.
Hinweise auf die Interaktionsstelle wurden sowohl in der Hefe als auch durch Koimmun-
prazipitation gewonnen.

Durch die Erstellung verinderter Konstrukte von D12 und die Uberpriifung auf Interakti-
on konnten Schliisse gezogen werden iiber die méglichen beteiligten Proteinabschnitte. Da
D12 einen linearen Aufbau mit einer Transmembrandoméne, einem langen n-terminalen,
zytosolischen und einem kurzen c-terminalen, luminalen Teil hat, liefen sich verschiedene
Varianten erstellen. Bei Testung auf Interaktion in der Hefe und in der Immunprézipi-
tation zeigte sich, dass die Konstrukte mit verdnderter Transmembrandoméne und ohne
c-terminalen Teil immer noch mit Limp-2 interagierten. Der alleinige n-terminale Teil
ohne Transmembrandomaéne interagierte nicht mehr, woraus geschlossen werden konnte,
dass die Interaktion zwar im n-terminalen Teil stattfindet, dieser aber membrangebunden
sein muss.

Um die Region noch weiter einzugrenzen, wurde eine Version von D12, der die ersten 26
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Aminoséuren fehlen, erstellt und auf Interaktion gepriift, da es Hinweise gibt, dass hier
die Doméne liegt, mit der D12 und das Protein miteinander interagieren (Aoki et
al. 2009)). Dieses Konstrukt lief sich immer noch mit Limp-2 koimmunprézipitieren.

Wie bereits erwihnt, war ein zweites aus dem D12/Usel{SNARE}Komplex als
potentieller Interaktionspartner von Limp-2 gefunden worden, BNTP1/Sec20. Dieses
besitzt neben einer SNARE}[Domine eine sogenannte BH3-&hnliche Doméne, an die
zum Beispiel antiapoptotische Molekiile wie Bcl2 binden kénnen, so dass Uberexpression
von BNIP1 einen leichten proapoptotischen Effekt hat (Yasuda und Chinnadurai, 2000;
Nakajima et al. [2004). Ein Alignement von D12 und BNIP1 ergab, dass ein zentrales
Motiv dieser BH3-dhnlichen Doméne auch in D12 vorhanden und dort stark konserviert
ist, ndmlich die Aminoséurenabfolge ELL (Leucin Leucin Glutamat).

Um nachzupriifen, ob dieses Motiv wichtig sein kdnnte fiir die Interaktion, wurde wieder-
um ein Konstrukt von D12 erstellt, dem diese vier Aminosauren, ELLG, fehlten. Es zeigte
sich im direkten Vergleich eine starke Interaktion von Limp-2 und D12 aber eine nur sehr
schwache Interaktion von Limp-2 und dem Konstrukt von D12 ohne ELLG. Daher kann
die Aussage getroffen werden, dass diese Doméne zumindest eine sehr wichtige Rolle fiir
die Interaktion zu spielen scheint. Zusitzlich wurde die intrazelluldre Lokalisation die-
ses Konstruktes in der Immunfluoreszenz iiberpriift. Nachgepriift wurde hiermit, ob das
Nicht-Vorhandensein der Interaktion auf eine gednderte Lokalisation zuriickzufiihren sein
konnte. Dieser Verdacht erwies sich jedoch als unbegriindet.

Was in zukiinftigen Experimenten noch untersucht werden konnte, wire die Interakti-
onsstelle auf Seiten von Limp-2 mit D12. Wiirde sich der Verdacht bestétigen, dass die
Interaktion verantwortlich ist fiir die Entstehung groker Vesikel bei Uberexpression von
Limp-2, so miisste sich die Interaktionsstelle in der n-terminalen Transmembrandoméne
oder der luminalen Domé#ne von Limp-2 befinden (Kuronita et al. 2005). Zusétzlich wére
es moglich die Interaktion trunkierter Limp-2-Mutanten mit D12 untersuchen, die zu dem
Krankheitsbild fithrt. Moglicherweise wére hier eine verminderte Wechselwirkung

darstellbar, was einen Hinweis auf die Genese von [AMRE] geben kénnte.

