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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das y2-Adaptin-Protein

Das Protein y2-Adaptin wurde erstmals 1998 von Takatsu et al. und Lewin et al. in
Saugerzellen als potentielles Mitglied der Clathrin-Adapter Protein-Familie beschrieben und
kommt in niederen Eurkaryonten, wie Zellen der Hefe, nicht vor. y2-Adaptin besteht aus
einer N-terminalen Kopf- und einer C-terminalen Ohr-Domine, die iiber eine Scharnier-
Region miteinander verbunden sind (Abbildung 1). Es besitzt neben einer 60 %-igen
Sequenzhomologie zu y1-Adaptin, einer gro3en Untereinheit des hetero-tetrameren Clathrin-
Adapter-Komplexes AP-1, auch eine signifikante Ahnlichkeit in seiner Dominen-Struktur
mit yl-Adaptin. Die Ohr-Doméne von y2-Adaptin ist im Vergleich zu yl-Adaptin verkiirzt
und besitzt eine 49 %ige Sequenzhomologie zur Ohr-Doméne von y1-Adaptin, wihrend die
beiden Kopf-Doménen eine 69 %ige Homologie in ihrer Sequenz aufweisen. y2-Adaptin ist
ein in Sduger-Zellen ubiquitdr exprimiertes Protein aus 785 Aminosduren (ca. 87 kDa) und

zeigt eine perinukleare Lokalisation in der Zelle. (Takatsu et al. 1998; Lewin et al. 1998)

Kopt-Doméne Ohr-Doméne
I oo
1 575 662 785

Scharnier-Region

Abbildung 1: Schematische Darstellung von y2-Adaptin
Die N-Terminale Kopf-Domédne (Aminosduren 1-575) und die C-terminale Ohr-Doméine (Aminosduren
662-785) sind iiber eine Scharnier-Region miteinander verbunden.

y2-Adaptin und yl-Adaptin unterscheiden sich aber trotz ihrer sequentiellen und
strukturellen Homologie in ihrer physiologischen Funktion. Dies zeigt sich unter anderem
darin, dass sie innerhalb der Zelle unterschiedlich lokalisiert sind (Takatsu et al. 1998). Zwar
konnen beide Proteine in zytosolischer und Membran-assoziierter Form vorliegen.
y2-Adaptin ist jedoch gleichmiBig an Membranen und im Zytosol lokalisiert, wihrend
y1-Adaptin hauptsdchlich zytosolisch vorliegt (Rost et al. 2008). Zudem ist die Membran-
Assoziation von y2-Adaptin im Gegensatz zu der von yl-Adaptin unabhéngig von ARF-
(ADP ribosylation factor) GTPasen (Guanosintriphosphatasen) (Takatsu et al. 1998; Lewin
et al. 1998).
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Weitere Hinweise fiir unterschiedliche Funktionen von y2-Adaptin und yl1-Adaptin liefern
die frithe embryonale Letalitdt von Miausen, in denen y1-Adaptin ausgeschaltet ist (Zizioli et
al. 1999) und somit y2-Adaptin den Verlust von yl-Adaptin nicht kompensieren kann, und
die Beobachtung, dass wihrend der Morphogenese von HBV (Hepatitis B Virus) depletiertes
y2-Adaptin funktionell nicht durch yl-Adaptin ersetzt werden kann (Rost et al. 2006).
Wihrend der HBV-Morphogenese interagiert y2-Adaptin iiber seine Ohr-Doméne mit der
zytosolischen pre-S1 Region des grolen HBV-Hiillproteins L (Hartmann-Stiihler und Prange
2001) und tiber seine Kopf-Domine mit HBV-Core-Protein (Rost et al. 2006). Somit wirkt
y2-Adaptin vermutlich als verbindender Faktor bzw. zellulires Adapterprotein zwischen
HBV L und dem HBV-Nukleokapsid, welches aus Core-Proteinen gebildet wird. Diese
spezielle Rolle bei der HBV-Morphogenese wird dadurch gestiitzt, dass Verdnderungen in
der zelluldren y2-Konzentration die Freisetzung von HBV blockieren (Rost et al. 2006;
Lambert et al. 2007) und 7y2-Adaptin mit den HBV-Strukturen an multivesikuldren
Endosomen (multivesicular body, MVB), den angenommenen Orten der HBV Sprossung,
ko-lokalisiert (Rost et al. 2006). Auffélligerweise konnte keine Verbindung von y1-Adaptin
zur Morphogenese von HBV hergestellt werden (Hartmann-Stiihler und Prange 2001), was
die funktionelle Divergenz der zwei Adaptine untermauert. Im Zuge der Untersuchungen zur
Rolle von y2-Adaptin bei der HBV-Morphogenese, konnten weitere wichtige Informationen
zu seiner physiologischen Funktion gewonnen werden. y2-Adaptin besitzt ein funktionelles
Ubiquitin-Interaktions-Motiv (UIM), welches unter anderem die Interaktion mit HBV Core
vermittelt, und stellt somit einen Ubiquitin-Rezeptor dar (Rost et al. 2006). Das UIM von
y2-Adaptin vermittelt zudem seine Bindung an die Ubiquitin-Ligase Nedd4, durch die
y2-Adaptin an seiner Kopf-Doméne selbst mono- bzw. polyubiquitiniert werden kann (Rost
et al. 2008). y2-Adaptin kann folglich einer Gruppe endosomaler Ubiquitin-Rezeptoren, zu
denen u. a. Epsin, Epsl5 und Hrs (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase
substrate) zéhlen, zugeordnet werden, die in Ubiquitin-Abhéngigkeit selbst ubiquitiniert
werden (Hoeller et al. 2006). Diese Verbindung zu Ubiquitin ist spezifisch fiir y2 Adaptin
und tritt weder bei y1-Adaptin noch bei anderen Adaptinen auf. Das UIM von y2-Adaptin hat
keinen Einfluss auf dessen Membran-Assoziation, obwohl durch Ubiquitin modifiziertes
y2-Adaptin ausschlieBlich Membran-gebunden vorliegt (Rost et al. 2008).

Zudem konnte gezeigt werden, dass y2-Adaptin an CD63-positiven Kompartimenten
lokalisiert ist (Rost et al. 2006). CD63 ist ein Marker-Protein fiir spite Endosomen bzw.

MVBs. Dies ldsst eine Funktion von y2-Adaptin im endo-lysosomalen System vermuten.
8
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Neben der Interaktion mit der Nedd4 Ubiquitin-Ligase wird dies durch folgende

Beobachtungen unterstiitzt:
< Die Uberexpression von v2-Adaptin fiihrt zu vergroBerten CD63-positiven
Kompartimenten und der Aggregation von Proteinen in schwer-loslichen Strukturen
(Lambert et al. 2007). Diese sind vergleichbar zu Kompartimenten der Klasse E, die
durch die Blockade der ESCRT-Kaskade (endosomal sorting complex required for
transport, sieche 1.2.1) entstehen (Bishop und Woodman 2000; Hurley 2008).

< Uberexprimiertes y2-Adaptin blockiert die ESCRT-abhingige Freisetzung von HBV
und retroviralen VLPs (virus like particles) (Lambert et al. 2007; Déoring et al. 2010).

¢ Die Depletion von ¢y2-Adaptin blockiert den endo-lysosomalen Abbau von
endozytiertem EGF (epidermal growth factor) und verandert die Morphologie
multivesikuldrer Endosomen (Rost et al. 2008).

% Die Uberexpression von y2-Adaptin kann nicht nur zur Aggregierung von Proteinen
in schwer-16slichen Strukturen, sondern auch zu deren Abbau, vor allem bei

dominant-negativen Formen der Proteine, fithren (Doring et al. 2010).

Trotz der spezifischen Eigenschaften von y2-Adaptin wird diskutiert, ob y2- und y1-Adaptin
dhnliche Funktionen iibernehmen, da es neben ihrer Homologie weitere Gemeinsamkeiten
gibt. Sowohl y2- als auch yl-Adaptin kénnen mit 61A und c1B, den kleinen Ketten der
hetero-tetrameren AP1-Komplexe, interagieren (Takatsu et al. 1998). y2-Adaptin wurde in
vitro in AP-1 Komplexen nachgewiesen, wobei sich die AP-1-Komplexe mit y1-Adaptin
offensichtlich funktionell von denen mit y2-Adaptin unterscheiden (Mattera et al. 2011).
Zudem interagieren sowohl y2- als auch yl-Adaptin iiber ihre Ohr-Doménen mit Rabaptin-5,
einem Effektor der Rab5-GTPase, bzw. dem Rabaptin-5-Rabex-5 Komplex, der Rab5-GTP
an Membranen stabilisiert und bei der Fusion frither Endosomen eine wichtige Rolle spielt

(Lippé et al. 2001; Mattera et al. 2003).

1.1.1 Adapter-Protein Komplexe

Der Begriff Adapter-Proteine (AP) leitet sich aus dem lateinischen Wort adaptare
(= anpassen) ab. Adapter-Proteine spielen u.a. eine Schliisselrolle bei der Assemblierung von
Vesikelhiillen fiir den intrazelluldren Transport und der Auswahl der von den Vesikeln
transportierten Frachtproteine. AP-Komplexe sind hetero-tetramere Komplexe, die die

Verbindung zwischen der Vesikelhiille und den trans-membranen Frachtmolekiilen

9
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herstellen. Die Bezeichnung Adaptin wurde zunidchst fiir ca. 100 kDa grofe Proteine
verwendet, die bei der Aufreinigung Clathrin-umhiillter Vesikel mit isoliert wurden, und
spater auf alle Untereinheiten der AP-Komplexe ausgeweitet. Die AP-Komplexe bestehen
jeweils aus zwei groflen (y/a/0/e/C und B1-5; ca. 100 kDa), einer mittleren (p1-5; ca. 50 kDa)
und einer kleinen (c1-5, ca. 20 kDa) Untereinheit. Sie wirken im zelluldren Transport, indem
sie Frachtmolekiile in Clathrin-umhiillte Vesikel verpacken. (Ohno 2006; Hirst et al. 2013)
Bisher wurden fiinf AP-Komplexe beschrieben. Die AP-Komplexe 1-5 sind unterschiedlich
in der Zelle lokalisiert und erfiillen verschiedene Transportfunktionen. AP-1 ist am Transport
zwischen dem Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und dem Endosom bzw. Lysyosom beteiligt,
AP-2 vermittelt einen Endozytose-Mechanismus an der Plasmamembran und AP-3 den
Transport von Endosomen zu Lysosomen. AP-4 und AP-5 sind noch wenig charakterisiert
und funktionieren unabhingig von Clathrin. AP-4 vermittelt dhnlich wie AP-1 den Transport
zwischen TGN und Endosomen, jedoch von spezifischen Frachtmolekiilen. AP-5 wirkt an
der endo-lysosomalen Dynamik mit, seine genaue Funktion ist jedoch noch unklar. (Hirst et

al. 2013)

1.2 Das endo-lysosomale Transportsystem

Das endo-lysomale Transportsystem eukaryotischer Zellen umfasst den Transport
endozytierter und biosynthetischer Vesikel (Gruenberg und Maxfield 1995). Durch
Endozytose entstandene Vesikel fusionieren mit bzw. zu frithen Endosomen. Zudem besteht
ein Transport zwischen dem TGN und den Endosomen, wobei neu synthetisierte Proteine
vom TGN zu den Endosomen transportiert werden, wéhrend der retrograde Transport
Proteine, die wichtig fiir die Aufrechterhaltung des TGN sind, zuriickfiihrt. Endozytierte
Proteine, die an die Plasmamembran zuriick gewonnen werden sollen, werden von den
frihen Endosomen in sog. recycling-Vesikeln abgeschniirt, die zur Plasmamembran
transportiert werden und mit dieser fusionieren. Die friihen Endosomen reifen dann zu
spiten bzw. multivesikuldren Endosomen (MVBs, multivesicular bodies) heran, indem die
zum Abbau bestimmten Substrate in intraluminale Vesikel (ILVs) abgeschniirt werden
(Felder et al. 1990; Gruenberg und Maxfield 1995). Diese werden nach der Fusion der
MVBs mit den Lysosomen hydrolytisch abgebaut (Futter et al. 1996). ILVs koénnen auch
durch Fusion der MVBs mit der Plasmamembran als Exosomen freigesetzt werden (Pelchen-

Matthews et al. 2004) (Abbildung 2).

10
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Der endo-lysosomale Proteintransport dient zum Einem der Aufrechterhaltung bzw.
Steuerung der physiologischen Lokalisation von Proteinen (z.B. lysosomaler Hydrolasen)
und zum Anderen dem Abbau endozytierter Proteine. Hierbei spielt die Regulation von
Zelloberflachen-Rezeptoren, wie zum Beispiel EGFR (epidermal growth factor receptor),
eine wichtige Rolle. Dabei wird nach der Aktivierung des Rezeptors durch seinen Liganden
wird dieser endozytiert und im endo-lysosomalen Transportsystem zu MVBs transportiert,
wo er in ILVs verpackt wird. Die Internalisierung des Rezeptors und sein Abbau dienen der
Inaktivierung des von ihm ausgeldsten Signals. Nach der Fusion der MVBs mit den

Lysosomen wird der Rezeptor abgebaut. (Felder et al. 1990; Carter und Sorkin 1998)

extrazellulidrer Raum

virus like particles bzw. Exosomen

Plasmamembran

Zytoplasma

Lysosom

Abbildung 2: Das endo-lysosome Transportsystem

Die friihen Endosomen reifen zu spidten Endosomen bzw. MVBs heran. Die Reifung erfolgt u.a. durch
Abschniirung von ILVs (intraluminal vesicles) in das Lumen der MVBs hinein. Die Abschniirung der ILVs
erfolgt, wie die Knospung von VLPs (virus like particles) bzw. Exosomen an der Plasmamembran, ESCRT-
abhdngig. Die MVBs konnen mit der Plasmamembran verschmelzen, um die ILVs als Exosomen bzw. VLPs
freizusetzen, oder sie fusionieren mit den Lysosomen, worauf die ILVs hydolytisch abgebaut werden.

11
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1.2.1 Die Bildung multivesikulidrer Endosomen

Multivesikuldre Endosomen leiten sich von frithen Endosomen ab und entstehen durch die
Abschniirung ihrer begrenzenden Membran in intraluminale Vesikel (Felder et al. 1990;
Gruenberg und Maxfield 1995). An den MVBs werden endozytierte Membranproteine und
andere fiir den lysosomalen Abbau bestimmte Proteine in ILVs verpackt, wobei Ubiquitin
als Sortierungssignal dient (Katzmann et al. 2001). Die MVBs verschmelzen mit den
Lysosomen, wodurch die ILVs den hydrolytischen Enzymen ausgesetzt und durch diese
abgebaut werden (Futter et al. 1996). Ein alternativer Transportweg flihrt von den MVBs zur
Freisetzung von Exosomen, indem die MVBs mit der Plasmamembran verschmelzen
(Pelchen-Matthews et al. 2004).

Die Abschniirung der ILVs in das Lumen der MVBs hinein wird durch die ESCRT-Kaskade
vermittelt. Diese ist auch an der Erkennung und Sortierung der ubiquitinierten Substrate des
MVB-Weges beteiligt. Bei dem Sortierungssignal fiir den Transport in ILVs handelt es sich
um Mono- oder Polyubiquitinierungen an einem oder mehreren zytosolischen Lysinresten
der Transmembranproteine (Metcalf und Isaacs 2010). Die Ubiquitinierung erfolgt héaufig
durch die Familie der Nedd4-Ligasen. Dabei handelt es sich um eine Familie von
Ubiquitin-E3 Ligasen, die aus drei charakteristischen Dominen bestehen: C2-, WW- und
HECT-Doméne (Ingham et al. 2004). Die N-terminale C2-Doméne vermittelt die
Membranassoziation, wihrend die C-terminale HECT-Doméne den katalytisch-aktiven
Bereich der Ligase darstellt. Die C2- und die HECT-Doméne sind iiber eine Region mit
mehreren WW-Dominen verbunden, welche Protein-Protein-Interaktionen mit Prolin-
reichen (PPxY) Sequenzmotiven vermitteln. (Ingham et al. 2004; Scheffner und Staub 2007)
Die Erkennung des Ubiquitin-Signals und die lokale Konzentrierung der markierten
Frachtproteine erfolgt {iber einen heterodimeren Proteinkomplex, der auch als ESCRT-0
bezeichnet wird. ESCRT-0 besteht aus zwei Ubiquitin-bindenden Proteinen, Hrs (hepatocyte
growth factor-regulated tyrosine kinase substrate) und STAM (signal transducing adaptor
molecule). Die Bindung von Ubiquitin erfolgt durch ein UIM in Hrs und jeweils eine VHS-
Domaéne (VHS ist die Abkiirzung fiir das Auftreten der Doméne in Vps-27, Hrs und STAM)
in Hrs bzw. STAM. Hrs wird iiber das Endosomen-spezifische Lipid Phosphatidylinisitol-3-
phosphat (PI(3)P) an endosomale Membranen rekrutiert (Raiborg et al. 2001b). Nach der
Substraterkennung erfolgt die lokale Konzentration der ubiquitinierten Frachtmolekiile mit
Hilfe von Clathrin, welches von HRS rekrutiert wird (Raiborg et al. 2001a; Slagsvold et al.
2006; Carlton 2010)
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Tabelle 1: Komponenten der ESCRT-Komplexe in Hefe und Siugern

Komplex Hefe Sauger
ESCRT-0 Vps27 Hrs

Hsel STAMI, 2
ESCRT-I Vps23 TSG101

Vps28 VPS28

Vps37 VPS37A,B,C,D

Mvbl12  Mvbl2A, B
ESCRT-II Vps36 EAP45

Vps22 EAP30

Vps25 EAP20
ESCRT-III  Snf7 CHMP4A, B, C

Vps20 CHMP6

Vps2 CHMP2A, B

Vps24 CHMP3

Die ubiquitinierten Proteine werden von ESCRT-0 auf ESCRT-I, einen heterotetrameren
Komplex aus Tsgl01 (tumor susceptibility gene 101), Vps28 (vacuolar protein sorting 28),
Vps37 und Mvbl2 (multivesicular body 12) iibertragen. Hrs bindet {iiber sein
P(S/T)AP-Motiv an die UVE-Doméne (ubiquitin E2 variant) in Tsgl01, welche auch eine
Bindestelle fiir Ubiquitin darstellt, und induziert somit die Rekrutierung von ESCRT-I an die
endosomale Membran. (Katzmann et al. 2001; Henne et al. 2011)

ESCRT-II ist ein heterotetramerer Komplex aus zwei EAP20-Untereinheiten (ELL-
associated protein) und jeweils einer EAP30- und einer EAP45-Untereinheit. ESCRT-II ist
in der ESCRT-Kaskade ESCRT-I funktionell nachgeschaltet. (Babst et al. 2002b) Die
Rekrutierung an endosomale Membranen erfolgt iiber die GLUE-Doméne (GRAM-Like
Ubiquitin-binding in EAP45) von EAP45, die die Bindung an PI(3)P und Ubiquitin
vermittelt (Slagsvold et al. 2005). In der Hefe interagiert Vps36 mit Vps28, wodurch
ESCRT-I and der Rekrutierung von ESCRT-II beteiligt ist. In Sdugerzellen ist diese
Rekrutierung bisher nicht nachgewiesen. (Babst et al. 2002b; Slagsvold et al. 2006)
ESCRT-III bildet den letzten Komplex und besitzt als einziger keine Untereinheit, die mit
Ubiquitin interagieren kann. Der heteromultimere ESCRT-III-Komplex besteht aus Chmp4,
Chmp6, Chmp2 und Chmp3 (charged multivesicular body protein) (Babst et al. 2002a).
ESCRT-III wird durch ESCRT-II rekrutiert, wobei EAP20 die myristoylierte Untereinheit
Chmp6 bindet. ESCRT-III iibernimmt die Schliisselrolle bei der Bildung der ILVs, indem es
neben anderen akzessorischen Proteinen deubiquitinierende Enzyme und die AAA-Typ
ATPase Vps4 rekrutiert. Die ATPase Vps4 katalysiert die Dissoziation des ESCRT-III-
Komplexes und dadurch indirekt die Dissoziation aller ESCRT-Komplexe. Zeitgleich mit
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der Dissoziation erfolgt die Abschniirung der Vesikel, wobei der Mechanismus der
Abschniirung noch nicht endgiiltig geklart ist. (Henne et al. 2011)

Das auch als ,,conveyor belt“ bezeichnete Modell der MVB-Morphogenese geht von einer
sequenziellen Rekrutierung der ESCRT-Komplexe an die endosomale Membran aus und
davon, dass die ESCRT-Komplexe in einer funktionellen Reihe wirken (Nickerson et al.
2007). Es zeichnet sich jedoch ab, dass dieses Modell nicht dem tatsdchlichen Bild
entspricht. So konnen z.B. ESCRT-I und —III {iber das Adapter-dhnliche Protein Alix direkt
miteinander interagieren (Strack et al. 2003) und es gibt Mechanismen, die die Sortierung
von Proteinen unabhingig von Ubiquitin ermdglichen (van Niel et al. 2006). Zudem gibt es
Hinweise, dass ESCRT-II in Siugerzellen nicht fiir die MVB-Morphogenese notwendig ist
(Slagsvold et al. 2006). Gegen die strikt sequentielle Rekrutierung der ESCRT-Komplexe
spricht auch, dass ESCRT-I und —II zur Ausbildung von Knospen in das Lumen der MVBs
hinein fiihren und erst danach ubiquitinierte Frachtmolekiile durch ESCRT-0 an diese
Knospen rekrutiert werden (Wollert und Hurley 2010). Unumstritten bleibt dabei jedoch die
Membran-abschniirende Funktion von ESCRT-III und Vps4.

