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Abstract

Macrophages are professional phagocytic cells involved in the uptake and degradation
of senescent cells, dead cell bodies and pathogenic invaders. Phagocytosed particles are
subsequently processed by lysosomal hydrolases. Thereby resulting foreign antigens
can be presented to T cells to induce specific immune responses. This work focuses on
one of these lysosomal hydrolases, lysosomal phospholipase A1 (PLA1). It functions as
a degradative enzyme for phospholipids, the building blocks of biological membranes.
Thus, PLA; not only plays a mandatory role in the decomposition of phagocytosed
or autophagocytosed membranes, but could also play a role in antigen processing of
lipid antigens.

Nevertheless, the gene encoding this important enzyme activity is as yet unknown.
Here, we used concanavalin A chromatography, isoelectric focussing, affinity purifica-
tion and gel filtration to isolate the lysosomal PLA; activity from RAW B cells and
identified resulting sequences by tandem mass spectrometry. This analysis revealed
for the first time the presence of PLD4, a gene product not yet described as a protein,
in all PLA;-positive fractions making this gene the strongest candidate responsible for
the lysosomal PLA; activity. Another identified gene product, LOC71772, though not
present in all PLA -positive fractions, is a putative candidate for another lysosomal
phospholipase. It was recently described as a lysosomal protein of unknown func-
tion with homology to a Phospholipase B of Dictyostelium discoideum. Prospective
cloning studies will reveal the role of both proteins in phospholipid degradation and
host response.

Using native enyzme fractions and liposomal model membranes we further charac-
terized the enzymatic activity of the lysosomal PLA;. Lysosomal phopholipid degra-
dation takes place on intralysosomal membranes, thus keeping the integrity of the
limiting lysosomal membrane. The presented data show that the lysosomal PLA;
acitivity is strongly influenced by the lipid composition of the interacting membrane.
Whereas only marginal PLA; activity was observed when the substrate was integrated
in zwitterionic model membranes, inclusion of anionic phospholipids strongly increased
PLA-mediated degradation. The data reveal that electrostatic attraction is responsi-
ble for this effect by mediating binding of PLA; to the model membrane. Hence, PLA;
activity is inhibited in solutions with increased ionic strength. The optimal pH for
PLA; activity is 4-4.4 which also corresponds with the optimal pH for PLA;-binding
to membranes. At a pH higher than 5.5, the enzyme cannot bind to liposomes, pre-
sumably due to electrostatic repulsion. Since the lysosomal PLA; exhibits isoelectric
points at <4,4 and 5.2-5.4 the enzyme carries an overall negative charge at higher pH
values.

PLA; activity is strongly enhanced by anionic phospholipids with BMP, an anionic
phospholipid with a special stereoconfiguration, being the strongest catalyst. BMP is
synthezised and only present within lysosomes. We postulate that one of its functions
may be to modulate lysosomal lipid metabolism. We further show that PLA; works
in a scooting-mode, meaning that upon membrane binding the enzyme remains on the
membrane surface for many catalytic cycles before changing the vesicle. Lysosomal
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PLA; is sorted to lysosomes by the mannose-6-phosphate signal. It has a broad sub-
strate specificity including phosphatidyl serine, cardiolipin and phosphatidylcholine.
Cationic amphiphilic drugs inhibit the lysosomal PLA; activity probably by neutraliz-
ing the negative membrane surface charge, whereas 3-cyclodextrines have an activating
effect by complexing the hydrolysis products.

In summary, this work provides the first putative identity of a lysosomal PLA;
and presents a detailed analysis of the catalytic properties this enzyme. The lyso-
somal PLA; is putatively involved in elementary biologic processes of macrophages.
This work offers the essential basis for further functional studies.

Keywords:
Phospholipase, Macrophage, Interfacial activation, Lysosome
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Zusammenfassung

Makrophagen sind professionelle phagozytische Zellen, deren Aufgaben die Beseitigung
von korpereigenen gealterten oder toten Zellen, die Elimination von in den Korper ein-
gedrungenen Krankheitserregern und die Aktivierung des Immunsystems einschlieft.
Die aufgenommenen Partikel werden von lysosomalen Hydrolasen abgebaut und dar-
aus hervorgehende Antigene an Zellen des spezifischen Immunsystems prasentiert.
Die in der vorliegenden Arbeit im Mittelpunkt stehende lysosomale Phospholipase
A; (PLA;) gehort zu diesen lysomalen Hydrolasen. IThre Aufgabe ist der Abbau von
Phospholipiden, welche das Grundgeriist biologischer Membranen bilden. Sie spielt
damit nicht nur eine elementare Rolle bei dem Abbau von Phospholipidmembranen
nach Phago- und Autophagozytose, sondern kann auch an der Generation von Lipi-
dantigenen beteiligt sein. Die Sequenz des codierenden Gens dieses wichtigen Enzyms
ist bis heute unbekannt. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden mittels Concanavalin A-
Chromatographie, Isoelektrischer Fokussierung, Affinitdtschromatographie und Gelfil-
tration aus der Mausmakrophagen-dhnlichen Zelllinie RAW B zum ersten Mal zwei
Proteinsequenzen isoliert, PLD4 und LOC71772, welche als Phospholipasen in Frage
kommen. PLD4, das in dieser Arbeit zum ersten Mal auf Proteinebene nachgewiesen
wurde, wurde in allen Fraktionen mit PLA-Aktivitdt massenspektrometrisch nachge-
wiesen und liegt deshalb sehr wahrscheinlich der PLA ;- Aktivitat zugrunde. Der zweite
Kandidat, LOC71772, konnte nicht in allen Fraktionen gefunden werden, ist aber als
mogliche Phospholipase ebenfalls von Interesse. Er ist vor kurzem als lysosomales Pro-
tein unbekannter Funktion beschrieben worden, welches Homologien zu Phospholipase
B aus Dictyostelium discoideum aufweist. Zukiinftige Klonierungsstudien werden zei-
gen, welche Rolle beide Kandidaten bei der lysosomalen PLA 1-Aktivitédt spielen.
Anhand von nativen Enzymfraktionen und Liposomen als Modellmembranen wur-
de im zweiten Teil der Arbeit genauer charakterisiert, welche Parameter die lysoso-
male PLA-Aktivitdt beeinflussen. Der lysosomale Lipidabbau findet im Allgemeinen
an intralysosomalen Membranen statt. Dadurch bleibt die Integritit der limitierenden
Lysosomenmembran gewahrleistet. Hier wird gezeigt, dass die Lipidzusammensetzung
der Membran maflgeblich die Aktivitdt der lysosomalen PLA; beeinflusst. Wahrend
an zwitterionischen Membranen kaum Phospholipidabbau stattfindet, haben in die
Membran integrierte anionische Phospholipide eine stark enzymaktivierende Wirkung.
Wie unsere Daten zeigen, wird diese durch elektrostatische Effekte vermittelt. Eine Er-
hohung der Ionenkonzentration des umgebenden Mediums reduziert die Membranbin-
dung der lysosomalen PLA; und vermindert dadurch ihre Aktivitdt. Das pH-Optimum
des Enzyms von 4-4,4 korrespondiert ebenfalls mit seiner Bindungsfdhigkeit an die
Membran. Bei pH-Werten von >5,5 findet keine Membranbindung mehr statt. Dies
beruht vermutlich auf einer elektrostatischen Abstoffung durch die negativ geladene
Membranoberflache. Da die lysosomale PLA - Aktivitit isoelektrische Punkte bei <4,4
und 5,2-5.4 besitzt, tragt sie bei hoheren pH-Werten ebenfalls eine negative Nettola-
dung. Anionische Phospholipide wie Bis(monoacyl)glycerolphosphat (BMP), erhéhen
stark die lysosomale PLA; Aktivitdt. BMP hat eine besondere Stereokonfiguration.
Es wird im Lysosom synthetisiert und kommt auch nur dort vor. Wir postulieren,



dass es eine seiner Funktionen ist, den Lipidmetabolismus im Lysosom zu modulie-
ren. Die hier présentierten Daten zeigen im Weiteren, dass die lysosomale PLA; im
Scooting-Modus arbeitet. Das bedeutet, dass sie nach der Bindung an eine Membran
fiir viele Katalysezyklen an dieser verweilt, bevor sie auf das néchste Vesikel wechselt.
Die lysosomale PLA; gelangt {iber Mannose-6-Phosphat-Signal in das Lysosom. Sie
besitzt eine breite Substratspezifitdt unter anderem fiir Phosphatidylserin, Cardioli-
pin und Phosphatidylserin. Kationische amphiphile Substanzen wirken als Inhibitoren,
wahrend (3-Cyclodextrine, welche die Hydrolyseprodukte der lysosomalen PLA; kom-
plexieren, als Aktivatoren der PLA-Aktivitdt fungieren.

Die vorliegende Arbeit bietet zum ersten Mal Hinweise auf die Identitat der lyso-
somalen PLA; und présentiert ausfithrliche Untersuchungen zu ihren Katalyseeigen-
schaften. Die lysosomale PLA; ist vermutlich an elementaren biologischen Prozessen
durch Makrophagen beteiligt. Diese Arbeit liefert die Grundlage fiir ihre weitere funk-
tionelle Analyse.

Schlagworter:
Phospholipase, Makrophage, Grenzflachenaktivierung, Lysosom
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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Reinigung und Charakterisierung eines lysoso-
malen Enzyms, der lysosomalen Phospholipase A; (PLA;) aus Makrophagen. Dieses
Enzym katalysiert die Hydrolyse der d&ufleren Acylgruppe (sn-1 Position) von Phos-
pholipiden. In den folgenden Kapiteln wird ein Uberblick iiber den Wirkungsort dieser
PLA;, das Lysosom, iiber den Makrophagen und {iber die Enzymfamilie der Phospho-

lipasen gegeben.

1.1 Das Lysosom

Lysosomen wurden in der Mitte des letzten Jahrhunderts von De Duve und Mitarbei-
tern als membranumschlossene Kompartimente eukaryontischer Zellen beschrieben,
in welchen vornehmlich katabole Stoffwechselprozesse stattfinden [48]. Fiir die De-
gradation von Makromolekiilen aller Art befinden sich im Lysosom mindestens 50-60
l6sliche Hydrolasen und zugehorige Helferproteine [96], welche bei sauren lysosomalen
pH-Werten von 4,5-5,5 aktiv sind. Zu ihnen gehéren Lipasen, Glykosidasen, Proteasen,
Nukleasen, Phosphatasen, Sulfatasen und Phospholipasen, wie die in dieser Arbeit
untersuchte lysosomale PLA;. Die Abbauprodukte kénnen anschlieflend fiir ihre Wie-
derverwendung durch Membrantransportproteine in das Zytoplasma ausgeschleust,
exozytiert oder an antigenprisentierende Molekiile gebunden auf der Zelloberflidche
préasentiert werden und damit eine Immunantwort auslosen [87, 108].

Oftmals fithrt der Defekt eines lysosomalen Enzyms zu der Ausbildung einer ly-
sosomalen Speicherkrankheit. In diesem Falle kann das entsprechende Substrat im
Lysosom nicht mehr abgebaut werden und reichert sich in der Zelle an. Man kennt
bis heute allein iiber 40 lysosomale Speicherkrankheiten, welche durch den Ausfall
eines lysosomalen Enzyms verursacht werden. Ursache der Enzymdefekte sind i.d.R.
angeborene Mutationen in den codierenden Genen [62]. Bisher ist keine lysosomale

Speicherkrankheit bekannt, welche durch den Ausfall einer lysosomalen Phospholipa-
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Abbildung 1.1: Typen von N-Glykosylierungen. Die Abbildung zeigt beispielhaft den Aufbau
von mannosereichen, komplexen oder hybriden N-Glykosylierungen. Man: Mannose, Gal: Galaktose,
GlcNAc: N-Actetylglucosamin NeulNAc: Sialinsiure (N-Acetylneuraminsiure), Fuc: Fukose, Asn:
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se verursacht wird.

1.1.1 Transport und Prozessierung lysosomaler Proteine

Wie viele andere Glykoproteine gelangen auch lysosomale Proteine wéhrend der Trans-
lation in das raue Endoplasmatische Retikulum (ER), wo sie an selektiven Asparagin-
resten glykosyliert werden. Nach Prozessierung der iibertragenen Oligosaccharidket-
ten werden die lysosomalen Proteine iiber Transportvesikel in das cis-Kompartiment
des Golgi-Apparates (GA) transportiert. Hier erfahren die N-glykosidisch gebunde-
nen Zuckerketten weitere Modifikationen, welche man in zwei grundsétzliche Typen
einteilen kann: den komplexen und den mannosereichen Typ. Wie der Name andeu-
tet, besteht letzterer ausschlielich aus Mannosemonomeren, welche in einigen Féllen
noch einen N-Actetylglucosamin (GlcNAc)-Rest tragen konnen. Der komplexe Typ
setzt sich aus mehreren verschiedenen Monomeren zusammen. Hier findet man neben
GlcNAc-Resten auch Galactose, Sialinsiure (N-Acetylneuraminséure). Beide Typen
enthalten dieselbe Kernstruktur aus zwei GlcNAc- und drei Mannose-Gruppen. Neben
diesen beiden Typen kennt man noch eine hybride Form, welche Merkmale von beiden
Typen vereint. Abbildung 1.1 zeigt Beispiele fiir die Typen von N-Glykosylierungen.

Die Oligosaccharidseitenketten von lysosomalen Proteinen erhalten eine weitere
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Modifikation, welche ihre Segregation! in das Lysosom erlaubt: Sie werden an ei-
nem oder mehreren Mannose-Resten in C-6 Position phosphoryliert. Der entstande-
ne Mannose-6-Phosphat (M6P)-Rest adressiert sie fiir den Transport in das Lyso-
som, indem er die spezifische Bindung an membransténdige M6P-Rezeptoren (MPRs)
im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) erlaubt. Jene initiieren anschlieffend den vesikuld-
ren Transport vom TGN in das endosomale/lysosomale Kompartimente [111]. Ein
variabler Teil von 5-30% der neu-synthetisierten lysosomalen Proteine entgehen je-
doch der Bindung an einen der MPRs im TGN. Sie werden stattdessen sezerniert
[26, 110, 125, 163].

Séugetierzellen besitzen zwei unterschiedliche Arten von MPRs: einen Kationen-
abhéngigen Rezeptor mit einem Molekulargewicht von 46 kDa (MPR46) und einen
Kationen-unabhéngigen mit einem Molekulargewicht von 275-300 kDa (MPR300) [76].
Sie binden unterschiedliche Subpopulationen von 16slichen lysosomalen Proteinen [163].
Der Ausfall einer der Rezeptoren kann daher nicht hinreichend durch den anderen kom-
pensiert werden [146]. Die Bindungskapazitiat der MPRs ist bei pH 6-6,3, wie er im
TGN herrscht, am grofiten. Der pH-Wert-Abfall unter 6 in spiten Endosomen indu-
ziert die Dissoziation der Rezeptor-Protein-Komplexe. Nach Freisetzung der Liganden
an ihrem Bestimmungsort kehren die MPRs zum TGN zuriick und stehen fiir neue
Transportrunden zur Verfigung [76].

Die MPRs zirkulieren jedoch nicht nur konstitutiv zwischen TGN und spédten Endo-
somen, sondern gelangen auf ihrer Reise durch die Zelle auch in die Plasmamembran.
Der MPR300 ist, im Gegensatz zum MPR46, in der Lage, auch beim extrazellularem
pH-Wert von 7,4 M6P-markierte lysosomale Proteine zu binden und ihre Endozytose
auszulosen. Zunachst falschlich sezernierte lysosomale Proteine konnen auf diese Art
doch noch ihr Zielkompartiment erreichen [214]. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden
wird, gelangt auch die lysosomale PLA; mittels des M6P-Signals in das Lysosom.

Es sei erwahnt, dass einige wenige lysosomale Proteine alternativ sortiert werden.
Ein hierfiir verantwortlicher Rezeptor ist das Sortilin. Es transportiert z. B. die lyso-
somalen Aktivatorproteine Saposine A-D und GM2 in das Lysosom [74, 118].

Sind die lysosomalen Proteine einmal in das spéte Endosom/Lysosom gelangt, miis-
sen viele von ihnen durch proteolytische Spaltung aktiviert werden. Diese Hydrolasen
werden im ER als inaktive Proenzyme synthetisiert und erfahren ihre Reifung zu ak-

tiven Enyzmen erst im sauren Milieu der Lysosomen [73].

!Segregation: von lat. segregare = entfernen, trennen. Hier ist die Trennung der lysosomalen Pro-
teine von denen des sekretorischen Weges gemeint, also die Sortierung der Proteine nach ihrem Be-
stimmungsort.
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Tabelle 1.1: Endo-/Phagosomale Reifungsmarker nach [231]

Bezeichnung Marker pH-Wert

frihes Early endosome antigen 1 (EEA1), Rab5, 6,0-6,5
Endosom/Phagosom Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PIP3),
Transferrin, Syntaxin 13

spates Rab7, Rab9, MRP, LAMP-1/-2, v-ATPase, 5,5-6,0
Endosom/Phagosom  Bis(monoacylglycerol)phosphat, Syntaxin 7
Lysosom/Phago- LAMP-1/-2, reifes Cathepsin D, kein Rab7 4,0-5,5
lysosom oder MRP

1.1.2 Wege von abzubauenden Molekiilen in das Lysosom

[b]

Abzubauende Makromolekiile gelangen iiber Prozesse wie Endozytose, Autophagie
oder direkten Transport in das Lysosom [108].

Der Vorgang der Endozytose beginnt auf der Zelloberflache. Hierbei wird extrazellu-
lares Material durch Einstiilpung der Plasmamembran und anschlieBendes Abschniiren
eines Vesikels in das Zellinnere aufgenommen. Es entsteht ein endozytotisches Vesikel,
das als ,,frithes Endosom“ bezeichnet wird.

Die Rezeptor-unabhéngige Aufnahme von gelosten (fliissigen) Stoffen bezeichnet
man als (Mikro-)pinozytose. Sie wird von allen Zellen zum Zweck der Néhrstoffauf-
nahme verwendet (,,Zelltrinken®).

Mit Hilfe der Rezeptor-vemittelten Endozytose konnen extrazelluldre Liganden se-
lektiv gebunden und anschlieflend in Clathrin-umbhiillte Vesikel integriert werden.

Die Phagozytose ist ein Spezialfall der Endozytose. Hierbei werden in Rezeptor-
und Aktin-abhéngiger Weise grofie Partikel, wie Mikroorganismen oder tote Zellen,
in das so genannte frithe Phagosom aufgenommen. Wéhrend die Pinozytose in den
meisten eukaryontischen Zellarten sténdig ablduft, sind nur einige spezialisierte Zellen
des Immunsystems fahig zur Phagozytose. Dazu gehoren unreife Dendritische Zellen
(dendritic cells, DCs), Neutrophile und Makrophagen. Die beiden letzteren bezeichnet
man auch als professionielle Phagozyten, da die Phagozytose ihre priméare Funktion
darstellt.

Sowohl Endosomen, als auch Phagosomen durchlaufen im Normalfall nach ihrer
Entstehung einen Reifungsprozess, durch welchen die zum Abbau bestimmten Makro-
molekiile oder Partikel in das Lysosom gelangen. Die Reifung geht mit einer Verédnde-

rung der Protein- und Lipidzusammensetzung und einer Erniedrigung des pH-Werts
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einher. Entsprechend kénnen die Reifestadien durch typische subzellulidre Reifungs-
marker differenziert werden. Einen Uberblick gibt die Tabelle 1.1. Wihrend in den
frithen Endosomen mit einem pH-Wert von 6 noch keine sauren Hydrolasen zu finden
sind, enthalten spite Endosomen lysosomale Enzyme und weisen einen niedrigeren
pH-Wert von 5,5 oder weniger auf.

Zum Ubergang von spiten Endosom zum Lyosom existieren verschiedene Modelle.
Murphy et al. [147] gehen von einer Reifung vom spéten Endosom zum Lysosom aus,
wohingegen Mellman und Warren [134] eine vesikuldren Transport zwischen diesen
Kompartimenten beschrieben. Mullock und Kollegen [144] vermuten, dass die spaten
Endosomen komplett mit Lysosomen zu einem Hybridorganell fusionieren. Aus diesem
sollen dann durch Reifung wieder Lysosomen entstehen [167]. Laut der kiss and run-
Hypothese sollen die spaten Endosomen/Phagosomen vortibergehend mit Lysosomen
fusionieren, Inhaltsstoffe austauschen und sich wieder abschniiren [215].

FEndo- und Phagosomenreifung sind stark miteinander verkniipft und laufen in der
gleichen Hierarchie ab. Makrophagen phagozytieren Pathogene und tote Zellen, um
diese zu degradieren. Die phagozytische Vakuole erwirbt wahrend der Reifung antimi-
krobielle und lytische Eigenschaften. Dazu bedarf es der sequenziellen Interaktion mit
verschiedenen Kompartimenten des endolysosomalen Weges [222, 231]. Frithe Phago-
somen fusionieren hierbei nacheinander mit frithen, mittleren und spaten endosomalen
Kompartimenten, iibernehmen dabei deren Eigenschaften und erhalten Determinanten
fiir weitere Reifungsschritte. Aus diesem Grund enthalten Phagosomen und Endoso-
men im gleichen Reifestadium die gleichen Reifemarker.

Die Autophagozytose dient, im Gegensatz zur Endozytose, dem Abbau von zellei-
genem Material. Damit stellt sie fiir Siugerzellen u. a. einen wichtigen Uberlebensme-
chanismus wahrend kurzer Hungerzeiten dar und erlaubt die Wiederverwertung von
zelleigenem Material [49]. Nach einem Induktionssignal formt sich eine Doppelmem-
bran um einen Teil des Zytoplasmas oder auch um Zellorganellen. Es entsteht ein
frithes Autophagosom, welches, wie Endosomen und Phagosomen, einen Reifungspro-
zess durchlauft, der auf der Stufe des Lysosoms endet. Auch hierbei finden Fusionen
mit dem endosomalen Kompartiment statt [231]. Im Lysosom wird der eingeschlossene
Inhalt schliefllich degradiert.

Neben dem eben dargestellen makroautophagozytischen Prozess kennt man noch
die Mikroautophagozytose und die Chaperon-vermittelte Autophagozytose. Erstere
ist durch eine Invagination der Lysosomenmembran in die lysosomale Matrix gekenn-
zeichnet, durch welche nicht-selektiv zytosolische Komponenten und eine Fraktion der

limitierenden lysosomalen Membran in das Innere des Lysosoms gelangen [43]. Bei der
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Abbildung 1.2: Wege ins Lysosom: Autophagie, Endozytose, Phagozytose Abbildung in An-
lehnung an Eskelinen und Vieira [49, 231]. Die Abbildung veranschaulicht die Parallelen bei den Rei-
fungsprozessen von Autophagosomen, Endosomen und Phagosomen. Fusionen bzw. Austauschprozesse
zwischen den Komponenten des endosomalen Weges und denen der (auto-)phagosomalen Wege werden
durch die verbindenden Pfeile angezeigt. Ad: degradierendes (spates) Autophagosom (auch spite auto-
phagozytische Vakuole oder Amphisom genannt), Ai: initiales (frihes) Autophagosom (frihe autopha-
gozytische Vakuole), AL: Autolysosom, CCV: clathriniiberzoge Einstilpung, EV: clathriniberzoger
Endozytosevesikel, FE: friihes, sortierendes Endosom, FP: frihes Phagosom, LY: Lysosom, M6P:
MG6P-Protein Transportvesikel, MVB: multivesikuldres Korperchen (multivesicular body), Pc: Phago-
cytic cup, PL: Phagolysosom, Pp: Phagophor, RE: Recycling Endosom, SE: spites Endosom, SP:
spites Phagosom, TGN: Trans-Golgi-Netzwerk.

Chaperon-vermittelten Autophagozytose gelangen bestimmte Proteine durch direkten
Transport aus dem Zytosol in die Lysosomen [42].
Die in diesem Kapitel erlauterten Wege, wie abzubauende Makromolekiile in das
Lysosom gelangen, und ihre Parallelen sind in Abbildung 1.2 modellhaft dargestellt.
Die aufgenommenen Partikel werden schliellich von den lysosomalen Hydrolasen
degradiert. Zu ihnen gehort die hier untersuchte PLA;. Die vorliegende Arbeit wird
aufzeigen, welche Parameter der Abbau von Membranen durch die lysosomale PLA;

bestimmen.

1.1.3 Lipidabbau im Lysosom

Angesichts der aggressiven hydrolytischen Bedingungen im Lysosom stellt sich die

Frage, wie die Integritat der limitierenden endosomalen/lysosomalen Membran ge-
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wéhrleistet bleibt. Die limitierende Membran muss intakt bleiben, wéhrend Lipide,
welche zum Abbau bestimmt sind, hydrolysiert werden.

Das spite Endosom/Lysosom 16st diese Aufgabe, indem es zwei unterschiedli-
che Membranfraktionen ausbildet. Die limitierende Membran wird durch eine dicke
Glykokalix-Schicht geschiitzt, welche an integrale oder periphere Membranproteine
gebunden ist [50]. Die lysosomenassoziierten Membranproteine (LAMP) -1 und -2
und die lysosomalen integralen Membranproteine (LIMP) -1 und -2 gehéren zu diesen
hoch glykosylierten Proteinen der limitierenden Membran. Abzubauende Lipide und
Proteine werden hingegen in die intralysosomale Membranfraktion sortiert [63, 68].
Héufig werden diese Strukturen auch multivesikuldre Kérperchen (MVBs) genannt.
Wiéhrend der endosomalen Reifung unterliegen beide Membranfraktionen einem in-
tensiven Umbau (remodeling), bei welchem sowohl Membranproteine als auch Lipide
umverteilt werden. Hierbei entscheidet sich auch, welche Molekiile an die Plasmamem-
bran zuriick transportiert (recycelt) und welche letztendlich degradiert werden [68].

Es ist schon seit langerem bekannt, dass Lipide bei dieser Sortierung eine aktive
Rolle spielen. Cholesterol und Sphingomyelin sind zum Beispiel am Proteinrecycling
wihrend der Reifung beteiligt [129]. Damit erklért sich auch die Abwesenheit von
Cholesterol in den intralysosomalen Membranen [59, 225].

Die intralysosomalen Membranen zeichnen sich durch das Vorhandensein eines be-
sonderen Lipids, das Bis(monoacylglycerol)phosphat (BMP)? aus [105, 149].

BMP ist ein anionisches, kegelférmiges Phospholipid, welches wahrscheinlich in der
intralysosomalen Membran aus Cardiolipin (CL) und Phosphatidylglycerol (PG) syn-
thetisiert wird und aufgrund seiner ungewohnlichen Stereokonfiguration recht resistent
gegen den Angriff lysosomaler (Phospho-)lipasen ist [8]. Es wird derzeit kontrovers dis-
kutiert, ob BMP als Regulator an der internen Membranorganisation und -funktion
beteiligt sein konnte. Einige Autoren sprechen BMP die Fahigkeit zu, Invaginationen
in Liposomen auszul6sen und damit interne Vesikel zu bilden [104]. Andere konn-
ten dieses Phianomen in ihren Arbeiten nicht feststellen [82]. BMP scheint jedoch fir
die Aussortierung von Cholesterol aus MVBs wichtig zu sein [37]. So fithren BMP-
Antikoérper zu einer lysosomalen Cholesterolspeicherung, wie sie auch bei Patienten

mit dem Niemann-Pick Typ C-Sydrom beobachtet wird [103].

20ftmals auch als Lyso-bisphosphatidic acid, LBPA, bezeichnet.
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Tabelle 1.2: Bezeichnungen von residenten Gewebsmakrophagen und DCs myeloiden Ursprungs

Bezeichnung Gewebe
Kupffer-Zellen Leber
Alveolarmakrophagen Lungenalveolen
Osteoklasten Knochenmatrix
Mikrogliazellen Nervensystem
Histiozyten Bindegewebe
Pleuramakrophagen Pleurahohle
Peritonealmakrophagen Peritonealhohle
Makrophagen des Milz, Leber, Knochenmark
Retikuloendothelialen Systems

Langerhans-Zellen Haut

Myeloide DCs Milz, Lymphknoten

1.2 Makrophagen

1.2.1 Rolle von Makrophagen

Makrophagen entwickeln sich aus Blutmonozyten, welche kontinuierlich in Gewebe
und Kérperhohlen einwandern. An ihrem Bestimmungsort wandeln sich die Monozy-
ten in langlebige residente Makrophagen um, welche sich kaum noch vermehren. Je
nachdem, in welchem Gewebe sie sesshaft werden, unterscheiden sie sich in Morpholo-
gie, Physiologie und Funktion. Entsprechend haben sie unterschiedliche Bezeichnungen
erhalten. Tabelle 1.2 gibt einen Uberblick iiber wichtige Makrophagentypen.

Myeloide DCs kénnen durch Reifung aus derselben myeloiden Vorlduferzelle wie
Makrophagen entstehen und kénnen daher als mit Makrophagen verwandte Zellen
betrachtet werden. Ein zweite DC Population, die plasmazytoiden DCs, entstehen aus
einer anderen Vorlauferlinie [200].

Makrophagen tibernehmen folgende allgemeine Aufgaben im Korper:

e Abbau von toten Zellen bzw. deren Zelltriimmer und Beseitigung von gealterten

Erythrozyten
o Aufnahme und Abtétung von in den Korper eingedrungenen Pathogenen
e Abtétung von Tumorzellen

o Mitwirkung beim Aufbau der spezifischen zelluldren Immunantwort gegen ein-
gedrungene Erreger durch Prozessierung und Présentation von Fremdantigenen

und Stimulation von T-Helferzellen durch Zytokine.
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Als professionelle Phagozyten nehmen Makrophagen stédndig jede Art von kor-
pereigenem Zellschrott und korperfremde Partikel auf, um diese zu abzubauen. So
phagozytieren z. B. die Makrophagen des Retikuloendothelialen Systems gealterte Ery-
throzyten und entfernen sie somit aus der Zirkulation. Auch durch apoptotische oder
nekrotische Prozesse sterben im Organismus fortwahrend Zellen. Zu diesen gehéren
z. B. Effektorlymphozyten nach Antigenkontakt und inflammatorische Zellen, die in
verletzte Gewebe rekrutiert wurden. Daher besteht der grofite Anteil an phagozytier-
tem Material aus korpereigenen Zellen und nicht etwa aus Pathogenen [216].

Je nach Art des phagozytierten Materials werden im Makrophagen unterschiedli-
che Antworten ausgelost. So 16st die Phagozytose von apoptotischen Zellen eine akti-
ve, anti-inflammatorische Reaktion aus [52]. Auf diese Weise ist der Organismus vor
unkontrollierten entziindlichen Prozessen und Autoimmunreaktionen geschiitzt. Die
Phagozytose von Pathogenen hat hingegen in der Regel die Ausschiittung von pro-
inflammatorischen Mediatoren zur Folge [216]. Bei dem Abbau der aufgenommenen
Makromolekiile entstehen Bruchstiicke aus Proteinen und Lipiden, welche als Anti-
gene auf der Zelloberfliche présentiert werden kénnen. Es ist bisher noch unklar, ob
und inwiefern auch Lipide fiir die Prasentation prozessiert werden miissen. Die Anti-
gene konnen von T-Helferzellen des Immunsystems erkannt werden und den Aufbau
einer spezifischen Immunantwort auslésen. Makrophagen sind damit sowohl Teil der
angeborenen (unspezifischen), als auch erworbenen (spezifischen) Immunabwehr.

Zur Erkennung des zu phagozytierenden Materials besitzen Makrophagen eine
Vielzahl von mehr oder weniger spezifischen Rezeptoren, welche molekulare Muster
(molecular pattern) binden. Dazu gehoren u.a. Toll-dhnliche Rezeptoren, scavenger-
Rezeptoren, Integrine und Lektine [216].

Entziindungsreize kénnen die phagozytotischen und antigenprasentierenden Eigen-
schaften von Makrophagen verstirken. Zusétzlich fiithren sie zu einer Erweiterung
des Funktionsspektrums des Makrophagen, die der Elimination des Entziindungsher-
des/Krankheitserregers dienen. Dazu gehort u.a. die Produktion von antimikrobiell
wirkenden Sauerstoff- und Stickstoffradikalen. Diese so genannte ,,Aktivierung“ des

Makrophagen ist essentiell fiir die Immunreaktion gegen viele Bakterien.

1.2.2 Antigenpriasentation
1.2.2.1 Priasentation von Peptidantigenen

T-Zellaktivierung bedarf der Erkennung von Fremdantigenen, welche an spezielle an-

tigenprésentierende Molekiile gebunden und auf der Zelloberfliche prasentiert werden.
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Zu den professionellen antigenprésentierenden Zellen gehéren Makrophagen, DCs und
B-Zellen. Peptidantigene assoziieren mit den Molekiilen des Haupthistokompatibili-
tatskomplexes (MHC-Komplex). Diese Peptidrezeptoren kommen in zwei Klassen, I
und II, vor. Wahrend sich die MHC-Klasse I-Molekiile auf allen kernhaltigen Zel-
len befinden, werden MHC-Klasse II-Molekiile nur auf professionellen antigenpréasen-
tierenden Zellen des Immunsystems, wie B-Lymphozyten, Makrophagen, DCs und
Langerhans-Zellen exprimiert.

Generell werden die beiden MHC-Klassen auf unterschiedlichen Wegen mit Antigen
beladen. Im Zytosol synthetisierte intrazellulare Proteine werden durch das Proteasom
abgebaut und die entstehenden Peptidfragmente unter Vermittlung eines Transport-
komplexes (TAP) in das ER geschleust. Hier erfolgt die Bindung an MHC-Klasse
I-Molekiile und der nachfolgende Transport auf die Zelloberfliche. Auf diese Art préa-
sentiert jede Korperzelle einen Satz von Peptiden, durch den sie als ,;sie selbst* erkenn-
bar ist. Mit Viren infizierte Zellen bieten Peptide von Virusproteinen auf MHC-Klasse
I-Molekiilen dar und kénnen so als befallen erkannt und von zytotoxischen T-Zellen
eliminiert werden.

MHC-KIlasse II-Molekiile préasentieren extrazelluldre Antigene, welche iiber das en-
dosomale/phagosomale System in die Zelle gelangt sind. An diesen Molekiilen befinden
sich also Peptidfragmente von Partikeln, die von Phagozyten aufgenommen und ab-
gebaut werden.

Ist man lange Zeit von einer strikten Trennung der MHC-Klasse I und II-Pra-
sentationswege ausgegangen, so weifl man heute, dass Phagozyten manche Antigene
kreuzprasentieren kénnen. Hierbei werden extrazellulire Antigene an MHC-Klasse |
oder zytosolische Antigene an MHC-Klasse II gebunden und auf der Zelloberflache
dargeboten. Dabei spielen Transportvorgénge zwischen Zellen eine Rolle [192, 193,
198, 241].

Warum ist es wichtig, an welcher Klasse von MHC-Molekiil das Antigen présentiert
wird? Die MHC-Klasse I und IT werden von unterschiedlichen Lymphozytenpopulatio-
nen erkannt und 16sen daher unterschiedliche Reaktionen aus. Fremdpeptide, welche
an MHC-Klasse I-Molekiile gebunden sind, werden von CD8-positiven zytotoxischen
T-Zellen erkannt. Diese sind in der Lage, die prasentierende Zelle zu lysieren und sie
in Apoptose zu schicken.

An MHC-Klasse II-Molekiile gebundene Antigene werden hingegen von CD4-positi-
ven T-Helferzellen erkannt. Dieses kénnen inflammatorische Tg1-Zellen oder Tg2-
Helferzellen sein. Erstere sind auf die Aktivierung von Makrophagen spezialisiert und

produzieren zu diesem Zweck Interferon v und Molekiile der Tumornekrosefaktorfami-

10



1.2. MAKROPHAGEN

lie. Ty2-Helferzellen hingegen 16sen die Affinitdtsreifung, die klonale Expansion und
Differenzierung von B-Lymphozyten aus und induzieren damit die Produktion von

bestimmten Antikorper-Isotypen (humorale Immunantwort).

1.2.2.2 Priasentation von Lipidantigenen

Neben den Peptid-prasentierenden Molekiilen des MHC-Komplexes gibt es eine wei-
tere Familie antigenprisentierender Molekiile: die Molekiile des CD1-Komplexes. Sie
sind auf die Présentation von Lipid-, Glykolipid- und Lipoprotein-Antigenen spezia-
lisiert, welche endogenen oder exogenen Ursprungs sein konnen [30]. CD1-Molekiile
ghneln in ihrer Tertidr- und Quartidrstruktur stark der Organisation der MHC-Klasse
I-Molekiile. Thre a-Kette bildet drei Immunglobulin-dhnliche Doménen auf der ex-
trazelluldren Seite, eine Transmembrandoméne und einen kurzen zytoplasmatischen
Schwanz. Zusatzlich assoziiert sie auf der extrazelluldren Seite nicht-kovalent mit 3o-
Mikroglobulin [18].

Aufgrund von Sequenzhomologien ordnet man die CD1-Molekiile zwei Gruppen zu:
Die Gruppe I umfasst die CD1-Molekiile CD1a, CD1b, CD1c. Alle drei Molekiile dieser
Gruppe werden von DCs exprimiert, jedoch nicht von Makrophagen [30]. Die Gruppe
IT wird von CD1d gebildet. CD1d wurde auf einer Reihe von Zelltypen gefunden, dar-
unter neben DCs auch Makrophagen, B-Zellen, Hepatozyten und Darmepithelzellen
[30]. Ein weiteres Molekiil, CD1e, ist trotz seiner Homologie zu CD1la-d kein antigen-
prasentierendes Molekiil, da es die Zelloberflache nicht erreicht. Es scheint vielmehr
an der Beladung von CD1b-Molekiilen mit Lipidantigenen im Lysosom beteiligt zu
sein und somit als Lipidtransfermolekiil zu agieren [10, 120, 183].

Zur Bindung der Lipidantigene besitzen alle CD1-Isoformen tiefe hydrophobe Bin-
dungstaschen, in welchen die lipophilen Alkylketten der Lipidantigene verankert wer-
den. Auf diese Weise ragen die hydrophilen Kopfgruppen an der Molekiiloberfliche
hervor und koénnen dort von den T-Zellrezeptoren der T-Lymphozyten erkannt wer-
den [70].

Sowohl die Grofe, als auch die Anzahl der Bindungstaschen variieren zwischen den
einzelnen CD1-Isoformen, wodurch das Bindungsvermdégen fiir bestimmte Lipidtypen
beeinflusst wird. So besitzt z. B. CD1b drei Taschen, wovon zwei nochmals iiber eine
vierte Tasche miteinander verbunden sind. Dies erlaubt die Bindung von Lipiden mit
sehr langen Alkylketten. CD1a hingegen enthélt nur zwei Taschen, wovon eine einen
offenen Trichter zur Molekiiloberfliche formt [250].

Finige Lipide, darunter Phospholipide und Sphingolipide, kénnen auch von meh-
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reren CD1-Isoformen gebunden werden. Somit scheinen die Bindungskapazitéten der
einzelnen CD1-Molekiile teilweise zu iiberlappen [196].

Die meisten Lipide, welche stabil mit CD1-Molekiilen assoziieren, besitzen zwei
Fettsdure- (FS) Ketten von mehr als 10 C-Atomen. Die Art der Kopfgruppe spielt
fiir die Bindung an CD1 keine Rolle. Da sie jedoch das Epitop bildet, welches vom
T-Zellrezeptor erkannt wird, entscheidet die Kopfgruppe iiber die Immunogenitéit des
prasentierten Lipids.

CD1-Molekiile durchwandern alle Reifungsstadien des endosomalen /phagosomalen
Kompartiments und kénnen dort mit Antigenen beladen werden. Dabei gelangen die
verschiedenen Isoformen der CD1-Molekiile in unterschiedliche intrazellulare Kompar-
timente. Wahrend CD1a in frithen Endosomen/Phagosomen Antigene bindet, nehmen
CD1b, CDlc und CDI1d vor allem in spaten Endosomen/Lysosomen Antigene auf.
Gesteuert wird die intrazellulire Route der einzelnen CD1-Isoformen dabei durch die
Aminoséuresequenz im zytoplasmatischen Schwanz [70].

Die Présentation von Glykolipidantigenen auf DCs {iber CD1b, CD1c und CD1d
kann durch Blockierung der Ansduerung von Endosomen durch lysosomotrophe Basen
unterdriickt werden. Dies deutete darauf hin, dass einige Lipidantigene prozessiert

werden miissen, wie es bei Proteinantigenen der Fall ist [91, 138, 201].

1.2.3 Der Makrophage als Wirtszelle

Makrophagen sind Teil der ersten Phase der angeborenen zelluldren Immunabwehr.
Um diese Aufgabe zu erfiillen, phagozytieren sie eingedrungene Fremdkoérper. Durch
Reifung der gebildeten Phagosomen werden die aufgenommenen Partikel schlieBlich
von lysosomalen Hydrolasen abgebaut und dabei entstehende Abbauprodukte den T-
Lymphozyten des Immunsystems présentiert.

Einige Mikroorganismen sind jedoch in der Lage, sich dem Transport in das Lyso-
som zu entziehen. Stattdessen haben sie sich auf das Uberleben und die Vermehrung
innerhalb des Makrophagen spezialisiert. Zu diesem Zweck verdndern manche Bak-
terien das Phagosom so, dass dieses nicht mehr normal reifen und mit Lysosomen
verschmelzen kann. Andere hingegen zerstéren das Phagosom in einer frithen Rei-
fungsstufe, um sich im Zytosol der Wirtszelle zu vermehren (Beispiele hierfiir sind
Listeria monocytogenes und Shigella flexneri).

Pathogene Mykobakterien, wie der Tuberkulose-Erreger Mycobacterium tubercu-
losis (M. tuberculosis), verwenden die zuerst genannte Strategie. Sie lassen sich von

nicht-aktivierten Makrophagen tiber Muster-erkennende Rezeptoren (pattern recogni-
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tion receptors) phagozytieren [131] und verhindern dann auf bisher nur unvollstandig
verstandene Weise die Reifung des Phagosoms zum Phagolysosom [44]. Thr Phagosom
behéilt die Charakteristika von frithen endosomalen Vesikeln. Entsprechend bleibt der
pH-Wert fast neutral (pH6,5).

Es hat sich gezeigt, dass manche mykobakteriellen Lipide aus dem Phagosom se-
lektiv an das vesikuldre System der Wirtszelle abgeben werden [21, 55, 174, 188]. Des
Weiteren konnen mit Mykobakterien infizierte Makrophagen in Apoptose gehen. Die
apoptotischen Vesikel, welche ebenfalls mykobakterielle Lipide enthalten, kénnen von
DCs phagozytiert werden [190, 241]. Diese Lipide akkumulieren in der Zelle in spaten
Endosomen/Lysosomen, wo sie auf CD1-Molekiile treffen und von diesen gebunden
werden konnen. Anschlieend werden CD1 und Cargo an die Zelloberflache transpor-
tiert, wo die Komplexe von T-Zellen bzw. NKT-Zellen® erkannt werden [28, 55, 139].

Mittlerweile wurde fiir manche Glykolipide gezeigt, dass sie erst nach partieller
Degradation ihrer Zuckerketten durch lysosomale Hydrolasen immunogen wirken, also
T-Zellantworten auslosen konnen [166, 183, 251].

In anderen Féllen bedarf es der partiellen Degradation der Lipidstruktur. Wie
unsere Gruppe zeigen konnte, ist dieses bei dem mykobakteriellen Lipid Cardiolipin
(CL) der Fall, welches vier Acylketten besitzt. CL kann erst an CD1d gebunden und
— in geringem Mafle — von CD1d-restringierten T-Zellen erkannt werden, nachdem
zwei seiner FS-Ketten durch eine Kalzium-unabhéngige lysosomale PLA abgespalten
wurden [54]. Dabei kann es sich um eine PLA; oder eine PLAs handeln (siehe Seite
15).

Dies kann dadurch erklart werden, dass CD1-Molekiile bevorzugt Lipide mit zwei
Acylketten binden. So binden z.B. Phospholipide, welche zwei FS-Ketten besitzen,
an alle CD1-Isoformen. Nach Einwirkung der lysosomalen PLA auf Phospholipide,
welche eine FS-Kette entfernt, verlieren sie hingegen ihre Bindungsfahigkeit an CD1.
Die Prozessierung eines Lipids durch die lysosomale PLA kann somit iiber dessen
Prasentation auf der Zelloberfliche bestimmen.

CD1-Molekiile binden und préasentieren sowohl Selbst-, als auch Fremdlipide. Damit
kénnten verschiedene Funktionen erfiillt werden. Die Présentation von Fremdlipiden
kann iiber Stimulation entsprechender T-Zellen zur Immunabwehr des eingedrungenen
Erregers beitragen. So wurden mittlerweile eine Reihe von mikrobiellen Lipidantigenen
beschrieben [120, 224].

Die Prasentation von Selbstlipiden kann moglicherweise zur Pathogenese von Au-

SNKT-Zellen tragen sowohl den Marker NK1.1 der Natiirlichen Killerzellen, als auch einen T-
Zellrezeptor. Sie erkennen Lipidantigene, die an CD1d préisentiert werden.
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toimmunerkrankungen beitragen. Dafiir gibt es bereits einige Hinweise. In Patien-
ten mit Multipler Sklerose ist eine erhohte Anzahl von T-Zellen gefunden worden,
die das Gangliosid GM1 in Zusammenhang mit CD1b erkennen. GM1 ist ein wichti-
ger Bestandteil des Myelins, welches die Axone von Neuronen elektrisch isoliert und
bei Patienten mit Multipler Sklerose abgebaut wird. Daher wird vermutet, dass die
GM1-erkennenden CDl1b-restringierten T-Zellen dieser Patienten zum Fortschreiten
der Krankheit beitragen [195]. CD1a und CDlc-reaktive T-Zellen scheinen zudem an
Autoimmunerkrankungen der Schilddriise beteiligt zu sein [180].

Wie erwéhnt werden CD1d-Molekiile, im Gegensatz zu CD1a, -b und -¢, von NKT-
Zellen erkannt. Diese speziellen T-Zellen kénnen Immunantworten bei einer Vielzahl
von Krankheiten modulieren. Dazu gehoren Infektionen, Tumor- und Transplantatab-
wehr, aber auch Autoimmunkrankheiten und Entzindungsprozesse [224].

Interessanterweise sind viele NKT-Zellen autoreaktiv, d. h. sie antworten funktionell
auf die Prasentation von Selbstlipiden an CD1d. So reagieren sie z.B. auf das Lipid
Isoglobotrihexosylceramid (iGb3), welches im Lysosom beim Abbau von Globosiden
entsteht. Diese Tatsache fithrte zu der mittlerweile umstrittenen Vermutung, dass iGb3
als endogener Ligand die Positivselektion von NKT-Zellen im Thymus erlaubt. Aber
auch zelleigene Phospholipide kénnen als Selbstantigene NKT-Zellen stimulieren. Dazu
gehoren Phosphatidylinositol (PI) und Phosphatidylethanolamin (PE) [22, 69, 169],
beides Substrate fiir die lysosomale PLA.

Wir vermuten, dass die lysosomale PLA-Aktivitat des Makrophagen nicht nur eine
wichtige Funktion bei der Degradation von phagozytiertem Cargo iibernimmt, sondern
moglicherweise auch eine Rolle bei der Generation (mykobakterielles CL) und/oder
Elimination (PE, PI) von Lipidantigenen spielt. Aus diesem Grund wurde die Isolation
der lysosomalen PLA; in dieser Arbeit aus Makrophagen vorgenommen — und nicht
etwa aus kompletten Organen — vorgenommen. Zusétzlich wurden die molekularen
Grundlagen dieses Enzyms ndher untersucht.

Die folgenden Kapitel sollen einen Uberblick iiber die Enzymklasse der Phospholi-

pasen und ihre katalytischen Grundeigenschaften geben.

1.3 Phospholipasen

Phospholipasen sind ubiquitdr vorkommende Enzyme, welche 1,2-Diacyl-sn-glycero-
3-phospholipide (bisher und im folgenden einfach ,Phospholipide* genannt) spalten
konnen. Phospholipide machen nicht nur den gréfiten Teil der Lipide in biologischen

Membranen aus und sind damit wesentliche Bauteile fiir die Strukturerhaltung von
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PLC PLD

L-a- 1-Pamitoyl-2-Oleoyl Phosphatidylcholine PLA,

Abbildung 1.3: Angriffspunkte der verschiedenen Phosphlipasen am Phospholipid. PLA;
und PLAs, sowie PLB sind Acylhydrolasen, welche die Esterbindung zwischen Glycerin-Rickgrad (hier
blau unterlegt) und Acylresten spalten. PLC und PLD hydrolysieren als Phosphodiesterasen die Bin-
dungen zum Phosphatrest.