5.4 Suche nach dem subzellularen Interaktionsort von
Limp-2 und D12

Eine weitere Frage, die untersucht werden sollte, befasst sich mit dem mé&glichen Interak-
tionsort von Limp-2 und D12 in der Zelle. Hier sind mehrere Mdoglichkeiten im sekreto-
rischen Weg denkbar. Als Rezeptor fiir verschiedene Viren wie Enterovirus 71 ist Limp-2
auch an der Zelloberfliche vorhanden (Lin et al. 2013). Von D12 ist bekannt, dass es sich
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hauptséichlich im befindet. Allerdings gibt es auch Hinweise auf lysosomale Lokali-
sation und es konnte auch endogen in Tritosomen, d.h. in aus der Leber angereicherten
Lysosomen, nachgewiesen werden.

Es gibt Hinweise auf [ERlvermittelte Phagozytosevorgénge, bei denen [ER}residente
wie Syntaxin 18 eine Rolle spielen (Hatsuzawa et al. [2006) und es ist nicht auszu-
schliefen, dass auch D12 an der Zelloberfliche spezialisierter Zellen wie Makrophagen zu
finden ist. Eine Beteiligung von Limp-2 bei Phagozytosevorgingen wurde ebenfalls de-
monstriert (Carrasco-Marin et al. |2011)).

Um erste Hinweise auf die Lokalisation der verwendeten Konstrukte zu bekommen, wurde
eine Kofarbung von D12 mit verschiedenen Markerproteinen angefertigt und auf Koloka-
lisation hin analysiert. Hier zeigte sich, dass sich der iiberwiegende Teil von D12 im [ER]
ein kleiner Teil im befindet. Allerdings muss gesagt werden, dass die Experimente
in HeLa-Zellen, also in menschlichen Karzinomzellen, durchgefiihrt wurden und das ver-
wendete D12-Konstrukt aus der Maus stammt. Im Falle des murinen Limp-2 stimmt die
Lokalisation in menschlichen Zellen jedoch mit der in murinen Zellen {iberein.

Der néchste Schritt bestand in der Doppelfarbung von iiberexprimiertem D12 und Limp-2.
Hier zeigte sich eine schwache Kolokalisation beider Proteine im Diese Kolokalisati-
on konnte dadurch erhoht werden, dass eine [ER}Retentionsmutante von Limp-2, die ein
Motiv zur Bindung an den KDEL-Rezeptor besitzt, mit D12 kotransfiziert wurde. Um
noch grofsere Aussagekraft zu erzeugen, wurde auch eine Immunprézipitation dieser
Retentionsmutante durchgefiihrt, die D12 koprézipitierte, so dass die Aussage getroffen
werden kann, dass bei beiderseitiger Uberexpression die Interaktion hochstwahrscheinlich
im stattfindet. Dies muss jedoch nicht fiir die physiologische Interaktion der Protei-
ne in unverinderten Zellen gelten. Fiir die Uberpriifung der endogenen Situation wurde
aufgrund eines fehlenden in der Immunfluoreszenz funktionierenden Antikérpers gegen
D12 das mit myc markierte Konstrukt in murine Fibroblasten transfiziert und mit dem
endogenen Antikorper gegen Limp-2 gegengefirbt. Dabei zeigte sich jedoch keine offen-
sichtliche Kolokalisation beider Proteine, da hier der verschwindend geringe [ER} Anteil von
Limp-2 nicht angefarbt wurde, der jedoch nichtsdestotrotz vorhanden und im Westernblot

nachweisbar ist.
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5.5 Untersuchung der physiologischen Rolle der Inter-
aktion von D12 und Limp-2

5.5.1 Bekannte Interaktionspartner von SNARE-Proteinen und

ihre Funktionen

Der letzte Teil der Arbeit sollte sich der mdglichen physiologischen Rolle der Interak-
tion widmen. Zu schon bekannten und beschriebenen Interaktionen von und
anderen Proteinen ldsst sich sagen, dass seit der Entdeckung und Aufklarung der
[RE}Komplexe die Forschung immer mehr in Richtung von SNARE} Lokalisationen und
Funktionalitit fortgeschritten ist. Hierbei wurden verschiedene mégliche Aufgaben fiir in-
teragierende Nicht{SNARE}Proteine gefunden. NSF und o-SNAP wurden zuerst entdeckt,
ihr Zweck ist das Disassemblieren des quarternéren cis{SNARE}Komplexes. Synaptophy-
sin ist ein Transmembranprotein, das mit dem Synaptobrevin/VAMP interagiert
und auf diese Weise fiir die richtige Sortierung von VAMP in synaptische Vesikel in Ner-
venzellen sorgt (Pennuto et al. 2003). Weiterhin wurde in der Hefe gezeigt, dass die
Betl, Sed5 und Sec22 an Untereinheiten der COP-II-Coatomere binden und so
in die entsprechenden umbhiillten Vesikel rekrutiert werden kénnen (Mossessova, Bickford
und Goldberg, 2003).