ESCRT-0 ESCRT-I ESCRT-11 ESCRT-1II
Vps28 EAP45 ¢
Zytoplasma CHMP2-A, -B
§ CHMP3
STAM HRS CHMP4-A, -B, -C
Ubiquitin CHMP6

Rezeptor

MVB Lumen

Abbildung 3: ESCRT-Kaskade - conveyor belt Modell

Die ESCRT-Kaskade besteht aus den ESCRT-Komplexen -0, -1, -II, -IIT und der AAA-Typ ATPase Vps4.
Die ESCRT-Komplexe sind mit ihren Untereinheiten (Sduger-Nomenklatur) dargestellt. ESCRT-0 erkennt
und bindet ubiquitinierte Substrate und wird dadurch an endosomale Membranen rekrutiert. AnschlieBend
erfolgt die sequentielle Rekrutierung von ESCRT-I, -1I und —III, wobei ESCRT-I und —II Ubiquitin-bindende
Eigenschaften besitzen. ESCRT-III rekrutiert schlieBlich deubiquitinierende Enzyme und Vps4, welche die
Dissoziation der ESCRT-Komplexe von der endosomalen Membran vermittelt. Gleichzeitig mit der
Dissoziation erfolgt die Abschniirung der intraluminalen Vesikel.
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Falls Proteine, die an der Morphogenese der MVBs beteiligt sind, mutieren, kommt es zur
Ausbildung eines Kompartiments der Klasse E. Dieses ist im Vergleich zu den MVBs stark
vergroBert, besteht aus flachen, Zisternen-artigen Membranstapeln und enthilt keine ILVs.
Zudem ist der post-endosomale Transport der Kompartimente der Klasse E gestort, so dass
diese nicht mit dem Lysosom verschmelzen konnen und es zu einer Anhdufung von
Frachtproteinen an ihnen kommt. (Emily M. Coonrod und Tom H. Stevens 2010)

ESCRT-Proteine sind nicht nur an der MVB-Biogenese beteiligt, sondern u.a. auch bei der
Abschniirung der Tochterzellen wahrend der Zellteilung (Carlton 2010) und der Autophagie
(Rusten und Stenmark 2009a). Bei der Autophagie iibernehmen ESCRT-Komponenten
wichtige Funktionen bei der Fusion von Autophagosomen mit den Lysosomen (Manil-
Segalén et al. 2012). ESCRT-Komponenten spielen auch bei der Fusion von MVBs und
Lysosomen eine Rolle (Metcalf und Isaacs 2010). Auch das Knospen von umhiillten Viren
an der Plasmamembran oder in das Lumen von MVBs hinein ist topologisch dquivalent zur
Abschniirung von ILVs und erfolgt ESCRT-abhingig (Calistri et al. 2009). Beispiele fiir
ESCRT-abhédngige Virusknospung bieten die Retroviren HIV (human immunodeficiency
virus), EIAV (equine infectious anemia virus) und MLV (murine leukemia virus). Diese
rekrutien die ESCRT-Kaskade {iber late Doménen an den Ort der Virus-Abschniirung. Die
late Doménen binden dabei direkt an ESCRT-Komponenten oder rekrutieren diese indirekt
iiber akzessorische Proteine. (Bieniasz 2006) Die Morphogenese der Retroviren ist
vergleichsweise gut untersucht und wird daher hiufig als Model fiir die Untersuchung

ESCRT-abhéngiger Prozesse verwendet.

1.3 Rab-Proteine

Rab-Proteine (ras related in brain) gehdren zur Ras-Superfamilie der monomeren GTPasen
(Touchot et al. 1987) und stellen mit mehr als 60 Isoformen deren gréf3te Subfamilie dar.
Neben den Rab-Proteinen zdhlen unter anderem Ras-, Ran-, Rho- und Arf-GTPasen zur
Ras-Superfamilie.

Rab-Proteine koordinieren intrazelluldre Transportsysteme: sie verlethen Membran-
identitdten und katalysieren die Abschniirung von Transportvesikeln, deren Motilitdt und
Anlagerung an die Zielmembran und ihre Fusion mit dieser. Dabei funktionieren
Rab-Proteine als molekulare Schalter, da sie in einer GTP-gebundenen aktiven und einer
GDP-gebundenen inaktiven Form vorkommen. Zudem wird ihre Aktivitdt iiber ihre

Lokalisation reguliert. Rab-Proteine konnen zytosolisch und an Membranen assoziiert
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vorliegen. Die Membranassoziation erfolgt unabhéngig von ihrer katalytischen Aktivitdt und
wird iiber eine C-terminale posttranslationale Isoprenylierung vermittelt (Farnsworth et al.
1991; Anant et al. 1998). Membran-assoziierte Rab-Proteine rekrutieren in ihrer GTP-
gebundenen Form spezifische Effektor-Proteine und erfiillen so ihre charakteristischen

Funktionen. (Stenmark und Olkkonen 2001; Ali und Seabra 2005; Grosshans et al. 2006)

Proteinbiosynthese

RGGTase GTP GDP
R i .
@ Effek.lor
Proteine

GAP
GRab-Protein
Qisoprenylienes

™

Zytoplasma Membran-Assoziation

Rab-Protein

Abbildung 4: Der Zyklus der Rab-Proteine

Rab-Proteine werden direkt nach ihrer Synthese von REPs (Rab escort protein) gebunden. REPs vermitteln
den Kontakt zu den RGGTasen (Rab Geranyl-Geranyl-Transferasen), die die Isoprenylierung der Rab-
Proteine katalysieren. Nach der Membran-Assoziation erfolgt der Aktivitdts-Zyklus der Rab-Proteine. GEFs
(GDP/GTP exchange factor) aktivieren die Rab-Proteine, indem sie GDP gegen GTP austauschen. In ihrer
GTP-gebundenen Form sind die Rab-Proteine aktiv und erfiillen ihre Funktion iiber verschiedene Effektor-
Proteine. Ihre Inaktivierung erfolgt durch die GTP-Hydrolyse, die von GAFs (GTPase activating protein)
gesteuert wird. GDP-gebundene Proteine konnen von Membranden iiber GDIs (GDP dissociation inhobitor)
in das Zytoplasma zuriickgewonnen werden. Die erneute Membran-Assoziation der Rab-Proteine erfolgt iber
GDFs (GDI displacement factor) und leitet einen neuen Aktivitdts-Zyklus ein.

Direkt nach ihrer Synthese binden Rab-Proteine an REPs (Rab escort proteins), die die
Rab-Proteine den RGGTasen (Rab Geranyl-Geranyl-Transferasen) présentieren, welche die
C-terminale Isoprenylierung katalysieren. AnschlieBend bleiben die modifizierten
Rab-Proteine mit den REPs assoziiert, welche deren Isoprenylierung abschirmen und die
Rab-Proteine zytosolisch halten. Durch die Assoziation der Rab-Proteine an ihre
Zielmembran werden die REPs wieder freigesetzt. Die Aktivierung Membran-assoziierter
Rab-Proteine erfolgt durch GEFs (GDP / GTP exchange factors), die den Austausch von
GTP gegen GDP katalysieren. Rab-GTPs konnen nun mit ihren Effektor-Proteinen
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interagieren und rekrutieren diese an Membranen. Die Inaktivierung der Rab-Proteine erfolgt
durch die Hydrolyse des GTP durch GAPs (GTPase-activating proteins). GDP-gebundene
Rab-Proteine werden von GDIs (GDP dissociation inhibitors) ins Zytoplasma zuriick
gewonnen und so lange zytoplasmatisch gehalten, bis sie durch GDFs (GDI displacement
factors) wieder an Membranen rekrutiert werden. (Stenmark und Olkkonen 2001; Ali und
Seabra 2005; Grosshans et al. 2006) Der Zyklus der Rab-Proteine ist in Abbildung 4
dargestellt.

1.3.1 Rab-Proteine im endo-lysosomalen System

Exosomen @

Plasmamembran

extrazelluldrer Raum

g

recycling

Endozytose Zytoplasma

Rab4
Rab5

Rab11

7NN

Rab5
_>
Rab7A

MVB Rab7A

Rab7B

Abbildung 5: Rab-Proteine im endo-lysosomalen System

Das endo-lysosomale System umfasst diec Biogenese von frithen und spdten Endosomen und den Transport
zwischen endosomalen Organellen und der Plasmamembran bzw. dem TGN. Den Abschluss des endo-
lysosomalen Systems stellt die Fusion spéter Endosomen bzw. MVBs mit den Lysosomen dar. Die einzelnen
Transportprozesse werden durch spezifische Rab-GTPasen reguliert. Rab5 reguliert die Endozytose und die
Entstehung frither Endosomen, widhrend Rab4 und Rabll das recycling direkt bzw. iiber sog. recycling-
Endosomen vermitteln. Rab7A steuert die Reifung der spdten Endosomen bzw. MVBs und deren Fusion mit
den Lysosomen, wihrend Rab7B den vesikuldren Transport von den MVBs zum TGN katalysiert.

Rab-Proteine sind wichtige Regulatoren im endo-lysosomalen System. Rab5 ist an

endozytierten Vesikeln und friihen Endosomen lokalisiert (Gorvel et al. 1991; Bucci et al.
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1992), wihrend Rab4 und Rabll das recycling von den frithen Endosomen zur
Plasmamembran katalysieren (van der Sluijs et al. 1992; Sheff et al. 1999). Rab7 und Rab9
sind an spdten Endosomen und Lysosomen lokalisiert. Rab9 vermittelt das recycling von den
spaten Endosomen zum TGN (Lombardi et al. 1993), dhnlich wie Rab7B (Bucci et al. 2010).
Rab7A katalysiert die Reifung der spaten Endosomen (Feng et al. 1995) und die Fusion der
spiaten Endosomen mit den Lysosomen (Vanlandingham und Ceresa 2009b). Da Rab-
Proteine am gleichen Organell unterschiedliche Funktionen ausiiben, kommen sie in
distinkten Mikro-Doménen, sog. Rab-Doménen, vor und werden dort durch positive GEF-

und Effektor-Riickkopplungen konzentriert (Grosshans et al. 2006).

1.3.2 Rab7

Rab7 erfiillt wichtige Funktionen im endo-lysosomalen Transportsystem der Zelle. Rab7A
(im Folgenden nur Rab7 genannt) ist sowohl fiir die Reifung von frithen zu spéten
Endosomen als auch fiir deren Fusion mit Lysosomen verantwortlich. (Bucci et al. 2000;
Vonderheit und Helenius 2005; Ceresa und Bahr 2006; Vanlandingham und Ceresa 2009b)
Die Reifung von frithen zu spiten Endosomen erfordert den Austausch von Rab5 gegen
Rab7. Dieser wird iiber einen sog. cut-out switch reguliert, wobei ein Rab5-Effektor als
Rab7-GEF wirkt, wihrend Rab7 als Effektor ein Rab5-GAP rekrutiert (Del Conte-Zerial et
al. 2008). Neben der Reifung von frithen zu spiten Endosomen und deren Fusion mit den
Lysosomen katalysiert Rab7 auch die Abschniirung von Transportvesikeln am frithen
Endosom, die entlang von Mikrotubuli transportiert werden und mit spiten Endosomen
fusionieren (Vonderheit und Helenius 2005).

RILP (Rab-interacting lysosomal protein) ist ein Effektor-Protein von Rab7 (Cantalupo et al.
2001). GTP-gebundenes Rab7 rekrutiert RILP an Membranen der spdten Endosomen und
Lysosomen. RILP ist fiir den endo-lysosomalen Abbau notwendig. Es hélt Rab7 an den
endo- bzw. lysosomalen Membranen, indem es dessen Dissoziation ins Zytoplasma
verhindert und so das Rab7-Signal verstiarkt (Jordens et al. 2001). Eine weitere Funktion von
RILP ist der Transport der spdten Endosomen entlang der Mikrotubuli hin zum MTOC
(microtubule-organizing center), der durch die Interaktion von RILP mit Dynein-Dynaktin-
Motorkomplexen gewihrleistet wird (Jordens et al. 2001). Zudem ist RILP als Regulator an
der Morphogenese von MVBs beteiligt, da es die ESCRT-II-Untereinheiten Vps22 und
Vps36 rekrutiert (Wang und Hong 2006) und seine Depletion die Abschniirung von ILVs
blockiert (Progida et al. 2006). RILP ist auch an Membran-Fusions-Prozessen beteiligt, da

die Fusion von Phagosomen mit spdten Endosomen bzw. Lysosomen anhédngig von der
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Interaktion von Rab7 mit RILP ist (Sun et al. 2007). Der zum Minus-Ende der Mikrotubuli
hin gerichtete Transport von Endosomen und auch Autophagosomen erfolgt iiber den Rab7-
Effektor RILP. Rab7 steuert jedoch auch den zum Plus-Ende der Mikrotubuli erfolgenden
Transport {iber seinen Effektor FYCO1 (FYVE and coiled-coil domain-containing protein 1),
der mit Kinesin-Motoren interagiert. Endosomen und Autophagosomen werden zunichst
wihrend ihrer Reifung zur Zellperipherie und spiter zur perinuklearen Region transportiert.
(Hyttinen et al. 2013)

Generell ist Rab7 ein multifunktionaler Regulator des endo-lysosomalen Transportsystems
und der Autophagie. Autophagosomen sind mit Rab7 markiert und ihre Fusion mit den
Lysosomen ist abhdngig von Rab7. (Hyttinen et al. 2013)

Rab7B katalysiert dhnlich wie Rab9 das recycling von spiaten Endosomen bzw. Lysosomen
zum TGN, ist aber im Vergleich zu Rab7 nur wenig erforscht. Rab7B kann nicht mit RILP
interagieren und hat keinen Einfluss auf den endo-lysosomalen Abbauweg. (Progida et al.

2010; Bucci et al. 2010)

1.4 Autophagie

Der Begriff Autophagie leitet sich aus dem Griechischen (auto = selbst; phago = essen) ab
und beschreibt den lysosomalen Abbau zelleigener Strukturen zur Gewinnung von
katabolischen Metaboliten (Duve und Wattiaux 1966). Autophagie ist jedoch kein rein nicht-
selektiver Prozess zur Anpassung der Zelle an Néhrstoffmangel, sondern besitzt zyto-
protektive Funktionen zur Aufrechterhaltung der zelluliren Homeostase. Die basale
Autophagie zur  Aufrechterhaltung der Homeostase findet unter normalen
Wachstumsbedingungen statt und ist selektiv. Sie dient z.B. dem Abbau von Protein-
Aggregaten und beschddigte Zellorganellen. Je nach selektivem Substrat der Autophagie
bezeichnet man sie als Mitophagie (Mitochondrien), Pexophagie (Peroxysomen),
Aggrephagie (Protein-Aggregate), Retikulophagie (endoplasmatisches Retikulum; ER),
Ribophagie (Ribosomen) und Xenophagie (Bakterien, Viren). (Johansen und Lamark 2011)
Defekte in der Autophagie sind mit der Entstehung von Krebs, neurodegenerativen
Krankheiten, mikrobiellen Infektionen, sowie der Zellalterung und dem Zelltod verkniipft

(Mizushima 2007).

19



Einleitung

A Mikroautophagie B Chaperon-vermittelte Autophagie

Chaperon
Lamp2A

Amphisom

Abbildung 6: Autophagie

Es gibt drei Arten der Autophagie: Mikroautophagie, Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA) und
Makroautophagie. (A) Mikroautophagie — Autophagie-Substrate werden am Lysosom selbst invaginiert und
lysosomal abgebaut. (B) CMA — Chaperone fithren Proteine an den CMA-Rezeptor Lamp2A heran, welcher
sie iiber die Membran in das Lumen der Lysosomen hinein transportiert. (C) Makroautophagie — Phagophore
umschliefen zytoplasmatisches Material, wodurch Autophagosomen entstehen. Autophagosomen kénnen mit
MVBs zu Amphisomen fusionieren. Der lysosomale Abbau der Autophagie-Substrate erfolgt nach Fusion des
Amphisoms bzw. Autophagosoms mit dem Lysosom.