Zellen, sondern dienen auch als Vorstufen fiir Signalmolekiile in den verschiedensten
zelluldren Prozessen. Phospholipasen nehmen daher ein breites Spektrum an Aufga-
ben wahr, von rein katabolischen Vorgédngen iiber regulatorische Prozesse durch die
Generation von Signalmolekiilen, bis hin zur Zerstérung von Membranen, seien sie
eukaryontischen oder bakteriellen Ursprungs.

Phospholipasen werden nach ihrem Angriffspunkt am Phospholipid in vier Typen
eingeteilt, wie Abbildung 1.3 veranschaulicht.

PLA; (PLA;) und die Phospholipasen Ay (PLA3) und B (PLB) sind Acylhy-
drolasen, welche spezifisch die Esterbindung zwischen FS-Resten und dem Glycerin-
Riickgrat abspalten. Dabei greift die PLA; an der sn-1-Position und die PLAs an der
sn-2-Position an.

Die PLB vereint die PLA-Aktivitdt mit einer Lysophospholipase-Aktivitat, wo-
durch beide FS-Ketten entfernt werden.

Phospholipase C (PLC) und Phospholipase D (PLD) schlieBlich gehoren zu der
Gruppe der Phosphodiesterasen und haben ihre Angriffspunkte in der hydrophilen
Kopfgruppe, vor oder hinter dem Phosphatrest.

Im folgenden soll ein Uberblick iiber die Charakteristika und Bedeutung der ver-

schiedenen Phospholipasetypen gegeben werden.

1.3.1 Phospholipase A;

Im Gegensatz zu der PLAs-Superfamilie (s.u.) sind erst wenige PLA;s aus Sdugern
sequenziert (und kloniert) und es ist wenig tiber ihre physiologische Funktion bekannt.
Nichtsdestotrotz wurde ihre Aktivitdt in vielen Zellen und Geweben verschiedener

Organismen, wie in Sdugern, Pilzen, Insektengiften und Protozoen, gefunden [11]. In
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Sédugern sind seit kurzem mehrere Isoenzyme strukturell bekannt. Einige von ihnen
kommen extrazellular vor und bilden die Genfamilie ,, Typ I PLA;s%, die anderen sind
intrazellulare Enzyme und gehéren dem ,, Typ II PLA;s* an [90].

Schon seit Jahrzehnten wurde eine lysosomale PLA-Aktivitdt beschrieben und
untersucht. Die dafiir verantwortliche Proteinsequenz ist jedoch bis heute unbekannt.
Die lysosomalen Phospholipasen werden weiter unten in einem gesonderten Kapitel
behandelt.

1.3.1.1 Extrazellulare Phospholipase A;

Diese Enzymgruppe gehort zu der hoch konservierten Genfamilie der Pankreas-Lipasen.
Sie beinhaltet die von aktivierten Thrombozyten sezernierte Phosphatidylserin- (PS-)
PLA; und die mPA-PLA; o und - (Membran-assoziierte PA-selektive PLA1s) [90]. In
der Lipase-Familie sind u. a. auch die Lipoproteinlipase, die Leber- und die Endothel-
assoziierte Lipase zu Hause [4]. Die Hauptaufgabe der letztgenannten Lipasen ist der
Abbau von Triglyceriden (TG), sie zeigen jedoch auch geringe PLA;-Aktivitét. Die
eigentlichen PLA1s dieser Genfamilie haben hingegen keine TG-Aktivitéit, vielmehr
zeichnen sie sich sogar durch eine extrem hohe Substratspezifitdt fiir PS einerseits,
oder PA andererseits aus. Diese Tatsache schlégt sich in ihrer Benennung nieder [90].

Die meisten Mitglieder der Lipase-Genfamilie bestehen aus zwei Doménen. Die N-
terminale Doméne ist fiir die katalytische Aktivitdt verantwortlich und bedient sich
dafiir einer katalytischen Triade aus Serin, Aspartat und Histidin. Das katalytische
Serin befindet sich in einer hochkonservierten GxSxG-Sequenz. Die Doménenstruktur
wird von drei ebenfalls konservierten Disulfidbriicken stabilisiert. Charakteristisch sind
auch drei so genannte ,Loops* (Schleifen) auf der Enzymoberfliche, welche das aktive
Zentrum bedecken und die Substratspezifitit zu bestimmen scheinen [4, 11].

Die Aufgabe der C-terminalen Doméne ist weniger gut verstanden. Man schreibt
ihr eine regulatorische Funktion zu [11].

Bei der Hydrolyse von Phosphatidsiaure (PA) durch die mPA-PLA;s entsteht das
bioaktive Lipid Lysophosphatidsiure (lysophosphatidic acid, LPA), welches als Lipid-
mediator an G-Protein-gekoppelte Membranrezeptoren bindet und somit in der Signal-
transduktion u. a. Einfluss auf die Zellproliferation, Differenzierung und Migration der

Zelle nimmt.
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1.3.1.2 Intrazelluldare Phospholipase A;

Auch unter den intrazelluliren PLA;s findet sich ein zytosolisches PA-bevorzugendes
Enzym (PA-preferring PLA1), welches jedoch keine Homologie zu der extrazelluldren
Variante aufweist [75, 90]. Die sequenzhomologen Proteine KIAA01725 und p125 sind
zwei weitere Vertreter der intrazelluldren PLA-Familie. Fiir p125, welches eine Rolle
im frithen sekretorischen Stoffwechselweg zu spielen scheint, konnte jedoch bisher keine
katalytische Aktivitdt nachgewiesen werden [150].

Es ist noch unbekannt, ob sich diese Enzymklasse auch einer katalytischen Triade
bedienen. Sie besitzen ein katalytisches SxSxG-Motiv, haben aber wahrscheinlich keine

Loops [90].

1.3.2 Phospholipase A,

Die PLAs-Superfamilie besteht aus einer Vielzahl von Enzymen, die nach strukturellen
Gesichtspunkten 15 verschiedene Gruppen und etlichen Untergruppen beinhalten. Sie

konnen im Wesentlichen in fiinf Enzymklassen unterteilt werden [191]:

1. sezernierte PLAy (sPLAjg)
2. zytosolische PLAy (cPLAj3)
3. Ca?+4-unabhiingige PLAy (iPLA3)

4. Plattchen-aktivierender Faktor (Platelet Activating Factor) Acetylhydrolasen
(PAF-AH)

5. lysosomale PLAo

Die Produkte ihrer Katalyse sind, wie bei den PLA;s, eine freie FS und das ent-
sprechende Lysophospholipid. Beide Produkte kénnen Vorstufen fiir Mediatoren der
Signaltransduktion darstellen. Dies ist z. B. der Fall, wenn Arachidonsiure (AA) als
FS frei wird. Sie dient als Substrat bei der Synthese von Eikosanoiden (Prostaglan-
dine, Thromboxane, Leukotriene), welche fiir eine grole Anzahl physiologischer und
pathologischer Prozesse verantwortlich sind. Dazu zéhlen u. a. die Imnmunantwort, Ent-
ziindungsreaktionen, das Schmerzempfinden und die Regulation des Schlafes [61].

Lysophospholipide sind am Phospholipid-Umbau ( Phospholipid remodeling), an der
Ubertragung von Zellsignalen und bei der Zerstérung von Zellmembranen beteiligt
[13, 14, 114].
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1.3.2.1 Sezernierte Phospholipase As

Unter allen PLAss macht die Klasse der sPLAss den grofiten Teil aus. Sie sind weit ver-
breitet in der Natur. Man findet sie in fast allen Geweben von Sdugern, bei Pflanzen,
Viren, Bakterien und nicht zuletzt in einer Vielzahl von Giften (Schlangen, Insekten,
Reptilien), wo sie toxische Wirkungen ausiiben. Diese konnen neurotoxischer, myoto-
xischer, hamorrhagischer oder kardiotoxischer Natur sein. Es iiberrascht daher nicht,
dass die erste sPLAg schon Ende des 19. Jahrhunderts aus dem Giften von Kobras
isoliert wurde [203].

Bis auf eine Ausnahme sind alle sPLAss kleine Proteine von 12-19kDa Grofle.
Weitere Gemeinsamkeiten sind der Bedarf an Kalziumionen im unteren millimola-
ren Bereich als Kofaktor, ein pH-Optimum im (leicht) alkalischen Bereich und grofle
strukturelle Homologie, u. a. im Bezug auf die konservierten Disulfidbriicken. Als Ka-
talysemechanismus nutzen sie alle eine so genannte katalytische Diade, welche aus den
Aminosduren Histidin und Aspartat besteht und HoO als dritten Partner hinzuzieht
[191].

Generell bevorzugen sie anionische Phospholipide als Substrate und zeigen das
Phénomen der Grenzflichenaktivierung [202]. Dazu mehr auf Seite 24.

Nach oder wahrend ihrer Sekretion konnen sie in parakriner oder autokriner Weise
wirken, indem sie AA freisetzen und damit die Eikosanoid-Synthese vorbereiten [237].
Damit erklart sich ihre entzindungsfordernde Eigenschaft. Bei vielen Krankheiten, wie
der rheumatoiden Arthritis und Morbus Crohn [152, 194], tragen sie zum Krankheits-
bild bei und gelten daher als Zielenzyme in der therapeutischen Behandlung. Auch bei
der Entstehung von Artheriosklerose sollen sie eine Rolle spielen [234, 244].

Dank ihrer antibakteriellen und antimykotischen Wirkung kénnten einige Vertreter
dieser Klasse eine Funktion bei der Immunabwehr haben, indem sie Bakterienmembra-
nen lysieren [106, 186]. Weitere Funktionen sind die Hemmung der Blutgerinnung, die
Forderung von Exozytose und selbstverstdndlich die Verdauung von Phospholipiden

aus der Nahrung.

1.3.2.2 Zytosolische Phospholipase As

Die cPLA3ss (cytosolic) sind grofie (61-144kDa) Proteine, die sich strukturell und
in ihrem Katalysemechanismus deutlich von den sPLAss unterscheiden. cPLAss be-
stehen aus mehreren Doménen. Thre Aktivitdt verdanken sie, im Gegensatz zu den
sPLAgs, einem katalytischen Serin im aktiven Zentrum und gehéren damit zu den

Serin-Hydrolasen. Wahrend der Katalyse bildet sich ein Acyl-Enzym-Intermediat. Sie
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arbeiten bei neutralem pH-Wert am besten und benétigen Kalziumionen im mikro-
molaren Bereich. Letzteres wird nicht fiir die Katalyse selbst gebraucht, sondern fiir
die Translokation des Enzyms an perinukleare Membranen, wie an das ER und den
GA. Dieses geschieht, indem das Kalziumion an die regulatorische C2-Doméne bin-
det. C2-Doménen finden sich auch in verschiedenen anderen Phospholipid-bindenden
Proteinen [51, 77, 151, 213]. Thnen allen gemeinsam ist eine ausgeprégte Préferenz fiir
die Hydrolyse von AA.

1.3.2.3 Kalzium-unabhingige Phospholipase A»

Erst 1994 entdeckte man die erste PLAs, welche fur ihre Aktivitit kein Kalzium
benétigt [2]. Wie die cPLAgs benutzen auch die iPLAgs Serin als katalytisch aktiven
Rest, welcher in der Lipase-Konsensussequenz GxSxG eingebettet ist. Sie besitzen ein
ATP-Bindungsmotiv, wobei die Anwesenheit von ATP sich vor allem positiv auf ihre
Stabilitat auswirkt [122].

Die als erstes entdeckte iPLA» ist zugleich auch die am besten charakterisierte. Sie
besitzt acht Ankyrinwiederholungen, die wahrscheinlich ihrer Oligomerisierung dienen
und liegt in mehreren Spleissvarianten vor.

Eine ihrer Funktionen liegt in der Aufrechterhaltung der Lipidhomdostase durch
die Vermittlung des Phospholipid remodelings. Dabei handelt es sich um einen Zyklus
(,Lands Zyklus“) von Abbau und Neubildung von Membranphospholipiden [16]. Die
iPLAg entfernt hierbei die an die sn-2 Position gebundene FS und die entstandenen
2-Lysophospholipide werden im Anschluss mit einer anderen freien FS verestert. Auf
diese Weise werden neue (andere) Phospholipide mittels eines energiedrmeren Stoff-
wechselwegs gebildet, als dies bei der Neusynthese der Fall wére.

Bei der neu eingebauten FS handelt es sich héufig um AA. Somit reguliert die
iPLAy den AA-Level in der Phospholipidfraktion und spielt damit eine Schliisselrolle
bei der Kontrolle der Eicosanoidsynthese [191].

1.3.2.4 Plattchen-aktivierender Faktor Acetylhydrolasen

PAF-AHs verdanken ihren Namen der Tatsache, dass der Plattchen-aktivierende Fak-
tor ihr priméres Substrat ist. PAF ist ein Etherlipid und 16st bereits in einer geringen
Konzentration die Aggregation von Thrombozyten aus. Neben dieser Wirkung ist er
als Mediator an Entziindungsreaktionen beteiligt, sowie an der Regulation des Blut-

drucks. Dabei kann er auch pathologische Prozesse wie Arteriosklerose und Asthma

“Translokation: Ortsverinderung, Versetzung; hier: Bindung an die/Assoziation mit der Membran
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begiinstigen [97].

Die Inaktivierung von PAF durch PAF-AHs stellt demzufolge eine Signaltermina-
tion dar [20].

PAF-AHs werden von Makrophagen sezerniert, kommen aber auch intrazellulér
vor. Wie bei den beiden vorangegangenen PLAs-Klassen, vermittelt auch hier Serin
die Katalyse, welche kalziumunabhéngig stattfindet. Neben PAF akzeptieren sie auch
Diacylglycerole (DAG) mit kurzen oder mittellangen FS-Ketten und Triacylglycerole.
Zudem besitzt sie PLA1-Aktivitat.

1.3.2.5 Differenzierung und Rolle der einzelnen PLA,

Zwischen den verschiedenen PLAss existieren nicht nur strukturelle Unterschiede, son-
dern sie differieren auch beziiglich ihres Bedarfs an Kalziumionen, ihrer pH-Optima,
ihrer Substratspezifitdt und ihrer Sensibilitdt gegeniiber pharmakologischer Inhibito-
ren. Welchen Anteil jede einzelne PLLAs an den verschiedenen physiologischen Prozes-
sen einnimmt, ist noch nicht gekldrt. Ihre unterschiedlichen Eigenschaften erlauben
es aber zu gewissem Grad, sie durch entsprechende Anpassung der Assaybedingungen
oder Einsatz von Inhibitoren in vitro voneinander abzugrenzen [191].

Im letzten Jahrzehnt ist das Feld der PLAs-Forschung durch die Entdeckung im-
mer neuer Enzyme rasend schnell expandiert. Es kann davon ausgegangen werden,
dass noch immer nicht alle bekannt sind. Molekularbiologische Methoden wie small
interfering RNAs und die Generation von Knock-out-Méusen dienen zunehmend dazu,

die Relevanz einzelner Enzyme aufzukléren.

1.3.3 Lysosomale Phospholipasen A
1.3.3.1 Lysosomale Phospholipase A;

Eine Reihe von Publikationen in den 1980er und 90er Jahren berichteten von einer
lysosomalen PLA-Aktivitdt in unterschiedlichen Zellen. Die Autoren haben teilweise
dem Anreicherungsfaktor nach beeindruckende Enzymreinigungen durchgefiihrt und
die erhaltenen Fraktionen unterschiedlichen biochemischen Tests unterzogen. Sie ver-
wendeten vor allem Leber, Niere oder Gehirn als Ausgangsmaterialien. Leider kam es
im Zuge dieser Arbeiten nie zu Sequenzanalysen und somit sind die zugrunde liegende
Gene bis heute unbekannt. Die vorliegenden Arbeit soll diese Liicke schliefen.

Die damaligen Ergebnisse deckten sich teilweise, wiesen aber auch Unterschiede
auf. So wurde fiir die Niere nur ein Isoenzym beschrieben, fiir die Leber jedoch zwei

mit unterschiedlichen apparenten Molekulargewichten. Entsprechend ihrer Lokalisati-
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on hatten die Enzyme ihr Aktivitdtsoptimum bei einem sauren pH-Wert und bewegten

sich ihrer Grofie nach zwischen 25 und knapp 60 kDa.

1.3.3.2 Lysosomale Phospholipase A,

Obwohl die lysosomale PLAo-Aktivitdt schon lange bekannt war, gelang es erst vor
einigen Jahren, zwei dafiir verantwortliche Enzyme zu reinigen und zu klonieren [79,
100]. Das erste 1997 entdeckte Enzym wurde aiPLAy getauft (was fiir acid Ca®T-
independent PLAs steht). Es zeigte sich, dass die Sequenz der des Peroxiredoxin 6
gleicht, welches zu den antioxidativen Enzymen zahlt. Es handelt sich somit um ein
bifunktionales Enzym, welches Peroxidase- und Phospholipase-Aktivitat vereint und
dafiir zwei unterschiedliche katalytisch aktive Doménen besitzt. Abermals ist ein Se-
rinrest fiir die PLAo-Aktivitat essentiell. Aulerdem wurde es sowohl in lysosomalen
Kompartimenten, als auch im Zytosol gefunden [99]. Es wird spekuliert, dass die zy-
tosolische Variante fir die Peroxidase-Aktivitdt verantwortlich zeichnet und die ly-
sosomale fiir die PLAg-Aktivitdt. Das Enzym wird in allen Geweben exprimiert, in
der Lunge jedoch in wesentlich groflerem Ausmafl als in den anderen groflen Organen
[99, 173].

Das zweite 2002 klonierte Enzym wurde urspriinglich aufgrund seiner Fahigkeit
zur Transacylierung entdeckt, bei welcher es FS von Phospholipiden auf die C-1 Po-
sition des N-Acetylsphingosins iibertragt. Es wurde daher zunichst 1-O-Acylceramid
Synthase genannt. Es stellte sich heraus, dass das Enzym auch HyO als Akzeptor
fiir die Acylgruppe verwenden kann und somit als PLAs fungiert. Das 45 kDa grofle
Glykoprotein hat ein pH-Optimum von 4,5 und wurde mittlerweile in ,lysosomale
PLAs“ (LPLA3) umgetauft. Gegen viele Inhibitoren der sPLAgs, cPLAgs und iPLA3gs
ist es resistent, was auf strukturelle Unterschiede zu den anderen PLAs-Klassen hin-
weist. Die LPLAs nutzt jedoch ebenfalls Serin fiir die Hydrolyse, welches in das Motiv
AxSxG eingebettet ist und auch hier intermedidr eine kovalente Bindung mit dem
Acylrest eingeht. An der katalytischen Triade sind zudem ein weiterer Aspartat- und

ein Histidinrest beteiligt.

1.3.4 Phospholipase B

PLBs vereinen PLA und Lysophospholipase-Aktivitét, was eine vollstdndige Deacylie-
rung des Phospholipids zur Folge hat. Solche Aktivitdten wurden in Bakterien, Pilzen
und Saugerzellen gefunden, wobei keine Sequenzhomologien zwischen den einzelnen

Familien bestehen. Die bisher klonierte PLB aus Sdugern ist als Ekto-Phospholipase
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auf der Plasmamembran der Enterozyten des Diinndarmepithels lokalisiert, wo sie fiir
den Verdau von Nahrungslipiden sorgt. Sie enthélt Sequenzmotive zweier unterschied-
licher Klassen lipolytischer Enzyme, namlich das GxSxG-Motiv und das GDSL-Motiv.

Der Serinrest des zweiteren ist fiir die katalytische Aktivitdt verantwortlich.

1.3.5 Phospholipase C

Die verschiedenen Isoformen der Phospholipase C (PLC) gehoren zu den Schliisselen-
zymen bei der Signaltransduktion. Sie werden von einer grofien Palette von Hormo-
nen aktiviert und hydrolysieren anschliefend das in der Membran befindliche Lipid
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat. Bei der Spaltung dieses Lipids entstehen die
,,second messenger*“ Inositol-(1,4,5)-triphosphat sowie Diacylglycerol (DAG). Inositol-
(1,4,5)-triphosphat setzt Kalzium aus im ER lokalisierten intrazellulédren Kalziumspei-
chern frei, DAG aktiviert die Proteinkinase C, die ihrerseits Substratproteine phos-
phoryliert und damit deren biologische Aktivitéit dndert. Auf diese Weise werden in
der Zielzelle mannigfaltige Stoffwechselverdnderungen herbeigefiihrt, die vom jeweilig

auslosendem Hormon abhéngen.

1.3.6 Phospholipase D

Die Mitglieder der PLD-Superfamilie trifft man ebenfalls in den verschiedensten Or-
ganismen an, von Viren iiber Bakterien, Hefen, Pflanzen bis hin zu héheren Tieren. In
Séugern findet man die Aktivitdt in fast allen Korperzellen [25, 102]. Vergleicht man
die Aminosduresequenzen der bisher sequenzierten PLDs, erkennt man, dass sie inner-
halb der Organismenreiche sehr hohe, zwischen den Reichen jedoch eine sehr niedrige
Homologien aufweisen.

Sie beinhalten jedoch ein gemeinsames katalytisches Sequenzmotiv, das so genann-
te HKD-Motiv, gebildet durch HxKxxxxD, wobei ,,x“ eine beliebige Aminoséure sein
kann, ,H“ fiir Histidin, ,K“ fiir Lysin und ,D* fiir Aspartat steht. In den meis-
ten Féllen liegt dieses Motiv als Duplikat vor. Auch einige andere Phosphatidyl-
Transferasen, wie die CL- oder die PS-Synthase, und manche Endonukleasen und
Toxine besitzen dieses Motiv. Man hat alle diese Proteine zu einer neuen Familie, der
PLD-Superfamilie, zusammengefasst [109, 165].

Deletionsmutationen zeigten, dass beide HKD-Motive im Enzym gemeinsam das
katalytische Zentrum bilden. Diejenigen Enzyme, welche nur ein HKD-Motiv in der
Sequenz besitzen, wie die bakterielle Endonuklease, bilden fiir die Katalyse Dimere
und erhalten auf diese Art ein HKD-Duplikat. [217, 247].
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Des Weiteren weify man mittlerweile, dass die Enzyme nach dem so genannten Ping-
Pong-Mechanismus arbeiten, bei welchem das Substrat intermediér kovalent mit dem
Histidin im HKD-Motiv verbunden wird [65, 217].

Die meisten bekannten PLDs sind kalziumabhéingig und besitzen daher das bereits
erwahnte C2-Motiv.

Obwohl viel iiber die pflanzlichen PLDs bekannt ist und viele von ihnen bereits
kloniert wurden, soll an dieser Stelle nur auf die PLDs aus Séugetierzellen eingegangen
werden. Bei diesen handelt es sich im wesentlichen um zwei Isoenzymtypen, PLD1 und
PLD2, und ihre Spleifivarianten.

Wie die PLCs sind auch die PLDs Schliisselenzyme in der Signaltransduktion, in-
duzieren jedoch andere Signalmolekiile: Phosphatidsaure (PA), Lysophosphatidsidure
(LPA) und DAG mit geséttigten und/oder einfach ungeséttigten FS [159]. Im Ge-
gensatz dazu generiert PLC DAG mit mehrfach ungeséttigten F'S (oft mit AA) [80].
Inwiefern die F'S-Zusammensetzung in DAG von biologischer Relevanz ist, muss noch
entschliisselt werden. Es scheint jedoch, das gesattigtes und/oder einfach ungeséttigtes
DAG nicht in der Lage ist, die PKC zu aktivieren.

Beide PLDs zeigen eine starke Préferenz fiir Phosphatidylcholin (PC) als Substrat
[157, 160] und sind kalziumunabhéngig (kein C2-Motiv). Bei der Hydrolyse entstehen
PA und freies Cholin als direkte Produkte. Es hat sich gezeigt, dass primére Alkohole
wie 1-Ethanol oder 1-Butanol das H2O als Nukleophil in der Katalyse ersetzen kénnen
und in diesem Falle eine Transphosphatidylierungs-Reaktion erfolgt, bei welcher PA
an den Alkohol (Phosphatidylalkohol) gebunden wird. In der Tat werden die Alkohole
sogar bis zu 1000-fach als Nukleophile gegeniiber HoO bevorzugt [60].

PA erfiillt zahlreiche intrazellulare und extrazelluldre Signalfunktionen tiber vielfal-
tige Mechanismen. Es aktiviert z.B. Phosphatidylinositol-Kinase, was zur Synthese von
Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat fiihrt. Zudem dient es als Lipidbindungspartner
fiir mehrere Proteine oder als Vorstufe zur Synthese von DAG durch Phosphatidsédure-
Phosphohydrolase [94]. Auch an der Zielsteuerung von Vesikeln und bei der Endo- und
Exozytose ist PA beteiligt [172].

Wird PA durch eine PLA, hydrolysiert, so entsteht das ebenfalls bioaktive Lipid
LPA. Auch dieses Molekiil agiert in der Signaliibermittlung und greift somit in die

unterschiedlichsten Prozesse ein [140].
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1.4 Grenzflaichenaktivierung

Viele lipolytische Enzyme zeigen das Phinomen der so genannten ,Grenzflachenak-
tivierung®. Sie konnen ihre volle Aktivitdt nur entfalten, wenn ihr Substrat als Ag-
gregat in wéssriger Phase (z.B. Mizelle, Lipiddoppelschicht) vorliegt und sich eine
hydrophil-hydrophobe Grenzfliche ausbildet. Sobald das Substratmonomer die Los-
lichkeitsgrenze {iberschreitet und aggregiert, nimmt die Enzymaktivitat sprunghaft zu
[7].

Aufgrund der Grenzflichenaktivierung kénnen die kinetischen Eigenschaften von
Lipasen nicht durch die Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben werden, welche ma-
thematisch an eine homogene, dreidimensionale Phase angepasst ist (K,, hat die Di-
mension einer Volumenkonzentration). Lipasen arbeiten jedoch an zweidimensionalen
Substrataggregaten und unterlaufen bei der Katalyse wenigstens zwei kinetisch von-
einander unabhéngige Schritte. In den letzten drei Jahrzehnten wurden viele kinetische
Modelle entwickelt, um die Aktivitdt von Grenzflachenenzymen zu beschreiben. Das
einfachste ist das Verger-De Haas’ Modell, welches zwei unabhéngige Schritte unter-
scheidet [7, 230]:

1. Die physikalische Adsorption des Enzyms an die Lipidgrenzfliche und die damit

einhergehende Grenzflachenaktivierung:
E + Phospholipid,,y = E*
2. Die Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes und die anschlieBende Katalyse.
E*+ L+ E*L — E* + P

E steht hier fir Enzym, E* fir seine aktivierte Form, L fiir Lipidsubstrat und P
fiir Produkt. Dieses Modell kann allerdings nur fiir die Hydrolyse von Substraten gel-
ten, deren Produkte wasserloslich sind (kurze Acylketten) und nach Entstehung sofort
im wéssrigen Medium wegdiffundieren. In der Regel bestehen die biologischen Sub-
strate jedoch aus langkettigen FS, die nach ihrer Hydrolyse unléslich bleiben und in
der Interphase akkumulieren. Dieses fiihrt oft zu einer Verdnderung der Qualitét der
Grenzflache, was sich wiederum inhibierend oder aktivierend auf das Enzym auswir-
ken kann. Art und Geschwindigkeit der Reorganisation (auch Diffusion der Produkte)
dieses zweidimensionalen Systems nimmt also entscheidenden Einfluss auf die Kataly-

segeschwindigkeit [7].
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Das Enzym selbst kann seinerseits nach verschiedenen Modi arbeiten. Es gibt En-
zyme, die einmal an die Interphase gebunden, fiir viele Katalysezyklen dort verbleiben.
Viele sPLAs verfahren nach diesem Mechanismus. So ist es moglich, dass das Enzym
die duflere Lipidschicht von kleinen, unilamellaren Vesikeln komplett hydrolysiert, oh-
ne wahrenddessen einmal vom Vesikel abzulassen. Man spricht hierbei vom scooting
mode. Andere Enzyme desorbieren nach wenigen katatlytischen Zyklen oder gar jedem
Umsatz von der Grenzfliche und kénnen auf diese Art zwischen den einzelnen Vesikeln
in der Dispersion hin- und herspringen (hopping mode). Sie durchlaufen somit den ers-
ten kinetischen Schritt, ndmlich die Adsorption an die Interphase, immer wieder von
Neuem [23, 92].

Der Bindung an die Interphase wurde in den letzten zwei Jahrzehnten viel Aufmerk-
samkeit geschenkt. Die Herstellung von rekombinanten lipolytischen Enzymen und
deren Kristallisation erlaubte zunehmend die Untersuchung jener Parameter, welche
das Bindungsvermégen an die Grenzfliche beeinflussen.

Zu diesen Parametern gehoren sowohl die Sekundéar- bzw. Tertidrstruktur der ein-
zelnen Proteine, als auch die Beschaffenheit der Grenzflache als solches. So wird die
Aktivitat der meisten Enzyme durch negative Ladung an der Interphase positiv regu-
liert [143].

Negative Ladung wird durch die Kopfgruppen von anionischen Phospholipiden, wie
PS, PI, PG, PA und CL, mitgebracht. Bezogen auf die gesamte zellulare Phospholi-
pidfraktion machen anionische Phospholipide in etwa einen Anteil von 30% aus. In
biologischen Membranen kommen zusétzlich zwitterionische, und damit nach auflen
neutrale, Phospholipide, wie PC, PE und Sphingomyelin (SM) vor [117].

Anionische Phospholipide beeinflussen die Grenzflaichenbindung von lipolytischen
Enzymen vor allem aufgrund von zwei Effekten: Sie bieten einerseits eine elektro-
statische Anziehungsfliche fir positiv geladene Bindungsdoménen, welche in vielen
(Phospho-) Lipasen vorhanden sind. Andererseits haben sie die Eigenschaft, die Ord-
nung der kondensierten Phospholipiddoppelschicht aufzuweichen. Das Ausmaf} dieses
Effektes hangt von der Kopfgruppengrofie relativ zu den Acylgruppen und der gegen-
seitigen Abstoflung der negativen Ladungen in den Kopfgruppen ab. Positive Ionen
im umgebenden Medium koénnen diese Effekte teilweise neutralisieren. Die resultieren-
de geringere Packungsdichte erleichtert dem Enzym die Ausbildung von hydrophoben
Interaktionen mit der Lipidschicht [31].

Jede Zell- und Organellenart zeichnet sich durch eine ihr spezifische Lipidzusam-
mensetzung aus. Zudem sind viele biologische Membranen asymmetrisch aufgebaut,

d. h. die innere und die duflere Lipidschicht unterscheiden sich in ihrer Zusammenset-
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zung. Kin Beispiel hierfiir ist die Plasmamembran von Sadugerzellen, welche in ihrer
extrazelluldren Schicht vor allem aus den neutralen Lipiden PC, SM und ein wenig
PE besteht, auf der zytoplasmatischen Seite jedoch auch anionische Lipide wie PS, PI
und wenig PG aufweist. Diese Lipidverteilung wird von aktiven Transportproteinen
aufrecht erhalten [164].

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wird klar werden, dass auch die Aktivitat der
lysosomalen PLA; stark von der Lipidzusammensetzung der Membran bestimmt wird.
Es wir deutlich werden, dass anionische Phospholipide den 1. kinetischen Schritt, nam-

lich die Membranbindung des Enzyms, vermitteln.

1.5 Ziel der Arbeit

Diese Arbeit widmet sich der Reinigung und Charakterisierung der lysosomalen PLA ;-
Aktivitdt aus Makrophagen. Diese professionellen Phagozyten spielen eine entschei-
dende Rolle bei der Elimination von Pathogenen und abgestorbenen Korperzellen.
Zusétzlich initiieren Makrophagen mittels Antigenprésentation die spezifische Immu-
nantwort gegen eingedrungene Erreger. Wir vermuten, dass die lysosomale PLA; eine
wichtige Rolle bei der Degradation von phagozytiertem Material und der Generation
von Lipidantigenen spielt. Da das codierende Gen bisher nicht bekannt war, sollte tiber
eine klassische Enzymreinigung die entsprechende Sequenz ermittelt und das Gen ent-
schliisselt werden. Des Weiteren sollten die katalytischen Eigenschaften des Enzyms

naher charakterisiert werden.
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2.

Material und Methoden

2.1 DMaterial

Am Ende diese Abschnittes findet sich ein Verzeichnis der im Materialteil aufgefiihrten Zulieferer.

2.1.1 Zellkultur

e Zellen: Mausmakrophagen-Zelllinie RAW B
o DMEM-Vollmedium (VM) wurde frisch hergestellt und sterilfiltriert aus

500ml Dulbecco’s MEM (1x) (DMEM, GIBCO) mit 3,7 g/l Natriumhydrogencarbonat
und 4,5 g/1 D-Glucose, ohne L-Glutamin und Natriumpyruvat

50ml (10%) hitzeinaktiviertes (56°C, 30 min) Fetales Kélberserum (Seromed)
2mM L-Glutamin (GIBCO)

1mM Na-Pyruvat (GIBCO)

Fakultativ Antibiotika: 1:1000 Penicillin/Streptomycin-Cocktail

« Einfriermedien

Einfriermedium 1: DMEM VM mit 20% FKS
Einfriermedium 2: DMEM-VM mit 20% + 20% DMSO

2.1.2 Puffer und Losungen

e 30%ige Acrylamidlosung (Bio-Rad) wurde angesetzt aus:

3,9 g Bisacrylamid
146,1 g Acrylamid
ad 500 ml ddH>0O

o Assaypuffer, 50 mM Acetatpuffer:

50 mM Acetat, unterschiedliche pH-Werte (nach Puffertabelle aus Natrium-Acetat (NaAc)
und Essigsdure hergestellt)

5mM EDTA
mit oder ohne 0,1% Triton-X-100 (TX-100)

o HB-T-Puffer:

10 mM NaAc

10 mM Triethanolamin (TEA)

1mM EDTA

fiir HB-T-Sucrose- und Lysepuffer zusatzlich: 8,55% Sucrose
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— fur Lysepuffer zusatzlich: 0,1% Proteasehemmer-Mix,
bestehend aus TLCK (Serininhibitor, Stock: 100 mg/ml), E64 (Thiolprotease, Stock:
25 mg/ml), Pepstatin A (Carboxylprotease, Stock: 50 mg/ml), Leupeptin (Thiolprotease,
Stock: 100 mg/ml),
Anmerkung: EDTA wirkt als Metalloprotease

— eingestellt auf pH 7,4 mit konzentrierter Essigsdure

o Laufpuffer:

25 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid (Tris), pH 8,3
200 mM Glycin

— 0,1% SDS

- ddH>0

e Unterer Gelpuffer

— 1,5M Tris, mit HCI auf pH 8,8 eingestellt
— 0,014M SDS

e Oberer Gelpuffer:

— 0,5M Tris, mit HCL auf pH 6,8 eingestellt
— 0,056 M SDS

e Probenpuffer:

— 0,2M Tris-HCI, pH 6,8

— 10% Glycerin

— 0.01% Bromphenolblau

— 10% SDS

— fiir reduzierenden Puffer zusétzlich 0,1 M Dithiothreitol (DTT)

e PBS, bezogen von Biochrom, Deutschland oder steril und pyrogenfrei von GIBCO, besteht aus:

— 2,67mM Kaliumchlorid

— 1,47mM Kaliumdihydrogenphosphat
— 137,93 mM Natriumchlorid

— 8,06 mM Dinatriumhydrogenphosphat

¢ Renaturierungspuffer

— 100 mM Tris-HCI, pH 7,6
~ 0,1mM EDTA
— 22,5mM (2-Hydroxypropyl)-3-cyclodextrin (8-CD, Fluka)

2.1.3 Chemikalien
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e Alle Standardchemikalien wurden von Sigma-Aldrich oder Merck bezogen.

¢ Proteinchemie:

— Proteinstandards: Precision Plus Protein’® Dual Color (Bio-Rad), BenchMark Prestai-
ned Protein Ladder(Invitrogen)

— Coomassie: Imperial Protein Stain (Perbio),
— Silberfarbung, Siberfarbekit: Roti-Black P (Carl-Roth)
— Ampholyte: Bio-Lyte 3-10 und 3-5 (Bio-Rad), Pharmalyte 2-5 und 5-6 (GE Healthcare)

— Bestimmung der Proteinkonzentration: BCA*Protein Assay (Perbio)
Micro BCATM Protein Assay Reagent Kit (Perbio)
Protein Assay Reagenz (Bio-Rad)
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— Deglykosylierung: Native Protein Deglycosylation Kit und GlycoProfile IV Deglycosyla-
tion Kit (Sigma-Adrich), PNGase F (Roche)

— Jonen- und Hydrophobe Austauscher: Poros-Matrices (Perseptive Biosystems); Mono Q,
Mini Q, Source Q, Phenyl- und Octyl-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare)

— Lektinchromatographie: Concanavalin A, Weizenkeimagglutinin (Sigma-Adrich); Jacalin-
Agarose (Perbio)
— Affinitdtschromatographie:
1. Kopplung von 1-O-Hexadecyl-2-Azelaoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (Avanti Po-
lar Lipids) an EAH-Sepharose 4B (GE Healthcare)
2. Kopplung von Dimethyl-DL-2,3-distearoyloxypropyl(2-hydroxyethyl)ammonium ace-
tate (Sigma-Aldrich) an ECH-Sepharose 4B (GE Healthcare)

— Dialyse: Schlauch Visking (Carl Roth), Slide-A-Lyzer (Perbio)

Percoll, Biochrom, Deutschland
Lipide:

— L-a-Phosphatidylserine (Brain, Porcine), L-a-Phosphatidylinositol (Liver, Bovine) L-
a-Phosphatidyl-DL-Glycerol (Egg, Chicken), L-a-Phosphatidylcholine (Egg, Chicken),
Cardiolipin und Dilysocardiolipin (Heart, Bovine), Bis(monooleoylglycero)phosphat (S,S-
Isomer), alle von Avanti Polar Lipids

— Sphingomyelin (Brain, Bovine) und L-a-Phosphatidylethanolamine (Brain, Bovine) von
Sigma-Aldrich

2.1.4 Radiochemikalien

L-3-Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-(1-14C

~—

palmitoyl (GE Healthcare)

L-3-Phosphatidylethanolamine, 1-palmitoyl-2-(1-14C)palmitoyl (GE Healthcare)
L-(3-14C)-Phosphatidylserine (GE Healthcare)
Phosphatidylinositol, L-a[Myo-Inositol-2*H(N)]- (PerkinElmer)

2.1.5 Enzyme

PLA; aus Schweinepankreas (Sigma-Aldrich)
PLD aus Weiikohl (Sigma-Aldrich)
DNAse (Sigma-Aldrich)

2.1.6 Gebrauchswaren

Diinnschichtchromatographie-Platten hochauflésend (HPTLC): Kieselgel 60 auf Aluminium-
Folie, Merck, Deutschland

Einmal-Pipettenspitzen, Sarstedt, Deutschland
Extruder-Polycarbonatmembranen, Avanti, USA
Fertiggele: Criterion XT Bis-Tris, 4-12%, (Bio-Rad)

Precise Protein Gels, 4-20%, (Perbio)
Reaktionsgefafie, Sarstedt, Deutschland
Mikrotiterplatten, photometrisch: Nunc-Immuno? * Plate MaxiSorp Surface, Nunc,
Phosphoimager-Film: BAS-TR 2040, Fujifilm, Japan
Sterilfilter: FP 030/3 Einmal Filterhalter 0,2pm; 7 bar max., Schleicher & Schuel, Deutschland
Transferpettor-Caps aus Glas, Brand
Ultrafiltration: Amicon Ultra, Millipore, Deutschland
Zellkulturflaschen, TPP, Schweiz
Zellkulturobjekttriager: Lab-Tek 8 well glass chamber slides, Nunc, USA
Zellkulturschaber, Sarstedt, Deutschland
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2.1.7 Gerate

Blockthermostat: BT 200.EU1 (Kleinfeld Labortechnik)
COgz-Inkubator: CB21 (Binder)

Elektrophorese-Kammern: Mini-Protean 3 (Bio-Rad)
Criterion Cell (Bio-Rad)
SE 400 (Hoefer)

ELISA-Spektrometer: Spectra Max 190 (Molecular Devices)

Extruder: LiposoFast Basic (Avestin)

FPLC-Anlage: BioCAD SPRINT Perfusion Chromatography Systems (Perkin Elmer)
Gefriertrockner/Lyophilisator: LYOVAC GT2, Amsco, FINN-AQOA, Deutschland
Geltrocknungsrahmen (Carl Roth)

HPLC-System: AKTApurifier (GE Healthcare)

HPTLC-Laufkammer (Desaga)

Isoelektrische Fokussierung: Rotofor (Bio-Rad)

Konzentrator: Concentrator 5301 (Eppendorf)

Losungsmittelverdampfer (N2): Reacti-Vap III und Reacti-Therm III Modul (Perbio)
pH-Meter: Mikroprozessor pH-Meter 761 (Knick)

Phosphoimager: FLA-3000 (Fujifilm)

Pipettierhilfe: Pipetboy acu (Integra Biosciences)

Pipetten: Einkanal Pipetten (Eppendorf), Transferpettor Direktverdranger Pipetten (Brand)
Reinluftgerite: Sicherheitswerkbanke HS 12 (Heraeus)

Riihrplatte, IKA-Labortechnik

Spannungsgeber: NOVEX Power Ease 500 (NOVEX)
Power PAC 300 (Bio-Rad)

Sterilwerkbank: Hera Safe HS12 (Heraeus)
Ultraschall Desintegrator: RK 100 (Bandelin)
Vortexer, IKA Labortechnik

Waagen: BP 2100 S, (Satorius)
BP 2108, (Satorius)

Wipptisch, Biometra
Zellhomogenisator: Metal Douncer (Pyrex)
Zellzahlkammer: Neubauer improved (Brand)

Zentrifugen: Megafuge 1.0R, Heraeus
Biofuge fresco, Heraeus
Optima TLX Ultrazentrifuge, Beckmann
Avanti J-25, Beckmann

2.1.8 Software
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Tabellenkalkulation, Grafiken: GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software)
Abbildungen: Photoshop (Adobe Systms), CorelDRAW 11 (Corel Cooperation), Power
Point (Microsoft)

ELISA Auswertung: Softmax Pro, Spf 3.0 (Molecular Devices)

Textverarbeitung: LaTeX, MiKTeX 2.6 (www.miktex.org) in Verbindung mit TeXnicCenter 1
beta 7.01 (TeXnicCenter.org) und Adobe Reader 7.0 (Adobe Systems)

Phosphoimager: BASReader 3.14 und Advanced Image Data Analyser, Version 4.03.031 (Fuji-
film)

Massenspektrometrie- Auswertung: Mascot MS/MS Ion Search (Matrix Science)
Gelfiltration: Unicorn 5.11(GE Healthcare)

Bioinformatische Analysen: ComputePI/MW, NetNGlyc, InterPro Scan, WoLLF PSORT, Tar-
getP1.1 (www.expasy.org), Blast (NCBI)
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2.1.9 Verzeichnis der Zulieferer

e Adobe Systems GmbH, Ohmstrafle 1, D-85716 Unterschleilheim — www.adobe.de
e Amersham Biosciences, siche GE Healthcare

e Applied Biosystems, Division Headquaters, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404,
USA — www.appliedbiosystems.com

e Avanti Polar Lipids Inc., 700 Industrial Park Drive, Alabaster, Alabama 35007-9105, USA —

www.avantilipids.com
e Avestin Europe GmbH, Weinheimer Str. 64b, D-68309 Mannheim — www.avestin.com
¢ B.Braun Melsungen AG, Carl-Braun-Strafle 1, D-34212 Melsungen — www.bbraun.de
¢ Bandelin electronic GmbH & Co.KG, Heinrichstrafie 3-4, D-12207 Berlin — www.bandelin.com
e Barloworld Scientific, Beacon Road, Stone, Staffordshire, ST15 0SA, UK — www.barloworld-

scientific.com
e Beckmann Coulter GmbH, Europark Fichtenhain B 13, D-47807 Krefeld — www.beckmann.com
o Binder, Im Mittleren Osch 5, D-78532 Tuttlingen — www.binder-world.de

e Biochrom Labs Inc., 1719 South 13th Street, P.O. Box 996, Terre Haute, IN 47808, USA —
www.biochrom.com

e Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Rudolf-Wissel-Strafle 30, D-37079 Gottingen —

www.biometra.com
¢ Bio-Rad Laboratories GmbH, Heidemannstrale 164, D-80939 Miinchen — www.bio-rad.com
¢ Brand GmbH & Co.KG, Otto-Schott Straflie 25, D-97877 Wertheim — www.brand.de
e Carl Roth GmbH & Co.KG, Schoemperlenstrafie 1-5, D-76185 Karlsruhe — www.carl-roth.de
e Corel Corporation, Edisonstrafie 6, D-85716 Unterschleifheim — www.corel.com
e Desaga GmbH, In den Ziegelwiesen 1-7, D-69153 Wiesloch
o Eppendorf AG, Barkhausenweg 1, D-223339 Hamburg —www.eppendorf.com
o ExPASy Proteomics Server — www.expasy.org
o Fisher Sientific GmbH, Im Heiligen Feld 17,D-58239 Schwerte — www.thermofisher.com
¢ Fluka, siehe Sigma-Aldrich Chemie GmbH
e Fuyjifilm Europe GmbH, Heesenstrafie 13, D-40549 Diisseldorf — www.fujifillm.de

¢ GE Healthcare Buchler GmbH & Co.KG, Gieselweg 1, D-38110 Braunschweig —
www.gehealthcare.com

o GIBCO, siehe Invitrogen

e GraphPad Software Inc., 11452 El Camino Real, 215 San Diego, CA 92130, USA —
www.graphpad.com

e Hereus Instruments, Kendro Laboratory Products GmbH, Robert-Bosch-Strafie 1, D-63505
Langenselbold ~-www.heraeus-instruments.de

o IKA Labortechnik, IKA-Werke GmbH & Co.KG, Janke und Kunkel-Strafie 10, D-79219 Staufen
— www.ika.net

e Integra Biosciences GmbH, Ruhberg 4, D-35463 Fernwald — www.integra-biosciences.de

e Invitrogen GmbH (Invitrogen, GIBCO), Technologiepark Karlsruhe, Emmy-Noether-StraBe 10,
D-76131 Karlsruhe — www.invitrogen.com

¢ Kleinfeld Labortechnik, Elbingerdderstrale 1, D-30989 Gehrden — www .kleinfeld-labor.com

e Knick Elektronische Messgerdte GmbH & Co.KG, Beuckestrafie 22, D-14163 Berlin —
www.knick.de

e Matrix Science Ltd., 64 Baker Street, London W1U 7GB, UK — www.matrixscience.com

e Merck KgaA, Frankfurter Strafie 250, D-64293 Darmstadt — www.merck.de

e Microsoft Corporation, One Microsoft Way, Redmond, WA 98052-6399 — www.microsoft.com
e Millipore GmbH, Am Kronenberger Hang 5, D-65824 Schwalbach — www.millipore.de

¢ Molecular Devices GmbH, Gutenbergstrafie 10, D-85737 Ismaning/Miinchen —
www.moleculardevices.com

« NCBI (National Center for Ciotechnology Information) — www.ncbi.nlm.nih.gov
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o Novex, siehe Invitrogen

¢ Nunc GmbH und Co.KG, Hagenauer Strafie 21A, D-65203 Wiesbaden — www.nuncbrand.com

e Perbio Science Deutschland GmbH, Adenauerallee 113, D-53113 Bonn — www.perbio.com

e PerkinElmer Life And Analytical Sciences Inc., 940 Winter Street, Waltham, Massachusetts
02451, USA — http://las.perkinelmer.com

¢ Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Sandhofer Strafie 116, D-68305 Mannheim
— www.roche-applied-science.com

e Sarstedt AG & Co., Rommelsdorfer Strafle, Postfach 1220, D-51582 Niirmbrecht —
www.sarstedt.com

e Satorius AG, Weender Landstrafie 94-108, D-37075 Gottingen — www.sartorius.com

¢ SERO-Med GmbH, Margaretengiirtel 100-110, A-1050 Wien — www.seromed.com

e Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Eschenstrasse 5, D-82024 Taufkirchen bei Miinchen —
www.sigmaaldrich.com

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zellpassage

Die Zelllinie RAW B wurde in DMEM-Vollmedium (DMEM-VM) bei 37°C und 7% CO; in
wasserdampfgesattigter Atmosphére kultiviert. Es wurden 750 ml-Zellkulturflaschen verwen-
det, das Mediumvolumen pro Flasche entsprach 30 ml. Sobald die Zellen zu einem konfluenten
Rasen herangewachsen waren, wurden sie in einer Verdiinnung von 1:10 passagiert. Dafiir
wurde das Medium abgenommen und die Zellen in PBS mit einem Schaber vom Boden abge-
16st. Die Zellsuspension wurde in 50 ml Reaktionsrohrchen tiberfithrt, fiir 5min bei 4°C und
470x g in der Megafuge 1.0 R zentrifugiert und das Zellpellet in frischem DMEM-Vollmedium
aufgenommen.