Ahnliches ist auch fiir den Komplex aus Usel /D12, Bnipl/Sec20, Syntaxinl8 und Sec22
in der Ratte gezeigt worden. Hier interagieren alle Proteine mit dem KDEL-Rezeptor
ERD2, und Usel und Sec22 kénnen auch mit COPI-Untereinheiten koprézipitiert wer-
den, so dass {iber diese Interaktion die genannten vom Golgi-Apparat in das
zuriicktransportiert werden konnen. Weiterhin konnten auch in verschiedenen
Sortiermotive gefunden werden, die zum Beispiel fiir die Bindung an Adapterproteine
wichtig sind (Peden, Park und Scheller, 2001). Eine andere Rolle, die interagierende Pro-
teine spielen kénnen, ist die der Docking-Komplexe, die dazu beitragen, beladene Vesikel
einzufangen und in die Nahe der Akzeptorkomplexe zu bringen. Fiir Usel /D12
ist dies der Dsllp-Komplex in der Hefe (Meiringer et al. 2011) beziehungsweise ZW10
und NAG in Sdugerzellen (Schmitt, 2010); ein weiterer bekannter Komplex ist der HOPS-
Komplex, der in der Hefe die Fusion von Autophagosomen oder spiten Endosomen mit
der Vakuole vermittelt (Collins et al. 2005).

Weiterhin konnten potentielle Interaktoren von SNARE]}Proteinen zur Aktivierung der
beitragen. Ein bekanntes Beispiel hierfiir ist wiederum VAMP /synaptobrevin,
das als singuldres Protein ohne zusétzliches Aktivatorprotein nicht in der Lage ist,
[RE}Komplexe auszubilden, da ein Teil seines SNARE}Motives sich in der Membran be-
findet (Hu et al. 2002).
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Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass interagierende Proteine spezifisch
vor Degradation beschiitzen. Ein Beispiel hierfiir ist das [SNARE]| Ufel in der Hefe, des-
sen Analog Syntaxinl8 in Sdugerzellen ist. Interaktion mit dem Protein Slyl fiihrt zur
Verhinderung der Degradation des iiber den sogenannten ERAD-Pathway
associated Degradation) (Braun und Jentsch, 2007). Ein weiteres SNARE] Sed5 jedoch,
das nicht mit Slyl interagiert, wird degradiert. Interessanterweise ldsst sich Slyl auch in
einem Interaktionsscreen als potentieller Interaktor von Usel /D12 finden (Supplemental
Material aus: (Uemura et al. 2009)).

5.5.1.1 Experimente zur physiologischen Rolle der Interaktion von Limp-2
und D12

Grundsétzlich 1isst sich sagen, dass es viele mogliche Prozesse gibt, in denen ein lysoso-
males Protein und ein SNARE] das sich hauptséchlich im befindet, zusammenwirken
konnten. FEine Beeinflussung autophagozytotischer genauso wie phagozytotischer Prozes-
se ist moglich. Vielleicht spielt die Interaktion auch bei der Degradation von D12 eine
Rolle. Ein Hinweis darauf ist, dass sich in den aufgereinigten Lysosomen aus den Limp-
2-Knockout-Méausen eine Akkumulation eines méglichen Spaltfragmentes von D12 findet.
Die Moglichkeit der Ubiquitinylierung von D12 als Vorstufe zur Degradation ist auch
schon in (Aoki et al. [2009) beschrieben.