Man unterscheidet drei Arten der Autophagie (Abbildung 6): Makroautophagie,
Mikroautophagie und Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA, chaperone-mediated
autophagy). Bei der Mikroautophagie und der CMA werden zytoplasmatische Proteine
direkt in das Lysosom aufgenommen. Dies erfolgt im Falle der Mikroautophagie durch
Invagination und Abschniirung von Vesikeln in das Lumen der Lysosomen hinein, wahrend
bei der CMA zytosolische Proteine von Chaperonkomplexen (u.a. Hsc70) erkannt und durch
den CMA-Rezeptor Lamp2A (lysosome-associated membrane protein type-2A4) iber die

Lysosomenmembran transportiert werden. Die Makroautophagie (im Folgenden nur noch
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Autophagie genannt) ist ein Prozess, bei dem zytoplasmatisches Material von einer
Membran, dem Phagophor, umschlossen wird, wodurch ein Autophagosom entsteht.
Autophagosomen kénnen mit MVBs zu Amphisomen verschmelzen. Autophagosomen und
Amphisomen fusionieren mit Lysosomen zu Autolysosomen und setzten ihren Inhalt somit
dem lysosomalen Abbau aus. (Mizushima 2007)

Verschiedene Stress-Faktoren konnen in eukaryotischen Zellen zur Induktion der
Autophagie fiihren. Eine genaue Regulation der Autophagie ist fiir die Aufrechterhaltung der
Homeostase innerhalb der Zelle essentiell. Die Induktion der Autophagie umfasst drei
Signalkomplexe und zwei Ubiquitin-dhnliche (UBL, ubiquitin-like) Konjugationssysteme.
(Abbildung 7) Der mTOR-Kompex (mammalian target of rapamycin) ist ein Sensor fiir den
zelluldren Energie- und Aminosédurehaushalt. mTOR ist eine Serin-Threonin-Kinase, die in
aktiver, phosphorylierter Form die Autophagie inhibiert und bei Néhrstoffmangel
dephosphoryliert wird. Rapamycin ist ein Inhibitor von mTOR und wird daher zur Induktion
der Autophagie verwendet. Ein weiterer Signalkomplex ist der Atgl-Atgl3-FIP200-
Komplex (Atg = autophagy-related; FIP200 = focal adhesion kinase family interacting
protein of 200 kD), der an der Nukleation der Phagophore beteiligt ist und erst nach der
Inaktivierung von mTOR gebildet werden kann. Er induziert die Phagophor-Bildung, indem
er den anterograden Transport von nachgeschalteten Faktoren und Bausteinen fiir die
Phagophor-Nukleation vermittelt. Der dritte Signalkomplex ist ein PI3-Kinase-Komplex,
wobei es in Sdugern drei verschiedene Formen gibt, die unterschiedliche Funktionen
ausiiben. Beclin-1, Atgl6L, Vps34 und p150 induzieren die Phagophor-Bildung, wéhrend
der Komplex mit UVRAG anstelle von Atgl6L die Fusion der Autophagosomen mit den
Lysosomen vermittelt. Die Bindung von Rubicon an UVRAG in diesem Komplex inhibiert
hingegen die Autophagie. Der Phagophor-induzierende P13-Kinase-Komplex wird durch den
Atgl-Atgl3-Komplex aktiviert. 3-Methyladenin (3-MA) ist ein Inhibitor des PI3-Kinase-
Komplexes und wird daher hdufig als Inhibitor der Autophagie verwendet. (Fader und
Colombo 2009; Hamasaki und Yoshimori 2010; Kim et al. 2010)

Nach Bildung der pria-autophagosomalen Struktur vermitteln die beiden UBL-
Konjugationssysteme das Wachstum des Phagophors und die Autophagosomen-Bildung.
Ahnlich wie bei der Ubiquitinierung erfolgt die Konjugation in drei Schritten: der
Aktivierung durch das Enzym E1, die Konjugation durch E2 und die Ligation durch E3. Die
UBL-Konjugationssysteme sind notwendig fiir die Autophagosomen-Bildung, werden
jedoch nicht durch Nahrstoffmangel induziert und sind konstitutiv aktiv. Zunidchst werden

Atgl2 und Atg5 miteinander konjugiert, wobei Atg7 als E1 und Atgl0O als E2 wirkt. Ein
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E3-Enzym ist fiir diese Konjugation bisher nicht bekannt. Das Atgl2-Atg5-Konjugat
interagiert mit Atgl6L. Durch das zweite UBL-Konjugationssystem werden LC3-
(microtubule-associated protein 14/1B-light chain 3) bzw. GABARAP-Proteine
(y-aminobutryate receptor associated protein) mit Phosphatidylethanolamin (PE) verkniipft,
wobei Atg7 als E1 und Atg3 als E2 wirkt. Als E3 fiir diese Konjugation dient der Atgl2-
Atg5-Atgl6L-Komplex. Vor der Konjugation wird das synthetisierte pro-LC3 durch Atg4 so
gespalten, dass das dadurch entstehende LC3-I ein C-terminales Glycin aufweist. LC3-1 ist
zytoplasmatisch lokalisiert. Nach der Konjugation mit PE liegt LC3 als LC3-II mit der
Phagophor-Membran assoziiert vor. LC3-II ist essentiell flir das Phagophor-Wachstum. Im
Anschluss an die Autophagosomen-Bildung wird das an der zytoplasmatischen Seite der
Autophagosomen lokalisierte LC3-II durch Atg4 als LC3-I in das Zytoplasma zuriick
gefiihrt, wihrend das LC3-II an der Innenseite der Autophagosomen nach Fusion mit den
Lysosomen abgebaut wird. (Marifio und Lopez-Otin 2004; Kim et al. 2010; Shaid et al.
2013)

Nihrstoffmangel, Autophagolysosom
Rapamycin R
mTOR

' 5 J
' s /
i . .

Atg13-Atg1-Fip200

PI3-Kinase-Komplex = 3-MA /

Vps34, VpslS5, AtgloL, Beclinl

¥

Preautophagosomale
Struktur (PAS) LC3-I1

Autophagosom

S >
Atgl2-Atg5 +

Atgl6L
Phagophor

Abbildung 7: Regulation der Autophagie

Die Induktion der Autophagie ist strikt reguliert. Die drei Signalkomplexe mTOR, Atgl3-Atgl-FIP200 und
PI3-Kinase-Komplex spielen bei der Nukleation des Phagophors eine wichtige Rolle. mTOR ibernimmt
dabei die Funktion eines negativen Regulators der Autophagie. Seine Inaktivierung durch =z.B.
Néhrstoffmangel aktiviert den nachgeschalteten Atgl3-Atgl-FIP200-Komplex. Dieser aktiviert wiederum
den PI3-Kinase-Komplex und rekrutiert ihn und andere Faktoren zur pridautophagosomalen Membran. Das
Wachstum des Phagophors und die Reifung zum Autophagosom wird durch Atgl2-Atg5-Atgl6L und LC3-I1
vermittelt. Autophagosomen fusionieren dann mit Lysosomen.
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Die Frage, woher die Membran fiir die Phagophor- und Autophagosomen-Bildung stammt,
ist noch nicht genau gekldrt. Jedoch werden das ER und das TGN als Hauptquellen
diskutiert. (Hamasaki und Yoshimori 2010) Rab33 ist am Golgi-Apparat lokalisiert und kann
mit Atgl6L interagieren, weshalb Rab33 als Vermittler von Golgi-Vesikeln zum Phagophor
gilt (Fukuda 2008). Zudem werden u.a. AP-1 und Clathrin eine Rolle im Membran-
Transport vom TGN zum Phagophor zugeschrieben (Guo et al. 2012).

1.4.1 Selektive Autophagie

Neben der Rolle im Phagophor-Wachstum spielt LC3-II auch eine wichtige Rolle in der
selektiven Autophagie. Die Selektivitdt wird dabei durch Autophagie-Adapter vermittelt.
Substrate fiir den Abbau durch Autophagie werden, dhnlich wie fiir den Abbau im Proteasom
oder im Lysosom iiber den endo-lysosomalen Weg, durch Ubiquitinierung markiert.
Ubiquitinierung durch Poly-K4g-Ubiquitin-Ketten dienen dabei meist der Markierung fiir den
Abbau im Proteasom, wihrend Monoubiquitinierungen in der Regel Substrate des endo-
lysosomalen Transport-Systems markieren und Poly-Ke;-Ubiquitin-Ketten als Marker fiir
Autophagie-Substrate dienen. Diese Unterscheidung ist jedoch stark vereinfacht. (Kirkin et
al. 2009b; Shaid et al. 2013)

Autophagie-Adapter besitzen Ubiquitin-bindende FEigenschaften und erkennen somit
Autophagie-Substrate. Sie besitzen zudem die Eigenschaft iiber ein LIR-Motiv (LC3
interaction region) mit LC3 zu interagieren. Sie fithren so die Autophagie-Substrate an die
Phagophore heran und ermoglichen deren UmschlieBung durch Autophagosomen.
Autophagie-Adapter werden in der Regel selbst durch Autophagie abgebaut. Autophagie-
Substrate sind z.B. Zellorganellen oder falsch gefaltete Proteine, die vor ihrem Abbau durch
Autophagie in Aggregaten konzentriert werden. (Abbildung 8) (Johansen und Lamark 2011;
Shaid et al. 2013)

Der am besten charakterisierte Autophagie-Adapter ist p62. p62 besitzt drei filir seine
Funktion als Autophagie-Adapter wichtige Dominen: eine UBA-Doméne (ubiquitin-
associated) mit einer hoheren Affinitdt fiir Poly-Kg3- als Poly-Kug-Ubiquitin-Ketten, eine
PB1-Domine (Phox/Bemlp), iiber die p62 mit anderen Autophagie-Adaptern (z.B. NBRI,
neighbour of breast cancer 1) interagieren bzw. oligomerisieren kann, und ein LIR-Motiv
fiir die Interaktion mit LC3 (Pankiv et al. 2007). Neben der Bindung von Autophagie-
Substraten und LC3 ist die Fahigkeit zur Oligomerisierung bzw. die Interaktion mit anderen

Autophagie-Adaptern wichtig, da falsch gefaltete Proteine vor dem Abbau durch Autophagie
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zunéchst konzentriert werden miissen. Protein-Aggregate, die durch p62 gebildet werden,
nennt man p62-Korper. Es gibt auch einen Ubiquitin-unabhéngigen selektiven Abbau durch
Autophagie, der von p62 vermittelt ist (z.B. {iber die direkte Interaktion mit dem
mitochondrialen Protein Nix). Dieser stellt jedoch eine Ausnahme dar. (Johansen und
Lamark 2011)
Weitere Autophagie-Adapter sind z.B. NBR1, welches dhnlich wie p62 aufgebaut ist und
funktioniert, und HDAC6 (histone deacetylase 6), welches durch hydrophobe
Wechselwirkung entstandene, ubiquitinierte Protein-Aggregate bindet und entlang der
Mikrotubuli zum MTOC transportiert, wo diese weiter zu Aggresomen konzentriert werden.
HDACS6 besitzt im Gegensatz zu p62 und NBR1 kein LIR-Motiv und wird ausschlieBlich zur
Bildung der Aggresomen bendtigt, wihrend p62 bzw. NBR1 anschlieend ihren Abbau
durch Autophagie vermitteln. (Kirkin et al. 2009b; Shaid et al. 2013)

Ub-abhingig
Ub

selektive Autophagie

Zellorganellen

Phagophor

Lc3-1

LC3-I1

'LC3-II
L3I __—Autophagie-Adapter

/ z.B. p62 \

LC3-1T

S sl

T

Ub-unabhingig

Mitochondrien

Abbildung 8: Autophagie-Adapter vermitteln die selektive Autophagie

Autophagie-Adapter vermitteln die Selektivitdt der Autophagie, indem sie sowohl Autophagie-Substrate als
auch das mit dem Phagophor assoziierte Protein LC3-II binden. Die Erkennung der Autophagie-Substrate
erfolgt in der Regel iiber ihre Ubiquitinierung. p62 ist der am besten untersuchte Autophagie-Adapter und
vermittelt den Ubiquitin-abhéngigen Abbau durch Autophagie von verschiedenen Zellorganellen (z.B.
Mitochondrien, Peroxisomen), sogenannten p62-Korpern und Aggresomen (beides Protein-Aggregate, die
eintweder p62-abhingig oder —unabhdngig gebildet werden). In Ausnahmefédllen kann auch eine direkte
Interaktion des Autophagie-Adapters zum Abbau durch Autophagie fiithren (z.B. durch das mitochondriale
Protein Nix, welches mit p62 interagiert).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Protein y2-Adaptin wurde erstmals 1998 von Takatzu et al. und Lewin ef al. beschrieben
und seine physiologische Funktion ist bis heute noch weitgehend unklar. y2-Adaptin besitzt
eine starke Homologie zu yl-Adaptin, einer grofen Untereinheit des API1-Komplexes.
Jedoch deutet bisher alles darauf hin, dass sich die beiden Proteine trotz ihrer sequentiellen
und strukturellen Ahnlichkeit funktionell voneinander unterscheiden.

y2-Adaptin wurde mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems als Interaktionspartner des
groflen (L) Hiillproteins von HBV identifiziert (Hartmann-Stiihler und Prange 2001). Seine
spezifische Funktion bei der HBV-Morphogenese ist relativ gut charakterisiert. Hierbei
fungiert y2-Adaptin als ein Adapter zwischen seinen beiden Interaktionspartner HBV-L und
-Core und ist damit notwendig fiir die Freisetzung von HBV (Rost et al. 2006).

Neben seiner spezifischen Funktion bei der HBV-Morphogenese und seiner Homologie zu
y1-Adaptin deuten auch weitere Erkenntnisse darauf hin, dass y2-Adaptin als monomerer
Adapter fungieren konnte. y2-Adaptin besitzt ein Clathrin- und ein Ubiquitin-
Interaktionsmotiv (UIM), welches die Bindung an ubiquitinierte Proteine vermittelt (Rost et
al. 2008). Die Vermutung, dass y2-Adaptin als Ubiquitin-Adapter wirken konnte, wird
dadurch bestdtigt, dass y2-Adaptin selbst ubiquitiniert werden kann und in Ubiquitin-
abhingiger Weise mit der Ubiquitin-Ligase Nedd4 interagiert (Rost et al. 2008). Dieser als
coupled monoubiquitination bezeichnete Prozess ist typisch fiir Ubiquitin-Adapter (Haglund
und Stenmark 2006). Zudem konnte auch ein Zusammenhang von fy2-Adaptin mit
multivesikuldren Endosomen (MVBs) (Lambert et al. 2007) und der ESCRT-Kaskade
(Doring et al. 2010) nachgewiesen werden. Dies alles deutet darauf hin, dass y2-Adaptin als
Ubiquitin-Adapter im endo-lysosomalen System fungieren konnte.

Ziel der Arbeit war es, die physiologische Funktion von y2-Adaptin zu charakterisieren und
zu kldren, ob es sich bei y2-Adaptin tatsichlich um einen Spieler im endo-lysosomalen
Proteintransport handelt. Daher sollten endogene und exogene Substrate des endo-
lysosomalen Abbauweges unter Bedingungen der y2-Depletion und —Uberexpression
untersucht werden. Als endogene Substrate wurden dabei EGF und ubiquitinierte Proteine
ausgewdhlt, da EGF bzw. der EGFR zu den am besten untersuchten Substraten dieses
Abbauweges zdhlt und die Ubiquitinierung sowohl als Sortierungssignal in diesem
Transportsystem dient, als auch von y2-Adaptin {iber sein UIM erkannt werden kann.
Umbhiillte Viren nutzen die ESCRT-Kaskade zur extrazelluldren Ausschleusung und daher

sollte die retrovirale Virus-Morphogenese von MLV.gag als exogenes Substrat im endo-
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lysosomalen System betrachtet werden. MLV.gag wurde deshalb ausgewihlt, weil es nicht
nur ESCRT-abhéngig freigesetzt wird, sondern auch in das Lumen der MVBs hinein und
nicht an der Plasmamembran knospt. Mit Hilfe von MLV.gag als Modell sollten auch
verschiedene y2-Mutanten untersucht werden, um funktionell wichtige Doménen in y2-
Adaptin zu identifizieren und zu kartieren. Potentielle Interaktionspartner von y2-Adaptin
sollten anhand von Protein-Protein-Interaktionsstudien identifiziert und charakterisiert
werden.

Rab7 erfiillt wichtige Funktionen im endo-lysosomalen System (Bucci et al. 2000). Daher
sollte die Rolle von y2-Adaptin im Vergleich zu der von Rab7 néher untersucht werden,
welches u.a. die Fusion der MVBs mit den Lysosomen katalysiert (Vanlandingham und
Ceresa 2009b).

Es sollten charakteristische Merkmale fiir y2-Substrate, die dem Lysosom zugefiihrt werden,
mittels screening gefunden und die Frage gekldart werden, ob und auf welchem Weg

v2-Adaptin Substrate dem lysosomalen Abbau zufiihrt.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, sofern im Text nicht anders erwédhnt, von den Firmen Life
Technologies GmbH (Darmstadt), Merck KGaA (Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth
(Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

2.2 Puffer und Losungen

Die Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders vermerkt, nach den Protokollen in
Molecular cloning: a laboratory manual (Sambrook et al. NY : Cold Spring Harbor
Laboratory Press) und Current protocols in molecular biology Vol [-3 (Ausubel)
angefertigt.

2.3 Reagenzien und Kits

Die im Folgenden aufgefiihrten Reagenzien und Kits wurden nach Herstellerangaben

eingesetzt:

Cytotoxicity Detection Kit"™"® Roche
Dynabeads” M-280 Sheep anti-Mouse IgG Life Technologies
EGF Alexa Fluor 488 Molecular Probes
Fluoprep bioMérieux

High Pure PCR Product Purification Kit Roche
Lipofectamine™ Reagent Life Technologies
Lipofectamine™ RNAiMax Life Technologies
3-Methyladenin (3-MA) Sigma-Aldrich
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I peqlab

PLUS™ Reagent Life Technologies
QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
Rapamycin (2,5 mg/ml) Sigma-Aldrich
Rapid DNA Dephos & Ligation Kit Roche
Westernlightning Plus-ECL PerkinElmer

Xtra Maxi/Midi Kit NukleoBond
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2.4 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIP) New Englang BioLabs
DNA Polymerase I (Klenow) New Englang BioLabs
PfuUltra™ HF DNA Polymerase Stratagene
Restriktionsendonukleasen New England BioLabs
T4 DNA Ligase Fermentas

T7 Gen 6 Exonuklease New England BioLabs
Trypsin (2,5%) BioWhittaker

2.5 Organismen

2.5.1 Prokaryotische Zellen

E.coli NEB5au chemisch kompetente Zellen; bezogen von New England BioLabs

E.coli DH5a. chemisch kompetente Zellen; konditioniert nach Inoue et al. (1990)

2.5.2 Eukaryotische Zellen

HuH-7 Zellen humane Hepatoma-Zelllinie (JCRB Cell Bank)

2.6 Medien und Medienzusitze

2.6.1 Bakterienkultur

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) 0,5 % Hefeextrakt

1 % Trypton

1 % NaCl

5 mM NaOH
LB-Agarplatten 1,5 % Agar in LB-Medium
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2.6.2 Zellkultur

Ciprofloxacin Kabi 2 mg/ml (5 pg/ml) Fresenius Kabi
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium;

High Glucose 4,5 g/l + L-Glutamine) PAA Laboratories

EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution) Life Technologies
FCS (Fotales Kélberserum) (10 % v/v) Life Technologies
OPTIMEM® I + GlutaMax ™-1 Life Technologies

2.7 Oligonukleotide und siRNAs

Material

Die verwendeten Oligonukleotide und siRNAs wurden von den Firmen Life Technologies

und Sigma-Aldrich und die siGENOME smart pools von Thermo Scientific bezogen.