2.2.1.2 Herstellen von Zellkulturiiberstinden zur Enzymreinigung

Die Zelllinie RAW B wurde in groflen Zellkulturflaschen in DMEM-VM herangezogen, bis
ein fast konfluenter Zellrasen entstanden war. Dann wurde das VM abgezogen, der Zellrasen
zwei Mal mit PBS gewaschen und die Zellen fiir zwei Tage in FCS-freiem DMEM mit 30 mM
NH,CI kultiviert. NH4C1 verhindert das Ansiduern von Endosomen und 16st so die Sekretion
lysosomaler Proteine in den Zellkulturiiberstand aus. Nach zwei Tagen wurden die Zellkultu-
ritberstinde abgenommen, in Amicon-Ultrafiltrationseinheiten (Millipore) eingeengt und das
Konzentrat bis zur weiteren Bearbeitung bei -20°C aufgehoben. Die RAW B-Zellen wurden
zur Regeneration wieder fiir zwei Tage in DMEM-VM gehalten.

2.2.1.3 Zellen einfrieren

Pro 1ml-Reaktionsréhrchen wurden 5x 106 bis 1x 107 Zellen eingefroren. Die entsprechende
Anzahl Zellen wurde zunéchst in DMSO-freien Einfriermedium aufgenommen. Anschlieflend
wurde sehr langsam das gleiche Volumen Einfriermedium mit 20% DMSO unter standigem
leichten Schiitteln trépfchenweise hinzugefiigt. DMSO verhindert, dass die Zellen durch den
Einfrierprozess beschédigt werden. Zum Einfrieren wurden die Zellen in einer Styroporbox bei
-80°C gelagert. Zur langfristigen Lagerung wurden sie in einen Stickstoff-Tank tiberfiihrt.
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2.2.1.4 Zellen auftauen

Es wurden ca. 10 ml Vollmedium auf 37°C vorgewarmt. Die Zellen wurden bei 37°C vorsichtig
aufgetaut, bis nur noch ein kleiner Rest Eis im Tube verblieben war. Die Zellsuspension wurde
dann sofort in ein 15 ml-Reaktionsrohrchen iiberfithrt und tropfenweise das warme Medium
hinzugefiigt. Anschliefend wurden die Zellen noch drei Mal mit Medium gewaschen, um das
DMSO vollstandig zu entfernen.

2.2.1.5 Praparation von Lysosomen

Die Préparation der Lysosomen erfolgte nach [189]. In 750 ml-Zellkulturflaschen wurden die
Zellen zu einem konfluenten Rasen herangezogen. Alle Schritte der Praparation erfolgten auf
Eis. Die Zentrifuge wurde auf 4°C gekiihlt. Nachdem der Zellkulturiiberstand entfernt wor-
den war, wurden die Zellen einmal mit HB-T-Sucrose-Puffer gewaschen und anschlieend in
demselben Puffer abgeschabt. Die Zellsuspensionen aller Flaschen wurden in 50 ml-Falcon-
Rohrchen gesammelt und die Zellen schliefilich bei 470 x g fiir 5 min abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 3ml Lysepuffer aufgenommen, die Suspension in einen Zellhomogenisator tiberfiihrt
und die Zellen durch 10- bis 25-maliges Stempeln mit einem feinen Stempel aufgeschlossen.
Wiéhrenddessen wurde nach jeweils 5-maligem Stempeln die Lyseeffizienz mikroskopisch kon-
trolliert. Es sollte dadurch sicher gestellt werden, dass moglichst viele Zellen lysiert, jedoch
moglichst wenig Kerne beschiadigt wurden. Wenn etwa 80% der Zellen aufgeschlossen waren
(mikroskopische Kontrolle), wurde die Suspension fiir 10 min bei 1105 x g zentrifugiert. Hierbei
wurden Kerne und nicht-lysierte Zellen pelletiert, wihrend das vesikuldre Material der lysier-
ten Zellen im Uberstand blieb. Es folgte abermals eine Zentrifugation und der resultierende
Uberstand wurde mit dem des ersten Spins vereint. Das Pellet wurde noch zweimal mit je
1ml Lysepuffer gewaschen. Vom Gesamtlysat und vom Pellet des letzten Spins wurde jeweils
ein 100 pl Aliquot genommen. Das vereinigte Homogenat wurde noch dreimal abzentrifugiert,
fiir 5 min bei 37°C mit DNAse (1:5000) inkubiert und erneut abzentrifugiert. Die Pellets wur-
den jeweils verworfen. Vom resultierenden kern- und zellfreien Uberstand wurde abermals ein
100 pl Aliquot genommen. Anschliefend wurde er in 3 ml-Portionen auf je 10 ml einer 30%igen
Percollésung in HB-T-Sucrosepuffer geschichtet und fiir 21 min bei 25 000 x g ohne Bremse zen-
trifugiert. Dadurch bildete sich im Percoll ein Gradient aus, der mit Hilfe einer Pasteurpipette
in 1 ml-Fraktionen geerntet wurde. Die Fraktionen wurden 1:1 mit HB-T-Puffer ohne Sucro-
se verdiinnt und anschliefend fiir 1 h einer Ultrazentrifugation bei 100000 x g unterworfen.
Hierbei wurde das in den jeweiligen Fraktionen befindliche Zellmaterial pelletiert. Die Pellets
wurden in HB-T-Puffer aufgenommen und die Vesikel durch mehrmaliges Einfrieren in fliis-
sigem Stickstoff und Auftauen und durch Ultraschallbehandlung aufgebrochen. Eine erneute
Ultrazentrifugation bei gleichen Bedingungen pelletierte die Vesikelmembranen, wiahrend der
Uberstand den 16sliche vesikuliren Inhalt enthielt. Die Fraktionen wurden auf Aktivitdt von
Markerenzymen getestet wie in [113] beschrieben.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Konzentrationsbestimmung mittels BCA

Die Proteinbestimmung nach der BCA-Methode zeichnet sich durch eine geringe Empfind-
lichkeit gegeniiber Salzen und Detergenzien aus. Sie beruht auf der Bildung eines Cul*-
Bicinchoninséure(BCA)-Komplexes mit einem Absorptionsmaximum von 562nm.

Fiir Proteinkonzentrationen ab 20 ug/ml wurde das ,BCA* Protein Assay Reagent“, fiir
Proteinkonzentrationen von 1-20 ug/ml wurde das ,Micro BCATM Protein Assay Reagent®
Kit verwendet (Perbio).

Die Standardreihen wurden mit BSA (Rinderserumalbumin) erstellt. Beide Tests wurden
in Mikrotiterplatten nach den Anweisungen des Herstellers durchgefithrt und bei einer Wel-
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lenldnge von 562 nm gemessen.

2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass sich in saurer Losung das Absorptionsmaximum
von Coomassie Brillantblau G250 von 465 nm nach 595 nm verschiebt, wenn der Farbstoff an
Protein gebunden wird. Es wurde das ,,Protein Assay-Reagenz“ (Bio-Rad) verwendet. In Mi-
krotiterplatten wurden je 10 ul konzentrierte oder verdiinnte Probe vorgelegt und je 200 ul
fertiges Bradford-Reagenz hinzugefiigt. Es wurde auf jeder Platte eine Standardreihe mit BSA
(Duplikate) angefertigt. Die Messung erfolgte im Spektrometer (ELISA-Reader) bei einer Wel-
lenlénge von 595 nm.

2.2.2.3 SDS-Gelelektrophorese

Fiir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden sowohl selbst gegossene Gele,
als auch kommerzielle Gradientengele (Perbio oder Bio-Rad) eingesetzt. Es wurden das Mini-
und das Criterion-Polyacrylamid-Elektrophoresesystem von Bio-Rad verwendet. In der Regel
wurden die Proteine vor SDS-PAGE mittels Aceton- oder TCA/DOC-Féllung (s.u.) pelletiert.

Zum GieBen der selbst gefertigten Gele wurde die Giefistdnde entsprechend den Vorgaben
des Herstellers zusammengebaut. Zuvor wurden die Glasplatten und die Kdémme sorgfaltig
Detergenz und 70%igem Ethanol gereinigt, um Verschmutzungen zu beseitigen. Es wurden
10%ige, 12%ige und 15%ige Gele nach Tab.2.1 gegossen.

Beim Mischen der Zusdtze wurde darauf geachtet, dass keine Blasen entstanden. Zuerst
wurden die Trenngele gegossen und bis zur Aushirtung mit 2-Butanol iiberschichtet, um eine
gerade Geloberkante zu erhalten. Nach Polymerisation wurden sie mit der Sammelgelmischung
iiberschichtet und ein Taschenkamm eingesetzt. Die Proben wurden vor der Beladung mit
4-fachem Probenpuffer versetzt und fiir 5 min gekocht, die Geltaschen wurden mit ddH;O
gespiilt. Die Pufferreservoirs der Gellautkammer wurden mit Laufpuffer gefiillt und die Taschen
mit einem Proteinstandard und den Proben beladen. Die Gele liefen zunéchst bei 15 mA pro
Gel, bis die Lauffront das Sammelgel gerade verlie}, dann mit 30 mA pro Gel, bis die Lauffront
das Trenngel verlieB. Im Anschlu wurden die Gele mit Coomassie oder Silber gefirbt (s.u.).

Die von Perbio bezogenen 4-20%igen Gradienten-Minigele wurden analog behandelt. Sie
liefen jedoch mit BupH Tris-HEPES-SDS Laufpuffer derselben Firma bei konstant 100 V.

Das Criterion-Gelsystem erlaubt den Lauf von etwas grofieren Gelen, was eine etwas bessere
Trennung der Proteine ermdoglicht. Die Kammer wurde entsprechend der Herstellerangaben
verwendet. Zum Einsatz kamen Criterion XT Bis-Tris 4-12%Gradientengele, als Laufpuffer
diente XT MES Puffer (alles Bio-Rad). Die Gele liefen bei zunéchst bei 100, dann bei konstant
150 V.

Tabelle 2.1: Pipettierschema von Trenn- und Sammelgel fiir 5 Minigele

Trenngel Sammelgel
Gelkonzentration 10% 12% 15%
ddH->0O 12,5ml 10,5 ml 7,5ml 9ml
Unterer Gelpuffer 7,5ml 7,5ml 7,5ml
Oberer Gelpuffer 3,75 ml
Acrylamid 10 ml 12ml 15ml 2,25 ml
APS 100 pl 100 pl 100 pl 76,5 ul
TEMED 15 pul 15 pl 15 pl 22,5 ul
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2.2.2.4 Farbung von Proteingelen

Es wurden zwei Farbemethoden angewendet, die Coomassie- und die Silber-Farbung. Wé&h-
rend die Coomassie-Farbung die anschlieBende Analyse der Proteine im Massenspektrometer
erlaubt, ist dies nach der sensitiveren Silberfdrbung nicht moglich.

Coomassiefarbung Coomassie ist ein Indigofarbstoff, der durch hydrophobe Interaktion
an Protein bindet. Zur Verwendung kam entweder die ,Imperial Stain“ Losung (Perbio) oder
es wurde mit Coomassie G-250 (Sigma-Aldrich) wie folgt gefarbt.

1. Fixierung: 50% Methanol, 2% Phosphorsiaure in Wasser tiber Nacht.
2. Waschen: 3x30 min in Wasser.

3. Inkubation: 34% Methanol, 2% Phosphorsiure, 17%Ammoniumsulfat in Wasser fir
60 min.

4. Farbung: 34% Methanol, 2% Phosphorsaure, 17%Ammoniumsulfat, 0,066% Coomassie
Blue G-250 fiir fiunf Tage.

5. Spiilen: 25% Methanol fiir maximal 1 min.

6. Lagern: in Wasser.

Silberfarbung Bei der Silberfirbung bilden Silberionen Komplexe mit den Carboxyl- und
Sulfhydrylgruppen der Proteine. Alkalisches Formaldehyd reduziert das Ag' zu metallischem
Silber. Der Vorteil dieser Methode ist ihre grofle Empfindlichkeit. Es kénnen noch Proteinban-
den gefdrbt werden, die eine Proteinmenge im untersten Nanogrammbereich enthalten.

Fiir die Silberfirbung der Gele wurde das Silberfarbungskit , Roti-Black P (Carl Roth)
verwendet. Nach der Elektrophorese wurden die Gele bei 4°C iiber Nacht oder eine Stunde
bei Raumtemperatur in Fixierlosung gelagert. Es folgten drei 10-miniitige Waschschritte mit
Waschlosung. Anschlieend wurden die Gele fiir 1 min in Sensibilisierungslésung geschwenkt,
dreimal kurz gewaschen und fiir 20 min in die Silberimpragnierungslosung eingelegt. Nach
zweimaligem Waschen wurden die Proteinbanden mit Entwicklungslosung sichtbar gemacht.
Als die Entwicklung eine angemessene Stérke erreicht hatte, wurde kurz mit ddH,O gewa-
schen und die Entwicklungsreaktion durch Behandlung mit der Stoplésung beendet. Es erfol-
ge eine 30-miniitige Behandlung mit Waschldsung und eine 60-miniitige mit glycerinhaltiger
Trocknerlésung. Danach wurden die Gele zwischen zwei Celluphanblatter gelegt, eingescannt
und getrocknet.

2.2.2.5 Konzentration von Proteinen

Acetonfiallung Die Proteinlésung wurde auf Eis mit 4 Teilen Aceton versetzt und anschlie-
Bend fiir mindestens eine Stunde bei -20°C inkubiert. Anschliefend wurde das Proteinprazipitat
fiir 25 min bei 13000rpm in der Tischzentrifuge pelletiert, der Uberstand abgenommen und
das Pellet getrocknet.

DOC/TCA-Fallung Die Probe wurde im Verhéltnis von 1:9 (v/v) mit 0,15%ger wéssri-
ger DOC(Desoxycholat)-Losung versetzt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlieffend wurde im Verhéltnis von 1:9 72%ige TCA (Tricholoressigsiure) hinzugefiigt, leicht
geschiittelt und bei 4°C fiir eine Stunde oder iiber Nacht gefillt. Das Prazipitat wurde fiir
25 min bei 13000 rpm in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das Pellet wurde schlief8lich ein
Mal mit 80%igem Aceton gewaschen, wieder abzentrifugiert und getrocknet.
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Ammoniumsulfatfallung Die Ammoniumsulfatfallung erlaubt eine Konzentration der
Proteine unter Beibehaltung ihrer biologischen Aktivitat. Diese Methode wurde verwendet,
um Proteine aus Zellkulturiiberstdnden auszuféllen. Unter Rithren wurde langsam bei Raum-
temperatur solange Ammoniumsulfatsalz zu den Proben hinzugefiigt, bis die gewiinschte Salz-
konzentration erreicht war. Die prézipitierten Proteine wurden abzentrifugiert, in Puffer auf-
genommen und dialysiert.

Ultrafiltration Mittels Ultrafiltration lassen sich Proteinlésungen iiber Zentrifugation
durch einen Filter bzw. eine Membran konzentrieren. Es wurden Amicon-Ultrazentrifugations-
rohrchen (Millipore) mit einem Ausschlussvolumen von 5, 10 oder 30 kDa verwendet. Amicons
erlauben die Konzentration von bis zu 15 ml Ausgangslosung auf 5-500 ul.

2.2.2.6 Dialyse

Die Dialyse ist eine klassische Methode, um kleine unerwiinschte Molekiile in Lésungen von
Markromolekiilen abzutrennen. Dieses geschieht iiber selektive Diffusion durch eine semiper-
meable Membran. Zum Pufferaustausch mittels Dialyse wurden unterschiedliche Dialysemem-
branen verwendet. Grole Volumina von 20-100 ml wurden mittels Dialyseschlauch (Visking,
Carl Roth) gegen Volumen von 2-51 dialysiert.

Fiir kleinere Volumen von 0,5-12 ml wurden die Dialyserahmen Slide-A-Lyzer (Perbio) mit
einem Ausschlussvolumen von 3,5 oder 7kDa verwendet. Sehr kleine Volumen von bis zu 0,1 ml
wurden mit den Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Units umgepuffert.

2.2.2.7 Deglykosylierung

Es kamen native und denaturierende Methoden zur Deglykosylierung zum Einsatz. Die native
Deglykosylierung erfolgte enzymatisch mit dem ,Native Protein Deglycosylation Kit* (Sigma-
Aldrich), welches die Endoglykosidasen F1, F2 und F3 enthélt oder mit PNGase F (Roche)
unter nativen Bedingungen. Da die Zuckerketten am nativ gefalteten Protein nicht immer
frei zugénglich sind, sind hier lange Inkubationszeiten bis zu mehreren Tagen notig, um eine
moglichst vollstandige Deglykosylierung zu erreichen. So wurden die Ansétze bis zu 5 Tagen
bei 37°C inkubiert. Dabei wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.

Fiir die Deglykosylierung unter denaturierenden Bedingungen wurde ebenfalls PNGase
F verwendet. Zusétzlich wurde eine chemische Deglykosylierung versucht, wobei das ,,Gly-
coProfile IV Deglycosylation Kit“ eingesetzt wurde. In beiden Fillen wurde auch hier nach
Herstellerangaben vorgegangen.

2.2.3 Liposomenherstellung

Zunéachst wurden Stocklésungen der Lipide hergestellt. Die Lipide wurden dazu in einem ge-
eigneten Losungsmittel, meistens Chloroform:Methanol im Verhéltnis 2:1, aufgenommen und
bei -20°C aufbewahrt. Aus diesen Stocks wurden die im jeweiligen Versuch gewtinschten Lipid-
mischungen und -mengen in einem Glasgefifl zusammenpipettiert. Der Lipidansatz wurde ge-
mischt (gevortext) und das Losungsmittel unter Stickstoffbegasung abgedampft. Anschlieflend
wurden die letzten Spuren von Lésungsmittel durch Gefiertrocknung unter Vakuum entfernt.
Der zuriickgebliebene Lipidfilm wurde im gewiinschten Puffer fiir 30 min bei 37°C hydratisiert
(Gesamtkonzentration ca. 600 pmol/1). Hierbei kommt es zur Quellung des Lipids und einer
spontanen Vesikelbildung.

Die Lipidsuspension wurde zehn Zyklen von Einfrieren in fliissigem Stickstoff und Auftauen
(37°C Wasserbad) unterworfen. Diese Fraktion wurde in den Versuchen mit multilamellaren
Vesikeln (MLVs) eingesetzt.
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Zur Herstellung von grofien unilamellaren Vesikeln (LUVs) wurde die Lipiddispersion mit-
tels eines Extruders (Avestin) 20-30 Mal durch zwei aufeinander gelegte Polycarbonatfilter mit
einer definierter Porengréfie von 100 nm gepresst.

Kleine unilamellare Vesikel (SUVs) wurden erhalten, indem die MLV-Suspension fiir 45 min
mit Ultraschall in einem Ultraschall-Wasserbad behandelt wurde.

Es kamen Liposomen mit unterschiedlichen Lipidzusammensetzungen zum Einsatz. Zwei
Zusammensetzungen wurden besonders héufig verwendet und seien hier beschrieben. Abwei-
chungen sind bei den entsprechenden Experimenten im Ergebnisteil angegeben.

Das ,,Grundliposom* besteht nur aus den zwitterionischen, also in der Summe neutralen,
Lipiden PC, PE und SM zu den Anteilen 50% PC, 15% PE und 35% SM.

Beim ,, Komplettliposom“ orientiert sich die Zusammensetzung der Lipide an der, die
von Kobayashi et al.[105] fiir das spate endosomale Kompartiment publiziert wurde: 50% PC,
15% PE und 6% SM, 7% PI, 7% PS und 15% BMP. Im Gegensatz zum Grundliposom sind hier
also noch die anionischen Lipide PI, PS und BMP vorhanden, so dass das Liposom eine negativ
geladene Membranoberflache erhalt.

Zur Messung der PLA-Aktivitdt wurde den Liposomen 5 pmol radioaktiv markiertes PC
(**C am sn-2 Palmitoylrest) zugesetzt. In den Assays wurden je 20 nmol Liposomendispersi-
on/40 pl pro Versuchsansatz eingesetzt.

2.2.4 Phospholipase-Assays

PLA - und A,-Aktivititen wurde mit *C-markiertem Phosphatidylcholin detektiert, wo-
bei die zweite Fettsauregruppe die Markierung trug (L-3-Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-
(1-**C)palmitoyl). Das markierte Lipid wurde 1:1000 mit nicht-markiertem verdiinnt, so dass
jeder Versuchsansatz 4,8 pmol heifles und 4,8 nmol kaltes Phosphatidylcholin enthielt. Das
Lipid wurde in chloroformbesténdigen 1,5 ml-Testréhrchen getrocknet, in 30 ul Assaypuffer
(enthélt 0,1% Triton X-100) pro Ansatz aufgenommen und fiir 1 min im Ultraschallbad soni-
fiziert. Anschliefend wurden zu jedem Ansatz 5-10 ul der zu testenden Probe pipettiert. Die
Versuchsansétze wurden fiir 30-60 min bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Die Enzymreaktion
wurde gestoppt, indem die Proben in fllissigem Stickstoff eingefroren und anschlieflend lyophi-
lisiert wurden. Die getrockneten Proben wurden in Chloroform/Methanol 2:1 aufgenommen
und mittels High Performance Thin Layer Chromatography (Hochauflésende Diinnschichtchro-
matographie, HPTLC) aufgetrennt.

Um die Enzymaktivitit gegen andere Phospholipide zu messen, wurde mit diesen Lipiden
analog vorgegangen.

PLD-Aktivitiat: Die Messung von PLD-Aktivitit erfolgte bei pH 4,5, pH 5,6 oder pH 7,4,
wobei fiir die sauren pH-Bereiche 50 mM Natrium-Acetat-Puffer und im neutralen 50 mM
Tris-HCI-Puffer verwendet wurde. Die Puffer enthielten 100 mM KCI, um bei physiologischer
Osmolaritit zu arbeiten. Zudem wurden 2mM, 5mM, 10 mM oder 20 mM CaClsy zugesetzt,
da viele PLDs Kalzium benétigen. In der Regel war zusétzlich Triton X-100 zugegen. Da von
vielen PLDs bekannt ist, dass Dieethylether im Assay deren Aktivitit steigert, wurden einige
Assays in Gegenwart von 20vol% Ether durchgefiihrt. Des Weiteren bevorzugen einige PLDs
Alkohole gegeniiber Wasser als Nukleophil. Aus diesem Grund wurden ebenfalls Assays unter
Zusatz von 2vol% Ethanol durchgefiihrt.

In den meisten Féllen diente radioaktives PC zur Detektion. Es wurden aber auch Tests an
anderen, radioaktiv-markierten, Phospholipiden (PS, PI, PE (siehe Material)) durchgefiihrt.

Die Versuchsansétze enthielten 100 pul Gesamtvolumen, wurden fiir 30-60 min bei 37°C in-
kubiert, lyophilisiert und iiber HPTLC getrennt. Zur Kontrolle wurden die Lipide mit PLD
aus Brassica oleracea (Sigma-Aldrich) bei pH 5,6, 30°C, verdaut und die Kontrollansitze bei
der HPTLC mitlaufen gelassen.
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2.2.4.1 HPTLC

Die Proben wurden punktférmig auf HPTLC-Platten der Gréfie 20x 20 cm? (Merck) aufge-
tipfelt. Der Probenauftrag erfolgte auf einer Linie, die 1,5 cm vom unteren Rand entfernt lag.
Die Zentren der Probenpunkte hatten einen Abstand von je 1cm zueinander. Das Laufmit-
tel setzte sich zusammen aus 65 Teilen Chloroform, 25 Teilen Methanol und 4 Teilen Wasser
und bedeckte den Boden der Laufkammer mit einer Hohe von etwa 4 mm. Die HPTLC-Platte
wurde in die Kammer gestellt, nachdem die Atmosphére vollstindig mit Losungsmittel gesét-
tigt war, und entfernt, nachdem die Laufmittelfront ca. 1-2 cm von der oberen Kante entfernt
war. Nachdem die Platte getrocknet war, wurde iiber Nacht eine Phosphoimager-Filmplatte
aufgelegt, die am néchsten Tag mit dem Phosphoimager mit Hilfe des Programms BASReader
ausgelesen wurde.

Quantifizierung Die Quantifizierung erfolgte mit dem Programm ,,Advanced Image Da-
ta Analyser®. Es wurde hierbei ermittelt, wie viel Prozent des im Versuchsansatz eingesetzten
Lipids durch die Phospholipase Ai-Aktivitéit geschnitten wurde. Die Intensitdt der Schwér-
zung von Ausgangs- und Schnittprodukt zusammen wurde als 100%-Wert definiert. Eine auf
dem Film vollig ungeschwérzte Stelle gleicher Gréfle wurde als Null-Wert herangezogen. Mit
Hilfe dieser Eckwerte wurde schliefilich berechnet, wie viel Prozent der Gesamtschwérzung das
Schnittprodukt und wie viel das Ausgangsprodukt ausmachten. Diese Prozentzahlen wurden
in Molmengen umgerechnet, so dass die umgesetzte Molmenge pro Stunde berechnet wer-
den konnte. Um die getesteten Proben direkt miteinander vergleichen zu konnen, wurde die
Aktivitat schliellich auf die eingesetzte Gesamtproteinmenge bezogen.

Farben von HPTLC-Platten In den Féllen, wo kein radioaktiv-markiertes Lipid ein-
gesetzt worden war, wurde die HPTLC-Platte nach dem Lauf getrocknet und mit Rhodamin
B-Losung (Fluka) gleichméfig eingespriiht. Die Lipide konnten anschliefflend unter UV-Licht
sichtbar gemacht werden.

2.2.5 Methoden zur Enzymreinigung

2.2.5.1 Renaturierung

Vortests Zunichst wurden Vortests durchgefiihrt, ob und wie die Enzymaktivitiat renatu-
riert werden kann. Dafiir wurde die PLA-Probe zunéchst auf verschiedene Arten im Reagenz-
rohrchen denaturiert. Dieses geschah zum einen mittels Zusatz von 2mM oder 5 mM SDS und
anschliefender Inkubation bei verschiedenen Temperaturen (37°C, 60°C oder 80°C). Zudem
wurde durch Zugabe von 6 mM Urea denaturiert. Ein anschlieBender PLA;-Test stellte sicher,
dass die Aktivitat komplett verloren gegangen war. In einigen Fallen wurde die PLA;-Probe
zuvor denaturierend deglykosyliert (PNGase Verdau, siehe 2.2.2.7).

Die denaturierte Probe wurde 10fach mit Renaturierungspuffer verdiinnt. Nach Inkubation
iiber Nacht bei Raumtemperatur wurde die PLA-Aktivitdt in den Ansétzen gemessen.

Renaturierung aus SDS-PAGE Vor dem Auftrag auf das Gel wurde die Probe in
reduzierendem Probenpuffer (3-Mercaptoethanol) fir 15 min auf 60°C erhitzt. Nach der Gel-
elektrophorese wurde die Gelspur in Streifen geschnitten und die Gelstiickchen mit einem
Pistill nach Zusatz von 100 mM Tris-HCl-Puffer, pH 7,6, im Reagenzréhrchen zerkleinert. Der
“Gelschlamm® wurde zur Elution der Proteine iiber Nacht bei Raumtemperatur rigoros ge-
schiittelt und am néchsten Tag mit Renaturierungspuffer versetzt. Einen weiteren Tag spéter
wurden die Proben auf PLA-Aktivitdt untersucht.
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2.2.5.2 Triton X-114 Phasentrennung

Erhitzt man eine wéssrige Triton X-114 Losung auf Temperaturen von iiber 22°C (Wolken-
punkt), so formen sich unlésliche Detergenzaggregate. Zentrifugation bei niedrigen Geschwin-
digkeiten erlauben eine saubere Phasentrennung in eine obere, detergenzarme, und eine unte-
re, detergenzreiche, Phase. Proteine kénnen sich je nach ihren lipophilen Eigenschaften in der
einen oder anderen Phase anreichern. Die Phasentrennung wurde bei pH4 und pH 7 durchge-
fithrt. Das Detergenz wurde zunéchst zwei Mal mit Puffer vorkondensiert. Zu diesem Zweck
wurde es auf Eis im jeweiligen Puffer gelost und die Losung anschliefend fiir 5 min auf 37°C
erwarmt, um die Phasentrennung zu induzieren. Nach 3 miniitiger Zentrifugation bei 4000 rpm
und 30°C in der Tischzentrifuge wurde die obere wéssrige Phase entfernt und die untere Deter-
genzphase wieder in Puffer resuspendiert. Nach zweimaliger Vorkondensation wurde schliellich
die Probe hinzugefiigt und analog verfahren. Nach der ersten Phasentrennung wurden beide
Phasen einer weiteren Trennung unterzogen, indem die Detergenzphase nochmals mit Puffer,
und die wéssrige Phase nochmal mit Triton X-114 versetzt wurde. Im Anschluss wurden alle
Fraktionen auf PLA;-Aktivitat getestet.

2.2.5.3 FPLC-Chromatographie

FPLC steht fiir Fast Protein Liquid Chromatographie. Mit dieser Methode kénnen Gelfiltra-
tionen oder Ionenaustauschchromatographien durch Anlegen von Drucken mittlerer Stérke in
relativ kurzer Zeit (30-60 min) mit besseren Trennergebnissen gefahren werden, als diese bei
Niederdruckverfahren erreicht werden. Die FPLC besitzt eine hohe Reproduzierbarkeit und es
konnen beliebige Gradienten eingestellt werden.

Vortests Im so genannten Batchverfahren kann vor Anwendung einer Chromatographie
getestet werden, ob sich ein bestimmtes Sdulenmaterial fiir die Reinigung eignet. Der Test er-
folgt im Reaktionsrohrchen. Die Probe wird dabei unter verschiedenen Pufferbedingungen mit
dem Sidulenmaterial versetzt und inkubiert. AnschlieBend wird der Uberstand abgenommen
und auf das zu reinigende Protein hin untersucht. SchliefSlich wird in Stufen eluiert und die
Eluate ebenfalls auf das Protein getestet. Das Batchverfahren wurde auch in dieser Arbeit ver-
wendet, um Chromatographie-Matrices und -Bedingungen auf ihre Eignung zur Reinigung von
PLA; zu testen. Dabei wurde folgende Sdulenmaterialien getestet (von Amersham Biosciences
und Applied Biosystems):

e Starker Anionenaustauscher: Poros 20 HQ, Mono Q, Mini Q

¢ Schwacher Anionenaustauscher: Poros PI, DEAE Sepharose

o Starker Kationenaustauscher: Poros 20 HS

¢ Schwacher Kationenaustauscher: Poros 20 CM

e« Hydrophober Anionenaustauscher: Phenyl- und Octyl-Sepharose Fast Flow
¢ Blue Sepharose: Fast Flow

o Lektine: Weizenkeimagglutinin (WGA) -Sepharose, Jacalin-Agarose, Concanavalin A
(Con A)-Sepharose

Die Kopplung an die Ionenaustauscher und Blue-Sepharose erfolgte bei niedriger Ionen-
starke (20mM), in den meisten Féllen in Tris-HCl] oder Natriumacetat-Puffer. Fiir die Anio-
nenaustauscher wurden die pH-Werte 6-9 getestet, fiir die Kationenaustauscher pH 3-5. Blue
Sepharose wurde bei neutralem und leicht basischem pH verwendet. Die Elution erfolgte durch
stufenweise Erhohung der Salzkonzentration (50 mM, 100 mM, 300 mM, 500 mM, 1 M NaCl,
bei Blue Sepharose bis zu 2M) oder durch pH-Wert-Anderung. Die Uberstéinde und Eluate
wurden anschlieflend auf PLA-Aktivitat hin untersucht.
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Hydrophober Austausch erfordert bei der Bindung hohe Salzkonzentrationen. Es wurden
1M NaCl und 1 M Ammoniumsulfat ausprobiert. Elution erfolgte durch stufenweise Erniedri-
gung der Salzkonzentration.

Die Lektin-Matrices wurden nach den Protokollen der Herstellen gewaschen. Bindung er-
folgte in Tris-HCl-Puffer bei neutralem pH-Wert. Von WGA wurde mittels N-Acetylglucosamin
eluiert, von Con A mit a-Methylmannosid, von Jacalin-Agarose mit Melibiose.

2.2.5.4 Anionenaustausch-Chromatographie

Tonenaustausch-Chromatographien nutzen Unterschiede in Vorzeichen und Gréfe der Nettola-
dung von Proteinen bei gegebenen pH-Wert aus. Die hierfiir verwendeten Sdulen sind mit einem
synthetischen Harz gefillt, an das geladene Gruppen gebunden sind. Im Falle der Anionen-
austausch-Chromatographie sind dies positiv geladene Gruppen. Je mehr negativ geladene
Gruppen ein Protein enthélt, desto besser wird es am Sdulenmaterial festgehalten. Proteine,
die neutral oder positiv geladen sind, verlassen die Sdule bereits im Durchlauf. Vor der Bela-
dung muss jede Saule so lange mit einem Puffer von niedriger Ionenstérke equilibriert werden,
bis die bei 280nm gemessene Proteingrundlinie eine konstant niedrige Absorption aufweist.
Die Saule wird anschlieflend mit der Probe beladen und wiederum mit dem Equilibrierungs-
puffer so lange gewaschen, bis die an dem S&ulenmaterial nicht-bindenden Proteine die Sdule
verlassen haben. Zur Elution wird die Ionenstérke des Puffers stufenweise erhéht, so dass die
gebundenen Proteine nach und nach von der Saule verdréngt werden. Das die Sdule verlassende
Material wird fraktioniert aufgefangen.

Es wurden zwei verschiedene Anionaustausch-Materialien verwendet: MonoQ und Source
Q1 (SQ1), beide von GE Healthcare. ,Q* bedeutet, dass die funktionelle Gruppe der Séule
ein quartidres Amin (z. B. —CHyNT(CHz)s) ist.

MonoQ-S&dule: Die Mafie der MonoQ-Saule betrugen 5 x 50 mm, das Volumen entsprach
demnach knapp 1 ml. Die Sdule wurde mit 20 mM Tris-HC1 pH 8.5, 0,05% TX-100, equilibriert.
Bei einer Flufirate von 1 ml/min wurden bis zur Elution Fraktionen von 3 ml Volumen gesam-
melt, mit Beginn der Elution wurde das Fraktionsvolumen auf 1ml reduziert. Die Elution
erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten von 0-1000 mM.

Source Q1-Saule: Es wurde eine Sdule mit den Maflen 10x 110 mm mit dem Material
SQ1 gefiillt. Als Equilibrierungspuffer wurde 40 mM Kalium-Phosphat-Puffer (KPP) pH 7.4
mit 0,05% TX-100 verwendet. Die FluBrate betrug durchgehend 2ml/min und es wurden
1 ml-Fraktionen gesammelt. Zum Eluieren wurde ein linearer NaCl-Gradient von 0-1000 mM
angelegt.

2.2.5.5 Kationenaustausch-Chromatographie

Die Kationenaustausch-Chromatographie funktioniert entsprechend dem Anionenaustausch,
mit dem Unterschied, dass die Sdule in diesem Fall negativ geladene Gruppen tragt, welche
Proteine mit positiver Nettoladung binden.

Fiir diese Chromatographie wurde eine POROS Hyper S-Saule (HS) mit 20 um Kiigelchen
von der Firma Applied Biosystems, USA, verwendet. ,S“ steht fiir eine Sulfat-Gruppe (—
CH,S03 ). Die Séule hatte einen Durchmesser von 4,8 mm und eine Lange von 100 mm, und
fafite daher ein Volumen von 1,8 ml. Als Equilibrierungspuffer wurde fiir die erste Chromato-
graphie 40 mM KPP mit einem pH-Wert von 7,2 eingesetzt, fiir die zweite Chromatographie
40 mM NaAc-Puffer mit einem pH-Wert von 5,2. Die Flufirate betrug bei beiden Chromatogra-
phien 1 ml/min und es wurde in 1 ml-Schritten fraktioniert. Eluiert wurde mit einem linearen
NaCl-Gradienten von 0-500 mM.
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Gelfiltrations-Chromatographie Die Gelfiltrations-Chromatographie wird auch Gro-
Benausschlufichromatographie genannt. Sie trennt Proteine nach ihrer Gréfle. Die Sdule enthalt
Kiigelchen aus einem quervernetzten Polymer mit definierter Porengrofle. Kleinere Proteine
koénnen das Polymer durchwandern, groflere werden ausgeschlossen, so dass den gréfleren Pro-
teinen ein kleineres Durchwanderungsvolumen zur Verfiigung steht und sie die Sdule vor den
kleineren Proteinen verlassen.

Die Gelfiltration erfolgte mit einer Superdex HR 200 10/30-Séule (Amersham Biosciences).
Equilibriert wurde die Séule mit PBS. Die Probe wurde vor der Beladung mit einer 10 kDa-
Centricon von Millipore, Deutschland, auf ein Volumen von 0,5 ml eingeengt. Bei einer Flufirate
von 0,4 ml/min wurde in 250 pl-Schritten fraktioniert (96 Well Platte).

2.2.5.6 Isoelektrische Fokussierung

Bei der isoelektrischen Fokussierung (IEF) handelt es sich um eine Elektrophorese in einem
pH-Gradienten, welcher durch ein Gemisch von Tragerampholyten aufrechterhalten wird. Die
Proteine wandern zu dem Punkt im Gradienten, an dem ihre Nettoladung gleich Null ist, dem
isoelektrischen Punkt (pI). Zur praparativen IEF wurde das Rotofor-System (Bio-Rad) nach
Herstellerangaben verwendet. In diesem geschlossenen zylindrischen System ist eine Fokussie-
rung in freier Losung und eine anschliefende Separation in 20 Proteinfraktionen moglich.

Die Proteinlésung wurde fiir die IEF auf eine Ionenkonzentration von maximal 20 mM Tris-
HCI, pH 7,4, gebracht (durch Dialyse und/oder Verdiinnung) und zu 2-5% mit Ampholyten
(Bio-Rad oder Amersham Biosciences) versetzt. Um eine Prézipitation der Proteine an ihrem
pl zu verhindern, wurden zusétzlich 0,1%DTT (reduzierendes Agens) und 0,1% Triton-X 100
hinzugefiigt.

Der Lauf erfolgte in der grofien Probenkammer in einem Gesamtvolumen von ca.55 ml bei
konstant 15 W fiir 3-5 Stunden, bis der Stromfluss konstant blieb. In der Regel betrug der
Strom in der Anfangsphase ca. 38 mA und am Ende ca. 20mA. Als Elektrolyte dienten 0,1 M
Natronlauge (NaOH) und 0,1 M Phosphorséure (H3POy).

2.2.5.7 Concanavalin A-Chromatographie

Die Concanavalin A-Chromatographie gehort zu den Affinitédtschromatographien, genauer
zu den Lektinchromatographien. Lektine binden reversibel Zuckerreste. Con A bindet a-D-
Glucose- und verwandte Reste.

Sdulenchromatographie Es wurde eine 1 ml-fassende Siule mit einem Durchmesser von
4 mm mit Con A Sepharose 4B von GE Healthcare versehen. Als Equilibrierungspuffer diente
PBS mit 0,05% TX-100. Die Flufirate betrug 0,2 ml/min und es wurden 1ml-Fraktionen ge-
sammelt. Bei der Beladung mit der Probe wurde die Séule auf 4°C gekiihlt. Kithlung férdert
die Bindung von Protein an die Sédule. Fiir die Elution hingegen wurde die Saule auf 30°C
erwarmt. Sie erfolgte mit einer 4%igen Losung von Methylmannosid in PBS.

Batchverfahren Zur Vorbereitung wurde die Sepharose zunéchst mit sieben Volumentei-
len 100 mM Tris-HCl-Puffer, pH 7,4, und anschliefend mit drei Volumenteilen Con A-Waschlo-
sung (1M NaCl, 5mM MgCly, 5mM CaCly, 5mM MnCls) gespiilt (so vom Hersteller empfoh-
len). Die Proben wurden auf eine NaCl-Konzentration von 0,5 gebracht und nachfolgend mit
Con A-Sepharose versetzt. Die Bindung der Proteine an das Con A-Material erfolgte in 50 ml-
Rohrchen iiber Nacht unter Rotation bei 4°C. Am néchsten Tag wurden die Uberstinde auf
PLA;-Aktivitat getestet, um sicher zu stellen, dass die Aktivitdt komplett an die Sepharose
gebunden hatte.

Die Con A-Sepharose wurde vier Mal mit je zwei Volumenteilen 100 mM Tris-HCI, pH 74,
100mM NaCl, gewaschen und der Waschiiberstand vereinigt. Anschliefend wurden folgende
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Elutionensschritte durchgefiihrt, wobei die Uberstéinde der einzelnen Elutionsschritte ebenfalls
vereinigt wurden:

1. Drei Volumenteile 50 mM Methylmannopyranoside in 100 mM Tris-HCI, pH 7,4, bei
Raumtemperatur.

2. Drei Volumenteile 500 mM Methylmannopyranoside in 100 mM Tris-HCI1, pH 7,4. Vor
Abnahme der Uberstiinde jeweils 15 miniitige Inkubation bei 30°C im Wasserbad.

3. Drei Volumenteile 1 M Glucose in 100 mM Tris-HC1, pH 7,4.
4. Drei Volumenteile 50 mM Natrium-Acetat-Puffer, pH 4.

2.2.5.8 Material fiir Affinitatsreinigung

Zur Affinitatsreinigung der lysosomalen PLA; wurden Affinitdtsmatrices wie folgt hergestellt:

Kopplung von 1-O-Hexadecyl-2-Azelaoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine an
EAH-Sepharose 4B. Die Kopplung erfolgte in 50 ml-Reagenzrohrchen in Anlehnung
an Rock & Snyder und Barsukov [17, 178]. 4ml der EAH-Sepharose wurden zunéchst mit
ddH50, pH4,5 (eingestellt mit HCI), dann mit 0,5M NaCl in ddH,O, pH4,5, und zuletzt
mit Dioxan/ddH20O 1:1 gewaschen. Anschliefend wurde die Sepharose in 5 ml Dioxan/ddHO
1:1 aufgenommen, mit 206 mg H-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochlorid
und 25 mg des zu koppelnden Liganden versetzt und mit Dioxan/ddH,O auf 10 ml aufgefiillt.
Der Reaktionsansatz wurde zunéchst fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur rotiert. Nach die-
ser Zeit wurde der pH-Wert mittels pH-Papier kontrolliert. Dieses ist wichtig, da der pH-Wert
wahrend der Kopplungsreaktion sinkt und durch Zugabe von NaOH wieder angepasst werden
muss. Der optimale pH-Bereich fir die Reaktion liegt bei pH 4,5-6,0. Schliellich wurde der Re-
aktionsansatz fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur rotiert. Es folgten mehrere Waschschritte,
um die gekoppelte PC-Sepharose von nicht umgesetzten Reagenzien zu befreien. Gewaschen
wurde nacheinander mit 100 ml Dioxane, 100 ml Methanol, 100 ml 1M NaCl und schliellich
150 ml 50 mM Natrium-Acetat-Puffer, pH 4,5. Nachfolgend wird dieses Affinitatsmaterial ,, PC-
Sepharose* genannt.

Kopplung von Rosenthals-Inhibitor an ECH-Sepharose 4B. Die Kopplung
erfolgte ebenfalls in 50 ml-Reagenzréhrchen in Anlehnung an Vargas-Villarreal et al., 1991
[228]. Zur Vorbereitung wurden 4 ml der ECH-Sepharose wie oben mit ddH2O, pH 4,5 (einge-
stellt mit HCl), dann mit 0,5 M NaCl in ddH5O, pH 4,5, und zuletzt mit Dioxan/ddH,0 1:1
gewaschen. Anschliefend wurde die ECH-Sepharose in 10 ml Dioxane aufgenommen, 206 mg
1,3-Dicylohexylcarbodiimide, 25 mg Rosenthals Inhibitor (Dimethyl-DL-2,3-distearoyloxypro-
pyl(2-hydroxyethyl)ammonium acetate) und 49 mg Dimethylaminopyridine (Katalysator) hin-
zugefiigt und der Ansatz fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur rotiert. Die ,, Rosenthal-Sepharose
“ wurde dann nacheinander zunéchst mit 150 ml Isopropanol, 150 ml Chloroform, 150 ml Di-
oxane, 150ml ddH5O und 150 ml 50 mM Natrium-Acetat-Puffer, pH 4,5 gewaschen.

Affinitats-Batchverfahren Vortest: Je 100 ul der PC- bzw. Rosenthal-Sepharose wur-
den in 50 mM Natrium-Acetat-Puffer, pH 4,5, mit einer der PLA;-Fraktionen aus isoelektri-
scher Fokussierung versetzt. Als Kontrolle wurden ungekoppelte EAH- oder ECH-Sepharose
mit der PLA;-Probe versetzt. Die Ansétze wurde fiir 10 min leicht geschiittelt, die Sepharose
abzentrifugiert und die Uberstinde abgenommen. AnschlieBend wurde mit dem Bindungspuf-
fer mehrfach gewaschen und folgende Puffer auf ihre Fahigkeit getestet, gebundene Proteine
zu eluieren:

1. 100mM Tris-HCI, pH 8,6
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2. wie 1. + 1 M NaCl
3. wie 1. + 3mM SDS
4. wie 1. + 6 mM Urea

Das Batchverfahren der Gesamtprobe erfolgte mit 1 ml PC-Sepharose.

2.2.5.9 Massenspektrometrische Analyse mittels LC/MS/MS

Diese Arbeiten wurden fiir uns von Heike Stephanowitz in der Gruppe von Dr. Eberhard
Krause am Forschungsinstitut fiir Molekulare Pharmakologie, Berlin, durchgefiihrt. Bei ei-
ner LC/MS/MS handelt es sich um die Kopplung einer Fliissigkeitschromatographie (LC) mit
MALDI-MS/MS. MALDI/MS/MS steht fiir Matriz-assoziierte-Laser-Desorptions-/Ionisations-
Tandem-Massenspektrometrie. Nach dem tryptischen Verdau der Proteine werden die entstan-
denen Peptide mittels LC (HPLC) aufgetrennt und die Fraktionen auf eine Maldi-Probenplatte
getiipfelt. Im Massenspektrometer werden die Peptide ionisiert, unter Hochspannung in einem
Flugrohr beschleunigt und ihre Flugzeit detektiert. Letztere gibt Aufschluss iiber die Peptid-
massen. Die MS/MS-Analyse erlaubt durch die Fragmentation der Peptide ein Sequenzbestim-
mung derselben.

Proteinverdau Die Gelstiickchen wurden mit 50% (v/v) Acetonitrile (ACN) in 50 mM
Ammoniumbicarbonat gewaschen, in ACN dehydiert und unter Vakuum getrocknet. Es folg-
te eine Inkubation mit 100ng Trypsin (Sequenzierungsgrad, Promega, Madison, WI, USA)
in 30 pl 50 mM Ammoniumbicarbonat-Losung. Nach 17h bei 37°C wurde der Verdau durch
Zugabe von 35 ul 0,3%iger Trifluoressigsiure in ACN gestoppt, der Uberstand abgenommen,
unter Vakuum getrocknet und in 10 pl 0,1% (v/v) Trifluoressigsédure und 5% ACN wiederauf-
genominen.

nanoLC und MALDI-MS/MS Die aus dem tryptischen Verdau resultierenden Pep-
tide wurden mittels eines UltiMate HPLC Systems (Dionex, Idstein, Germany) separiert und
mit Hilfe eines Probot Micro-Pipettierrobotters fraktioniert (Dionex) und auf Maldi-Target-
Platten aufgetragen. Zur LC-Separation wurden die Proben auf eine Vorsiule (PepMap C18,
Dionex) geladen und auf eine analytische Saule (PepMap C18, Dionex) eluiert. Die Sepa-
ration und Elution der Peptide erfolgte mit einer Flussrate von 200nL/min. Die mobilen
Phasen fiir die Chromatographie setzen sich wie folgt zusammen. Mobile Phase A: 0,1% TFA
in ACN/Wasser (1/19; v/v); mobile Phase B: 0,085% TFA in ACN/Wasser (4/1; v/v). Die
Elution der Peptide erfolgte mittels eines Gradienten mit 5-65% B {iber einen Zeitraum von
31 min. Das Eluat wurde direkt mit Matrix-Losung (2 mg of a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure in
1mlof 0.1% TFA in ACN/Wasser, 7:3) vermischt und anschliefend auf stédhlerne unbeschichte-
te Maldi-Target-Platten (Applied Biosystems) aufgetiipfelt. Pro LC-Lauf wurden im zeitlichen
Abstand von 10s jeweils 156 Eluat-Fraktionen auf die Platte aufgebracht.