Da Limp-2 zuerst als Transportmolekiil identifiziert worden war, stellte sich die Frage,
ob D12 vielleicht in Abhéngigkeit von Limp-2 sortiert oder durch Limp-2 transportiert
werden konnte. Um dies zu iiberpriifen, wurde mit dem myc-Tag versehenes D12 in Limp-
2-Wildtyp- und Knockout-Fibroblasten transfiziert und mit Limp-2 und D12-Antikérpern
gefarbt. Die Analyse vieler Zellen wie in Abb. zeigte jedoch keine augenscheinlichen
Lokalisationsunterschiede zwischen den Wildtyp- und Knockout-Fibroblasten. Um dies
auch noch endogen zu testen und der Gefahr zu entgehen, dass Tags durch Hydrola-
sen entfernt werden, wurden Tritosomen von Knockout und Wildtyp-M&usen analysiert,
dargestellt in Abb. [£.20] Hier zeigte sich einerseits, dass D12 endogen in Lysosomen vor-
handen ist, was bisher noch nicht bekannt war. Andererseits zeigten sich in den unter-
suchten Proben keine starken Mengenunterschiede in Tritosomen von Limp-2-Wildtyp-
und Knockout-Méausen. Wie oben erwihnt, zeigte sich jedoch ein putatives Spaltfragment
von D12 vermehrt in den Praparationen von den Knockout-Mausen.

Eine weitere Moglichkeit konnte sein, dass D12 das Verlassen des [ER] von Limp-2 beein-
flusst. Um dies zu testen, wurde D12 iiberexprimiert oder mittels in HeLa-Zellen
herunterreguliert. Das Verlassen des von Limp-2 kann nun nach einer Behandlung
der Zelllysate mit dem Enzym Endoglykosidase H abgeschétzt werden, da hier ER}Form
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und post{ER}Form von Limp-2 auf einem Blot voneinander unterschieden werden kén-
nen. Hier, in Abb. und Abb. zeigte sich jedoch auch keine Beeinflussung dieses
Prozesses durch D12. Dies steht im Widerspruch zu den publizierten Ergebnissen, dass
die Herunterregulation von D12 die Reifung von Cathepsin D, einer lysosomalen Hydro-
lase, verzogert (Okumura et al. [2006)). Dieser Befund konnte aber auch an der sehr hohen
Halbwertszeit der Limp-2-Molekiile liegen, die es nicht erlaubt, neu-synthetisiertes Limp-2
alleinig zu untersuchen.

Ein néchster Ansatz bestand darin, zu untersuchen, ob Limp-2 einen Einfluss auf die D12-
Oberflichenexpression haben konnte. Der Grund fiir diese Uberlegung war, dass sich D12
nach Phagozytose durch Makrophagen in phagosomalen Membranen darstellen ldsst und
auch Limp-2 eine Rolle bei der Phagozytose spielt (Hatsuzawa et al. 2006; Carrasco-Marin
et al. 2011). Fiir diesen Versuch wurde in Abb. die Methode der Oberflachenbiotiny-
lierung angewandt, bei der alle zu einem bestimmten Zeitpunkt an der Oberfliche vorhan-
denen, lysinhaltigen Proteine markiert und auf einem Blot dargestellt werden kénnen. Es
zeigte sich hier, dass sowohl Limp-2 und D12 als auch Gosr2, das als Kontrolle verwendet
worden war, bei Uberexpression an der Zelloberfliche vorhanden sind. Die Beeinflussung
der Oberflichenlokalisation von Limp-2 durch D12 war etwas grofer als die durch Gosr2,
doch interessanterweise war die Oberflichenlokalisation von Gosr2 zusammen mit Limp-2
gegeniiber der Oberflichenlokalisation von Gosr2 allein massiv gesteigert. Da es progres-
sive myoklonische Epilepsien mit Mutationen in Gosr2 gibt, die dhneln (Boisse
Lomax et al. 2013)), sollte dieser mogliche Zusammenhang weiter untersucht werden. Es
wurde in Limp-2-Knockout- und Wildtypfibroblasten ebenfalls eine Oberflichenbiotiny-
lierung durchgefiihrt, die einerseits zeigte, dass endogen sowohl Limp-2 als auch Gosr2 in
geringem Mafe an der Oberfliche vorhanden sind. Andererseits aber konnte kein Unter-
schied der Mengen von Gosr2 gesehen werden, wie es nach den vorherigen Ergebnissen zu
erwarten gewesen ware.

