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1. EINLEI TUNG

1.1. Lysosonen:

Lysosonen sind vesi kul d&re Zel |l organel | en, die funktionell als
term nal e Abbau- Konpartinente der Zelle definiert werden
konnen. lhre G o6Re schwankt im Bereich von etwa 0,1 - 2 ym

Auf grund nor phol ogi scher und funktioneller Heterogenitat unter-
schei det man zw schen primaren Lysosonen, die nur neusynthetis-
ierte | ysosonmal e Enzynme aber noch kei ne Abbaupr odukte
ent hal ten, und sekundaren Lysosonen, die durch Fusion aus

pri maren Lysosonen mt Endosonen oder Autophagosonen entstehen.
I n den sekundaren Lysosonen | aufen di e Abbau-Prozesse

endozyti erter Verbi ndungen oder zelleigener Strukturen

(Aut ophagi €) ab, wobei bei ei nemunvoll standi gen Abbau

Resi dual kor per zurtckbl ei ben, di e i mEl ekt ronenm kroskop
sichtbar sind. Die Unterscheidung in prinmiare und sekundare
Lysosonen i st aber etwas willkirlich, da sie biochem sch und in
i hrem Enzyngehal t kei ne Unterschi ede auf-weisen. Bis heute sind
etwa 60 | ysosonal e Enzynme bekannt, die hauptsachlich zu den

Pr ot ei nasen, d ykosi dasen, Lipasen und Nukl easen z&ahl en. Durch
i hre genei nsane Wrkung kdnnen fast alle hohernol ekul aren

Ver bi ndungen hydrol ysi ert werden.

Di e ni eder nol ekul aren Abbaupr odukt e werden durch die | ysosonal e
Menbran hi ndurch ins Cytosol transportiert, wo sie wieder als
Baust ei ne fir anabol i sche Reakti onen verwendet werden konnen.

D e Lysosonen- Menbran dirfte verschi edene Transport protei ne
enthalten, die relativ spezifisch niedernol ekul are

Ver bi ndungen, wi e etwa Am nosauren, Zucker und Nukl eosi de
ausschl eusen (Pfeifer, 1987; Jonas et al., 1989; Pisoni &
Thoene, 1989). Aullerdementhalt die Menbran eine grof3e Zahl an
stark gl ykosylierten Menbranproteinen, deren Funktion noch
unbekannt ist. Eine bedeutende Ei genschaft der Lysosonen i st,
dal sie einen sauren pH Wrt (ca. 5,0) aufweisen, der durch

ei ne Protonenpunpe (H'-ATPase) aufgebaut wird. Denentsprechend
i st das pH Opti mnum der neisten | ysosomal en Enzyne i m sauren



Bereich (Pfeifer, 1987).

1.2. Lysosonal e Enzyne:

Da die primare Aufgabe von Lysosomen der kontrollierte Abbau
hoher nol ekul arer Ver bi ndungen ist, enthalten sie eine grofe
Anzahl aktiver Hydrol asen, darunter vor allem d ykosi dasen und
Prot easen. Die Aktivierung der Proteasen findet oft erst in den
Lysosonen sel bst oder unmttel bar davor in einem pral ysosonal en
Konpartinment statt. Dadurch ist die Zelle vor unerwinschten und
unkontrol I i erten Abbaureakti onen geschitzt (Neurath, 1984).

In den Lysosonen sind die Enzyne relativ stabil. Es ist jedoch
noch weit gehend ungekl &t, wodurch ein rascher gegenseitiger
Abbau der intral ysosomal en Enzyne verhindert wird. In ei nem
Fal | konnte gezei gt werden, dal3 ei ne Aggregation in Verbi ndung
mt einem Stabilisatorprotein das Enzym vor einem Angriff durch
andere Hydrol asen schutzt (D Azzo et al., 1982).

1.2.1. Kathepsine:

Al s Kat hepsi ne werden intrazel |l ul are Gewebsprot easen

bezei chnet, die in ihrer aktiven Form hauptsachlich in den
Lysosonmen |okali-siert sind. Die neisten der bisher gefundenen
Kat hepsi ne zahl en zu den Aspartat- oder Thiol proteasen und
haben somt eine Carb-oxyl gruppe oder einen Cysteinrest im
aktivem Zentrum Bei einigen findet nman einen relativ hohen

G ad an struktureller und funk-tioneller Verwandtschaft. Sehr
deutlich sind die Ahnlichkeiten bei den Kathepsinen B, Hund L
So wurde z.B. zwi schen Hiuhner-kat hepsin L und Rattenkat hepsin H
ei ne Am nosaur esequenz- honol ogi e von 51% gefunden und zw schen
den Kat hepsinen L und B, bzw. B und H, eine Honol ogi e von 32%
Besonders auffallig ist auch die Verwandtschaft mt den

pfl anzl i chen Proteasen Papain und Actinidin. |hr Honol ogi egrad
zu den Kathepsinen B, Hund L liegt zw schen 30% und 47%
(Dufour, 1988; Takio et al., 1983). Alle 5 angefihrten Enzyne
zahl en zu den Thi ol prot easen. Der hohe Konservierungsgrad | aft
darauf schlielen, dall sie aus ei nem genei nsamen Vorl auf er

ent standen sind und sich im Verlauf der Evolution an

unt erschi edl i che funktionell e Anforderungen adaptierten



(Ritonja et al., 1985).

1.2.2. Kathepsin B (EC 3.4.22.1.):

1.2.2.1. Strukturen und physi kochem sche Ei genschaften:

Die reife Formvon Kat hepsin B aus humaner Leber zeigt bei

gel chr omat ogr aphi scher Besti mung ei n Ml ekul argewi cht von
27,5 kDa; bei Bestimung durch SDS-PAGE unter reduzierenden
Bedi ngungen erhédlt man 2 Untereinheiten mt 25 kDa und 5 kDa,
die in vivo durch eine Disulfidbricke verbunden sein durften
(Barrett & Kirschke, 1981).

Ei ne Sequenzi erung von humanem Leber kat hepsin B ergab 252
Am nosauren und ei n Ml ekul argewi cht von 27,61 kDa.
Zwi schen dem Enzym aus humaner Leber und dem aus Rattenl eber
best eht ei ne Sequenzhonol ogie von 83,7% (Rtonja et al.

1985) .

D e Sequenzi erung von cDNA- Kl onen bestéatigte, dafll die Kathepsin
B - Fornmen von Mensch, Ratte und Maus, sowohl auf Protein-, als
auch auf DNA- Ebene hoch konserviert und mt anderen
Thi ol protei n-asen tierischer oder pflanzlicher Herkunft
verwandt sind (San Segundo et al., 1985; Fong et al., 1986;
Chan et al., 1986).

Bei humanen Hautfi broblasten |liegt Kathepsin Bin zwei reifen
Formen vor, und zwar mit 33 kDa und 27 kDa in einem Verhaltnis
von 3:1. D e kleinere Formentsteht durch proteolytische
Prozessi erung aus der grofReren (Hanew nkel et al., 1987).

Rei fes Kathepsin B tragt entgegen friheren Postul aten zum ndest
ei ne Kohl enhydr at seitenkette, die an den Asparagi nrest-111
gebunden ist. Dieses NNAykan ist relativ kurz; fur das Enzym
aus Rattenl eber wurde angegeben, dalR es zu 86% f ol gende
Struktur aufwei st (Taniguchi et al., 1985):

Man ¢1-6 Man R1-4 d cNAc RB1-4 G cNAc - Asn



Fir Kat hepsin B aus Schwei nem | z wur de angegeben, dal3 es zu 73%
ei nen ei nzi gen N Acetyl gl ukosam nrest tragt

(Takahashi et al., 1984).

D e physi kal i schen Ei genschaften von Kat hepsin B zei gen kei ne
auffalligen Besonderheiten. Fiur das Enzym aus R nderm |z wurde

ein pH OQpti mumvon 6,9 und ein Tenperaturopti numvon 42-C
ermttelt. Die Stabilitat nimt oberhalb von pH 7,5 und ab 40-C
signifikant ab (Khan et al., 1986).

1.2.2.2. Substrate, Aktivatoren und I nhibitoren:

Kat hepsin B unterscheidet sich in der Spezifitat nur kaum von
den bei den verwandt en Thi ol proteasen Kathepsin H und L.

Di e derzeit spezifischsten Substrate sind die Verbi ndungen
Benz- yl oxy- car bonyl - Ar gi nyl - Argi ni n- 2- Napht hylam d (Cbz- Ar g-
Arg- NNap) und das ent sprechende Met hyl cunaryl - Derivat Cbz- Arg-
Arg- Mec. Diese synthetischen Peptide werden von Kat hepsin B
wei t aus rascher ungesetzt als von den bei den anderen Proteasen
(Kirschke et al., 1980).

Bei den neisten natidrlichen Substraten, wie z.B. Fibrinogen,

I nsulin, verschi edenen Kol | agentypen, Myosin und Actin spaltet
Kat hepsi n B al s Endoprot ei nase; bei d ukagon und Fruktose-1, 6-
bi sphosphat al dol ase verhéalt es sich wi e eine Carboxydi pepti dase
(Aronson & Barrett, 1978; Bond & Barrett, 1980).

Al's Aktivatoren w rken vor allem Verbi ndungen, die die SH

G uppe des aktiven Zentruns stabilisieren, wie z.B. Cystein
oder Dithioerythrit.

Unspezi fi sche I nhibitoren von Kathepsin B sind SH G uppen-

Bl ocker wi e Jodacetam d, N Ethylmaleinimd und verschi edene
zwei wertige Kationen, sow e die Thiol proteasehenmer
Chynostatin, Leupeptin und Anti pain.

Spezi fische I nhibitoren sind die Epoxysuccinyl verbi ndung E- 64
(Hanada et al., 1978) und das synthetische Peptid Benzyl oxy-
car bonyl - Phenyl al ani n- Al ani n- Di azomet han ( Cbz- Phe- Al a- CH\p) ,
(Shaw & Dean, 1980), sow e das entsprechende Chl oronet hyl ket on



(Cbz- Phe- Al a- W) .

Fir die letztere Verbi ndung wurde ei ne Strukturanal yse des
Konpl exes mt Kathepsin B durchgefihrt (Akahane & Uneyana,
1986) .

Dabei wurde ein dreidinmensionales Mbdell von Kathepsin B unter
Verwendung der von Takio et al. ermttelten Am nosduresequenz
konstruiert, wobei die kristallographisch bestimten Struktur-
dat en der nahe verwandten pflanzlichen Thiol protease Actinidin
al s Vergl ei ch herangezogen wurden (siehe Abb. 1.1.).

Abb. 1.1.: Stereoansicht von Kathepsin B aus Rattenl eber (rote
Linien) mt dem I nhibitor Cbz-Phe-Al a-Chl oronet hyl -

ket on (wei Be Linien) koval ent imaktiven Zentrum

(an Cys-29) gebunden (Akahane & Uneyama, 1986).

Nat Grliche Inhibitoren von Kathepsin B und anderen

Thi ol prot easen sind di e sogenannten Stefine und Cystatine. Das
sind relativ kleine Proteine mt einem Ml ekul argew cht von ca.
11 - 16 kDa, die bereits aus den verschi edensten Geweben
isoliert wiurden (Katunuma & Kom nami, 1985).

Ein allgenein wrkender extrazellul aer Proteaseinhibitor ist
das g2 - Makrogl obulin aus humanem Serum Es hemmt nur aktive
Prot easen, und zwar indem es bei einem proteolytischen Angriff
di e Konformation andert und das Enzym bi ndet (Sottrup-Jensen,



1989). Seine inhibitorische Wrkung wurde auch fur Kathepsin B
beschri eben und es konnte gezei gt werden, dall dabei Kathepsin B
al s Endoprot ease wirkt (Mason, 1989).
1.2.2.3. Bedeutung von Kathepsin B in Physiol ogie und

Pat hol ogi e:

D e physi ol ogi sche Hauptfunkti on von Kathepsin B ist, w e bei
den nei sten anderen | ysosonal en Proteasen, der unspezifische
Abbau von intrazellul & en oder endozytierten Proteinen.

Von ei ni gen Autoren wurde auch angenomen, dall es an der
posttransl ati onal en proteol yti schen Prozessi erung
sekretorischer Proteine oder Hornone, wie z.B. Al bumn,

Apol i poprotein A-1l1 und Insulin, beteiligt ist (Matsuda et al.
1986; Cordon et al., 1985; Docherty et al., 1984). |nzw schen
wur de jedoch fur den Fall des Insulins gezeigt, dal die
Prozessi erung durch andere Proteasen erfol gt (Docherty et al.
1989). Aulerdem durfte die Aktivierung von Kathepsin B erst
nach der Abzwei gung vom sekret-ori schen Wg stattfinden (siehe
Kap. 5.).

Ei ni ge pat hol ogi sche Erschei nungen scheinen in direktem
Zusanmen-hang mt erhohter Aktivitat oder veranderter
Lokal i si erung von Kat hepsin B zu stehen. Signifikant ist dies
vor all em bei einigen Entzindungserschei nungen, wi e z.B. der
rheumati schen Arthritis (Burnett et al., 1983).

Es konnte auch gezei gt werden, dall erhohte Kathepsin B -
ahnliche Aktivitaten in al veol aren Makrophagen und
Lungenf | Ussi gkeit von Rauchern auftreten (Chang et al., 1986;
Gairola et al., 1989).

Ei ne besondere Bedeutung konnte das Enzym auch bei der
Ausbi | dung von Met ast asen bei verschi edenen Tunoren haben

So wurde z.B. in der Aszitesfllissigkeit von Frauen mt Ovar-
kar zi nonen ei ne Kathepsin B - ahnliche Aktivitat gefunden, die
i mSerum ni cht detektierbar war (Mrt et al., 1983).

In einer Arbeit mt B16- Mausnel anomazel | em unt er schi edl i chen
Met ast asi erungspotentials wiurde ei ne Korrel ati on zwi schen dem
Ausnmal3 der Metastasenbil dung und der Kathepsin B - Aktivitat
beobachtet (Sl oane et al., 1982). Es wurde vernutet, dal

Kat hepsin B nicht direkt zur Abl 6sung der Zellen vom
Primartunor fohrt, sondern eine Prokol | agenase proteol ytisch



aktiviert (Sloane et al., 1984). AuRerdem konnte festgestellt
wer den, dall es bei einigen Tunorzellen in ei nemerhdhten MalR an
di e Pl asma- nenbran assoziiert ist (Sloane et al., 1986).

1.3. Biosynthese |ysosonal er Enzyne:

1.3.1. Translation und Prozessierung i m ER- Lunen:

Am Begi nn der Bi osynthese | ysosomal er Enzyne wi e auch sekretor-

i scher Proteine steht die Translation der entsprechenden nRNA
Di eser Prozel3 beginnnt mt der Konplexierung der nRNA mt den

bei den Unterei nheiten eines Ri bosons frei im Cytopl asna.

Nach der Synthese einer Signal sequenz aus 20 - 30 hauptsachlich
hydr ophoben Am nosauren kommt es zur Anl agerung ei nes

sogenannten "Signal Recognition Particles (SRP)" und damt zum

Ausset zen der Transl ation, und zwar bis der gesante Konplex an

ei nen SRP- Rezeptor der ER-Menbran gebunden i st.

Dann erst kann di e Signal sequenz vom SRP abdi ssoziieren, die

Transl ation wird fortgesetzt und di e Am nosaurekette

gl eichzeitig durch die Menbran ins Lunmen des endopl asmati schen
Reti kul uns transportiert (cotranslationale Transl okation). Dort

wird die Signal sequenz imNormal fall sofort w eder abgespalten

(Wal ter & Lingappa, 1986).

Ein weiterer cotranslationaler Schritt ist die enzymati sche

Ankoppl ung von A igosacchari dketten an Asparagi nreste des
Proteins (N-d ykosylierung).

Das Erkennungssignal fiur diese Ubertragung ist die Sequenz:

Asn - X - Ser/Thr.

Al's Donor fur das digosaccharid fungiert eine Dolichol pyro-

phosphat ver bi ndung, die mt dem hydrophoben Pol yprenolrest in

der ER-Menbran verankert ist.

Di e Synt hese des Dol ichol - gebundenen Sacchari dkonpl exes erf ol gt

uber nukl eotid- und dolichol aktivierte Zuckerreste.

Auf das Protein wird schliel3lich ein Tetrakai dekasaccharid aus
2 N Acetyl gl ukosam n-, 9 Mannose- und 3 d ukoseresten

tubertragen, wobei die 3 endstéandi gen d ukosereste und nei stens

auch ei n Mannose- Rest noch wahrend des Aufenthalts i mER-Lunen



wi eder abgespal ten werden (siehe Abb. 1.2.).

Abb. 1.2.: Schema der Synthese von N gl ykosi di sch gebundenen
A i gosacchari dsei tenketten an der ER-Menbran
I nhi bitoren: 1: Tunicanycin, 2: Castanospermn,
3: Deoxynojirimnmycin (nach Kleinig & Sitte, 1986).

Wahrend der Translation erfol gt auch bereits die Faltung des
Prot ei ns, wobei das cotransl ational Ubertragene N-d ykan die
Raunst rukt ur der Am nosaurekette beei nfl ussen kann.

Von grofRer Bedeutung fir die Faltung sind auch verschi edene

| 6sl i che ER-spezifische Proteine, wie z.B. die Protein-

Di sul fidi sonerase, die die korrekte Ausbil dung der D sul fid-
br icken katal ysiert, oder die sogenannten "Bi nding Proteins
(BiP)", die an neusynthetisierte Proteine binden und deren
Aggr egat i on ver hi nder n.

Es konnte gezei gt werden, dall di ese ER- spezifischen Protei ne am
C-Term nus ein Retentionssignal aufweisen, und zwar in den

nmei sten Fallen das Tetrapeptid Lys-Asp-d u-Leu (kurz KDEL), in
manchen Fallen stark verwandte Sequenzen wi e HDEL, RDEL oder
KEEL (Pel ham 1989 b).

D eses Faktumist ein weiterer Hnweis fir die Hypothese, dal
di e Sekretion an sich ein unspezifischer Prozel3 ist, der
Ver bl ei b verschi edener Proteine imBereich des Sekreti onsweges
al | erdi ngs spezifische Retentionssignale erfordert (Weland et
al., 1987). 1.3.2. Transport vom ER zum ol gi und




Phosphoryl i erung:

Nach dem Passi eren des endopl asmati schen Reti kul uns werden die
sekretorischen und die |ysosonal en Protei ne Uber Vesikel zum
CGol gi - Apparat transportiert.

Auf grund j ingerer Ergebni sse wurde postuliert, dal ein

i ntermedi ares Konpartinment zw schen ER und Gol gi existiert, das
unter anderem der Rezyklierung |6slicher ER-Proteine dient. D e
Tetrapepti dsequenz am C- Term nus durfte dabei von ei nem
Menbran-integrierten Rezeptor erkannt werden und Uber einen
Vesi kel - Ruckfl u3 zum ER den weiteren Transport der ER-Proteine
zum CGol gi verhindern (Pel ham 1989 a,b).

Es konnte bereits ein 72 kDa-Menbranprotein identifiziert

wer den, das di e KDEL- Sequenz erkennt und bi ndet, und

wahr schei nlich den Rezeptor fir das Retentionssignal darstellt
(Vaux et al., 1989).

Ei ne weitere Eigenschaft des internedi d&ren Konpartinents

zwi schen ER und Col gi ist, dall bei einer Tenperatur von 15-C
oder bei einer Inkubation in Gegenwart von CCCP die

Transport prozesse zum Gol gi bl ockiert sind, nicht aber der

Pr ot ei n- Zufl uB@ vom ER (bei Fi brobl asten, BHK-, Makrophagen- und
COS- Zel I en; Pel ham 1989a, b; Braul ke et al., 1988).

Ei nes der w chtigsten Charakteristika |06slicher |ysosonal er
Enzynme ist das Auftreten von Mannose- 6- Phosphatresten an N

d ykansei tenketten, die als Erkennungssignal e fir entsprechende
Rezept oren di enen und di e Segregation der |ysosonal en Proteine
von den sekretorischen Proteinen erndglichen (von Figura &
Hasilik, 1986).

Di e Phosphorylierung erfol gt dabei in zwei Schritten und

begi nnt kurz nach Verl assen des ER

Zuerst wird ein N Acetyl gl ukosam n-1- Phosphatrest von UDP-

d cNAc auf ei nen Mannoserest des |ysosonal en Enzyns Ubertragen
und es entsteht ein Phosphodi ester - Internediat.

D e Phosphotransferase (EC 2.7.8.17), die diesen Schritt kata-

| ysiert, erkennt spezifisch |ysosonal e Enzyne.

Das Er kennungsner ksmal dafGr diarfte in der dreidinmensional en
Raunst ruktur und eventuell in einembestimten Lysin-Mister der
| ysosomal en Proteine |iegen



Der zweite Schritt der Phosphorylierung ist die Abspaltung

ei nes N Acetyl gl ukosam nrestes durch eine N Acetyl gl ukosam n- 1-
Phospho- di est er - - N- Acet yl gl ukosam ni dase (EC 3. 1. 4. 45),

wodur ch der eigentlich aktive Phosphononoester entsteht.