2.7.1 Sequenzierungsprimer

Tabelle 2: Sequenzierungsprimer

Name Sequenz 5°>3° \
CMV-forward CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
AP1G2 SEQ-P F1 GTGGCTCTGACATCTITTGTT
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2.7.2 Mutageneseprimer

Tabelle 3: Mutageneseprimer

Verdnderungen

in

der Nukleotidsequenz sind rot markiert wund eingefithrte diagnostische

Restiktionsschnittstellen unterstrichen. Sind keine zusdtzlichen Restriktionsschnittstellen markiert, kommt es
durch die Mutation zu einem Verlust einer bereits vorhandenen Schnittstelle. Modifikationen der Primer

durch Phosphorothioat sind mit * nach dem modifizierten Nukleotid markiert.

Name Sequenz 5’23’

GFP-8.f GGCATGGACGAGCTGTACAAGTGCATCAACTGCTGCAAGGTGCTGTAATCAGCCAT
ACCACATTTGTAGAGG

GFP-8.r CCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTACAGCACCTTGCAGCAGTTGATGCACTTGT
ACAGCTCGTCCATGCC

Rab7 Q67L.f AGGCCAGGAACGGTTCCTAAGCTTAGGTGTGGCCTTCTACAGAGGTGC

Rab7 Q67L.r GCACCTCTGTAGAAGGCCACACCTAAGCTTAGGAACCGTTCCTGGCCT

Rab7 AC.f GCAGAAAGCGCTAGTGCCTGAGCGGCCGLCC

Rab7 AC.r GGCGGCCGCTCAGGCACTAGCGCTTTCTGC

y2.LIR.f GAGCCCCTTAAGGTGGACGAAGAGGAATGGACGCACTTGCTGGAAAAGGTG

y2.LIR.r CACCTTTTCCAGCAAGTGCGTCCATTCCTCTTCGTCCACCTTAAGGGGCTC

v2.Stop501.f

TGCGAGGAGATTGAGCCCCTTAAGTAGGACGAAGAGGAAGTGCT

v2.Stop501.r

AGCACTTCCTCTTCGTCCTACTTAAGGGGCTCAATCTCCTCGCA

v2 CI80T.f

CCTCCCACCCACCGCCCAACTGC

v2 C180T.r

GCAGTTGGGCGGTGGGTGGGAGG

y2 Hpal@220.f

GTGGTACCCCAGGTTAACCACATCCTCCGGACTCTG

v2 Hpal@220.r

CAGAGTCCGGAGGATGTGGTTAACCTGGGGTACCAC

y2 Hpal@?240.f

CACAGCATATCTGTTAACAGCGACCCCTTCCTGC

y2 Hpal@?240.r

GCAGGAAGGGGTCGCTGTTAACAGATATGCTGTG

v2 Hpal@260.f

CGGATCCTGGGCCGGGTTAACGAGGAGAGCAGTGAGACC

v2 Hpal@260.r

GGTCTCACTGCTCTCCTCGTTAACCCGGCCCAGGATCCG

y2 Hpal@?280.f

GCCACTAACACGGTTAACAGCCGAAATGCCGG

v2 Hpal@?280.r

CCGGCATTTCGGCTGTTAACCGTGTTAGTGGC

v2 NEKNH.f

GCCCAACTGCTTAATGAGAAAAATCATGGCATCCTGCTGGGC

v2 NEKNH.r

GCCCAGCAGGATGCCATGATTTTTCTCATTAAGCAGTTGGGC

y2A180-193.1

CCACCCGGCACCA*T*C*A*CGCTGATC

v2A180-193.r

GGTGCCGGGTGGG*A*T*C*A*AAGACACT
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2.7.3 siRNAs

Tabelle 4: siRNAs

Name sense-Sequenz 5° >3’
sﬂMg16 GAGCAUAGUUCGAGAGAUG
UGUGGAUGAUUAUCGAUUA
GAUCUACGCAGCAAAGUCU
GUACCAAACAGGCACGAGA
sﬂth GGAAUAUCCUGCAGAAGAA
CAUCUGAGCUACCCGGAUA
GACAAGAAGACAUUAGUGA
CAAUUGGUUUGCUAUUUGA
siLC3bl GAUAAUAGAACGAUACAAGATAT
siLC3b2 AGGAGACGUUCGGGAUGAAJTAT
siLC3A GGACGGCUUCCUCUAUAUG
CGGUGAUCAUCGAGCGCAU
ACAUGAGCGAGUUGGUCAA
CGCCCAUCGCGGACAUCUA
siNedd4-1 CACAUCAACAUGAGCUGAAATAT
ﬁp624, GGGTGCAAGAAGCCATTTAATAT
ﬁp628 GGAGGATCCGAGTGTGAATATAT
siRab33a GCGAGAAGAUCAAGGUUCA
GUGCUUGGCUUGCCGAUUG
GCAUUACUACCGCAACGUA
AGAAAUCCCUGCUGUAUCG
siRab33b CACAAACCAUUAAUGCUUA
GAUAGAAGAAUGCAAACAA
GAUAUACCACGGAUUCUUG
GGUGGAUUUCCGAGAACGA
siRab7a-1 GGAUGACCUCUAGGAAGAAJTAT
siRab7a-3 CUAGAUAGCUGGAGAGAUGATAT
siRab7b UCACCGACCUGGAGUCUUU
UACCAGAGCAUCUUAGAAA
UAUCAUAUUGGGUGACACA
GAGCCAUUGGUGUGGGAAA
siy2 AAACCCUGCUUUGCUGUUAAUATAT
SW281 GGAGUACAGCUGAAUCUGUATAT
siy2-S2 GAGGUUUGCUCCAACCAAAATAT

Material
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2.8 Vektoren

Tabelle 5: Bei der DNA-Transfektion eingesetzte Vektoren

Bezeichnung Beschreibung Referenz
y2-HA pcDNA3-HA-y2 (Takatsu et al. 1998)
y2_C180T Punktmutante von y2-HA mit AS-Austausch an

Position 180 (C-T) durch Mutageneseprimer
y2 C180T.fundy2 C180T.r

v2A1-522 pcDNA3-HA-y2A1-522 (Rost et al. 2008)
vY2A120-300 Deletionsmutante von y2-HA, bei der die Region AS

120-300 durch Restriktion entfernt wurde
v2A180-193 Deletionsmutante, bei der die Region AS 180-193

durch Mutagenese (y2A180-193.f und y2A180-193.r)
entfernt wurde

v2A180-300 Deletionsmutante von y2-HA, bei der die Region AS
180-300 durch Restriktion entfernt wurde
vY2A220-300 Deletionsmutante von y2-HA, bei der zunichst an

Position AS 220 eine Hpal-Schnittstelle eingefiihrt
wurde (y2_Hpal@220.f und 72 Hpal@220.r) und
anschliefend die Region AS 220-300 durch Restriktion
entfernt wurde

v2A240-300 Deletionsmutante von y2-HA, bei der zundchst an
Position AS 240 eine Hpal-Schnittstelle eingefiihrt
wurde (y2 Hpal@240.f und 72 Hpal@240.r) und
anschliefend die Region AS 240-300 durch Restriktion
entfernt wurde

vY2A260-300 Deletionsmutante von y2-HA, bei der zunichst an
Position AS 260 eine Hpal-Schnittstelle eingefiihrt
wurde (y2 Hpal@260.f und 2 Hpal@260.r) und
anschliefend die Region AS 260-300 durch Restriktion
entfernt wurde

v2A280-300 Deletionsmutante von y2-HA, bei der zunichst an
Position AS 280 eine Hpal-Schnittstelle eingefiihrt
wurde (y2 Hpal@280.f und 72 Hpal@280.r) und
anschliefend die Region AS 280-300 durch Restriktion
entfernt wurde

Y2A528-785 pcDNA3-HA-y2A528-785 (Hartmann-Stiihler und
Prange 2001)

v2AUIM pcDNA3-HA-y2AUIM (Rost et al. 20006)

v2.LIR Punktmutante von y2-HA mit Verdnderungen im

potentiellen LIR-Motiv (Optimierung zur
LIR-Konsensussequenz)

v2_NEKNH Punktmutante von y2-HA, bei der die AS HERHH
innerhalb der Region 180-193 von y2-HA zu NEKNH
aus der korrespondierenden Region von yI1-HA
substituiert wurden

v2.Stop501 Mutante von y2-HA, bei der an AS-Position 501 ein
Stop-Codon eingefithrt wurde (y2.Stop501.f und
v2.Stop501.1)
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y2:y1_300 Mutante von y2-HA, bei der die AS 120-300 durch die
entsprechende Region aus y1-HA ersetzt wurde
y1-HA pcDNA3-HA-y1 (Takatsu et al. 1998)
Alix PCAGGS.Alix mit N-terminalem HA-Tag (Sakaguchi et al.
2005)
AlixABro Deletionsmutante von Alix, bei der die Bro-Domine (Bardens et al. 2011)
deletiert wurde
AlixAV Deletionsmutante von Alix, der die Ubiquitin-bindende (Bardens et al. 2011)
V-Domine fehlt
Chmp2A p3xFlag-CMV-14-Chmp2A (Doring et al. 2010)
Chmp4B p3xFlag-CMV-14-Chmp4B (Doring et al. 2010)
Chmp4C p3xFlag-CMV-14-Chmp4C (Doring et al. 2010)
EIAV.gag.GFP  pcDNA3-GFP-EIAV.gag (Fang et al. 2007)
Eps15 D3 pEGFP-Eps15 D3 (Spoden et al. 2008)
Endozytose-defiziente Form von Epsinl5
Eps15 D3A2 pEGFP-Eps15 D3A2 (Spoden et al. 2008)
Flag p3xFlag-CMV-10 Sigma-Aldrich
Flag p3xFlag-CMV-14 Sigma-Aldrich
GFP-8 pEGFP-C1 mit C-terminaler Signalsequenz fiir die
endo-lysosomale Proteinlokalisation und -degradation
(CINCCKVL) von RhoB
GFP-NLS pEGFP-GFP-NLS (NLS aus HPV33 L1) (Giroglou et al.
2001)
GFP-RhoB pEGFP-C2-RhoB addgene
HIV.gag.GFP pEGFP-HIV-1.gag NIH AIDS Research
and Reference Reagent
Program
HPV16 L1 pUV3-HPV16-L1 (Leder et al. 2001)
HPV16 L2 pUV3-HPV16-L2 (Leder et al. 2001)
Hsc70.dn pEGFP-Hsc70.dn (Florin et al. 2004)
Hsc70.wt pEGFP-Hsc70.dn (Florin et al. 2004)
LC3-GFP pEGFP-LC3B addgene
LC3-GFP pEGFP-LC3B bis AS 120 (Kirkin et al. 2009a)
precleaved
MLV.gag.YFP pcDNA3-YFP-MLV.gag addgene
Nedd4-Flag pCMYV Flag.Nedd4 (Rost et al. 2008)
pEGFP-C1 pEGFP-C1 Invirtogen
pEGFP-N3 pEGFP-N3 Invitrogen
pEYFP-ER PEYFP mit einer N-terminalen ER-Zielsequenz aus (Mades et al. 2012)

Calreticulin und einer C-terminalen ER-retrieval
sequence

pEYFP-Golgi

pEYFP N-terminal fusioniert mit einem Fragment der
humanen [3-1,4-Galactosyltransferase

(Mades et al. 2012)

Rab4.dn pEGFP-Rab4a.dn S28N (Rzomp et al. 2003)

Rab4.wt pEGFP-Rab4a.wt (Rzomp et al. 2003)

RabS5.dn pEGFP-C3-Rab5a.dn S34N (Sonnichsen et al.
2000)

Rab5.wt pEGFP-C3-Rab5a.wt (Sonnichsen et al.
2000)

Rab7.ca.GFP pEGFP-C1-Rab7A.ca Q67L

(Rab7-Q67L.f und Rab7 Q67L.r)
Rab7AC pEGFP-C1-Rab7AAC
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Rab7-Mutante, der die Isoprenylierungsstelle im C-
Terminus fehlt (Rab7 AC.fund Rab7 AC.r)

Rab7.dn.GFP pEGFP-C1-Rab7A.dn (T22N) (Vonderheit und
Helenius 2005)

Rab7.wt.GFP pEGFP-C1-Rab7A.wt (Vonderheit und
Helenius 2005)

Rabll1.ca pEGFP-Rabl1.ca Q70A addgene

Rabl1.dn pEGFP-Rabl1.dn S25N addgene

Rabl11.wt pEGFP-Rabl1.wt addgene

Rab33.ca pEGFP-Rab33.ca Q92L (Itoh et al. 2008)

Rab33.dn pEGFP-Rab33.dn T47N (Itoh et al. 2008)

Rab33.wt pEGFP-Rab33.wt (Itoh et al. 2008)

Ub-HA pHA .Ubiquitin (Treier et al. 1994)

Vps28 p3xFlag-CMV14-Vps28.wt (Doring et al. 2010)
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2.9 Antikorper

2.9.1 primire Antikorper

Tabelle 6: primire Antikorper

Die primiren Antikérper sind mit ihren Verdiinnungen im Western Blot (WB) und in der Immunfluoreszenz (IF)

angegeben.
Antikorper Verdiinnung Spezies Referenz /
WB IF Bezugsquelle
anti -AP1G2 1:2000  1:100 Kaninchen Sigma
Anti-CD63 1:100 Maus Santa Cruz
anti -FK2 1:5000  1:200 Maus BIOMOL
anti -Flag 1:10 000 1:1000 Maus Sigma
anti -HA 1:100 Ratte Roche
anti -HA 1:10 000 1:1000 Maus Babco
anti -JL8 1:10 000 Maus Clontech
anti -L2-1 1:350 Maus (Volpers et al. 1995)
anti -LC3 1:2500 Kaninchen Sigma
anti -Nedd4 1:1000 1:50  Kaninchen Santa Cruz
anti -Rab5 1:500 1:200 Maus Santa Cruz
anti -Rab7 1:2500  1:100 Maus Santa Cruz
anti -B-Aktin 1:20 000 1:1000 Maus Sigma
anti -312F 1:200 Maus (Volpers et al. 1995)
anti -830 1:5000 1:50  Kaninchen Eurogentech

2.9.2 sekundire Antikorper

Tabelle 7: Peroxidase-gekoppelte sekundiire Antikorper fiir den Western Blot

Antikorper Verdiinnung Spezies Bezugsquelle
anti -Kaninchen-POX 1:20 000 Ziege Dianova
anti -Maus-POX 1:20 000 Ziege Dianova
anti -Ziege-POX 1:20 000 Kaninchen Dianova

Tabelle 8: Fluorophor-gekoppelte sekundiire Antikorper fiir die Imnmunfluoreszenz

Antikorper Verdiinnung Spezies Bezugsquelle

anti -Kaninchen-Alexa Fluor® 488 1:250 Ziege Molecular Probes
546 1:250 Ziege Molecular Probes

anti -Maus-Alexa Fluor® 488 1:250 Esel Molecular Probes
488 1:400 Ziege Molecular Probes
546 1:400 Ziege Molecular Probes

anti -Maus-DyLight® 549 1:250 Esel  Dianova

anti -Ratte-DyLight® 549 1:250 Ziege Dianova
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2.10 DNA-Liangen- / Protein-Molekulargewichts-Standard

Als DNA-Langenstandard diente die 1 kb bzw. 50 bp DNA-Leiter von peqlab und als
Protein-Molekulargewichtsstandard die PAGE Ruler™ Prestained Protein Ladder von

Fermentas.

2.11 Software

AxioVision Carls Zeiss Microlmaging GmbH (Jena);
http://www.zeiss.com/AxioVision

GENtle Magnus Manske, University of Cologne, licensed under GPL;
http://gentle.magnusmanske.de

NCBI/BLAST National Center for Biotechnology Information (NCBI), USA;
http.://ncbi.nlm.nih.gov/blast

TINA Version 2.09g, 1993, Isotopenmessgerdte GmbH
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

Die hier aufgelisteten, grundlegenden molekularbiologischen Methoden wurden in

Anlehnung an die Protokolle nach Molecular cloning: a laboratory manual (Sambrook et al.

NY : Cold Spring Harbor Laboratory Press) und Current protocols in molecular biology

Vol 1-3 (Ausubel) angewandt. Die Restriktionsendonukleasen und andere Enzyme wurden

hierbei nach Herstellerangaben verwendet.

das Kultivieren von Bakterien in fliissigen und auf festen Kulturmedien
die Lagerung von Bakterien in Glycerin-haltigem Kulturmedium bei -80°C
die Herstellung chemisch kompetenter Zellen nach der CaCl,-Methode (Inoue et al.
1990)
die Ethanol-Fallung der Plasmid-DNA aus wéssrigen Losungen
die spektrometrische Bestimmung der DNA-Konzentration wéssriger Losungen
die Fragmentierung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen
die Manipulation der Enden linearer DNA-Fragmente
o die Dephosphorylierung mittels calf intestinal phosphastase (CIP)
o das Auffiillen tiberhdangender Enden mittels K/enow-Polymerase
die Auftrennung von DNA anhand ihrer GroBe mittels Agarose-Gelelektrophorese
die Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente E.coli
die DNA-Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al. 1977)
die Proteinféllung mittels Trichloressigséure (TCA)
die Auftrennung von Proteinen gemal ihrer Gréfe mittels SDS-PAGE
der Transfer von Proteinen auf eine Nitrocellulose-Membran (Western Blot)

der Proteinnachweis durch verstiarkte Chemilumineszenz (ECL)

Fiir die folgenden grundlegenden Methoden wurden molekularbiologische Kits verwendet

und nach Herstellerangaben eingesetzt.

X/
L X4
X/
o
X/
o

X/
L X4

die Priparation von Plasmid-DNA
die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und Reaktionsansétzen
die Ligation von DNA-Fragmenten

die gerichtete Mutagenese mittels Polymerase-Ketten-Reaktion
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3.1.1 Erzeugung von grofien Deletionsmutanten mittels modifizierter
PCR-Primer

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode zur
Vervielfiltigung von DNA. Verwendet man hierbei Primer, die sich in der Nukleotidsequenz
geringfiigig von der Sequenz der eingesetzten DNA unterscheiden, kann man gezielt
Mutationen in diese DNA einfiihren. Dabei kann es sich um die Einfiilhrung von
Punktmutationen oder kleinen Deletionen bzw. Insertionen (bis zu 25 Nukleobasen) handeln.
Fiir das Einfiigen groferer Deletionen wird standardméfBig die Restriktion und Ligation
angewandt. GroBere Deletionen konnen jedoch auch mittels PCR erzeugt werden. Hierzu
verwendet man Primer, deren Nukleotide zum Teil iiber Phosphorothioat-Bindungen
verkniipft sind (Stoynova et al. 2004). Diese Primer werden so konstruiert, dass die Deletion
ausgespart wird und die beiden die Deletion flankierenden Nukleotidpaare iiber
Phosphorothioat-Bindungen verbunden sind. Nach der PCR und dem anschliefenden
Dpnl-Verdau erfolgt der Verdau mittels der T7 Gene 6 Exonuklease. Diese Exonuklease
baut DNA in 5'->3"-Richtung ab, kann aber die Phosphorothioat-Bindungen nicht angreifen,
so dass ein offenes Plasmid entsteht. Diesem fehlt die zu deletierende Region und es weist

iiberhdangende Enden auf, die nach der Transformation in kompetente E.coli ligiert werden.