Die urspriingliche Uberlegung, D12 als potentiellen Interaktionspartner aus dem Hefe-
Screen auszuwihlen, resultierte aus der Beobachtung, dass die Uberexpression von muri-
nem Limp-2 in verschiedenen Zelllinien fiir 36h eine Vergrofserung endosomal-lysosomaler
Vesikel zur Folge hat. Ein dhnliches Muster an Verdnderung, also Vesikulation und Va-
kuolisierung, allerdings des , findet sich bei Herunterregulation von D12 (Uemura et
al. 2009). Die n-terminale Transmembrandoméne und die luminale Doméne von Limp-2
konnten als hierfiir verantwortlich identifiziert werden. Um die Rolle von D12 bei die-
sen Vorgiangen zu iiberpriifen, wurden Limp-2 und D12 fiir 36h iiberexprimiert und eine
Immunfluoreszenzanalyse durchgefiihrt, die, wie in Abb. dargestellt, zeigte, dass bei-
de Proteine in den groflen vesikuldren Strukturen kolokalisieren. Dies ist jedoch nur ein

indirekter Hinweis auf die Rolle der Interaktion fiir diesen Prozess, da die starke Uberex-
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pression von Limp-2 in viele andere zelluldre Vorgéange eingreift.

Um sicher zu gehen, dass die Interaktion ursdchlich fiir die Entstehung grofer Vesikel
ist, konnte zum Beispiel eine D12-Variante erstellt werden, die nicht mehr die Fahigkeit
besitzt, Limp-2 zu binden, aber immer noch als Protein fungieren kann. Uber-
expression von Limp-2 und dieser Mutante sollte nun zumindest in doppelt-transfizierten
Zellen zur verminderten Bildung der Vesikel fithren. Eventuell wére hierfiir die mD12_ -
A-ELLG-Mutante verwendbar.

Grundsétzlich sind aus den Ergebnissen der Arbeit zahlreiche medizinisch nutzbare Kon-
sequenzen denkbar.

Beispielsweise konnte man versuchen, die neuronalen Ablagerungen, die beim
Syndrom entstehen, mit einer verminderten Degradation intrazellulirer Bestandteile zu
erklidren. Es zeigte sich ja auch, dass Knockdown von D12 in Zellkultur zu Lipofuszinak-
kumulation fiihrt. Dies kann als ein Zeichen eines beeintrichtigten Abbaus von Mitochon-
drien und anderen Organellen gewertet werden. Die Beeinflussung der Interaktion kénnte
hier moglicherweise zur Besserung einiger Symptome oder der Aufschiebung des ersten
Auftretens fithren. Ein erstes mogliches Experiment in diese Richtung wire die Untersu-
chung der AMRF}Mutanten auf Interaktion mit Usel/D12.

Sollte Autophagozytose ein Prozess sein, in dem die beschriebene Interaktion eine Rolle
spielt, so waren viele Krankheitsbilder denkbar, in denen dieser elementare Vorgang wich-
tig ist. Verschiedene neurodegenerative Erkrankungen sind von einer Beeintrichtigung der
Autophagozytose sicherlich am ehesten betroffen. Eventuell lieffen sich dann genetische

Untersuchungen Betroffener durchfithren und Mutationen im Usel-Gen nachweisen.

5.6 Zusammenfassung

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass die untersuchte Interaktion mehrfach validiert
und die Interaktionsstelle auf Seiten von D12 gefunden wurde. Eine Modellgrafik der
moglicherweise ablaufenden Interaktion ist in Abb. dargestellt. In A) ist die Topologie
von D12 mit der Transmembrandoméne, dem SNARE-Motiv und dem fiir die Interaktion
verantwortlichen ELLG-Motiv gezeigt. Aus dieser Struktur resultieren die Abbildungen
B) und C), in denen die beiden Méglichkeiten der Interaktion gezeigt sind. In B) wird
davon ausgegangen, dass Limp-2 und D12 sich in unterschiedlichen Membranen befinden,
zum Beispiel im Lysosom und im ER. In C) ist dargestellt, wie die Interaktion aussé-
he, falls D12 und Limp-2 sich in der gleichen Membran befinden. Sollte die Verteilung
derjenigen in B) entsprechen, so wiire ein moglicher Prozess, bei dem die Interaktion ei-
ne Rolle spielen konnte die Phagozytose. Wie publiziert (Hatsuzawa et al. |2006]) findet
sich D12/Usel in phagosomalen Membranen und ist direkt an der Phagozytose betei-



KAPITEL 5. DISKUSSION 94

A)
ELLGQAOtiV Transmembrandoméne
N-Terminus | . | L—:I CTerminus
SNARE-Domane
B) Q)

luminale Doméne

Lumen eines Limp-2-haltigen
Vesikels (z.B. Lysosom)

C-Terminus

ER-Lumen
ol bran eines Makionh E3-Ligase, die
asmamembran eines Makrophagen
Pheg D12 durch
Ubiquitinylierung
ER-vermittelter E Zur Degradation

Phagozytosevorgang bestimmt

Phagosom
spates Endosom/
Lysosom mit
Limp-2 und D12

Lysosom

Phagolysosom

Abbildung 5.1: Modell der Interaktion von D12 und Limp-2:

A) Modellhafte Darstellung des Typ-II-Transmembranproteins D12 mit Transmembrandoméne
in Rot, SNARE-Doméne in Gelb und dem fiir die Interaktion verantwortlichen ELLG-Motiv in
Schwarz.