Der erste Phosphorylierungsschritt, also die Ausbil dung des
Phosphodi esters, durfte iminternedi aen Konpartiment zw schen
ER und Col gi stattfinden, die Bildung des Monoesters erst im
cis-CGolgi. Argunente dafir sind, daR bei einer Bl ockierung des
Transports zum Gol gi durch niedrigere Tenperatur oder durch das
Reagens CCCP di e Phosphodi est er - Ver bi ndung gefunden wird, nicht
aber der Monoester; andererseits kdnnen aber di e Phosphotrans-
ferase-assoziierten Menbranen von den Markern der ER-Menbran
abgetrennt werden (Kornfeld & Mell man, 1989).

Ein weiterer Hnweis fur die These, dalRR di e Phosphotransferase
imintermedi a&ren Konpartinent |okalisiert ist und die N Acetyl -
gl ukosam ni dase erst imGolgi, ist ein Experinent, bei dem das
| ysosomal e Enzym Kat hepsin D mit dem ER- Ret enti onssi gnal KDEL
ver sehen wurde. Das KDEL-Kat hepsin D wurde dabei zur Phospho-
di est er - Ver bi ndung phosphoryliert, konnte aber nicht in den
Monoest er ungewandelt werden und akkunulierte im Pra-CGol gi -
Berei ch (Pel ham 1988).

D e Bedeutung des Mannose- 6- Phosphat si gnal s fur den korrekten
intrazel lul aren Transport der |ysosonal en Enzyme und deren

Abt rennung vom Sekretionsweg zei gt sich auch bei der genetisch
bedi ngt en St of f wechsel krankheit Mucol i pidose Il (I-Cell-

D sease). Bei dieser Krankheit ist die Phosphotransferase

def ekt, wodurch es zur Sekretion der |ysosonal en Enzynme bzw.

i hrer Pro-fornen kormmt (Hasilik et al., 1981; Creek & Sy,
1984) .

1.3.3. Prozessierung i m Col gi - Appar at :

Der ol gi - Apparat ist funktionell in 3 Abschnitte gegliedert,
di e von den sekretorischen und | ysosomal en Proteinen nur in
ei ner Ri chtung durchl aufen werden. Der sogenannte cis-Gol gi-
Bereich ist dem ER bzw. dem i nt ernmedi aren Konparti nent
zugewandt, danach folgen m d- und trans-Col gi.



Wahrend des gerichteten Transports erfol gen verschi edene Pro-
zessi erungsschritte. Der wichtigste Vorgang durfte dabei die
Prozessi erung des N-d ykan-Anteils sein (siehe Abb. 1.3.). Be
der Synt hese ei nes konpl exen Kohl enhydrats agi eren nachei nander
mehr er e Mannosi dasen und Monosacchari dtransferasen in genau
definierter Rei henfol ge. Der geordnete Abl auf der einzel nen
Enzynr eakti onen wird durch ei ne sehr hohe Substratspezifitat
und teilweise durch eine raumiche Trennung der Enzyne in den 3
CGol gi - Regi onen errei cht. Neben dem konpl exen N-d ykan- Typus

exi stiert auch ein Mannose-reicher und ein hybrider Typ, bei
denen di e Prozessierung nur in einemgeringeren Ausmal3 erfol gt.
Di e Prozessi erungsvorgange unterliegen auch ei ner bestinmnten

M kr ohet erogenitat, die von den prozessi erenden Enzynen, dem

gl ykosylierten Protein sel bst und der Zellinie abhangig ist.
(Roth, 1987; Kornfeld & Kornfeld, 1985).

Abb. 1.3.: NG ykan-Prozessierung i m Gol gi - Apparat am
Bei spi el ei nes konpl exen Kohl enhydrat s.
(nach Kleinig & Sitte, 1986).

Neben der Prozessierung der N-d ykane erfol gen auch die
O d ykosylierung und die Sul fatierung von d ykan- oder
Tyrosinresten i m Berei ch des Col gi - Appar at es.

1. 3. 4. Mannose- 6- Phosphat - spezi fi sche Rezeptoren (MPR)

Es konnten bi sher zwei verschi edene Rezeptoren gefunden werden,
di e das Mannose- 6- Phosphat si gnal | ysosomal er Enzyne erkennen
und bi nden. Bei de sind gl ykosylierte Menbranproteine,



unt er schei den sich jedoch durch ihr Ml ekul argewi cht und ihre
Abhangi gkeit von zwei wertigen Kationen. Der eine Rezeptor hat
ei n Mol ekul argewi cht von nmehr als 215 kDa (mt dem N d ykan-
Anteil bis zu 300 kDa) und ist Kationen-unabhangi g. Der andere
hat eine G 0Re von 46 kDa, durfte in der Menbran als Diner
auftreten und gilt als Kationen-abhéangi g (obwohl auch er
besti mmt e Li ganden in Abwesenheit von Kationen bi nden kann).
Bei de Rezeptoren bestehen in ihrer reifen Formaus 3 Dondnen:
ei ner extracytopl asmati schen Dondéine, einer einzel nen kurzen
Transnenbr anr egi on und ei ner carboxyterm nal en cytopl amati schen
Donéne. Das primare Transl ati onsprodukt wei st noch eine

am not erm nal e Si gnal sequenz zur Ei nschl eusung in das ER-Lunen
auf. Die extracytoplasmati sche Dondne des 215 kDa- MPR set zt
sich aus 15 W eder hol ungsei nhei ten unterschiedlicher Honol ogi e
zusanmen (Kornfeld & Mellman, 1989; siehe Abb. 1.4.).

Abb. 1.4.: Schematische Darstellung der Mannose-6- Phosphat -
Rezeptoren: ausgefullte Kreise zeigen N-d ykanreste
an, offene stehen fur potentielle d ykosylierungs-
stellen (nach Kornfeld & Mell man, 1989).

Fir den kl ei nen MPR konnte gezei gt werden, dalR die N

d ykosylierung, die Ausbildung von D sul fidbriucken und ei ne

Konf or mat i onsdnderung nach der Synthese notwendi g sind, umdie

Li ganden ausrei chend bi nden zu kénnen (Hlle et al., 1989).

D e Li ganden-Bi ndungsstelle |iegt auf der extra-

cyt opl asmati schen Donéne des Rezeptors. Die cytoplasnmatische



Donmdne und di e Transnenbr anregi on schei nen fir die
intrazellul &re Retention verantwortlich zu sein

D e Synt hese eines Rezeptors, bei demvor der

Transnenbr anregi on ei n St opcodon ei ngebaut wird, fuhrt zur
Sekretion des veréanderten Rezeptors, wobei die

Bi ndungsf @ahi gkeit an Mannose- 6- Phosphat erhalten bl ei bt

(Wendl and et al., 1989).

Der Kati onen-abhangi ge 46 kDa- MPR hat in seiner funktionellen
Ei nheit als D ner 2 Mannose- 6- Phosphat - Bi ndungsstel Il en, die so
nahe anei nander |iegen, dall sie von einem digosaccharid mt 2
Mannose- 6- Phosphat rest en beset zt werden kénnen.

Der Kati onen-unabhangi ge Rezeptor kann als Monomer ebenfalls 2
Mannose- 6- Phosphat rest e bi nden.

Ei n ei nzel ner Mannose- 6- Phosphatrest wird von bei den Rezeptoren
mt dersel ben Affinitat gebunden (7-8 x 10° M, ein di phospho-
ryliertes Adigosaccharid wird jedoch vom 215 kDa- MPR mt vi el
hoherer Affinitat (2 x 10° M gebunden als vom 46 kDa- MPR (2 x
10" M.

Von den bei den Rezeptoren diurfte der Kationen-unabhangi ge MPR
der dom ni erende sein, da er bei einer Blockierung des 46 kDa-
MPR dessen Funktion Uberni mt, dieser jedoch bei Ausfall des
215 kDa- Rezeptors nur 30-40% der neusynthetisierten Enzyne zu
den Lysosonen dirigi eren kann

Ei n wesentlicher Unterschied ist auch, dall der 46 kDa- MPR ni cht
zur Rezeptor-vermttelten Endozytose |ysosonal er Enzyne

bef &hi gt ist; diese Funktion kann nur vom grofRen MPR erfullt
werden (Kornfeld & Mell nman, 1989).

Ei ne besondere Ei genschaft des 215 kDa- MPR i st auch, dal er
identisch ist mt dem Rezeptor fir den "Insulin-Li ke-G ow h-
Factor Il (IG-11)". Fur beide Liganden existiert eine eigene
Bi ndungsstell e und sie kdnnen unter Unstanden zugl ei ch gebunden
werden (z.B. Pentamannose- 6- Phosphat-BSA und 1G- 11).

D e Bi ndung ei nes gesanten | ysosonmal en Enzyns kann jedoch
(vermutlich durch sterische H nderung) die zusatzliche Bi ndung
von |G- Il hemmen (Waheed et al., 1988; Kiess et al., 1989).

Di e bi ol ogi sche Bedeutung der Tatsache, dall di eser Rezeptor
sowohl |ysosonal e Enzyne als auch 1G- Il binden kann, ist noch
ungekl art.

Di e subzel lul are Lokalisation der beiden MPR ist oft vom



Zel | typus abhangi g, sie kdonnen i m Berei ch des ol gi - Appar at es,
an der Zelloberfl ache, in Endosonmen und in pral ysosonal en
Konpartimenten i n unterschiedlicher Menge gefunden werden,

ni cht aber in Lysosonen selbst. Es steht jedenfalls fest, dal
die Rezeptoren der verschi edenen subzel |l ul a&ren Bereiche

m tei nander in einem Flielgl ei chgewi cht stehen und ei nen

genei nsanen Pool bilden (Giffiths et al., 1988; Kornfeld &
Mel | man, 1989).

1.3.5. Transport vom ol gi - Apparat zu den Lysosonen:

I m Ver | auf des Bi osynt heseweges werden die | ysosonmal en Enzyne

i m Gol gi - Apparat von den Mannose- 6- Phosphat - Rezept or en
gebunden. Die Sortierung und Abtrennung von den sekretorischen
Proteinen erfolgt imtrans-CGol gi -Bereich, und zwar

wahrschei nlich i mtrans- Gol gi - Reti kul um (trans- Gol gi - net wor k,
TAN). Dort komm es zur Bildung d athrin-ummantel ter
Ausst Ul pungen der Menbran, in denen sich die die MPR mt ihren
Li ganden anrei chern

D eser Prozel3 wird von sogenannten HA | -Adaptoren vermttelt,
das sind Proteine, die einerseits mt dem cytoplasmati schen
Teil der Rezeptoren, andererseits mt den Protein-Ei nheiten des
Clathrins in Wechselwirkung treten; sie liegen also in einer
Schi cht zwi schen dem Li pi d-Bi |l ayer und dem d at hrin-Mantel. HA
| - Adapt or en best ehen aus 4 Untereinheiten:

2 unterschi edlichen 100 kDa- Ei nheiten, einem 47 kDa- und ei nem
19 kDa- Pol ypeptid. Bis jetzt ist jedoch noch nicht bekannt

wel ches Signal am cytopl asnmati schen Teil der Rezeptoren fiur die
Interaktion mt den HA |-Adaptoren verantwortlich ist (Qdickman
et al., 1989; Mrris et al., 1989).

Die dathrin-umhidllten Berei che schniren sich vom TGN ab und
bi | den Vesi kel mt einem Protein-Mantel ("Coated Vesicles"),
di e als Transportvektoren dienen.

D e Ausschl eusung der |ysosonal en Enzyne aus dem TGN kann

j edoch durch I nkubation bei einer Tenperatur unter 20°C stark
i nhi bi ert werden, und es konmmt zu ei ner Akkumulierung der



Proteine imtrans-CGol gi -Bereich (und zwar bei verschi edenen
Zell'inien, unter anderem auch bei Fibrobl asten; Braul ke et al.,
1988) .

D e starke Hemmung des intrazellul & en Transports zw schen

CGol gi - Apparat und Lysosonen bei Tenperaturen unter 20-C scheint
aber nur | 6sliche Proteine zu betreffen; |ysosonale
Menbr anpr ot ei ne werden auch noch bei di esen Bedi nhgungen zu den
Lysosonen transportiert, allerdings etwas | angsaner (Mrales et
al., 1989). Dies ist ein weiterer H nweis dafir, dal der
Transport- und Sortierungsnechani smus von Menbranpr ot ei nen
anders abl &uft als der von |d8slichen Proteinen. Von den

| etzteren ist jedenfalls bekannt, dal3 sie an ihre Rezeptoren
gebunden vom trans-CGol gi - Reti kul um tber d at hrin-unmhillte
Transportvesi kel zu ei nem pral ysosonal en Konparti nent bef6rdert
werden, mt demdie Vesi kel nach Abl 6sung des O at hrin-Mntel s
fusionieren. I mLunmen dieses Konpartinments konmm es durch ein
saures Mlieu (pH = ca. 5,5) zu einer Di ssoziation der

| ysosomal en Enzyne von i hren Rezeptoren

Das préal ysosomal e Konparti ment kann kann al so funktionell mt
demals CURL (= Conpartnent of Uncoupling of Receptor and

Li gand) bezei chneten Konpartinment gl ei chgesetzt werden.

Es i st auch wahrscheinlich der Kreuzungspunkt von Bi osynt hese-
und Endozyt oseweg. Charakteristisch fir dieses Konparti nent

si nd sei ne konpl exe tubul o-retikul are Struktur und die

Tat sache, dalR es sowohl MPR als auch |ysosonal e, glykosylierte
Menbranproteine (I gp's) in hdoherer Konzentration enthalt. D ese
Ei genschaft dient auch zur Unterschei dung gegenuber Lysosonen,
di e bi ochem sch al s | gp-positivel/ MPR-negati ve Konparti nente
definiert werden kénnen. Die MPR gel angen vom pral ysosonal en
Konpartinment zum TGN zurick, die |6slichen | ysosonmal en Proteine
und | gp's werden zu den Lysosonen weitertranportiert, wobei
aber noch nicht bekannt ist, wie dieser Vorgang gesteuert wird
(Giffiths et al., 1989; Huttner & Tooze, 1989).

D e Dissoziation des Rezeptor-Li ganden- Konpl exes kann jedoch
durch I nkubation der Zellen in Gegenwart von Amonchlorid
ver hi ndert werden. Dabei diffundiert NH durch die Menbran, wird
durch das saure MIlieu protoniert und Menbran-inperneabel. Al's
Fol ge steigt der pHWert, die Rezeptoren bleiben an die



Li ganden gebunden und sind nicht nmehr fir weitere Liganden
ver f igbar. Dadurch kommt es zu einer starken Erhoéhung der
Sekretionsrate | ysosonmal er Enzyne (von Figura & Hasilik, 1986).

1. 3. 6. Mannose- 6- Phosphat - unabhangi ge Tr ansport mechani snen:

Lysosomal e Menbr anpr ot ei ne wei sen kei n Mannose- 6- Phosphat -
Signal auf; es ist jedoch noch nicht geklart, welche
Strukturel enente fir den gerichteten Transport verantwortlich
sind. Man vernutet, dall die dafir notwendi ge Information auf
der cytopl asmati schen Seite liegt. Vor kurzem konnte durch
Mut at i onen am | ysosomal en Menbranprotein h-1anp-1 gezei gt
werden, dall ein Tyrosinrest imcytoplasmatischen Bereich fir
den korrekten Transport notwendig ist (WIIlianms & Fukuda,
1989). Diesem Signal wird auch eine grofe Bedeutung fir die
Endozyt ose zugeschri eben (siehe 1.5.).

Mogl i cherwei se i st auch eine dycin-Tyrosin-Sequenz ein wesent -
| i cher Bestandteil des Zielsignals. Diesel be Sequenz findet nan
auch bei der |ysosomal en sauren Phosphatase, ei nem Enzym das
al s Menbranprotein synthetisiert und unabhangi g von Mannose-
Phosphat - Resten in die Lysosonen transportiert wird. Es wird
al s Menbran-protein vomtrans-CGol gi zur Zell oberfl ache und von
dort durch Endozytose zu den Endosonen transportiert und

gel angt nach ei ni gen Krei sl aufen zwi schen Zel | oberfl ache und
Endosonen in die Lysosonen. Erst dort wird die
Transnenbr anr egi on abgespal ten, und das Enzymin ein | dsliches
Protei n ungewandelt (Braun et al., 1989; CGottschalk et al.
1989) .

Doch auch bei den |dslichen | ysosomal en Enzynen nul3 es
Transport - nechani smen geben, di e vom Mannose- 6- Phosphat - Si gna
unabhdngig sind. So findet nman z.B. bei Patienten mt
Mucol i pi dose |1, al so ei nem Def ekt der Mannose-
Phosphorylierung, in einigen Zellinien eine normale
Lokal i sation und Aktivitat der |ysosonmal en Enzyne (Kornfeld &
Mel | man, 1989).

1.4. Biosynthese von Kathepsin B:

I n humanen Haut fi brobl asten erscheint Kat hepsin B nach ei ner



Mar ki erung nmit *°S-Methionin Gber 10 min als Precurser nit einem
appar ent en Mol ekul argewi cht von 44,5 kDa. Innerhalb von 80 mn
werden ca. 50% davon in eine 46 kDa-Prof orm ungewandelt, die im
Ver | auf einer proteolytischen Prozessierung und einer
partiell en Degl ykosylierung zu einer 33 kDa- und spater zu

ei ner 27 kDa- Form abgebaut wi rd. Bei de Fornmen sind

proteol ytisch aktiv, sie treten in Fibroblasten in einem
Verhéaltnis von 3 : 1 auf.

Das 33 kDa-Enzym scheint die Hauptform zu sein und hat eine

Hal bwertszeit von etwa 12 Stunden. Der Pozessierungsschritt zur
27 kDa-Form | aBt sich durch Leupeptin und Cbz-Phe- Al a- CH\;
hemren, er dirfte al so durch eine Thiol protease, nbglicherweise
Kat hepsi n B sel bst, katal ysiert werden.

Es konnte gezei gt werden, dal3 di e Proform phosphorylierte N

d ykanreste enthalt, und dafll der intrazellul d&re Transport von
Kat hepsi n B durch ei nen Mannose- 6- Phosphat - abhangi gen

Mechani smus gesteuert wird. Ein Abbau der Kohl enhydratreste der
46 kDa- Prof orm durch Peptid: Nd ykanase F fihrt zu ei nem

appar ent en Mol ekul argewi cht von 39 kDa, ein N d ykan-Abbau der
33 kDa-Form zei gt keine signifikante Verringerung des

Mol ekul ar gewi cht s.

Bei Fi brobl asten werden etwa 5% der Proformins Medi um
sezerniert, diese Rate kann aber durch I nkubation in Gegenwart
von 10 mM NHiC auf ca. 95% er hoht werden (Hanew nkel et al.
1987) .

Bei humanen Hepatonzel |l en werden ahnliche Mol ekul argew cht s-
For men gefunden, wobei aber das 27 kDa-Enzym die Hauptformi st.
Di e Prozessierung in die 33 kDa-Form erfol gt pral ysosonal, der
Schritt zur 27 kDa- Formwahrscheinlich in den Lysosonen

Bei den Hepatoneel |l en werden bis zu 20% der Proformins Medi um
sezerniert, diese latente Vorstufe kann in vitro durch Pepsin
proteol ytisch aktiviert werden.

D e Mol ekul argewi chtsform die dabei entsteht ist mt 37,5 kDa
al l erdings etwas groler als das natirlich auftretende Enzym
(Hagen, 1988; Mort & Recklies, 1986).

1.5. Endozytose | ysosomal er Enzyne:

Lysosomal e Enzynme kdnnen nicht nur auf dem Bi osynt heseweg,



sondern auch durch Rezeptor-vermttelte Endozytose in die
Lysosonen gel angen.

Al's Rezeptor dient dabei der grofle, Kationen-unabhdngi ge MPR,
wahrend der kleinere MPR bei der Endozytose nicht
funktionsfahig zu sein scheint.

D e phosphorylierten Profornen der |ysosonal en Enzynme wer den
durch di e Rezeptoren, die an der Zelloberfl ache sitzen,
gebunden und reichern sich in dathrin-umhillten

Menbr anei nst Gl pungen (so-genannten "coated pits”) an. D e

Cl athrin-Anl agerung wird von HA Il -Adaptoren vermttelt, die
wie die HA | -Adaptoren der "CGol gi-coated pits" aus 4

Unt er ei nhei ten bestehen (zwei 100 kDa-eine 50 kDa- und eine 16
kDa- Ei nheit). Eines der beiden 100 kDa- Pol ypepti de, ein
sogenanntes R-Adaptin weist eine groBe Ahnlich-keit zu einer
100 kDa-Einheit (R') des HA |I-Adaptors auf und diurfte fur die
Bi ndung mt demd athrin-Mantel verantwortlich sein (Ahle &
Ungewi ckel |, 1989).

Fir die Interaktion des HA |l-Adaptors mt dem Rezeptor ist ein
Signal aus ein oder nehreren Tyrosinresten auf der cytopl asmat-
i schen Seite des Rezeptors notwendig.

D es konnte bereits fir verschi edene Rezeptoren, unter anderem
auch far den grolRen MPR gezeigt werden (dickman et al., 1989).
Die dathrin-assoziierten Bereiche der Cytopl asmanmenbran
schniren sich ab und bil den Transportvesi kel (Coated Vesicles),
di e nach Abl 6sung des Cathrins mteinander oder mt bereits
exi sti erenden endosonal en Konpartimenten i m peripheren Zellraum
fusionieren. In den Menbranen di eser Konpartinmente, die als
"friuhe Endosonen" bezei chnet werden, befinden sich H-
transl ozi erende ATPasen, die den pHWrt imLunmen auf 6,0 - 6,2
senken.