3.1.2 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde von der Firma StarSEQ® Sequencing Service in Mainz mit Hilfe

der in Tabelle 2 aufgefiihrten Sequenzierungsprimer durchgefiihrt.
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3.2 Zellbiologische Methoden

In der Zellkultur werden alle Arbeiten unter sterilen Bedingungen an Zellkultur-Werkbanken
durchgefiihrt, um Kontaminationen zu vermeiden. Es werden ausschlieBlich sterile Losungen

und Verbrauchsmaterialien verwendet.

3.2.1 Kultivierung und Lagerung von HuH-7 Zellen

Die HuH-7 Zellen wurden in DMEM mit 10 % FCS und 5 pg/ml Ciprofloxacin bei 37°C
und 5 % CO; im Brutschrank kultiviert. Die Zellen wurden zwei Mal wochentlich passagiert,
um ihnen eine ausreichende Substratflache fiir optimale Wachstumsbedingungen zu bieten.
Hierzu wurden die Zellen mit PBS / 2,5 mM EDTA und 0,25 % Trypsin iiberschichtet, die
Losung abgenommen und die Zellen fiir 5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellen in frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Fiir die weitere Kultivierung
wurde 1/10 der Zellsuspension mit frischem Zellkulturmedium in eine Zellkulturflasche
iiberfiihrt.

Héaufiges Passagieren schidigt die Effizienz der Zelllinie, daher wurden in Abstinden von
maximal 2 Monaten frische Zellen in Kultur genommen. Die Lagerung der HuH-7 Zellen
erfolgte in DMEM mit 10 % DMSO in fliissigem Stickstoff, wobei die Zellen zunéchst fiir

mindestens 24 Stunden bei -70°C eingefroren wurden.

3.2.2 Transfektion von DNA

Die DNA-Transfektion bezeichnet das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen
und wurde nach dem Prinzip der Lipofektion, der Transfektion mit kationischen Lipiden
(Hawley-Nelson und Ciccarone 2001), durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Reagenzien
Lipofectamine™ und PLUS™ von Life Technologies eingesetzt, wobei ein fir HuH-7
Zellen optimiertes Protokoll verwendet wurde (Tabelle 9).

Die HuH-7 Zellen wurden am Tag vor der DNA-Transfektion so ausgesit, dass sie zum
Zeitpunkt der Transfektion zu 80 % konfluent vorlagen. Zunichst wurde in einem Ansatz die
DNA mit dem PLUS™-Reagenz und in einem anderen das Lipofectamine'“-Reagenz in

Optimem®

verdiinnt. Beide Ansdtze wurden nach 15-miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur vereint und fiir weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Wihrenddessen wurde das Zellkulturmedium von den HuH-7 Zellen abgenommen und

durch Optimem® ersetzt, zu welchem der Transfektionsansatz nach Ende der Inkubation
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zugegeben wurde. Nach vierstiindiger Inkubation bei 37°C und 5 % CO, wurde der
Optimem”-Transfektionsansatz durch Zellkulturmedium ersetzt und die HuH-7 Zellen bis

zur weiteren Aufarbeitung bei 37°C und 5 % CO; kultiviert.

Tabelle 9: Mengenangaben zur DNA-Transfektion in HuH-7 Zellen mittels Lipofectamine™/PLUS™
Kulturschale DNA + PLUS™ + Lipofectamine™ + Optimem® Zell-Optimem®

Optimem®
12-well 2 ug+2.4ul+40pul 1,6 ul +40 ul 0,32 ml
6-well 4 pg+6 pl+ 100 pl 4 pl+100 pl 0,8 ml
@ 6 cm 8 ug + 8 ul + 250 pl 16 pl + 250 pl 2ml
@ 10 cm 10 pg +20 pl + 750 pl 30 ul + 750 pl 5 ml

3.2.3 Transfektion von siRNA

Die RNA-Interferenz, ein natiirlicher Regulationsmechanismus eukaryotischer Zellen zur
posttranskriptionellen Hemmung der Expression einzelner Gene (Fire et al. 1998), wird in
gentechnischen Versuchen genutzt, um mit Hilfe von synthetischen siRNAs gezielt die
Neusynthese bestimmter Proteine zu unterdriicken. Man spricht hierbei auch von Depletion.

Die Transfektion der siRNA in HuH-7 Zellen erfolgte mit Hilfe des Lipofectamine™
RNAIMAX Reagenzes von Life Technologies (Tabelle 10). Hierzu wurden die HuH-7
Zellen am Tag vor der Transfektion so ausgesit, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion
eine 50 %ige Konfluenz aufwiesen. Die siRNA und das Lipofectamine™ RNAIMAX
Reagenz wurden jeweils in Optimem® verdiinnt und die beiden Ansitze wurden direkt
miteinander vereint. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde der
Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben, wobei das Zellkulturmedium vorher durch
DMEM / 10 % FCS ohne Zusatz eines Antibiotikums ersetzt worden war. Anschlieend
wurden die HuH-7 Zellen bei 37°C und 5 % CO; kultiviert, wobei die Zeitspanne der

Depletion abhingig von den verschiedenen Versuchsprotokollen variiert.

Tabelle 10: Mengenangaben zur siRNA-Transfektion in HuH-7 Zellen mittels Lipofectamine™ RNAiMAX

Kulturschale  siRNA + Optimem”® RNAIMAX + Optimem® DMEM / 10 % FCS

12-well 1,8 ul 20 My + 100 pl 2 ul+ 100 pl 1 ml
6-well 4,5 il 20 umy + 250 pl Sul+250 pul 2,5 ml
® 6 cm 9 pl 20 pvy + 500 pl 10ul + 500 ul 5 ml
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Analyse der iliberexprimierten und endogenen Proteine miissen die Zellen zunéchst
aufgebrochen werden. Zum Aufbrechen der Zellen und zur Extraktion der Proteine gibt es
verschiedene mechanische und chemische Vorgehensweisen. Dabei richtet sich die Art der
Aufschlussmethode nach den Ldslichkeiten der zu untersuchenden Proteine und den
anschlieenden Analyseverfahren.

Soweit nicht anders beschrieben wurden die Zellen, nachdem sie mit TBS gewaschen
wurden, entweder mit Triton- (TBS / 0,5 % Triton X 100) bzw. NP40-Lysepuffer lysiert
oder direkt in SDS-Probenpuffer aufgenommen und fiir 6 Minuten bei 100°C
hitzedenaturiert. Bei der Triton- bzw. NP40-Lyse wurden die Zellen mit dem Lysepuffer fiir
20 Minuten auf Eis inkubiert, danach zusammen geschabt, in Reaktionsgefal3e iiberfiihrt und
fiir 5 Minuten bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das klare Lysat wurde in frische
Reaktionsgefdle tliberfiihrt und fiir die Analyse im Western Blot mit SDS-Probenpuffer
versetzt und bei 100°C fiir 6 Minuten hitzedenaturiert. Die bei der Zentrifugation
entstandenen Pellets wurden entweder in SDS-Probenpuffer aufgenommen und direkt

6 Minuten bei 100°C hitzedenaturiert, oder verworfen.

3.3.2 Aufarbeitung von Zellkulturiiberstinden

Zur Analyse der Zellkultur-Uberstinde wurden diese iiber einem Sucrose-Kissen
zentrifugiert, wodurch Partikel (z.B. VLPs) pelletiert wurden, wéahrend einzelne Proteine im
Uberstand verblieben. Die hierbei erhaltenen Proben wurden mittels SDS-PAGE und
Western Blot analysiert.

Die Zellkulturiiberstinde wurden zunichst filtriert (PorengroBe 0,45 pum), um sie von
Zelltrimmern zu reinigen, und dann in einem Ultrazentrifugenréhrchen mit einem Sucrose-
Kissen (20 % w/v Sucrose, 150 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 600 pl im SW60- bzw.
SW55-Rohrchen) unterschichtet. Die Ultrazentrifugation erfolgte fiir 4 Stunden und
40 000 rpm bei 4°C. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet iiber
Nacht in TBS resuspendiert, mit SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 6 Minuten bei 100°C

hitzedenaturiert.
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3.3.3 Ko-Immunprizipitation

Die Ko-Immunpréazipitation dient dem Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen. Hierzu
werden bestimmte Proteine mit einem an eine Trigersubstanz gekoppelten priméren
Antikorper aus einem Zelllysat isoliert, wobei Interaktionspartner dieser Proteine
ko-prézipitieren. Die Analyse der Proben erfolgt iiber SDS-PAGE und Western Blot.

Es wurden Dynabeads® M-280 Sheep anti-Mouse IgG als Tragersubstanz fiir die zur
Féllung verwendeten primdren Antikorper verwendet. Dies sind magnetische Partikel, die
bereits mit einem Spezies-spezifischen Antikorper (anti-Maus) gekoppelt sind. Pro Probe
wurden 25 pl dieser Partikel eingesetzt und zunédchst zwei Mal mit je 1 ml PBS / 0,1% BSA
gewaschen, bevor sie iiber Nacht bei 4°C im Uberkopfschiittler mit dem gegen das zu
fillende Protein gerichteten priméren Antikorper beschichtet wurden. Hierzu wurden die
Partikel im Ausgangsvolumen bzw. in mindestens jedoch 300 ul PBS / 0,1% BSA
aufgenommen und mit dem primdren Antikorper (anti-Flag: 2 pl pro Probe; anti-JL8: 1 ul
pro Probe) versetzt. Am folgenden Tag erfolgte das crosslinking, das Vernetzen der primiren
mit den an die Partikel gekoppelten Antikoérpern. Hierzu wurden die Partikel zunichst zwei
Mal mit 0,2 M Triethanolamin gewaschen und anschlieBend fiir 30 Minuten in 20 mM DMP
(2,4,6-Tris(dimethylamino)phenol) und 0,2 M Triethanolamin im Uberkopfschiittler bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Partikel flir 15 Minuten in 50mM Tris pH 7,5
und drei Mal mit PBS / 0,1% BSA gewaschen, anschlieBend im Ausgangsvolumen PBS /
0,1% BSA aufgenommen und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

3.3.3.1 Ko-Immunprizipitation mit Triton-Lyse

Tabelle 11: Lyse- und Waschpuffer fiir die Ko-Immunprizipitation mit Triton-Lyse

Lysepuffer Waschpuffer

150 mM NaCl 150 mM NaCl

1 % Triton 1 % NP40

50 mM Tris Cl pH 8 0,5 % DOC
0,1 % SDS

50 mM Tris Cl pH 8

Die Ko-Immunprézipitation erfolgte 2 bzw. 3 Tage nach der DNA-Transfektion. Die Zellen
wurden in PBS aufgenommen und fiir 5 Minuten bei 2500 rpm und 4°C pelletiert. Die
Pellets wurden einem Gefrier-Auftau-Zyklus (-80°C) unterzogen. AnschlieBend erfolgte die
Lyse in 1 ml Lysepuffer (Tabelle 11) bei 4°C im Uberkopfschiittler fiir eine Stunde, wobei
nach 30 Minuten 3 Mal 20 Ultraschallzyklen (30% duty cycle, 30% output control; Branson,
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Sonifier 250) durchgefiihrt wurden. Danach wurden die Zelllysate fiir 10 Minuten bei 13000
rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand fiir die Fillung
verwendet. Vor der Zugabe der Partikel wurden 60 pl der Probe als Kontrolle fiir den
Western Blot abgenommen. Dem restlichen Lysat wurden die beschichteten Partikel
zugesetzt und das Gemisch bei 4°C fiir 4 Stunden bzw. iiber Nacht auf dem
Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieBend wurden die Partikel drei Mal mit Waschpuffer
(Tabelle 11) und einmal mit PBS gewaschen und dann in 75 upl SDS-Probenpuffer
aufgenommen und 6 Minuten bei 100°C hitzedenaturiert. Fiir die weitere Analyse der
Proben mittels SDS-PAGE und Western Blot wurden die Prizipitate von den Partikeln

abgenommen und die Partikel verworfen.

3.3.3.2 Ko-Immunprizipitation mit CHAPS-Lyse

Tabelle 12: Lyse- und Waschpuffer fiir die Ko-Immunprizipitation mit Chaps-Lyse

Lysepuffer Waschpuffer

200 mM NacCl 200 mM NacCl

50 mM HEPES pH 7,5 50 mM HEPES pH 7,5
2 % CHAPS 0,5 % CHAPS

20 mM NEM

1x Proteaseinhibitor-Mix

Die Ko-Immunprizipitation erfolgte nach dreitdgiger Expression. Die Zellen wurden mit 1x
TBS gewaschen, fiir 20 Minuten in CHAPS-Lysepuffer (Tabelle 12) auf Eis lysiert,
zusammen geschabt und in Reaktionsgefdfe iiberfiihrt. Die Lysate wurden fiir 20 Minuten
bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und das Lysat fiir die
Immunprézipitation verwendet, nachdem 60 pul als Kontrolle fiir den Western Blot
abgenommen wurden. Dem restlichen Lysat wurden die beschichteten Partikel zugesetzt und
die Immunprizipitation erfolgte bei 4°C fiir 4 Stunden auf dem Uberkopfschiittler.
AnschlieBend wurden die Partikel drei Mal mit Waschpuffer (Tabelle 12) und einmal mit
PBS gewaschen und dann in 75 pl SDS-Probenpuffer aufgenommen und 6 Minuten bei
100°C hitzedenaturiert. Fiir die weitere Analyse der Proben mittels SDS-PAGE und Western

Blot wurden die Prizipitate von den Partikeln abgenommen und die Partikel verworfen.
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3.3.4 Fraktionierung von Zellextrakten

Fiir die Fraktionierung von Zellextrakten wurden die Zellen zunédchst durch hypotonischen
Schock und mechanische Scherkréfte aufgebrochen. Hierfiir wurde der Zellkulturiiberstand
zundchst abgenommen und die Zellen mit TBS gewaschen. Die Zellen wurden per
hypotonischen Schock aufgebrochen, indem sie fiir 10 Minuten mit 0,1 x TBS auf Eis
inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen zusammen geschabt, in Reaktionsgefifie
iiberfiihrt und die Zellsuspension durch 4-maliges Aufziehen durch eine 26G-Kaniile und
20 Hiibe mit einem Potter-Homogenisator mechanisch aufgebrochen. Die Zellsuspension
wurde mit 10 x TBS auf eine isotonische Konzentration eingestellt und anschliefend fiir
15 Minuten bei 2500 rpm und 4°C zentrifugiert, wobei groflere Zelltrimmer, Zellkerne und
nicht aufgebrochene Zellen pelletieren. Das Pellet wurde in SDS-Probenpuffer
aufgenommen und fiir 6 Minuten bei 100°C hitzedenaturiert. Der postnukleare Uberstand

wurde wie folgt weiter verarbeitet.
3.3.4.1 Fraktionierung in Zytosol- und Membranfraktion

Bei der Fraktionierung in Zytosol- und Membranfraktion werden die aufgebrochenen Zellen
in drei Fraktionen unterteilt. Die Fraktion 1 beinhaltet die Zellkerne und nicht
aufgebrochenen Zellen und dient als Kontrolle. Die Fraktion 2 umfasst Membranen und mit
thnen assoziierte Proteine und die Fraktion 3 das Zytosol.

Der postnukleare Uberstand wurde in Ultrazentrifugenrdhrchen auf ein Sucrose-Kissen
(10 % w/v in TBS) aufgeschichtet und fiir 45 Minuten bei 45 000 rpm und 4°C zentrifugiert.
Das Pellet (= Fraktion 2) wurde in SDS-Probenpuffer aufgenommen und hitzedenaturiert,
wihrend die Proteine aus dem Uberstand mittels TCA gefillt und in SDS-Probenpuffer
aufgenommen und hitzedenaturiert wurden. Die Proben wurden anschlieBend mittels SDS-

PAGE und Western Blot analysiert.
3.3.4.2 Priparation von Mikrosomen

Um intakte Mikrosomen aus den Zellen zu isolieren, wurden diese unter nativen
Bedingungen aufgeschlossen, wobei das nukleare Pellet verworfen wurde. Der postnukleare
Uberstand wurde in Ultrazentrifugenrdhrchen (SW 60) auf ein Sucrose-Kissen (10 % w/v in
TBS) geschichtet und bei 40 000 rpm und 4°C fiir eine Stunde zentrifugiert, wobei die
Mikrosomen pelletieren. Das Mikrosomenpellet wurde in TBS (500 ul) gelost. Die

praparierten Mikrosomen wurden im LDH-Assay weiter analysiert.
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3.3.4.3 Subzellulire Fraktionierung mittels Sucrose-Gradient

Mittels des Sucrose-Gradienten ldsst sich der postnuklearen Uberstand feiner auftrennen als
bei der Auftrennung in Membran- und Zytosol-Fraktion und der Mikrosomen-Priparation
und sogar friihe und spite Endosomen voneinander unterscheiden. Diese Methode wurde
nach Current Protocols in Protein Science (Aniento und Gruenberg 2003) angewandt.

Die Zellen wurden in PBS aufgenommen, in Reaktionsgefdfe tiberfiihrt und fiir 5 Minuten
bei 1700 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml Homogenisierungspuffer
resuspendiert und fiir 10 Minuten bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in Homogenisierungspuffer (0,5 ml; Tabelle 13), der mit Proteaseinhibitoren und 0,5 mM
EDTA versetzt wurde, resuspendiert und die Zellen durch 10-maliges Aufziehen durch eine
22G-Kaniile mechanisch aufgebrochen. Das Homogenat wurde fiir 10 Minuten bei 4000 rpm
und 4°C =zentrifugiert. Das nukleare Pellet wurde als Kontrolle in SDS-Probenpuffer
aufgenommen und bei 100°C fiir 6 Minuten hitzedenaturiert. Der postnukleare Uberstand
wurde mit einer 62 %-igen Sucrose-Losung (Tabelle 13) auf 40,6 % Sucrose eingestellt (ca.
400 pl), auf den Boden eines Ultrazentifugenrohrchens (SW 60) pipettiert und dann mit 1,5
ml 35 %-iger und mit 1 ml 25 %-iger Sucrose-Losung (Tabelle 13) tiberschichtet.
Anschliefend wurden die Ultrazentrifugenréhrchen mit Homogenisierungs-puffer aufgefiillt
und austariert. Die Flotation erfolgte fiir 90 Minuten bei 35 000 rpm und 4°C, wobei sich
frithe Endosomen an der Interphase zwischen 35 und 25 %-iger Sucrose-Ldsung ansammeln
und spite Endosomen in der Interphase zwischen 25 %-iger Sucrose-Losung und
Homogenisierungspuffer. Die Fraktionierung der Proben nach der Zentrifugation erfolgte
von oben durch Abnahme von je 300 pl. Die Analyse der Fraktionen erfolgte mittels SDS-
PAGE und Western Blot.