B) Beispiel fiir eine denkbare Interaktion von Limp-2 und D12, falls sich D12 und Limp-2 in
unterschiedlichen Membranen befinden.

C) Mégliche Interaktion von Limp-2 und D12 in der gleichen Membran.

D) Eine aus B) resultierende mdgliche Rolle der Interaktion bei der Phagozytose.

E) Limp-2 beschiitzt durch die Interaktion in der gleichen Membran D12 vor der Ubiquitinylie-
rung und dem darauffolgenden Abbau.

ligt. Limp-2-Knockout-Makrophagen zeigen Defizite in der Reifung von Phagosomen und
der phagosomal-lysosomalen Fusion (Carrasco-Marin et al. 2011). Somit kénnte die be-
schriebene Interaktion eine Vereinfachung der Fusion von Phagosomen mit Lysosomen
ermoglichen.

Sollte die Interaktion in der gleichen Membran stattfinden, so konnte eine mégliche Rolle
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die Verhinderung der Degradation von D12 sein, wie in E) gezeigt. Hierfiir spricht ein ly-
sosomal akkumuliertes Spaltfragment von D12, das in den Limp-2-Knockout-Tritosomen
gefunden wurde. Das ELLG-Motiv ist im SNARE BNIP-1/Sec20 ebenfalls fiir die Bin-
dung von antiapoptotischen Proteinen wichtig (Nakajima et al. 2004), vielleicht ist hier
die Interaktion ebenfalls wichtig, indem diese Bindestelle maskiert wird. Die Folge wa-
re eine antiapoptotische Wirkung der Interaktion. Auferdem wurden Hinweise gefunden,
dass die Interaktion moglicherweise mit der Bildung vergroferter Vesikel nach Limp-2-
Uberexpression zusammenhingen konnte. Auf jeden Fall sollte in Zukunft auch die Rolle
des anderen , BNIP1/Sec20, das im Screen gefunden wurde, untersucht wer-
den, da die beiden SNARESs ja auch schon miteinander interagieren und in-vivo Homo-
Oligomere bilden (Verrier et al. [2008). BNIP-1 ist auch insofern von Interesse, da es an
bestimmten Formen von Autophagie beteiligt ist, mitochondriale Fragmentation reguliert
und auferdem der Familie pro-apoptotischer Molekiile angehort (Zhang et al. [2003; Na-
kajima et al. [2004; Tang et al. 2011; Ryu et al. 2012)). Die Interaktion von Limp-2 und
BNIP-1 wurde zumindest im Hefe-Versuch schon bestétigt.
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Kapitel 6
Zusammenfassung

Das Protein Limp-2 ist das Transportmolekiil fiir die lysosomale Hydrolase B-Gluco-
cerebrosidase vom endoplasmatischen Retikulum in das Lysosom. Mutationen der (-
Glucocerebrosidase fithren zu M. Gaucher, der hiufigsten lysosomalen Speichererkran-
kung. Mutationen in Limp-2 fiihren beim Menschen zum action myoclonus renal failu-
re Syndrom (AMRF), das eine myoklonische Epilepsie mit progressivem Nierenversagen
beinhaltet. Der Knockout von Limp-2 in der Maus erzeugt bei betroffenen Tieren unter
anderem eine Hypernephrose aufgrund urethraler Konstriktion, fiir die fehlerhafte en-
docytotische Recycling-Prozesse und gestorte endosomal-lysosomale Fusionsprozesse ver-
antwortlich gemacht werden. Uberexpression von Limp2-Konstrukten in verschiedenen
Zelllinien fiihrt zur Bildung stark vergroferter endosomal-lysosomaler vesikularer Struk-
turen.