AuRer den H'- ATPasen findet man aber auch Na‘'/ K'- ATPasen in der
Menbran friher Endosonen. Durch ihre Aktivitat wird das
Menbran-potential (mt positiver Ladung auf der Innenseite) so
verstarkt, daR es den H'-ATPasen entgegenwi rkt und eine weitere
Absenkung des pH-Werts verhindert. Bei Bl ockierung der Na'/K'-
ATPasen durch Quabai n, einem spezifischen Inhibitor, sinkt der
pH Wert auf ca. 5,3 ab. Dieser Wrt wird normal erwei se erst in
spat en Endosonen erreicht, bei denen man keine Na'/ K- ATPasen in
der Menbran finden kann. D e Ansauerung wahrend des



Endozyt oseverl aufes i st al so ein biphasischer Prozel3, der sich
auf grund von zwei unter-schiedlichen Endozyt osekonparti nmenten
ergibt. Viele Rezeptoren werden schon bei m pH Wert der fridhen
Endosonen von den Li ganden abgel 6st, und kdénnen dadurch rasch
wi eder zur Zell oberfl ache zuriuckkehren (z.B. LDL-,

Asi al ogl ykoprot ei n- oder Transferrin-Rezeptor), andere
Rezeptoren, die einen niedrigeren pHWrt zur D ssoziation
benéti gen, wie der MPR, gelangen bis in die spaten Endosonen
(oder préal ysosonal e Konpartinente), und kdnnen daher in den
Krei sl auf zum TGN gel enkt werden (Fuchs et al., 1989 a,b; Cain
et al., 1989). 2Zw schen den frihen und spaten Endosonen fi ndet
ein aktiver Transport statt, und zwar vom peri pheren

Zel | bereich in den perinukl earen Raum Dieser Transportprozel
scheint mt Hlfe von Mkrotubuli abzul aufen und kann bei einer
Tenperatur von etwa 16°C stark inhibiert werden (G uenberg &
Howel I, 1989; Hubbard, 1989). Es wird auch angenommen, dal3
Endozyt oseweg und Bi osynt heseweg | ysosonal er Enzyne bei den
spaten Endosonen (oder pral ysosonmal en Konparti nenten) zusamen-
treffen (Giffiths et al., 1988; Kornfeld & Mellman, 1989). D e
urprungl i che Meinung, dal nur Lysosonen hydrol ytische
Aktivitéaten aufwei sen hat sich nicht bestéatigt, da einige
aktive Hydrol asen in Endosonen nachgew esen werden konnten,
unter anderem auch Kathepsin B und D (Roederer et al., 1987;

D nent & Stahl, 1985; Guenberg et al., 1989). Von den spaten
Endosonen aus gel angen endozytierte Ml ekil e und | ysosonal e
Enzynme in die Lysosonen, wobei auch dieser Schritt

t enper at ur abhangi g i st und unterhal b von 20C inhibiert wird
(wi e bei Makrophagen und Fi brobl asten gezei gt wurde; Tonbda et
al ., 1989; Braul ke et al., 1988). Der 20-- Tenperaturbl ock |iegt
j edoch noch vor demvon Giffiths (1988) beschri ebenen

pral ysosonal en Konpartinment (in NRK-Zellen). D es wirde
bedeuten, dall sie nicht mt den spaten Endosonen voéllig

gl ei chgeset zt werden kénnen (auch wenn sie sich funk-tionell
und bi ochem sch gl eich verhalten), und dal3 sie zw schen di esen
und den Lysosonen |iegen. Bei in vitro - Versuchen kénnen

Fusi onsvor gange auf der Stufe der fruhen Endosonen induziert
werden, die durch NNEthylmaleimd (NEM bl ockierbar sind
(&hnlich wi e bei Fusionen imBereich von ER oder Golgi) und



NEM i nsensi -tive Transfer-Vorgange zw schen spaten Endosonen
und Lysosonen. Di ese Daten sprechen eher gegen ein

Rei fungsnodel | bei Lysosonen und unterstitzen ein Vesikel -
Shuttl e- Model | der Endozytose (G uenberg & Howel |, 1989;
Mul | ock et al., 1989).

Abb. 1.5.: Arbeitsnodell fiar Biosynthese- und Endozyt ose-
Vor gange: RER = rauhes endopl asmati sches Reti kul um
I K = intermedi ares Konpartinment, TGN = trans- ol gi -
Net wor k, MPR = Mannose- 6- Phosphat - Rezept or,
LGP = |l ysosonal e G ykoprot ei ne, = H'- ATPase,
= Na'/ K'- ATPase

1.6. Lysosonal e Spei cher krankhei t en:




1.6.1. Lysosomal e Enzyndef ekt e:

Es existiert eine grole Zahl genetisch bedi ngter Stoffwechsel -
krankhei ten, die auf fehl ender oder verringerter Aktivitat

| yso- sonmal er Enzyme beruhen. Sie fuhren nei stens dazu, dal3
endo-zytierte oder zelleigene fur den Abbau bestimte

Ver bi ndungen ni cht vol I standi g hydrol ysi ert werden kdnnen und
als Internmediate in den Lysosonen akkunulieren, da nur

ni eder nol ekul are Metabolite die Lysosonen- Menbran passieren
kdnnen.

Zu di esen Krankheiten zahlen z.B. die Micopol ysacchari dosen

bei denen der Abbau von d ykosam nogl ykanen

(Mucopol ysacchari den) an verschi edenen Stellen inhibiert oder
bl ocki ert sein kann (Neufeld & Mienzer, 1989). Ebenso gi bt es
St of f wechsel def ekte, di e durch unvol |l standi gen Abbau der

d ykanreste von d ykoprotei nen hervor-gerufen werden, und die
zur intral ysosonal en Anrei cherung von A igosacchariden fuhren
(z.B. Mannosi dose, Fucosi dose und Sialidose; Beaudet & Thonas,
1989) .

Fehl ende oder verringerte Aktivitat von Enzymen des Li pidstoff-
wechsel s verursachen verschi edene Auspréagungen von Li pi dosen,
bei denen es zur Akkumulierung von Fettséaure-Chol esterinestern,
Cer am den oder Sphingonyelinen kormmt. In Fallen des d ykoli pid-
Kat abol i snus, bei denen der Enzyndef ekt di e Abspal tung von

d ykan- Ei nheiten betrifft, wird der Abbau bereits auf der Ebene
von Gangl i osi den, { ykosphi ngol i pi den oder Cerebrosi den gehemt
(Scriver et al., "The Metabolic Basis of Inherited D sease",
1989). Di e klinischen Erschei nungsfornen der verschi edenen

| yso- sonmal en Spei cher krankhei ten kénnen sehr unterschiedlich
sein; sie unfassen korperliche und nental e

Ent wi ckl ungsst 6rungen, Ver ander-ungen des gesanten Habitus, des
Knochenbaus und der Cel enke, ver-schi edene O ganschadi gungen
und Organonegal i en, St 6rungen des Seh- und Horvernbgens,

Schadi gungen des Nervensystens und zahl -rei che andere

pat hol ogi sche Erschei nungen. Der Schweregrad der Defekte kann
ebenfalls stark variieren; in vielen Fallen sterben jedoch die
Patienten bereits i mKindes- oder Jugendalter



1.6.2. Lysosomal e Transport def ekt e:

Di e intral ysosomal e Akkurul i erung von Abbaupr odukten kann i m
Prinzip nicht nur durch Defekte | ysosomal er Enzyne

her vor ger uf en werden, sondern auch durch fehlerhafte

Transport mechani snen der Lysosonen-Menbran, die fur die
Ausschl eusung der Metabolite ins Cytosol verantwortlich sind.
Bis jetzt sind nur drei derartige Transportdefekte bekannt, die
di e Ver bi ndungen Cystin, Cobalam n und freie Sialinsaure
betreffen. Es wéren aber auch andere Spei cherkrankheiten
denkbar, die auf Funktionsbeeintréachti gungen von
Transport prot ei nen zuridckzuf thren sind, da wahrscheinlich viele
| ysosomal e Abbaupr odukte wi e Monosacchari de, Am nosauren und
Nukl eosi de durch Menbranprotei ne ins Cytosol transportiert

wer den.

Bei der sogenannten Cystinose akkumuliert freies Cystin in der
10 - 100-fachen Menge des Normal wertes und bildet in den Lyso-
sonmen Kristalle. Der Transportnmechani snus, der bei dieser

St of f - wechsel er krankung defekt ist, wird nornal erwei se durch
den pH Unterschied zwi schen Cytosol und Lysosonen, bzw. das

| ysosomal e Menbranpotential reguliert. Ei ne Zunahnme des pH

G adi ent en oder ei ne Abnahnme des Menbranpotentials (negative
Ladung auf der Innenseite der Lysosonen) stimuliert dabei den
Cystin-Ausfl ulR. Bei Cystinose-Zellen, die eine sehr geringe
Cystin-Austritts-rate aufweisen, funktioniert aber dieses
Regul ati onssystem ni cht, und es komt zu kei ner Erhdhung des
Cystin-Transports (Smth et al., 1987, Gahl et al., 1989).

Der Transportdefekt von Cobal am n, der zu einer

i ntral ysosonal en Anrei cherung von Vitamn Bz fUhrt, wurde erst
vor kurzer Zeit nachgew esen und ist noch nicht naher
charakterisiert (Rosen-blatt, 1989).

1.6.3. Sialinsaure-Spei cherkrankheit

Es gi bt einige genetisch bedingte Stoffwechsel defekte, die mt
ei ner Erhohung der Sialinséaure-Konzentration verbunden sind
aber unterschiedliche U sachen aufweisen.



Bei einer dieser Krankheiten, der Sialuria, ist erw esen, dal
sie nicht mt |ysosonal en Prozessen in Zusamenhang steht,
sondern durch das Fehl en ei ner Rickkoppl ungshemmung in der

Si al i nsaur e- Synt hese verursacht wird (Wiss et al., 1989). Bei
der Sialidose hingegen liegt die Ursache imintral ysosonal en

Si al i ns&ur e-

Kat abol i snus; durch ei nen Enzyndef ekt kann die Sialinséaure

ni cht von den A i gosacchari den der @ ykoprotei ne abgespal ten
wer den und akkumuliert in gebundener Formin den Lysosonen
(Beaudet & Thomas, 1989).

1979 wurde ei ne Krankheit entdeckt, bei der sich freie Sialin-
saure in den Lysosonen anreichert. Nach der Region in Finnland,
in der sie gefunden wirde, erhielt sie den Nanen "Salla" (Aula
et al., 1979). D e klinischen Synptone di eses autosonal -
rezessiv vererbten Defektes sind Ataxia i mersten Lebensjahr,
Ver | angsam ung der psychonot ori schen Entw ckl ung und

Ver ander ungen der Cesichtszlige. Ein Drittel der Patienten

| ei det an spastischen Kranpfen und | ernt nie gehen, die anderen
l ernen es erst imAlter von 2 - 12 Jahren. Der
Intelligenzquotient |liegt etwa i mBereich von 20. 1982 wrde
dann erstmal s eine akute Variante di eser Krankheit beschrieben,
bei der die Synptone schwerw egender auftreten und die noch
zuséat zl i ch Hepat ospl enonegal i e hervorruft (Tondeur et al.,
1982). Beide Varianten werden unter dem Begriff "Sialinsaure-
Spei cherkrankheit (Sialic Acid Storage D sease, SASD)"
zusammengef allt. Di e akute Erschei nungsform fihrt schon im

Ki ndesal ter zum Tod der Patienten und wird deshalb als
infantil e Sialinsaure-Speicherkrankheit (Infantile Sialic Acid
St orage Di sease, |SSD) bezeichnet. Der intrazellulare

Anr ei cherungsfaktor von Sialinsaure ist bei Salla-Patienten
etwa 10, bei |SSD Patienten i mBereich von 100. Die
Konzentration imUin ist eben-falls stark erhéht. In der
granul aren Fraktion, die die Lysosonen enthalt, findet man bei
| SSD- Zel | en sogar ei ne Anrei cherung um den Faktor 1000. Es wrd
geschat zt, dal die intral ysosonmal e Sial i nsédure-Konzentration in
den |1 SSD-Zel l en etwa 40 nM betréagt. Al's Fol ge der Sialinsaure-
Akkumul i erung verringert sich die Dichte der Lysosonen von ca.
1,1 auf ungeféahr 1,045; noglicher-wei se durch vernehrten

Ei nfl ulR von Wasser aufgrund des hohen osnoti schen Drucks.



D e Tatsache, dall es sich bei diesen Speicherkrankheiten um

ei nen | ysosomal en Transportdef ekt handelt, wurde durch

Bel adungsver - suche mit netabol i schen Vorstufen, 3H markierter

Si al i nsaure und genaue Transport- Studi en nachgew esen (Renl und
et al., 1986; Paschke et al., 1986; Mendla et al., 1988; Tietze
et al., 1989; Gahl et al., 1989). Dabei konnte gezei gt werden,
dal3 der Sialin-sdure-Transport in Normal zellen mt zunehnender
Konzentrati on und Tenperatur deutlich ansteigt und ei nen
Tenper at ur - Koef fi zienten Qo von 2,4 aufweist, was
charakteristisch ist fiur einen Carrier-vermttelten Transport.
Bei |SSD Zellen ist die Transportge-schw ndi gkeit auch bei
starker Sialinsaure-Bel adung vernachl &s-si gbar; bei Sall a-
Zellen durfte eine, wenn auch nur geringe,

Resttransport kapazitéat vorhanden sein (Tietze et al., 1989).

Ei ne genaue Studi e des Transportsytens hat ergeben, dall es von
ei nem pH Gradi ent, wie er zwi schen Cytosol und Lysosonen
auftritt (ca. 2 pH E nheiten), angetrieben wird, und zwar Uuber
den d ei ch-gew chtszustand hi naus. Di e Gegenwart eines pH

G adi enten von 7,4/5,5 erhoht die nmaxinale

Transport geschwi ndi gkeit und ver-ringert die M chaeliskonstante
signifikant ( Kn= 0,24 mMM ohne pH Unterschied: Kn= 0,7 mV).
Die initiale Transportgeschw ndi g-keit |iegt sogar auf dem
neunfachen Wert. Na*- oder K'-1onen haben keinen EinfluR auf die
Transportrate, ATP und GIP fuhren jedoch zu ei ner Verdoppl ung.
Da diese Stimulierung nicht durch Protonophoren verhindert
werden kann, erfolgt sie nicht Uber die H-ATPase (und damit
uber di e pH Veranderung), sondern Uber einen noch nicht

bekannt en Nukl eosi d- Regul ati onsnechani snmus. Ei ne Anal yse des
Transportes durch Scatchard-D agramm und Hil | -d ei chung | af3t
darauf schlieRen, dal die Sialinsaure von ei nem einzel nen
Menbranprotein transportiert wird, das nmit je ei nem H-oder
einem OH-lon interagiert, wobei noch nicht feststeht, ob es
sich um einen H-Synporter oder einen OH-Antiporter handelt.

St udi en Uber die Substratspezifitat zeigen, dalB die negativ ge-
| adene Car boxyl gruppe und die OH G uppe am C2- At om wesent | i che
Er kennungssi gnal e fir das Transportprotein sind (siehe Abb.
1.6.). Starke konpetitive Inhibitoren sind Monosaccharide mt

ei ner Carboxyl gruppe und ei nem vergl ei chbaren pK-Wrt (von ca.
2), we z.B. ducuronsaure.



Abb. 1.6.: Strukturformel der N Acetyl neuram nsaure
(Si al i nsaure) Der Teil, der fir die Interaktion mt
dem Transport - protein der Lysosonen-Menbran
wesentlich sein dirfte,

i st unrahnt.

Ei n besonders auffallender Aspekt der Sialinsaure-

Spei cher krank-heit ist, dal die proteol yti sche Prozessierung
bestimter |yso-sonaler Enzyne gestort ist. In kultivierten

Fi brobl asten von Patienten ist z.B. die reife Formder g-Kette
von N Acetyl - 3- Hexosam ni dase um 1,5 - 2 kDa groRer als be

Nor mal zel | en. Der WMbl ekul ar gewi cht sunt erschi ed bl ei bt auch nach
enzynmati scher Abspal tung des d ykananteils durch

Endogl ykosi dase H oder F bestehen und &ndert sich auch nicht
bei sehr | angen Prozessier-ungsstudien (200 h -Chase). D e
Enzymaktivitat scheint dadurch jedoch nicht deutlich verandert
zu werden. Da bei Nornmal zel | en eine internedi a e Form des
Enzynms etwa das gl ei che Mol ekul ar-gewicht wie die reife Form
bei SASD- Zel |l en aufwei st, ware es noglich, dal ein termnaler
Prozessi erungsschritt inhibiert ist.

Bei ei nem anderen Enzym der - Fukosidase findet man ebenfalls

ei ne Erhéhung des Mol ekul argewi chts der reifen Form (Hancock et
al., 1988).






2. PROBLEMSTELLUNG

We in der Einleitung beschrieben wurde, kommt es in den Zellen
von Patienten mt |ysosonal er Sialinséaure-Speicherkrankheit zu
ei ner Storung der Reifung bestimter |ysosonal er Enzyne.

D ese Ergebni sse | assen es noglich erschei nen, dal3 nmehrere

| yso- sonal e Enzyne ei nem genei nsanmen Rei f ungsmechani snus
unterliegen, der bei den Sialinsaure-Speicherzellen inhibiert
ist. Es stellt sich jedoch die Frage, ob der Unterschied in der
Prozessi erung ei n Sekundaref fekt der Sialinsaure-Akkumulierung
und der damit verbundenen Anderung des |ysosonmalen Mlieus ist,
oder ob eine generelle Fehlfunktion in der Reifung |ysosomnal er
Protei ne (und auch des Transportproteins fir Sialinsaure) den
Pri mar def ekt darstellt und dadurch di e Spei cherkrankheit

ver ursacht.

Bei der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob Ander-
ungen der Prozessierung auch bei Kathepsin B auftreten, einem
Enzym das &ahnlichen intrazellul aen Transport- und Reifungs-
mechani smen unterliegt wie andere | ysosonal e Protei ne und

sel bst al s Prozessi erungsprotease w rken koénnte.

Um di e ei nzel nen Mol ekul argewi cht sf ornen bzw. die

ent sprechenden Prozessi erungsschritte subzellul a | okalisieren
zu konnen, sollte der intrazellul ae Transport und die Reifung
durch verschi edene chem sche Agenzi en oder physikalische
Paranmeter (z.B. niedrige |Inkubationstenperaturen) inhibiert

wer den.

Das Hauptinteresse galt vor allemder Frage, ob Anornalitaten
bereits vor den Lysosonen oder erst intral ysosomal als
Sekundar - ef f ekt der hohen Sialinséure-Konzentration vorkommren.
Ebenso war die Kinetik der Reifung naher zu untersuchen

Durch Kreuzendozyt ose-Versuche sollte aufgezei gt werden, ob die
Ursache fiur eine veranderte Reifung von Kathepsin B in der Pro-
form sel bst oder im Vorgang der Prozessierung |liegt.

Ei ne zusatzliche Z el setzung war di e Untersuchung der

Mor phol ogi e und der intrazellul &ren Verteilung der Lysosonen
dur ch I mmunf | uoreszenz- M kr oskopi e.






3. MATERI AL _UND METHODEN:

3.1. ZELLKULTUR

3.1.1. Zellinien:

Sal | a- Fi brobl asten: - GM 8496
- F 8471
| SSD- Fi br obl asten: - GV 5520
- Patient B.B.

Kontroll zel | en:
5520)

GM 5521 (von der Miutter des Patienten GM

GM 5522 (vom Vater des Patienten GM 5520)
Kontrol | patient Kl.
Kontrol | pati ent Ko.

Die Zellinien GM 5520, GM 5521, GM 5522 und GM 8496 wurden vom
"Human CGenetic Mutant Cell Repository” in Canden, New Jersey
bezogen; die Zellinie F 8471 und die Fibroblasten der Patienten
B.B., KI. und Ko. wurden von Dr. Paschke (Universitatskinder-
kKl i ni k, Landeskrankenhaus Graz) zur Verfligung gestellt.

3.1.2. Kul turbedi ngungen:

Es wurden 25 bzw. 80 cnf -Zel |l kul turflaschen der Firma Nunc
verwendet; als Basi smedi um di ente MEM nach Earle (G bco).

Di esem wurden 100 U'mi Penicillin und 100 g/ Streptonycin
zugeset zt. Zur Konplettierung des Medi unms wurden FKS ( End-
konzentration: 10% (v/v)) und Autamn (2 mMV) zugegeben, sow e
ni cht-essentielle Am nosduren (Cantz et al., 1972; Hagen,
1988) .

Ei nmal wochentlich wirden die Zellkulturen mt 5 m bzw 15 m
frischem Medium versorgt. Die Kultivierung erfolgte

nor mal erwei se bei 37°C in ei nem I nkubator unter 5% CO-

At nosphar e.