Die Messungen erfolgten an dem nanoLC-MALDI-Massenspektrometer ,,4700 Proteomics
Analyzer“ von Applied Biosystems, Framingham, MA, USA mit einem Nd:YAG Laser (355 nm)
bei einer Frequenz von 200 Hz. Die MS-Spektren wurden im Reflektionsmodus durch die Auf-
nahme von 3000 Laserimpulsen erhalten. AnschlieBend wurden aus jeder Fraktion 5 Petidionen
fragmentiert, um MS/MS-Spektren dieser Peptide zu erhalten. Die Fragmentation erfolgte mit
einem Minimum von 4000 und einem Maximum von 8000 Laserimpulsen. Die Kollisionsener-
gie betrug 1keV und als Kollisionsgas diente Luft. Die Daten wurden mit dem GPS Explorer
(Applied Biosystems) prozessiert.

Analyse der MS/MS-Spektren Die Analyse der MS/MS-Spektren erfolgte mit Hilfe
des MASCOT Servers (Version 2.0, Matrix Science Ltd, London, UK) gegen die Proteinda-
tenbanken SwissProt und NCBI. Als Massentoleranz fiir Peptidion und Sequenzierungsionen
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wurde auf 100 ppm und 0,15 Da festgelegt. Ein Protein wurde als identifiziert angesehen, wenn
der MASCOT-Wert iiber der Signifikanzgrenze (p=0,05) lag und mindestens 2 Peptide des
Proteins gefunden wurden.
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3. Ergebnisse

3.1 Enzymreinigung

Dieser Abschnitt beschéftigt sich mit der Reinigung und Sequenzierung der lysoso-
malen PLA; aus Makrophagen, deren codierendes Gen bis heute noch unbekannt ist.
Um ein giinstiges Reinigungsprotokoll zu etablieren, wurden die géngigen Fraktionie-
rungsverfahren zur Proteinreinigung auf ihre Eignung getestet, die PLA;-Aktivitat
anzureichern. Dazu zdhlen im Wesentlichen Triton X-114-Phasentrennung, fraktionie-
rende Ammoniumsulfatfallung, Ionenaustausch-Chromatographie (Anionen-, und Ka-
tionenaustauscher), Hydrophobe Chromatographie, Chromatofokussierung, High Per-
formance Liquid-Chromatographie (HPLC), Lektin-Chromatographien (Concanavalin
A (Con A), Weizenkeimagglutinin, Jacalin) und IEF. Es stellte sich heraus, dass die
meisten dieser Methoden zur PLA;-Reinigung ungeeignet waren, da das Enzym ent-
weder nicht vom Saulenmaterial gebunden wurde, sich nach Elution in einem breiten
Bereich der Eluate wiederfand, also nicht angereichert wurde, oder ein hoher Verlust
an Gesamtaktivitit auftrat. Tabelle 3.1 gibt einen Uberblick iiber die getesteten Me-
thoden, im Methodenteil finden sich ndhere Angaben zu Material und Bedingungen
dieser Versuche.

FEine Erklarung fiir das heterogene Verhalten des Enzyms ist sein hoher Glykosy-
lierungsgrad und wahrscheinlich eine partielle Degradation der Zuckerketten. Es ist
typisch fiir Glykoproteine, dass dieselbe Polypeptidkette mit variierenden Glykosylie-
rungsgraden vorkommt, was sich auf Ladung und Masse der Proteine und damit auf
ihr Verhalten in entsprechenden Anreicherungsmethoden auswirkt. Dieses Phénomen
soll spater noch néher diskutiert werden.

Fin Losung wire gewesen, die lysosomale PLA; fiir die Reinigung komplett zu
deglykosylieren. Methoden, Proteine zu deglykosylieren, sind jedoch vor allem analy-
tischer, nicht praparativer Natur. Zudem erfordert eine quantitative Deglykosylierung

oftmals die vorhergehende Denaturierung der Proteine. Bei dem Versuch, das Enzym
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Tabelle 3.1: Getestete Reinigungsmethoden zur Anreicherung der lysosomalen PLA;-
Aktivitdt. Die markierten Methoden wurden im Weiteren fir die Reinigung verwendet.

Methode

Ergebnis

Anionenaustauscher

Kationenaustauscher

Hydrophober Austauscher

HPLC

Blue Sepharose

Lektine*

Gelfiltration*

Chromatofokussierung

Isoelektrische*
Fokussierung

TX-114 Phasentrennung

Fraktionierende
Ammoniumsulfatfallung

Native Deglykosylierung

Je nach Austauschermatrix und pH-Wert PLA; im Durchlauf oder
zum groflen Teil gebunden. Nach Elution Aktivitéit in einem breiten
Bereich an Fraktionen. Sehr schlechte Anreicherungsfaktoren (oft
unter 1), grofer Verlust an Gesamtaktivitét.

PLA; wird bei pH 3,7 gebunden, jedoch Elution von aktivem Enzym
nicht moglich.

PLA; wird nicht gebunden.

Zunachst gute Erfolge, Anreicherung von aktivem Enzym. Spéater
Inaktivierung des Enzyms auf Séule, daher Methode nicht einge-
setzt.

PLA; wird nicht gebunden.

Con A bindet PLA; komplett, Elution auch hier iiber breiten Be-
reich. Daher Ubergang zu Batchverfahren mit Stufengradient.
WGA bindet je nach eingesetzter PLA;-Probe einen mehr oder we-
niger groflen Anteil der Aktivitat. Nach Bindung schwer eluierbar.
Keine Anreicherung.

Jacalin bindet PLA; nicht.

Geringer Anreicherungsfaktor (2-3).

Aktivitat bindet, ldsst sich jedoch mittels pH-Gradient nicht eluie-
ren bzw. wird inaktiv. Daher Methode nicht geeignet.

Auch hier Fokussierung mit einer breiten Schulter, jedoch in sehr
niedrigem pH-Bereich von 3,5-4. Daher zur Abtrennung der PLA;
von einem Grofiteil der kontaminierenden Proteine geeignet, welche
hohere isoelektrische Punkte besitzen.

PLA; bleibt sowohl bei pH 4 als auch bei pH 7 zu 80% in wéssriger
Phase, wie der Grofiteil der in der Probe vorhandenen Proteine.

PLA; prézipitiert verstiarkt bei hohen (NH4)2SO4-Konzentrationen
> 70%. Der Anreicherungsfaktor von 2-3 rechtfertigt jedoch nicht
die hohen Verluste bei einer fraktionierenden Fallung (Ausbeute <
30%)

PLA; verliert Aktivitat.

unter nativen Bedingungen enzymatisch zu deglykosylieren, verlor es seine Aktivitét.

Es war daher nicht moglich, die Reinigung an der deglykosylierten Form des Enzyms

durchzufiihren.

Lediglich die Reinigung iiber Con A, die IEF und die Gelfiltration fiithrten zur

Anreicherung der Enzymaktivitdt und wurden spéter fiir die Reinigung eingesetzt.
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Abbildung 3.1: Lysosomale PLA;-

= S0 Aktivitdt gelangt in den Zellkultur-
£ 40 tberstand. Das Zellkulturmedium der
b~ 2 RAW B-Zellen wurde mit NH4Cl in den
< % angegebenen Konzentrationen versetzt und
E » 30 am ndchsten Tag die PLA:-Aktivitat im
b S Kulturiberstand gemessen. Der Null-Wert
8¢ 20 zeigt die PLA:-Aktivitit ohne Zugabe der
S 5 Base. Das Zellkulturmedium alleine, wel-
2R 104 ches in diesem Falle kein Rinderserumal-
é bumin enthalt, ist nicht aktiv. Die Aktivitdt

0- wurde bei pH 4 und 1 mM EDTA gemessen.

Bei pH 7,6 (100mM Tris-HCl) war keine

Q Q Q Q
v 9 A PLA;-Aktivitat detektierbar.

mM NH,CI

3.1.1 Ausgangsmaterial

Bei der zu reinigenden PLA handelt es sich um ein lysosomales Enzym, welches unsere
Arbeitsgruppe in Mausmakrophagen nachweisen konnte. Fiir seine Reinigung wurden
daher zunéchst Lysosomen aus der Mausmakrophagen-Zelllinie RAW B mittels sub-
zelluldrer Fraktionierung isoliert und als Ausgangsmaterial verwendet [113]. Es stellte
sich jedoch heraus, dass die hierbei erhaltenen Proteinmengen bei Weitem nicht aus-
reichend waren. So wurden Fraktionen erhalten, in welchen zwar noch eine geringe
PLA-Aktivitdt gemessen werden konnte, die Proteine jedoch nicht mehr nachweisbar
waren.

Es wurde daher ein anderer Weg beschritten, Ausgangsmaterial fiir die Enzymrei-
nigung anzureichern: Der Zusatz von schwachen Basen, wie NH4Cl (Ammoniumchlo-
rid) zu Zellkulturen bewirkt eine Alkalisierung der sauren Kompartimente, d.h. der
Lysosomen und spéten Endosomen. Als Folge werden die M6P-sortierten lysosoma-
len Proteine gesteigert sezerniert und konnen im Zellkulturiiberstand wiedergefunden
werden [27]. Allerdings handelt es sich bei den meisten dieser Enzyme um Vorstufen,
welche erst im Lysosom proteolytisch aktiviert werden [81, 133].

Daher wurde zunéchst gepriift, ob RAW B-Zellen aktive PLA; in den Kulturiiber-
stand abgeben, wenn NH4CI zugegen ist. Fiir diesen Versuch wurde dem Medium kein
FCS zugesetzt. Wie man in Abbildung 3.1 sieht, sezernieren die RAW B-Zellen auch
ohne Zugabe der Base eine gewisse Menge an saurer PLA-Aktivitdt. Die Anwesenheit
von 20 mM NH,Cl bewirkt eine Verdopplung der im Uberstand gemessenen Aktivitét.
Es handelt sich bei der gemessenen PLA; um ein Enzym, das ausschlieflich im Sauren
arbeitet. Bei pH 7,6 konnte keine PLA-Aktivitat gemessen werden. Diese Tatsache
deutet darauf hin, dass es sich bei der gemessenen PLA-Aktivitdt um ein lysosoma-

les Enzym handelt. Zur Kontrolle der Daten wurden die Aktivitdten der lysosomalen
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Tabelle 3.2: Renaturierung der lysosomalen PLA1-Aktivitat

Methode der Denaturierung Renaturierung
moglich?

2mM SDS, 10 min, 37°C ja
2mM SDS, 10 min, 60°C ja
2mM SDS, 10 min, 80°C ja
5mM SDS, 10 min, 37°C ja
5mM SDS, 10 min, 60°C ja
5mM SDS, 10 min, 80°C ja

8 M Urea, 3h, 20°C ja
Denaturierende Deglykosylierung mit PNGase nein
reduzierendes SDS-PAGE ja
nicht-reduzierendes SDS-PAGE ja

Cathpsine B und L ebenfalls gemessen und ein vergleichbares Ergebnis erhalten (nicht
gezeigt).

Diese Versuche zeigten, dass Zellkulturiiberstdnde verwendet werden koénnen, um
die lysosomale PLA; zu reinigen. Die Methode bietet den Vorteil, dass auf unkompli-

zierte Weise relativ viel Ausgangsmaterial gesammelt werden kann.

3.1.2 Renaturierung

Auf der Suche nach geeigneten Reinigungsmethoden wurde eine besondere Methode
entwickelt, welche eine Renaturierung der Enzymaktivitiat nach Trennung tiber SDS-
PAGE erlaubt.

Zum Thema Renaturierung nach Gelelektrophorese gibt es nicht viele Veroffentli-
chungen. Einige der publizierten Protokolle wurden fiir die PLA;-Renaturierung aus-
probiert. Diese sahen meist eine Denaturierung mittels Guanidin-Hydrochlorid zur
vollsténdigen Entfaltung des Proteins vor und verwendeten verschiedenartige Rena-
turierungspuffer [5, 29, 121, 156, 211, 236]. Die lysosomale PLA;-Aktivitéat liel sich
jedoch mittels dieser Protokolle nicht renaturieren. Schliefllich brachte der Einsatz
von 3-CD den entscheidenden Erfolg. Dieses ringférmige Molekiil ist in der Lage, SDS
zu binden. Dank dieser Fahigkeit komplexiert es an Protein gebundenes SDS und
entfernt es dadurch von der Aminoséurekette. Diese hat nun die Méglichkeit, wieder
ihre native Konformation einzunehmen [40]. Die Vortests erfolgten im Testrohrchen
mit Lysosomenpréiparationen oder Zellkulturiiberstéinden. Eine Enzymfraktion wur-

de hierfiir unter verschiedenen Bedingungen denaturiert und im Anschluss versucht,
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Abbildung 3.2: PLA,-Aktivitat kann aus SDS-PAGE renaturiert werden. A: Es wurde ein
10cm langes 12%iges SDS-Gel hergestellt und eine PLA1-Fraktion aus Zellkulturiberstand aufgetra-
gen. Nach dem Lauf wurde das Gel, wie auf dem Bild verdeutlicht, im Bereich zwischen ca. 20 und
60kDa in Streifen geschnitten, die Proteine eluiert und in Renaturierungspuffer inkubiert. B: Aus
den Gelstreifen wiedergewonnene PLA:-Aktivitat. C: Es wurde jeweils ein Aliquot der renaturierten
Proteinfraktionen nochmals einer SDS-PAGE mit anschliefender Silberfarbung unterworfen.

Aktivitat zuriickzugewinnen. Dabei wurde kontrolliert, dass nach Denaturierung tat-
séchlich keine PLA1-Aktivitdt mehr zu messen war. Wie aus Tabelle 3.2 hervor geht,
ist eine Renaturierung sowohl nach SDS-, als auch nach Urea-Behandlung mdoglich.
Im Anschluss wurden SDS-Gele angefertigt, wobei die Enzymprobe vor Gelauftrag
entweder in reduzierendem, oder in nicht-reduzierendem Probenpuffer erhitzt wurde.
Die Gelspuren wurden in Streifen geschnitten, das Protein eluiert und in Renaturie-
rungspuffer inkubiert. Anschlieende Aktivitatstests zeigten, dass in beiden Gelspuren
zwischen ca. 28 und 52 kDa PLA-Aktivitdt vorhanden war.

Im Anschluss an diese Vortests wurde ein grofieres, 10 cm langes 12%iges Gel an-
gefertigt, welches eine genauere Trennung der Proteine aus dem Zellkulturiiberstand
erlauben sollte. Dieses Mal wurde nur der Bereich zwischen 20 und 60kDa in fei-
ne Gelstreifen geschnitten und der Renaturierung zugefiihrt (siche Abbildung 3.2A).
Abbildung 3.2B zeigt, dass auch hier in einem Gréflenbereich von 28 und 50 kDa Ak-
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tivitat zuriickgewonnen werden konnte. Die Aktivitatskurve weist zwei Scheitelpunkte
auf, einen bei ca. 45 und einen bei ca. 34 kDa. Das Leitermuster in Kontrollbild 3.2C
belegt, dass die Proteine erfolgreich aus den entsprechenden Gelstiickchen eluiert wur-
den.

Das Ergebnis zeigt, dass die PLLA; auch im SDS-Gel nicht in einer distinkten Bande,
sondern sehr breit 1duft. Dieses kann durch unterschiedliche Glykosylierungsgrade und
damit heterogenen Proteinmassen bedingt sein [176]. Ist dies der Fall, so miissten
nach Deglykosylierung disktinktere Banden erhalten werden. Leider konnte das Enzym
weder nach chemischer, noch nach enzymatischer Deglykosylierung renaturiert werden.
Womoglich spielen die Zuckerketten bei der nativen Faltung des Proteins eine Rolle.

Eine weitere Erklarung fiir das breite Laufverhalten im SDS-Gel und das Auftre-
ten von zwei Scheitelpunkten wére, dass die lysosomale PLA-Aktivitdt durch zwei

Isoenzyme verursacht wird.

3.1.3 Erfolgreiche Anreicherung und Isolierung der lysosomalen PLA;

3.1.3.1 Ammoniumsulfatfallung

Der nun folgende Abschnitt des Ergebnisteils stellt dar, wie {iber eine partielle Reini-
gung des Enzyms die Sequenzen von zwei Proteinen ermittelt wurden, welche fiir die
PLA{-Aktivitat verantwortlich sein kénnen.

Um ausreichend Ausgangsmaterial fiir die Reinigung zu erhalten, wurden iiber
einen Zeitraum von fiinf Monaten Zellkulturiiberstinde von mehr als 1000 groflen
Zellkulturflaschen gesammelt.

Die gesammelten Uberstinde wurden mittels Ultrafiltration auf ein Volumen von
0,5 Liter eingeengt und die Proteine anschlieend auf Eis durch langsame Zugabe von
(NH4)2SO4 (Endkonzentration: 90%) komplett ausgeféllt. Das abzentrifugierte Pel-
let wurde in 150 mM Tris-HCI-Puffer, pH 7,6, aufgenommen und unter mehrmaligem

Pufferwechsel iiber Nacht bei 4°C gegen denselben Puffer dialysiert.

3.1.3.2 Bindung an Concanavalin A-Sepharose

Die dialysierte Probe wurde im Batchverfahren bei 4°C iiber Nacht an Con A-Sepharose
gebunden und die Proteine schrittweise eluiert. Folgende Elutionspuffer wurden ver-

wendet:

1. 50 mM Methylmannopyranosid in 100 mM Tris-HCI, pH 7,4, bei Raumtempera-

tur.
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Tabelle 3.3: Anreicherungstabelle der lysosomalen PLA1 nach Con A-Anreicherung

Fraktion Gesamt- Spez. Protein- Volumen Anreiche- Ausbeute
aktivitdit ~ Aktivitit  menge(mg) (ml) rungs- (%)
faktor
Auftrag 180000 100 1800 320 1,0 100,0
Uberstand 4650 7 664 280 0,1 2.6
Waschfraktion 3060 18 170 40 0,2 2,6
1. Elution 79000 700 113 40 7,0 45,0
2. Elution 244500 1500 163 38 15,0 135,0
3. Elution 14000 1400 10 4 14,0 7,7
4. Elution 6600 300 22 4 3,0 3,6

2. 500 mM Methylmannopyranosid in 100 mM Tris-HCI, pH 7,4. Vor Abnahme der
Ubersténde jeweils 30-miniitige Inkubation bei 30°C im Wasserbad.

3. 1M Glucose in 100 mM Tris-HCI, pH 7 ,4.

4. 50 mM Natrium-Acetat-Puffer, pH 4.

Die Elutionsfraktionen wurden {iber Ultrafiltration aufkonzentriert und in 100 mM
Tris-HCI, pH 7,4, umgepuffert. Anschlieend wurden Protein- und Aktivitéatstests durch-
gefithrt. Tabelle 3.3 fasst die Ergebnisse zusammen. Insgesamt wurde eine Proteinmen-
ge von ca. 1800 mg mit 40 ml Con A-Sepharose versetzt. Nach Inkubation waren davon
noch ca. 830 mg in Losung. Das bedeutet, dass 46% des Gesamtproteins nicht an das
Lektin gebunden hatten. Die entsprechende Menge fand sich in der Uberstands- und
Waschfraktion. Es konnte insgesamt eine Proteinmenge von ca. 310 mg eluiert wer-
den. Addiert man diese Menge mit derjenigen, die nicht gebunden hat, so kommt
man auf ca. 1140 mg. Das sind 63% der aufgetragenen Menge. Demnach sind 37% der
aufgetragenen Proteinmenge auf der Sdule verloren gegangen.

Betrachtet man die jeweiligen spezifischen Aktivitdten der Fraktionen, erkennt man
eine Anreicherung in den Elutionsfraktionen. Bei der 1. Elution wurde ein Anreiche-
rungsfaktor von 7, bei der 2. und 3. Elution ca. der Faktor 15 erreicht (Tabelle 3.3 ).
Interessanterweise nimmt jedoch die Gesamtaktivitdt zwischen Auftrag und 2. Elution
zu. Dies konnte darin begriindet liegen, dass in den Zellkulturiiberstdnden Molekiile
vorhanden sind, welche inhibitorisch auf die PLA;-Aktivitdt wirken oder das Sub-
strat binden und damit fiir das Enzym unzugénglich machen. Diese Molekiile kénnten
wéhrend des Batchverfahrens abgetrennt worden sein.

Die 1. Elutionsfraktion wird im Folgenden ,Elul“-Fraktion genannt und wurde
separat weiterverarbeitet. Die Elutionsfraktionen 2 und 3 wurden fiir die weitere Rei-

nigung gepoolt und mit ,,Elu2“ bezeichnet.
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3.1.3.3 Isoelektrische Fokussierung

Die IEF erfolgte in der Fliissigphase mit dem Gerét ,Rotofor” der Firma Biorad. Die
Rotofor Zelle besteht aus einer Saule, welche durch eine Reihe von zwischengeschal-
teten Filtern in 20 Abschnitte unterteilt wird. Diese Filter und die stédndige Rotation
der Séule wahrend des Laufes hemmen das Ausmafl von Konvektionsstromen, welche
den pH-Gradienten verzerren wiirden.

Proteine neigen dazu, an ihrem pl zu prézipitieren, da sie hier keine Nettoladung
mehr besitzen. Dies begiinstigt die Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen. Es
kommt hinzu, dass man bei einer IEF bei sehr niedriger Ionenstérke (maximal 20 mM)
arbeiten muss, was hydrophobe Wechselwirkungen zusétzlich begilinstigt.

In Probeldufen mit Ampholyten pH 3-10 zeigte sich, dass die PLA;-Aktivitat aus-
schliefllich im sauren Bereich fokussiert und hier ebenfalls dazu tendiert, nach der
Fokussierung irreversibel auszufallen. Der Hersteller empfiehlt in diesem Falle die Er-
héhung der Ampholyt-Konzentration von 1% auf 5-6%. Zusétzlich kénnen Detergen-
zien, wie CHAPS, dazu beitragen, die Proteine in Losung zu halten. Da CHAPS die
PLA;-Aktivitat jedoch inhibierte, wurde Triton X-100 verwendet. Des Weiteren ver-
hindert eine Zugabe von DTT die Ausbildung ungewollter Disulfidbriicken zwischen
den Proteinen. Die Probe wurde zur Fokussierung daher mit je 0,1 % Triton und DTT
versetzt.

Um einer Prézipitation entgegen zu wirken empfiehlt es sich aulerdem, nicht zu ho-
he Proteinkonzentrationen je Fokussierungslauf einzusetzen. Aus diesem Grund wurde
die Elul-Probe in zwei, die Elu2-Probe in fiinf unabhéngigen Laufen fokussiert.

In Abbildung 3.3 sind die Ergebnisse der Fokussierungen dargestellt. Die ersten
drei Fokussierungen (A-C) wurden mit Ampholyten 3-5 der Firma Biorad durchge-
fiihrt. Der damit aufgebaute pH-Gradient reicht jedoch nicht weit genug in den sauren
Bereich. Die Aktivitédtskurve beginnt schon in Fraktion 1 mit hohen Werten. Ein Teil
der Aktivitéat ist hier sehr wahrscheinlich an der Anode verloren gegangen.

Daher wurden Ampholytlésungen mehrerer Hersteller auf ihre Fahigkeit getestet,
den pH-Gradienten in noch saurere Bereiche zu verschieben. Die Pharmalyte 2,5-5 von
Amersham Biosciences erfiillten schliefflich diese Bedingung. Wie man in Abbildung
3.3A-C sieht, fokussiert die Aktivitdt an zwei Scheitelpunkten (engl.: Peaks): Einem
breiten Peak im sehr sauren Bereich und einem schmaleren zwischen pH5 und 5,5.
Fiir die Fokussierung der lysosomalen PLA;-Aktivitdt sollte folglich ein pH-Gradient
von pH 3-6 aufgespannt werden.

Fir die Fokussierungen D-G wurde deshalb eine Mischung der Pharmalyte 2,5-5
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Abbildung 3.3

kussierungen. Elul und Elu2: 1. und 2. Elutionsfraktion aus Con A-Batchverfahren; PoolA: Verei-
nigte saure Peaks (pH<{,4) der Elu2-Fraktionen; PoolB: Vereinigte saure Peaks (pH<4,4) der Elu2-

Fraktionen; PoolC': Vereinigte Peaks, die bei pH 5,2-6 fokussierten.
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Abbildung 3.4: IEF einer delipidierten Lysosomenprdparation. PLA,-Aktivitit und pH-Werte
der Fraktionen nach Fokussierung. Das hier erhaltene Aktivitdtsmuster gleicht jenen, die bei IEF von
RAW B-Zelliberstanden erhalten wurden. Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die PLA;-Aktivitdt in
Lysosomen und Zellkulturiberstinden von demselben Enzym verursacht wird.

und 5-6 eingesetzt (Abbildung 3.3D-G). Die Grafik D zeigt einen Probelauf mit diesen
Ampholyten und einem kleinen Teil der PLA -Probe. Die Aktivitatskurve steigt hier
erst in Fraktion 3 steil an, es lauft keine Aktivitdt mehr in die Elektrode.

Am Anschluss an die Fokussierungsliufe A-G wurden die Fraktionen wie folgt

vereinigt (,, Pools“ gebildet):

Pool A : Die sauren ersten Peaks (pH-Bereich 3-4,4) der Elu2-Fraktionen.
Pool B : Die sauren ersten Peaks (pH-Bereich 3-4,4) der Elul-Fraktionen.
Pool C : Die weniger sauren zweiten Peaks (pH-Bereich 5,2-6)

Diese Pools wurden einer Refokussierung unterworfen (Abbildung 3.3 H-J). Sowohl
in Pool A als auch in Pool B findet sich die hochste Aktivitdt in den Fraktionen
3-8, welche einen pH-Bereich von 2,8-3,8 aufspannen. In beiden Proben haben die
Aktivitatspeaks jedoch breite Schultern, in Pool A ist auch bei pH 5 noch eine deutliche
PLA;-Aktivitdt messbar. Im Gegensatz dazu bildet sich in Pool C ein schmalerer Peak,
dessen Hohepunkt bei pH 5,35 liegt.

Die spezifischen Aktivitdten konnten hier nicht mehr ausgerechnet werden, da hohe
Ampholyt-Konzentrationen in den Proben die Proteinbestimmung nach allen géngi-
gen Methoden (BCA, Lowry, Bradford) storen. Zudem lieBen sich die Ampholyte bei
Dialyse nur unvollstindig wieder entfernen.

Zum Vergleich wurde auch eine Lysosomenpraparation der IEF unterzogen. Das

Ergebnis in Abbildung 3.4 verdeutlicht, dass auch bei der Fokussierung von Lyso-

54



3.1. ENZYMREINIGUNG

somenpréaparationen zwei Aktivitdtspeaks in entsprechenden pH-Bereichen erhalten
werden. Dies zeigt, dass die saure PLA; aus den Zellkulturiiberstdnden identisch mit

derjenigen ist, welche aus Lysosomenpréiparationen gewonnen wird.

3.1.3.4 Affinitatsbindung

Aus den Vortests war klar geworden, dass konventionelle Methoden zur Proteinreini-
gung der PLA{ nicht geeignet waren. Es bedurfte also der Entwicklung einer spezifi-
scheren Methode, wie sie die Liganden-Affinitdtschromatographie darstellt.

Als Liganden wurden die Substratanaloga 1-O-Hexadecyl-2-Azelaoyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholine und Rosenthals Inhibitor gewahlt. Ersteres Lipid enthélt an der sn-1
Position eine Etherbinding. Die F'S an der sn-2 Position ist ein Carboxyoctanoyl-Rest,
dessen Carboxylgruppe am C-9 Atom sitzt und daher gut fiir die Kopplung an eine
Matrix mit freien Aminogruppen, wie EAH-Sepharose, geeignet ist. Die Struktur des
Liganden ist in Abbildung 3.5 dargestellt.

Rosenthals Inhibitor ist ein 1960 von A.F. Rosenthal und R.P. Geyer synthetisier-
ter Inhibitor fiir Phospholipase A [179]. Er wurde bereits von einer anderen Gruppe
als Affinitétsligand fiir die Reinigung von PLAsen aus Entamoeba histolytica und ver-
schiedenen Schlangen-, Echsen- und Insekten-Toxinen genutzt [229].

Die Liganden wurden mittels der Carbodiimid-Methode an EAH- bzw. ECH-Se-
pharose gekoppelt (Einzelheiten siche Methoden-Teil auf Seite 42).

Vortest: PLA-Bindungsvermogen der Affinitatsmatrices Anschlieffend wur-
den die PC- und Rosenthal-Sepharose im Batch-Test auf ihre Fahigkeit untersucht,
PLA; zu binden. Die Matrices wurden mit einer PLA-Fraktion aus den IEF-Laufen
versetzt und nach 10-miniitiger Inkubation die PLA{-Aktivitit in den Uberstinden
getestet. Die Proteine wurden mittels Acetonféllung pelletiert, iiber SDS-PAGE auf-
getrennt und durch eine Silberfarbung sichtbar gemacht. Das Ergebnis fiir den Vor-
versuch mit Fraktion 3, Pool A, aus der IEF ist in Abbildung 3.6 dargestellt.

Die Spuren 1 und 3 zeigen Kontrollexperimente. Hier wurde die PLA-Fraktion mit

Abbildung 3.5: 1-0O-Hexadecyl-2-Azelaoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine Der Ligand, der fir
die Affinitatsreinigung von PLA1 an EAH-Sepharose gekoppelt wurde.
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Abbildung 3.6: Die lysosomale PLA, bindet an
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ungekoppelter (ligandenfreier) EAH- bzw. ECH-Sepharose inkubiert. Diese Ansétze
sollen Aufschluss iiber mogliche unspezifische Bindung an das Material geben. In Spur
2 wurde die Probe an PC-Sepharose gebunden, in Spur 4 an Rosenthal-Sepharose.
Der Aktivitéatstest (untere Abbildung in 3.6) zeigt, dass in Spur 2, im Gegensatz zu
den anderen Ansitzen, das Produkt Lyso-PC (LPC) nicht mehr gebildet wird. Nach
Inkubation mit PC-Sepharose geht die PLA;-Aktivitit im Uberstand also verloren.
Beim Vergleich der Spuren 1 und 2 im SDS-PAGE fillt auf, dass in Spur 2 eine
Proteinbande fehlt, welche in Spur 1 noch vorhanden ist (roter Pfeil). Diese liegt bei
einem Molekulargewicht von etwa 28-30 kDa.

In weiteren Experimenten zeigte sich, dass dieser Effekt einer Sattigung unterliegt,
wenn PLA;-Probe im Uberschuss auf das Affinititsmaterial gegeben wird. Es kann
daher davon ausgegangen werden, dass sowohl die PLA-Aktivitdt aus der Probe, als
auch die Proteinbande aus dem Muster verloren gehen, weil die entsprechenden Protei-
ne an die PC-Sepharose gebunden haben. Dabei ist nicht sicher, ob die verschwindende
Proteinbande auch fiir die Aktivitdt verantwortlich ist.

Die Rosenthal-Sepharose scheint weder die PLLA1, noch offensichtliche andere Prote-
ine zu binden, da die Aktivitit im Uberstand verbleibt und im Proteinmuster zwischen
den Spuren 3 und 4 keine Verdnderungen auffallen (Abbildung 3.6).

Im Folgenden wurde versucht, die an die PC-Sepharose gebundenen Proteine zu
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3.1. ENZYMREINIGUNG

eluieren. Die Eluate wurden auf PLA;-Aktivitdt getestet (sofern sie native Bedin-
gungen boten) und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Folgende Elutionsbedingungen

wurden nacheinander angewendet:

1. pH-Wert-Erhéhung mittels 100 mM Tris-HCI, pH 8,6: Da die PLA; im neutralen
und alkalischen pH-Bereich komplett inaktiv ist, wire es denkbar, dass unter

diesen Bedingungen ihre Affinitdt zum Substrat vermindert wird.

2. Erhohung der Salzkonzentration auf bis zu 1,5 M NaCl in Tris-HCI, pH 8,6, um

ionische Wechselwirkungen des Enzyms mit dem Sdulenmaterial zu unterbinden.
3. Denaturierung mit SDS: Die PC-Sepharose wurde in 5 mM SDS erwérmt.

4. Denaturierung mit Harnstoff: 6 mM Urea sollten die gebundenen Proteine kom-

plett denaturieren.

Unter keiner der genannten Bedingungen liefl sich Protein von der Séule eluieren.
Erst durch Kochen der Sepharose in SDS-PAGE Probenpuffer (mit DTT) konnten
im Silbergel feine Banden wiedergefunden werden. Bei den Elul-Proben aus der IEF
eluierten zwei Proteinbanden, eine bei ca. 34 kDa, die andere bei 14 kDa. Bei den C-
Proben der IEF (zweiter Peak) konnten wir Banden in der H6he von 50 kDa und 20 kDa
von der Affinitdtsmatrix ablésen. Da diese Mengen jedoch zu gering fiir eine Analyse
mit dem Massenspektrometer waren und nur geringe Mengen an Affinitadtsmaterial
zur Verfiigung standen, entschieden wir uns dazu, jene Banden aus der Kontrollspur

auszuschneiden, welche nach Affinitatsreinigung im Proteinmuster fehlten.

3.1.3.5 Priparation der Proben fiir die Massenspektrometrie

Die Fraktionen 3-5 aus der Fokussierung von Pool A wurden vereint. Eine Hélfte wur-
de fiir 20 min mit EAH-Sepharose inkubiert, die andere Hélfte mit PC-Sepharose. Ein
anschliefender PLA-Aktivitatstest stellte sicher, dass die Aktivitidt komplett an die
PC-Sepharose gebunden hatte. Die Proteine wurden mit Aceton aus den Uberstinden
ausgefillt und parallel auf zwei Criterion-Gelen (Biorad) aufgetrennt. Eines der Ge-
le wurde mit Silber gefirbt, das andere mit Coomassie (Imperial Stain, Pierce). Die
parallel durchgefiihrte Silberfdrbung sollte zur besseren Sichtbarmachung des Banden-
musters dienen. Mit der Fraktion 5 aus der Fokussierung von Pool B wurde dhnlich
verfahren. Hier wurde jedoch nur der Teil der Probe an PC-Sepharose gebunden, wel-
cher mit Silber gefarbt werden sollte. Fiir die Coomassiefarbung wurde die Probe nur

mit EAH-Sepharose inkubiert. Abbildung 3.7 zeigt die entsprechenden Gele.
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Abbildung 3.7: Proben fiir die Massenspektrometrie aus Affinitdits-Batchverfahren. Frak-
tionen 3-5 aus Pool A und Fraktion 5 aus Pool B der IEF wurden mit gekoppelter(PC-) Sepharo-
se (gA, gB) und ungekoppelter EAH-Sepharose (uA) inkubiert. Die Batch-Uberstinde wurden auf
PLA; -Aktivitat untersucht, um zu kontrollieren, dass die Aktivitat in gA und gB komplett an die PC-
Sepharose gebunden hatte. In den Uberstinden aus gA und gB war keine Aktivitit mehr messbar, in
uA und uB hingegen war sie noch komplett vorhanden (im Vergleich mit dem Auftrag). Mittels Aceton
wurden die Proteine aus den Uberstinden ausgefdllt, in Probenpuffer aufgenommen und die Proben
parallel auf zwei Criterion-Gelen aufgetrennt. Ein Gel wurde mit Silber gefirbt (links), das andere mit
Coomassie (rechts). Die Bandenmuster auf dem Silbergel der ,g“ und ,,u*“-Proben wurden miteinander
verglichen und die in den ,,g“-Spuren fehlenden Banden entsprechend auf dem mit Coomassie-gefdirbten
Gel ausgeschnitten (hier durch die bezifferten Kdistchen dargestellt). Die Gelstiickchen wurden zur
Identifikation der in ihnen vorhandenen Proteine der Massenspektrometrie zugefihrt.

Ein Vergleich des Proteinbandenmusters der uA- und gA-Spuren einerseits und
der uB- und gB-Spuren andererseits zeigt, dass auch hier in den g-Proben je zwei
Proteinbanden fehlen. Bei der A-Fraktion in den Héhen von ca. 32 kDa und 13 kDa, bei
der B-Fraktion in der Hohe von 20 kDa und ebenfalls bei 13 kDa (Abbildung 3.7). Diese
Proteine haben an die PC-Sepharose gebunden. Die entsprechenden Banden wurden

aus den u-Spuren des Coomassie-gefarbten Geles zur Massenanalyse ausgeschnitten.

3.1.3.6 Gelfiltration

Die Fokussierungsfraktion 9, Pool A, wurde einer Groéflenausschlusschromatographie
unterworfen. Im Anhang dieser Arbeit ist das Chromatogramm einzusehen. Die PLA ;-
Aktivitdt in den erhaltenen Fraktionen wurde bestimmt und die Proben entsprechend
vereinigt. Abbildung 3.8A zeigt das PLA-Aktivitéitsprofil, die farbliche Unterlegung
verdeutlicht die gebildeten Pools. Gleiche Volumina der Pools wurden zur Silberfér-
bung tiber SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 3.8B). Die Proteine in den aktivsten
Pools, 8 und 9, wurden mit Aceton ausgefillt und komplett auf ein Gel zur Coo-

massiefarbung aufgetragen. Die Gelspur der Fraktion 8 wurde wie in Abbildung 3.8C
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Abbildung 3.8: Proben fiir die Massenspektrometrie aus Gelfiltration Die Probe 9A aus IEF
wurde einer Gelfiltration unterworfen. A: PLA:-Aktivitat in den erhaltenen Fraktionen. Die farbliche
Unterlegung verdeutlicht, wie die Fraktionen im Anschluss an den Aktivitditstest vereinigt wurden. B:
SDS-PAGE und Silberfarbung der Pools aufler 8 und 9. Es wurden gleiche Volumina aufgetragen. C:
SDS-PAGE und Coomassiefarbung der Pools 8 und 9. Die Spur 8 wurde wie eingezeichnet in acht
Gelstiicke geschnitten, um diese einer Tandem-Massenspektrometrie zu unterziehen.

eingezeichnet in acht Stiicke geschnitten und die Stiicke 2-8 der massenspektrometri-
schen Analyse zugefithrt. Es wurde versucht, nach Auftrennung von Fraktion 7 und
10 im SDS-PAGE, PLA1-Aktivitdt aus ungefarbten Gelstiickchen zu renaturieren, um
festzustellen, auf welcher Hohe die Aktivitdt im Gel lief. Leider konnte keine Aktivitat

wiedergewonnen werden.
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Tabelle 3.4: Proteine in den Banden aus Elul und Elu2, welche an PC-Sepharose gebunden haben.

Proteinname Accession Protein Lokalisation
No. MW
B1 (13kDa)
Cathepsin B Preproprotein (Maus) gi|6681079 37256 lysosomal
Phospholipase D family, member 4 (Maus) gi|30725764 56118 ?
Macrophage colony-stimulating factor 1 receptor gi|476562 108932 PM
precursor (Maus)
CD44 (Maus) gi|53674 50468 PM
Prosaposin (Maus) gi|557967 61442 lysosomal
Glutathione S-transferase 26 kDa (GST 26) (SJ26 gi|121697 25482
B3 (18kDa)
Macrophage colony-stimulating factor 1 receptor gi|266418 109195 PM
precursor
Phospholipase D family, member 4 (Maus) gi|30725764 56118 ?
Mouse Preprocathepsin B gi|309202 37340 lysosomal
CD44 (Maus) gi|53676 54020 PM
Interleukin 6 receptor [Mus musculus] gi|52693 50508 PM
B4 (20kDa)
Phospholipase D family, member 4 (Maus) gi|30725764 56118 ?
Macrophage colony-stimulating factor 1 receptor gi|476562 108932 PM
precursor (Maus)
Cathepsin B (Maus) 213929817 20910 lysosomal
CD44 (Maus) gi|53674 50468 PM
Cathepsin Z Preproprotein (Maus) gi|11968166 33974 lysosomal
Al (13kDa)
Prosaposin gi|557967 61442 lysosomal
Preprocathepsin B (Maus) gi|309202 37340 lysosomal
Phospholipase D family, member 4 (Maus) gi|30725764 56118 ?
Cathepsin Z (Maus) gi|11066226 34153 lysosomal
A3 (32kDa)
Preprocathepsin B (Maus) 21309202 37340 lysosomal
Phospholipase D family, member 4 (Maus) gi|30725764 56118 ?
Cathepsin B gi|1311050 28396 lysosomal
Cathepsin Z Preproprotein (Maus) 2i|11968166 33974 lysosomal
Cellular repressor of E1A-stimulated genes 1 (Maus) gi|6753520 24436 Sz
Cathepsin O [Mus musculus] gi|29244082 34701 lysosomal
Similar to paired immunoglobin-like type 2 receptor gi|94375513 29181 PM

alpha isoform 4

Lokalisation angegeben nach www.ncbi.nlm.nih.gov PM: Plasmamembran; Sz: Sezerniert.
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3.1.3.7 Tandem-Massenspektrometrie (LC/MS/MS)

Die massenspektrometrische Analyse der Gelstiicke wurde freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe von Eberhard Krause am FMP!, Berlin Buch, durchgefiihrt. Zur Ver-
wendung kam die Methode der LC/MS/MS Tandem-Massenspektrometrie. Die Pro-
teine werden hier durch tryptischen Verdau in Peptide zerlegt, welche vor der Mas-
senanalyse mittels Fliissigkeitschromatographie? aufgetrennt werden. Im Anschluss er-
folgt eine Tandem-Massenspektrometrie, durch welche die Aminosduresequenzen der
Peptide ermittelt werden kénnen. Eine nachfolgende Datenbankanalyse gibt dariiber
Aufschluss, zu welchen Proteinen die gefundenen Peptide gehoren.

In den Tabellen 3.4 und 3.5 sind die ermittelten Proteine aufgeschliisselt.

Tabelle 3.5: Proteine in Fraktion 8 der Gelfiltration

Protein Name Accession Protein Lokalisation
Nr. MW
Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3a gi|114431242 49825 lysosomal?
Activated leukocyte cell adhesion molecule CD166 £1]2982192 65120 PM
Arylsulfatase A precursor (ASA) gi|1703420 53741 lysosomal
(Cerebroside-sulfatase)
Arylsulfatase B 2i|78042476 59609 lysosomal
Aspartylglucosaminidase £i]54292135 36998 lysosomal
Cathepsin B preproprotein £i|6681079 37296 lysosomal
Cathepsin Z preproprotein ¢i|11968166 33974 lysosomal
Cellular repressor of E1A-stimulated genes 1 £i|6753520 24436 lysosomal?
Di-N-Acetylchitobiase Precursor gi|67460414 41268 lysosomal
Dipeptidyl-peptidase 2 precursor £i]13626390 56233 lysosomal
Dipeptidylpeptidase 7 £i|31981425 56217 lysosomal
Galactosidase, alpha gi|7305089 47813 lysosomal/Sz
Galactosidase, beta 1 £i|22137334 73074 lysosomal
Gamma-glutamyl hydrolase precursor 2i|3831564 35322 lysosomal
Glucosamine (N-acetyl)-6-sulfatase £i|29789239 61136 lysosomal
Iduronate 2-sulfatase precursor £i[116242520 62132 lysosomal
Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 gi|126381 45618 lysosomal
Macrophage colony-stimulating factor 1 receptor 2i|266418 109194 Sz/PM
precursor
N-sulfoglucosamine sulfohydrolase (sulfamidase) 2i|31543697 56686 lysosomal
Palmitoyl-protein thioesterase 2 2i|9506985 34344 lysosomal
Phospholipase D family, member 4 ¢i|30725764 56118 ?
Hypothetical Protein LOC71772 2120072905 66624 lysosomal
Sialic acid acetylesterase £i|13938040 60739 lysosomal
mKIAA0315 £i|33438162 206027 ?

Lokalisation angegeben nach www.ncbi.nlm.nih.gov und [204-206]. PM: Plasmamembran; Sz:
Sezerniert; lysosomal?: Wahrscheinlich lysosomal.

1T eibnitz Institut fiir Molekulare Pharmakologie
2LC steht fiir engl.: liquid chromatography
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Abbildung 3.9: Proteinsequenz der Phospholipase D, family member 4. Die Abbildung zeigt
einen Vergleich der PLDj-Sequenzen in Mensch und Maus. Die unterstrichenen Sequenzabschnitte
wurden in der Massenanalyse detektiert. (Programm: SIM Alignment(www.expasy.org/tools))

Alle offensichtlichen Kontaminanten wurden aus den Listen gestrichen. Dazu geho-
ren sowohl die diversen Keratinpeptide, welche bei der Praparation durch den Men-
schen unabsichtlich in die Probe eingebracht werden, als auch bewusst hinzugefiigte
Fremdproteine wie Trypsin und Concanavalin A-Lektin. Die kompletten Listen der
Massenanalysen sind im Anhang auf Seite 145 einzusehen.

Die Tabelle 3.4 listet auf, welche Proteine in jenen Banden gefunden wurden, wel-
che nach Inkubation mit PC-Sepharose aus dem Proteinmuster verschwunden waren
(A1, A3, B1, B3, B4). Einige der Proteine sind bekannte lysosomale Hydrolasen (Ca-~
thepsin B, O und Z) oder lysosomale Aktivatorproteine, wie das Lipidtransferprotein
Prosaposin. Einige der gefundenen Protein sind plasmamembranstandig oder werden
sezerniert. Eines der Proteine (fett gedruckt) findet sich in allen Gelbanden wieder:
Phospholipase D family, member 4 (PLD4). Zu diesem Protein gibt es in den Daten-
banken noch keine weiterfithrenden Informationen. Seine Proteinsequenz wurde aus in

cDNA-Banken gefunden Nukleotidsequenzen abgeleitet. Das Genprodukt selber wird
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Human . Z54 Q3DLLVAHNTUNNYQHMLEV IEESTIL QFEECFIEDYPLUP FNELUPESYPET IFSCODEY
Mouse . Z259 GHDLLVAHNTUN SYONMLEI IEEYEL QFREGFQEEYPLUT AGNNLUTESYPET IFSGDDEY

TEEEEETEES TE EEE LEEL EHFIEELL FEEE AE FEEEEEEEEEEE L EEE
Human . 214 ILGEGLWTLETT IGHENFALWEYUEF RCULETEN ITANEL &4 SD AT WAD IPER YN 3T
Mou=ss, 212 ILGEELVWTLETT IGHENFALWEYTQR Q-CULEWI PNV ANBLALD GRTWADTEERTH 5 -T

FTEEEEFETE LT AT LT LA L ELE A ETE LSS & E A AL L EE AT EET A EELAEE A A S

Humar. 273 YRH QMM IVDYEATIPGEPEP=SRULT ILEQ IPGMAFADET SELYQET YWAS YN IP S FET
Mouse . 279 YRH QWM IVDYELFLPHGPEPZERVLT ILEQ IPGMAAFAD BT AELYETT YWAS YH IPY FET
*hkhErkbbrhtEt k£ khkEE *kk *h kkEk kEhEkkEEidk kkk
Humar. 43 UIHAZGLOALVAQYEDWESYD GE2PRAQIFREN S LVDMD SNV RELMRE YD FLHDPLELCE
Mouse . 429 UrNAZGLO ALVAQYEDNESYT ENPEAKIFQRD S LVEDM D 2 PLMEYHD FLHDPLELCE
e L e e ] EkE EE ok khEE kkh EEhhEEhhbkhbahdhd it
Humar. - 33q ACHPOQPMNEENAI SARZDLNFPANGEYP FEALEORZHGCIDVEUT ZMELARILELLAAS -PT
Mon=ze . 333 ACHPEPMAENAI ZARZDLNFPANGIEYP FQALHORAHGEIDVEUT 3FTLAKNMEML A3 -PT
ETEEE FE EEELTELTEELETTLXLEXTLE FF Fh TEEEEEEEELT L% * EEEEEEE
Human . 554 WDQUWPPFOWETIPPSGLLAME QPDLWEFAPTELS TID
Mouse . 559 WDQCPPFPOWSES PFHSMLIAMEQPDLWHMESE IRVE TID
ETEE EEEEEE LEE ETHEEEEHXEE £ F F kE

Abbildung 3.10: Proteinsequenz von LOC71772. Die Abbildung zeigt einen Vergleich wvon
LOCT71772 aus Maus und dem humanen Homolog LOC196468. Die unterstrichenen Sequenzabschnitte
wurden in der Massenanalyse detektiert. (Programm: SIM Alignment(www.ezpasy.org/tools))

in dieser Arbeit zum ersten Mal auf Proteinebene nachgewiesen. Es enthélt das bereits
beschriebene HKD-Motiv (siehe Seite 22) und wurde aufgrund dessen PLD4 getauft.
Bisher sind weder Funktion, noch Lokalisation dieses Proteins bekannt. Seine Prasenz
in allen untersuchten Proben deutet stark darauf hin, dass PLD4 der angereicherten
lysosomalen PLA-Aktivitdt zugrunde liegt.