Um der Ursache dieser Phianotypen in Maus und Mensch auf den Grund zu gehen, wurde in
vorherigen Arbeiten ein Hefe-Screen zur Identifikation neuer moglicher Interaktionspart-
ner durchgefithrt und das im endoplasmatischen Retikulum lokalisierte SNARE-Protein
D12/Usel als putativer Interaktor ausgewéhlt. SNARE-Proteine sind von unverzichtbarer
Bedeutung fiir intrazelluldre Fusionsprozesse.

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels des Yeast- Two-Hybrid-Systems die Interaktion
bestitigt werden. Immunprézipitationen in verschiedenen Zelllinien sowohl von D12 als
auch von Limp-2 zeigten ebenfalls die Interaktion beider Proteine. Des Weiteren konn-
te mittels einer Deletionsmutante von D12 eine auferhalb des SNARE-Motivs liegende
Doméne, bestehend aus den 4 Aminosauren ELLG (Glutamat-Leucin-Leucin-Glycin), als
moglicher Vermittler dieser Interaktion identifiziert werden. Auferdem wurde das endo-
plasmatische Retikulum in der Immunfluoreszenz und in Immunprézipitationen als Ort
der beobachteten Interaktion nachgewiesen.

Ferner konnte in einer Lysosomenpraparation aus Méausen gezeigt werden, dass D12 nicht

nur im ER, sondern auch lysosomal vorkommt.
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In Bezug auf eine physiologische Rolle der Interaktion zur Erklirung von Phinomenen
des Knockouts, der Limp-2-Uberexpression in Zelllinien oder der humanen Mutationen
kann nur spekuliert werden. Fiir eine mogliche Rolle der Interaktion in Bezug auf die Ent-
stehung vergroferter Vesikel nach Limp2-Uberexpression spricht die Kolokalisation von
Limp-2 und D12 in diesen. Es ergaben sich keine Unterschiede in der Verteilung bezie-
hungsweise Lokalisation von D12 in Limp-2-Knockout- oder Wildtyp-Tieren, bis auf die
Akkkumulation eines moglichen Spaltfragmentes von D12 in den Lysosomen von Limp-2-
Knockout-Méusen. Genauso wenig fanden sich eindeutige Hinweise auf Beeinflussung der
Oberflachenlokalisation oder des ER-Exits von Limp-2 durch D12.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass starke Hinweise auf eine Interaktion und die
zugehorige Doméne in D12 gefunden wurden, die Bedeutung der Interaktion fiir die Zelle

jedoch noch nicht vollstandig geklart ist.
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Tabelle 6.1: Auswertung des Split- Ubiquitin- Yeast- Two-Hybrid-Screens (Schwake et al., unver-

offentlichte Ergebnisse)

Genname

Gennummer

Adiponectin receptor (Adiporl)

NM 028320

AMPA2 NM 001039195
ATPBAP2/(pro-)renin receptor NM _ 027439
BCL2/Bnipl NM_ 172149
Calcyon NM 026769
Camk2n1 NM 025451
Chondroitin (Cspgb) NM_ 013884
Connexin29 NM 080450
Cytochrom b-5 NM 025797

DC2

Protein (Dc2)

NM_ 001108566

Degs1

NM 007853

Dystrobrevin A

NM _ 207650
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Fortsetzung von Tabelle (6.1

Genname Gennummer
Emopamil-binding

NM 026598
protein
Glutathione

NM 008162
perox. (Gpx4)
Guanine nucleo. binding (Gnaol) NM _ 010308
iTM2b NM 008410
Laptm4a NM 008640
Laptm4b NM 008640
leptin

AK 154712
receptor

Myelin basic protein Mbp

NM 001025259

Nucleophosmin 1 (Npml) NMO008722
ORM1-like NM 025661
Prostaglandin

NM 008963
synthase
Reticulon 3 NM 053076.2
Ring Finger Protein 41 (RNF41) NM 005785
RNA}Polymerase 11 subunit 25 NM 029365
Sacroglycan,epsilon (Sgce) NM _ 011360
Septin (Sept4) NM 011129
Solute Carrier family 3 NM 008577
SPARC-like 1 BC 003759
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Fortsetzung von Tabelle (6.1

Genname Gennummer
Stathmin-like 3 (Stmn3) NM_ 009133
Tetraspanin 6 (Tspan6) NM 019656
Tubulin 1a NM 011653
Unconventional [SNARE(D12/Usel) | NM 029768
Vesicle-associated mem. Pro. (Vapb) NM_ 0198061
Vkorel NM 178600

6.2 Anhang: Lebenslauf
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