Alle Zell kul tur-Arbeiten wrden unter einer sterilen Wrkbank
dur chgef thrt.
3.1.2. Transpl anti erung:

HANKS, 0, 1% Trypsi n (Boehringer, Mannheim in PBS und Medi um
wur den auf 37-C tenperiert. Konfluente Zellkulturen wurden mt 5

m HANKS pro kl einer Flasche bzw. 15 ml pro grol3er Flasche
gewaschen, mt 5 m bzw 15 m 0, 1% Trypsin gespult und nach
Absaugen der Uberschissigen Trypsinl 6sung 10 m n bei 37-C

i nkubi ert. Di e abgel 6sten Zellen wrden in 15 m (45 m) Medium
suspendi ert und in eine entsprechende Anzahl frischer Zell -

kul turflaschen Uberfuhrt (Cantz et al., 1972).

3.1.3. Metabolische Markierung:

Konfl uente Zel |l kul turen wurden zweinmal mt 5 m (15 m) HANKS
gewaschen und anschlieend mt 1,7 m (5 m) nethioninfrei em
Waynout h MAB 87/ 3- Medi um ( Zusamenset zung: i m G bco- Kat al og
beschri eben; + 4% FKS, das gegen 0,15 M Nad dial ysiert wirde)
pro 25 cnf (80 cnf)-Fl asche eine Stunde bei 37C vorinkubiert.

Di e Markierung (= Pul se) erfol gte nach Absaugen des Vori nkubat -
ionsnediuns mt 1,7 m (5 m) Medium dersel ben Zusammenset zung,
j edoch unter Zugabe von %°S-Met hionin (spezifische Aktivitat:
1100 G /mol, Firma New Engl and Nucl ear). Di e Endkonzentration
an radi oakti vem Met hionin betrug je nach Versuchsbedi ngungen 20
-100 yG/m, die Dauer der Markierung 10 mn - 24 Stunden. Zur
Ver fol gung der Prozessierung des neusynthetisierten Proteins
wur de ein UberschuR an nicht-radi oakti vem Met hi oni n ( Endkon-
zentration: 0,2 ng/m) zugesetzt und die Inkubation fur die
gewinscht e Zeitspanne fortgefidhrt (= Chase); (Hanew nkel et
al ., 1987; Hagen, 1988).

3.1.4. Stinmulierung der Sekretion durch Ammonchl ori d:

Di e Vorinkubation und di e Markierung wurden nach den unter
3.1.3. beschriebenen Methoden, jedoch in Gegenwart von 10 nM



NH:C  fir 24 h durchgefihrt (Hanew nkel et al., 1987).
3.1.5. Endozyt oseversuche:

Zur Untersuchung der Rezeptor-nediierten Endozytose und
Prozessi erung von Kat hepsin B wurde ei ne entsprechende Anzahl
von Zel | kul turfl aschen der Donorzellen (etwa eine 80 cnf-Fl asche
fur zwei 25 cnf-Fl aschen der Rezipi enten-Zellen) durch

I nkubation in Gegenwart von 10 nmM Amonchlorid und 20 G/ n
radi oakti vem Met hi oni n zur Sekretion von markierten | ysosonal en
Proenzynen an-geregt. Di e Dauer der Markierung und Sekretion
betrug 24 Stunden. Danach wurde das Medi um abgehoben und die
darin enthal tenen Protei ne durch Amonsul fat gefallt (70%
Ammonsul f at satti gung, m ndestens eine Stunde bei 4oC). D e
Prot ei ne wurden durch Zentrifugation bei 30000 g und 25 m n be
4oC pel letiert, der Uberstand abgehoben und das Préazipitat in
1,5 mM A bi. geldst. D ese Losung wurde Uber Nacht gegen 100 mi
MEM (ohne FKS) und danach nochnmal s 3 Stunden gegen 100 ni
frisches Mediumdial ysiert (ebenfalls bei 4oC). Das Retentat
wurde mt MEM auf das fur die Endozytose notwendi ge Vol unen
aufgefallt und mt FKS (hitze-inaktiviert, bei 56°C, 30 mn)
konplettiert (FKS-Anteil: 5% 10 yl des Endozytosenedi ums
wurden mt 2 m Szintillator (Ready Solve, Beckmann) gem scht
und die Radi oaktivitat mt einem Szintillationsz&ahler
quantifiziert (Liquid Szintillation Ana-lyzer, 1900 CA Tri -
Carb, Firma Packard).

Fir di e Endozytose sol | te das Medi um nindestens 2 x 10° cpmi mi
ent hal ten. AnschlieRend wurden di e Akzeptorzellen mt 2 ni
sterilfiltriertem Endozytosenedi um pro kl ei ner Fl asche versehen
und je nach Versuchsparanmetern 20 - 48 Stunden inkubiert.

3.1.6. Anwendung von Tenper at ur bl ocks:

Un bestimte intrazel lul &re Transportvorgange oder Prozessi er-
ungsschritte zu henmen, wurden einige Bi osynthese- und Endo-
zyt osever suche bei reduzi erten Tenperaturen durchgefihrt.

Bei den Bi osynt hese- Experinmenten erfol gte die Vorinkubation mt
met hi oni nfrei em Medi um und die Markierung mt S Met noch bei



37°C. Di e Markierungsdauer betrug dabei in der Regel 20 mn bis
1 Stunde; in dieser Zeitspanne ist ein Transport bis zu den
Lysosonen unwahr schei nlich. Um ei nen ausrei chenden Ei nbau von
%S Met in die neusynthetisierten Proteine zu erzielen, wrde
di e Konzentration an radi oaktivem Methi onin auf 40-100 G /mn
Medi um ei ngestellt. Nach der Zugabe von unmarki ertem Met hi oni n
wurde so rasch wi e noglich abgekuhlt, und die Zellen wirden fr
den Chase 5 - 24 Stunden bei einer Tenperatur von 19oC oder 23°C

i nkubi ert. Bei den Endozytoseversuchen wurde nur der 19°C -
Tenper at ur bl ock angewendet. Di e Gewi nnung von marKki ertem Pro-
kat hepsin B durch Amonchlorid-stinulierte Sekretion und die
Her st el | ung des Endozyt osenedi uns erfolgte so, wie unter 3.1.5.
beschri eben wurde. D e Endozytose sel bst wurde fiur 20 - 48 h

bei 19°C durchgef ihrt.

3.1.7. Blockierung durch Monensi n oder CCCP:

Undie intrazellul @& en Transport- und Prozessi erungsvorgange an
bestimten definierten Stellen inhibieren zu kdnnen, wurden
ei ni ge Marki erungsexperinente in Gegenwart der Verbi ndungen
Monensi n und Car boxyl cyani d- m Chl or ophenyl hydrazon ( CCCP)
durchgef ithrt. Monensin wirkt als Na’/H-1onophor und fihrt zu
ei ner Prozessi erungshemmung vor dem trans- Gol gi - Berei ch; CCCP
wirkt als H-1onophor und verursacht eine Transportbl ocki erung
zwi schen ER und ol gi (Tartakoff, 1983; Pohlmann et al., 1984;
Braul ke et al., 1987; Pel ham 1989 b). Bei entsprechenden

| nhi bi erungsversuchen erfol gte die Marki erung i n Anwesenheit
von 1 ynol/l Monensin oder 50 ymol /1 CCCP, wobei die

| nhi bi toren sowohl wahrend der Vorinkubation als auch beim

Pul se und Chase i m Medi um war en.

St anm 6sungen: 100 puM Monensin in DMSO, 10 mM CCCP i n Et hanol

3.1.8. Metabolische Beladung mt Sialinséaure:

Undie intrazellul ae Sialinséurekonzentration zu erhdhen
wurden einige Zellinien in Gegenwart von 100 mM N
Acet yl mannosam n, ei nem Stof f wechsel vor| auf er der Sialinséure,



kultiviert. Dazu wurden die Zellen zuerst 4 Tage mt nornal em
Medi umin Gegenwart von N-Acetyl mannosam n vorinkubiert, umsie
ausreichend mt Sialinsédure zu bel aden. Dann wurde eine

met abol i sche Markierung nmit °°S- Met hi oni n dur chgef ihrt, wobei

bei allen Verfahrens-schritten ebenfalls 100 mM N-

Acetyl mannosamn im Mediumwar (Tietze et al., 1989). A's

Bel adungskontrol | e wurde ei ne I nkubation in Gegenwart von 100
nmM Sacchar ose durchgef Uhrt.

3. 2. HERSTELLUNG VON ZELL- UND MEDI UMEXTRAKTEN:

Extraktionsl 6sung: 0,125 MTris/HO, pH 6,8

1% (wv) SDS, 10 mM DTE

1 mM PVSF

2 mv EDTA

1 yM Leupeptin

10 po/m Aprotinin
Medi en:
Nach der Inkubation der Zellen wurde das Medi um abgehoben und
eventuel | abgestorbene Zellen, bzw. Zellreste bei 400 g, 5 mn
abzentrifugiert. Die imMdiumenthaltenen Protei ne wurden
daraufhin in Utrazentrifugati onsréohrchen mt 0,5 g Amonsul f at
pro m Medium (= 70% Amonsul fat satti gung) m ndestens 1 Stunde
gefallt. Das Prazipitat wurde 20 mn bei ca. 100000 g (i m50
Ti -Rotor bei 4°C) zentrifugiert, der Uberstand abgehoben und das

Prazipitat in 200 yl Extraktionsldsung gel ost.

Zel |l en:

D e Zell en wurden nach dem Abheben des Mediuns zweinmal mt je
5 mM 4-C - kaltem HANKS oder PBS gewaschen

Nach Absaugen der Waschl 6sung wurden die Flaschen fiar 2 mn

aufgestellt, damt die Uberschissi ge Lésung abflielBen kann und
der Rest nochmals grindlich abgesaugt. Dann wurden je 200
Extrakti onsl 6sung zugegeben und di e Fl aschen bis zur voll -
standi gen Lyse der Zellen geschwenkt. AnschlielBend wurden die
Zel l kul turflaschen nochmals fiar 10 mn aufgestellt und der
Zellextrakt in 1,5 m - Kunststoffhitchen uberfdhrt.

Zel | - und Medi enextrakte wurden entweder sofort aufgearbeitet,



oder bei -20-C gel agert.
3. 3. | MMUNPRAZI PI TATI ON VON KATHEPSI N B:

3.3. 1. Lbosungen:

Ver dinnungspuffer fur Zell- und Medi enextrakte:

- 50 MM Tris/HA, pH 8,3 ; 0,15 M Nad (aus 3x-Stamm 6sung)
- 1% (wv) Triton X-100,
1% Nat ri undesoxychol at (aus 3x- St anm dsung)
- 0, 25% SDS (aus 50x- St amm dsung)
- 1 mM PMSF (aus 100x- St amm 6sung)
- 2 nM EDTA (aus 100x- St amm 6sung)

- 10 po/m Aprotinin (aus 100x- Stami 6sung)
5 mg/m BSA

Koppl ungspuffer (= zweifach konzentrierter PTO Puffer):

40 mM Na;HPQ:/ NaH,PQy, pH 7, 2
1% (wWv) Tween 20
0, 2% (w v) Oval bum n
0,04 % (wv) NaNs

3.3.2. Kopplung der I mungl obuline an Protein A Sepharose:

Es wurden 2 verschi edene | mungl obulin - Protein A Sepharose-
Konpl exe verwendet, und zwar einer mt Kani nchen-

Ganmagl obul i nen aus Pr & munserum ( PASKo = Protein A- Sepharose-
Kont rol | i mmun- gl obul ine) und einer mt Kani nchen-Anti-Kathepsin
B - | nmun- gl obul i nen (PASA).

Der Anti-Kathepsin B - Antikorper wurde von Doz. Dr. J. { 6ssl
zur Verfigung gestellt.

Der | nmunkonpl ex PASKo di ente zur Vorreini gung der Extrakte vor
der eigentlichen I munpréazipitation von Kathepsin B.



Pr @par ati on
PASKo: Far 200 yl Zell- oder Medienextrakt wurden fol gende

Mengen verwendet :
- 4 ng Protein A-Sepharose (Pharnacia)

- 80 yl zwei fach konzentrierter PTO Puffer

- 60 yl A bi.
- 20 yl Kontrol I'i mungl obul i ne

Nach dem M schen wurde m ndestens 2 Stunden bei 4-C

| angsam Uber Kopf rotiert, umdie |Imungl obuline an das
Prot ei n A Sepharosegel zu koppel n. Danach wurde 3 mn
bei ca. 15000 g zentrifugiert und der Uberstand mit

ei ner ausgezogenen Past eur pi pette abgehoben. Das Pel | et

wurde dreimal mt einfach konzentriertem PTO Puffer

gewaschen und bei mletzten Waschschritt auf die

ent sprechende Anzahl an PASKo- Portionen aufgeteilt.

Nach dem Abheben des Uberstands wurden die Pellets be

4°C bis zur Verwendung auf bewahrt (rmaxi mal 3 Tage).

PASA: Flr 200 I Zell- oder Medienextrakt:
- 12 ng Protein A Sepharose
- 240 yl zweifach-konzentrierter PTO Puffer
- 220 yl A bi.
- 20 yl Anti-Kathepsin B-Imungl obuline
D e Koppl ung der | mmungl obuline an das Protein A

Sephar osegel und das Waschen des | nmunkonpl exes erfol gte
wi e bei m PASKo- Konpl ex.

3.3.3. Durchfiahrung der | nmmunpréazipitation:

D e 200 ul Zell - und Medi enextrakte wurden 5 mn auf 95C im

Thernobl ock erhitzt, imEi sbad abgekthlt und mt 5 yl 1,04 M
Jodacetam d (Endkonzentration 26 nmV versetzt, umdie Thiol-
gruppen von Cysteinprotei nasen zu bl ocki eren. Die Extrakte
wurden mt Verdunnungspuffer 1:10 verdinnt. Bei den neisten
Ver suchen wurde nur eine Halfte davon fir die

| mmunpr @zi pitati on verwendet und die zweite fir etwai ge



Fol gever suche bei -20-.C auf bewahrt.

In Fallen, bei denen eine sehr geringe Menge an markiertem

Kat hepsin B zu erwarten war, wurde mtunter der gesante Extrakt
verwendet .

Di e verdinnten Extrakte wurden 10 m n bei 15000 g zur

Abt rennung st orender Zellfragnmente zentrifugiert und der
Uber st and auf PASKo uberfihrt.

Zur Vorreinigung wurden die Zell- und Medi enextrakte 3 Stunden
bei 4.-C mt PASKo rotiert, das CGel bei 15000 g 3 mn
abzentrifugiert, der Uberstand auf ein frisches PASKo- Gel
uberfidhrt und nochmals 3 Stunden rotiert.

Nach einer weiteren Zentrifugati on wiurde der Uberstand zur

ei gentlichen | munprazipitation von Kat hepsin B auf PASA
uberfidhrt und dber Nacht rotiert.

Danach wurde das PASA-CGel bei 15000 g 3 mn abzentrifugiert,
der Uberstand bei -20-C aufbewahrt und das Pellet mt fol genden
Waschpuffern grindlich gereinigt:

- 3 x 1 m Verdunnungspuffer (ohne BSA)

-2x1mM 50 MMTris/HO (pH 8,3); 1,5 M Nad

-2x1mM 10 MM Tris/HA (pH 6, 8)

Dazwi schen wurde jeweils 2 mn bei 15000 g zentrifugiert.

Wenn nach der | nmunprdazipitati on ei ne SDS- PAGE dur chgef Ghrt
werden sollte, wirden die Pellets mt 70 yl 1,25-fach konzen-
triertem SDS- Probenpuffer versetzt und 6 mn auf 95°C erhitzt,

um das Kat hepsin B vom Protei n A- Sephar osekonpl ex abzul 6sen und
unt er reduzi erenden Bedi ngungen zu denaturi eren.

Nach einer Zentrifugation von 3 mn bei 15000 g wurden die
Uber st ande abgehoben, 5 || zur Auswertung im
Szintillationszéahl er und der Rest fur die SDS-PAGE verwendet .
Fur eine isoel ektrische Fokussi erung wurde das Kathepsin B mt
70 H' 1% SDS/ 0,1 M Mer capt oet hanol abgel 6st (6 mn bei 95°C),
der Zentrifugati onstuberstand i m Speed- Vac- Konzentr at or

ei ngeengt, zweimal mt je 1 m Methanol und einmal mt 1 n
Aceton gewaschen und in ca. 15 yl |EF-Probenpuffer aufgenomen.



3. 4. ELEKTROPHORETI SCHE METHCODEN:

3.4.1. SDS- PAGE
(Nat ri undodecyl sul f at - Pol yacryl am dgel el ekt rophor ese):
(nach Laenm i, 1970; nodifiziert nach Hasilik & Neufeld, 1980)

3.4.1.1. LOosungen:

- SDS- Probenpuffer: 10% (wv) dyzerin, 1% (wv) SDS, 10 nM DTE
in 0,125 MTris/HO (pH 6, 8)

- Anodenpuf fer: 0,05 MTris
0,4 Mdycin

- Kat hodenpuf fer: wi e Anodenpuffer, jedoch mt 1% (wv) SDS
und Bronphenol bl au al s | ndi kat or.

- Trenngel puffer: 1,5 MTris/HO (pH 8, 8)

- Sammel gel puffer: 0,5 MTris/HO (pH 6, 8)

- 30% (wWv) Acrylamd in A bi.

- 1% (wWv) N N -Mthyl enbisacrylam d (Bis)

3.4.1.2. El ektrophoresegel e:

Trenngel : 12,5% (14% Acrylamd
0,13% (0,144% Bisacrylamd
0,375 MTris/HJ (pH 8, 8)
0, 1% SDS

D e Reagenzi en wurden i m Wasser strahl vakuum ent gast; dann

wur den TEMED und Ammoni unper sul fat auf ei ne Endkonzentrati on
von 0, 06% zugegeben, das CGel in 1,5 mm D cke gegossen und m t
| sopropanol fur die Dauer der Polynerisation (30 mn)

uber schi chtet.

Sanmel gel : 5, 7% Acryl am d
0, 13% Bi sacryl am d
(Ver net zungsgrad: 2, 23%
0,125 M Tris/HO (pH 6, 8)
0, 1% SDS



D e Reagenzi en wurden ebenfalls entgast, mt TEMED und

Anmmoni unper sul fat versetzt und auf das Trenngel gegossen. Der
Pr obenkamm wur de gl ei ch darauf ins Sanmmel gel ei ngeschoben und
dieses 30 min polynerisiert. D e Wanderungsstrecke der Proben
i m Sammel gel betrug 8 - 10 mm

3.4.1.3. Durchfiuhrung der SDS-PAGE:

Al s El ekt rophoreseapparatur wurde eine "Dual Vertical Slab GCel
El ectrophoresis Cell" (Protean 16 cm Firnma Biorad) verwendet.

Der Anodenpuffer wurde auf 8°C gekuhlt.

Die in SDS-Probenpuffer gel 6sten, reduzierten Proben (65yl)
wurden in die Probentaschen pipettiert und vorsichtig mt
Kat hodenpuf fer Uberschichtet.

Auf bei den Seiten der Proben wurden fol gende C narkierte
St andar dpr ot ei ne auf get r agen:

Mosin ............. 200 k Da
Phosphorylase b .... 92,5

BSA ... ... 69
Ovalbumin .......... 46

Car boanhydratase ... 30
Lysozym ............ 14, 3

Nach Zusammrenset zen der El ektrophoresekamer wurden die
Prot ei ne bei 25 mA gesanmelt und anschlielRend bei 30 mA
auf getrennt (Bi orad Power Supply, Mdel 500/ 200).

3.4.2. lsoel ektrische Fokussi erung: (Ballaun, 1989)

Nach Abl 6sung der Proben vom Protein A-Sephar osekonpl ex und
Entsal zung (wi e unter 3.3.3. beschrieben) wirden sie in 15

| EF- Probenpuffer (8 M Harnstoff, 10 nmM DTE, 2% Anphol i ne)
auf genomen.

Gel (0,3 nm: 6,31 g Harnstoff (Endkonzentration: 8 M



3,64 mM 30% (wWv) Acrylamd (7, 28%

3,38 M 1% (wv) Bisacrylamd (0, 225%
0,375 m Anpholine pH 3-10 (2,5% Bi orad)
0,375 m Ampholine pH 4-6,5 (2,5%

A bi. ad 15 ni

D e Reagenzi en wurden gem scht, unter Wasserstrahl vakuum
entgast und mt 45 yl 10% Anmoni unpersul fat (0,03% und 5
TEMED (0, 03% versetzt. Dann wurde das Cel unter Verwendung

ei ner Scha-blone (0,3 nm auf die hydrophile Seite eines

Gel bond-Fi | nes (1850-211, LKB) gegossen, eine silanisierte

d asplatte |uft-blasenfrei darubergeschoben und das Cel 2
Stunden pol ynerisiert. D e El ektrophoreseapparatur (2117

Mul tiphor 1l Electrophoresis Unit, LKB) wurde auf 15°C gekihlt.
Al's Anodenpuffer wurde 0,1 M HPQi, als Kathodenpuffer 0,1 M
NaCH ver wendet .

Zwei El ektrodenstreifen aus Filterpapier wirden in den ent-
sprechenden Puffern getréankt und auf das vorbereitete Gel exakt
paral | el aufgel egt.

Am Net zger at (2197 Power Supply, LKB) wurde ei ne konstante

Lei stung von 8 WAtt eingestellt und 2500 V, bzw. 25 nmA als
Maxi mal wert e.