Tabelle 13: Puffer und Losungen fiir den Sucrose-Gradienten

Homogenisierungs- 25 % (w/w) Sucrose 35 % (w/w) Sucrose 62 % (w/w) Sucrose
puffer in H,O in H,O in H,O

250 mM Sucrose 0,806 M Sucrose 1,177 M Sucrose 2.351 M Sucrose

3 mM Imidazol 3 mM Imidazol 3 mM Imidazol 3 mM Imidazol

pH 7,4 pH 7,4 pH 7,4 pH 7,4

10 mM Tris-Cl Refraktionsindex Refraktionsindex Refraktionsindex

pH 7,4 1,3723 (20°C) 1,3904 (20°C) 1,4463 (20°C)
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3.3.5 Hemmung des lysosomalen Abbaus

Zur Hemmung des lysosomalen Abbaus wurden Versuche mit Chloroquin und NH4Cl
durchgefiihrt. Bei der Betrachtung einer Protein-Population im Zeitverlauf, wurde zunéchst
die Proetinbiosynthese durch Zugabe von Cycloheximid gehemmt und anschlieen die
Protein-Population in An- und Abwesenheit von Chloroquin und NH4CI untersucht.

Die Zellen wurden im doppelten Ansatz transfiziert, wobei der eine Ansatz dem Protokoll A
und der andere dem Protokoll B (fiir Protokoll A und B siehe

Tabelle 14) unterzogen wurde. Die verwendeten Medien sind in

Tabelle 15 aufgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proben mittels SDS-PAGE und Western
Blot analysiert.

Tabelle 14: Protokoll A und B fiir die Inkubation der Zellen Versuchen zu Hemmung des lysosomalen Abbaus

Zwischen den einzelnen Schritten wird das Medium verworfen.

A: ohne lysosomale Hemmstoffe B: mit lysosomalen Hemmstoffen

2 ml Medium 1 auf die Zellen geben 2 ml Medium 1 auf die Zellen geben
= 1 hbei 37°C, 5% CO, inkubieren = 1 hbei 37°C, 5% CO, inkubieren
2 ml Medium 1 auf die Zellen geben 2 ml Medium 2 auf die Zellen geben
= 1 hbei37°C, 5% CO, inkubieren =>» 1 hbei37°C, 5% CO, inkubieren
2,5 ml Medium 4 auf die Zellen geben 2,5 ml Medium 3 auf die Zellen geben
= 3 hbei37°C, 5% CO, inkubieren =>» 3 hbei 37°C, 5% CO, inkubieren
Lyse in 250 pl 1x Laemmli Lyse in 250 pl 1x Laemmli

Tabelle 15: Medien fiir den in Tabelle 14 beschriebenen Versuch zum lysosomalen Abbau

Medium 1 \ Medium 2 Medium 3 Medium 4
DMEM (serumfrei) DMEM (serumfrei) DMEM /2% FCS DMEM /2% FCS
100 pg/ml Cycloheximid 100 pg/ml Cycloheximid 30 puM Chloroquin
30 uM Chloroquin 20 mM NH,C1
20 mM NH,CI

Des Weiteren wurden Versuche durchgefiihrt, bei welchen die Hemmung des lysosomalen
Abbaus ausschlieBlich iiber die Inkubation der Zellen mit 20 mM NH4CI1 fiir 4 Stunden bei
37°C und 5 % CO; erfolgte.
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3.3.6 EGF-Assay

Um die Aufnahme und den Abbau von EGF zu untersuchen, wurden sogenannte pulse-chase
Versuche durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen einer Transfektion auf 2 Deckgldschen
ausgesdt. Die Zellen wurden fiir eine Stunde mit serumfreiem Optimem / 10 pg/ml
Cycloheximed bei 37°C und 5 % CO, inkubiert und mit Optimem gewaschen, bevor der
pulse fiir 20 Minuten mit 0,2 mg/ml EGF-Alexa-Fluor-488 in Optimem bei 37°C und
5 % CO, erfolgte. Das eine Deckgldaschen wurde danach direkt fiir 10 Minuten in Methanol
fixiert und das andere fiir eine chase-Periode von 2 Stunden in Optimem / 10 pg/ml
Cycloheximed bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Nach der Fixierung mit Methanol erfolgten

die Immunfluoreszenz-Farbung (3.3.10) und die Analyse mit dem Fluoreszenz-mikroskop.

3.3.7 LC3-Western Blot

LC3 wird als Markerprotein fiir die Autophagie verwendet. LC3 kommt in einer
zytosolischen (LC3-I) und einer Membran-gebundenen Form (LC3-II) vor. Anderungen im
Verhiltnis von LC3-1 zu LC3-II geben Aufschluss liber das Mall der Autophagie, wenn
Proben in An- und Abwesenheit von lysosomalen Hemmstoffen betrachtet werden.
(Mizushima und Yoshimori 2007) Daher wurden Proben, die dem Nachweis von LC3 im
Western Blot dienten, vor der Lyse fiir 4 Stunden in An- und Abwesenheit von 20 mM
NH4Cl bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.

3.3.8 Induktion und Inhibition von Autophagie

Autophagie kann durch Néihrstoff-arme Bedingungen oder die Zugabe von Rapamycin
induziert werden, wihrend die Zugabe von 3-MA die Autophagie inhibiert. Daher wurden
Zellen zur Induktion von Autophagie in Aminosdure-freiem Medium (EBSS) oder in
Medium (EBSS oder DMEM) mit 10 ug/ml Rapamycin flir mindestens 4 Stunden bei 37°C
und 5 % CO; inkubiert. Die Hemmung der Autophagie erfolgte durch gleiche Inkubation der
Zellen unter Zugabe von 10 mM 3-MA. AnschlieBend wurden die Zellen in der
Immunfluoreszenz analysiert oder lysiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot

untersucht.
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3.3.9 LDH-Assay

PLUS

Als LDH-Assay wurde das Cytotoxicity Detection Kit von Roche nach Herstellerangaben

verwendet, wobei die Lysate vor der Analyse im Verhiltnis 1:100 verdiinnt wurden.

3.3.10 Immunfluoreszenzfirbung

Zur Untersuchung der Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden diese nach der DNA-
bzw. siRNA-Transfektion auf sterilen Deckgldschen ausgesdt und vor der Fiarbung auf
diesen fixiert. Das Fixieren erfolgte mit Paraformaldehyd (3 % PFA in PBS; Inkubation fiir
20 Minuten bei RT). Anschlieend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit
PBS / 1 % BSA fiir 30 Minuten bei RT blockiert. Die Inkubation der primdren Antikdrper
unter Zugabe von 0,05 % Saponin (Verdiinnungen Tabelle 6) erfolgte fiir 1 Stunde bei 37°C.
Die Entfernung ungebundener Antikorper erfolgte anschlieBend durch mehrmaliges
Waschen (2 x 10 Minuten in PBS; 1 x 10 Minuten in PBS /0,1 % BSA). Die sekundiren
Antikorper (Verdiinnungen Tabelle 8) wurden fiir 50 Minuten bei 37°C auf die Zellen
gegeben. Das Anfdrben der Zellkerne mittels Hochst-Farbstoff 33342 (Verdiinnung 1:20
000) erfolgte fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Zellen 30
Minuten mit PBS gewaschen und mit Fluoprep Einbettungsmedium auf einem Objekttriger
fixiert. Die mikroskopische Darstellung erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert

200 M, Zeiss) und der Software Axiovision Release 4.6.

48



Ergebnisse

4 Ergebnisse

Die von mir durchgefiihrten Versuche zur Charakterisierung von y2-Adaptin beruhen auf
vorausgegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe. Urspriinglich wurde y2-Adaptin als
Interaktionspartner des HBV-L-Hiillproteins identifiziert (Hartmann-Stithler und Prange
2001). Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass liberexprimiertes (im Folgenden auch
als {liberschiissig oder exogen bezeichnet) y2-Adaptin einen inhibitorischen Effekt auf die
Ausschleusung von HBV und retroviraler VLPs zeigt (Lambert et al. 2007; Doring et al.
2010). Zudem konnte eine Verbindung zwischen Ubiquitin und y2-Adaptin nachgewiesen
werden, da y2-Adaptin Ubiquitin binden (Rost et al. 2006) und durch die Interaktion mit der
Ubiquitin-Ligase Nedd4 selbst ubiquitiniert werden kann (Rost et al. 2008). Neben der
Verbindung zu Ubiquitin und dem inhibitorischen Effekt auf die Ausschleusung von VLPs
deutet auch die Inhibition des Abbaus von EGF bei Depletion von y2-Adaptin (Rost et al.
2008) darauf hin, dass y2-Adaptin eine Rolle im endo-lysosomalen Transport- bzw.

Abbauweg spielt.

4.1 Untersuchungen zur Rolle von y2-Adaptin im endo-

lysosomalen System

Um die Funktion von y2-Adaptin ndher zu charakterisieren, wurde dessen Wirkweise im
endo-lysosomalen System untersucht. Hierzu wurden zunichst Immunfluoreszenz-Studien
durchgefiihrt, bei denen die Gleichgewichtskonzentration von ubiquitinierten Proteinen und
von EGF untersucht wurde.

Die Ubiquitinierung von Proteinen dient u. a. als Signal fiir deren lysosomalen Abbau. Die
Blockade des endo-lysosomalen Abbauweges fiihrt zur Akkumulation von ubiquitinierten
Proteinen an endosomalen Strukturen. (Piper und Katzmann 2007; Raiborg und Stenmark
2009) Daher wurde zundchst untersucht, ob die Uberexpression und die Depletion von
y2-Adaptin einen Einfluss auf den Abbau ubiquitinierter Proteine haben. EGF ist ein
epidermaler Wachstumsfaktor, der nach Bindung an seinen Rezeptor an der Zelloberfliche
ein Signal auslost und anschlieBend internalisiert wird. Aufgenommenes EGF wird tiber
MVBs zum Lysosom transportiert, wo es abgebaut wird. (White et al. 2006) In Ergdnzung

zu den bereits durchgefiihrten Experimenten zum Abbau von EGF bei Depletion von
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y2-Adaptin (Rost et al. 2008), sollte nun die Auswirkung von iiberexprimiertem y2-Adaptin
auf EGF untersucht werden.
Fiir die Analyse zum Abbau ubiquitinierter Proteine wurden die Zellen mit y2-siRNA bzw.
mit y2-HA (HA-markiertes y2-Adaptin) DNA transfiziert. Nach dreitdgiger Depletion bzw.
Expression wurden die Zellen fixiert, fiir Immunfluoreszenzstudien geféarbt (ubiquitinierte
Proteine: anti-FK2; endogenes y2-Adaptin: anti-830; y2-HA: anti-HA) und anschlieend im
Mikroskop analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 9 A gezeigt. y2-Adaptin ist in Rot
dargestellt und =zeigt eine zytoplasmatische, perinukleare Lokalisation. Die in Griin
dargestellten ubiquitinierten Proteine zeigen eine punktuelle Aggregation im Zytoplasma.
Diese tritt bei y2-depletierten im Vergleich zu nicht-depletierten Zellen verstirkt auf. Bei
v2-Uberexpression sind weniger Ubiquitin-Aggregate zu beobachten als in nicht-
transfizierten Zellen.
Fiir die Analyse zum Abbau von EGF wurden die mit y2-HA transfizierten Zellen vor der
Fixierung und der Immunfluoreszenzfiarbung (y2-HA: anti-HA) nach dem EGF-Assay-
Protokoll (3.3.6) behandelt. Die Zellen wurden fiir 20 Minuten mit Alexa-Fluor 488
markiertem EGF inkubiert und entweder direkt im Anschluss fixiert oder vor der Fixierung
fiir eine chase-Periode von zwei Stunden in Serum-freien Medium inkubiert. Die
immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind in Abbildung 9 B dargestellt.
y2-Adaptin (rot) zeigt seine typische zytoplasmatische Lokalisation und EGF (griin) ist an
vesikuldren Strukturen im Zytoplasma lokalisiert. Nach der zweistiindigen chase-Periode
nimmt das EGF-Signal ab, wobei es bei y2-Uberexpression im Vergleich zu nicht
transfizierten Zellen starker herabgesetzt ist.
Diese Versuche zeigen, dass y2-Adaptin eine Rolle im endo-lysosomalen Abbauweg spielt,
da die Depletion von y2-Adaptin eine Akkumulation von ubiquitinierten Proteinen im
Vergleich zu nicht depletierten Zellen zeigt, und die Uberexpression von y2-HA zu einem
verstirkten Abbau ubiquitinierter Proteine fiihrt (Abbildung 9 A). Die quantitative
Auswertung der Ubiquitin-Farbung zeigt eine Steigerung der relativen Fluoreszenzeinheiten
um 80 % bei y2-Depletion und eine Reduktion auf 40 % bei y2-Uberexpression (Déring et al.
2010). Diese und die vorausgegangenen Ergebnisse der Depletions-Versuche zum Abbau
von EGF konnten bestitigt werden, da die Uberexpression von y2-HA den Abbau von EGF
verstdrkt (Abbildung 9 B). Die quantitative Auswertung der relativen Fluoreszenzeinheiten
des EGF-Signals liegt bei y2-Uberexpression im Vergleich zur Kontrolle bei unter 20 %
(Doring et al. 2010). Der inhibitorische Effekt der y2-Depletion auf den lysosomalen Abbau
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und der verstirkende Effekt der y2-Uberexpression deuten auf eine regulatorische Rolle von

v2-Adaptin im endo-lysosomalen Abbauweg hin.
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Abbildung 9: Untersuchung zur Rolle von y2-Adaptin im endo-lysosomalen Abbauweg

Als Marker fiir den endo-lysosomalen Abbauweg wurden Ubiquitin und EGF verwendet. Balken 2 10 um
(A) In y2-depletierten und y2-HA transfizierten Zellen wurden ubiquitinierte Proteine mittels anti-FK2
angefarbt (griin), wihrend die Depletion von y2-Adaptin mit dem gegen endogenes y2-Adaptin gerichteten
anti-830 und die Uberexpression mit anti-HA nachgewiesen wurde (rot). (B) y2-transfizierte Zellen wurden
fiir 20 Minuten mit Alexa-Fluor 488 markiertem EGF (griin) inkubiert und entweder direkt oder nach einer
chase-Periode von zwei Stunden mit anti-HA (rot) fiir die Immunfluoreszenz geférbt.
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4.2 Untersuchungen zur Rolle von y2-Adaptin wahrend

der MLV.gag-Morphogenese

Das retrovirale Polyprotein MLV.gag wurde als Modell verwendet, um die MVB-abhéngige
Freisetzung von VLPs im Wechselspiel mit y2-Adaptin zu untersuchen. Hierzu konnte
bereits gezeigt werden, dass die Uberexpression von y2-HA in transfizierten
Siugerzellkulturen die Konzentration von MLV.gag im Lysat und der VLPs im Uberstand
reduziert (Lambert et al. 2007).

Der Effekt von iiberexprimierten y2-HA auf die intra- und extrazellulire Menge von
MLV.gag wurde iiberpriift und ist in Abbildung 10 A dargestellt. Es wurde HA-markiertes
y2-Adaptin mit einem Molekulargewicht von ca. 95 kDa und GFP-markiertes MLV.gag
(ca. 95 kDa) verwendet. Der Einfluss von iiberschiissigem y2-Adaptin ist abhidngig von
dessen Konzentration (Lambert et al. 2007), weshalb y2-HA, soweit nicht anders erwihnt,
im Uberschuss (DNA-Verhiltnis von 4:1) transfiziert wurde. Zusitzlich wurde die Wirkung
der y2-Depletion auf MLV.gag untersucht. Hierzu wurden Zellen zunéchst mit siRNA gegen
v2-Adaptin transfiziert und nach 48-stiindiger Depletion mit der MLV.gag DNA transfiziert.
Nach 24 Stunden Expression wurden die Zellen in Triton-Lysepuffer lysiert und die bei der
Kldrung des Lysats entstandenen Pellets in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Vor der Lyse
wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen, filtriert und die VLPs durch Ultrazentrifugation
aufgereinigt. Die Analyse der Proben erfolgte anschlieBend tiber SDS-PAGE und Western
Blot und ist in Abbildung 10 B dargestellt. Die Uberexpression von y2-HA fiihrt zu einer
Reduktion von MLV.gag in der Zelle und zu einer Reduktion der VLPs im
Zellkulturiiberstand, wihrend die y2-Depletion die Ausschleusung der VLPs verstiarkt und
gleichzeitig mehr MLV.gag in den Lysaten und den bei der Zentrifugation der Lysate
entstandenen Pellets detektiert werden kann (Abbildung 10 A und B).

Versuche mit lysosomalen Hemmstoffen wurden durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob es sich
bei der Reduktion von MLV.gag bei Uberexpression von y2-HA um dessen lysosomalen
Abbau handelt. Hierzu wurden Zellen mit MLV.gag und y2-HA bzw. einem Flag-
Kontrollvektor ko-transfiziert und nach dreitdgiger Expression mit den lysosomalen
Hemmstoffen Chloroquin und NH4CI und einem Inhibitor der Proteinbiosynthese inkubiert
(3.3.5). Nach der Inkubation wurden die Zellen in SDS-Probenpuffer aufgenommen und

mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.
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Es konnte eine abgeschwichte Reduktion bei Zugabe von lysosomalen Hemmstoffen fiir
intrazellulires MLV.gag bei y2-Uberexpression beobachtet werden (Abbildung 10 C), was

darauf schliefen ldsst, dass MLV.gag bei Uberexpression von y2-HA verstirkt lysosomal

abgebaut wird.
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Abbildung 10: Effekt von y2-Adaptin auf das retrovirale Polyprotein MLV.gag
(A) HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und y2-HA bzw. einem Flag-Vektor als Kontrolle kotransfiziert und
nach dreitdgiger Expression analysiert. (B) HuH-7 Zellen wurden mit Kontroll-siRNA bzw. y2-siRNA
transfiziert und nach zweitdgiger Depletion mit MLV.gag und y2-HA bzw. einem Flag-Vektor als Kontrolle
kotransfiziert und nach 24-stiindiger Expression lysiert. (A+B) Die Lyse erfolgte in Triton-Lysepuffer und
die dabei entstandenen Pellets wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Zellkulturiiberstinde wurden
filtriert und die VLPs mittels Ultrazentrifugation aufgereinigt. Die Analyse der Proben erfolgte durch
SDS-PAGE und Western Blot, wobei MLV.gag iiber anti-JL8 und y2-Adaptin iiber anti-HA bzw. anti-AP1G2
nachgewiesen wurden. (C) HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und y2-HA bzw. Flag als Kontrolle
kotransfiziert, nach dreitdgiger Expression mit lysosomalen Hemmstoffen behandelt und anschlieBend in
SDS-Probenpuffer lysiert. Die Analyse der Proben erfolgte wie in A und B, wobei endogenes y2-Adaptin
mittels anti-830 nachgewiesen wurde. Die Prozent-Angaben stellen die relative Bandenintensitdt fiir
MLV .gag dar und sind auf den Wert fiir MLV.gag ohne y2-HA und ohne lysosomale Hemmung bezogen.