In der Tabelle 3.5 wird zusammengefasst, welche Proteine in Fraktion 8 der Gel-
filtration gefunden wurden. Es handelt sich hier vor allem um bekannte lysosomale
Enzyme. Dieses zeigt einmal mehr, dass lysosomale Proteine tatsédchlich aus Zellkul-
turiiberstédnden gereinigt werden kénnen. Auch in dieser Liste tauchen Peptide der
PLD4 auf. Hier findet sich im Gelstiick Nr.4 (ca.45-50kDa) jedoch auch noch ein
weiterer interessanter Kandidat: Hypothetical Protein LOC71772. Zwar liegt seine
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Identifikation mit einem Wert von p=0,043 leicht unter der Signifikanzgrenze (0,05),
der Genlokus weist jedoch Homologien zu einer PLB aus Dictyostelium discoideum
(D. discoideum) [141] auf. Eine Funktion fir dieses Genprodukt wurde ebenfalls noch
nicht beschrieben. Seine Homologie zur PLB lésst jedoch vermuten, dass es sich auch
hier um eine Phospholipase handeln kénnte. Aus diesem Grund soll auch diese Sequenz
weiter untersucht werden.

Die Abbildungen 3.9 und 3.10 zeigen die gefundenen Proteinsequenzen im Vergleich

zwischen Mensch und Maus.

3.1.3.8 PLD-Analyse der Proben mit PL A;-Aktivitat

Es wurde im Folgenden untersucht, ob die Proben mit PLA;-Aktivitdt auch PLD-
Aktivitdt enthalten. Getestet wurde jene Fraktion aus Pool A und B der Fokussie-
rung, welche fiir die Affinitatsgele verwendet wurden. Diese Versuche wurden bei
verschiedenen pH-Werten (pH 4.,5; 5,4; 7,4), in An- und Abwesenheit von Kalzium
und/oder Diethylether, und/oder Ethanol durchgefiihrt. Viele der bekannten PLDs
werden durch Diethylether im Assay aktiviert oder bevorzugen Alkohole gegeniiber
Wasser als Nukleophile [130, 142]. Um etwaige PLD-Aktivitéiten zu erfassen, wurden
moglichst viele verschiedene Versuchsbedingungen getestet, unter welchen eine PLD
aktiv sein konnte. Als Lipid wurde radioaktiv-markiertes PC eingesetzt, aber auch
markiertes PI, PS und PE wurde fiir PLD-Aktivitdtsmessungen herangezogen. Alle
bisher bekannten eukaryontischen PLDs schneiden PC [232]. Zur Kontrolle wurden die
Lipide mit kommerziell erhaltlicher PLD aus Brassica oleracea (Weilkohl) verdaut und
dieser Ansatz parallel auf der HPTLC-Platte entwickelt. Abbildung 3.11 zeigt ein Bei-
spiel dieser Versuche. Aufgetragen wurde ungeschnittenes, mit PLD und mit unseren
Proben behandeltes radioaktiv-markiertes PC-Substrat. Nach PLD-Inkubation wird
oberhalb der Substratbande eine weitere Bande sichtbar, welche dem PLD-Produkt
PA entspricht. Diese Bande ist nicht in jenen Fraktionen vorhanden, welche mit Probe
behandelt wurden. Das bedeutet, dass sich in den PLA;-aktiven Proben keine PLD-
Aktivitat befindet.

Auch unter keiner anderen der unterschiedlichen Versuchsbedingungen konnte PLD-
Aktivitdt in unseren PLD4-haltigen Proben gemessen werden. Daraus folgt, dass PLD4
keine PLD-Aktivitat besitzt.
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Abbildung 3.11: PLA;:-enthaltende
Proben zeigen keine PLD-Aktivitat
FFA Die sauren Proben aus den IEFs wurden

unter einer groffen Zahl von verschiedenen

Versuchsbedingungen — auf  PLD-Aktivitat

untersucht. Diese Abbildung zeigt ein

reprasentatives Beispiel aller FErgebnisse

(Duplikate). In ,,0% wurde das Substrat nur

e i - ——— "C in  Puffer inkubiert. In ,PLD“ mit dem
entsprechendem Enzym aus Kohl. Im weite-
ren sieht man die Ergebnisse, nachdem das
Substrat bei unterschiedlichen pH-Werten
mit Probe 6, Pool A, versetzt wurde.

PA

- LPC

K_Y_)\_Y_H_A_Y_LY_/

0 PLD Probe pH Probe pH Probe pH
45 54 7.4

3.1.3.9 Computerunterstiitzte Untersuchungen der gefundenen Sequen-

zen

Auf der Internetseite www.ezpasy.org® werden Softwarepakete zur Verfiigung gestellt,
mit deren Hilfe man Eigenschaften von Proteinsequenzen vorhersagen kann. Folgen-
de Programme wurden verwendet, um die PLD4 und LOC71772 bioinformatisch zu

analysieren:

ComputePI/MW : Berechnet theoretischen pl und Molekulargewicht.
NetNGlyc : Sagt mogliche Glykosylierungsstellen voraus.

InterPro Scan : Durchsucht mit der eingegebenen Sequenz verschiedene Datenban-

ken auf Proteinfamilien bzw. konservierte Doméanen hin.

WoLF PSORT und TargetP1.1 : Machen Vorhersagen zur wahrscheinlichen sub-

zellularen Lokalisation.

Die murine PLD4-Sequenz (PLD4) hat einen theoretischen pl von 6,83 und ei-
ne Masse von ca. 56 100 kDa. Es gibt 7 mogliche Glykosylierungsstellen. Die Sequenz
enthélt die konservierte Doméne PLDc (cd00138), welche in Phospholipasen D, aber
auch bei der Cardiolipin- oder Serin-Synthase zu finden ist. Der Sequenzvergleich zwi-
schen muriner und humaner PLD4 (hPLD4) zeigt eine Homologie von 74,5% zwischen
beiden Proteinen (siehe Abbildung 3.9).

LOCT1772 enthélt die konservierte Laminin A-Doméne. Proteine mit dieser Domé-

ne gehoren zu einer Familie von intrazelluldren Phospholipasen. Ein Familienmitglied

SExPASy: Expert Protein Analysis System
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Tabelle 3.6: Mit dem Programm TargetP1.1 vorhergesagte Lokalisation der gefunde-
nen Proteine

mTP SP other Loc RC TPlen
mPLD4 0.060 0.489 0.705 - 4 -
hPLD4 0.227 0.872 0.058 S 2 46
LOC71772 0.604 0.608 0.026 S 5 46
LOC196463 0.150 0.932 0.018 S 2 41

mTP: mitochondrial targeting peptide (Wahrscheinlichkeitswert fiir mitochondriale Lokali-
sation, angegeben von 0-1); SP: secretory pathway signal peptide (Wahrscheinlichkeitswert
fiir sekretorischen Weg, angegeben von 0-1); Loc: Lokalisation; S: Secretory Pathway; RC:
Reliability class (Skala von 1-5, je geringer der Wert, desto sicherer die Vorhersage); TPlen:
presequence length (Vorhersage iber Linge eines maoglichen Signalpeptids); mPLDJ: mouse
PLD4; hPLD4: human PLD/4; LOC71772: mouse; LOC196463: human

dieser Proteine ist die bereits erwihnte PLB aus D. discoideum [141]. Der theoreti-
sche pl dieser Sequenz betrigt 5,77, das Molekulargewicht ca. 66 300 kDa. Es werden
4 mogliche Glykosylierungsstellen gefunden. Die Sequenzhomologie zwischen murinem
und humanem Protein betragt 82,1% (Abbildung 3.10).

Beziiglich der Lokalisation der Proteine ergibt die Analyse mit TargetP1.1 das
in Tabelle 3.6 wiedergegebene Bild. Es werden die Wahrscheinlichkeitswerte fiir das
Vorhandensein eines mitochondrialen Lokalisationspeptids, eines Signalpeptids fiir den
sekretorischen Stoffwechselweg oder fiir eine andere Lokalisation angegeben®. Die Ska-
la reicht hier von 0 (nicht vorhanden) bis 1 (sicher vorhanden). Unter ,Loc* wird die
wahrscheinlichste Lokalisation angegeben, wobei ,,S“ fiir den sekretorischen Stoffwech-
selweg steht. Der RC-Wert gibt die Zuverlassigkeit der Vorhersage an. Die Skala reicht
hier von 1 (sehr sicher) bis 5 (sehr unsicher). TPlen gibt die Lange des wahrscheinlichen
Signalpeptids fiir den sekretorischen Stoffwechselweg an.

Lysosomale Proteine gehéren dem sekretorischen Stoffwechselweg an. Dementspre-
chend erwartet man das Vorhandensein eines Signalpeptids in ihrer Sequenz.

Es fallt auf, dass sich die Vorhersage fiir die murinen Proteine recht deutlich von
der fiir die humanen Varianten unterscheiden. So betragt die Wahrscheinlichkeit, dass
die mPLD4 ein Signalpeptid enthélt, nur etwa 49%, bei hPLD4 sind es jedoch 87%.

4Damit neu synthetisierte Proteine ihren Bestimmungsort innerhalb der Zelle erreichen, sind sie
mit Adressen fiir ihre Zielsteuerung versehen, welche zumeist aus spezifischen Aminoséuresequenzmo-
tiven bestehen. Proteine, welche ein N-terminales Signalpeptid fiir den sekretorischen Stoffwechselweg
enthalten, werden kotranslational in das ER geschleust und von dort aus weiter sortiert. Proteine
mit diesem Signalpeptid gelangen ins ER, den GA oder die Plasmamembran, werden sezerniert oder
in das Lysosom transportiert. Fiir die mitochondriale Lokalisation dient ebenfalls eine spezifische
Zielsequenz. In der Tabelle wird angegeben, wie wahrscheinlich es ist, dass das entsprechende Protein
eine dieser Adress-Sequenzen enthélt. Proteine, welche keine dieser beiden Sequenzmotive aufweisen
(in der Tabelle als ,other® bewertet), verbleiben im Zytosol, gelangen in den Nukleus oder werden in
Peroxisomen transportiert.
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Tabelle 3.7: Mit WoLF PSORT wvorhergesagte Lokalisation der gefundenen
Proteine. Angegeben sind relative Wahrscheinlichkeiten.

Lokalisation mPLD4 hPLD4 LOCT1772 LOC196463
Zytosol 12,5 - 2.5 -
Nukleus 8,5 2,0 2,5 -
Peroxisom 3,0 - - 4,0
Plasmamembran 2,5 - - -
Extrazellular 2,5 5,0 8,0 11,0
Lysosom - 5,0 4.0 8,0

ER - 3,0 - -

GA - 3,0 - 6,0
Mitochondrion - 12,0 13,0 -

Dies ist iiberraschend, da aufgrund der hohen Sequenzhomologie (74,5%) erwartet
werden kann, dass beide Proteine in ihren jeweiligen Organismen dieselbe Funktion
erfiillen und damit dieselbe Lokalisierung innerhalb der Zelle erfahren. Der RC-Wert
fir mPLD4 ist mit ,,4“ relativ schlecht, die Vorhersage ist also nicht sehr zuverlassig.
Der RC-Wert von ,,2¢ fiir die humane Variante bietet dagegen gréflere Sicherheit.

Die Wahrscheinlichkeit, dass in LOC71772 (Maus) ein Signalpeptid vorhanden ist,
betragt 61%, fiir LOC196463 (Mensch) sind es 93%. Auch hier bietet die Vorhersage fiir
das humane Protein mit einem RC-Wert von ,,2“ eine wesentlich gréfiere Sicherheit als
die Vorhersage fiir das murine Protein (RC-Wert 5). Die allgemeine Sequenzhomologie
zwischen beiden Proteinen ist auch hier mit 82,1% sehr hoch.

Zum Vergleich wurden die Sequenzen zusétzlich mit dem bioinformatischen Pro-
gramm WoLF PSORT analysiert [84, 212] (siehe Tabelle 3.7).

Auch hier erkennt man gravierende Unterschiede zwischen der Lokalisationsvorher-
sage fiir die murinen und die humanen Proteinvarianten. Bis auf mPLD4 wird fiir alle
Proteine die Moglichkeit eingerdumt, dass sie im Lysosom vorkommen kénnten.

Kiirzlich konnte nachgewiesen werden, dass LOC71772 und LOC196463 tatsachlich
lysosomale Proteine noch unbekannter Funktion sind [45, 95]. Insbesondere bei dem
Mausprotein LOC72772 zeigt sich hier, dass die Bioinformatik lediglich Hinweise auf
die Lokalisation geben kann, jedoch noch keine sicheren Aussagen moglich sind. So
wurde von WoLLF PSORT fiir dieses Protein angegeben, dass es am wahrscheinlichsten
im Mitochondrion zuhause ist.

Sprenger et al. haben kiirzlich in einer umfassenden Untersuchung gezeigt, dass
bioinformatische Vorhersagen der subzelluliren Lokalisation fiir Proteine des sekre-
torischen Weges (ER, GA, Lysosomen) am kritischsten sind [212]. Insbesondere die

bioinformatische Identifikation von lysosomalen Proteinen ist sehr wenig erfolgreich.
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Daher muss man die hier erhaltenen Ergebnisse unter Vorsicht interpretieren.

Die Reinigung der Proteine erfolgte aus Zellkulturiiberstdnden, welche durch Zu-
gabe von NH4Cl verstérkt lysosomale Proteine enthielten. Es ist daher zu erwarten,
dass in diesen Fraktionen vor allem extrazellulire und lysosomale Proteine gefun-
den werden. Dieses wird durch die Massenanalyse bestéatigt, in welcher hauptséchlich
lysosomale Proteine gefunden wurden. Vor diesem Hintergrund ist es sehr unwahr-
scheinlich, dass die PLD4s zytosolische Proteine sind, wie es insbesondere fiir mPLD4

bei der bioinformatischen Analyse vorhergesagt wird.

3.1.3.10 Weitere Informationen zu PLD4

Die hier gefundene mPLD4 enthélt zwei HKD-Motive, aufgrund derer sie der PLLD Su-
perfamilie zugeordnet wurde. Zu dieser Familie gehtren auch die PLD1 und -2, welche
bei der Signaltransduktion eine Rolle spielen, die CL- und PS-Synthasen, welche ihre
Aufgabe in der Lipidbiosynthese haben, verschiedene Endonukleasen und Virenhiil-
lenproteine. Alle Familienmitglieder scheinen Duplikate des HKD-Motivs zu besitzen.
Mittels Mutations- und Strukturanalysen konnte gezeigt werden, dass beide HKD-
Motive assoziieren, um ein katalytisch aktives Zentrum auszubilden (Stuckey1999,
Xie2000a). Punktmutationen der konservierten Aminosaurereste fithrten zu komplet-
tem Verlust der PLD-Aktivitat.

Abgesehen von den HKD-Regionen bestehen zwischen PLD4 und den bereits be-
kannten PLDs keinerlei Sequenzhomologien. Im Gegensatz dazu findet man Homolo-
gien zu Proteinen aus mehr als 76 Spezies, die den Bakterien, Metazoen, Pflanzen oder
Viren angehoren. In Pilzen und Archaeen finden sich jedoch keine sequenzhomologen
Proteine. Gut ein Drittel der Treffer finden sich im Reich der Viren. So besitzt z.B.
Vaccinia Virus ein Protein, welches zu 39% mit mPLD4 identisch ist. Weitere Beispie-
le von Organismen mit PLD4-Homologen sind D. discoideum (36%), Xenopus laevis
(46%) oder auch Drosophila melanogaster (38%).

Aber auch in der Maus selber finden sich homologe Proteine, wie eine mPLD3 und
eine mPLD5 mit 42% und 36% Identitdt zu mPLD4. Die humane PLD4 ist zu 47%
mit der hPLD3 und zu 35% mit der hPLD5 identisch.

Im Gegensatz zu PLD4 gibt es zu PLD3 aus Maus und Mensch einige wenige Daten.
Munck et al. berichten von hPLD3, welche auch als Hu-K4 bekannt ist, dass dieses
Protein ubiquitar als Typ 2 Transmembranprotein exprimiert wird und hauptséchlich
im ER lokalisiert ist [145]. Die ersten 38 Aminoséuren sollen dabei auf die zytoplas-

matische Seite hinausragen, wihrend sich die grofle C-terminale Doméne samt beider
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HKD-Motive auf der luminalen Seite befindet. Die Autoren fanden eine verstarkte
Expression in Regionen des Vorderhirns.

Hu et al. [88] fithrten eine grofle vergleichende Studie durch, in welcher sie die
bisher publizierten Daten zum Proteom von dem Lysosom verwandten Organellen (ly-
sosome related organelles, LRO)® zusammentrugen. Insgesamt findet man hier 3290
Humanproteine, welche in einem oder mehreren der 9 LROs vorkommen. Hierin be-
richten sie das Vorkommen von hPLD3 in der frithen und spiten Phase von Melano-
somen und Neuromelanin Granula. Von den in Melanosomen enthaltenen Proteinen
kennt man neben den Pigmentmelaninen in frither und spéiter Phase zusammen rund
1400 Proteine. Melanosomen werden von den Pigmentzellen der Haut, den Melanozy-
ten, gebildet und an die umgebenden Keratinozyten abgegeben. Neuromelanin ist ein
spezielles Pigment,welches hauptsachlich in katecholaminergen Neuronen der Gehirne
von Primaten zu finden ist. Als LROs teilen Melanosomen 40% ihrer Proteine mit den
Lysosomen [88].

Die auch als Sam-9% bezeichnete mPLD3 wird ebenfalls vor allem im Gehirn, aber
auch in anderen Geweben exprimiert. Sie soll ebenfalls auch ein Typ 2 Transmem-
branprotein sein. Eine Untersuchung auf PLD-Aktivitét fiel negativ aus [158]

FEin weiterer Hinweis, dass PLD3 in Maus und Mensch mit Lysosomen assoziiert
sein konnte, geht aus der Proteomanalyse von Sleat et al. hervor. Die Autoren haben
M6P-markierte Proteine aus den Gehirnen dieser Spezies aufgereinigt und konnten
hPLD3 und mPLD3 in ihren Fraktionen identifizieren [207]. Ein deutlicher Hinweis
darauf, dass PLD3 zum Transport in Endosomen/Lysosomen vorgesehen ist.

Vaccinia Virus weist zwei homologe Proteine zu den PLD3s auf: K4L und p37,
wobei die Homologie zu K4L 48% und die zu p37 21% betragt. K4L zeichnet sich,
wie andere Mitglieder der HKD-Familie, durch das Vorhandensein von zwei HKD-
Motiven aus, welche fiir die Enzymaktivitdten der Mitglieder dieser Familie essentiell
sind. Untersuchungen an diesem Protein konnten jedoch, wie auch bei Sam-9, keine
PLD-Aktivitdt nachweisen [218].

Sowohl Hu-K4, als auch Sam-9 und K4L unterscheiden sich in einem Aspekt von
anderen Mitgliedern der PLD-Superfamilie: ihr C-terminales HKD-Motiv tragt eine
Punktmutation von Aspartat zu Glutamat. Die sonst iibliche Sequenz HxKxxxxD ist
hier also zu HxKxxxE mutiert. Es ist allerdings unklar, ob damit das Fehlen von PLD-
Aktivitat erklart werden kann [158]. Aufgrund der Untersuchungsergebnisse wird fiir

alle drei Proteine vermutet, dass sie von PLD-Aktivitdten unabhéngige Funktionen

Shttp://pir.georgetown.edu/iproxpress/organelle/organelle_ comparison.html
8Schwannosoma-associated mRNA
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wahrnehmen [145, 158].

Das zweite Homolog aus Vaccinia Virus, p37, ist das einzige Protein dieser Gruppe,
fiir welches man Funktionen kennt. So weil man, dass es bei der Membranbiogene-
se und Membranfusionen im Viruszyklus essentiell ist. Virusmutanten, welchen p37
fehlt, konnen keine Hiille bilden [15, 67]. Im Gegensatz zu den verwandten Proteinen
besitzt p37 nur ein HKD-&hnliches Motiv und nicht, wie die anderen, zwei. Der kon-
servierte Histidin-Rest ist in diesem Protein zu einem Aspartat mutiert. Man muss
daher korrekterweise von einem NKD-Motiv sprechen. Auch fiir p37 lief§ sich keine
PLD-Aktivitdt nachweisen [15]. Die Mutation des Aspartats zu Histidin hatte keinen
positiven Test auf PLD-Aktivitdt zur Folge. Interessanterweise konnten jedoch alle
anderen Arten von Phospholipase-Aktivitdten bei diesem Protein festgestellt werden:
PLA;, PLAy und PLC-Aktivitat, wobei die PLAs-Aktivitdt am dominantesten war
[15]. Die erwéhnte Mutation des Aspartats zu Histidin hatte keine Verédnderung auf die
Verteilung der Hydrolyseprodukte zufolge. Diese Beobachtung ist aus zwei Griinden
ungewoOhnlich: Erstens ist sonst von keinem Enzym bekannt, dass es sowohl PLA, als
auch PLC-Aktivitdt (Phosphodiesterase und Acylesterase) besitzt [15]. Zweitens ist
von keinem anderen Protein mit HKD- (oder NKD)-Motiv bekannt, dass es als PLA
agieren kann. Die Autoren vermuten, dass in p37 zwar die Fahigkeit zur Phospholi-
pidbindung erhalten blieb, die katalytische Funktion der HKD-Reste jedoch verandert
ist oder hier womoglich andere Regionen im Protein das katalytische Zentrum bilden.

Die in dieser Arbeit gefundene mPLD4 ist iiber einen Bereich von 186 Aminosduren
zu 30,6%, die hPLD4 iiber einen Bereich von 187 Aminosauren zu 29,4% mit p37
identisch. Diese Homologie zu einem Protein, welches PLA-Aktivitdten aufweist, ist

ein deutlicher Hinweis, dass PL.LD4 der lysosomalen PLA1-Aktivitdt zugrunde liegt.

3.1.3.11 Weitere Informationen zu LOC71772 und LOC196463

Fiir LOC71772 und sein Homolog aus Mensch LOC196463 tauchten in den letzten zwei
Jahren Daten in verschiedenen Literaturstellen auf. Darunter finden sich sowohl globa-
lere Proteomstudien, als auch zwei Studien, welche sich ganz speziell diesen Proteinen
gewidmet haben.

Die Proteomuntersuchungen wurden von Sleat et al., Tribl et al. und Kollmann et
al. durchgefiihrt. Erstere finden LOC196463 nach Reinigung iber MRP-Affinitdtssdulen
in Proben unterschiedlicher Herkunft. So konnten sie LOC196463 im menschlichen
Urin, im Plasma und im Gehirn von Mensch und Maus nachweisen [204-206]. Trible

und Mitarbeiter haben das Protein im Proteom von Neuromelanin Granula gefun-
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den [223] und Kollmann et al. fanden, dass es von MPR-defizienten Mausfibroblasten
sezerniert wurde [107].

Innerhalb des letzten Jahres wurden schliellich die speziellen Untersuchungen ver-
Offentlicht, deren Ergebnisse im Folgendem kurz dargestellt werden sollen.

Dem Protein aus Maus, LOC71772, widmeten sich Deuschl und Mitarbeiter [45].
Auch sie fanden das Protein nach Reinigung tiber MRP-Affinitat und benennen es nach
seinem theoretischen Molekulargewicht ,,66,3 kDa Protein®. Sie konnten zeigen, dass
aus einem Vorlaufer von 75kDa fiinf verschiedene proteolytische Fragmente mit einer
Gréfe von 66 kDa, 50 kDa, 40 kDa, 28 kDa und 15 kDa hervorgingen. Mittels Fluores-
zenzmikroskopie konnten sie eine Kolokalisation mit dem lysosomalen Marker Lamp
1 feststellen, was die lysosomale Lokalisation von LOCT71772 beweist. Des Weiteren
sehen sie eine hohe Expression in Milz, Lunge und Gehirn, wihrend in Hoden, Leber
und Niere nur wenig LOC71772 zu finden ist. Interessanterweise finden sich in den
verschiedenen Organen unterschiedliche Reifungsformen des Proteins. So {iberwog das
50kDa-Protein, in der Lunge die 34 kDa-Form und in der Milz war die 24 kDa-Variante
prominent. Das Protein ist an fiinf Asparaginresten glykosyliert [45].

Auch Jensen et al. haben die humane Variante, LOC196463, in mittels MRP-
gereinigten Fraktionen gefunden. Alle sechs potentiellen N-Glykosylierungsstellen sind
bei diesem Protein besetzt, was den Unterschied des theoretischen (61kDa) und ap-
parenten (76kDa) Molekulargewichts der sezernierten Form erklart. Zudem konnte
eine gewisse Heterogenitdt der Glykosylketten nachgewiesen werden. Sleat und Mit-
arbeiter konnten zeigen, dass finf Glykopeptide einen M6P-Rest trugen [207]. Durch
proteolytische Spaltung in spéten Endosomen/Lysosomen entstehen ein 45kDa und
ein 32kDa grofies reifes Fragment, welche beide mit den lysomalen Proteinen Lamp 1
und Cathepsin D kolokalisieren.

Wie zuvor erwahnt sind LOC71771 und LOC196463 homolog zu einer PLB aus
D. discoideum. Daher vermuten die Autoren der vorgestellten Untersuchungen eine
Phospholipase-Aktivitat fiir diese Proteine. Trotz ihrer ausfiihrlichen Untersuchun-
gen zu Glykosylierungen, Reifungsformen und Lokalisation und obwohl Antikérper
vorhanden sind, zeigen die Autoren jedoch keine funktionellen Daten zu diesen Prote-
inen.

Aufgrund seiner Présenz in allen untersuchten Proben ist PLD4 jedoch der wahr-

scheinlichere Kandidat fiir die lysosomale PLA;.
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3.2 Charakterisierung

Eine Hauptfunktion von Makrophagen ist die Aufnahme und Degradation von kor-
pereigenen und Fremdpartikeln, welche in den Organismus eingedrungen sind. Es ist
zu vermuten, dass die lysosomale PLA; ein wichtige Rolle bei dem Abbau kérpereige-
ner und korperfremder Membranen spielt. Zusétzlich nehmen wir an, dass sie fiur die
Prozessierung und anschlieflende Présentation von Lipidantigenen wichtig sein kénnte.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden daher Studien zur Charakterisierung der
Aktivitdt vorgenommen. Es sollte ermittelt werden, unter welchen Bedingungen das
Enzym am besten arbeitet, ob und inwiefern die Membranbeschaffenheit eine Rolle
spielt und welche 16slichen Faktoren die Aktivitat beeinflussen. Als Enzymfraktionen
wurden hier sowohl delipidierte Lysosomenpréaparationen aus subzellulérer Fraktionie-
rung oder teilgereinigte RAW B-Zellkulturiiberstédnde (nach ConA-Batch) verwendet.

Um die natiirlichen Bedingungen so gut wie moglich zu imitieren, wurden Liposo-

men mit unterschiedlichen Lipidzusammensetzungen als Modellmembranen eingesetzt.

3.2.1 Aktivitidt am neutralen versus anionischen Liposom

Zunéchst sollte iiberpriift werden, ob die Enzymaktivitat von der Lipidzusammenset-
zung und/oder der Grofe der Liposomen abhangt. Zu diesem Zweck wurden SUVs,
LUVs und MLVs in neutraler (Grundliposom) und ,kompletter® Zusammensetzung
hergestellt. SUVs sind kleine unilamellare Vesikel, welche einen Durchmesser von bis
zu 50 nm haben. Durch die starke Kriimmung werden die Kopfgruppen der Phospho-
lipide im &ufleren Blatt der Lipiddoppelschicht auseinander gedriickt, wéihrend die
FS-Ketten dicht gepackt sind. Dieses kann die Bindungsfahigkeit von Grenzflache-
nenzymen an die Membran modulieren und somit den Substratumsatz beeinflussen
[3].

Das Komplettliposom orientiert sich an der von Kobayashi et al. [105] publizierten
Lipidzusammensetzung von spédten Endosomen. Das Grundliposom enthélt nur die
zwitterionischen Lipide PC, PE und SM und ist damit nach auflen neutral (siehe Seite
37). Der PC-Gehalt betrégt in beiden Liposomenarten konstant 50%. Im Komplettli-
posom wurde Sphingomyelin zugunsten der anionischen Phospholipide ausgetauscht.
In (hier nicht gezeigten) Voruntersuchungen konnte ein Einfluss der Sphingomyelin-
konzentration auf die Phospholipase-Aktivitéit ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 3.12 zusammengefasst.

Zunéchst fallt auf, dass die Probe der Lysosomenpréiparation im PLA-Test in der
Tendenz dasselbe Ergebnis liefert, wie die PLA1-Fraktion aus den RAW B-Uberstéinden.
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Abbildung 3.12: Lysosomale PLA; ist kaum an neutralen Liposomen aktiv und wird nicht
durch die Membrankrimmung beeinflusst. Es wurden SUVs, LUVs und MLVs mit entweder rein
zwitterionischer, also nach auflen neutraler, Zusammensetzung (Grundliposom) oder mit anionischen
Lipiden (Komplettliposom) hergestellt, wobei sich letztere an der von Kobayashi et al. [105] publizier-
ten Lipidzusammensetzung des spdten, endosomalen Kompartiments orientiert. Die Ansdtze wurden
bei pH 4,5 fir 45min bei 37°C inkubiert, lyophilisiert und die Lipide tiber HPTLC getrennt. Zwei
unterschiedliche PLA:-Fraktionen wurden getestet: A: delipidierte Lysosomenpraparation, B: PLA;
aus RAW B-Uberstand

Dieses Ergebnis ist zu erwarten, da wir davon ausgehen, dass es sich in beiden Frak-
tionen um dasselbe Enzym handelt und bestétigt diese Annahme (Abbildung 3.12A
vs. B).

Des Weiteren kann man deutlich erkennen, dass am neutralen Liposom (Grund-
liposom) kaum Enzymaktivitdt am PC-Substrat nachweisbar ist, wihrend am Kom-
plettliposom ca. die Hélfte des verfiigbaren PCs verdaut wurde. Das deutet darauf hin,
dass negativ geladene Phospholipide in der Membran wichtig fiir die PLA-Aktivitat
sind. Fehlen diese anionischen Phospholipide, kann an Modellmembranen kaum Sub-
strat umgesetzt werden. Fir SUVs, LUVs und MLVs erhilt man gleiche Ergebnisse.
Der Durchmesser der Liposomen, und damit die Kriimmung ihrer Membranen, scheint

demnach keinen Effekt auf die Aktivitat zu haben.

3.2.2 Kinetik der Enzymaktivitat

Die Untersuchung der Enzymkinetik sollte der Beantwortung zweier Fragen dienen.
Zum einen sollte die optimale Inkubationszeit fiir die Charakterisierungsversuche er-
mittelt werden. Zum anderen sollte geklart werden, ob die lysosomale PLA{-Aktivitat
eine Verzogerung bei der Hydrolyse aufweist. Fiir viele SPLAgs wird unter bestimmten
Bedingungen eine solche Verzogerungsphase (engl. lag oder latency phase) beobachtet,
welche einen sigmoiden Kurvenverlauf zur Folge hat [12, 23, 153].

Es wurden abermals neutrale und Komplettliposomen in Form von LUVs einge-
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Abbildung 3.13: Kinetische Untersuchungen der PLA 1-Aktivitdt A: PLA:-Kinetik an Grund-
und Komplettliposomen (LUVs). B: Kinetik in Anwesenheit von Triton X-100. Der Lipidfilm wurde
hier direkt in Assaypuffer mit 0,1% Triton X-100 aufgenommen. C: Kinetik in An- oder Abwesenheit
von 2,9 mM (B-CD mit Lysosomenpraparation. D:Kinetik in An- oder Abwesenheit von 2,9 mM (B-CD
mit teilgereinigten RAW B-Uberstinden

setzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.13 grafisch dargestellt.

Wie in vorangegangenem Versuch schon gesehen, wird am Grundliposom auch hier
so gut wie kein PC abgebaut (Abbildung 3.13A). Auch nach 17 Stunden (1020 min)
wurden erst 2% des verfiighbaren PCs hydrolysiert. Die Kinetik am Komplettliposom
entspricht einer Sattigungskurve. Nach ca. 40 min flacht die Kurve langsam ab und
néhert sich dem Plateaubereich. Die Kinetik mit Triton X-100 zeigt eine sehr dhnliche
Verlaufsform (Abbildung 3.13B). Die Versuche A und B wurden unabhéngig voneinan-
der mit unterschiedlichen PLA {-Praparationen durchgefiihrt. Daher sind die y-Werte
der beiden Grafiken nicht direkt miteinander vergleichbar.

Aus den Kinetiken geht hervor, dass die Inkubationszeit fiir die weiteren PLA{-
Versuche 45 min nicht iibersteigen sollte. Zudem wurde drauf geachtet, dass maximal
20% des verfigbaren PCs in den Assays umgesetzt wurde, um in der linearen Phase
der Kurve zu arbeiten.

Die Kurve zeigt keinen S-formigen Verlauf, wie er fiir die sSPLA—2 beschrieben

wurde.
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Bei der Hydrolyse von langkettigem PC entstehen als wasserunlésliche Produkte
eine FFS und Lyso-PC. Die Akkumulation dieser Molekiile in der Interphase fithrt zu
qualitativen Verdnderungen der Phospholipiddoppelschicht, welche die Enzymaktivi-
tat positiv oder negativ beeinflussen konnten.

Zur Klarung der Frage, ob dies hier der Fall ist, wurde eine Kinetik in An- oder
Abwesenheit von -CD erstellt. Es wurde von anderen Gruppen gezeigt, dass 5-CD
wasserlosliche Komplexe mit den Reaktionsprodukten von PLAs eingehen kann, ohne
jedoch die Phospholipidsubstrate zu komplexieren oder die Oberflichenspannung der
Vesikel zu verdndern [89]. 5-CD eignet sich daher dafiir, die lipophilen Produkte zu
komplexieren und damit aus der Interphase zu entfernen.

Die Grafiken C und D in Abbildung 3.13 dokumentieren das Ergebnis. In C wurde
als PLA-Fraktion eine Lysosomenpraparation eingesetzt, in D teilgereinigte PLA aus
RAW B-Uberstand. Man kann deutlich erkennen, dass die Kurve nach 3-CD-Zugabe
wesentlich steiler verlauft. So wurde z. B. nach 30 min von der Lysosomenpréaparation
7% des vorhandenen PCs verdaut, wenn kein $-CD vorhanden war, in Anwesenheit
von diesem jedoch 22%. Fiir die teilgereinigte RAW B-Uberstandsfraktion waren es
nach 30 min 15% versus 46%.

Das Komplexieren der Spaltprodukte durch 8-CD fiihrt also insgesamt zu einer Ak-
tivitatssteigerung auf 300%. Umgekehrt wirkt sich das Verbleiben der Spaltprodukte
in der Membran inhibierend auf die PLA;-Aktivitat aus.

3.2.3 Zum Effekt von 3-CD

Um die Konzentrationsabhéngigkeit des aktivierenden Effektes von 5-CD zu untersu-
chen, wurden weitere PLA-Assays mit verschiedenen 3-CD-Konzentrationen durch-
gefiihrt.

AuBlerdem wurde getestet, ob Rinderserumalbumin (BSA), ein weiterer Komplex-
bildner mit FFS, ebenfalls aktivierend auf die lysosomale PLA; wirkt.

Abbildung 3.14 zeigt, dass sowohl 3-CD- als auch BSA zunéchst die PLA-Aktivitat
steigern. Die Aktivitdtskurve steigt im BSA-Assay bis zu einer Konzentration von
4,2mM BSA steil an, fillt danach jedoch wieder ab. In Gegenwart von 20 mM BSA
erreicht die Aktivitéat jenen Wert, welcher ohne BSA-Zugabe gemessen wurde. Im Ge-
gensatz dazu steigt die Aktivitdt mit Erhohung der §-CD-Konzentration kontinuierlich
an. Bei einem Wert von 120mM (-CD erreicht die Aktivitat das 14-fache dessen, was

in der Kontrolle ohne Zugabe gemessen wurde.
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Abbildung 3.14: 3-CD und BSA modulieren die PLA;-Aktivitat. Dem PLA:-Assay wurden
steigende Konzentrationen von 3-CD und BSA zugesetzt und deren Auswirkung auf die Aktivitdt hier
dokumentiert.

Beide Molekiile, sowohl BSA, als auch 8-CD sind in der Lage, die Spaltprodukte der
PLA-Hydrolyse zu komplexieren. Hier wird gezeigt, dass beide Molekiile die PLA1-
Aktivitdt modulieren kénnen (Abbildung 3.14). Thre Titrationskurven sehen jedoch
unterschiedlich aus. In Gegenwart von 3-CD steigt die PLA-Aktivitéit kontinuierlich
mit der Konzentration an. Der Effekt von BSA erreicht hingegen einen Scheitelpunkt.
Konzentrationen dariiber hinaus nivellieren den anféinglich aktivierenden Effekt. Dies
konnte daran liegen, dass BSA auch an Membranen binden kann und dadurch mégli-

cherweise die PLA-Bindung sterisch behindert.

3.2.4 Einfluss der Ionenkonzentration auf die PL A -Aktivitat

Es stellte sich die Frage, warum am neutralen Liposom, im Gegensatz zum negativ
geladenen, kaum PC umgesetzt wird. Wie auf Seite 25 beschrieben, beschleunigen
Phospholipide mit negativ geladenen Kopfgruppen die Bindung vieler Lipasen an die
Grenzflache. Sie tun dieses u. a. aufgrund von elektrostatischen Effekten. Zum einen
werden positiv geladene Proteindoménen in den Lipasen elektrostatisch von den Kopf-
gruppen anionischer Lipide angezogen, zum anderen bewirkt gegenseitige elektrosta-
tische Abstoflung der Phospholipidkopfgruppen eine Aufweichung der Ordnung in der
Phospholipiddoppelschicht, was den Enzymen den Zugriff auf die Lipidsubstrate er-
leichtern kann [7].

Es sollte untersucht werden, ob die lysosomale PLA; ebenfalls auf elektrostati-
sche Wechselwirkungen an der Interphase angewiesen ist. Ein Hinweis darauf wéare

es, wenn die Tonenkonzentration im Medium die lysosomale PLA-Aktivitdt modulie-
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Abbildung 3.15: Hohere Ionenkonzentration inhibiert die PLA,-Aktivitdt. Dem Liposomen-
assay wurden unterschiedliche Salze hinzu titriert. In allen Fdllen erfolgte der Test mit PLA1 aus RAW
B-Uberstinden. Die Tests wurden unabhdngig voneinander durchgefihrt, was die leicht unterschiedli-
che Skalierung der Y-Achsen erklart. Inkubationszeit 40 min, 87°C. A:Titration von Natriumchlorid.
B: Da intrazelluldr vor allem Kaliumionen eine Rolle spielen, wurden zwei unterschiedliche Kalium-
salze, KCl und K2S04, im Assay getestet. C: Auswirkung der Calciumkonzentration auf die Aktivitdt
an Grund- und Komplettliposom. D:Auswirkung der Salzkonzentration nach Zugabe von 0,1% Triton
X-100.

ren wiirde. Positiv geladene Ionen koénnen die negativ geladene Membranoberflache
neutralisieren und die elektrostatischen Abstolungen zwischen den Lipidkopfgruppen
abschwéchen. Die bisherigen Versuche erfolgten in der recht niedrigen Ionenstérke von
50 mM Natrium-Acetat-Puffer 7.

Um den Effekt der Ionenstéirke zu ermitteln, wurden dem Assay unterschiedliche
Salze hinzu titriert (Abbildung 3.15). Es wurden Komplettliposomen (in 3.15C auch
Grundliposomen) als MLVs eingesetzt.

Wie die Grafiken darlegen, wird die PLA;-Aktivitat schon durch eine geringe Er-
hohung der Salzkonzentration stark inhibiert. Dabei spielt es keine Rolle, welches Salz
eingesetzt wurde. Wird das PLA1-Assay jedoch in Gegenwart von Triton X-100 durch-
gefiihrt (Abbildung 3.15D), so ist dieser Effekt nicht zu beobachten. Offenbar spielt der

"Die physiologische Osmolaritéit entspricht etwa 140-160 mM NaCl (= 280-320 mM geléste Tonen).
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Abbildung 3.16: Die PLA;-Aktivitit bindet bei saurem pH-Wert an anionische Membra-
nen. Je Liposomenart wurden 200nmol des entsprechenden Lipidmizes pipettiert und zur Herstellung
von MLVs in 200 ul Assaypuffer (50 mM NaAc- oder Tris-HCI-Puffer) hydriert. Die Liposomen wur-
den mit einem Aliquot einer Lysosomenpraparation (30ug Gesamtprotein bei A, 10ug bei B) versetzt
und bei 37°C fir 10 min leicht geschiittelt. Als Vergleichswert wurde ein Ansatz ohne Liposomen, aber
in gleichem Puffer und in gleicher Verdinnung mitgefihrt (Kontrolle). Anschliefend wurden die Lipo-
somen bei 100.000 g pelletiert und die PLA:-Aktivitit in den Uberstinden (in Gegenwart von Triton
X-100) gemessen. A: PLA:1-Bindung an Grund- und Komplettliposomen (G und K) bei saurem und
neutralem pH-Wert. B: PLA1-Bindung an Komplettliposomen bei verschiedenen Salzkonzentrationen
im Puffer. C: PLA1-Bindung an Komplettliposomen bei verschiedenen pH-Werten.

Ladungseffekt keine Rolle, wenn das Substrat in Detergenzmizellen angeboten wird.
Diese Ergebnisse erharten die Interpretation, dass das Bindungsvermégen der ly-

sosomalen PLA; an die Grenzflache Uiber elektrostatische Effekte vermittelt wird.

3.2.5 Enzymbindung am neutralen versus anionischen Liposom

Die lysosomale PLLA; kann ihr PC-Substrat nur umsetzen, wenn es in eine Grenzflache
mit anionischer Phospholipiden eingebunden ist. Am neutralen Grundliposom hinge-
gen wird kaum Substrat umgesetzt. Die vorangegangenen Versuche lassen vermuten,
dass anionische Phospholipide die Bindung der lysosomalen PLA; an die Membrano-
berfliche vermitteln. Es kénnte jedoch auch sein, dass das Enzym zwar noch an die
Membran binden kann, die negative Ladung auf dem Membranoberfliche jedoch fiir
die katalytische Aktivitdt notwendig ist. In diesem Fall wiirde das Enzym zwar an das
Grundliposom binden, konnte dort jedoch nicht katalytisch aktiv sein.

Zur Beantwortung, welche dieser beiden moglichen Interpretationen zutrifft, wur-
den Sedimentationsstudien mit Grund- und Komplettliposomen durchgefiithrt. Hierfir
wurden die hergestellten Liposomen zunéchst fiir 10 min bei 37°C mit der PLA-Probe

inkubiert, um dem Enzym die Bindung an die Liposomen zu erméglichen. Anschlieffend
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wurden die Liposomen pelletiert und die in den Uberstéinden verbleibende Aktivitét
gemessen. Je hoher die Restaktivitat in diesen Fraktionen, desto weniger Enzym wurde
von den Liposomen gebunden.

Abbildung 3.16 fasst die Ergebnisse zusammen. Wie aus Abbildung 3.16A hervor
geht, bindet die PLA ;-Aktivitdt weder bei pH 4,5, noch bei pH 7,4 an die Grundliposo-
men (G). An Komplettliposomen (K) findet bei pH 7,4 ebenfalls keine Bindung statt.
Bei pH 4,5 werden jedoch ca. 85% der PLA-Aktivitat mit den Liposomen pelletiert,
wie die Restaktivitit von 15% im Uberstand zeigt.

Im Folgenden wurde der Einfluss der Salzkonzentration auf die Bindung an Kom-
plettliposomen bei pH 4,5 untersucht (Abbildung 3.16B). Es ist deutlich zu erkennen,
dass sich eine Erhohung der Salzkonzentration negativ auf das Bindungsvermogen
der lysosomalen PLA; an die Komplettliposomen auswirkt. Bereits 100 mM NaCl im
Bindungspuffer reduzieren die PLA;-Bindung um das 5-fache. Dieses Ergebnis kor-
respondiert gut mit der Beobachtung, dass bei erhohter Salzkonzentration weniger
PLA;-Aktivitdt an PC gemessen werden kann.

SchlieBllich wurde der Effekt des pH-Wertes auf die Bindungsfahigkeit an Kom-
plettliposomen genauer untersucht. Abbildung 3.16C zeigt, dass bereits bei pH 5,5
deutlich weniger PLA;-Aktivitdt an die Liposomen bindet, bei pH 6,5 findet keine
Bindung mehr statt. Wie weiter unten noch gezeigt werden wird, korrespondiert diese
Beobachtung mit dem pH-Optimumsbereich des Enzyms.

Diese Versuche zeigen zum einen, dass die PLA;-Aktivitdt nur an Modellmem-
branen binden kann, wenn anionische Phospholipide in diese integriert wurden. Eine
Erhohung der Salzkonzentration vermindert die Bindungsfahigkeit, sehr wahrschein-
lich durch Abschwichung von elektrostatischen Wechselwirkungen, und damit auch
den katalytischen Umsatz von PC.

Zum anderen wird deutlich, dass auch der pH-Wert das Bindungsvermogen der
lysosomalen PLA; an Komplettliposomen stark beeinflusst. Die lysosomale PLA;-

Aktivitdt kann nur bei saurem pH-Wert von < 6,0 an die Modellmembranen binden.

3.2.6 Bestimmung des pH-Optimums

Fiir ein lysosomales Enzym erwartet man ein pH-Optimum im sauren Bereich. Wie
oben gezeigt, findet bei pH > 6 quasi keine Bindung der lysosomalen PLA; an Liposo-
men mehr statt. Es ist daher zu vermuten, dass aus diesem Grund auch keine Aktivitat
bei weniger sauren pH-Werten festgestellt werden kann.

Hier wurde nun ermittelt, bei welchem pH-Wert genau die PLA; am besten ar-

79



3. ERGEBNISSE

50 30
-G —G
. K

40-

30

20+

Phospholipase A1 Aktivitat
% LPC-Entstehung
Phospholipase A1 Aktivitat
% LPC-Entstehung
o

[&]
e

0- — ‘ | o
3 4 4,8 5,4 6 7 8 9 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
pH-Wert pH-Wert

Abbildung 3.17: Das pH-Optimum der lysosomalen PLA,. Die PLA:-Aktivitat wurde bei ver-
schiedenen pH-Werten bestimmt. A: pH-Bereich 3-9. B: pH-Bereich 3-5,4 in kleineren pH-Schritten.
Fiir den pH-Bereich von 3-7 wurde das Zitronensdure- Phosphat-Puffersystem (50 mM) verwendet, fir
die pH-Werte 8 und 9 diente 50 mM Tris-HCI-Puffer. Allen Ansdtzen wurden 0,1 mM EDTA zugesetzt.
Als Substrat wurde wieder PC in Grund- oder Komplettliposomen (als MLVs) angeboten. Nach 45min
Schiitteln bei 37°C wurde die Reaktion durch einfrieren gestoppt, die Proben lyophilisiert, per HPTLC
aufgetrennt und die Banden quantifiziert.

beitet. Des Weiteren sollte {iber diesen Versuch ausgeschlossen werden, dass auch
bei neutralem pH-Wert PLA-Aktivitdt gemessen werden kann. Dieses wiirde darauf
hindeuten, dass womdglich zytosolische bzw. sezernierte PLAs in den Préaparationen
vorhanden sind, welche u. U. auch bei saurem pH-Wert aktiv sein und damit die Er-
gebnisse der Assays verfilschen kénnten.

Es wurden zwei unterschiedliche Puffersysteme verwendet: 50 mM Zitronenséure-
Phosphatpuffer fir den pH-Bereich von 3-7 und 50 mM Tris-HCI-Puffer fiir die ho-
heren pH-Werte. Allen Assays wurde zudem 0,1 mM EDTA zugesetzt. EDTA wird
standardméfig in allen Assays der sauren PLA-Aktivitit eingesetzt, um Aktivitdten
von kalziumabhéngigen Phospholipasen zu minimieren. Auch hier wurde an Grund-
und Komplettliposomen (MLVs) gegen das Substrat PC gemessen.

Grafik A in Abbildung 3.17 zeigt die PLA1;-Aktivitdt in einem breiteren pH-
Bereich von pH 3-9. Um den Kurvenverlauf im Bereich des Aktivitdtsoptimums noch
genauer zu dokumentieren, wurde ein weiteres Assay in 0,2er-Schritten zwischen pH
3 und 5,4 durchgefiihrt (3.17B).