Nach ei ner Vorfokussierung von 30 mn wurden die Proben mttels
Schabl one auf getragen und bei 15°C mit 8 Watt aufgetrennt. Nach
ca. 30 min wrde die Schabl one wi eder entfernt und der Lauf bis
zur Stronkonstanz fortgesetzt (insgesant ca. 2 Stunden).

Der pH Gradi ent wurde durch Extraktion von 1 cnf-groRen Gel -
sticken in 20 mM KO und Messung des pH Werts bestimt und
durch di e Wanderungsstrecke von Standardprotei nen tdberpruft.

3. 5. FLUOROGRAPHI E:

Zum Nachwei s der radi oaktiv markierten Proteine nach ei ner SDS-
PAGE wur de ei ne Fl uorographi e nach Bronner & Laskey (1974)
durchgefihrt. Dabei wurden die Gele (1,5 mm dreimal 20 min in
je 300 M DMBO entwadssert, 150 min in 20% (wv) PPOin DVEO
aquilibriert und 30 min unter flieRBendem Wasser gewaschen.



Dann wurden sie etwa 2,5 Stunden zwi schen 2 Cel | ophanfolien be
ca. 65°C unter Vakuum getrocknet (Slab Gel Dryer ME 1160,
Hoefer). Zur Detektion der radioaktiven Probenbanden wurden
vorbelichtete Rontgenfil ne (X-O MAT AR5, Kodak) verwendet.

D e Cele wurden dabei zwi schen je zwei Filme gelegt und fur die
gewinschte Zeit bei -70C exponiert.

Danach wurden die Filnme mt den entsprechenden Lésungen (Denta
X-Ray, Kodak) laut Firnenvorschrift entw ckelt und fixiert.

Zum Nachwei s der markierten Proteine nach einer isoelektrischen
Fokussi erung wurde das Gel (0,3 nm samt GCel bond-Fi | mohne

vor herige Entwasserung 30 mn in Szintillatorfl Gssigkeit
(Anplify, Anmersham inpréagniert, luftgetrocknet und ebenfalls

mt vorbelichtetem Rontgenfil mbei -70-C exponiert.

Fal | s die Protei nmengen der einzel nen Probenbanden in ihrer
Rel ati on unt erei nander verglichen werden sollten, wrden die
entwickelten Filnme mt einem Laser-Densitoneter (Utroscan XL,
LKB) ausgewertet.

Dabei wurde die Extinktion der Filnmschwarzung entlang der

El ekt rophor esebahn genessen, und die rel ative Peakfl ache der
ei nzel nen Banden ermttelt.

3. 6. SUBZELLULARE FRAKTI ONI ERUNG

3.6.1. Vorbereitung der Dichtegradi enten-Zentrifugation:

Al's Medium fir die D chtegradi enten-Zentrifugati on wurde eine
i sotone Percol | -Lésung ei ngesetzt, die aus fol genden Lésungen
bereitet wurde: (fur 10 m)

Ausgangsdi chte (g/m): 1, 055 1, 065 1, 075

Percol | - Stamm 6sung (d=1, 13) 1,8 m 2,57 m 3,34 m
2,5 M Saccharose (d=1, 316) 1m 1m 1 n
A bi . 7,2 m 6,43 nm 5,66 n

Ber echnungsf or nel :



x =V (D- 1,0316)/(d - 1)

X m Percol | - Stanm 6sung (Pharnmacia, Dichte d = 1, 13)
V ... gewlinschtes Endvol umen (m)

D gewinscht e Ausgangsdichte fir die Zentrifugation

Das Zentrifugationsfluid wirde in 15 m - Zentrifugations-
rohrchen (1 x 1,5 in. Quick Seal Tubes, Becknman) abgefullt.

3.6.2. Praparation des Zell honbgenats:

Al's Ausgangsmaterial fir die subzellul ae Fraktioni erung wurden
konfl uent e Fibrobl astenkul turen aus 80 cnf- Zel |l kul turflaschen
verwendet. Die Zellen wrden zweinmal mt kaltem PBS (pH 7, 4)
und einmal mt 0,25 M Saccharose/1 mM EDTA- LOsung gewaschen.
Anschl i eBend wurde der Zellrasen abgeschabt und in 700 I
kalter 0,25 M Saccharose/3 mM I m dazol - Losung suspendi ert.

Di e Zel |l suspensi on wurde i mEi sbad durch 10 - 12 St 6Re hono-
genisiert (tight-fitting Dounce-Honbgeni sator). Kerne und nicht
auf gebrochene Zell en wurden durch Zentrifugation bei 400 g fur
5 mn entfernt (G eselmann et al., 1983).

Der Uberstand wurde vorsichtig auf die vorbereitete Percoll -
Losung uberschichtet, das Rohrchen exakt austariert und nach

Fi rmenvorschrift zugeschnol zen.

3.6.3. Dichtegradi enten-Zentrifugation:

Die Zentrifugation wirde mt einem Vetrikal rotor (VAC 50,
Beckman) in einer Utrazentrifuge (L8-80M Beckman) mt 20000
rpmbei 4oC im % -Mdus durchgefihrt, wobei als Zentrifugat-
ionsziel 1,38 x 10'° rad? s eingestel |t wurden.

Zur M nimerung von Perturbationen des G adienten wirde die
ni edrigste Brensstufe (Deceleration Step 9) gewahlt, bei der
der Rotor von 500 rpmin 6 mn bis zum Stillstand abgebr enst
wi rd. Dadurch ergaben sich insgesant 1,41 x 10 rad%s.

Zur Fraktioni erung des G adi enten wurden di e Rohrchen an der
Spitze aufgeschnitten, und die Percoll-Lésung mt der Kapillare



ei ner Pasteurpi pette vom Boden aus mt Hlfe einer Peristaltik-
punpe abgesaugt und in Kunststoffhitchen getropft.

Di e Dichte der einzel nen Fraktionen wurde durch Wagung von

300 yl in einer Konstriktionspipette und Vergleich mt dem
Wasserwert bestimt. Nach der Ermttlung des D chtegradi enten
wurde Triton X-100 (10% Endkonzentration 0,2% zugegeben, um
di e Menbranen der Zell organel | en auf zubrechen.

Zur Lokal i sierung der Organellen wurden die Aktivitaten

ver schi edener Leitenzyme genmessen

3. 7. ENZYMAKTI VI TATSBESTI MVUNGEN

3.7.1. Aktivitat der R-N Acetyl hexosam ni dase:

D e Messung der Aktivitat dieses Enzyns diente zur

Lokal i si erung der Lysosonenfraktion (von Figura, 1977).

Losungen:

- Inkubationspuffer: 0,1 MNa-Ctrat, pH 4,6; 0,04 % NaNg,

0,2 % BSA

- Substrat - Puffergem sch: 10 nM p- N t rophenyl - 2- acet am do- 2-
deoxy- 3- D- gl ucopyranosid (Signma) in Inkubationspuffer.

- Stoppreagens: 0,4 Mdycin/NaCOH, pH 10,4

Von jeder Fraktion wurden je 30 yl mt 70 yl Nad -Lésung (0, 9%
verdinnt, mt 100 I Substrat-Puffergem sch versetzt und 60 mn

bei 37°C i nkubiert. Der Abbau wurde mt je 1 m Stoppreagens

beendet und di e Extinktion bei 405 nm gegen ei nen Reagenzi en-

| eerwert genessen. Die Berechnung der Aktivitat erfol gte nach

Subtraktion des Substrat- und des Enzym eerwertes mt Hilfe des
Lanmbert - Beer' schen Ceset zes:

mUm =( E. V. 1000)/(g. d . v . t)

V... Gesantvolunmen (1,2 m); e ... 18,1
(Extinktionskoeff.)

vV ... Vol unen der Enzym 6sung (0,03 nl)

t ... Inkubationszeit in mn; d ... Kivettendicke in cm

3.7.2. Aktivitatsbesti mung von Kat hepsin B
(Barrett & Kirschke, 1981)




Losungen:

1. EDTA-Phosphat puffer: 88 mM KH:PQi, 12 nmM NaxHPQ;,
1,33 mM Nay- EDTA, pH 6,0

2. Aktivatorl 6sung: 2,7 mM Cystein in EDTA- Phosphat puffer

3. Substratl 6sung: 20 nM Cbz-Arg-Arg-NNap in A bi. (von Dr.

Kosma
zur Verfugung gestellt).

4. Farbreagens- Stamm 6sung: 225 ng 4- Am no- 2, 3-di net hyl azo-
benzol (Fast Garnet Base) in 50 ml Ethanol wurden unter
Rihren mt 30 M 1 MHO versetzt und mt A bi. auf 100 n
aufgefullt.

5. Mersalyl-Brij-Reagens: 2,43 g Mersalyl saure (2-(3-Hydroxy-
nmer curi -) - 2- Met hoxypr opyl ) - Car banoyl phenoxyessi gsaur e)
wurden unter Rihren in 60 m 0,5 M NaCH gel 6st. Nach Zugabe

von 0,3 g EDTA wurde mt A bi. auf 450 ml aufgefdllt, mt
1 MHO auf pH 4,0 eingestellt und mt A bi. auf 500 m
erganzt. Diese LOosung wurde mt 500 m 4%0Brij-35 (Sigm)
gem scht.

6. Farbreagens: 0,1 m Farbreagens-Stamm 6sung wurden in Ei s

gekuhl't, mt 10 yl frischer 0,2 M NaNG-Losung gem scht und
nach frihestens 5 mn mt Mrsalyl-Brij-Reagens auf 10 ni
aufgefullt. (A le Gebrauchl 6sungen wurden in Ei s
gekuhl t.)

Dur chf Ghr ung:

75 Hl Enzym 6sung (eventuell mt EDTA-Phosphat puffer mt

4 ng/mM BSA verdinnt) wurden 5 mn mt 225 Hl Akt i vat orl| 6sung
bei 40-C aktiviert und nach Zugabe von 7,5 H' Substrat 60 mn
bei 40°C weiterinkubiert.

D e Reaktion wrde mt 300 H' Far br eagens abgest oppt und die
Extinktion bei 520 nm frihestens nach 10 m n genessen

D e Berechnung der Enzynaktivitat erfol gte nach Abzug des
Enzym eerwertes mt dem Extinktionskoeffizient von

a- Napht hyl amin (27 cnf/ ynol ).



3.7.3. Aktivitatsbesti nmung der (al aktosyl transferase:

D e Messung der Aktivitat dieses Enzyns wurde zur Lokali sierung
des ol gi - Appar at es nach der subzel | ul &ren Frakti oni erung
verwendet .

Losungen:
1. Oval bum n-Pufferl 6sung: 0,1 MTris/HO, pH 7,4,
0,04 MM, 1% Triton X-100,
4 mM ATP, 14 ng/m Oval bum n
2. UDP-°H Gal akt osel 6sung: 220 000 dpri 5
in2 MMTris/HA, pH 7,4
3. 12,5% (w v) Trichl oressigsaure

Dur chf Ghr ung:
25 Hl Oval bum n- Puf ferl 6sung wurden mt 20 Hl Enzym 6sung

(event-uell mt 0,05 MTris/HJ, pH 7,4 verdinnt) und 5 Ul UDP-
3H Gal akt osel 8sung durch kurze Zentrifugation vereinigt und 60
mn bei 37-C inkubiert.

D e Reaktion wurde durch Zugabe von 1 nl eiskalter

Trichl oressi g-saure (12,5% abgestoppt und di e Reakti onsgef ale
10 mn imE s gekiuhlt. (Bei den Leewerten wurde die Oval bum n-
Puf f erl 6sung erst nach dem Reakti onsstop zugegeben.)

Der N ederschlag wurde 5 mn bei etwa 15000 g abzentrifugiert
und dreimal grundlich mt kalter Trichloressigsaure (5% ge-
waschen.

Das Prazipitat wurde in 50 yl 10% NaOH 10 min im U traschal | bad

gel ockert und anschlieRend 5 - 10 m n bei 95°C gel 6st.

D e Losung wurde in ein Szintillationsroéhrchen Uberfuhrt, das
Reakti onsgefall mt 450 H' A bi. gespult und das Waschwasser mt
der Proteinl 6sung vereinigt. Danach wurden 4 ml Szintillations-
cocktail (Ready-Solve, Beckman) zugegeben.

Fur den 100% \ert wurden 5 ;I UDP-°H- Gal akt osel 6sung mit 50
10% NaCOH, 450 Ul A bi. und 4 M Szintillationscocktail

gem scht.

Die Messung erfolgte in einemFl tussigkeitsszintillationszahler
(Packard CA 1900) mt einem Tritium dpm Zahl progranm



3. 8. ENZYNMATI SCHE METHODEN:

3.8.1. Abbau mt Peptid: N dykosidase F (PNGase F):

Kat hepsin B - Fornen, deren N-d ykan-Anteil vor der El ektro-
phorese (SDS-PACE oder | EF) abgespalten werden sollte, wirden
nach der |munprazipitation (3.3.) mt je 70 yl 1% SDS/0,1 M
Mer capt oet hanol  durch | nkubation bei 95°C fir 5 mn vomProtein
A- Sephar ose- | munkonpl ex abgel 6st .

Nach einer Zentrifugation (15000 g, 3 nin) wurde der Uberstand
abgehoben und anschliefRend i n ei nem Speed- Vac- Konzentr at or

ei ngeengt .

Der Rickstand wurde einmal mt 1 m Methanol und nach einer
Zentrifugation bei 15000 g fur 10 mn einmal mt 1 m Aceton
gewaschen.

Nach einer weiteren Zentrifugation wurde der Uberstand
abgehoben und das Proteinprazipitat |uftgetrocknet. Danach
wirde es in etwa 20 yl 0,5% SDS/ 0,05 M Mercaptoethanol 5 mn
bei 95°C gel 0Ost.

De Halfte dieser Proteinl dsung wurde als Negativkontrolle des
PNGase- Abbaus ei ngefroren und vor der SDS-PACE mt ei nfachem
SDS- Probenpuf fer auf 65yl aufgefillt.

Fir den Enzymansatz wurden fol gende Losungen gem scht und be
30°C i nkubi ert:

- 10 yl Probe

- 10 Hl Puffer (0,3 M Na-Phosphat/15 mM EDTA, pH 7, 2)

- 5yl Nonidet P-40 (7,5%

2,5 Ul PNGase F (Boehringer, 1 Einheit/5 Hl)

Nach ei ner |nkubation Uber Nacht wurden nochmal s:

- 2,5 U' PNGase F zugegeben und weitere 3 Stunden inkubiert.

Danach wurden di e Losungen i m Speed- Vac- Konzentrat or ei ngeengt,
einmal mt 1 m Methanol und einmal mt 1 m Aceton gewaschen
(far eine | EF wrde ein zusatzlicher Waschschritt mt Methano
dur chgef thrt).



Nach dem Trocknen der Proben wurden sie in ei nfachem SDS-
Probenpuffer (3 mn bei 95°C) oder in | EF-Probenpuffer gel 6st.
3. 9. PROTElI NBESTI MMUNGEN:

3.9.1. Proteinbesti mung nach Lowy:

Lésungen: - al kali sche Kupfersulfatl dsung: zu 100 Vol unsteil en
ei ner 3% (wv) NaCO-Lo6sung wurde zuerst ein Teil
einer 4% (wv) Kaliumatriuntartrat!| dsung und
dann
ein Teil einer 2% (wv) Kupfersulfatl 6sung
zugem scht (di e Losung nufd kl ar sein).
- Folinreagens (nach Folin-G ocalteus, 1:3 verdiunnt)

Dur chf Ghr ung:

200 Ul Prot ei nl 6sung (20 - 80 e Protein/m) wrden mt 1 m

al kal i scher Kupfersulfatl dsung versetzt. Nach einer |nkubation
von 10 mn bei Rauntenperatur wurden 100 yl Folinreagens
zugegeben und sofort gem scht. Nach weiteren 10 mn wirde die
Extinktion bei 660 nm gegen ei nen Reagenzi enl eerwert genessen

und mt einer aus BSA-Standards (10-100 pg/m) ernmittelten
Ei chkurve ausgewertet.

3.9.2. Bestimung von radi oaktiv marki ertem Protein:

Zum Ver gl ei ch des Ei nbaus von %°S-Met hi onin bei verschi edenen
Proben wurden die Proteine mt Trichloressigsaure gefallt:

10 yl Zell- oder Medienextrakt (bzw 10 yl Markierungsnmedi um
als Leerwert) wurden mt 500 yl kalter Trichloressigsaure (10%
versetzt und m ndestens 30 mn imE sbad gekuhlt.

Die gefallten Proteine wuirden 10 m n bei 15000 g
abzentrifugiert und das Prazipitat zweimal mt je 1 n

Trichl oressigsadure (5%, sowie einmal mt 1 nm Aceton
gewaschen. Die Proteine wiurden etwa 5 mn bei 95°Cin 50 H' NaCH
(10% gel 6st und die Losung in ein Szintillationsvial

uberfuhrt. Das ReaktionsgefalR wurde mt 450 Lll A bi.



nachgespilt und di e Waschl 6sung mt der Proteinl 6sung
vereinigt. Nach Zugabe von 4 ml Szintillatorfl Ussigkeit (Ready
Sol ve, Beckman) wurde di e Radi oaktivitat in einem
Szintillations-zahler (Packard CA 1900) genessen.

3.10. BESTI MMUNG VON SI ALI NSAURE:

3.10. 1. Sialinséaurebesti mung aus Zel |l en oder Zell extrakten:

Vor ber ei t ung:

D e Zell en wurden durch Trypsinisierung abgeerntet, in HANKS
suspendi ert und 3 mn bei 400 g abzentrifugiert. Zum WAschen
wurden sie je dreimal mt HANKS suspendiert und w eder zentri -
fugiert. Der Uberstand wurde abgehoben und das Pellet in 500 ul
HANKS auf genommen. Anschl i ef3end wurden die Zellen durch 14
St6Re mt dem"tight-fitting"-Dounce Honbgeni sat or

auf gebrochen; die Kerne wirden durch Zentrifugation bei 400 g
far 5 min abge-trennt. Der Uberstand wurde abgehoben und nit
10% (W v) Triton X-100 auf eine Endkonzentration von 0, 2%

ei ngestel I t.

Von di eser Probe wurden zweinmal 190 yl fdr eine

Doppel besti nmmung des Si al i nsé&ur egehal t es ent nomren.

In einigen Fallen wurde auch ein nach 3.2. hergestellter Zell-
extrakt in entsprechender Verdinnung fiur die Anal yse verwendet.
Al's Standard wurde rei ne N Acetyl neuram nsaure in einer Kon-

zentration von 1 - 50 ug/n1 ei ngeset zt .

Dur chf Ghr ung:

190 yl Probe wurden mt 10 yl 1 MHSG (0,05 M
Endkonzentrati on) angesauert.

Falls nicht nur die freie Sialinsdure bestimt werden sollte,
wur den di e Proben zur Hydrol yse der gebundenen Form 60 mn im
Ther nobl ock auf 80-C erhitzt und anschliel3end w eder gekuhlt.
Dann wurden die Proben mt 50 yl 25 MM HIGQ: in 62,5 nM Schwef el -
saure 30 mn bei 37-C oxidiert.

Zum Abst oppen der Oxidation wirden 50 I frische NaAsQ-LOsung
(2% in 0,5 MHO zugem scht.



Nach dem Verschw nden der Gel bf arbung wurden 100 (I Thi obarbi t -
uratl 6sung (6% pH 9) zugegeben und das Chronmophor 8 m n be
95°C i m Ther nobl ock entw ckel t.

Nach dem Abkihl en wurde zur Intensivierung des Farbstoffs D -
net hyl sul foxid (400 yl) zugesetzt, die Proben imFall einer
Tribung 7 mn bei 15000 g zentrifugiert, und die Extinktion be
552 nm genessen. Die Sialinsdure wirde mt Hlfe der aus den
Standards erm ttelten Ei chkurve bestinmmt.

Bei einer hoéheren Kontami nation mt DNA wurde die Messung auch
bei 532 nmund bei 549 nm durchgefdhrt, und der

Si al i nsauregehalt mt einer Korrekturfornmel (nach Warren, 1959)
errechnet:

umol N-Acetyl neuram nsaure = 0,09 Extss - 0,033 Extss2

(der erhaltene Wert wurde mt der Ei chkurve verglichen).

3.10. 2. Sialinsaurebesti mung von subzel | ul aren Frakti onen:

Da das bei der subzellul &ren Fraktioni erung durch D chte-

gradi entenzentrifugation eingesetzte Percoll mt der nornal en
Si al i nsaurebestinmung interferiert, nmu3te in solchen Fallen die
Si al i nsaure von den Frakti onen abgetrennt werden.

Dies wurde mt einemlonenaustauscher (Dowex 1X8, 200-400 mnesh)
erreicht.

Dazu wurde das |onenaustauscherharz von der "~ in die

Acet at f orm Uberf ohrt (durch wi ederholtes Suspendieren in 1 M
Na- Acetat) bis kein Chlorid nmehr nachzuwei sen war, in eine etwa
1 x 6 cm- Saul e gegossen und anschlielRend gespult bis der pH
Wert annahernd neutral war.