Lysate

anti-830
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4.2.1 Kartierung wichtiger Doméinen von y2-Adaptin

Fiir die Identifizierung funktionell wichtiger Doménen von y2-Adaptin wurde weiterhin
MLV .gag als Modell-System verwendet. Es wurden verschiedene y2-Konstrukte zusammen
mit MLV.gag in HuH-7 Zellen kotransfiziert und nach dreitdgiger Expression wurden die
VLPs aus den Zellkulturiiberstinden aufgereinigt und die Zellen lysiert. Die Analyse der
Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot.
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Abbildung 11:

Wirkung von y2A1-522, y2A528-785, y2AUIM und y1-HA auf die MLV.gag-Morphogenese

HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und verschieden y2-Konstrukten, y1-HA bzw. einem leeren Flag-Vektor
als Kontrolle kotransfiziert und nach drei Tagen Expression in Triton-Lysepuffer lysiert. Die VLPs wurden
aus dem Zellkulturiiberstand mittels Ultrazentrifugation aufgereinigt. Die Proben wurden durch SDS-PAGE
und Western Blot analysiert. MLV.gag wurde iiber anti-JL8 nachgewiesen und die y2-Konstrukte bzw. y1-HA
iiber anti-HA. (A) zeigt die verwendeten Konstrukte in schematischer Darstellung, (B) die Ergebnisse aus
dem Western Blot und (C) die quantitative Auswertung der MLV.gag-Banden im Western-Blot im Vergleich
zur Negativkontrolle. ,,n“ gibt die Anzahl der Experimente an.
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Zundchst wurde der Einfluss von y2A1-522, y2A528-785, y2AUIM und yI-HA
(HA-markiertes yl-Adaptin, ca. 98 kDa) auf MLV.gag untersucht. Als Positivkontrolle
dienten dabei Zellen, die mit y2-HA und MLV.gag kotransfiziert wurden, und als
Negativkontrolle Zellen, die anstelle von y2-HA mit einem leeren Flag-Vektor transfiziert
wurden. Die eingesetzten Konstrukte sind in Abbildung 11 A schematisch dargestellt.
Abbildung 11 B zeigt den Effekt der verschiedenen y2- und y1-Konstrukte auf die intra- und
extrazellulire Konzentration von MLV.gag. Dieser ist in Abbildung 11 C quantifiziert und
im Vergleich zur Negativkontrolle dargestellt (n>6). Die Mutante y2A1-522 beeinflusst die
Menge an MLV.gag nicht, wihrend y2A528-785 funktionell ist und sich wie y2-HA verhilt.
Die Mutante y2AUIM, der das UIM fehlt, zeigt im Vergleich zur Negativkontrolle zwar eine
Reduktion von MLV.gag in den Lysaten und im Zellkulturiiberstand von 40-50 %, jedoch
fallt diese im Vergleich zur Positivkontrolle, bei der die Reduktion bei etwa 80 % liegt,
geringer aus. Y1-HA zeigt keine Reduktion von MLV.gag, wodurch gezeigt wird, dass die
Reduktion von MLV.gag ein spezifischer Effekt von exogenem y2-Adaptin ist. Der weniger
stark ausgepridgte Effekt von y2AUIM deutet darauf hin, dass das UIM zwar fiir die
Reduktion von MLV.gag notwendig, jedoch nicht ausreichend ist. Es scheint weitere fiir die
Funktion von y2-Adaptin wichtige Doménen in seiner Kopf-Region (AS 1-527) zu geben.
Die Gelenk-Region und die Ohr-Doméne von y2-Adaptin scheinen fiir den reduzierenden
Effekt entbehrlich zu sein.

Um die funktionell wichtigen Doménen in der Kopf-Domine von y2-Adaptin weiterfithrend
zu charakterisieren, wurde eine Serie neuer Mutanten hergestellt. In vorausgegangenen
Arbeiten wurde bereits die Mutante Y2A193-785 untersucht (Rost et al. 2006), die funktionell
inaktiv ist. Folglich sollte der funktionell wichtige Bereich in der Aminosdure-Region
193-528 von y2-Adaptin lokalisiert sein. Durch bioinformatische Untersuchungen dieses
Bereichs konnte eine potentielle PH-Doméne (pleckstrin homology domain) in der
Aminosdure-Region 120-300 identifiziert werden. Die durch Klonierung und/oder PCR
generierten Mutanten sind in Abbildung 12 A schematisch dargestellt. Den
Deletionsmutanten fehlen die angegebenen Aminosdurenbereiche, wéhrend die
Punktmutationen C180T und NEKNH in Anndherung an die Sequenz von yl-Adaptin
eingefiigt wurden und bei der Mutante y2:y1 300 die Aminsosduren 120-300 von y2-Adaptin

gegen die entsprechende Region aus y1-Adaptin ausgetauscht wurde.
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Abbildung 12: Wirkung von Kopf-Dominen-Mutanten von y2-Adaptin auf die MLV.gag-Morphogenese
HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und verschieden y2-Konstrukten bzw. einem leeren Flag-Vektor als
Kontrolle kotransfiziert und nach drei Tagen Expression in Triton-Lysepuffer lysiert. Die VLPs wurden aus
dem Zellkulturiiberstand durch Ultrazentrifugation aufgereinigt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. MLV.gag wurde iiber anti-JL8 nachgewiesen und die y2-Konstrukte bzw. yl1-HA
iber anti-HA. (A) zeigt die verwendeten Konstrukte in schematischer Darstellung, (B) die Ergebnisse aus
dem Western Blot und (C) die quantitative Auswertung der MLV.gag-Banden im Western-Blot im Vergleich
zur Negativkontrolle. ,,n“ gibt die Anzahl der Experimente an.
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Mit Hilfe der oben beschriebenen Ko-Transfektions-Studien wurde die Wirkung der
Mutanten auf die Morphogenese von MLV.gag untersucht.

Wie in Abbildung 12 B und C dargestellt, zeigen die Mutanten y2A120-300, y2A180-300,
v2A180-193, y2 C180T und y2 NEKNH eine Reduktion von MLV.gag in den Lysaten und
eine Reduktion der VLPs im Zellkulturiiberstand auf 60-80 %. Thr reduzierender Effekt ist
somit im Vergleich zum Wildtyp von y2-Adaptin stark abgeschwécht. Im Gegensatz dazu
zeigen sich die Mutanten y2A220-300, y2A240-300, y2A260-300 und y2A280-300 noch
funktionell. Die Mutante y2:yl 300 zeigt weder eine Auswirkung auf MLV.gag im Lysat
noch auf die VLPs im Uberstand.

In der Aminosduren-Region 180-220 scheint eine wichtige Domine zu liegen, da die
Mutanten y2A120-300, y2A180-300 und y2A180-193 funktionell stark eingeschridnkt sind,
wihrend sich die Mutanten y2A220-300, y2A240-300, y2A260-300 und y2A280-300 wie der
Wildtyp von y2-Adaptin verhalten. Auch der Funktionsverlust von y2:yl 300 deutet darauf
hin und fiihrte zu einem ndheren Vergleich der korrespondierenden Regionen in yl- und
y2-Adaptin. y2 C180T und y2 NEKNH, bei denen die Sequenz von y2-Adaptin durch
Austausch einzelner Aminosduren an die von 7yl-Adaptin angeglichen wurde, sind
funktionell dhnlich stark eingeschrinkt wie y2A120-300, y2A180-300 und y2A180-193.
Sequenzanalysen deuten auf eine potentielle PH-Doméne (pleckstrin homology domain) in
dieser Region hin (Abbildung 13).

PH-Doménen kommen ausschlieBlich in Eukaryoten vor und bestehen aus 100-120
Aminosduren (Wang et al. 2000). Sie besitzen mit Ausnahme einiger weniger Aminoséren
im N-terminalen und einer stark konservierten Aminosdure (W/F/y) im C-terminalen
Bereich eine geringe Sequenzhomologie, zeichnen sich jedoch durch eine hoch konservierte
Tertidrstruktur aus: ihre N-terminale Sequenz (ca. 85 AS) bildet sieben antiparallele
B-Faltblatter aus und die C-terminale Sequenz (ca. 15 AS) eine a-Helix (Lemmon 2004).
Dabei verschlieBt die a-Helix die Fass-artige P-Faltblatt-Struktur und stabilisiert so die
Domanenstruktur. (Shaw 1996) PH-Doméanen kdnnen mit Phosphatidylinositol interagieren,
jedoch binden nur etwa 10 % der PH-Doménen dieses spezifisch und mit hoher Affinitit.
PH-Dominen spielen nicht nur bei der Membran-Assoziation von Proteinen eine wichtige
Rolle, sondern auch bei Protein-Protein-Interaktionen (Lemmon 2004). PH-Doménen sind
multifunktionelle Protein-Module und kommen wu.a. in =zelluldren Signalproteinen,
Serin/Threonin-Kinasen, Tyrosin-Kinasen, GEFs, endozytotischen GTPasen, Adaptern, mit

dem Zytoskelett assoziierten Proteinen und Enzymen des Phosphoinositid-Metabolismus vor

57



Ergebnisse

(Rebecchi und Scarlata 1998). PH-Dominen dienen dabei nicht nur der Regulation der
Interaktionspartner, sondern auch der Regulation der Proteine selbst (Wang et al. 2000). Die

Multifunktionalitdit der PH-Dominen zeigt sich auch darin, dass sie Ubiquitin-bindende

Eigenschaften besitzen und zu den UBDs zéhlen (Randles und Walters 2012).

A

Konsensussequenz
PH-Doméne

v2-Adaptin
AS 189-291

B

v2-Adaptin:

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

mvvpslklgd
gypahfgagme
glalctlstm
agllherhhg
vsdpflgvqgi
rsaaglrvla
slsrralels
dtilhvltta
igeygdllla
dnnrirqgvvs
eskeaaqglse
ppppapipdl
lglglgapsg

veswq

Abbildung 13: PH-Doméne
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(A) Konsensussequenz der N-terminalen Sequenz von PH-Doménen (nach http://smart.embl.de; family
alignment for the PH domain; normal smart mode) im Vergleich zur Aminosduresequenz von y2-Adaptin.
Ubereinstimmungen sind in Blau hervor gehoben. Die am hiufigsten auftretenden AS sind fett hervor
geboben. (B) Aminosduresequenz von y2-Adaptin, wobei die Deckung mit der N-terminalen Konsensus-
sequenz der PH-Domédne Rot hervorgehoben ist. Die hoch konservierte, aromatische Aminosdure am
C-terminalen Ende der PH-Doméne ist unterstrichen.

Die Aminosédren sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Die Zahlen in Klammern stehen fiir die Anzahl
der zwischengeschalteten, nicht konservierten Aminoséuren.
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4.2.2 Phénotypische Charakterisierung der y2-Mutanten

Da PH-Doménen die Bindung an Phosphatidylinositol ermdglichen und somit Einfluss auf
die Membranassoziation des Proteins haben konnen, wurde die subzelluldre Lokalisation
einiger y2-Mutanten untersucht.

Hierz7u wurden HuH-7 Zellen mit y2-HA, 72A120-300, y2A180-300, v2A220-300,
v2A240-300, y2A260-300 bzw. y2A280-300 transfiziert. Nach dreitdgiger Expression wurden
die Zellen fixiert und fiir die Immunfluoreszenz-Untersuchungen gefarbt. Die y2-Konstrukte
wurden iiber anti-HA nachgewiesen und endogenes CD63 als endosomaler Marker iiber
anti-CD63 angefirbt (Abbildung 14). y2-Adaptin und die untersuchten y2-Mutanten zeigen
eine zytoplasmatische, perinukleare Lokalisation (rot). CD63 (griin) ist an vesikuldren
Strukturen im Zytoplasma und z.T. an der Plasmamembran lokalisiert. An den
zytoplasmatischen Strukturen kommt es teilweise zur Ko-Lokalisation von CD63 mit den
y2-Konstrukten, unabhidngig von der Art der Mutation. Es konnte keine wesentliche
Anderung in der Lokalisation der verschiedenen y2-Konstrukte beobachtet werden, obgleich
v2A120-300 und y2A180-300 die potentielle PH-Doméne nicht mehr tragen. Bei allen
y2-Konstrukten kommt es zur teilweisen Kolokalisation mit CD63, wodurch die Assoziation
von y2-Adaptin mit dem endo-lysosomalen System bestdtigt werden konnte. Hierbei hat die
potentielle PH-Domidne in v2-Adaptin offensichtlich keinen Einfluss auf dessen

intrazelluldre Lokalisation und Assoziation mit MVBs.
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anti-CD63 anti-HA Mischbild

v2-HA

Y2A120-300

v2A240-300 v2A220-300 Y2A180-300

v2A260-300

o .

v2A280-300

Abbildung 14: Intrazellulire Verteilung der y2-Mutanten

HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA, y2A120-300, y2A180-300, y2A220-300, y2A240-300, y2A260-300 bzw.
v2A280-300 transfiziert und nach dreitdgiger Expression mit PFA fixiert. Die y2-Konstrukte wurden iiber
anti-HA (rot) angefarbt und CD63 als endosomaler Marker iiber anti CD63 (griin). Kolokalisation ist in Gelb
dargestellt. Balken 2 10 um
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Zusitzlich wurde die Lokalisation der Mutanten y2A120-300 und y2A180-300 durch
subzelluldre Fraktionierung weiterfithrend charakterisiert, indem die HuH-7 Zellen nach der
Transfektion in Membran- und Zytosolfraktion (3.3.4.1) aufgetrennt wurden. Als Kontrolle
dienten hierbei y2-transfizierte Zellen. Die Zellen wurden durch hypotonischen Schock und
mechanische Scherkréfte aufgebrochen und das Homogenat zunichst durch Zentrifugation
von Zellkernen und groflen Zelltrimmern befreit. Der dabei entstandene postnukleare
Uberstand wurde iiber die Ultrazentrifugation auf einem Sucrose-Kissen in Membran- und
Zytosolfraktion aufgetrennt. Anschliefend wurden die Proben iiber SDS-PAGE und Western
Blot analysiert. Der Nachweis der y2-Konstrukte erfolgte tiber anti-HA. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 15 dargestellt und ergéinzen die Beobachtung aus der Immunfluoreszenz, dass
sich y2A120-300 und y2A180-300 in ihrer subzelluldren Verteilung nicht von y2-HA

unterscheiden.
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Abbildung 15: Subzellulire Verteilung von y2-HA, y2A120-300 und y2A180-300

HuH-7 Zellen wurden mit y2A120-300 und y2A180-300 bzw. y2-HA als Kontrolle transfiziert und nach
dreitdgiger Expression in Membran- und Zytosolfraktion ausgetrennt. Hierfiir wurden die Zellen zunéchst
iiber hypotonischen Schock und mechanische Scherkriifte ausgebrochen und der postnukleare Uberstand auf
einem Sucrose-Kissen in der Ultrazentrifuge zentrifugiert, wobei die Membranen pelletieren. Die Analyse
der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot, wobei die y2-Konstrukte iiber anti-HA
nachgewiesen wurden.
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Uberexpression von y2-Adaptin zu
einem verstirkten Abbau von endogenen Substraten des endo-lysosomalen Transportsystems
fiihrt, wihrend seine Depletion diese Degradation verzogert. Das retrovirale MLV.gag
sprosst ESCRT-abhédngig in das Lumen der MVBs und seine VLPs werden nach Fusion der
MVBs mit der Plasmamembran freigesetzt. Uberschiissiges y2-Adaptin fiihrt zur Reduktion
von intra- und extrazellulirem MLV.gag, wihrend die y2-Depletion diese erhoht. Dies deutet
auf eine Rolle von y2-Adaptin im endo-lysosomalen Transportsystem der Zelle hin. Der
Effekt von iiberschiissigem y2-Adaptin auf MLV.gag ist abhiingig von seiner Kopf-Domine,
in der bisher das UIM und eine potentielle PH-Doméne als funktionell wichtige Regionen
identifiziert werden konnte. Hierbei hat die angenommene PH-Doméne jedoch keinen
Einfluss auf die subzelluldre Verteilung von y2-Adaptin. Somit scheint diese Doméne nicht
die Membran-Assoziation von y2-Adaptin zu vermitteln, sondern dient moglicherweise der

Interaktion mit anderen Proteinen.

4.3 Identifizierung und Charakterisierung von

Interaktionspartnern von y2-Adaptin

Vorausgegangene Experimente haben gezeigt, dass y2-Adaptin einen Einfluss auf die
ESCRT-Kaskade und damit auf die Morphogenese von MVBs hat. Die Uberexpression von
y2-HA fiihrt zur Reduktion von wildtypischen und dominant-negativen Formen von Chmp3
und Vps4 in Triton-Lysaten, wobei die wildtypischen Konstrukte in den Pellets der Lysate
nachgewiesen werden konnen, die dominant-negativen jedoch nicht. Zudem fiihrt die
Depletion von y2-Adaptin zu erhohten zelluliren Mengen von dominant-negativem Chmp3
und Vps4 (Doring et al. 2010). Somit scheint y2-Adaptin ein wichtiger Faktor fiir die
Homeostase der ESCRT-Kaskade zu sein.

Um zu untersuchen, wie y2-Adaptin Einfluss auf die ESCRT-Kaskade nehmen kann, wurden
Ko-Immunprézipitationsstudien nach dem CHAPS-Protokoll (3.3.3.2) durchgefiihrt. Hierfiir
wurden HuH-7 Zellen mit y2-HA und verschiedenen Komponenten der ESCRT-Kaskade
bzw. einem leeren Flag-Vektor als Kontrolle kotransfiziert und nach transienter Expression
lysiert. Bei den untersuchten Komponenten der ESCRT-Kaskade handelt es sich um Flag-
markierte Konstrukte von Chmp2A, Chmp3, Chmp4B, Chmp4C, Vps28 und EAP30. Vor
der Immunprézipitation wurde jeweils eine input-Kontrolle fiir den Western Blot

abgenommen. Die Immunprizipitation erfolgte mit anti-Flag beschichteten Partikeln und die
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Prizipitate wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS-PAGE und Western
Blot analysiert. Ko-prizipitiertes y2-HA wurden durch anti-HA im Western Blot
nachgewiesen (Abbildung 16 A). Die input-Kontrolle zeigt die gleichmiBige Expression von
v2-HA und der Flag-markierten Komponenten der ESCRT-Kaskade entsprechend ihrer
spezifischen Molekulargewichte. Die Ko-IP-Analyse zeigte, dass y2-HA spezifisch mit den
ESCRT-Komponenten Chmp2A und Vps28 interagiert (siche Ko-IP), jedoch nicht mit
Chmp3, Chmp4B Chmp4C und EAP30.