Man erkennt, dass weder bei neutralem, noch bei alkalischem pH-Wert PLA;-
Aktivitdt messbar ist. Die Aktivitdat an Komplettliposomen ist im pH-Bereich zwischen
4 und 4,4 am grofiten. Am zwitterionischen Grundliposom ist das Aktivitdtsoptimum
in noch saurere Bereiche unter pH 4 verschoben. Ab einem pH-Wert von 4,8 kann das
Enzym am Grundliposom, im Gegensatz zum Komplettliposom, kaum noch PC hydro-
lysieren. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen aus den vorangegangenen

Versuchen.
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Abbildung 3.18: Temperaturoptimum
der lysosomalen PLA,. Das PLA;-
Assay wurde bei verschiedenen Temperatu-
ren durchgefiihrt. Die Ansdtze wurden mit
MLVs fiir 40 min inkubiert. Durch Kontrol-
len ohne Enzymzugabe wurde ausgeschlos-
sen, dass das Substrat durch Erhitzen en-
zymunabhdngig hydrolysiert wird.

10- —— RAW B Lysosomes
——RAWB US

Kontrolle

Phospholipase A1 Aktivitat
nmol/mg*min

Temperatur (°C)

Wie man es bei einem lysosomalen Enzym erwartet, arbeitet die lysosomale PLA1
also nur in sauren pH-Bereichen. Bei pH > 5 ist kaum noch Aktivitdt messbar. Wie
gezeigt, nimmt auch die Bindungsfihigkeit an Liposomen ab pH 5,5 stark ab. Demnach
bestimmt der pH-Wert des Mediums die lysosomale PLA - Aktivitét u. a. dadurch, dass

er die Membranbindung des Enzyms beeinflusst.

3.2.7 Temperaturoptimum

Die van "t Hoff “sche Regel® besagt: Bei chemischen Reaktionen fiihrt eine Temperatur-
erh6hung von 10°C zu einer Verdopplung der Reaktionsgeschwindigkeit. Ab bestimm-
ten Temperaturen sinkt die Aktivitdtskurve von Enzymen jedoch rapide ab, was durch
die Hitzedenaturierung dieser Biokatalysatoren zu erkléren ist. Die Temperaturkurve
gibt damit einen Hinweis auf die Stabilitdt des Enzyms bei Warme. Fiir viele Enzyme
fallt die Kurve bereits ab 40°C, zunéchst langsam, ab.

In Abbildung 3.18 ist die Temperaturkurve der PLA; dargestellt. Der Peak dieses
Enzyms liegt bei bei 50°C und auch bei 60°C ist noch eine deutliche Aktivitat messbar.
Durch Kontrollen ohne Enzymzugabe konnte ausgeschlossen werden, dass das Substrat
enzymunabhéngig hydrolysiert wird. Der Anteil an gemessenem Lyso-PC sind also
ausschliefllich auf die Katalyse durch lysosomale PLA; zuriickzufiihren.

Das ermittelte Temperaturoptimum ist recht hoch, jedoch nicht aulergew6hnlich
fiir lysosomale Enzyme. So hat die lysosomale a-Glucosidase der Ratte ein Tempartu-
roptimum von 60°C [148]. Die lysosomale Protease Cathepsin D arbeitet, wie die hier

untersuchte lysosomale PLA;, ebenfalls bei 50°C am besten [208].

8 Auch als Reaktionsgeschwindigkeit-Temperatur-Regel (RGT-Regel) bekannt.
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3.2.8 Effekte einzelner Lipide

Die Beschaffenheit der Grenzfliche beeinflusst die Aktivitdt der meisten lipolytischen
Enzyme. Wie die vorangegangenen Versuche verdeutlichen, ist am zwitterionischen
Grundliposom so gut wie keine lysosomale PLA-Aktivitdt messbar.

Dagegen kann PC hydrolysiert werden, wenn es in ein Liposom eingebettet ist, wel-
ches, wie das Komplettliposom, anionische Phospholipide enthélt. Im Komplettliposom

tragen die Kopfgruppen der Phospholipide PS, PI und BMP eine negative Ladung.

Im Folgenden sollte ermittelt werden, welche Wir-  Tabelle 3.8: Liposomen-
Titrationstabelle.
kung einzelne Phospholipide auf die PLA; Aktivitat rrationstabere

haben. Zu diesem Zweck wurde jeweils nur ein einziges Lipid X PC SM

it Phospholipid i Grundli beste-
weiteres Phospholipid zu einem Grundliposom beste 0% Lipid X 50%  50%

hend aus PC und SM hinzu titriert. Das zu testende 5% Lipid X  50% 45%
Lipid ,,x“ wurde gegen SM ausgetauscht und die Kon-  10% Lipid X 50%  40%
zentration des Substrates PC konstant bei 50mol%  15% Lipid X 50% 35%

gehalten. Zur Verdeutlichung ist in Tabelle 3.8 die Li- 20% Lipid X = 50%  30%
30% Lipid X 50% 20%

pidzusammensetzung der eingesetzten Liposomen auf- 40% Lipid X 50%  10%

gefiihrt.

Man kann bei Abbildung 3.19 deutlich erkennen,
dass das zwitterionische Phospholipid PE keinen aktivierenden Effekt auf die PLA-
Aktivitdt auslibt, wahrend alle anionischen Phospholipide die PLA-Aktivitat kon-
zentrationsabhéngig positiv beeinflussen kénnen. Die einzelnen Aktivitatskurven der
negativ geladenen Lipide unterscheiden sich jedoch teilweise stark voneinander. BMP,
CL und DLCL bewirken schon bei einer vergleichsweise geringen Konzentration von
5mM Lipid eine deutliche Aktivitatssteigerung. Bei den Phospholipiden PS, PG, PI
und PA steigt die Aktivitédt bis zu einer Konzentration von 10 mM noch langsam an,
um dann in einen steileren Verlauf iiberzugehen. Fiir die meisten Phospholipide geht
die Titrationskurve in eine Plateauphase iiber. Bei CL und DLCL erreicht die Kurve
einen Hohepunkt, um anschliefend wieder abzufallen. Diese Unterschiede sollen spéter
noch néher diskutiert werden.

Es sei an dieser Stelle erwéhnt, dass auch die Auswirkung von Cholesterol auf die
lysosomale PLA1-Aktivitat getestet wurde. Dieses Steroid bietet zwar keine anioni-
sche Ladung, reguliert jedoch die Membranfluiditdt und kénnte auf diese Weise den
Zugang der PLA zu ihrem Substrat beeinflussen. Diese Méglichkeit konnte jedoch im

Konzentrationsbereich von 5-40 mM Cholesterol ausgeschlossen werden (Daten nicht
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Abbildung 3.19: Anionische Phospholipide erhohen die lysosomale PLA,-Aktivitdt.
Dem Grundliposom wurde jeweils ein einziges weiteres Lipid in steigender Konzentration im
Austausch gegen SM hinzugefiigt. Ziel war es, die Auswirkung der einzelnen Lipide auf die Akti-
vitdt zu untersuchen. Die Assays wurden jeweils 40min inkubiert. PE: Phosphatidylethanolamin;
PI: Phosphatidylinositol;  PG: Phosphatidylglycerol;  PS: Phosphatidylserin;  PA: Phosphatidsdure;
BMP: Bis(monoacylglycerol)phosphat; CL: Cardiolipin (aus Rinderherz); DLCL: Dilysocardiolipin
(aus Rinderherz).

gezeigt). In sémtlichen anderen Assays wurde auf den Einsatz von Cholesterol verzich-
tet, da dieses Lipid in gesunden Zellen kontinuierlich aus den internen Membranen der
spaten Endosomen/Lysosomen herausgeschleust wird [37].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass alle anionischen Phospholipide die
PLA-Aktivitdt an den Modellmembranen deutlich erhéhen, ihre Titrationskurven

jedoch unterschiedliche Verlaufe nehmen.

3.2.9 BMP steigert PS und PE-Degradation

BMP ist ein besonderes Phospholipid, das fast ausschliefllich in den intralysosoma-
len Membranen gefunden wird [105, 108]. Diese Tatsache legt nahe, dass es dort eine
besondere Aufgabe erfiillen konnte, welcher mit der Funktion dieser Membranen zu-
sammenhéngt. Die vorangegangenen Versuche zeigen, dass der Abbau von PC durch
die PLA; an Liposomen gesteigert wird, wenn BMP zugegen ist. Es stellte sich die
Frage, ob BMP auch den Abbau anderer Phospholipide als PC beschleunigt. Fiir die
Phospholipide PS und PE wurde dieses getestet. Daftir wurden Liposomen mit 5%,
15% und 25% BMP hergestellt und mit radioaktiv markierem PS oder PE ergénzt.
Die Degradation beider Phospholipide stieg mit der BMP-Konzentration signifikant
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Abbildung 3.20: Inhibition der PLA, durch CADs. Dem PLA:-Assay wurden steigende Kon-
zentrationen der trizyklischen Antidepressiva Imipramin oder Amitryptilin hinzugefigt. Als PLA;-
Fraktion diente teilgereinigter RAW B-Uberstand. Die Inkubation erfolgte fiir 45min bei 37°C.

an. So wurden in Gegenwart von 5% BMP ca. 16% PS abgebaut, bei 15% BMP war
es schon die dreifache Menge mit ca. 46% und bei 25% schliefllich 54% (Ergebnisse
nicht gezeigt).

3.2.10 Inhibitoren der PLA -Aktivitat

Kationische amphiphile Pharmazeutika (cationic amphiphilic drugs, CADs) konnen
als Nebenwirkung Phospholipidosen auslésen, indem sie lysosomale Phospholipasen
inhibieren. Der genaue Mechanismus der Inhibition wird noch diskutiert und scheint
bei den einzelnen CADs durchaus unterschiedlich zu sein [9].

Fiir einige CADs wird vermutet, dass sie (ebenfalls) negative Ladungen auf der
Membranoberflache neutralisieren und auf diese Weise die Bindung der Phospholipa-
sen an die Grenzflache verhindern.

Hier wurden fiir zwei unterschiedliche Substanzen, Imipramin und Amitryptilin aus
der Klasse der trizyklischen Antidepressiva, Titrationskurven im PLA;-Assay ange-
fertigt (Abbildung 3.20).

Beide Substanzen inhibieren konzentrationsabhéngig die PLA1-Aktivitdt. Ab einer
Konzentration von 0,79 mM Imipramin oder 2,63 mM Amitryptilin ist keine Aktivi-
tdt am Komplettliposom mehr messbar. In beiden Féllen erfolgt bei ca. 0,1 mM des

jeweiligen Antidepressivums eine PLA1-Aktivitatsreduktion von 50%.

3.2.11 Katalysemodus

Lipolytische Enzyme kénnen nach dem scooting-Modus oder dem hopping-Modus (sie-
he Seite 25) arbeiten. Mit folgendem Versuch sollte geklart werden, welchem Modus
die PLA; unterliegt.
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Es wurden mit radioaktivem PC markierte und nicht-markierte Komplettliposo-
men hergestellt. 20nmol der nicht-markierten MLVs wurden in Reaktionsréhrchen
vorgelegt und die PLA-Fraktion hinzugefiigt. Im Anschluss wurden die Gemische fiir
verschiedene Zeitraume inkubiert, um dem Enzym die Moglichkeit zu geben an die in
dem Ansatz bereits vorhandenen, nicht-markierten Vesikel zu binden.

Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wurden
Scoating ebenfalls 20nmol der radioaktiv-markierten Liposo-
men hinzugefiigt, die Reaktion nach 20 min gestoppt
und ermittelt, wie viel des radioaktiven PC-Substrates
Homping abgebaut worden war. Fiir den Null-Wert wurden bei-
de Liposomenarten gleichzeitig in die Reaktion gege-

ben.

Wenn das Enzym im hopping-Modus arbeitet,
Abbildung  3.21:  Scooting- kann es nach den einzelnen Hydrolysezyklen das Vesi-
Modus wvs. hopping-Modus. kel wechseln, da es von der Grenzflache dissoziiert. In
Modell aus [23]. diesem Falle ist der Wechsel von nicht-markierten Ve-
sikeln auf solche mit radioaktivem PC genauso wahr-
scheinlich, wie der Wechsel auf ein anderes, nicht-markiertes Vesikel. Arbeitet es hin-
gegen nach dem scooting-Modus, bleibt es fir viele Hydrolysen am Liposom gebun-
den und wechselt kaum noch oder gar nicht mehr auf Vesikel mit radioaktivem PC.
Dementsprechend wird weniger markiertes PC abgebaut. Abbildung 3.21 veranschau-
licht modellhaft den Unterschied zwischen den beiden Arbeitsmodi, Abbildung 3.22
zeigt die Ergebnisse der durchgefithrten Versuche.

Wird die Enzymfraktion mit unmarkierten Liposomen vorinkubiert, so sinkt der
prozentuale Abbau von PC aus den spéter hinzugefiigten, radioaktiv markierten, Lipo-
somen. Fiir diesen Effekt reichen wenige Sekunden Vorinkubationszeit. Bereits nach
60-90 min tritt eine Séttigung des Effektes ein. Léngere Vorinkubation fihrt dann
nicht zu einer weiteren Reduktion der Aktivitdt an markierten Liposomen. Das be-
deutet, dass die unmarkierten Liposomen bereits in der ersten Inkubationsminute mit
PLA; abgeséittigt werden. Die von unmarkierten Liposomen gebundene Enzymmenge
steht nicht mehr zur Verfiigung, um an den markierten Liposomen aktiv zu sein. Aus

dem Ergebnis folgt, dass das Enzym nicht im hopping-, sondern im scooting-Modus

arbeitet.
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Abbildung 3.22: Die lysosomale PLA:1 arbeitet im scooting-Modus. Dieser Versuch soll eine
Abschdtzung ermdglichen, ob die PLA1 eher im scooting- oder im hopping-Modus arbeitet. Die En-
zymfraktion wurden zundchst fiir die angegebenen Zeitspannen mit unmarkierten Komplettliposomen
inkubiert. Die Inkubationszeiten sind auf der x-Achse abgetragen. Nach dieser Zeit wurden Komplett-
liposomen mit radioaktiv markiertem PC hinzugefigt, 20 min lang bei 37°C unter leichtem Schiitteln
inkubiert und anschieflend iber HPTLC ermittelt, wie viel des radioaktivem PC in dieser Zeit abgebaut
wurde.

3.2.12 Zur Substratspezifitit

Bei Untersuchungen an bisher bekannten Phospholipasen hat man gesehen, das einige
Enzyme sehr spezialisiert nur ein oder zwei Phospholipidsorten als Substrat akzeptie-
ren. Andere Enzyme sind weniger spezifisch. Oftmals beeinflussen die FS-Ketten die
jeweiligen Aktivitdten. Hierbei kénnen sowohl der Sattigungsgrad, als auch die Ketten-
lange eine Rolle spielen. Es liegt auf der Hand, dass man fiir derart feine Untersuchun-
gen mit einer reinen Enzymfraktion arbeiten muss, die keinesfalls Restaktivitdten von
anderen Phospholipasen enthalten darf. Dieses war fiir unsere teilgereinigte Fraktion
nicht ganz auszuschlieflen.

Auch wenn an dieser Stelle keine detailierten Untersuchungen zur Substratspezifitat
erfolgen kénnen, haben wir getestet, inwiefern die teilgereinigte Enzymfraktion (nach
ConA-Batchverfahren und IEF) in der Lage ist, unter sauren Bedingungen andere
Phospholipide als PC zu spalten. Die Tests erfolgten in Gegenwart von Triton X-100.
Nach HPTLC-Entwicklung wurden die Lipide mit den Spriihreagenzien Rhodamin B
oder a-Naphtol auf der Platte sichtbar gemacht.

Als Positivkontrolle wurden die Phospholipide mit einer kommerziell erworbenen
PLA, (sPLAj aus Schweinepankreas, Assay hier bei pH 7,4) geschnitten”. AuBerdem
wurde jedes Lipid mit einer hitzeinaktivierten (30min, 80°C) PLA;-Fraktion inku-

9Eine PLA; war kommerziell nicht erhaltlich. Bei der PLAs-Hydrolyse entstehen jedoch ebenfalls
ein Lysophospholipid und eine freie 'S, welche in der HPTLC das gleiche Laufverhalten zeigen, wie die
Produkte der PLA;-Hydrolyse, sofern sn-1 und sn-2-Position des Glycerols mit derselben FS verestert
sind. Ist dies nicht der Fall, so ist das Laufverhalten der Hydrolyseprodukte von PLA; und PLAs
zumindest sehr &hnlich.
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biert und das eingesetzte Lipid ohne sonstige Zusétze als Standard auf der HPTLC
mitlaufen gelassen.

Alle Assays enthielten ausschliefilich das jeweils zu testende Lipid (keine Lipid-
mischungen) in Natrium-Acetat-Puffer, pH 4,5 mit 0,1 mM EDTA und 0,1% Triton
X-100. Als Substrataggregate dienten hier also nicht Liposomen, sondern Detergenz-
mizellen.

Die Ergebnisse fasst Tabelle 3.9 zusammen: sPLAy ist in der Lage, mit Ausnahme
von BMP, alle getesteten Lipide zu schneiden. Die lysosomale PLA; zeigt ebenfalls
eine breite Substratspezifitit und schneidet bis auf BMP und SM alle untersuchten
Phospholipide.

Tabelle 3.9: Von sPLA; und PLA;-Fraktion ge-
schnittene Phospholipidsubstrate.Die Assays ent-
PE ja ja hielten nur das zu testende Lipid in 50 mM Natrium-
Acetat Puffer, pH 4,5, 0,1 mM EDTA und 0,1% Triton

Lipid sPLA2 PLA,

Ps Ja ja X-100 und wurden nach Enzymzugabe fir 90 min bei

PI ja ja 37°C inkubiert. Nach HPTLC-Lauf wurden die Lipi-

PA ja ja de mit dem Spriihreagenz Rhodamin-B auf der Platte

PG . . sichtbar gemacht. Fin ,Ja“ kennzeichnet die Proben,
J2 Ja in welchen das eingesetzte Lipid prozessiert wurden,

SM ja nein bei ,nein“ erfolgte keine Hydrolyse.

CL ja ja

BMP nein nein
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit werden zum ersten Mal Daten zur mdglichen Identitét
und zu den Katalysemechanismen der lysosomalen PLA;-Aktivitat aus Makrophagen
prisentiert. Uber Con A-Sepharose, IEF, Affinititschromatographie und Gelfiltration
wurden aus NHy4Cl-behandelten RAW-B-Zellkulturiiberstédnden zwei Proteinsequen-
zen identifiziert, welche beide fiir die lysosomale PLA{-Aktivitdt verantwortlich sein
kénnten: PLD4 und LOC71772. Dabei ist PLD4 aufgrund seines Vorkommens in allen
Proben mit angereicherter PLA1-Aktivitat der sehr viel wahrscheinlichere Kandidat.

Bereits in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde diese Enzymaktivitét
gefunden und untersucht [58, 155]. In den 80er und 90er Jahren beschrieben eine
Reihe von Publikationen eine saure PLA-Aktivitéit in verschiedenen Organen, wobei
die damaligen Studien hauptséchlich Leber und Niere als Ausgangsmaterialien fiir
die Reinigung der lysosomalen PLA1-Aktivitdt verwendeten. Es kam wéihrend dieser
Studien jedoch nie zu einer Sequenzierung des Enzyms. Infolgedessen ist auch das
codierende Gen bis heute unbekannt geblieben und man weifl bis heute sehr wenig
iiber die physiologische Rolle dieser Hydrolase und ihre Katalysemechanismen.

In dieser Arbeit werden auch die katalytischen Eigenschaften der lysosomale PLA1
erstmals ausfiihrlich charakterisiert. Wir konzentrierten uns hier auf die PLA1-Aktivitat
aus Makrophagen, da diese Zellen als professionelle Phagozyten in besonderem Mafle
auf die Hydrolyse von aufgenommenen Phospholipiden angewiesen sind. Dabei konn-
ten wir zeigen, dass die Aktivitéit der PLA; von der Lipidzusammensetzung der Mem-
bran, an welcher sie arbeitet, moduliert wird. Anionische Phospholipide wirken dabei
stark aktivierend. Darunter auch das spezielle Lipid BMP, welches nur in spiten En-
dosomen /Lysosomen vorkommt und dort moglicherweise genau die Aufgabe hat, den
Lipidabbau im Lysosom zu regulieren.

Von unserer Gruppe konnte bereits gezeigt werden, dass DLCL aus Mykobakterien,
an CD1-Molekiile gebunden, an T-Zellen prisentiert werden kann. DLCL entsteht
durch Einwirkung von PLA; oder PLAy auf Cardiolipin [54]. Die lysosomalen PLAs
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scheinen daher auch fiir die Prozessierung von Lipidantigenen eine Rolle zu spielen.
Eine wichtige Voraussetzung, um die physiologische Rolle der lysosomalen PLA;
detailliert zu erforschen, ist die Aufklarung ihrer Struktur und das Auffinden des sie
codierenden Gens. Wiahrend die lysosomale PLAs in den letzten Jahren identifiziert
und untersucht werden konnte [197], ist zu der lysosomalen PLA; bis heute sehr wenig

bekannt. Diese Arbeit tragt dazu bei, diese Liicke zu schliefen.

4.1 Entwicklung der Reinigungsstrategie der lysosoma-

len PLA,

Fiir die Reinigung der lysosomalen PLA; mussten drei Fragen beantwortet werden:

1. Wie wird das Protein nachgewiesen?
2. Aus welchem Material soll gereinigt werden?

3. Welche Methoden eignen sich zur Reinigung?

Die lysosomale PLA1-Aktivitdt wurde mittels HPTLC unter Verwendung von ra-
dioaktiv markiertem PC gemessen. Fin angemessenes Assaysystem fiir die Proteinrei-
nigung muss untereinander vergleichbare Ergebnisse liefern. Wéhrend der Reinigung
wird die Enzymfraktion in unterschiedlichen Puffern mit unterschiedlichen Ionenkon-
zentrationen vorliegen. Wie im Charakterisierungsteil gezeigt, hingt die Aktivitat
der lysosomalen PLA;-Aktivitdt stark von den Pufferbedingungen ab. Bietet man
das Substrat hingegen als Detergenzmizelle mit Triton X-100 an, so spielt die Ionen-
konzentration des Puffers keine Rolle mehr. Im Reinigungsteil wurde die lysosomale
PLA;-Aktivitat daher durchgéngig in Anwesenheit von 0,1% Triton X-100 gemessen.
Um Ca?*-abhiingige PLA-Aktivititen zu unterbinden, wurde dem Puffer 1 mM ED-
TA zugesetzt. Der pH-Wert des Assaypuffers wurde auf 4 eingestellt. Bei jedem Assay
wurde sicher gestellt, dass der pH-Wert in den Versuchsansidtzen auch nach Zugabe
der Probe bei 4 lag.

Der Ausgangspunkt unseres Interesses an der lysosomalen PLA-Aktivitdt war die
Vermutung, dass sie bei der Prozessierung von Lipidantigenen im Makrophagen ei-
ne Rolle spielen kénnte. Eine Hauptaufgabe von Makrophagen ist die Aufnahme und
der Verdau von fremden und korpereigenem partikuldren Material [216]. Es ist daher
denkbar, dass das Makrophagenlysosom iiber eine spezielle Ausstattung an Lipasen
fir diese Aufgabe verfiigt. Der Makrophage exprimiert moglicherweise eine lysosomale

PLA 1, welche sich von den in anderen Zelltypen synthetisierten unterscheidet. Aus die-
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sem Grund entschieden wir uns, die Isolierung des Enyzms aus der Mausmakrophagen-
dhnlichen Zelllinie RAW B vorzunehmen und nicht, wie frithere Publikationen, aus
ganzen Organen wie Leber oder Niere.

Fiir die ersten Reinigungsversuche praparierten wir mittels subzellularer Fraktio-
nierung Lysosomen aus den RAW B-Zellen. Diese aufwendige Methode eignete sich je-
doch nicht, die bendtigten groflen Mengen an Ausgangsmaterial fiir die PLA-Isolation
bereit zu stellen. Wir testeten daher die Moglichkeit, lysosomale PLA; aus Zellkul-
turiiberstdnden aufzureinigen. Durch Zusatz von NH4Cl in die Zellkultur kann die
Sekretion von lysosomalen Proteinen erzwungen werden. Dieses lysomotrophe Amin
fiihrt zu einer Erhohung des pH-Wertes der sauren intrazelluldren Kompartimente
wie spétes Endosom und Lysosom und unterbindet damit die Dissoziation des Kom-
plexes aus MPR und lysosomalem Enzym [154]. Die MPRs kénnen nun nicht mehr
zum TGN zuriickkehren, um weitere M6P-markierte lysosomale Proteine zum spéiten
Endosom zu transportieren. Dadurch erschopft sich ihr Kontingent im GA schnell,
was zur Sekretion der neusynthetisierten lysosomalen Enzyme in das Medium fithrt
[27, 64]. Voraussetzung fiir die Anwendung dieser Methode zur Materialbeschaffung
fiir die Reinigung war, dass die lysosomale PLA; als aktives Enzym sezerniert wird.
Haufig werden lysosomale Enzyme als inaktive Pro-Enzyme synthetisiert und erst im
spaten Endosom/Lysosom durch proteolytische Spaltung aktiviert [73]. Auf diese Wei-
se sind ER, GA und Transportvesikel vor einem hydrolytischen Angriff dieser Enzyme
geschiitzt.

Wie der Test der Zellkulturiiberstdnde ergab, findet sich hier bereits ohne Zugabe
von NH4Cl saure PLA;-Aktivitdt (Abbildung 3.1). Dies ist nicht ungewohnlich, da in
der Regel bis zu 30% der neusynthetisierten lysosomalen Enzymvorstufen physiologisch
sezerniert werden [110]. Der genaue Anteil variiert zwischen den unterschiedlichen Zel-
larten. (Uber den MPR-300 kénnen diese wieder von der Zelle oder von Nachbarzellen
internalisiert und normal prozessiert werden [72])

Etwas ungewohnlicher ist hingegen die Tatsache, dass die lysosomale PLA; im
Zellkulturiiberstand aktiv ist. Offenbar wird dieses Enzym nicht als inaktives Pro-
Enzym synthetisiert. Dieses kdnnte damit erklart werden, dass die lysosomale PLA;
ausschlieBlich bei sehr sauren pH-Werten von 4-5 aktiv sein kann, wie sie allein im
Lysosom vorkommen. Wie die in dieser Arbeit prasentierten Daten belegen (Abbildung
3.17), ist das Enzym bei hoheren pH-Werten, wie sie im GA oder im Extrazellularraum
herrschen, komplett inaktiv.

Der Zusatz von NH4CI in die Zellkultur erhoht die von den RAW B-Zellen ausge-
schiedene Enzymmenge noch deutlich (Abbildung 3.1). Dies deutet darauf hin, dass
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die lysosomale PLA; (zumindest auch!) iiber den M6P-abhingigen Segregationsweg
in das Lysosom gelangt. Ein weiteres Indiz fiir diese Schlussfolgerung ist die Tatsache,
dass bei Patienten mit Mukolipidose II und III die Serumkonzentration an lysosomaler
PLA-Aktivitdt ansteigt. Bei diesen lysosomalen Speicherkrankheiten werden die lyso-
somalen Enzyme im TGN nicht mit dem M6P-Sortierungssignal ausgestattet. Grund
hierfiir sind Gendefekte, welche die beteiligten Enzyme betreffen. In der Folge werden
die normalerweise M6P-sortierten lysosomalen Enzymvorstufen sezerniert [93].

Die Versuche zeigten, dass fiir die Isolierung der lysosomalen PLA; mit NH4Cl-
behandelte RAW B-Zellkulturiiberstand verwendet werden konnten.

Um die geeigneten Reinigungsmethoden der lysosomalen PLA; zu ermitteln, teste-
ten wir eine Reihe von {iblichen Proteinreinigungsmethoden. Das Spektrum reicht von
unspezifischeren Methoden, wie fraktionierende Ammoniumsulfatfallung oder Triton
X-114 Phasentrennung iiber Ionenaustausch-Chromatographien bis hin zu den spe-
zifischeren Lektin-Chromatographien. Die Tabelle 3.1 fasst die getesteten Methoden
zusammen. Dabei zeigte sich, dass die meisten dieser Methoden fiir die Isolierung der
lysosomalen PLA; nicht geeignet waren.

Grundsétzlich kann man den Erfolg eines Reinigungsschrittes anhand von zwei
Parametern bestimmen: dem Reinigungsfaktor und der Ausbeute. Der Reinigungsfak-
tor ergibt sich aus dem Vergleich der spezifischen Aktivitdten vor und nach einem
Reinigungsschritt, wobei die spezifische Aktivitdt als der Quotient aus Aktivitéit pro
Volumen und Proteinkonzentration definiert ist. Man berechnet also, um welchen Fak-
tor das Enzym in Relation zu allen in der Loésung befindlichen Proteinen angereichert
wurde. Die Ausbeute hingegen gibt dariiber Aufschluss, wie viel des Enzyms durch
den Reinigungsschritt verloren wurde. Hierzu vergleicht man die Gesamtaktivitdten
der Probe vor und nach dem Reinigungsschritt. Ein Verlust des zu reinigenden Proteins
kann dadurch verursacht werden, dass es nicht vollstdndig vom S&ulenmaterial eluiert
werden kann. Da man zusédtzlich nur mit den Fraktionen mit dem besten Anreiche-
rungsfaktor weiterarbeitet, verliert man einen Anteil des Proteins durch das Verwerfen
der nicht ganz so reinen Fraktionen. Beim Umgang mit Enzymen kann ein Verlust an
Gesamtaktivitdt auch durch einen Aktivitatsverlust des Enzyms bei der Reinigung
verursacht werden.

Hubert Rehm empfiehlt in seinem Buch, von Reinigungsstufen mit einer Ausbeute
von weniger als 30% oder mit einem Reinigungsfaktor von weniger als 5 Abstand zu

nehmen [171]. Es zeigte sich, dass die meisten getesteten Reinigungsmethoden die-

Dies schliefit nicht aus, dass parallel auch ein alternativer Segregationsweg verwendet wird.
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se Voraussetzungen nicht erfiillten. Bei vielen dieser Methoden wurde nur eine sehr
schlechte Anreicherung erhalten. Dies kann teilweise daran gelegen haben, dass die
Aktivitat auf der Sdule verloren ging. Solch ein Aktivitatsverlust fand wahrscheinlich
bei der Kationenauschtausch-Chromatographie und der HPLC statt. In den meisten
anderen Féllen lag das Problem in einer unzureichenden Fraktionierung. Die Aktivitét
eluierte nicht als definierter Peak, sondern ,,schmierte“ iiber einen breiten Bereich der
aufgefangenen Fraktionen. Dieses Problem konnte bei den Anionenaustauschern, der
IEF und der Gelfiltration beobachtet werden.

Erklart werden kann dieses Verhalten mit dem wahrscheinlich hohen Glykosy-
lierungsgrad der lysosomalen PLA;. Lysosomale Enzyme werden bei ihrer Synthe-
se in ER und GA glykosyliert. So besitzen alle lysosomalen Proteine tiber Aspara-
ginreste N-glykosidisch gebundene Oligosaccharidseitenketten, bei einigen sind auch
O-Glykosylierungen bekannt [123]. Die N-glykosidisch verkniipften Zuckerketten sind
h&ufig vom mannosereichen Typ, es wurden aber auch Oligosaccharide vom komplexen
oder hybriden Typ gefunden [95, 111, 207].

Eine generelles Phéanomen glykosylierter Proteine ist, dass sie selten als einzige,
reine Spezies vorliegen. Vielmehr findet man, dass dieselbe Polypeptidkette mit va-
riierenden Glykosylierungsgraden vorkommt. Man bezeichnet dieses als ,,Mikrohete-
rogenitdt“ von Glykoproteinen. Sie kann durch inkomplette Biosynthese verursacht
werden. Oftmals findet sie aber auch aufgrund post-synthetischer partieller Degra-
dationsprozesse innerhalb der Zelle oder wahrend der Isolierung des Proteins statt
[187]. Als Folge entstehen verschieden geladene Varianten der glykosylierten Polypep-
tidkette, was in Chromatographien oder IEF zu breiten Banden und/oder mehreren
Peaks desselben Polypeptids fiihren kann [176]. Diesen Effekt haben wir sowohl bei
den Anionenaustausch-Chromatographien, als auch bei der IEF der lysosomalen PLA{
gesehen (siehe Abbildung 3.3).

Lysosomale Proteine tragen zusétzlich Phosphorylierungen an den M6P-Resten,
welche negativ geladen sind. Eine partielle Degradation der M6P-Reste tragt hier
ebenfalls zur Entstehung unterschiedlich geladener Proteinspezies bei. In Studien des
lysosomalen Proteoms konnten Sleat et al. sehen, dass lysosomale Proteine im Durch-
schnitt zwei M6P-Reste tragen, manche nur einen, andere aber sogar fiinf, wie das
hier gefundene LOC196463 [207].

Es wére zudem denkbar, dass es zelltypische und/oder stoffwechselabhidngige Un-
terschiede in den Glykosylierungs- und Phosphorylierungsmustern gibt.

In 2D-Gelen schlégt sich die Mikroheterogenitit eines Glyko- und/oder phospho-

rylierten Proteins oft in einem typischen ,Kettenmuster® nieder, welches auf die un-
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terschiedlichen isoelektrischen Punkte der Isoformen zurtickzufiihren ist.

Unterschiedliche Glykosylierungsgrade wirken sich nicht nur auf die Ladung, son-
dern auch auf die Grofle der Protein-Isoformen aus. Damit wird auch die Fraktionie-
rung aufgrund von Gréflenunterschieden schwierig. In der Gelfiltration eluieren Gly-
koproteine in der Regel bei einem hoheren apparenten Molekulargewicht als globulare
Proteine gleicher Masse. Auch hier ist die Elution in breiten Peaks haufig zu sehen
[176]. Wie man in Abbildung 3.8 sieht, eluiert auch die lysosomale PLA; iiber mehrere
Fraktionen.

Ein nahe liegender Gedanke war, die lysosomale PLLA; vor Beginn der Reinigungs-
schritte zu deglykosylieren. Die Notwendigkeit, das Enzym iiber seine Aktivitdt zu
identifizieren, erlaubte nur den Einsatz einer nativen, enzymatischen Deglykosylie-
rung. Ein Problem von Glykosidase-Behandlung unter nativen Bedingungen kann sein,
dass aufgrund der Proteinfaltung nicht alle Zuckerketten zugénglich sind und daher
nicht vollstdndig abgebaut werden konnen. Ein zweites, daraus folgendes, Problem
ist die Notwendigkeit, lange Inkubationszeiten anzusetzen. Oft muss eine Probe zur
vollstandigen Deglykosylierung tiber mehrere Tage bei 37°C inkubiert werden. Wir
haben die Verwendung der nativen Deglykosylierung mit den Endoglykosidasen F
(F1, F2, F3) und H getestet. Der Verdau fithrte jedoch zum Verlust der lysosomalen
PLA;-Aktivitat aus der Probe (nicht gezeigte Beobachtung). Dies legt die Vermutung
nahe, dass die Glykosylierungen fiir die Stabilitdt des Enzyms wichtig sind. Fiir an-
dere lysosomale Hydrolasen konnte bereits gezeigt werden, dass Glykosylierungen fiir
Stabilitdt und Aktivitdt wichtig sind, in manchen Féllen auch fiir die Beibehaltung
der korrekten Proteinkonformation [53, 66, 246]. Zusétzlich schiitzen Glykosylierungen
die Polypeptidkette gegen proteolytischen Abbau [115]. Dies ist eine wichtige Voraus-
setzung dafiir, dass sich die lysosomalen Hydrolasen im Lysosom nicht gegenseitig
verdauen. Eine Entfernung der Zuckerketten kann daher den proteolytischen Abbau
des Enzyms begiinstigen. Aufgrund des Verlustes der lysosomalen PLA;-Aktivitét
beim Glykosidase-Verdau war es nicht moglich, die Reinigung an einer deglykosylier-
ten Form des Enzyms durchzufiihren.

Glykosylierungen bringen jedoch keineswegs nur Probleme mit sich, sondern kon-
nen fir die Proteinreinigung auch ausgenutzt werden: Bestimmte Mokekiile, die so
genannten Lektine, sind in der Lage, Glykoproteine iiber ihre Zuckerstrukturen zu
binden und erlauben so ihre Anreicherung. Lektine sind per Definition multivalente
Proteine nicht-immunologischen Ursprungs und ohne katalytische Aktivitat, welche
relativ spezifisch an Kohlenhydrate binden [168]. Fiir die Reinigung der lysosoma-
len PLA; haben wir drei Lektine mit unterschiedlichen Spezifitdten getestet: WGA,
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Jacalin und Con A.

WGA bindet N-Acetylglucose, GIcNAc und, mit geringerer Affinitéit, Sialinsdure-
reste. In unseren Versuchen variierte die Affinitdt der lysosomalen PLA; zu WGA in
den unterschiedlichen Proben erheblich. Es wurde ein variabler Anteil des Enzyms
gebunden, eine quantitative Bindung fand nicht statt. Da GlcNAc héufig als abschlie-
Bendes Monosaccharid auf den Zuckerketten sitzt (siehe Seite 2), ist es beztiglich einer
Degradation besonders anfillig. Das heterogene Bindungsverhalten der Proben mit
lysosomaler PLA{-Aktivitdt kann daher auch hier mit partieller Degradation erklért
werden.

Jacalin ist spezifisch fiir O-glykosidische Bindung. Die lysosomale PLA-Aktivitat
wurde von diesem Lektin nicht gebunden und scheint demnach keine O-Glykosylie-
rungen zu besitzen.

Con A-Matrices binden spezifisch an Mannosyl- und Glukosylreste. Dieses Lektin
war in der Lage, die lysosomale PLA; quantitativ zu binden. Das war zu erwarten,
da lysosomale Proteine haufig N-Glykosylierungen des mannosereichen Typs aufwei-
sen [111]. Allerdings erfolgte die Elution mit a-D-Methylmannopyrannosid auch hier
in einem breiten Peak. Wir sind daher dazu iibergegangen, das Enzym im Batch-
Verfahren mittels eines Stufengradienten zu eluieren. Wie sich an der Reinigungsta-
belle 3.3 zeigt, wurden bei dieser Methode Ausbeuten von iiber 100% erreicht. Ein
solches, theoretisch nicht mogliches, Ergebnis kann damit erklart werden, dass mog-
licherweise inhibitorisch wirkende Substanzen durch den Batch abgetrennt wurden.
Etwas dhnliches wurde von Loffler et al. beschrieben, welche sich in den 80er Jahren
mit der Reinigung einer sauren PLA; aus Rattenleber beschéftigten [127]. Aufgrund
der damals gemessenen spezifischen Aktivitdten vermuteten diese Autoren ebenfalls,
dass in den Ausgangsfraktionen ein Inhibitor der PLA-Aktivitdt vorhanden gewesen
war, der im Laufe der Isolierung abgetrennt worden war.

Von den von uns getesteten klassischen Proteinreinigungsmethoden haben wir fiir
die Reinigung der lysosomalen PLA;-Aktivitdt nur noch den Con A-Batch, die IEF
und die Gelfiltration eingesetzt. Dabei diente der Con A-Batch der Abtrennung der
nicht-glykosylierten Kontaminanten. Der Einsatz der IEF war trotz der breiten Fo-
kussierungspeaks gerechtfertigt, da die lysosomale PLA{-Aktivitat in sehr niedrigen
pl-Bereichen von unter 4,5 fokussierte, was eine Isolierung von vielen anderen, weni-
ger sauren, Proteinen erlaubte. Das endgiiltige Reinigungsverfahren wird weiter un-
ten noch diskutiert werden. Zunéchst sollen auf die Versuche zur Riickgewinnung der

PLA-Aktivitdt aus SDS-Gelen eingegangen werden.
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4.2 Renaturierung der PLA-Aktivitat

Da die klassischen Methoden zur Proteinreinigung im Falle der lysosomalen PLA; kei-
ne befriedigenden Ergebnisse lieferten, entwickelten wir eine Methode, PLA {-Aktivitat
nach SDS-PAGE zu renaturieren. In der Literatur existieren recht viele Protokolle, um
rekombinante Proteine aus Einschlusskorperchen (inclusion bodies) von Bakterien in
die native Proteinfaltung zu tiberfithren [38]. Im Gegensatz dazu gibt es nur sehr we-
nige Verodffentlichungen zur Renaturierung von Proteinen nach SDS-PAGE. Bei den
bisher aus SDS-PAGE renaturierten Enzymen handelt es sich vor allem um DNA-
bindende Proteine, RN Ase-Polymerase und einige bakterielle Enzyme aus Fscherichia
coli [5, 29, 71, 121, 156, 236]. Die Autoren verwendeten hier Protokolle, welche die
Elution der Proteine, ihre Féllung, ihre komplette Entfaltung mittels Guanidinium-
Hydrochlorid und ihre Renaturierung iiber Verdiinnung oder Dialyse beinhalteten. Fiir
verschiedene Kinasen und eine virale Neuraminidase existieren Methoden, die Enzyme
im Gel zu reaktivieren und ihren Nachweis mit Hilfe von fluoreszierenden Substraten
ebenfalls im Gel zu erbringen [121, 236]. Letzteres war mangels eines entsprechenden
Substrates fiir die lysosomale PLA; leider nicht méglich.

Wir testeten die von den oben genannten Autoren verwendeten Protokolle fiir die
Renaturierung der lysosomalen PLA;. Es war auf diese Art jedoch nicht mdéglich,
Aktivitat zuriickzugewinnen.

Zur Renaturierung von Proteinen nach Entfaltung durch SDS ist ein Entfernen
der SDS-Molekiile von der Polypeptidkette notwendig. Mitte der 90er Jahre konn-
ten Rozema und Gellmann zeigen, dass Cyclodextrine (CDs) diesen Zweck erfiillen
konnen [182]. Diese ringformigen Molekiile sind in der Lage, SDS zu komplexieren
und dadurch diese Detergenzmolekiile von der Aminoséurekette zu entfernen. Die auf-
einander folgende Verwendung von denaturierendem Detergenz und CDs dhnelt dem
Wirkmechanismus der Chaperone GroEL/S im ER, weshalb die Methode artificial
chaperone-assisted refolding (,von kiinstlichen Chaperonen vermittelte Riickfaltung®)
genannt wurde [40, 182].

In Vortests konnten wir zeigen, dass die lysosomale PLA; sowohl nach SDS-, als
auch nach Urea-Denaturierung unter Verwendung von [-CD riickfaltbar war. Des
Weiteren war es moglich, das Enzym nach reduzierendem und nicht-reduzierendem
SDS-PAGE aus dem Gel zu eluieren, zu renaturieren und seine Aktivitdt in einem
GrofBlenbereich von 28-50 kDa nachzuweisen. Wir fanden in diesem Bereich zwei Peaks:
einen bei ca. 34 kDa und einen weiteren bei ca. 45 kDa. Eine md&gliche Ursache hierfiir

konnte sein, dass sich die Aktivitdt nicht aus allen Gelstiicken gleichméfig zuriick-
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gewinnen lie. Es wire jedoch auch denkbar, dass wir es mit zwei Isoenzymen zu
tun haben. Fiir letztere Erklarung spricht, dass auch in der IEF zwei Peaks erhalten
wurden.

Ungeachtet der favorisierten Erklarung wird deutlich, dass die PLA-Aktivitat auch
im SDS-PAGE eher in einer breiten ,Wolke“ denn in einer distinkten Bande lauft.
Auch dies ist ein fiir Glykoproteine typisches Verhalten und wird ebenfalls durch ihre
Mikroheterogenitat verursacht [176]. Zusétzlich binden Glykoproteine weniger SDS-
Molekiile in Relation zu ihrer Masse als nicht-glykosylierte Proteine. Dadurch erhalten
sie eine geringere negative Gesamtladung, woraus eine verminderte Mobilitdt im Gel
resultiert. In der Folge laufen sie bei hoheren apparenten Molekulargewichten, als es

ihrer tatsdchlichen Masse entsprechen wiirde.

4.3 Reinigung der lysosomalen PLA-Aktivitat

Um ausreichend grofle Mengen an Ausgangsmaterial fiir die Reinigung der lysosomalen
PLA; bereit zu stellen, wurden iiber einen Zeitraum von fiinf Monaten Zellkulturiiber-
stdnde von mehr als 1000 grofien Zellkulturflaschen gesammelt. Auf diese Weise konn-
ten wir fiir die Reinigung von einer Proteinmenge von 1,8 g nach Ammoniumsulfatfal-
lung ausgehen (siehe Tabelle 3.3). Nach Con A-Batch konnte in allen Fraktionen (US- ,
Wasch- und Elutionsfraktionen) zusammen nur noch ca. 1,1 g wiedergefunden werden.
Der hohe Verlust an Gesamtprotein ist durch unerwiinschte Proteinprézipitation wéh-
rend des Batches verschuldet. Es ist zusétzlich moglich, dass die PLA-Aktivitat nicht
vollstdndig von der Con A-Matrix eluiert werden konnte. Wie aus Tabelle 3.3 eben-
falls hervor geht, konnte die PLA;-Aktivitdt fast quantitativ an das Sdulenmaterial
gebunden werden. So konnten insgesamt nur ca. 5% der Aktivitit in der Uberstands-
und Waschfraktion (je 2,6%) wiedergefunden werden. Die 1.Elution fithrte zu einer
7-fachen, die 2. Elution zu einer 15-fachen und die 3. Elution zu einer 14-fachen Anrei-
cherung der PLA;-Aktivitdt. Die Ausbeuten lagen bei diesen Elutionsfraktionen bei
45%, 135% und 7,7%. Gemessen an den bereits erwédhnten Richtlinien (s.o. und [171]),
eine 3-fache Anreicherung und eine Ausbeute von 30% nicht zu unterschreiten, sind
diese Zahlen recht zufriedenstellend. Insgesamt konnten durch den Batch 840 mg der
gesamten in der Fraktion befindlichen Proteine von der PLA;-Aktivitdt abgetrennt
werden.

Wie weiter oben bereits angesprochen, kann die Ausbeute von 135% damit erklart
werden, dass moglicherweise ein Inhibitor der lysosomalen PLA;-Aktivitdt bei dem

Batch abgetrennt wurde.
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Im nachsten Schritt wurden die Proben JRaw
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Wiéhrend der zweite Peak (pH 5,0-5,4) in j::ztl?;?:;e:fllen PLA1-Aktivitdt einge-
der SDS-PAGE noch sehr viele Proteinban-
den aufwies, war die Gelspur des ersten Peaks (<4.0) schon wesentlich ,sauberer®. Aus
diesem Grund konzentrierten wir uns im Folgenden auf die Reinigung der lysosomalen
PLA-Aktivitdt aus den sauren Peaks der Con A-Elutionsfraktionen.

Da die klassischen Proteinreinigungsmethoden fiir die hier durchgefiihrte Enzym-
reinigung versagten, konstruierten wir eine PLAj-bindende Affinitdts-Matrix. Wir
wahlten zwei potentielle Affinitétsliganden fiir die Bindung an aktivierte Sepharose.
Zum einen Rosenthals Inhibitor, zum anderen 1-O-Hexadecyl-2-Azelaoyl-sn-Glycero-
3-Phosphocholine. Rosenthals Inhibitor wurde 1960 von Rosenthal und Geyer [179]
als Hemmstoff fiir PLA aus Schlangengift synthetisiert und wurde bereits erfolgreich
als Affinitatsligand fiir die Isolierung von PLAs-Enzymen aus Echsen, Schlangen oder
Amoben verwendet [228]. 1-O-Hexadecyl-2-Azelaoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine ist
ein PC-Analogon, bei welchem die sn-1 Position iiber eine Etherbindung mit der Al-

kylgruppe verkniipft ist. Wahrscheinlich kann diese Bindung nicht von der lysosomale
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PLA; hydrolysiert werden. Derivate dieses Molekiils wurden bereits zur Isolierung von
PLAs-Enzymen aus verschiedenen Organismen eingesetzt [17, 46, 178, 219].

Die hergestellten Affinitdtsmatrices wurden mit einer Probe aus Pool B der IEF
auf die Fahigkeit getestet, lysosomale PLA; zu binden. Wahrend die Enzymaktivitét
bei Inkubation der Probe mit Rosenthal-Sepharose im US verblieb, war sie nach Inku-
bation der Probe mit PC-Sepharose im US nicht mehr messbar (Abbildung 3.6). Das
deutet darauf hin, dass das Enzym an die Matrix gebunden hatte. Dieser Effekt unter-
lag einer Sattigung, welche der Bindungskapazitat der Affinitdtsmatrix entspricht. Der
Verlust der Aktivitit aus dem US ging mit einem Verlust von zwei Proteinbanden aus
dem Bandenmuster im SDS-Page einher. Es liegt die Vermutung nahe, dass diese Ban-
den fiir die Enzymaktivitit verantwortlich sind. Daher behandelten wir anschlielend
je eine Probe aus Pool A und Pool B mit PC-Sepharose und analysierten diejenigen

Proteinbanden mittels LC/MS/MS, welche an die Matrix gebunden hatten.