D e Fraktionen der D chtegradi entenzentrifugati on wurden ent-
sprechend zusammengef aldt, auf di e Austauscherséaul e aufgetragen
und mt A bi. gewaschen. Die Sialinsaure wirde mt 18 m Essig-
saure (10% eluiert, die ersten 5 M verworfen und die

fol genden 13 m gesammelt. Die Eluate wurden mt ei nem

Rot avapor bis zur Trockene eingeengt und in je 0,6 m A bi.

auf genomen.



D e Sialinsaurebesti mung wrde dann wie unter 3.10.1. be-
schri eben durchgefihrt.

Di e erhaltenen Wrte wiurden auf ng Protein bezogen, umdie
ei nzel nen Proben unterei nander vergl ei chen zu kdnnen.

3.11. | MVUNFLUCRESZENZ- M KROSKCPI E:

3.11.1. Vorbereitung und Fi xi erung der Zellen:

Die Zell en wrden ein oder zwei Tage vor der Fixierung
trypsinisiert, von der Zellkulturflasche abgeerntet und auf
steril en Deckgl aschen in Petrischal en angezichtet.

Met hanol - Acet on- Fi xi er ung:
D e Deckgl &schen mt den Zellen wurden nehrmals mt PBS bei
Raunt enper at ur gewaschen. Die Fixierung erfol gte durch

| nkubati on der Deckgl aser in Methanol (auf -20°C vorgekuhlt) far
5 min (imEisbad) und Uberfihren in -20-Ckalte Acetonl 6sung fir
2 mn.

Danach wurden die Zellen sofort mt PBS (4°C) nehrmals gespult

(und eventuell bei 4°C gel agert).

3.11.2. Antikorper - Markierung:

1. Block: Inkubation der fixierten Zellen in 1% BSA oder
1% Serum bei Rauntenperatur far 30 mn.
2. Waschen in PBS: mndestens 5 mn
3. Inkubation mt dem 1. Antikorper: auf jedes Deckglas wurden
30 pyl einer affinitatsgereinigten Anti-Kathepsin B -
Anti korper - Lo6sung aus Kani nchen (Charge FR, ELISA-Titer
1: 500, 1:5 verdunnt) aufgetragen.
Di e I nkubation erfolgte bei 37°C fur 30 mn.
Al's Kontrolle wrde statt dem 1. Antikorper ein
Pr & mmunser um auf get r agen.
4. Waschen: dreimal 20 min mt PBS bei Rauntenperatur
5. Inkubation mt dem 2. Antikoérper: Fluorescein-



| sot hi ocyanat- (FITC ) markierter Schwein-Anti-Kani nchen-
Anti korper (1:20 verdiunnte Stamm 6sung von G Seiffert).
Di e Deckgl aser wurden ebenfalls 30 mn bei 37.C mt 30
der Anti korperl 6sung i nkubiert.

6. Waschen: dreimal 20 min mt PBS bei Rauntenperatur

einige Male mt A bi.

Lufttrocknen
Di e Deckgl aser wurden mt 7 yl dyzerin/PBS (9:1, pH 8)

oder 7 yl Moviol benetzt und auf Cbjekttrager fixiert.

w

.11. 3. M kroskopi e und phot ogr aphi sche Dokunent ati on

Die Mkroskopie wirde mt einem ZEISS Axi overt 35 - Cerat
durch-gefihrt. Di e Proben wurden dabei entweder im Durchlicht
(Phasen-kontrast 2) oder unter Fluoreszenzauflicht

(Filterkonbi nation: 450-490 / FT 510 / LP 520) mt einer 400-
fachen oder 1000-fachen VergrofRRerung m kroskopiert.

D e Photos wurden mt einer CONTAX 167 MI - Kanera auf genonmen,
wobei ein hochenpfindlicher Film(Ilford, HP 5, 400 ASA) ver-
wendet wur de.

D e Kanmera wurde auf fl achenbetonte Belichtungsnmessung ei nge-
stellt, bei der Photographie der Zellen i mPhasenkontrast wurde
um eine Einheit unterbelichtet (Av -1), bei Aufnahnen unter

Fl uoreszenzauflicht wurde entweder die Belichtungskorrektur um
eine Einheit erhoht (Av +1) oder mt manuel | em Bel i cht ungsnodus
ca. doppelt so | ange als von der Kanmera angegeben belichtet.

Der Filmwirde mt einer Ilford M crophen-Stami 6sung etwa 8 -
11 min entwi ckelt und die Filnmenpfindlichkeit damt auf 800 bis
1600 ASA erhoht. Die Fixierung erfolgte wie von der Erzeug-
ungsfirma angegeben.



4. ERGEBN SSE

4.1.1. Mol ekul argew cht sfornmen von Kat hepsin B
i n SASD- Fi br obl ast en:

D e verschi edenen Ml ekul ar gewi cht sf ormen von Kat hepsin B

wur den durch netabol i sche Marki erung der Fibroblasten nit 3°S-
Met hi oni n, | mmunpré&zipitati on und SDS- PAGE mt anschl i el3ender
Fl uorographie ermttelt (Abb. 4.1.).

Bei Bedi ngungen, di e dazu geei gnet waren das Enzym auch in
seiner termnal en Prozessierungsformzu erfassen (6 h Pul se, 20
- 40 h Chase), konnte nman im Medi um ei ne sezernierte Proform
von 44 - 46 kDa finden und in den Zellen zwei proteolytisch
prozessierte reife Fornen. Die groRere hatte ein apparentes

Mol ekul argewi cht von 33 - 34 kDa, die kleinere Form erschien
bei den Kontroll-zellen mt 27 kDa, bei den SASD- Fi brobl asten
mt 28 kDa.

Di eser Mol ekul argewi cht sunt er schi ed war ei ndeutig

repr oduzi er bar.

Zum Tei | konnten auch |eichte Unterschi ede bei der 33 kDa- Form
detektiert werden, wobei die groRRere Form w ederum bei den
SASD- Zel | en beobachtet wurde. Auch bei der Proform die ins
Medi um geschl eust wi rd, waren manchmal geringe

Mol ekul ar gewi chts-di fferenzen zu erkennen, die Abwei chungen
war en jedoch nicht signifikant und traten auch nur bei einigen
Ver suchen auf.



Abb. 4.1. Ml ekul argew chtsformen von Kathepsin B: Die Zellen
wurden 6 h nit 20 G /m *S-Methionin markiert;
Chase: 20 h (a), bzw. 40 h (b).
SASD- Zel | en: GM 5520 (I SSD), GM 8496 (Sall a)
Kontroll zellen: Co 1 (GV5521), Co 2 (GV 5522)

4.1.2. Mol ekul argew cht sfornmen von Kat hepsin B nach Abbau
mt Peptid: Ndykanase F:

Um zu Uber prifen, ob Ml ekul argewi cht sunt er schi ede zwi schen
ver schi edenen Kat hepsin B - Fornmen von SASD- und Kontroll zel | -
l'i nien auf den Protein-Anteil zurickzufihren sind, wirden die
N d ykan- Sei t enketten der Protei ne nach der | munprazipitation
durch ei ne Inkubation mt Peptid: Nd ykanase F abgespal t en.
Das Mol ekul argewi cht der Proform von Kathepsin B, die ins

Medi um ausgeschl eust wird, bzw. der Form die bei Kultivierung
in Gegenwart von CCCP zwi schen ER und Gol gi - Appar at

intrazel | ul & akkunuliert, wurde dadurch auf 39 kDa reduziert.
Lei cht e Mol ekul ar gewi cht sdi f f erenzen wurden dabei ei ndeutig
elimniert; sie sind also bei der Proformnur durch die Hetero-
genitat des Kohl enhydratanteils bestimt (siehe Abb. 4.2.).



Abb. 4.2.:

d ykosylierte und ungl ykosylierte Profornmen von Kat hepsin B:
Die Zellen wiurden 1 h mit 40 G/ *S Methionin nmarkiert.

Vori nkubation (1 h), Pulse und Chase (2 h) erfolgten in
Gegenwart (oberer Bildteil) oder Abwesenheit (unterer Bildteil)
von 50 yM CCCP. Di e Kathepsin B-Proformen wirden aus den Zell -
bzw. Medi um extrakten i mmunpréazipitiert, 16 h in Gegenwart oder
Abwesenheit von PNGase F bei 30°C i nkubiert und durch SDS- PACE
(12, 5% Pol y-acryl am d) getrennt.

| SSD- Zel I i ni en: GM 5520, B.B.; Salla-Zellinien: GM 8496, F 8471
Kontrol |l zel l en: GM 5521, GM 5522

D e 33 kDa- Form von Kat hepsin B scheint nur weni g gl ykosyliert
zu sein. Eine Inkubation mt PNGase F veranderte das el ektro-



phoretisch ermttelte Ml ekul argewi cht nicht nerklich, und es
war en auch kei ne signifikanten Unterschi ede zwi schen den
ver schi edenen Zel | i ni en vor handen

Bei der kleineren reifen Kathepsin B - Formverringerte sich
das Mol ekul argewi cht durch den PNGase F - Abbau jedoch umca. 1
kDa. Die Differenz zwi schen SASD- und Kontrollzellen blieb
dabei auf-recht; die 27 kDa-Form der Normal zel | en wurde auf 26
kDa redu-ziert, die 28 kDa-Form der SASD- Zel |l en auf etwa 27
kDa.

Der Unterschied in der term nal en Prozessierungsformliegt also
(zum ndest zum Teil) auf der Protein-Ebene.

Ei n Probl em war jedoch, dall diese Fornmen nur in sehr geringem
Ausnmal3 gebil det wurden und di e Mol ekul ar gewi cht sunt er schi ede
relativ gering sind (Abb. 4.3.).



Abb. 4.3.:

Rei fe Fornen von Kat hepsin B nach PNGase F - Abbau:

Markierung: 7 h Pulse mit 20 G /n *°S Methionin; Chase: 48 h
Nach der |mmunprazipitation wuirden die Proteine 16 h mt PNGase
F (+) oder nur mt Puffer (-) bei 30C inkubiert, durch SDS-PAGE

(14% T) aufgetrennt und mttels Fluorographie detektiert.
Kontrollen: Co 1 (GM5521) und Co 2 (GM 5522)
| SSD: Zellinie GV 5520; Salla: GV 8496

4.2. Biosynthese von Kat hepsin B:

Um den Prozessi erungsverl auf und di e verschi edenen Ml ekul ar -
gew cht sf ormen von Kat hepsin B den ei nzel nen subzel | ul aren
Ber ei chen zuordnen zu koénnen, wurden eini ge netabol i sche Mar-
ki erungsver suche unt er Bedi ngungen durchgefuhrt, die die Pro-
zessierung oder den intrazellul daren Transport an bestimmten
Stell en hemmren.

Der Bi osyntheseweg von Kathepsin B | &uft ebenso wi e bei anderen
| 6sl i chen | ysosonmal en Enzynmen vom ER dber ein internedi ares
Konparti nment zum Col gi - Apparat, wo es von den sekretorischen
Prot ei nen abgetrennt wird. Ein geringer Anteil (be



Fi br obl asten etwa 5% w rd jedoch als Proformebenfalls vom
trans- Gol gi aus ins Medi um ausgeschl eust. Der G ofdteil gel angt
vom TGN dber C athrin-umhillte Vesikel in ein pral ysosonal es
Konpartinment und von dort zu den Lysosonen. Zw schen di esen
ver schi edenen intra-zellul & en Ebenen gi bt es nehrere Stellen
an denen der Transport durch verschi edene physikal i sche

Par anet er oder chem sche Ver-bi ndungen bl ocki ert werden kann.

4.2.1. Proformvon Kathepsin B nach Kurzzeitmarkierung:

Zur Erfassung der Proform w e sie unmttel bar nach der Trans-
| ati on i m endopl asmati schen Reti kul um vor komt, wurde di e Mark-
i erung bei einer hoéheren *S-Met hioni n-Konzentration (130
pG/m) far exakt 10 Mnuten durchgefihrt, wobei das

Mar ki erungsnedi um jeweils von einer Zellkulturflasche auf die
nachst e Ubertragen wurde.

D e Zell en wurden sofort nach der Markierung mt eiskaltem PBS
zwei mal gewaschen, umdie intrazellul &en

Pr ozessi erungsvor gange so rasch wi e noglich zu inhibieren, und
gl ei ch darauf abgeerntet. |nmmunprazipitation, SDS-PAGE und

Fl uor ographi e erfol gten nach den bereits beschri ebenen

Ar bei t svorschriften

Nach di eser Kurzzeitmrki erung wurde ein apparentes Ml ekul ar -
gewi cht von 44 kDa ermttelt, und es traten kei ne Unterschiede
zwi schen SASD- und Kontrol |l fibroblasten auf (siehe Abb. 4.4.).



Abb. 4.4.: Kathepsin B-Profornmen nach Kurzzeit marki erung:
Pul se: 10 min nmit 130 G /ni *°S- Met hi onin
Kontroll zel l en: GM 5521, GM 5522 und Control (KI.)
| SSD- Zel | en: GM 5520 und B. B.
Sal | a- Zel  en: GM 8496 und F 8471

4.2.2. Proformvon Kathepsin B zwi schen ER und ol gi :

We unter 1.3.2. aufgezeigt wrde, blockiert die Verbindung
CCCP durch seine Wrkung als Protonophor den intrazellul aen
Trans-port nach dem ER, zw schen dem von Pel ham (1989 b)

beschri ebenen i ntermedi aren Konpartinent und dem Col gi - Appar at .
Es sollte da-durch eine Proformakkumnulieren, die bereits
phosphoryliert ist und als Phosphorséaure-Diester auftritt.

Unt er di esen Bedi ngungen trat Kathepsin B mt ei nem Ml ekul ar -
gewi cht von 44 - 46 kDa auf, wobei manchnal Heterogenitaten
zwi schen den unterschiedlichen Zellinien beobachtet wurden.

D ese Unterschi ede verschwanden aber nach ei nem Abbau des

Kohl en- hydratanteil s durch PNGase F (Abb. 4.2.; Abb. 4.5.).



| m post - ER, préa- Gol gi -Bereich konnten al so kei ne Abwei chungen
in der proteol ytischen Prozessierung zw schen SASD- und
Kontrol I -zell en detektiert werden.

4.2.3. Proformvon Kathepsin B i mm d-Col gi -Bereich:

Di e | onophorver bi ndung Monensin hemmt di e Prozessierung |yso-
somal er und sekretorischer Proteine noch vor demtrans- ol gi,
wodur ch di e Ausbil dung konpl exer N-d ykane inhibiert wird
(siehe 1.3.2.).

Um di e Mol ekul argewi cht sform von Kat hepsin B und etwai ge Unter-
schi ede zwi schen SASD- und Kontrollzellinien in di esem Bereich
auf zuzei gen, wurde die Markierung und die Prozessierung in
Gegen-wart von 1 ymol /1 Monensin durchgefdhrt. Kathepsin B
erschi en dabei mt einem Ml ekul argewi cht von 44 - 46 kDa und
es war kein Unterschied zu der Form die nach dem CCCP- Bl ock
gefunden wurde, erkennbar; ebensowenig konnten Differenzen

zwi schen Si al i nsdur e- Spei cherzell en und Normnal fi brobl asten
beobacht et werden (siehe Abb. 4.5.).



Abb. 4.5.: Mol ekul argewi cht sfornmen von Kat hepsin B nach Henmmung
der Prozessierung durch CCCP oder Monensin
Vorinkubation: 1 h, Pulse: 1 hnmit 40 d/nm *s

Met hi oni n, Chase: 5 h; Vorinkubation, Pulse und

Chase
erfolgten jeweils in Gegenwart von 50 ynol /I CCCP

oder
1 yol /I Monensin, bzw. ohne Zusatze (-).
Salla: Zellinie F 8471
Control: Kontrollzellinie K.

4.2.4. Profornmen von Kathepsin B imtrans-Gol gi - Reti kul um

Zur Untersuchung der Kathepsin B - Form die imtrans- ol gi-
Berei ch vorkomt, wurden die intrazellul d&ren Transport- und

Pr o- zessi erungsvorgange i n di eser Regi on durch eine Inkubation
der Zellen bei einer Tenperatur von 19°C inhibiert.



Di e nmetabol i sche Markierung nmit **S-Methionin erfol gte noch bei
37°C, jedoch nur fir eine Stunde, um ei nen Uber das trans- ol gi-
Ret i kul um hi nausgehenden Transport wahrend der Marki erung zu
ver nei den. Danach wurden die Zellen rasch abgekihlt und die

| nkubati on bei 19°C fortgesetzt.

Unt er di esen Bedi ngungen akkunulierte eine Proformmt ca. 44 -
46 kDa, die nicht von den Ml ekul argew chtsfornmen, die aus den
CCCP- und Monensi n- Bl ocki erungsversuchen resultierten, unter-
schei dbar war. D esel be Form wurde auch ins Medium sezerniert,
wobei di e Sekretion bei 19oC zwar verl angsamt war, aber keines-
wegs bl ockiert.

Di e Ergebni sse der verschi edenen Bl ocki erungsexperi nente deuten
darauf hin, daR zw schen ER (bzw i nternmedi arem Konparti nent)
und trans- ol gi - Reti kul um kei ne nennenswerten

Mol ekul ar gewi cht sdnder - ungen und somt kei ne proteol ytischen
Prozessi erungsschritte auftreten. D e Umandl ung der 44 - 46
kDa- Formin die 33 kDa- und die 27 kDa-Form | &uft al so nach dem
CGol gi - Appar at ab.

Bi s zum trans- Gol gi - Reti kul um waren auch kei ne si gnifi kanten
Unt er schi ede zwi schen Si al i nséur e- Spei cherzell en und Kontroll -
zel l en erkennbar (siehe Abb. 4.6.), geringe Heterogenitaten

die vor allembei den ins Medium ausgeschl eusten Fornmen zu
bener ken waren, wurden bei ei nem Abbau des N-d ykans mt PNGase
F eindeutig elimniert (siehe Abb. 4.2.).



Abb. 4.6.: Hemmung der Prozessierung von Kathepsin B durch
I nkubati on bei 19oC (Bl ockierung imTGN):
Pulse: 1 h mit 40 ,G/m S Met bei 37C
Chase: 7 h bei 19°C oder 37°C
Zellinien: a = GM 5521 (Kontrolle), b = GV 5520
(1 SSD)

c = GM 5522 (Kontrolle), d = GM 8496
(Sal | a)

4.3. Endozytose von Prokat hepsin B

4.3.1. Endozytose Uber 20 h

Zur Unt ersuchung der Reifungsprozesse wahrend des Endozyt ose-
Weges wurden Nornal zel | en durch Kultivierung in Gegenwart von
Anmonchl orid und *°S- Met hionin zur Sekretion von radioaktiv
mar ki erten | ysosonmal en Proenzynen angeregt. D ese wurden aus
dem Medi um durch Ammonsul fatfal |l ung gewonnen und gegen MEM di a-
|l ysiert. Die Proformen (und damt auch Prokat hepsin B) wurden
anschl i elend den verschi edenen Zellinien fur 20 h bei 37-C zur
Endozyt ose angeboten. Bei den Normal fibrobl asten als
Rezi pi enten wurde das Prokathepsin B in die Hauptformmt 33
kDa ungewandelt, bei den SASD-Zellen in eine umca. 0,5 kDa
gr6Rere Form wobei der Unterschied aber innerhalb des
Genaui gkei t sberei chs der el ektrophoreti schen

Mol ekul ar gewi cht sbesti mmung | ag.



Auffall end war jedoch, dalRR bei den Nornal zellen die 27 kDa- Form
bereits deutlich vorhanden war, bei den SASD- Zel | en hi ngegen
noch nicht die entsprechende prozessierte reife Formmt 28 kDa
(siehe Abb. 4.7.). Bei den Sialinsaure-Speicherzellen dirfte

al so die intralysosonal e Prozessi erung von der 33 kDa-Formin
di e kl ei nere aktive Form verlangsant sein (siehe auch Kapitel
4.5.).

Abb. 4.7.: Endozytose und Prozessierung von Kat hepsin B lber
20 h: Donor-Zellinie: GM 5522 (normal): WMarkierung
und Sekretion: 24 h nit 20 G /m *S-Methionin in
Gegenwart von 10 mM NH.C .

Rezi pi enten: Kontrollzellen: Co 1 = GV 5521,

Co 2 = GVM5522, Co 3 =M, Co 4 = Zellinie Koch

SASD- Zel len: I1SSD 1 = GV 5520, ISSD 2 = Patient B.B.
Salla 1 = GM 8496, Salla 2 = F 8471

4.3.2. Endozytose bei 19°C und 37°C uber 48 h:

Al's Donorzellen fir die Bildung des Prokathepsin B wurden eben-
falls Nornmal fibroblasten verwendet. Markierung und Sekretion
erfolgten wie unter 3.1.6. angegeben. D e Proform wurde den



ver schi edenen Rezipienten-Zellinien jeweils bei 19.C und bei
37°C zur Endozytose angeboten. D e Dauer der Endozytose war mt

48 h so gewahlt, dal bei allen Zellinien, die bei 37°C inkubiert
wur den, ei ne ausrei chende Prozessierung der 33 kDa-Formin die
kl ei nere rei fe Form gegeben war, wobei aber auch in di esem Fal
bei den SASD- Zell en die 28 kDa-Formin geringerem Ausnafd
gebi l det wurde als das entsprechende 27 kDa- Enzym der
Kontrol |l zel I en.

Sowohl bei der 37.C- als auch bei der 19oC- | nkubation erschien
das endozytierte Kathepsin B hauptsachlich mt ei nem Ml ekul ar -
gewi cht von etwa 33 kDa. Bei dieser Formwaren i m Gegensatz zu
den Anzei chen der 20 h - Endozytose kei ne Ml ekul ar gew cht s-

di fferenzen zwi schen SASD- und Nornal zel | en vor handen. Es i st
denkbar, dall der bei der kirzeren Endozytose beobachtete Unter-
schied durch eine geringflugi ge Mdifikation di eser Form be

| &nger er | nkubati on w eder verschw ndet. Dieser Effekt konnte
bi sher nicht weiter untersucht werden

D e 27 kDa-Form (bzw. die 28 kDa- Form der SASD- Fi br obl ast en)
wurde nur von den Zellen gebildet, die bei 37°C inkubiert

wur den. Jene Zellen, bei denen die Endozytose bei 19-C erfolgte,
w esen stattdessen zuséatzlich zur 33 kDa- Form ei ne 43-44 kDa-
Mol ekul ar - gewi cht sform auf, bei der es sich entweder umdie
endozytierte Proformsel bst, oder um eine geringfigig
prozessierte Form handeln durfte (siehe Abb. 4.8.).

Ein interessanter Aspekt ist, dal3 dersel be physikalische Bl ock-
i erungsparaneter, nadmich die |Inkubation bei 19°C, die Prozess-
i erung von Kat hepsin B bei m Endozyt ose- \Wg auf ei ner anderen
Stufe inhibiert als bei mBiosynthese-Wg, und zwar imersten
Fall bei der reifen Formmt 33 kDa und imzweiten Fall bei der
Proformmt 44 - 46 kDa



Abb. 4.8.: Endozytose bei 19°C und bei 37-C Uber 48 h:
Donor zel linie: GV 5522 (normal), Markierung und
Sekretion: 24 h mit 20 G/ S Met, in Gegenwart
von 10 nmM NH,Q .
Rezi pienten: Kontrollzellinien: Co 1 = GM 5521
Co 2 = GM 5522, Co 3 = Zellinie Ko.
SASD- Zel l en: I1SSD 1 = GV 5520, ISSD 2 = Pati ent

B. B.,
Salla 1 = GM 8496, Salla 2 = F 8471

Da di e Transportbl ocki erung, die bei der Endozytose bei 19 -
20°C auftritt, nach den Aussagen nehrer Autoren vor den
Lysosonmen, nach G Giffiths (1988) noch vor demvon ihm
beschri ebenen pra-|ysosomal en Konpartinent |iegt, kann
postuliert werden, dal3 die proteol ytische Prozessierung von
Prokat hepsin B in die aktive

33 kDa-Form ein pral ysosomal er Schritt ist, der fur den Fall
der Endozytose i m Bereich der Endosonen und bei m Bi osynt hese-
Weg nach demtrans-CGol gi - Reti kul um abl auft. Di e Prozessierung
der 33 kDa-in die 27 kDa- (bzw. 28 kDa-) Formdirfte demach
i ntral ysosonal erfol gen oder eventuell im pralysosonal en
Konparti nent.

4. 4. Kreuzendozytose:




Das Ziel der Kreuzendozytose-Versuche war, zu klaren, ob die
Ursache fur den Prozessierungsunterschi ed zwi schen SASD- und
Kontrol |l zellen in der Proform sel bst oder i mVorgang der Pro-
zessierung der betreffenden Zellinien |iegt.

Dazu wurden sowohl SASD-Fi brobl asten als auch Kontroll zel | en
durch Ammonchl orid zur Sekretion von markierten | ysosonal en
Pro-enzynmen angeregt und di e Sekrete beider Zellinien w ederum
SASD-und Kontroll zel li ni en zur Endozyt ose angebot en

Dadurch war ein System gegeben, durch das man di e Prozessi erung
ei ner endozytierten Proformaus Nornmal fibroblasten in unter-
schi edl i chen SASD- Zel | en unt er suchen konnte und ungekehrt (Abb.
4.9. und 4.10.).

Bei einer Kreuzendozytose Uber 48 Stunden zeigte sich, dal die
normal e 44 kDa- Prof orm von den SASD-Zel | en Uber eine 33 kDa-
Formin die fir sie charakteristische 28 kDa- SASD- For m
unmgewandel t wurde, und andererseits di e 44 kDa- SASD Prof orm von
den Kontroll-zellinien in das normal e 27 kDa- Enzym

| SSD Donor zel I'i ni en Nor nma
Sekretion
44 kDa Prof orm 44 kDa
Endozyt ose
33,5 33 33,5 33,5 33 33,5
28 27 28 28 27 28
| SSD Nor mal Sal |l a | SSD Nor nal Sal |l a

Rezi pi enten- Zel l'i ni en

Abb. 4.9.: Schema der 48 h - Kreuzendozytose: |SSD = Pati ent
B. B.
Salla = F 8471, Kontrolle = Zellinie K.



Abb. 4.10.: 48 h - Kreuzendozyt ose:
Donor zellen: 1SSD = Patient B.B., Normal = Kl.
Mar ki erung und Sekretion: 24 h nit 20 ,G/m *s
Met ,
in Gegenwart von 10 nM NH:.Q ;
Rezi pienten: 1SSD = Patient B.B., Normal = Kl .,
Salla = F 8471

4.5. Prozessi erungskineti k:

4.5.1. Prozessierungskineti k bei der Bi osynthese:

Es war nachwei sbar, dalR der term nal e Prozessi erungsschritt be
der Bi osynt hese von Kathepsin B, also die (wahrscheinlich)
intra-lysosonal e, partielle Proteol yse der 33 kDa-Form bei den
Si al i n- sé&ur e- Spei cherzel | en verzdgert ist.

Nach ei ner 6-stindi gen Marki erung und ei nem Chase Uber 24 h
(bei 37°C) war bei den SASD- Zell en die 28 kDa- Form kaum



det ekti erbar, wahrend bei den Kontrollzellen bereits etwa 10%
der 33 kDa- Form zum 27 kDa- Enzym abgebaut waren

Bei einer Verfol gung der Prozessierung udber 40 Stunden unter
densel ben Bedi ngungen war das Verhaltnis 27 kDa : 33 kDa be
den normal en Zellen schon bei etwa 17 : 83, bei den SASD- Zel |l en
aber erst bei ca. 9 : 91 (Abb. 4.1.). Der Gund fur diese

ver| angsant e Prozessi erung kénnte vielleicht bei der erhohten
Si al i nsaur e-Konzentration in den SASD Lysosonen |iegen. Dieser
Aspekt wurde durch ei ne netabolische Bel adung von normal en

Fi brobl asten mt Sialinséaure Uber die Vorstufe N

Acet yl mannosam n ndher untersucht (siehe Kapitel 4.6.).

Bei einer Anal yse der Bi osynthese-Vorgange nach ei ner kurzen
Mar ki erung bei 37°C (25 min mt 70 ,G/n) und anschlieRender

| nkubati on bei verringerter Tenperatur (23°C, 15 Stunden) konnte
gezei gt werden, dal auch schon der Prozessierungsschritt von

der 44 kDa-Proformin die 33 kDa- Form bei den SASD- Zel | en
deutlich | angsaner abl auft (siehe Tab. 4.1. und Abb. 4.11.).
Bener kenswert ist di ese Beobachtung vor allemimH nblick auf
di e Tatsache, dall di eser Prozessierungsschritt in ei nem
subzel | ul &rem Bereich stattfindet, in demdie Sialinsaure-
Konzentration noch nicht erhoéht ist.

Es war aullerdem auffallig, daR bei der 37°C-Kontrollinkubation
bei m kurzeren Chase (5 h) die aktive Formder 1SSD-Zellinie mt
34 kDa grofRer war als die Kontrollformmt 33 kDa und di eser

Mol ekul ar gewi cht sunt er schi ed nach der 15 h - | nkubation bei 37°C
wi eder verschwunden war.

44 kDa : 33 kDa




| | Kontrollzellen: | GM 5521 | 55 : 45

| | |
| GM 5522 || 50:50 |
SASD-Zel len: | ISSD: = | @GV5520 | 70 : 30
| | | |
| Salla: | GV 8496 | 80 : 20

Tab. 4.1.: Biosynthese bei 23°C. relative Verteilung von 44 kDa-
Prof orm zur 33 kDa- Form nach 15 h Chase.

Abb. 4.11.: Biosynthese von Kathepsin B bei 23°C und 37-C
Pul se: 25 nin bei 37.Cnit 70 ,G/nm *S
Met hi oni n,
Chase: 5 h und 15 h bei 23°C und 37°C,

Kontrollzellen: Co 1 = GM5521, Co 2 = GV 5522,
SASD- Zel |l en: | SSD = GM 5520, Salla = GM 8496

4.5.2. Prozessierungskineti k von Kat hepsin B nach Endozyt ose:




Bei einer Endozytose von Prokat hepsin B Uber 20 Stunden war die
prozessierte reife Form bei normal en Fi brobl asten bereits deut-
lich zu sehen, die entsprechende Form bei den Sialinsaure-

Spei cher zel | en hi ngegen noch ni cht vorhanden oder kaum
detektier-bar. Die Auswertung mt H|lfe des Laser-Densitoneters
ergab, dal bei den Kontrollzellen die 27 kDa-Formim
Durchschnitt in einem Ausmal3 von 11% der bei den reifen Fornen
auftrat, bei den SASD-Zellen war der Anteil der 28 kDa-Formin
den nei sten Fallen nicht nmelRbar und nur bei einer Zellinie
erreichte er 5% (siehe Abb. 4.7 und Tab. 4.2.).

27 (28) kDa
(%
| | | |
Kontrol |l zel | en: | GM 5521 | 9% | |
| ' | avss522 D 11% |
| | i |
| | M2 | 13% |
| | | |
| |
| | | | ko | |10% |
"| sASD zellen: | 1SSD' | GV5520 " nd |
| | | | |
| . | I
| | | Patient B.B. | 5% |
| | i | |
| | Salla: | GM 8496 | n.d |
| | | i |
| | | F 8471 | 'n.d. |

Tab. 4.2.: Relativer Anteil der 27 kDa- (bzw. 28 kDa-) Form am
gesanten reifen Kathepsin B (33 kDa + 27 kDa/ 28 kDa)



nach ei ner Endozytose Uber 20 h (bei 37°0);

n.d. = nicht detektierbar.
D e Verzogerung des term nal en Prozessierungsschrittes bei den
SASD- Zel | i ni en konnte auch bei einer Endozytose Uber 48 h ein-
deutig verifiziert werden. Der relative Anteil der 28 kDa-Form
an den bei den aktiven Kathepsin B - Formen betrug unter diesen
Bedi ngungen bei den Sialinséaure-Speicherzellen i mDurchschnitt
9% bei den Kontrollzellen ag der Mttelwert des Anteils der
kl ei neren reifen Formbei 20% (siehe Tab. 4.3.).

27 (28) kDa
(%
’ Kontrol |l zel | en: : | GV 5521 : | 200:A) |
| | | GM 5522 || 25% | |
o | K:o. | :16% | :
’ SASD-Zellen: | 1SSD | | GMS520 | | 10% |
| | Salla: | GV 8496 | 9% |
| | | | | | | |
L ] | |

| F 8471 | 8%

Tab. 4.3.: Relativer Anteil der 27 kDa- (bzw. 28 kDa-) Form
am gesanten reifen Kathepsin B nach ei ner Endozytose
Uber 48 Stunden (bei 37°C).



4.6. Metabolische Sialinséure-Bel adung:

Der Einfluld einer erhthten Sialinsaure-Konzentration auf die
Prozessi erung von Kat hepsin B wurde durch ei ne netabolische
Bel adung von nornmal en Fi broblasten mt Sialinsaure untersucht.
Die Zell en wurden dazu in Gegenwart von 100 nM N Acetyl -
mannosam n (ManNAc), der direkten Vorstufe i m Anabolisnmus von
Sialinsdure, kultiviert.

Zuer st wurde ei ne Vorinkubation Uber 4 Tage durchgefihrt,
danach erfol gte eine Markierung mit 3S-Methionin tber 6 h und
ei ne Fortsetzung der | nkubation nach Zugabe von unnmarki ertem
Met hi oni n Gber 40 Stunden, jeweils in Gegenwart von N

Acet yl mannosami n.

D e Auswertung des Versuches ergab bei den ManNAc- bel adenen
Nor mal zel | i ni en ei ne Sialinsaure-Konzentration von etwa 28

png/ ng Protein, und damt einen \ert, der noch Uber dem der

unbel adenen Sal | a- Zel l en | ag.

D e el ektrophoreti sche Ml ekul argew cht sbesti mung zeigte

kei nen durch die Sialinsaure-Bel adung verursachten Unterschied.
Die term nal e Prozessi erungsform erschien bei den

Kontroll zellen weiterhin mt 27 kDa, bei den SASD- Zellen mt 28
kDa. Deutlich erkennbar war jedoch ei ne Anderung der

Prozessi erungski neti k. Interessanterwei se fuhrte di e Bel adung
mt Sialinsaure, entgegen den Ergebni ssen der Bi osynt hese-

Ver suche bei den Sialinsaure-Speicherzellen (siehe 4.5.), zu

ei ner Beschl euni gung der Pro-zessierung (siehe Abb. 4.12., Tab.
4.4.).



ManNAc: - +

| Kontrollzel |l en: | | GM 5521 O%) | 7%) |

" | aus522 | 7% | 20%

- | | |

| sASD-zellen: |  1SSD | aM5520 | 2% | 6%

| | | i | |

| | | salla: | GV 8496 | 4% | 13%
| |

Mttel wert 3,3% | 11,5%
Tab. 4.4.: Relativer Anteil der 27 kDa- (bzw. 28 kDa-) Form am

Abb. 4.12.:

Abwesen-

gesanten reifen Kathepsin B nach Kultivierung in
Gegenwart (+) oder Abwesenheit (-) von ManNAc.

Met abol i sche Si al i nséur e- Bel adung:

Vori nkubation: 4 Tage in CGegenwart (+) oder
heit (-) von 100 mM N- Acet yl mannosani n



Pul se: 6 h
mt 20 ,G/m °S-Met, Chase: 40 h (+ - ManNAc)
Kontrollzellen: Co 1 = GM 5521, Co 2 = GM 5522;
SASD- Zel l en: 1SSD = GM 5520, Salla = GV 8496
Um zu unt ersuchen, ob der durch die Kultivierung in Gegenwart
von 100 nmM ManNAc um 35% er hoht e osnoti sche Druck einen Einfl ul3
auf di e Prozessierungskinetik hatte, wrde ein weiterer Versuch
mt 100 mM Saccharose al s Bel adungskontrol | e durchgef Ghrt.

Bei di esem Versuch war das Ergebnis imH nblick auf die Kinetik
ni cht eindeutig; bei 3 ManNAc- bel adenen Zel linien wurde, ebenso
W e bei Abb. 4.12., ein erhohter Anteil der term nal en Prozess-
i erungsform al so eine Beschl euni gung der Prozessi erung beob-
achtet, die Unterschiede waren aber nicht so signifikant. Bei
einer Zellinie war jedoch ei ne gewi sse Verzdgerung der Prozess-
i erung zu benerken. Eine deutliche Verzoégerung war bei bei den
in Gegenwart von Saccharose kultivierten Zellinien zu erkennen.

Ei n besonders interessantes Ergebnis zeigte sich bei den
Zellen, die in Gegenwart von 100 nM Saccharose kul tiviert

wur den. Bei den Nornal fibroblasten war eine deutliche Erh6hung
des Mol ekul ar-gew chts der term nal en Prozessierungsform zu
erkennen, und zwar auf den SASD-charakteristischen Wrt. D e
Saccharose fuhrt also in dieser relativ hohen Konzentration zu
ei ner Prozessierungs-anderung, die mt der Ausw rkung der

Si al i nsaur e- Spei cher krank-heit vergl ei chbar ist (Abb. 4.13.,
Tab. 4.5.)

Kontrolle : | avss21 | 33 | 33 | -
| | | | 27 | | 21 | | ) | | |
| Guss22 | 33 | 33 | 34 |
| |, 27 | 21 | 285 | |
sasD: | I1sSSD | au5520 | 33 | 33,5 | 33,5
| | I | |I 28 | f8’5 | I28,5 | I I




‘ |Sa||a:|G\/I8496 | 33 | 33 | -

|28||28|-|

Tab. 4.5.: Mol ekul argewi chtsfornen in kDa nach Bel adung mt
ManNAc oder Saccharose (jeweils 100 mV).

Abb. 4.13.: Metabolische Sialinsaure-Bel adung und Bel adung mt

von

Saccharose: Vorinkubation: 4 Tage in Gegenwart

100 mM ManNAc oder 100 nM Saccharose bzw.

ohne Zusatze; Pulse: 6 h nit 20 ,G/m *°S Met;
Chase: 40 h (jeweils +/- ManNac/ Sacch.)
Kontrollzellen: Co 1 = GM 5521, Co 2 = GM 5522;
SASD- Zel l en: 1SSD = GV 5520, Salla = GM 8496

4.7. |soel ektrische Fokussi erung von Prokat hepsin B

Da bei der el ektrophoretischen Ml ekul ar gew cht sbest i nmmung
durch SDS- PAGE nanchrmal | eichte Unterschi ede bei den Profornen
der ver-schi edenen Zellinien zu beobachten waren, wirde als

weiteres Kriteriumeine isoelektrische Fokussierung

dur chgef thrt.

Ver wendet wurden die Profornmen, die ins Mdium

sezerniert werden, und jene, die sich bei Inkubation in
Gegenwart von CCCP intrazellul a anreichern. Nach der

| mmunpr @zi pitation wuirde jeweils die Halfte der Proben mt
PNGase F abgebaut, umdie N-d ykan-freie Proform zu erhalten;
anschl i elend wurden di e Proben gewaschen und in | EF-Puffer

auf genomen.

Di e isoel ektrische Fokussi erung zei gte kei nen



Unt er schi ed zwi schen Nor nal -

D fferenzen zwi schen den CCCP-

und SASD- Zel | en und auch kei ne

und den Medi enformen. Es waren

etwa 7 |Isofornen zwi schen pH 5,8 und pH 6,4 zu erkennen; bei
den mt PNGase F abgebauten Proben fehlten ca. 3 Banden des

basi schen Bereiches (Tab. 4.6., Abb. 4.14.).
| T | |
| | - PNGase F | + PNGase F |
| | |
Pr of or nen: 5,8 5,8
5,9 5,9
| (SASD- und 6,0 | 6,0 |
Kontrol | zel | en) 6, 05 | 6, 05
6, 15
6, 25
6, 35
| | |
Tab. 4.6.: |soelektrische Punkte von Prokat hepsin B

Abb. 4.14.: Isoel ektrische Fokussi erung von Prokat hepsin B:

Es wurden di esel ben Proben w e bei
Pulse: 1 h (40 G/ **S-Met), Chase: 2 h (+/- 50 M CCCP),

Abb. 4. 2.

ver wendet .



+/- PNGase F (16 h bei 300C); SASD-Zellen: I1SSD 1 = GM 5520,
ISSD 2 = B.B., Salla 1 = GM 8496, Salla 2 = F 8471,
Kontrollen: Co 1 = GM 5521, Co 2 = GM 5522.

4.8. Sialinsaure-Bestinmung:

Zur Abschat zung der Si alinsaure-Konzentration in normnal en

Fi bro-bl asten und Si al i nsaur e- Spei cherzel | en wurde di e Menge an
intra-zellularer, freier Sialinsdure nach der

Thi obar bi t ur saur e- Met hode (siehe 3.10.) bestimm und auf ng

Zel | protei n bezogen.

Bei den Kontrollzellen war die Konzentration kaum nef3bar und
lag bei etwa 0 - 1 g N-Acetyl neuram nsaure pro ng Protein, bei
der Salla-Variante der Sialinsaure-Speicherkrankheit wurde ein
Veért von ca. 5 pg/ng Eiwei B und bei der infantilen Variante ein

Vert von ungefahr 20 ;g/ng Eiwei B gemessen. Bei einer

Besti nmung der Sialinsdure nach einer subzel | ul aren

Fraktioni erung durch D chte-gradi entenzentrifugati on ergab sich
far die Lysosonenfraktion der |1SSD Zellinie eine Konzentration
von etwa 200 jg/ng Protein. Diese Ergebnisse sind mt den von
Tietze et al. (1989) angege-benen Werten vergl ei chbar

4.9. Subzellul & e Fraktionierung:

Normal e Fi brobl asten, Salla- und | SSD-Zel | en wurden (nach Hono-
geni si erung und Abtrennung der Zell kerne) durch Zentrifugation
in ei nem Percol | -Di chtegradi ent subzellul a fraktioniert, um
die Dichte der Lysosonmen und des ol gi - Appar ates besti nmen zu
konnen. Dazu wurde die Aktivitat von Kathepsin B und B-N

Acet yl hexosam n-idase (als Leitenzyne fur die Lysosomen), sow e
die Aktivitat der Gal aktosyltransferase (zur Marki erung des
CGol gi ) genessen.