4.4 Interpretation der Massenanalysen

In allen Proteinbanden, welche an die PC-Sepharose gebunden hatten, befand sich
das gleiche Protein: PLD4 (Tabelle 3.4). Seine Proteinsequenz wurde aus cDNA-
Datenbanken abgeleitet und aufgrund von Homologien zu anderen PLDs PLD4 ge-
nannt. Soweit uns bekannt ist, wurde die Sequenz bisher nie auf Proteinebene nachge-
wiesen. Neben diesem Protein kommt auch Preprocathepsin B in allen untersuchten
Banden vor, welches eine lysosomale Protease ist. Der Vorldufer der lysosomalen Ak-
tivatorproteine (Prosaposin) und der Proteasen Cathepsin Z und O sind ebenfalls in
einigen Banden vorhanden. Da unsere Proteinreigung aus Zellkulturiiberstianden er-
folgte, ist ein Vorkommen von lysosomalen Vorldufern zu erwarten. Wie weiter oben ge-
schildert, werden viele lysosomale Proteine erst im sauren Milieu des spaten Endosoms
proteolytisch aktiviert. Zusétzlich zu diesen lysosomalen Proteinen finden wir solche,
die auf der Zelloberfliche lokalisiert sind, wie der Makrophagen-koloniestimulierende
Faktor Rezeptor, CD44 oder der Interleukin-6-Rezeptor. Diese Molekiile sind wahr-
scheinlich durch proteolytische Abspaltung von der Plasmamembran in den Zellkul-
turiiberstand gelangt.

Von den in diesen Proben gefundenen Proteinen ist nur fiir PLD4 bisher keine Funk-
tion bekannt. Die Sequenz besitzt das fiir PLDs und verwandte Phosphodiesterasen
typische HKD-Motiv. Es stellte sich daher die Frage, ob wir ungewollt eine PLD koge-
reinigt hatten. In einer Serie von sorgfaltigen Tests konnten wir jedoch ausschliefen,

dass sich in unserer Probe PLD-Aktivitat befand. Somit ist es unwahrscheinlich, dass
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sich hinter der PLD4 eine PLD-Aktivitat verbirgt.

Die Massenanalyse der Gelfiltrationsprobe lieferte im Wesentlichen eine Liste von
24 Proteinen (Tabelle 3.5). Interessanterweise finden sich hier hauptséachlich lysoso-
male Proteine. Auch hier findet man vor allem Vorlduferproteine. In einigen Féllen
kann aus den gefundenen Peptidmassen nicht zwischen Vorldufer und reifem Protein
unterschieden werden.

Von den meisten der hier gefundenen lysosomalen Proteinen weil man, dass sie
iiber M6P-Signal sortiert werden. Sie werden auch von Sleat et al. und Journet et al.
in ihren globalen Studien zum lysosomalen Proteom gefunden [96, 205]. Diese Gruppen
reinigten iiber MPR-Séulen Proteine mit M6P-Signal aus verschiedenen Quellen und
analysierten die erhaltenen Fraktionen nach 2D-Gelelektrophorese in der Massenspek-
trometrie. Viele der von uns gefundenen Proteine wurden auch von diesen Autoren in
M6P-positiven Fraktionen gefunden. Wir haben die lysosomale PLA;-Aktivitdt aus
mit NH4Cl-behandelten Zellkulturiiberstinden gereinigt. NH4Cl fithrt zu verstarkter
Sekretion von M6P-sortierten lysosomalen Proteinen. Dieses konzentrierte Vorkommen
von lysosomalen Proteinen in der analysierten Probe, welche auch von anderen Ar-
beitsgruppen als M6P-sortierte Proteine identifiziert wurden, kann gewissermaflen als
positive Qualitdtskontrolle fiir unsere Reinigung angesehen werden. Auflerdem weist
es darauf hin, dass die gefundenen Proteine im Lysosom mit einer gewissen Abundanz
vorhanden sind.

Neben den bereits der Funktion nach bekannten Enzymen identifizierten wir in
den Gelfiltrationsbanden, wie bereits in den Banden aus Affinitétsreinigung, die PLD4-
Sequenz. Das konsistente Vorkommen dieser Sequenz in allen Proben weist darauf hin,
dass es sich hierbei sehr wahrscheinlich um die gesuchte lysosomale PLA; handelt.

Zuséatzlich fanden wir ein weiteres, in der Datenbank als , hypothetisches Protein
LOCT71772“ bezeichnetes Protein, welches aufgrund seiner Homologie zu PLB aus D.
discoideum ebenfalls eine Phospholipase sein kénnte.

Zu keinem dieser beiden Proteine gibt es bisher Daten beziiglich ihrer Funktion.
Beide sind jedoch, was die lysosomale PLA1-Aktivitdt angeht, viel versprechende Kan-
didaten. Welche Argumente sprechen nun fiir das eine oder andere Protein?

Zunachst soll die PLD4 betrachtet werden, da sie der wahrscheinlichere PLA;-
Kandidat ist. Thre Sequenz wurde aus cDNA-Banken abgeleitet. Sie wurde aufgrund
der in ihr vorkommenden konservierten HKD/E-Motive PLD4 getauft. Das HKD-
Motiv setzt sich aus der Sequenz HxK(x)4D(x)sGSxN zusammen und dient in fast
allen bisher bekannten PLDs als katalytisch aktive Doméne. Um katalytisch aktiv

zu sein muss es als Duplikat im Protein vorliegen, wobei beide HKD-Sequenzen fiir
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die Substrathydrolyse assoziieren [217]. Die PLDs gehoren zu einer Superfamilie von
Phosphodiesterasen, in welcher auch PS- und CL-Synthasen, Virushiillproteine und
Endonukleasen zu finden sind [109, 165].

Wir konnten in unseren PLD4-positiven Proben nach umfangreichen Untersuchun-
gen keine PLD-Aktivitét detektieren. Fiir die zu PLD4 homologen Sequenzen hPLD3
(Hu-K4), mPLD3 (Sam-9) und K4L aus Vaccinia Virus wurde eine PLD-Aktivitét
ebenfalls ausgeschlossen [158, 218]. Moglicherweise ist die fehlende Aktivitét auf die
Mutationen des zweiten HKD-Motivs in diesen Proteinen zuriickzufiithren, welches an-
stelle von HxK(x)4D(x)sGSxN die Sequenz HxK(x)4E(x)4IGTSN besitzt. Auch PLD4
tragt dieses zweite, mutierte HKD-Motiv. Offenbar erfiillen die hier erwéhnten homolo-
gen Proteine eine andere Aufgabe als ihr Name bzw. ihre konservierten Sequenzmotive
implizieren.

Koénnte PLD4 also tatséchlich eine PLA-Aktivitat besitzen? Im Gegensatz zu den
PLDs, welche der Enzymklasse der Phosphodiesterasen angehéren, sind PLA; und
PLA> Acylesterasen. Daher erscheint es zundchst unwahrscheinlich, dass eine solche
Aktivitatsverschiebung stattgefunden haben koénnte. Dennoch wurde 1997 von Baek
et al. berichtet, dass p37 aus Vaccinia Virus PLA;, PLAs und PLC-Aktivitdt be-
sitzt, jedoch keine PLD-Aktivitdt. p37 ist iiber einen Bereich von 186 Aminoséduren
zu 30,6% mit der in dieser Arbeit gefundenen mPLD4 und {ber einen Bereich von
187 Aminosduren zu 29,4% mit hPLD4 identisch, wobei in allen drei Polypeptiden
dieselben Aminosiduresequenzen konserviert sind. Zwar ist das HKD-Motiv in p37 zu
NKD mutiert, das Einfithren von Histidin anstelle des Asparagins hat jedoch die En-
zymaktivitdten nicht veréndert. Das Vorkommen von PLA- und PLC-Aktivitdten in
derselben Polypeptidkette ist sehr ungewohnlich. Vielleicht hat sich die spezifische Ak-
tivitdt des HKD-Motivs in Richtung Acylesterase verschoben. Es wére auch moglich,
dass es in p37 zwei unterschiedliche katalytische Zentren gibt, wobei eines Acylesterase
und das andere Phosphodisterase-Aktivitdt aufweisen kénnte. Fiir die hier gefunde-
ne PLD4 bedeutet dies, dass das Vorkommen der HKD-Sequenz eine PLA1-Aktivitat
nicht ausschlieft. Interessant ist, dass die Bereiche, in welchen hPLD4 und p37 zu
30,6% identisch sind, nicht die Regionen der HKD-Motive betreffen. Im Gegensatz da-
zu bestehen aulerhalb des HKD-Sequenzmotives keinerlei Homologien zwischen PLD4
und den bekannten humanen PLDs (PLD1 und PLD2). Wenn die PLA-Aktivitat von
p37 tatsichlich ein von HKD-unabhéngiges katalytisches Zentrum verwendet, liegt das
womoglich in jenen Sequenzbereichen, in welchen Homologie zu PLD4 besteht.

Auch zur Lokalisation von PLD4 ist bisher nichts bekannt. Die bioinformatischen

Analysen rdumen eine lysosomale Lokalisation, zumindest fiir hPLD4, ein. Von der
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homologen PLD3 weifl man jedoch, dass sie in den LROs, wie den Melanosomen und
den Neuromelanin Granula, vorkommt. Auflerdem scheint PLD3, wie lysosomale Hy-
drolasen auch, iiber M6P-Signal sortiert zu werden. PLD3 soll vor allem im Gehirn
exprimiert werden. Das Enzym ist relativ spezifisch fiir dieses Gewebe. Es wire daher
denkbar, dass in anderen Zelltypen homologe Proteine, wie die PLD4 oder auch die
PLD5, &dhnliche Aufgaben wie PLD3 iibernehmen. Folgt man dieser Hypothese, so
wiirde man auch fiir PLD4 eine Lokalisation im Lysosom erwarten.

Die starksten Argumente dafiir, dass PLD4 die gesuchte lysosomale PLA ist, liegen
jedoch in den Ergebnissen der Reinigung selber. PLLD4-Peptide wurden in allen Banden
gefunden, welche beim Affinitdts-Batchverfahren an die PC-Sepharose gebunden hat-
ten. Nach Behandlung der Probe mit PC-Sepharose gingen jeweils zwei Proteinbanden
aus dem Muster im SDS-PAGE verloren. Gleichzeitig wies die Uberstandsfraktion des
Batches keine PLA-Aktivitat mehr auf. Der Verlust der Banden korrelierte also mit
einem Verlust an PLA;-Aktivitdt, was die Vermutung nahe legt, dass die nach dem
Batch fehlenden Proteinbanden fiir die Aktivitdt verantwortlich waren. In jeder dieser
Banden (auf 14kDa, 20kDa und 32kDa) haben wir PLD4-Sequenzen gefunden. Die
Elution der an die Affinitdtssdule gebundenen Proteine stellte sich als sehr schwierig
heraus. Durch Kochen der PC-Sepharose in Probenpuffer konnten wir jedoch im SDS-
PAGE je zwei feine Banden bei den B-Proben auf Hohe von 14 kDa und 35 kDa, und
bei den C-Proben auf Hohe von 20 kDa und 50 kDa finden.

Bei den Renaturierungsversuchen konnten wir auf zwei Hoéhen lysosomale PLA1-
Aktivitat zuriickgewinnen: Im Bereich von 30-34 kDa und im Bereich von 45-50 kDa.
Das korreliert gut mit den Molekulargewichtsbereichen der Proteine, welche an PC-
Sepharose binden und weist einmal mehr darauf hin, das PLD4 fir die gereinigte
PLA{-Aktivitat verantwortlich ist.

Der andere von uns gefundene Kandidat, LOC71772, wurde nur in einer Gelfiltra-
tionsprobe gefunden, wobei seine Identifikation leicht unter der Signifikanzgrenze lag.
Folgende Betrachtung verdeutlichen, warum er dennoch interessant ist: Das stérkste
Argument dafiir ist seine Homologie zu der PLB aus D. discoideum. PLBs entfernen
beide Acylgruppen aus Phospholipiden. Zu LOC71772 und dem humanen Homolog
LOC196463 wurden kiirzlich zwei Studien verdffentlicht [45, 95]. Diese konnten eine
lysosomale Lokalisation fiir die Proteine nachweisen. Somit kénnte es sich tatséich-
lich um eine lysosomale Phospholipase handeln. Des Weiteren wurden verschiedene
Reifungsformen dieser Proteine identifiziert. Fiir das Mausprotein LOC71772 finden
Deuschl et al. einen 75kDa groflen Vorlaufer und fiinf Fragmente mit apparenten
Molekulargewichten von 66 kDa, 50kDa, 40kDa, 28 kDa und 15kDa [45]. In unseren
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Renaturierungsversuchen konnten wir bei 30-34 kDa und 45-50 kDa Aktivitat aus dem
SDS-PAGE wiedergewinnen. Diese Daten passen nicht optimal zusammen, allerdings
kann das Laufverhalten von Glykoproteinen mit der Polyacrylamid-Konzentration im
Gel variieren [176]. Im 2D-Gel fand die Gruppe 5 Proteinpunkte (Spots) mit ca. 66 kDa
im Bereich von pH 5-5,5, 7 Spots um ca. 40 kDa mit einem pl von 6,2-6,6 und 5 Spots
mit appartenten Molekulargewicht von 30kDa bei pH 4,2-4,5 [107]. Wéhrend wir bei
pH>5,4 keine Aktivitédt in den IEFs fanden, erhielten wir zwei Aktivitdtspeaks in den
pH Bereichen von 5-5,4 und <4,4, also dort, wo die 66 kDa und die 30kDa grofien
Fragmente von LOC71772 auch fokussieren. In unseren Massenanalysen haben wir
LOCT1772 jedoch nur in der Gelfiltrationsprobe auf Hohe von 45-50 kDa gefunden
(nach Fokussierung bei pH<4,4).

Wie die Ausfithrungen zeigen, kann die lysosomale PLA1-Aktivitdt durch beide ge-
fundenen Kandidaten, PLD4 oder LOC71772, verursacht werden. Beide Kandidaten
haben Homologien zu Phospholipasen, welche Acylketten von Phospholipiden ent-
fernen konnen. PLD4 ist jedoch der wesentlich wahrscheinlichere Kandidat fiir die
PLA-Aktivitdt. Damit hat man zum ersten Mal genauere Hinweise darauf, durch
welche Proteinsequenz die lysosomale PLA1-Aktivitdt codiert wird. Um jedoch sicher
sagen zu konnen, welches der gefundenen Proteine tatséchlich die gesuchte lysoso-
male PLA; ist, bedarf es der Klonierung, rekombinanten Expression, Isolation und
anschlieBendem Nachweis der PLA-Aktivitat. Diese Arbeiten werden momentan von

uns durchgefiihrt.

4.4.1 Vergleich unserer Daten mit bisher publizierten Ergebnissen

zur lysosomalen PLA -Aktivitat

Bereits in den 80er und 90er Jahren des letzten Jahrhunderts beschrieben eine Rei-
he von Publikationen eine saure PLA;-Aktivitdt in verschiedenen Organen. Einige
Gruppen reinigten das verantwortliche Enzym mit hohen Anreicherungsfaktoren aus
Leber und Niere, um grundlegende biochemische Tests durchzufiihren. Dabei wurden
Isoenzyme mit unterschiedlichen Molekulargewichten und isoelektrischen Punkten ge-
funden. Die damals gewonnenen Daten sollen an dieser Stelle kurz mit unseren und
denen von Deuschl et al. [45] und Jensen et al. [95] publizierten verglichen werden.
Tabelle 4.1 fasst die wichtigsten Ergebnisse dieser Publikationen zusammen.

Die damaligen Reinigungen der PLA;-Aktivitdt wurden vor allem aus Leber und
Niere von Ratte und Mensch vorgenommen. Die Autoren fanden, dass die lysosomale

PLA;-Aktivitdt im Wesentlichen bei zwei apparenten Molekulargewichten (Gelfiltra-
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Tabelle 4.1: Bisherige Isolationen von PLA;-Aktivitdt aus Sdugerorganen

Autor Organ/Zelle MW pI pH-
(kDa) Optimum
Hostetler et al., 1982 [86] Leber (Ratte) 34, 44 5,2
Hostetler et al., 1986 [85] Niere (Ratte) 30 5,4 3,6-3,8
Loffler & Kunze et al., 1987 [126] Leber (Mensch) 4,7
Loffler & Kunze et al., 1989 [127] Leber (Ratte) 27, 55 5,3; 4,2-5
Kunze & Loffler, 1989 [116] Leber (Ratte, 29 5,3
Mensch)
Robinson & Waite et al., 1983 [177] Leber (Ratte) 56 <4,4 3,8-4
LOCT71772 und LOC196463
Jensen et al., 2007 [95] U-937 Monozyten 76, 45, 32 5, 7-8 -
(Mensch)
Deuschl et al., 2006 [45] Fibroblasten 75, 66, 50, 4,2-4,5; -
(Maus) 40, 28, 15 5,0-5,5;
6,2-6,6
Ergebnisse dieser Arbeit
Renaturierung 34, 45-50 <4.4 4-4.5
Affinitatsreinigung A-Pool 13, 32 <44 4-4.5
Affinitédtsreinigung B-Pool 13, 20 <44 4-4.5
Affinitdtsreinigung C-Pool 20, 50 5-5,4 4-4.5

tion) lduft: Bei ca. 30 kDa und bei ca. 56 kDa. Beziiglich der pI wurde eine breite Frak-
tion im sehr sauren Bereichen (pH<4,4) und ein Peak bei pH 5,2-5,4 gefunden. Dies
stimmt sehr gut mit unseren Ergebnissen zur lysosomalen PLA;-Aktivitdt {iberein,
welche aus Makrophagen gewonnen wurden. Es ist daher moglich, dass die lysosomale
PLA-Aktivitat ubiquitir exprimiert wird. Die damaligen Autoren konnten allerdings
nur Aktivitdt gegen PC und PE detektieren, jedoch nicht gegen PS und PI. Im Gegen-
satz dazu hydrolysierten unsere Fraktionen auch PI, PS, PG und PA. Es bleibt daher
unklar, ob und inwiefern die in Leber und Niere gefundene PLA; zu der von uns aus
Makrophagen gereinigten homolog ist.

LOC71772 wird in der Maus in Leber und Niere kaum exprimiert [45]. Daher ist
es unwahrscheinlich, dass dieses Protein fiir die in den 80er Jahren in diesen Orga-
nen gefundenen PLA-Aktivitdt verantwortlich ist. Dies ist ein weiterer Indiz dafiir,
dass die PLD4 fiir die lysosomale PLA1-Aktivitdt verantwortlich ist. Real time PCR-

Untersuchungen zeigen, dass PLD4 in Leber, Lunge, Niere und Milz exprimiert wird
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(eigene Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe).

4.5 Zur Charakterisierung

Der zweite Teil dieser Arbeit diente der ndheren Charakterisierung der lysosomalen
PLA-Aktivitdt. Dabei sollte ermittelt werden, unter welchen Bedingungen dieses En-
zym am besten arbeitet, wie die Membranbeschaffenheit seine Aktivitdt beeinflusst
und welches seine biochemischen Eigenschaften sind. Lipide und Membranproteine,
welche zur Degradation bestimmt sind, gelangen in intralysosomale Membranstapel
[108]. Hier stehen sie fiir den Abbau durch lysosomale Hydrolasen zur Verfiigung. Es
kann davon ausgegangen werden, dass auch die lysosomale PLLA; ihre Substrate in
diesen internen Membranen findet.

Viele lipolytische Enzyme zeigen ein charakteristisches Aktivierungsverhalten bei
der Bindung an hydrophil-hydrophobe Phospholipid-Wasser-Grenzflachen. Thre Re-
aktionsgeschwindigkeit steigt sprunghaft an, wenn die Substrate in Aggregaten, z. B.
Mizellen oder Membranen, organisiert sind. Monomere Substrate werden nicht oder
nur sehr langsam umgesetzt [7].

Die besonderen Eigenschaften von grenzflichenaktiven Enzymen wurden insbeson-
dere am Beispiel der sezernierten PLAss untersucht. Dementsprechend existiert eine
Fiille von Publikationen, welche sich mit den Besonderheiten dieser Enzymklasse und
ihren Ursachen beschéftigt [242]. Auch einige Lipasen wurden ausgiebig untersucht
[7]. Aus diesen Studien konnten eine Reihe von generellen Mechanismen abgeleitet
werden, welchen Grenzflichenenzyme unterliegen kénnen.

Zum Katalysemodus und den Grenzflicheneigenschaften der lysosomalen PLAs
gibt es bisher wenig Daten. In den 80er Jahren durchgefiihrte Untersuchungen zur
lysosomalen PLA-Aktivitdt verwendeten die unterschiedlichsten Assaysysteme unter
Zugabe oder Ausschluss von Detergenzien. Dadurch ist es nicht moglich, die damals
publizierten Daten untereinander und mit denen in dieser Arbeit beschriebenen zu
vergleichen [162]. Nur in wenigen Artikeln wurden definierte Liposomen als Modell-
membranen zur Priasentation der Phospholipidsubstrate eingesetzt. Als PLA-haltiges
Material dienten hier Lysosomen aus der Rattenleber [135, 137, 161].

Zu den Charakteristika der lysosomalen PLA; aus Makrophagen gibt es bisher keine
Daten. Makrophagen sind als Phagozyten jedoch in besonderem Mafle auf die Funktion
ihrer lysosomalen Hydrolasen angewiesen. Sie dienen nicht nur der Degradation von

phagozytiertem Material und dem Abbau kérpereigener Molekiile, sondern sind auch

105



4. DISKUSSION

an der Generierung von Antigenen fiir die Prasentation an MHC- und CD1-Molekiilen
beteiligt [83]. Wir nehmen an, dass die lysosomale PLA; ebenfalls an der Generation

von Lipidantigenen und am Abbau von phagozytiertem Material beteiligt ist.

4.5.1 Entwicklung eines angemessenen Assaysystems

Fir die Beantwortung der Frage, welche Bedingungen die lysosomale PLA {-Aktivitét
beeinflussen, miissen zwei wesentliche Anforderungen an das Assaysystem gestellt wer-

den:

1. Das Substrat soll in einer Form angeboten werden, welche seiner Organisation

im Lysosom moglichst nahe kommt.

2. Die Assays miissen hinsichtlich der Inkubationszeit und Enzymkonzentration

(oder auch Substratkonzentration) im linearen Bereich liegen.

Um die erste Anforderung zu erfiillen wurden die Untersuchungen an Modellmem-
branen (Liposomen) vorgenommen, welche die im Lysosom vorkommende innere Mem-
branfraktionen so gut wie moglich imitieren. Die intralysosomalen Membranen zeich-
nen sich zum einen durch das spezifische Vorkommen eines speziellen Phospholipids,
BMP, aus [104]. Aus diesem Grund benutzten wir BMP als festen Bestandteil in den
eingesetzten Liposomen. Im Gegensatz dazu wird Cholesterol in gesunden Zellen kon-
tinuierlich aus dem intralysosomalen Membransystem heraus transportiert [36, 149].
Auf die Integration dieses Steroids in die verwendeten Modellmembranen wurde daher
verzichtet.

Die Lipidzusammensetzung der verwendeten Liposomen (Komplettliposomen) ori-
entierte sich an der von Kobayashi et al., 2002, publizierten Analyse zur Zusammen-
setzung fur spate endosomale Kompartimente: 50% PC, 15% PE und 6% SM, 7% PI,
7% PS und 15% BMP. Neben den zwitterionischen Lipiden PC, PE und SM sind hier
die anionischen Phospholipide PI, PS und BMP vertreten. Daneben wurden auch
neutrale Liposomen, ,,Grundliposomen®, eingesetzt, welche nur aus den zwitterioni-
schen Phospholipiden PC, PE und SM zusammengesetzt waren. Es sei hier kritisch
angemerkt, dass die Zusammensetzung der intralysosomalen Membranen natiirlich
mit dem hereinkommenden Cargo variiert. Je nach Stoffwechselzustand oder Phago-
zytoseaktivitat des Makrophagen &ndert sich der Anteil der abzubauenden Lipide.
Zudem ist anzunehmen, dass auch zwischen den verschiedenen Makrophagenpopu-
lationen (z.B. Alveolarmakrophagen, Osteoklasten, Kupfferzellen...) qualitative und
quantitative Unterschiede beziiglich der Lipidzusammensetzung der intralysosomalen

Membranen existieren.
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Es war wichtig zu wissen, ob die Gréfle der Liposomen, und damit die Kriim-
mung der Membran, Einfluss auf das Ergebnis nimmt. Fiir einige lipolytischen En-
zyme wurde berichtet, dass die Membrankriimmung die Enzymaktivitiat beeinflusst.
Darunter findet sich das ebenfalls lysosomale Enzym Glucosylceramidase. Ohne die
lysosomalen Aktivatorproteine Saposin A und C schneidet dieses Enzym sein Substrat
Glucosylceramid kaum, wenn dieses in LUVs eingebettet ist. Im Gegensatz dazu ist
seine Aktivitdt an SUVs um ein Vielfaches hoher [227]. Eine weiteres Beispiel ist die
Pl-spezifische PLC aus Bacillus cereus, welche an SUVs eine wesentlich hohere Reak-
tionsgeschwindigkeit zeigt, als an LUVs [3]. Erklért werden kann diese Beobachtung
damit, dass die Phospholipidkopfgruppen in der &ufleren Schicht von SUVs aufgrund
der starken Kriimmung des Vesikels weniger dicht gepackt sind, als in LUVs. Dieses
ermdglicht offenbar manchen Enzymen einen besseren Zugang zu ihren Substraten und
erleichtert das Ausbilden von hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Membrankern.

Wie aus Abbildung 3.12 hervor geht, ist ein solches Verhalten bei der lysosomalen
PLA; nicht zu beobachten. Sie arbeitet an SUVs, LUVs und MLVs mit gleicher Effi-
zienz. Dies zeigt, dass die Kriimmung der Membran keine Rolle fiir die Bindung des
Enzyms an die Grenzfliche und den nachfolgenden Substratumsatz spielt. Dieses gilt
zumindest fiir Liposomen mit der hier verwendeten Phospholipidzusammensetzung. In
den in dieser Arbeit durchgefithrten Versuchen wurden LUVs und MLVs gleichermafien
als Modellliposomen eingesetzt.

Die zweite Anforderung an das PLA;-Assaysystem betrifft die optimale Inkuba-
tionszeit und die eingesetzte Enzymmenge. Mit Hilfe einer Kinetik (sieche Abbildung
3.13) sollte sicher gestellt werden, dass in einem Zeitbereich gearbeitet wird, in wel-
chem der Substratumsatz noch proportional zur Zeiteinheit ist. Dieses ist im linearen
Bereich der Reaktionskurve der Fall. Gleichzeitig sollte die wahrend der Inkubation
eingesetzte Enzymmenge nicht mehr als 25% des ingesamt verfiigbaren Substrates
umsetzen. Bei dem Einsatz von Liposomen ist daran zu denken, dass sie aus Lipid-
doppelschichten bestehen. Etwas weniger als die Hélfte des eingesetzten Substrates
befindet sich im inneren Blatt der Doppelschicht, wo es fiir von auflen zugefiigtes
Enzym nicht erreichbar ist. Nur die Substratmolekiile, welche in das &uflere Blatt in-
tegriert sind, kénnen von der lysosomalen PLA; umgesetzt werden. Fir die weiteren
Versuche wurde eine Inkubationsdauer von 30-40 min gewahlt.

Es ist an dieser Stelle nicht mdéglich, die kinetischen Parameter wie K,,, und V,qz
fiir die lysosomale PLA; zu berechnen. Die bekannte Mathematik der Michaelis-
Menten-Kinetik kann in ihrer Form nicht auf grenzflichenaktive Enzyme angewendet

werden. Schon aus diesen ersten Versuchen wird der Grund dafiir deutlich. Die Reak-
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tionsgeschwindigkeit hdngt bei diesen Enzymen von der Komposition der Modellmem-
bran (oder allg.: von der Organisation des Substrates) ab. Hier wurde die lysosomale
PLA;-Aktivitdt am Grund- und am Komplettliposom gegen dasselbe Substrat, PC,
bestimmt. Dennoch erhélt man sehr unterschiedliche Reaktionskurven und wiirde in
beiden Fallen komplett unterschiedliche Werte fiir die kinetischen Parameter K,,, und
Vinae erhalten. Dieses liegt daran, dass die apparente Reaktionsgeschwindigkeit von
zwei Prozessen abhangt: 1. Der Bindung des Enzyms an die zweidimensionale Mem-
branoberfliche und 2. dem eigentlichen Substratumsatz. Durch das einfache Messen
der Reaktionskurve kénnen diese beiden Schritte nicht differenziert werden.

Studien an sPLAgs konnten zeigen, dass oftmals alle Enzyme dieser Klasse eine
vergleichbare katalytische Effizienz aufweisen, wenn die Grenzflichenbindung im Assay
kein Faktor ist [249]. Dies ist der Fall, wenn kurzkettige und damit wasserlosliche
Lipidsubstrate angeboten werden. Hier umgeht man die Notwendigkeit des 1. Schrittes

und kann K,,, und V4, fiir die angebotenen Substrate berechnen.

4.5.2 Negative Ladung auf der Membranoberfliche verstarkt Mem-
branbindung und damit Aktivitiat der lysosomalen PLA;

Bei Betrachtung von Abbildung 3.12 fillt auf, dass am Grundliposom, im Gegensatz
zum Komplettliposom, kaum PC umgesetzt wird. Das Komplettliposom unterscheidet
sich vom Grundliposom durch das Vorhandensein der anionischen Phospholipide PS,
PI und BMP. Es ist bekannt, dass viele lipolytischen Enzyme durch negative Ladung
auf der Membranoberflache aktiviert werden [31]. Auch fiir die lysosomale PLA; aus
Rattenleber wurde ein entsprechender Effekt beschrieben [162].

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die lysosomale PLA; sogar in extremer Weise davon
abhingt, dass anionische Phospholipide in die Membran integriert sind. Am neutralen
Grundliposom wird so gut wie kein Substrat umgesetzt. Dieser Effekt wird auch in
Abbildung 3.13A deutlich. Nach 17 h Inkubation ist gerade so viel PC an den Grund-
liposomen umgesetzt worden, wie bereits nach 7 min an den Komplettliposomen.

Fir einige sPLAgs wurde ein so genanntes lag-burst-Verhalten beschrieben, wenn
sie an reinen PC-Liposomen arbeiten. Dabei wird am Anfang der Reaktion, wihrend
der Verzogerungsphase (lag), kaum Substratumsatz festgestellt. Nach einer gewissen
Zeit steigt die Reaktionsgeschwindigkeit plotzlich an (burst) [23]. Man schreibt die-
sen Effekt der Anreicherung der Hydrolyseprodukte im Reaktionsverlauf zu. Da die
entstehende FFS eine negative Ladung tragt, wird das Liposom im Reaktionsverlauf

immer anionischer.
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Die Reaktionskurve der lysosomalen PLA; lasst einen solchen Effekt bei der Hy-
drolyse am Grundliposom jedoch nicht erkennen. Die Reaktionsgeschwindigkeit bleibt
auch nach 17h konstant langsam.

Am Komplettliposom steigert die Depletion der Reaktionsprodukte mittels der
Substanz 3-CD die Reaktionsgeschwindigkeit sogar (Abbildung 3.14). Auf diesen Ef-
fekt soll weiter unten noch naher eingegangen werden.

Es stellte sich die Frage, auf welche Weise die anionischen Phospholipide die Akti-
vitdt der lysosomalen PLA; begiinstigen.

Allgemeine Modelle zur Grenzflichenbindung von peripheren Membranproteinen
gehen davon aus, dass Proteine zunéchst aufgrund von elektrostatischer Anziehung
zur Membran finden. Dort bilden sich dann starke Protein-Membran-Komplexe, wel-
che neben der elektrostatischen Komponente auch auf hydrophoben Wechselwirkun-
gen und Wasserstoftbriickenbindungen beruhen [31, 213]. Daneben wird fir manche
Enzyme zusétzlich in Erwidgung gezogenen, dass die Membranbindung eine Konfor-
mationsverdnderung im Enzym und damit seine Aktivierung bewirkt [238].

Kinetisch gesehen stellen die Bindung lipolytischer Enzyme an die Membranoberflé-
che und der anschlieffende katalytische Substratumsatz zwei voneinander unabhéngige
Schritte dar [7]. Die apparente Substratspezifitidt wird nicht nur von der Natur des
Substrates bestimmt, sondern auch von dem Organisationsumfeld, in welchem es sich
befindet. Bei den sPLAjs ist die so genannte Grenzflaichenerkennungsdoméne (inter-
facial recognition site, IRS) fiir die Erkennung der und die Bindung an die Membran
zustandig. Die Membranbindung bewirkt eine allosterische Aktivierung im Enzym,
welche schliefllich die Diffusion des Substrats in das katalytische Zentrum des Enzyms
und dessen Hydrolyse erlaubt [242].

Im Falle der lysosomalen PLA; wéren demnach zwei Erklarungen beziiglich des

aktivierenden Effektes der anionischen Phospholipide denkbar:

1. Die lysosomale PLA; bindet nur an negativ geladene Membranen: Am Grund-
liposom findet kein Substratumsatz statt, weil das Enzym in Losung bleibt und

nicht an das Liposom bindet.

2. Die lysosomale PLA; kann zwar an die Grundliposomen binden. Fiir die kata-
lytische Aktivitdt bedarf es jedoch einer allosterischen Aktivierung, welche der

Gegenwart von anionischen Phospholipiden bedarf.

Um zu testen, welche dieser beiden moglichen Erklarungen zutrifft, wurden Li-
posomensedimentationsexperimente mit Grund- und Komplettliposomen, sowie unter

verschiedenen Bedingungen (Abbildung 3.16) durchgefiihrt. Diese beweisen eindeutig,
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dass die lysosomale PLA-Aktivitit nur an negativ geladene Liposomen bindet. Nach
Inkubation mit Komplettliposomen geht fast die gesamte lysosomale PLA-Aktivitat
aus dem Uberstand verloren, d.h. sie wird mit den Liposomen sedimentiert. Im Ge-
gensatz dazu sind Grundliposomen nicht in der Lage, die Aktivitit aus dem Uberstand
zu binden.

Wenn elektrostatische Interaktionen fiir die Membranbindung kritisch sind, miiss-
te eine Erhdhung der Tonenkonzentration des Puffers zur Reduktion der lysosomalen
PLA;-Bindung an Liposomen fithren. Hydrophobe Interaktionen wiirden durch Salz-
zugabe nicht betroffen oder sogar verstarkt werden. Abbildung 3.16B zeigt, dass eine
Erhéhung der Ionenkonzentration im Puffer tatsichlich die Bindungsfahigkeit von ly-
sosomaler PLA; an die Komplettliposomen vermindert.

Die Reduktion der Bindungsféhigkeit driickt sich entsprechend in einer Abnahme
der Reaktionsgeschwindigkeit bei Salzzugabe aus (Abbildung 3.15). Dabei spielt es
keine Rolle, welches Salz verwendet wurde. Somit kann ein spezifischer Effekt eines
bestimmen Ions ausgeschlossen werden. Wie kann der loneneffekt erklért werden?
Salzkationen reichern sich an der anionischen Membranoberfliche an und kénnen daher
die Bindungsfihigkeit von Enzymen an die Membran herabsetzen [220, 221]. Bei der
Bindung der lysosomalen PLA; an negativ geladene Membranen scheinen demnach
elektrostatische Interaktionen, im Vergleich zu hydrophoben Wechselwirkungen, eine
dominierende Rolle zu spielen. In der Abbildung 4.2 wird schematisch verdeutlicht,
wie der Ioneneffekt auf die Membranbindungsfahigkeit der lysosomalen PLA; erklért
werden kann.

Locatelli-Hoops et al. konnten zeigen, dass das glykosylierte lysosomale Aktiva-
torprotein Saposin A ebenfalls sensibel auf die Ionenkonzentration reagiert. Saposin
A ist ein essentielles Hilfsprotein fiir die Degradation von Galactosylceramid. Seine
Aufgabe ist es, Lipide aus intralysosomalen Membranen zu mobilisieren und sie somit
den jeweiligen Hydrolasen zugénglich zu machen. Die Autoren schlagen vor, dass ei-
ne Anderung der lokalen Ionenkonzentration im Lysosom generell zur Regulation von
lysosomalen Proteinen dienen kénnte, welche an Membranen arbeiten [124].

Bietet man das Substrat in Form von Detergenzmizellen mit Triton X-100 an,
so wirkt eine Erhchung der Salzkonzentration nicht inhibitorisch auf die lysosomale
PLA-Aktivitat. Fir die Hydrolyse von PC aus Detergenzmizellen spielt elektrostati-

sche Anziehung offenbar keine Rolle.
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4.5.2.1 Zur Inhibition der lysosomalen PLA -Aktivitat durch CADs

Unsere Untersuchungen zeigen, dass die lysosomale PLA; aus Makrophagen durch
die trizyklischen Antidepressiva Imipramin und Amitryptilin konzentrationsabhéngig
inhibiert wird (Abbildung 3.20). Diese Medikamente gehéren der Substanzklasse der
CADs an, zu welcher auch Aminoglykosid-Antibiotika (wie Gentamycin und Strepto-
mycin) oder das Malariamittel Chloroquine gehoren [9].

In vivo kann es nach Einnahme dieser Medikamente zu einer Anreicherung von
nicht-metabolisierbaren Phospholipiden in den Lysosomen und zu einer damit einher-
gehenden Ausbildung von multilamellaren Korperchen kommen. Dieser Zustand wird
durch den Begriff ,,Phospholipidose* beschrieben [9].

Die meisten CADs werden nach ihrem Eintritt in das Lysosom protoniert. Dadurch
konnen sie anschliefend nicht mehr den hydrophoben Membrankern durchdringen und
werden im Lysosom eingeschlossen. Mingeot-Leclercq und Mitarbeiter haben am Ende
der 80er Jahre die Inhibition der lysosomalen PLA; durch Aminoglykosid-Antibiotika
untersucht [135-137, 161]. Sie verwendeten fiir diese Untersuchungen Lysosomenpré-
parationen aus Rattenleber. Im Zuge dieser Studien entwickelten die Autoren die
»Hypothese der negativen Ladung“, nach welcher CADs negativ geladene Membra-
noberflichen neutralisieren und auf diese Weise die Aktivitdt von lysosomalen PLAs
reduzieren kénnen. Der Effekt wére also der Neutralisation durch Erhohung der Salz-
konzentration vergleichbar.

Danach wére die hier gezeigte Inhibition der lysosomalen PLA; aus Makrophagen
durch Imipramin und Amitryptilin mit einer Ladungsneutralisation der negativ ge-
ladenen Phospholipidkopfgruppen erklarbar. Zusétzlich kommt es womoglich auch zu
einer sterischen Abschirmung der Membran. Interessanterweise sehen wir im Assay mit
Triton X-100 ebenfalls eine Inhibition der PLA-Aktivitat bei hoheren Konzentratio-
nen (nicht gezeigt). Unsere Daten lassen keine Schliisse darauf zu, ob diese Inhibition
durch direkte Bindung der trizyklischen Antidepressiva das Enzym oder an die Lipid-

substrate verursacht wird.

4.5.3 Zur Ursache des sauren pH-Optimums der lysosomalen PLA;

Nicht nur die Salzkonzentration, sondern auch der pH-Wert des Mediums hat Einfluss
auf das Bindungsvermogen der PLA; an Komplettliposomen. Wahrend bei pH 4,5 der
Grofiteil der eingesetzten Enzymmenge mit Komplettliposomen sedimentiert werden
kann, ist das Bindungsvermogen bereits bei pH 5,5 deutlich reduziert. Bei neutralem

pH-Wert findet quasi keine Liposomenbindung mehr statt. Ein solches Verhalten ist
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Abbildung 4.2: pH- Wert und Ionenstarke modulieren die elektrostatischen Anziehungskraf-
te zwischen der lysosomalen PLA; und der negativ geladenen Membranoberfliche. Dieses
Modell verdeutlicht, auf welche Weise pH-Wert und Ionenstarke die Membranbindung der lysosomalen
PLA; beeinflussen. Effekt des pH-Wertes: Die Erniedrigung des pH-Wertes fiihrt zur Protonierung
negativ geladener Proteinseitenketten, wie die von Asparagin- und Glutaminsdure. Dies hat eine Neu-
tralisation der negativen Nettoladung zur Folge. Die lysosomale PLA1 hat pl-Werte von 5,2-5,4 und
<4,4. An den entsprechenden pH-Werten besitzen die jeweiligen Isoenzyme keine Nettoladung und
werden nicht mehr elektrostatisch von der Membran abgestofien. Wahrscheinlich befinden sich in der
IRS gehauft positive Ladungen, wodurch die korrekte Orientierung des Enzyms an der Membran ge-
wdhrleistet wird. Wird der pH-Wert weiter erniedrigt, erhdlt das Enzym eine positive Nettoladung.
Effekt der Ionenstdirke: Salzkationen reichern sich an der anionischen Membranoberfiiche an und
neutralisieren damit ihre Ladung. In der Folge wird die lysosomale PLA1 von der Membranoberfliche
weniger stark elektrostatisch angezogen.

11* o

=

fiir lysosomale Enzyme nicht unbekannt. Die lysosomalen Aktivatorproteine Saposine
A, C und D binden unter sauren Bedingungen ebenfalls wesentlich besser an anioni-
sche Membranen, als bei neutralem pH-Wert [124, 226]. Aber auch Enzyme, welche
bei neutralem pH-Wert arbeiten, zeigen eine pH-abhingige Bindungsfahigkeit an anio-
nische Lipiddoppelschichten. Dazu gehort beispielsweise die bakterielle PI-PLC [235].
Dieses Enzym bindet bei pH<7 wesentlich besser an negativ geladene Modellmembra-
nen, als bei hoheren pH-Werten. Bei pH 8,5 findet fast keine Membranbindung mehr
statt. Der Effekt kann mit dem lonisationsgrad bestimmter Aminosdurereste erklart
werden. Das Anséuern des Mediums fiithrt dazu, dass negativ geladene Aminoséure-
reste protoniert und damit neutralisiert werden [235]. In der Folge kommt es zu einer
Reduktion der elektrostatischen Abstoflung zwischen negativ geladener Grenzflache
und insgesamt negativ geladenem Protein. Fiir die lysosomale PLA; wire ein solcher
Effekt ebenfalls denkbar.
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Wie im Reinigungsteil beschrieben, zeigt die lysosomale PLA; in der IEF zwei pls,
einen bei pH 5,3 und einen breiteren Peak bei pH 3,8-4,4. Oberhalb von pH 5,3 tragt
das Protein demnach eine negative Nettoladung, welche aufgrund von elektrostatischer
Abstoflung eine Bindung an negativ geladene Membranen verhindern kénnte. Wie aus
Abbildung 3.17 hervor geht, ist oberhalb von pH 5,4 auch kaum noch PLA-Aktivitat
messbar. Die Aktivitidt scheint mit der Bindungsfahigkeit der PLA; an die Membran
zu korrespondieren. Auch das pH-Optimum des Enzyms im pH-Bereich von 4-4,4 liegt
moglicherweise darin begriindet, dass das Enzym hier keine negative Nettoladung mehr
tragt, welche seine Membranbindung verhindern kénnte. Bei der Betrachtung der Net-
toladung muss beachtet werden, dass es innerhalb des Enzyms durchaus negativ und
positiv geladene Regionen geben kann. So ist es durchaus moglich, dass das Enzym
auch an seinem pl eine positiv geladene IRS besitzt, welche die korrekte Ausrichtung
des Enzyms an der Membran erlaubt. Eine Ansduerung des Mediums fiithrt zur Proto-
nierung von Aminoséureseitenketten, speziell von Asparaginsidure und Glutaminsaure.
Die pK-Werte dieser Aminoséuren liegen im Protein in den Bereichen von 3,7-4,0 und
4,2-4,5, wobei die Mikroumgebung im Protein und die Ionenstérke diese Werte auch
noch verschieben kénnen. Somit hat eine Erniedrigung des pH-Wertes die Neutralisa-
tion (Protonierung) der Seitenketten zufolge. Abbildung 4.2 verdeutlicht modellhaft
den Effekt des pH-Wertes auf die lysosomale PLA;. Die Expression und kristallogra-
phische Strukturaufklarung der lysosomalen PLA; wird zukiinftig genauere Aussagen
zu der IRS dieses Enzyms und seinen Membranbindungsmechanismen erlauben.

Das endolysosomale System besteht aus eine Reihe von sauren membranumschlos-
senen Vesikeln, wie spite Endosomen, Ubergangsstadien aus spiten Endosomen und
Lysosomen und reife Lysosomen. Sie unterscheiden sich unter anderem in ihrem Grad
der Ansduerung [132, 133]. Der pH-Wert in spiten Endosomen liegt typischerweise un-
ter 5,5, der von Lysosomen kann unter 4,5 fallen [24, 112]. Méglicherweise kann jene
Isoform der lysosomalen PLA;, welche bei pH 5,3 fokussiert, bereits im weniger sau-
ren spaten Endosom aktiv sein. Eine weitere Ansduerung wiirde nach und nach auch
jene Isoform aktivieren, welche in pH-Bereichen <4,4 fokussiert, indem ihre Membran-
bindungsfahigkeit ansteigt. Somit hétte das Vorhandensein dieser zwei Isoformen den
biologischen Sinn, die Aktivitét iiber den pH-Wert zu regulieren.

Eine solche Regulation kennt man von der gastrischen Lipase, welche bei sauren pH-
Werten arbeitet. Die meisten anderen Lipasen haben pH-Optima iiber pH 7. Dieses ist
darauf zurtickzufiithren, dass der Histidin-Rest in ihrer katalytischen Triade einen pKg,-
Wert von 6,5 aufweist [7]. Obwohl sich die gastrische Lipase desselben katalytischen

Zentrums bedient, arbeitet sie am besten in sauren pH-Bereichen [34, 181]. Dieser
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scheinbare Widerspruch gilt jedoch nur fir den Fall, dass die Triglycerid-Substrate, in
Aggregaten angeboten werden, wie es unter biologischen Bedingungen der Fall ist. Bie-
tet man dem Enzym losliche kurzkettige Substrate im Experiment an, werden diese bei
leicht basischem pH am besten geschnitten. Dieses ist der pH-Wert, bei dem das kata-
lytische Zentrum am besten arbeiten sollte. Es stellte sich heraus, dass die Adsorption
des Enzyms an die Lipid-Wasser-Grenzflaiche pH-abhéngig ist und den limitierenden
Schritt des gesamten katalytischen Prozesses darstellt. Obwohl das katalytische Zen-
trum bei leicht basischem pH-Wert sein Optimum erreicht, bindet das Enzym nur bei
saurem pH an die Membran [35]. Dies ist ein eindriickliches Beispiel dafiir, dass die
Aktivitdt von grenzflichenaktiven Enzymen nicht allein vom katalytischen Zentrum,

sondern auch durch ihre IRS und damit ihre Membranbindung bestimmt wird.

4.5.4 Die Wirkung von BSA und -CD auf die lysosomale PLA;

Die natiirlichen Substrate von lipolytischen Enzymen sind langkettige Lipide. Bei ih-
rer Hydrolyse entstehen wasserunlosliche Produkte, welche sich in der Grenzflache
anreichern. Dieses fiihrt zu einer qualitativen Verdnderung der Grenzfliche, was sich
wiederum inhibierend oder aktivierend auf das jeweilige Enzym auswirken kann [7].
Die Produkte der lysosomalen PLA; sind eine freie FS und das entsprechende Lyso-
phospholipid. Es wurde gezeigt, dass S-CDs als wasserlosliche Akzeptoren zur Solu-
bilisation dieser Produkte und damit ihrer Entfernung aus der Grenzfliche verwendet
werden konnen [6, 89]. Dabei wirkt diese Substanzklasse, im Unterschied zu BSA, nicht
tensioaktiv. Es war daher wichtig zu untersuchen, wie sich die Anwesenheit von 3-CD
und BSA auf die Aktivitdt der lysosomalen PLA; auswirken. Aus den Abbildungen
3.13 und 3.14 geht hervor, dass 5-CD einen aktivierenden Effekt hat. Die Reaktions-
kurve in Abbildung 3.13 nimmt einen wesentlich steileren Verlauf, wenn diese Substanz
zugegen ist.