Das Aktivitatsnmaxi numdes ol gi -Enzyns |ag bei allen Zellinien
imBereich von 1,045 g/ m, das Maxi mum der Lysosonen- Enzyne
dif-ferierte hingegen bei den verschi edenen Zellinien recht
deutlich. Bei den Kontrollzellen |ag die Lysosonendi chte Uber
1,10 g/m, bei der Salla-Variante der Sialinsaure-



Spei cherzel | en wurde ein Wert von ca. 1,06 g/m und bei den
| SSD- Zel l en eine Dichte von 1,04 - 1,05 g/ ermttelt (siehe
Abb. 4.15.).



Abb. 4.15.: Subzellul & e Fraktioni erung von Nornal zel | en,
Sal | a- und | SSD- Zel | en: Lysosonen: B-N
Acet yl hexosam ni dase,

Kat hepsin B; ol gi - Enzym Gal akt osyl transf erase
D e Met hodi k der subzel | ul &ren Frakti oni erung wurde auch ei nge-
setzt, umdie Feststellung zu Uberpriafen, dal der
intrazel lul are Transport wahrend der Bi osynt hese |ysosonal er
Enzynme bei 19°C nach dem trans-Col gi - Berei ch bl ockiert wird.
Die Zellen wrden dafiur 10 min nit 3°S- Methionin (bei 370

marki ert und die Inkubation fur 5 Stunden bei 19°C fortgesetzt.
Nach Abernten und Honogeni sieren der Zellen, sow e
anschl i eBender Di chtegradi entenzentrifugation, wrden die

Radi oaktivitat der einzelnen Fraktionen und die
Enzymaktivitaten von Kat hepsin B und Gal akt osyl transferase
bestimt und mt der 37°C-Kontrolle ver-glichen. Es konnte
festgestellt werden, daR die **S-markierten Proteine bei 19°C im
CGol gi - Berei ch akkunul i eren (Abb. 4.16.).



Abb. 4.16.: Subzellul & e Fraktioni erung von Nornal zel | en nach
| nkubati on bei 19C und 37°C.
4.10. | mmunfl uoreszenz-M kr oskopi e:

Mt den unter 3.11. angegebenen Arbeitsnethoden war es nbglich
humane Fi broblasten mt einem affinitatsgereinigten Kani nchen-
Anti - Kat hepsi n B- Anti kdrper in Verbindung mt FITC gekoppelten
Ant i - Kani nchen- | mmungl obul i nen zu mar ki eren

D e m kroskopi sche Untersuchung zeigte deutlich

fluoreszi erende, vesikul are Strukturen, die hauptsachlich im
peri nukl earen Be-rei ch, manchmal auch Uber die Zelle verteilt
auftraten. Die H ntergrund-Fl uoreszenz war sehr gering, ebenso
die Fluoreszenz bei den mt Prai munserum inkubierten
Kontroll zel | en.

Bei den m kroskopi sch sichtbaren Kat hepsin B-haltigen
Strukturen dirfte es sich ziemich eindeutig um Lysosonen
handel n. In der Mrphol ogi e und der Anzahl dieser Strukturen
schei nen Unter-schiede zwi schen den nornal en Fi brobl asten und
den Si al i nsaur e- Spei cherzell en zu exi sti eren.

Ent gegen den Vernutungen von Thonmas et al. (1983), der fir die
SASD- Zel | en ei ne Vergr 63erung der Lysosonen aufgrund der

Si al i n- sé&ur espei cherung postulierte, erschienen sie in den

nmei sten Fallen eher kleiner als die Lysosonen der Nornal zel | en
oder zum ndest gleich gro3. Andererseits entstand bei der

M kr oskopi e der Ei ndruck, dal3 di e SASD Fi br obl ast en
durchschnittlich nehr Lysosonmen pro Zelle aufweisen als die
Nor mal zel | en.

Auch in der Struktur schienen Unterschi ede aufzutreten. Wahrend
bei den Kontrollzellinien die Lysosonen neist sehr klar abge-
grenzte, isolierte Vesikel waren, hoben sie sich bei der Salla-
Variante der Sialinsaure-Speicherzellen nur relativ undeutlich
vom H ntergrund ab und es waren zum Teil kei ne vesi kul aren
Strukturen erkennbar (siehe Abb. 4.17. und 4.18.).



| SSD

Kontroll zel linie:



Abb. 4.17.: I mmunfl uoreszenz-M kroskopi e auf Kat hepsin B:
| SSD = GM 5520, Kontrollzellinie = GM 5522
Sal | a:

Kontroll zel linie:

Abb. 4.18.: I mmunfl uoreszenz-M kroskopi e auf Kathepsin B:



Salla = GV 8496, Kontrollzellinie = GM 5521



5. DI SKUSSI ON:

5.1. Subzellul &re Lokalisation der

Mol ekul ar gewi cht sf ormen von Kat hepsin B:

Ziel der Arbeit war es, die proteolytische Reifung von

Kat hepsin B in Fibroblasten von Patienten mt Sialinsaure-

Spei cher krankheit zu unt er suchen.

Bei dieser genetisch bedi ngten Krankheit kommt es aufgrund

ei nes Transportdefektes zu einer intral ysosomal en Akkunul i erung
von freier Sialinsdure (Renlund et al., 1986; Paschke et al.,
1986; Tietze et al., 1989), aber auch zu einer Veréanderung der
Pro- zessi erung besti mter |ysosonal er Enzyne.

Di e Arbeiten von Hancock et al. (1988) zeigten eine Ml ekul ar-
gew cht ser hbhung bei den reifen Fornmen der Enzyme - Fukosi dase
und (- N-Acetyl hexosam ni dase. Es stellte sich damt die Frage,
ob di ese Abwei chungen bei der Enzynreifung ein Sekundéar ef f ekt
der erhohten Sialinséaure-Konzentration sind, oder ob eine

Fehl funk-tion in der Prozessierung |ysosonal er Proteine (und
auch des Transportproteins fur Sialinsaure) die

Spei cher krankhei t ver-ursacht.

I m Rahnmen der vorliegenden Arbeit sollte die Prozessierung von
Kat hepsin B, einem|ysosonal en Enzym das sel bst eine
potentiell e Prozessi erungsprotease darstellt, in verschi edenen
SASD- Zel I i ni en untersucht werden. Auftretende Unterschi ede zur
Rei fung in Nornal zel |l en sollten ndher charakterisiert werden
mt dem Ziel, den U sache-Wrkungszusamenhang zw schen

Si al i nsaur e- Spei cherung und Prozessi erungsédnderung so weit als
noglich zu Kkl &ren

Es konnte eindeutig gezei gt werden, daR zum ndest eine

Mol ekul ar-gewi cht sform und zwar die term nal e

Prozessi erungsform veréandert ist. Sowohl bei der Salla- als
auch bei der |SSD Variante der Krankheit erschien diese Form
mt ei nem appar enten Ml ekul ar-gew cht von 28 kDa, bei den
Nor mal zel | en hingegen mt 27 kDa.



Es wrde in der Fol ge versucht festzustellen, ob Unterschiede
bereits in einemfriheren Stadi um der Bi osynthese auftreten

und in wel chem subzel | ul & en Bereich sie |okalisiert sind.

Bei der Proform die durch Abernten nmarkierter Zellen innerhalb
von 10 min nach Begi nn der Markierung erhalten wirde, konnten
kei ne Mol ekul ar gewi cht sdi ff erenzen zwi schen SASD-und Kontrol |l -
fi brobl asten beobachtet werden; ebensoweni g bei einer

Bl ocki erung des Transports zum ol gi - Apparat durch das Reagens
CCCP.

Jene 44 - 46 kDa-Profornen, die aufgrund einer Prozessierungs-
hemmung durch di e i onophoretische Substanz Mnensin in i hrem

m d- Gol gi - St adi um bl ocki ert wurden, und jene, die durch |nkub-
ation bei 19°C imtrans-Col gi - Reti kul um akkumul i erten, zeigten
ebenfal | s kei ne Mol ekul ar gewi cht sunt er schi ede.

Bei den ins Medi um ausgeschl eusten Profornen traten zwar

gew sse Heterogenitéaten i mapparenten Ml ekul argew cht auf,

di ese wurden aber durch ei nen Abbau der N-d ykanreste m't
PNGase F eindeutig elimniert und waren somt nicht auf den
Protei nantei|l zurickzu-fuhren

Bis zumtrans- Gol gi - Reti kul um waren al so kei ne Prozessi erungs-
unt erschi ede zw schen Si al i nséaur e- Spei cherzel |l en und

Nor mal zel | en zu beobacht en.

D e friuhesten Abwei chungen | agen bei der 33 kDa-Form die bei
den SASD- Fi brobl asten etwas grofRer war als bei den
Kontrol |l zel | en. Der Unterschied war jedoch innerhal b des
Genaui gkei t sberei ches der el ekt rophoretischen

Mol ekul ar gewi cht sbesti mmung und trat aufl3erdem nur bei kirzeren
Chase-Zeiten (imBereich von 5 h) auf. D e 33 kDa-Form erschien
auch unter Bedi ngungen, bei denen der Transport zu den
Lysosonen bl ockiert ist (namich bei einer Endo-zytose von

Pr okat hepsin B bei 19°C). Daraus konnte geschl ossen werden, dal3
der Prozessierungsschritt von der Proformin die 33 kDa- Form
nach demtrans- ol gi - Reti kul um aber noch vor den Lysosonen

abl auft und zum ndest im Fall der Endozytose noch vor dem von
Giffiths (1988) beschri ebenen préal ysosomal en Konparti -nent.

Da unter den angegebenen Bl ocki erungsbedi ngungen kei ne 27 kDa-
oder 28 kDa-Form detektiert werden konnte, kann angenonmen



wer den, dall der Reifungsschritt von der 33 kDa-Formin die
term nal e Prozessi erungsformin den Lysosonen oder in den pra-
| ysosomal en Konpartinmenten stattfindet.

Ei n deutlicher Mol ekul argew cht sunterschi ed von Kat hepsin B
zwi schen Si al i nsdur e- Spei cherzell en und Normal fi brobl asten
tritt folglich erst in den Lysosonen oder unmttel bar davor
auf .

Neuer en Hypot hesen zufolge (Giffiths, 1990) kdnnten die Lyso-
somen auch durch Abschnlirung besti mm er Regi onen des konpl ex
auf - gebaut en pral ysosonal en Konpartinents entstehen, womt

di ese Be-reiche unter Unrsté&nden funktionell nicht von den
Lysosonen unt er-schei dbar wéren

Sekretion Endozyt ose

fr Uhe Endosonen

ol qi spate Endos.: 33 kDa

ER I K cis-md-trans TGN
44 kDa 44 - 46 kDa pralys. Konp.: 33 kDa
27/ 28 kDa ?

Lysosonmen: 33/27
k Da

SASD: 33/ 28
k Da

Abb. 5.1.: Subzellul &re Lokalisation der
Mol ekul ar gew cht sf or nen
von Kat hepsin B; schematische Darstell ung:
ER = Endopl asmati sches Reti kulum [IK =
I nt er nedi ares
Konpartinment, TGN = Trans- ol gi - Network (-
Ret i kul um ,



pralys. Konp. = pral ysosonal es Konpartinent.

5.2. Kreuzendozyt ose:

Durch die Met hodi k der Kreuzendozytose, bei der Sekrete von
SASD- Zel | en Nornmal zel | en zur Endozytose angeboten wurden und
vice versa, konnte beobachtet werden, dal di e Rezipientenzellen
di e auf genonmenen Prof or nen unabhéangi g von i hrer Herkunft in
ihre jeweilige zelltypische reife Form prozessieren. Damt
wurde ein-deutig festgestellt, dal die Ursache fur die

Pr ozessi erungsab-wei chung nicht in der Proformselbst |iegt,
sondern i m Vorgang der Prozessierung.

Der Gund fur diesen Effekt kénnte in einer genetischen

Mut ati on der prozessierenden Enzyne |iegen, ebenso aber auch in
ei ner Anderung der Raunstruktur der Enzyne oder von Kathepsin B
sel bst aufgrund ei nes abnormal en | ysosomal en M| i eus, bedi ngt
durch di e hohe Konzentration an freier Sialinsaure.

5.3. Prozessi erungski neti k:

Ei ne quantitative Auswertung der El ektrophorese-Banden

ei nzel ner Bi osynt hese- und Endozyt ose- Versuche durch Laser -
Densitonetrie zeigte deutlich, dall bei den Sialinséaure-

Spei cher zel | en ei ne Verl angsanung der Reifung von Kat hepsin B
auftritt. Beide proteo-lytischen Prozessierungsschritte

erschi enen verzogert, also so-wohl die (wahrscheinlich)

i ntral ysosonal e Umandl ung der 33 kDa-Formin die 27 kDa- (bzw.
28 kDa-) Formals auch die Reifung der Proform Die |letztere
Tat sache ist vor allemdeshalb interessant, weil die

Prozessi erung der Proformein pralysosonales Ereignis ist, und
damt auch bei den Sialinsaure-Speicherzellen nicht unter
erhohter Sialinsdurekonzentration ablaufen dirfte.

5.4. Beladung mt Sialinsaure und mt Saccharose:




Durch eine Kultivierung normal er Fibroblasten in Gegenwart von
100 mM N Acet yl mannosam n, ei ner metabol i schen Vorstufe von

Si al i nsaure, konnte (nach Tietze et al., 1989) in den Zellen

ei ne Sial i nsédure-Konzentration aufgebaut werden, wie sie in der
Sal | a- Vari ante der Sialinsaure-Speicherkrankheit vorliegt.
Dadurch war di eses System dazu geei gnet die Frage zu
beantworten, ob die Prozessierungsanderung von Kat hepsin B auf
den EinflulR der erhohten Sialinséure-Konzentration

zur uckgef hrt werden kann

Es konnte nachgew esen werden, dall die hdohere Sialinsaurekon-
zentration nicht die unnmittel bare Ursache fur die Anderung der
Rei fung ist. Bei den Sialinsaure-bel adenen Nornal zel | en war

kei ne Mol ekul ar gewi cht sabwei chung der term nal en

Prozessi erungsform w e bei den SASD- Zel | en zu beobacht en. Auch
di e Prozessi erungskineti k wurde durch di e Sialinséaure-Bel adung
ni cht wi e bei den SASD- Fi br obl asten verzdgert, sondern eher
noch beschl euni gt .

D e Erschei nungen der Prozessi erungsanderungen von Kat hepsin B
konnen al so nicht einem Sekundareffekt der Sialinsaure-Anreich-
erung zugeschri eben werden.

I n ei nem Kontrollversuch wurde durch Zugabe von Sacchar ose der -
sel be osnotische Druck i m Kulturmedi um eingestellt w e wihrend
der Bel adung mit N Acetyl mannosam n. D ese Bedi ngungen

bewi rkt en bei den Nornal zel | en genau den Effekt, der fur die
SASD- Zel | en charakteristisch ist, namich die Erhéhung des

Mol ekul argewi chts der term nal en Prozessi erungsformvon 27 kDa
auf 28 kDa. Bei den Sialinsaure-Speicherzellen war hingegen
kei ne signifikante Mol e-kul ar gewi cht ser hdhung er kennbar

Der Gund fur di eses Phanomen i st noch weitgehend unbekannt.
Mgl i cherwei se beei nfl uldt die Saccharose, die in den Zellen
nicht weiter netabolisiert werden kann, in dieser hohen
Konzentration di e Raunstruktur von Kat hepsin B oder von den
prozessi erenden Enzynen.

In di esem Si nne sei auch auf die Ergebni sse von Ckada et al
(1987) hingew esen, der in einigen Zellinien von Micoli pi dose
I1-Patienten ei ne Regenerierung der Phosphotransferase-
Aktivitat bei |nkubation der Zellen in Gegenwart von 88 niV
Saccharose fest-stellen konnte.



Ei ne weitere Miglichkeit ware, dall durch di e Saccharose
bestimte intrazellul d&re Transportvorgange gehemmt werden. Es
wurde z.B. gezeigt, dalR die Gal akt osyl rezeptor-vermttelte
Endozyt ose bei einer Konzentration von 200 mM Sacchar ose nahezu
vol | standig inhibiert wird und die Zahl der "Coated Pits"
signifikant abnim (Cka et al., 1989).

Es wére auch denkbar, dall di e Saccharose Uber ei ne Henmung der
Lysosonenrei fung di e Akkunul i erung ei ner normnal erwei se ni cht
det ekt i er baren Uber gangsform von Kat hepsin B verursacht.

Es kénnte etwa die von Giffiths (1990) postulierte Abschnirung
der Lysosonen von den préal ysosonal en Konparti nenten inhibiert
wer den.

Fal | s der Effekt von Saccharose eine direkte Anal ogie zum

Pri mar - def ekt bei der |ysosonal en Sial i nsaure- Spei cher krankhei t
dar-stellt, konnte al so ein Defekt im ReifungsprozelR der
Lysosonmen an der Pat hogenese dieser Krankheit beteiligt sein.



6. ZUSAMVENFASSUNG

Das Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Prozessierung von
Kat hepsin B in Fibroblasten von Patienten mt |ysosonal er

Si al i n- séur e- Spei cherkrankheit. Es konnte eine deutliche

Abwei chung i m Vergl eich zur Reifung in Nornal zel |l en
festgestellt werden.

Ei ne signifikante Ml ekul ar gewi cht serhéhung war bei der intra-
| ysosomal auftretenden term nal en Prozessi erungsform erkennbar.
Sie erschien bei den SASD-Zellen mit ei nem apparenten

Mol ekul ar - gewi cht von 28 kDa und war damt umetwa 1 kDa gr6lRer
als die Normal form

D e Reifungskineti k war bei beiden proteol yti schen Prozessi er-
ungsschritten verl angsant, sowohl bei der pral ysosomal en Un
wandl ung der Proformin die 33 kDa-Form als auch bei der
(wahrscheinlich) intral ysosonmal en partiellen Proteolyse in die
28 kDa- Form

Ei ne Sinul ati on der erhdhten | ysosonal en

Si al i nsaur ekonzentrati on durch Bel adung mt der netabolischen
Vorstufe N Acetyl mannosam n fiahrte in Normal zel | en nicht zu den
bei den Sialinséaure-Speicher-zell en beobachteten

Pr ozessi erungsanderungen, al so weder zu ei ner

Mol ekul ar gewi cht ser héhung der term nal en Erschei nungsform von
Kat hepsin B, noch zu ei ner Verzégerung der Reifung.

Di e erhohte Sialinsaure-Konzentration in den Lysosonen der
SASD- Zel | en kann somt nicht als Ursache fur die

Pr ozessi erungs- abwei chungen angesehen wer den.

Ei ne Kultivierung der Kontrollzellen in Gegenwart von 100 niV
Saccharose fuhrte hingegen zu ei ner SASD anal ogen Mol ekul ar ge-
wi cht sdnder ung.

b di esem Ef f ekt ein dem Pri mér def ekt der Sial i nsdure- Spei cher -
krankheit vergl ei chbarer Wrknmechani snus zugrunde |iegt, ware
das Zi el zukunftiger Untersuchungen
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Abkir zungen:

Cbz- Phe- Al a. .
Cbz- Arg-Arg. .

Aqua bidestillata, doppelt destilliertes Wasser
Abbi | dung

Adenosi nt ri phosphat

Baby- Hanst er - Ki dney- Zel | en
Bovum Ser umal bum n

bezi ehungswei se

Benzyl oxycar bonyl - Phenyl al anyl - Al ani n- Ver bi ndung
Benzyl oxycar bonyl - Ar gi nyl - Ar gi ni n- Ver bi ndung
Car boxyl cyani d- m Chl or ophenyl hydr azon

counts per mnute

Di net hyl sul f oxi d

decays per mnute

Dithioerythrit

Et hyl endi am nt et r aessi gsaur e

Endopl asmat i sches Reticul um

Fl uor escei n-1 sot hi ocyanat

Fot al es Kal ber serum

N- Acet yl gl ukosam n

Guanosi ntri phosphat

St unden

Hanks' bal anced salt sol ution

| soel ektri sche Fokussi erung

i soel ektrischer Punkt

Infantile Sialic Acid Storage D sease
(I'nfantile Sialinsaure-Speicherkrankheit)

Ki | odal t on

M ni mal Essential Medium

M nut en

N- Acet yl mannosamni n
Mannose- 6- Phosphat - Rezept or

N- Acetyl neuram nic Acid (N Acetyl neuram nsaure)
N- Et hyl mal ei ni m d

N- Napht hyl am n

Nor mal Rat Ki dney- Zel |l en



PASA ........ Protei n A-Sephar ose- Anti - Kat hepsi n B- Anti kor per

PASKo ....... Protei n A- Sephar ose- Kontrol | i mmungl obul i ne
PBS ......... Phosphat e buffered saline solution
PVMSF ........ Phenyl met hyl sul fonyl fl uorid
PNGase F .... Peptid: Nd ykanase F
PPO ......... 2, 5- Di phenyl oxazol
SASD ........ Sialic Acid Storage D sease

(Si ali nsaure- Spei cher krankheit)
SDS ......... Sodi um Dodecyl sul fat (Natri um Dodecyl sul fat)
SDS- PACGE .... Na-Dodecyl sul f at - Pol yacryl am del ekt r ophor ese
Tab. ........ Tabel | e
TCA ......... Trichl oressi gsaure
TEMED ....... N, N, N, N - Tetranet hyl endi am n
TGN ......... Trans- Gol gi - Network (trans-Gol gi - Reti cul um
Tris ........ Tri shydr oxymet hyl am nonet han

UbP ......... Ur i di ndi phosphat