BSA hat bis zu einer Konzentration von 5mM eine stark aktivierende Wirkung,
welche jedoch bei hoheren Konzentrationen wieder stark abfallt. BSA ist in der Lage,
an negativ geladene Membranoberflachen zu binden [248]. Es wére daher denkbar,
dass es mit der lysosomalen PLA; um die Bindungsfliche am Liposom konkurriert
und daher in hoheren Konzentrationen das Liposom gegen das Enzym abschirmt.

Wie koénnten die aktivierenden Effekte von BSA und (-CD erkldrt werden? Die
langkettigen, stark hydrophoben Hydrolyseprodukte verbleiben in der Grenzfldche.
Nach der Katalyse findet eine Reorganisation statt, indem die Produkte im zweidimen-

sionalen Membrangefiige weg diffundieren und durch neue Substratmolekiile ersetzt
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werden. BSA und 3-CD komplexieren jedoch diese Produkte und entfernen sie damit
aus der Grenzflache. Das kann zu einer Beschleunigung der Reorganisation derselben
fithren [7], was sich moglicherweise auf den Zugriff der lysosomalen PLA; auf ihre
Substrat auswirkt.

Bei Untersuchungen verschiedener sPLA2s an monomolekularen Filmen konnte ge-
zeigt werden, dass die Enzymkinetik an langkettigen Substraten der von mittelkettigen
gleicht, wenn (-CD zugegen ist. Mittelkettige F'S koénnen ohne Solubilisierungshilfe in

der wéssrigen Phase gelst werden [6].

4.5.5 Lysosomale PLA; arbeitet im Scooting-Modus

Lipolytische Enzyme konnen nach ihrer Prozessivitat charakterisiert werden. Diese
besagt, wie viele Katalysezyklen nach der Enzymbindung an die Membran stattfinden.
Die Abbildung 3.21 aus dem Ubersichtsartikel von Berg et al. [23] verdeutlicht die
beiden moglichen Katalysemodi.

Von den sPLAss ist bekannt, dass sie an anionischen Membranen im scooting-
Modus arbeiten. Sie kénnen im Extremfall, wenn sie einmal an ein Liposom gebunden
haben, das komplette duflere Blatt der Lipiddoppelschicht hydrolysieren, ohne einmal
von der Membran zu dissoziieren [23]. Auch die 85kDa cPLAj arbeitet an anionischen
Vesikeln in diesem Modus [19]. Wie die Abbildung 3.22 zeigt, wird innerhalb der ers-
ten 2min etwa 2/3 der eingesetzten lysosomalen PLA;-Aktivitit gebunden, was einen
Abfall der Aktivitdt an neu hinzugefiigten Vesikeln zur Folge hat. Dieses Ergebnis
schliet aus, dass das Enzym im hopping-Modus arbeitet, da in diesem Falle in je-
dem Reaktionsansatz dhnlich viel radioaktives Substrat umgesetzt worden wére. Die
lysosomale PLA; scheint nach Membranbindung tber einen ldngeren Zeitraum am
Liposom zu verbleiben und erst nach einer gewissen Zeit auf ein anderes Liposom zu

wechseln. Demnach arbeitet das Enzym scooting-Modus.

4.5.6 Zur Rolle einzelner anionischer Phospholipide

FEine anionische Ladung auf der Grenzfliche wirkt, wie gezeigt, aktivierend auf die
lysosomale PLA;. Die Frage war, welchen Effekt einzelne anionische Phospholipide
dabei haben. Die Abbildung 3.19 zeigt die Titration je eines bestimmten Lipids zum
Grundliposom. Es ist zunéchst festzustellen, dass alle anionischen Lipide die Fahigkeit
haben, die lysosomale PLA{-Aktivitdt im Vergleich zum Grundliposom anzuheben.
Das zwitterionische Phospholipid PE ist dazu nicht in der Lage. Sphingomyelin, wel-

ches mit den zu testenden Lipiden ausgetauscht wurde, verhalt sich in Bezug auf die
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Abbildung 4.3: Struktur und Ladung der untersuchten Phospholipide Dieses Schema verdeut-
licht die Struktur der untersuchen Phospholipide und deutet an, an welcher Stelle im Lipid negative
und positive Ladungen sitzen. Man erkennt, dass PI, PG, PA und BMP eine negative Ladung an der
Kopfgruppe tragen. PS weist drei Ladungen auf, zwei negative und eine positive und ist dadurch im
Resultat einfach negativ geladen. Die zwitterionischen Lipide PC und PE enthalten je eine positive
und eine negative Ladung, die sich gegenseitig neutralisieren. CL und DLCL zeichnen sich durch das
Vorhandensein von zwei negativen Ladungen aus.

lysosomale PLA;-Aktivitét ebenfalls neutral (nicht gezeigt).

Bei den anionischen Phospholipiden fallt auf, dass sich die einzelnen Kurvenverlau-
fe ihrer Form nach unterscheiden. Wenn man zunéchst die geringeren Konzentrationen
von bis zu 15% anionischen Phospholipids im Liposom betrachtet, stellt man fast, dass
die Kurve bei manchen Lipiden sofort linear ansteigt. Dazu gehéren BMP, CL und
DLCL. Schon eine Konzentration von 5% hat eine deutliche Aktivitatssteigerung zur
Folge. Im Gegensatz dazu nehmen die Kurven von PG, PI, PS und PA einen eher
sigmoiden Verlauf. Sie steigen bis zu einer Konzentration von 10% nur langsam an,
um dann in einen steileren Verlauf {iber zu gehen. Auch in héheren Konzentrations-
bereichen stellt man unterschiedliche Verlaufsformen fest. So geht die Kurve von PG
bei 20% in eine Plateauphase tiber, wiahrend die von PS bei 40% noch ansteigt. Bei
Zusatz von CL fallt die Kurve bereits bei 10% wieder ab, BMP erreicht bei einer
Konzentration von 20% seine hochste Wirksambkeit.

Wie kommt es zu diesen unterschiedlichen Kurvenverlaufen? Einerseits konnte dies
mit der Lokalisation der Ladung innerhalb der Phospholipidkopfgruppe zu tun ha-
ben. Wie aus Abbildung 4.3 deutlich wird, befindet sich eine negative Ladung am
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Phosphatrest. Dieser wird bei PG, PS und PI sterisch von der Glycerol-, Serin- oder
Inositolgruppe abgeschirmt (siehe dazu auch [117]). Im Gegensatz dazu ist die negativ
geladene Phosphatgruppe bei BMP, CL und DLCL von auflen frei zugénglich. Zusétz-
lich sind CL und DLCL doppelt negativ geladen. Nicht zuletzt weisen alle drei Lipide,
BMP, CL und DLCL eine kegelférmige Struktur auf, wodurch sich die Packungsdichte
der polaren Kopfgruppen in der Membran reduziert. Dieses konnte den Zugriff der
lysosomalen Phospholipase A; auf den hydrophoben Membrankern erleichtern [33].
Damit die lysosomale PLA; ihre lipophilen Substrate hydrolysieren kann, muss sie
entweder teilweise in den Membrankern eindringen oder das Substrat muss von dem
Enzym aus dem Membranverbund herausgezogen werden. Was weify man diesbeziig-
lich von anderen grenzflichenaktivierten Enzymen? Enzyme des Glykosphingolipid-
Metabolismus sind auf die Zusammenarbeit mit Aktivatorproteinen, den Saposinen,
angewiesen, welche eben die Aufgabe erfiillen, Glykosphingolipide aus der Membran
zu mobilisieren und den Enzymen zugénglich zu machen [108].

Im Gegensatz dazu bilden sPLLAss bei Membranbindung eine hydrophobe Tasche
zur Membranoberfliche aus, in welchen das Phospholipidsubstrat hinein diffundieren
kann [242]. Dabei ist die Bindung der IRS an die Membran so eng, dass Wassermole-
kiile aus dem Enzym-Membran-Kontakt verdréingt werden. Auf diese Weise wird eine
eigene Mikroumgebung geschaffen, welche die Mobilisation des Lipidsubstrats erlaubt.
Abbildung 4.4 aus [23] stellt dieses modellhaft dar. Es ist wahrscheinlich, dass die ly-
sosomale PLA; einen den sPLAs-&hnlichen Mechanismus verwendet. In hier nicht ge-
zeigten Untersuchungen konnten wir ausschlieffen, dass Saposine die PLA;-Aktivitat
erhohen konnen.

Es soll im Folgenden auf die biologische Relevanz der untersuchten Lipide einge-
gangen werden:

Das wahrscheinlich wichtigste Lipid in dieser Untersuchung stellt BMP dar. Dieses
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Abbildung 4.4: Arbeitsweise der sPLA;. Abbildung aus [23]. Erklirung siehe Text.
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Lipid findet sich ausschlieflich in spdten Endosomen/Lysosomen [104], wo es, wahr-
scheinlich aus PG und/oder CL, synthetisiert wird [8, 233, 233]. Im Gegensatz dazu
werden die anderen untersuchten Lipide iiber endosomale oder phagozytische Prozesse
in des Lysosom transportiert. In den letzten Jahren beschéftigten sich einige Auto-
ren mit der Frage, welche spezielle Rolle BMP im spéaten Endosom/Lysosom erfiillen
konnte. Kiirzlich wurde vorgeschlagen, dass es fiir den Export von Cholesterol aus
diesen Kompartimenten wichtig sei [37, 103]. Es wird des Weiteren angenommen, dass
BMP, in Kombination mit Proteinen wie Alix und/oder Saposin C, bei der Ausbil-
dung der intralysosomalen Membranen eine Rolle spielt. Aufgrund seiner kegelférmi-
gen Struktur soll es die Membrankriimmung erleichtern und die gestapelte Packung
der intralysosomalen Membranen vermitteln [39, 47, 128].

Anionische Phospholipide spielen eine Schliisselrolle bei der Degradation von Gly-
kosphingolipiden im Lysosom. So benétigen die Glucosylceramidase und ihr Aktivator-
protein Saposin C negativ geladene Membranoberflachen, um aktiv zu sein [184]. Fiir
die saure Ceramidase ist dhnliches beschrieben worden [238, 239] und auch die lyso-
somalen Aktivatorproteine Saposin A und D favorisieren Membranen mit anionischer
Oberfléche [185, 227]. Eine Funktion von BMP konnte es demnach sein, die Degradati-
on von Lipiden aus den intralysosomalen Membranen zu ermoéglichen. Von allen anioni-
schen Phospholipiden stellt es eine Konstante im spéaten Endosom/Lysosom dar. BMP
erreicht die internen Membranstapel nicht, um abgebaut zu werden, sondern wird hier
kontrolliert synthetisiert. Seine ungewohnliche Stereokonfiguration, wahrscheinlich sn-
2:sn-22, macht es selbst weitgehend resistent gegeniiber den Abbau durch lysosomale
Hydrolasen [68].

Wir konnten zeigen, dass BMP die Aktivitdt der lysosomalen PLA; und die damit
einhergehende Degradation von PC, PS und PE stark erhoht. Es wird vermutet, dass
die Konzentration von BMP im endosomalen /lysosomalen Kompartiment um die 15%
betragt, fiir manche Membranen wurde sogar eine lokale Konzentration von 70-80%
beschrieben [105]. Wie gezeigt, wirkt schon eine Konzentration von 5% BMP in der
Membran stark aktivierend auf die lysosomale PLA;. Diese Ergebnisse unterstiitzen
die Vermutung, dass BMP wichtig fiir die Aktivitdt von sauren Lipasen ist und eine
seiner biologischen Funktionen darin liegt, den Lipidmetabolismus zu kontrollieren.
Damit wiirde sich auch seine ungewohnliche Stereokonfiguration erklaren, welche es
selbst resistent gegen den Abbau durch Hydrolasen macht.

Wie gelangen aber die anderen untersuchten Phospholipide in das Lysosom des

2Es existiert in der Literatur eine Kontroverse dariiber, ob innerhalb der Zelle eher die sn-2:sn-2
oder die sn-1:sn-1-Konfiguration vorliegt [82].
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Makrophagen?

Hierbei spielen zwei Prozesse eine wesentliche Rolle: Die Autophagie und die Pha-
gozytose.

Wihrend der Autophagie werden Zellorganellen und Teile des Zytoplasmas von
doppelten Membranvesikeln (Autophagosomen) umschlossen und zum Lysosom trans-
portiert [119]. Bei der anschlieBenden Fusion von Autophagosom und Lysosom wird
das eingeschlossene Material in das Lysosomeninnere entlassen, um dort anschlieflend
von den lysosomalen Hydrolasen degradiert zu werden [170]. Auf diese Art gelangen
Membranfraktionen verschiedener Organellen in das Lysosom.

Die Phagozytose hingegen ist eine spezielle Funktion von Makrophagen und DCs,
bei welcher koérpereigenes und korperfremdes partikuléres Material aufgenommen und
abgebaut wird.

Die Makrophagen tragen iiber die Phagozytose u. a. zum tissue remodeling (Gewe-
beumbau) bei, beseitigen sterbende Erythrozyten und entfernen Triimmer von Zellen,
welche bei Entziindungsprozessen zu Schaden gekommen oder in Apoptose gegangen
sind [216]. Des Weiteren sind diese Zellen in der Lage, mikrobielle Krankheitserreger
aufzunehmen, ihre Antigene zu prozessieren und zu préasentieren. Damit unterstiit-
zen Makrophagen die Ausbildung einer spezifischen Immunantwort gegen die Erreger.
Die Aufnahme von apoptotischen Vesikeln infizierter Zellen ermdéglicht ihm auch die
Kreuzprésentation von Erregerantigenen aus anderen infizierten Zellen [190, 240].

In welchen Membranfraktionen sind nun die untersuchten Lipide zu finden?

PS befindet sich in der inneren Lipidschicht der Plasmamembran aller eukaryonti-
scher Zellen. Gesunde Zellen halten mit Hilfe von speziellen Transportern eine asym-
metrische Lipidverteilung in der Plasmamembran aufrecht. So finden sich die Ami-
nophospholipide PS und PE nur auf der zytoplasmatischen Seite, wahrend die exo-
plasmatische Seite von den zwitterionischen Phospholipiden PC und SM, sowie von
Glykosphingolipiden dominiert wird [164]. Wahrend der Apoptose bricht diese Asym-
metrie zusammen und PS gelangt in das duflere Blatt der Lipiddoppelschicht, wo es
von Makrophagen tiber spezielle Rezeptoren erkannt wird [245]. Der apoptotische Par-
tikel wird phagozytiert und zum Abbau in spite Endosomen/Lysosomen transportiert.
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass das Vorhandensein von PS auf der
Membranoberfliche den Abbau des apoptotischen Vesikels durch die lysosomale PLA1
erleichtert, wenn nicht sogar erst ermdoglicht.

Neben PS gelangt auch CL wéhrend der Apoptose auf die Zelloberflache [209, 210)
und kann ebenfalls durch seine negative Ladung den hydrolytischen Abbau der Mem-

bran erleichtern. CL, welches aufgrund seiner einzigartigen Diphosphatidylstruktur
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vier FS-Ketten besitzt, findet sich jedoch typischerweise in der inneren Mitochondrien-
membran. Durch Autophagie von Mitochondrien, der so genannten Mitophagie, kann
mitochondriales CL in das Lysosom gelangen [98]. Daneben stellt CL, zusammen mit
PG, einen bedeutenden Bestandteil von Bakterienmembranen dar, welche durch PG
und CL eine stark anionische Oberfldche erhalten [41]. Die Ergebnisse dieser Arbeit
legen nahe, dass die negativ geladenen Lipide den Abbau der Bakterienmembranen
durch die lysosomale PLA; und moglicherweise anderen Lipasen beschleunigen. In
unseren Untersuchungen konnten wir auch feststellen, dass das bakterielle Lipopoly-
saccharid (LPS) im Liposom integriert aktivierend auf die lysosomale PLA1-Aktivitét
wirkt (nicht gezeigt).

Am Beispiel der Gruppe ITa sPLAs zeigt sich, wie wichtig die Regulation der En-
zymaktivitat iber die Lipidzusammensetzung von Membranen sein kann. Dieses stark
kationische Enzym (pI>10,5) hat antibakterielle Wirkung [32, 57]. Es ist in der Lage,
die anionische Membran von Gram-negativen Bakterien zu hydrolysieren. Im Gegen-
satz dazu bleiben zwitterionische Membranen, wie die Plasmamembran der Wirtszel-
le, unversehrt [101]. Nur aufgrund der Asymmetrie der Plasmamembran kann diese
sPLA, seine immunologische Rolle erfiillen, ohne dem Wirtsorganismus zu schaden.

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass die Membranbeschaffenheit der von Ma-
krophagen aufgenommenen Partikel deren Abbaugeschwindigkeit bestimmen kann.
Viele lysosomalen Hydrolasen und Aktivatorproteine sind mehr oder weniger auf anio-
nische Ladung zur Grenzflachenerkennung angewiesen. Es wére denkbar, das die Zelle
den Abbau von Lipiden dadurch kontrolliert, dass sie die lokale Membranzusammen-
setzung der intralysosomalen Membranstapel verdandert. Kobayashi et al [105] haben
im Lumen von spidten Endosomen zwei verschiedene Membranpopulationen gefunden.
Eine zeichnet sich durch eine hohe Konzentration von BMP aus (70% der gesamten
Phospholipide), die andere ist reich an PC. Ob und inwiefern diese Membranregionen
unterschiedliche biologische Funktionen erfiillen, ist noch unbekannt [47]. Es wurde
vorgeschlagen, dass die BMP-reichen Regionen als Plattformen fiir den Abbau ver-
schiedener Lipide dienen [238]. Diese Autoren konnten auch zeigen, dass BMP den
Abbau von Glucosylceramid in Liposomen beschleunigt. Unsere Daten beweisen, dass
auch die Degradation von Phospholipiden stimuliert wird, wenn BMP in den Modell-
membranen zugegen ist. Wahrend die meisten Lipide das Lysosom erreichen, um dort
hydrolysiert zu werden, wird BMP hier aus PG und CL reguliert synthetisiert. Inter-
essanterweise sind gerade diese Phospholipide, also PG und CL, wichtige Bestandteile
bakterieller Membranen. Werden Makrophagen exogen mit PG gefiittert, so steigert
diese deutlich die BMP-Produktion in ihren Lysosomen [233]. Moglicherweise indu-
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zieren phagozytiertes PG und CL ebenfalls die BMP-Synthese und tragen somit zum
beschleunigten Abbau der bakteriellen Membranen, insbesondere dem von PE, bei.
Es wird immer deutlicher, welche Rolle dieses besondere Lipid im Lysosom spielt:
Als Drehscheibe im Lipidstoffwechsel beschleunigt BMP den Katabolismus von Phos-
pholipiden und Sphingolipiden und vermittelt auflerdem den Export von Cholesterol

aus diesen Kompartimenten [37].

Aus den Studien zur Charakterisierung der lysosomalen PLA;-Aktivitdt konnten
wichtige Erkenntnisse iiber die Reaktionsmechanismen und die Bedingungen gewon-
nen werden, unter welchen das Enzym am besten arbeitet. So wurde deutlich, dass
anionische Phospholipide in der Membran die PLA-Bindungsfahigkeit an Liposomen
drastisch erhohen. Die Neutralisierbarkeit dieses Effektes durch eine Erhéhung der
Tonenkonzentration legt nahe, dass die Membranbindung durch elektrostatische Inter-
aktionen vermittelt wird. Die Tatsache, dass eine Membranbindung nur bei sauren
pH-Werten stattfindet, unterstiitzt diese Vermutung. Die Ansduerung des Mediums
vermindert wahrscheinlich die negative Nettoladung des Enzyms und erzeugt einen
Tonisationszustand in der IRS, welcher die Assoziation mit der Membran erlaubt. Aus
den hier gewonnen Daten haben wir das in Abbildung 4.2 schematisch dargestellte
Modell entwickelt. Es zeigt, auf welche Weise pH-Wert und Ionenkonzentration die
lysosomale PLA1-Aktivitdt beeinflussen kdnnen. Nach Membranbindung verbleibt die
lysosomale PLA; fiir mehrere Katalysezyklen am Liposom, sie arbeitet also im scoo-
ting-Modus. Das Entfernen ihrer Reaktionsprodukte aus der Membran (mittels 5-CD
oder BSA) fordert die Reaktionsgeschwindigkeit, wahrscheinlich durch eine Beschleu-
nigung der Reorganisation der Membranlipide. Eine Produkthemmung wére jedoch
auch eine mogliche Erklarung. Es wird deutlich, dass die Beschaffenheit von Membra-
nen ihren Abbau im Lysosom beeinflussen kann. So ist das Erscheinen von PS und
CL [209, 210] auf der Zelloberfliche von apoptotischen Zellen womdglich nicht nur
wichtig, damit diese vom Makrophagen als solche erkannt und phagozytiert werden
kénnen, sondern auch, um die anschlieBende Degradation durch lipolytische Enzyme
im Lysosom zu beschleunigen oder iiberhaupt zu ermoglichen. Des Weiteren hat BMP
als spezifisches Lipid in internen Membranen von spaten Endosomen/Lysosomen wo-
moglich gerade diese Aufgabe, die Lipiddegradation im Lysosom durch lipolytische
Enzyme, wie die lysosomale PLA, zu ermoéglichen und/oder zu modulieren.

Diese Arbeit prasentiert zum ersten Mal umfangreiche Daten zur Charakterisierung
des Katalysemechanismus der lysosomale PLA; aus Makrophagen.

Ein aktivierender Effekt von anionischen Phospholipiden auf die lysosomale PLA -
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Aktivitdt in Lysosomen von Rattenleber wurde bereits von einer anderen Gruppe be-
obachtet [136, 162]. Die Autoren verwendeten Modellmembranen aus PC, SM, Cho-
lesterol und einem anionischen Phospholipid (meist PI, nicht gezeigte Daten mit PA,
PS und PG). Interessanterweise fanden die Experimente in diesen Arbeiten bei pH 5,4
statt, einem Wert, bei dem die von uns untersuchte lysosomale PLA; aus RAW B-
Makrophagen kaum noch aktiv ist. Diese Autoren zeigen jedoch keine weiterfithrende
Daten zu den moglichen Ursachen des beobachteten Effektes.

Im Gegensatz dazu bieten wir in der vorliegenden Arbeit systematische Studien
zum Effekt der einzelnen anionischen Phospholipide und dessen Ursache. Unter den
von uns untersuchten anionischen Phospholipiden befinden sich auch in Bezug auf
ihre Lokalisation speziellere Lipide wie BMP, CL und DLCL. Wir konnten zeigen,
dass die anionische Ladung die lysosomale PLA; in Makrophagen aktiviert, indem sie
die Bindung des Enzyms an die Membranoberfliche begiinstigt. Diese Bindung wird
von der Tonenkonzentration des umgebenden Mediums und dem pH-Wert bestimmt.
Die Ergebnisse tragen dazu bei, den Abbau von phagozytiertem Material durch die

lysosomale PLA; besser zu verstehen.

4.6 Zur Rolle des Enzyms

Wie aus der Arbeit deutlich wird, leistet die lysosomale PLA; einen wichtigen Betrag
zum Phospholipidumsatz im Makrophagen und anderen Zellen.

Jede Zelle erneuert kontinuierlich ihren Phospholipidbestand. So wird der gesamte
Phospholipidbestand einer Zelle alle 10000sec ausgetauscht [243]. Die Umsatzrate
fir die Phospholipide der Plasmamembran betragt im Fibroblasten ca. 5400 sec, im
phagozytierenden Makrophagen liegt sie mit ca. 1800 sec sogar deutlich dartiber [175].
Letzteres ist darauf zuriickzufiithren, dass der Makrophage seine Plasmamembran zur
Bildung von Phagosomen heranzieht. Das phagozytierte Material wird schliefllich von
den diversen lysosomalen Hydrolasen, darunter die lysosomale PLA7, abgebaut.

Makrophagen degradieren auf diese Weise nicht nur mikrobielle Erreger und in-
itiieren die spezifische Immunantwort gegen diese, sondern kiimmern sich in erster
Linie um die Beseitigung von korpereigenen Zelltriimmern und gealterten Erythrozy-
ten [216]. Auch bei dem Abbau des phagozytierten Materials spielen die lysosomalen
Hydrolasen eine zentrale Rolle.

Die Hemmung der lysosomalen Phospholipasen durch pharmakologische Substan-
zen wie die CADs fiihrt zu der Entwicklung einer Phospholipidose, einer Akkumulation

von nicht abgebauten Phospholipiden in der Zelle. Dies ist oftmals von der Ausbildung
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Myelin-dhnlicher Strukturen, den lamellaren Korperchen begleitet, welche vor allem
nicht abgebaute Phospholipide enthalten [9]. Diese Tatsache lasst Riickschliisse darauf
zu, wie wichtig die lysosomalen Phospholipaseaktivititen fiir die Zellen sind.

Interessanterweise findet man in der langen Liste von bekannten lysosomalen Spei-
cherkrankheiten keinen Fall von erblich bedingter, natiirlich vorkommender Phospho-
lipidose. Lysosomale Speicherkrankheiten werden durch einen genetisch bedingten De-
fekt saurer Hydrolasen hervorgerufen. Der Verlust an Aktivitéit eines oder mehrerer
dieser Enzyme fithrt zu einer Anreicherung der entsprechenden Substrate (Lipide,
Proteine, Glykoproteine, Glykosaminoglykane) im Lysosom [62]. Das Fehlen von Phos-
pholipidspeicherkrankheiten lasst zwei mogliche Interpretationen zu: Entweder ist ein
Defekt der lysosomalen PLA-Aktivitidt bereits im Uterus letal oder die lysosomale
PLA-Aktivitat ist redundant, so dass der Ausfall eines Enzyms durch andere kompen-
siert werden kann.

Fiir letztere Erklarung spricht, dass es neben der lysosomalen PLA-Aktivitdt auch
lysosomale PLAs-Aktivitdten gibt. Zwei dafiir verantwortliche Enzyme wurden vor
einigen Jahren gereinigt und kloniert [79, 100]. Es handelt sich hierbei um die bereits
in der Einleitung erwdhnten Enzyme aiPLAy und LPLA, (siehe Seite 21).

AiPLA; ist ein bifunktionelles Enzym, welches neben der sauren PLAs-Aktivitat
auch Peroxidase-Aktivitaten (Peroxiredoxin 6) aufweist. Es wurde sowohl in lysosoma-
len Kompartimenten, als auch im Zytosol gefunden und wird in der Lunge wesentlich
starker exprimiert als in anderen Geweben [99, 173].

LPLAs kann FS von Phospholipiden auf HoO oder auf N-Acetylsphingosin iiber-
tragen und somit als Phospholipase oder als 1-O-Acylceramid Synthase fungieren. Das
45 kDa grofie Glykoprotein wird ubiquitir exprimiert. Die Alveolarmakrophagen der
Lunge bilden jedoch auffallend grofle Mengen von diesem Enzym. Die Expression in
peripheren Blutmonozyten und Peritonealmakrophagen ist vergleichsweise gering [1].

Fiir beide Enzyme wird diskutiert, dass sie fiir den Umsatz des Surfactant in der
Lunge eine Rolle spielen, was mit Hilfe von Knock-Out-Méausen belegt werden konnte
[1, 56]. ,,Surfactant“ steht fiir surface active agent, was so viel wie ,, grenzflichenaktive
Substanz* bedeutet. Seine Aufgabe ist es, die Oberflichenspannung in den Alveolen
zu reduzieren, um deren Entfaltung zu ermoglichen und ein Zusammenfallen beim
Ausatmen zu verhindern. Der Surfactant besteht aus einem Phospholipid-Protein-
Komplex, wobei Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin (DPPC) den weitaus grofiten Anteil
an der Lipidfraktion hat. Neben Typ II Pneumocyten scheinen auch Makrophagen
einen wichtigen Betrag zum Surfactant-Metabolismus zu leisten [1, 199].

Bei aiPLAs-negativen Mausen ist der DPPC-Abbau in der Lunge beeintrachtigt,
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was sich in einer progressiven, zeitabhéngigen Anreicherung von Phospholipiden &u-
Bert. Der Ausfall der aiPLAs kann von anderen Enzymen teilweise kompensiert wer-
den. Diesbeziiglich werden von den Autoren andere, nicht-lysosomale PLAss, sowie
PLC- und PLD-Aktivitaten vorgeschlagen. Die Autoren schétzen, dass die aiPLA» fiir
etwa 40% des DPPC-Abbaus verantwortlich ist [56].

Lplag-negative Mause entwickeln sich normal, zeigen aber im Alter von drei Mona-
ten eine Anreicherung von PE und PC in Alveolarmakrophagen und verwandten mo-
nozytischen Zellen. Im Alter von einem Jahr kommen eine Anreicherung des Phospho-
lipidgehalts im Surfactant und eine Milzvergréflerung hinzu. Beziiglich dieser Lipide
entwickelt sich also eine Phospholipidose. Der Gehalt an anderen zelluldren Phospho-
lipiden, wie PS, PI oder SM, ist in den Mé&usen unverdndert, ein Ergebnis, das sich
mit der Préferenz des Enzyms fiir PC und PE deckt [78]. Es ist wichtig zu betonen,
dass diese Méuse noch eine lysosomale PLA -Aktivitdt besitzen [78]. Unsere Daten
zeigen, dass die lysosomale PLA; aus der Makrophagen-Zelllinie RAW B auch PS und
PI degradieren kann.

Beide lysosomalen PLA, scheinen also eine gewisse Rolle beim Umsatz des Lun-
gensurfactant zu spielen. Offenbar wird jedoch der Ausfall eines dieser Enzyme in
den Méusen teilweise kompensiert. Es ist durchaus denkbar, dass die hier untersuchte
lysosomale PLA; diese Kompensation iibernimmt.

Derzeit bleibt die physiologische Rolle der lysosomalen PLA; jedoch noch Speku-
lation. Durch die in der vorliegenden Arbeit erreichten Identifikation von zwei Kan-
didatengenen, welche die lysosomale PLA; codieren kénnten, wird der Grundstein
fiir weiterfiilhrende Untersuchungen gelegt. Dabei stellt die hier identifizierte PLD4
den sehr viel wahrscheinlicheren Kandidaten fiir die lysosomale PLA; dar. Eine re-
kombinante Darstellung der Kandidaten als Fusionsproteine wird endgiiltig dariiber
Aufschluss geben, welches Gen tatséchlich die Aktivitdt codiert. Dies wird im Wei-
teren die Generation von Knock-Out-M&usen ermoglichen, aus welchen sich Hinweise
auf die physiologische Rolle ergeben werden. Man wird sehen, inwiefern die lysosomale
PLA{ am phospholipid remodeling, an der Degradation von phagozytiertem Material,

an der Prozessierung von Lipidantigenen oder am Surfactant-Umsatz beteiligt ist.
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Anhang

Im Folgenden sind das Chromatogramm der Gelfiltration und die Listen aller signifi-
kanten Treffer der Massenanalysen von den Proben aus Affinitdtsreinigung und Gel-

filtration einzusehen.
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FHMIAIE putative methyimalony]-CeA decamonyiass, puvra-subunin [Bdeiovitna tactenevenis HI M)
ELI34562T cvtochroms ¢, class [ [ Sphingopyxie alakeansis RBII5N]
giFT106334 FREDICTED: similar to Keratin, type | cysaskeletal 15 (Cytokeratin L&) isofoem | [Canis familiaris]
il (9462755 PREDICTED: similor to sarcoma antigen NY-SAR-41 [Rates sorvegicus]
AL bectin - Diocles kehivannii
EEAITISE Kaeratin 6 ired [Homo sopiims]
g1 20687 Glutaihicoms 5-irasferasy 26 kD (GST 26) (SF26 anlipen] (GST class-mu)
gl5612201 POLYRIBONUCLEOTIDE NUCLEOTIINY LTRANSFERASE [ Helicobacter pylon 8]
ZBAT3574 polymcchanide chain kength delerminasd protein [ gamma protechacterium KT 71)

Mascol Seinch Resalt: for Samphe B4
Databaxe  : NCHInr 0111006 (#076 754 soqaencess 14051 34249 residues)

Significamt kits:
gl[i0T2876d phospholipase I¥ family, member 4 [Muos mosenlos], Mass: S6018  Scoret 378 Peptldes mateked: 14

BReedls  Macrophape colony-stimulating fhetor | recepior procursor (CSF-1-RB) {Fms proto-oneogens) {(o-fins) (C
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ZiH43370  Chain A, Concanavalin A {Mutive)
#2333 concansvaling A - ek beay

EE0EINT  ouse preprovathepsin B

|l3642%  Trypsin precursor

EEIET CDRA [Mus mscubus]

gi[342482  lectin - Dicclea kehmannii

7476087 diseoidin, CLTR wed LOCL domain contaiming 2 [Mies muscaus]

gL 166226 catbwpsin & [Mus musculug]

gill217587 neurcéanin [Closiridien botulipem O

50748774 PREDICTED: mimilar io expressed sequence AT132321 [Gallas gallus)

ZiBOUG452  Lectin alpha chain [Contmins: Lectin beta chain; Lectin gamma-1 chain; Lectin gamma.2 chain)
FER531035 alphs-1-acid plycoproten procursor [ Bos tmumns)

£l 7546300 phenykabuyl-tRNA spilhetass alptia sibumit [Ralsonia solanaosmnim GMIIHH]

gf730358 Chain A, Robe OF Amino Acid Residees Al Tums s The Condormational Stability And Foldisg Of Human
#735044  lectin, g.iﬂ:lunh-llndmg.mﬂk 3 bimsding protein [Mus masculus]

@ ReT1%d  Tyrosine-| eplor PO precursor { Adhesion-relsied kinasz)
Mazced Scarch Resmltx der Gelfilirationsmroben
Misscad Seareh Resalts for Samphe GF2
Datahase = NOCBIar 000106 (4076754 sogaencem, 1408124249 residuss)
Signilicant hits:

gifiTdeiel 14 Dhi-MNeacetylchitohins: precarsoe
gmmm phosphodipase I family, member 4 [Muos mescslos|= FLDY, Mass: $6118 Scorez 700 Peptides maiched: 0
@ 263359346  unnamed protein produc [Bes musoalus]
£I2E34305 1 unnamed protein product [ mscalus|
Sl 431242 acid sphringomydinase-like phosphodisstenass 3a [Mus msculug]
w668 Mocrophage colomy-stimukilimg facior | receptor precumsor (C3F=1-K) {Fms prolo-oncogene] {c-fms) {C
| L19535047  mutani hepamn N-sulimiase [ Mus musculus]
E[A0G00  mouse preprocathepsin B
A6 o splinpormyelingse-like phosphodicstemse 14 [ Rathes sorvegioms)
EATRETUAS  urinamied prodein product [Macc Becic laris]
gl 3626300 Dipsspidiyl-papdidase 3 procursor (Dipeptidyl-peptidase 1 DPF 10 (Dipaptidyl amimopepidass T
gT4I408 18 unnamed protein product [Bas muscalus]
wi|l3642%  Trypsin precursor
EI[1373033  gialic-aeid O-acefylesierse
gL 072815 FREDICTED: similar b acid sphimgommyslivss-like phosphodicrss 34 [Macca mulaia)
E5EIS  Nesulfoghicosmise sulfohydrolase (sul famdase) [Homo sipiens]
ER43075911  cid sphinpomyelingse-like phosphodiestenss 34 [Homo supions]
gL IEE22G  catbepsin 7 [ Mus nusculus]
FE0751384 PREDICTELY: snilar go Di-N-acetylchitohinse procursor [Gallus gallus]
Ei[l346343  Karating type I cytoskeletal 1 (Cytoboeratin-1} (CK-1) (Beratin-1) (K1) (67 kKD cytokirating {Fair
E2M66T]  muscle endopim 1 [Bos tmans]
EiF4536585  unnamed protein product [ muscalus]
@132 gnlaciosdase, beta | [Bos mums)
glP 1361650 colony steilating Factor | receplor [ Rasus narvegicus)
130N penine (or cysicing) protcinase imbibiion chide A (alphs-1 anliprofednaes, stirype, mernher 3
EFRITTI3 a1k p [Ml 1]
I BROT 541 N-ﬂﬂh---- e Murd [Geobacter wraniumreducons Ki]
L I63%1 Lwludmmwipm{LAMPd}{qmlmtmegbmmtj'p
FETMISTS hypethetical protein Cplamsl RAFT_04%6 [Chkrobium phasohacteroides RS
ERTRIASTS  Twin-arginine iranskcalion pathway sgel [Solibacier wilans EllinG0T6]
girIm023 FREDICTED: similar fo Di-N-awefylchitobinse precucsor [Canis Gamiliaris]
g9E1420  pancreatic trypsin | [ Ratus sorvegions)
EHEASSEND Yignain precursor (Cysizine endopeplidase)
EI RN ypotietical proteln PSFTO_3414 [Peeudomonas syminpae P, tomeaie sir, [H3000]
E[lZIT587  meurctonin [Clostridiven batulinum C]
E[T522842T OOGE345]: Type [V secretory patheay, Vielkd components | Escherichia coli BTA]
EIBISH5IRS  hypolbelical protein FYO0SEE [Plasnmoadium yoelin yoelii sir. 17XNL]
L L2 1% methyl-coenzyvene M reductnse, alpba subunit [unculiured methano gemio nrchneon)
[P Plaanodium chabond] chabandi ranatabion initiation Tacter-like proseim | Flassnodium chabaudi]
il Saeaas Heavy-metal transponting P-type ATPRss [Clestnidium acetoburybicum ATOC §24)
EifERIZ346  Wypoibstical prodein DDBDRAFT 0305132 [Dicyvastalinm discoidoum AXA]
Ei[l0837167% vonserved bnpothetical protein | Asdes acgypti]
L 1I0ETE38 predicted profein [Phasospheeria podonm SK15]
(LN conserved bypoghetical prodein | Aspergillus temeus MIH2E2]
gl 679D [Fih bydropiass, I.-'ﬁauh.l.rur]'[:mﬂ: rulative [ Bymbrophomaonmas wolfie subsp. wolf sir, Goalimgen]
E[TRAE5AN0 Arni aid permicas: isbind magion [Thiomicnepara crimogens XCL-2]
EIAIS2IESE  moecomponent response regalabor [ Bdellovibrio bacteriovoous. HD 0]
|l 32553840 AT bimding / kinase! probein kisase! profein serinethresnane kinnse! profeim-tyrosine kinase [ Ambidopsis thalisea)]
[T 220507 acyl carmier protein phosphodiestemss [Maostes sp. BCC 7 120]
EiRIS0AT0 rifin [Flasmidiven Gilcipanm 307]
ER0STER5E LD 2605 | Drnsophiln melanogaster]
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Muscod Seapel Hesulis for Sample CF3
Daishase = NCETn 001106 (40076 784 seqaences 1405134249 residuss)
Signilicamt his:
gfiTdola bl Di-MNe-acetylchitobinse preomssr
piRE337387 wnmamed prodein produoct [Mos moscobus] = PLIM, Mass: 85355 Seore: 627 Pepiides matched: 13
@iFE31564  pnmma-ghatanyd nydrolase precursor [Mus musculus)
SIRUAINT  activaled leukocyte cell adhesion molecule CINES [Mus smscuhas)
B[l 3626350 Dripsptidyl-pepdii ase 2 précursor (THpsplidiy -peptidass 1HDPE 1T (Ripaptidy] amimopsptidas: T
EfiTRTSE%  unnamed protein produdt [Mamca fasciou lans]
1393300 Sialic nokd avetylesterase [ Mus musculus]
|1 1935047 muant hepamn N-sulfinese [Mus musculus]
il 14430242 achd aphiin pormyelinese-like phosphodicsienses 3a [Mus musculus]
EH2GET]  atich: dnidopdn 1h [Had taanie]
m[130508%  palaciosdase, alpha [Mus musculus]
@[l 3c420 Tr.ﬂnm
il 6343531 Fni.empmduu[h'[-mmiu]
#4018 unnamed profein product [Miss iscsh]
EIRTROGRL  marine [or Cysteing profainase mbahilor, chule A (alpha-Lantiproleiniss, anlilcypein}, membser 1 [
EiP 13400900 waring |[or Cystaing protainase mbabilo, chade A Calpha-1 anlipooleinass, sl pan), membr 3
gii0751384 FREDICTED: smmilar to Di-N-acetylchiiobinse precursor [Gallus gallus]
gi[i3438062 mKLAANG 1S protein [Mus musoulus]
#7034 Aryisulfitase A procugser{ AS A} Caehicside-sulfiise)
Ei[FIA50G08 i aphin pomieinase-like phosphodicstonses 34 [Falbs morvigios]
g SRS Nesulfoghcosmimine sulfohydralase {sulfamidase) [Homo sipiens)
g0l idaronate salfitnse
g'r.'smm FREDICTED: similar to Di-N-acetybobitohinse precursor |Canis fimiliaris)
EREAETHE  pubative ranseneibmne glycoprozin [Mus mscaes]
il 080856527 FREDICTED: ﬁﬁhlopﬂﬂwmﬁhﬂaﬁmlmmw
pR120  pancreatic trgpsin | [Rattus porvegions)
#i[34336885 unnamed protein produce |Mis muscalus]
gi380854  type [1 kemtin sabwmil protein
#[l A3 pckd bein-galaciosidise
Eif201902  iruncated pﬂuwmlhmmlnmmgm
gip272e3
pllllﬂﬂﬂﬂ: pub:-ud profein | Fhasasphaeria modonm SH1S]
I[A2474411  hypoihetical protein RBS696 [Rhodopireliula baliion SH 1]
EIHIILE214 ABLIH 6Cp [ Ersmotherium gosapi]
EiAHIAI0 MGUR S0 protizin [ Manopis Bivia]
giF 5700807 TPA- class [ paroxidase 20 precarsor [Orrm sitiva (japonica cultivar-group)]
g TPLI41% ENSANGPHHMH29305 [Ancpheles. pambise sir. FEST]
gIEMSSITT  von Willebrand factor, type A:Bacterial Ig-like, group 2:Parallel bein-belin repeat [Caldicellulosinapior
asccharalylicus [ 3000]
EiReIAIe tnmdﬂﬂ!hmh‘pﬂimﬁmﬂmﬂﬁimﬂula!ﬂllﬂ]
Ei0M083] Bl laseslike [Saccharophages depradans 2-10]
g RGI325ES  pulnlive aspaniale ammobnmsferase [Cellulophaga sp. MED3]
0748774 PREDICTED: smilar to expressed sequesce AlL32321 [Gallues galhas)
SRR hypoihetienl profein PSFTC_5418 [Paeudoonas syrinpas pv, iomaie str, [C3000]
IR Hypothetical probein CROGORSE | Casnomabiditis hrigpaac)
Ei[l 1562800 % FREDICTEL hypothtical probin [Stronpybocentoalis popucalie]
giR28076  KLAADZ LS [Homo sapiens]
giR430317  RecA [Bifidobacterium infiniis)

Mlascnl Seanch Resalts lr Samphe GF4
Dratabase : NCHInr 011G (4076784 shgaances. 1405124249 retiditesy
Significant hits:
@F00002  mecasse preprocathepsin B
:IBS-BIM prmma-ghatag fdrolase precurser [ Mis muscilus]
B T4604 14 DH-N-acatylchilobes
1393800 Sialic nokd acetylesterase [ Mus musculus]
pIR634395]  unnamed protein product [Mes muscalus]
piR6337387  unmamied prodein product [Muos mscubis] = FLDY, Mass: 53356 Score: 293 Peptidis matelid: £
[T galaciosidase, sl [Mus musculus)
#1362 Trypsin precursss
i TG00 | in product [B: sz ¢ aaris]
|1 19350647 mhcp-mﬂ-nlﬁl.m[hdusrrumﬂm]
|l 106620 catbepsin 7 [ Mus nussculus]
ORI palmitond-protein Hhioesterass 2 | Mus musclus]
L 14430247 sicied spbi peemyedinassa-like phosphodiesterss T [Mus misculug]
piTRII92  activabad beukocyie cell adbiesion medecnls CINGS [Mus mmscibas]
|l 20061583 umknown [Mus musculus]
Zif0751384 PREDICTED: similar o Di-N-acetylcbtohinse pescursar [Gallus gallus)
gifaatel FREDICTEL: smilar fo-<aihepsin B prepropeatein | Caeds Bimilienis)
Eif506R1S  N-sulfghicosming sulfihydrobss (solEmidass) [Home @pisms]
|l 09086537 FREDICTED: similar io pamena- plutamyl hydrolase precursor | Macaca nvahita)
3/l 3626390 Dipeptistyl peptiduse 2 procursor (Dipeptidyl-peptidase IF) (PP 11) (Dipeptistyl amimopeptickise [1)
BN pancreaibe inypsin | [Raiius porvegions]
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EEEAS620  Vignain precursor | Cysieine endopeplidase)
Ell4157345  GP [inia yellow spol virus]
Eill 26200005 bictin symthass [unculinead bacerium pCosHEL

Maseat Search Resalts for Sample GFS
Database ¢ NOHIne 00 110G (4076784 soquencess 1405124249 residues)
Sligrnilhea st hits;
ERMNING s preproihipsin B
gl 1066226 catbepsin £ [Mus musculus)
gl 393800 Sialic aoid acetylesterase [ Mus musculus]
gl 36429  Trypsin precurser
(L 1AE04T ppatant Doepsaan W-sulfisti: [ Mus musculus]
ERTAIAIY pamcrentic irypsin | [Ratis norgcs]
pR634395] unnamed protein product | Mus musculas]
EHE3SS020 Vignain preoarsor |Oysteine endopeplidases)
Ri&337387 mnmanwed prodein product [Mus museubns] = FLIDM, Mass: 53350 Score: 54 Peplides maneld: 2
FIHAAIN 2 Voaype ATP symhace subunii A [ MNiirocosoes mobilis Ne-231]

Mascat Search Resalts for Sample GFé
Database ¢ NCHlne 01106 (4076784 soquencess 1OS1249 residues)
Shgndfienmt hies:

| 1 catbepain 2 [ Mus musculus)

Ell3FIA040 Siakic aiid acelylsternss [ Mus mieculig]

gfi753520 cellalr repressor of ELA-stimulated penes 1 [ hus musoulus]
g[f1333  concnanaln A - jack bean
F26343551 unnamed protein product | Mus msoulbes]
giR27203  catkepsin B
gl 362635} Dhipeplidyl-piplidass T pracursar (Dipeplidyl-peptidass ITHDPF 1 ([ Dipaplidy) aminopeptidiass My
gi[26337387 mnmamed prodein product [Mus muscobus] = PFLIM, Massz 83386 Score: 76 Peptides matched: 1
FARE3EIEI0 Yignain preoarsor | Cysizine endopeplidase] ) o
gi[13954381 PREDICTED: similar to cytesalio sialic acid 9-0-acetylestomse: homaolog isodorm 1 [Cands faimiliaris)
piP s hypodhetical protein LOCTITTE [Mus miscalus], Mar: 68247 Score: 43 Pepdides manched: 2

Masced Search Resalis for Sample GF7
Database ¢ NCHIne 001106 (4076784 soquences: 105124349 residues)
Shgndenmt hiis:
B35 aapartyighacomminidis: [ Mus muscaius]
Eill ING6225 catbwpsin Z [Mus musculug]
gif27293 catbepsn B
pIR634395] unnamed protein product [ Mus musabes]
gl 3538040 Sialic nowd acetylestierase | Mus musculus]
gl 36420 Trypsin precursor
Eill 366350 Dhipsplidyl-piptidase T pracursar (Dripsplicd-peptidase 1THDPF 1T (Dipaptidy aminopseptidiass My
pIfdG3FS620 Yignain precarsor {Cysieine endopeplidase|
gl 12806 AF2 cell-surface amtipen Beavy chain (4F2hc)
gi[l3278361 Glbl protein [Mus m
FFAETTE putative LysR-Buwi by transeniplional regulator [Bordeiclla pamsperussis 123622)

Mascat Search Resalts for Sample GF8
Databare ¢ NCHIne 001106 (4076788 soquences: IOS124249 residues)
Shgnidfhenmt hlrs:
FiRE343E ] unnamed protein product | Mus smsculis]
Ei(l 3663 Dipsepliyl- pipdidass T pracursar (Dipsplidyl-pepdidase IHDPF 1 (Dipaptidy) aminopeplidass Mk
EifFFTHT  prosaposin [Mies ap ]
[l 24900400 Cehs prodeim [Mus musculas]
gl 1860034 unnamed protein product | Mus msoulbes]
Eill 1066226 caibepsin £ [Mus musculus]
EFITITI0E pulalive Iansnembrms reguilitor [Budho b psasdommalla K96243]
giR7307957 rhonuckease B [Blastopirellula manna DSA 3645]
giB5T512 hypothetical protein ROS21T_05519 |Fossovarius sp. 217]
6043331 Protein of unknows fimction THIFS 13 [ Psendomsonas symings: pr. syrings: BTXa]
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