Um die Interaktion von y2-HA mit Chmp2A und Vps28 zu bestitigen, wurden
Immunfluoreszenzfiarbungen angefertigt. Hierfir wurden HuH-7 Zellen mit y2-HA und
Chmp2A, Vps28 bzw. Chmp3 kotransfiziert und die Zellen nach PFA-Fixierung mit anti-HA
und anti-Flag angefarbt. Die Aufnahmen sind in Abbildung 16 B dargestellt. Vps28,
Chmp2A und 7y2-Adaptin zeigen eine zytoplasmatische Férbung, widhrend Chmp3 in
punktuellen Aggregaten im Zytoplasma lokalisiert ist. Die Immunfluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen zeigen eine Ko-Lokalisation von y2-HA mit Chmp2A bzw.

Vps28, jedoch keine mit Chmp3.
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Abbildung 16: y2-HA interagiert mit Chmp2A und Vps28

(A) HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA und Chmp2A, Chmp3, Chmp4B, Chmp4C, Vps28, EAP30 bzw. einem
leeren Flag-Vektor als Kontrolle kotransfiziert und nach dreitdgiger Expression in Lysepuffer mit 2 % Chaps
lysiert. Die Immunprézipitation erfolgte mit anti-Flag-beschichteten Partikeln. Vor der Immunprézipitation
wurde jeweils eine input Kontrolle fiir den Western Blot abgenommen. Die Ko-Immunprézipitation wurde im
Western Blot iiber anti-HA nachgewiesen. Die Expression von y2-HA und der Flag-markierten Komponenten
der ESCRT-Kaskade wurde im input mit anti-Flag und anti-HA tberpriift. (B) HuH-7 Zellen wurden mit
v2-HA und Chmp2A, Vps28 bzw. Chmp3 kotranzfiziert und nach dreitdgiger Expression mit PFA fixiert.
v2-HA wurde iiber anti-HA (rot) und Chmp2A, Vps28 und Chmp3 iiber anti-Flag (griin) nachgewiesen.
Balken = 10 pm
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4.3.1 Untersuchungen zum Wechselspiel von 7y2-Adaptin und seinen
Interaktionspartnern

Anhand von MLV.gag wurde untersucht, ob die Uberexpression der Interaktionspartner
einen dhnlichen Effekt wie iiberexprimiertes y2-Adaptin zeigt, bzw. ob die Uberexpression
der Interaktionspartner den reduzierenden Effekt von y2-Adaptin relativieren kann.

Hierzu wurden die y2-Adaptin-spezifischen Interaktionspartner Vps28, Chmp2A, Nedd4 und
Ubiquitin zusammen mit MLV.gag kotransfiziert. Zusitzlich wurden HuH-7 Zellen mit
MLV.gag, y2-HA und jeweils einem der Interaktionspartner (Vps28, Chmp2A und Nedd4
sind Flag-markiert; Ubiquitin ist HA-markiert) im DNA-Verhiltnis 1 + 2 + 2 kotransfiziert.
Nach transienter Expression wurden die Zellen lysiert und die VLPs aufgereinigt. Die
Proben wurden im Western Blot mit spezifischen Antikorpern analysiert. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 17 dargestellt, wobei A die Ergebnisse fiir Vps28, B fiir Chmp2A, C fiir
Nedd4 und D fiir Ub-HA zeigt. Die quantitative Auswertung der Bandenintensitdt der
Interaktionspartner bei Ko-Expression mit y2-HA im Vergleich zur Kontrolle ist in
Abbildung 17 E aufgefiihrt, wobei Ub-HA aufgrund der hohen Bandenintensitét quantitativ
nicht ausgewertet werden konnte.

Wie Abbildung 17 A zeigt, fiihrt liberexprimiertes Vps28 nicht zu einer Reduktion von
MLV.gag und hat auch keinen Einfluss auf die Reduktion von MLV.gag durch
iiberexprimiertes y2-HA. Vielmehr konnte beobachtet werden, dass exogenes y2-HA Vps28
um 35 % reduziert. Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir Nedd4 (Abbildung 17 C) und fiir
Ub-HA (Abbildung 17 D) erzielt.

Die Uberexpression von Chmp2A fiihrt hingegen zu einer Reduktion von MLV .gag im Lysat
und zu einer Reduktion der VLPs im Zellkulturiiberstand, welche durch y2-HA noch
zusitzlich verstirkt wird (Abbildung 17 B). Zudem hat die Uberexpression von y2-HA
keinen Einfluss auf Chmp2A. Der reduzierende Effekt von Chmp2A auf MLV.gag lésst sich
damit erkldren, dass Chmp2A neben seiner Funktion bei der Abschniirung von ILVs auch
eine Rolle bei der Fusion von MVBs mit Lysosomen zugeschrieben wird (Urwin et al.
2010). Eine der ILV-Abschniirung nachgeschaltete Funktion von Chmp2A konnte auch
erkldren, warum es durch iiberschiissiges y2-Adaptin nicht reduziert wird.

Diese Daten zeigen, dass der reduzierende Effekt von exogenem y2-HA auf intra- und
extrazellulires MLV.gag nicht durch gleichzeitige Uberexpression seiner Interaktions-

partnern relativiert werden kann. Es besteht also keine Konkurrenz zwischen dem

64



Ergebnisse

reduzierenden Effekt von liberexprimiertem y2-Adaptin auf MLV.gag auf der einen und der
Interaktion von y2-Adatin mit Vps28, Nedd4, Chmp2A und Ubiquitin auf der anderen Seite.

Uberexprimiertes Chmp2A verhilt sich #hnlich wie iiberschiissiges y2-Adaptin, wihrend
iiberschiissiges Vps28, Nedd4 und Ubiquitin keinen Einfluss auf die Freisetzung der VLPs
und den Abbau von MLV.gag haben. Vps28, Nedd4 und Ubiquitin werden vielmehr selbst

durch tiberschiissiges y2-Adaptin reduziert.
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Abbildung 17:

Wirkung von ¢y2-Adaptin und seinen Interaktionspartnern auf die MLV.gag-Morphogenese
HuH-7 Zellen wurden mit den y2-Interaktionspartnern Vps28, Chmp2A, Nedd4 bzw. Ubiquitin und MLV.gag
bzw. als Kontrolle MLV.gag und y2-HA kotransfiziert. Nach dreitdgiger Expression wurden die Zellen in
Triton-Lysepuffer lysiert und die VLPs aus dem Zellkulturiiberstand aufgereinigt. Die Proben wurden iiber
SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot analysiert. Zum Nachweis von MLV.gag wurde anti-JL8, von
v2-HA und Ub-HA anti-HA und zum Nachweis von Vps28, Chmp2A und Nedd4 anti-Flag verwendet. (A)
Zeigt die Ergebnisse fiir Vps28, (B) fiir Chmp2A, (C) fiir Nedd4, (D) fiir Ub-HA und in (E) ist die
quantitative Auswertung der Flag-Banden in der Flag-Kontrolle und bei Uberexpression von y2-Adaptin
dargestellt.
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4.3.2 Untersuchungen zur Interaktion von Vps28 bzw. Chmp2A und
v2-Mutanten

Es konnte gezeigt werden, dass die mdgliche PH-Doméne und das UIM eine wichtige Rolle
fiir den reduzierenden Effekt von {iberschiissigem y2-HA spielen. Daher wurden
Interaktionsstudien mit y2-Mutanten, ohne mutmaBliche PH-Domine (y2A120-300 und
v2A180-300) bzw. UIM (y2AUIM) und den Interaktionspartnern Vps28 bzw. Chmp2A
durchgefiihrt.

HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA, y2A120-300, y2A180-300 bzw. y2AUIM und Vps28,
Chmp2A bzw. einem leeren Flag-Vektor kotransfiziert. Die Ko-Immunprézipitation wurde
nach dem Triton-Protokoll durchgefiihrt und erfolgte mit anti-Flag-gekoppelten Partikeln
nach einer Abnahme der input-Kontrolle. AnschlieBend wurden die Prézipitate in SDS-
Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Die
Immunprézipitation wurde iliber anti-Flag nachgewiesen und die Préizipitate wurden mit
anti-HA auf die Ko-Immunprézipitation y2-HA bzw. y2A120-300, y2A180-300 und y2AUIM
tiberpriift.

Abbildung 18 A zeigt die Ergebnisse fiir Vps28 und y2A120-300 bzw. y2A180-300.
v2A120-300 kann wie y2-HA im Immunprézipitat von Vps28 nachgewiesen werden. Auch
v2A180-300 zeigt im Immunprizipitat eine Bande, auch wenn diese im Vergleich deutlich
schwicher ausfillt. Jedoch zeigt y2A180-300 auch eine schwichere Expression im Vergleich
zu y2-HA und y2A120-300, was diesen Unterschied erkldren kann. Abbildung 18 B
verdeutlicht die Ergebnisse fir Chmp2A. Auch hier kénnen sowohl y2-HA als auch
v2A120-300 und y2A180-300 im Immunprézipitat nachgewiesen werden. Abbildung 18 C
zeigt die Ko-Immunprizipitation von y2AUIM mit Vps28 bzw. Chmp2A. Auch hier
wurde Y2AUIM genau wie y2-HA im Immunprézipitat von Vps28 und von Chmp2A
nachgewiesen.

Folglich kdnnen y2A120-300, y2A180-300 und y2AUIM wie y2-Adaptin noch mit Vps28 und
mit Chmp2A interagieren. Somit handelt es sich weder bei der potentiellen PH-Doméne
noch bei dem UIM von y2-Adaptin um das Interaktionsmodul fiir Vps28 bzw. Chmp2A.
v2A120-300, y2A180-300 und y2AUIM, die in ihrer reduzierenden Wirkung im Vergleich zu
v2-Adaptin zwar stark eingeschréinkt sind, besitzen also Zugang zur ESCRT-Kaskade.
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Abbildung 18: vy2A120-300, y2A180-300 und ¢y2AUIM interagieren mit Vps28 und Chmp2A
HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA, y2A120-300, y2A180-300 bzw. y2AUIM und Vps28, Chmp2A bzw. einem
leeren Flag-Vektor als Kontrolle kotransfiziert und nach dreitdgiger Expression lysiert. Die
Immunprézipitation erfolgte mit anti-Flag-beschichteten Partikeln. Vor der Immunprizipitation wurde
jeweils eine input-Kontrolle abgenommen. Die input-Kontrolle dient dem Nachweis der Expression der
HA-markierten  y2-Konstrukte und von Vps28 und Chmp2A (beide Flag-markiert). Die
Ko-Immunprézipitation wurde im Western Blot iiber anti-HA nachgewiesen. y2A120-300, y2A180-300
interagieren mit Vps28 (A) und Chmp2A (B). y2AUIM interagiert mit Vps28 und Chmp2A (C).
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Diese Versuche zeigen, dass y2-Adaptin nicht nur mit Nedd4 (Rost et al. 2008) und
Ubiquitin (Rost et al. 2006) interagiert, sondern auch mit Vps28 und Chmp2A. Somit konnte
y2-Adaptin iiber Vps28 und Chmp2A Zugang zu ESCRT-Ksakade gewinnen. Die
funktionell wichtigen Regionen in y2-Adaptin, wie das UIM und seine potentielle PH-
Domine, stellen jedoch offensichtlich keine Interaktionsmodule fiir Vps28 bzw. Chmp2A
dar. Untersuchungen anhand des MLV.gag-Systems zeigen, dass die Interaktion von y2-
Adaptin mit seinen Partner-Proteinen in keiner Konkurrenz zu seinem reduzierenden Effekt
auf MLV.gag steht. Vielmehr werden Nedd4, Vps28 und Ubiquitin selbst durch

iberschiissiges y2-Adaptin reduziert und damit zu sog. ,,y2-Substraten®.

4.4 Untersuchungen zur Rolle von Rab7 im

endo-lysosomalen System

Rab-Proteine gehoren zu der Ras-Superfamilie der monomeren GTPasen und fungieren im
zelluldren Vesikeltransport. Rab7A (im Folgenden nur noch Rab7 genannt) ist an frithen und
spaten Endosomen bzw. MVBs lokalisiert und verleiht den MVBs die Kompetenz mit

Lysosomen zu fusionieren (Vanlandingham und Ceresa 2009).

4.4.1 Untersuchungen zur Funktion von Rab7 wihrend der MLV.gag-
Morphogenese

Es sollte anhand von Rab7 iiberpriift werden, ob MLV.gag tatsdchlich MVB-Strukturen
nutzt, um VLPs freizusetzen, bzw. MVB-abhingig abgebaut werden kann. Eigene
Vorarbeiten im Rahmen meiner Diplomarbeit zur Depletion von Rab7 und dessen Effekt auf
die intra- und extrazellulire MLV.gag-Konzentration haben gezeigt, dass die Depletion von
Rab7 die Ausschleusung von VLPs steigert. Darauf aufbauend wurden Uberexpressions-
Experimente durchgefiihrt, um den Effekt von exogenem Rab7 auf MLV.gag zu priifen.
Depletions- bzw. Uberexpressions-Versuche mit einer dominant-negativen (dn)
Rab7-Mutante wurden durchgefiihrt, um die Ergebnisse der Vorversuche zu bestdtigen.
Dominant-negative Mutanten sind funktionell inaktiv und wirken antagonistisch zu den
wildtypischen Proteinen, wodurch die endogene Proteinfunktion gestort wird.

HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und dem Rab7-Wildtyp (Rab7.wt), Rab7.dn bzw. einem
leeren Flag-Vektor kotransfiziert. Bei den Rab7-Konstrukten handelt es sich um GFP-

Fusionsproteine mit einem Molekulargewicht von ca. 55 kDa. Nach dreitdgiger Expression
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wurden die Zellen in Triton-Lysepuffer lysiert und die bei der Zentrifugation zur Kldrung
der Lysate entstandenen Pellets in  SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die
Zellkulturiiberstinde wurden filtriert und die darin enthaltenen VLPs aufgereinigt. Die
Analyse der Proben erfolgte iiber SDS-PAGE und Western Blot, wobei sowohl MLV.gag als
auch Rab7.wt und Rab7.dn iiber anti-JL8 nachgewiesen wurden.

Der Depletions-Versuch erfolgte nach dem gleichen Prinzip, wobei hier zunédchst die HuH-7
Zellen mit zwei verschiedenen Rab7-siRNAs (#1, #3) bzw. Kontroll-siRNA transfiziert
wurden. Nach 48-stiindiger Depletion erfolgte die Transfektion mit MLV.gag und die
Proben wurden nach 24 Stunden Expression aufgearbeitet. Die Effizienz der Depletion
wurde mit anti-Rab7 kontrolliert.

Die Ergebnisse zur Untersuchung des Effekts von exogenem Rab7.wt bzw. Rab7.dn auf
MLV.gag sind in Abbildung 19 A dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von wildtypischem Rab7 intra- und extrazellulires MLV .gag stark reduziert,
wihrend durch die dominant-negative Form die intra- und vor allem die extrazelluldre
Menge von MLV.gag gesteigert wird. Die Verringerung der intrazelluliren Menge von
MLV .gag bei Uberexpression von Rab7.wt in den Lysaten und auch in den bei der Klirung
der Lysate entstandenen Pellets deutet auf dessen verstirkten lysosomalen Abbau hin.
Abbildung 19 C zeigt die Ergebnisse des Depletions-Versuchs. Die frithere Beobachtung,
dass die Depletion von Rab7 die Ausschleusung der VLPs steigert, konnte bestétigt werden.
Zusatzlich wurde eine leichte Steigerung von MLV.gag in der Zelle beobachtet. Dies
unterstiitzt die Annahme, dass MLV.gag MVBs zur Ausschleusung seiner VLPs nutzt bzw.
auch MVB-abhingig abgebaut werden kann.

Eine schematische Darstellung fiir die mogliche Rolle von iiberschiissigem Rab7.wt ist in
Abbildung 19 B dargestellt. Uberschiissiges Rab7.wt fiihrt zu einer verstirkten Fusion der
MVBs mit den Lysosomen und damit zu einem verstiarkten Abbau von MLV.gag, welches
die MVBs zur Ausschleusung seiner VLPs nutzt.

Die mogliche Auswirkung des Fehlens von Rab7 bzw. von iiberexprimiertem Rab7.dn ist in
Abbildung 19 D skizziert. Die dominant-negative Form von Rab7 ist enzymatisch nicht
mehr aktiv und kann damit die Fusion der MVBs mit den Lysosomen nicht mehr
katalysieren. Daher kommt es bei der Expression von Rab7.dn, dhnlich wie bei der Depletion
von Rab7, zu einer Blockade der Fusion von MVBs und Lysosomen, wodurch der
lysosomale Abbau von Proteinen, die von den MVBs zu den Lysosomen transportiert

werden, unterbunden ist. Somit kann es zu vermehrten Fusion der MVBs mit der
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Plasmamembran und damit zur gesteigerten Freisetzung von VLPs in Form von Exosomen

kommen.
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Abbildung 19: Die Rolle von Rab7 bei der MLV.gag-Morphogenese

(A) Effekt der Uberexpression von Rab7.wt und Rab7.dn auf MLV.gag. HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag
und Rab7.wt, Rab7.dn bzw. einem leeren Flag-Vektor kotransfiziert. Nach dreitdgiger Expression wurden die
Zellen lysiert und die dabei entstandenen Pellets in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die VLPs wurden aus
den Zellkulturiiberstdinden aufgereinigt. Die Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und Western
Blot, wobei anti-JL8 zum Nachweis verwendet wurde. (B) Schematische Darstellung zum Effekt von
exogenem Rab7.wt. (C) HuH-7 Zellen wurden mit zwei siRNAs gegen Rab7 (#1, #3) bzw. Kontroll siRNA
transfiziert. Nach zwei Tagen Depletion wurden die Zellen mit MLV.gag transfiziert. Die Expression
erfolgte fiir 24 Stunden. AnschlieBend wurden die Zellen wie in A aufgearbeitet und die Proben mittels SDS-
PAGE und Western-Blot analysiert. Der Nachweis von MLV.gag erfolgte iiber anti-JL8 und die Depletion
wurde iiber anti-Rab7 kontrolliert. (D) Schematische Darstellung der Wirkung von Rab7.dn bzw. der Rab7-
Depletion
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4.4.2 Untersuchung zum Wechselspiel von Rab7 und y2-Adaptin

AnschlieBend wurde tiberpriift, ob iiberschiissiges y2-Adaptin einen dhnlich reduzierenden
Effekt auf Rab7 ausiibt wie auf Komponenten der ESCRT-Kaskade (Vps28, Chmp2A,
Nedd4, Ub) bzw. auf MLV .gag. Hierfiir wurden verschiedene Formen von Rab7 verwendet:
Rab7.wt, Rab7.dn, welches katalytisch inaktiv ist und nur in der GDP-gebundenen Form
vorliegt, konstitutiv-aktives Rab7 (Rab7.ca), welches ausschlieflich in der katalytisch
aktiven, GTP-gebundenen Form vorkommt, und Rab7AC, einer Mutante von Rab7, die
aufgrund der C-terminalen Deletion der Isoprenylierungsstelle nicht mehr an Membranen
assoziieren kann.

HuH-7 Zellen wurden mit Rab7.wt, Rab7.dn, Rab7.ca bzw. Rab7AC und y2-HA bzw. einem
leeren Flag-Vektor als Kontrolle kotransfiziert. Nach dreitdgiger Expression wurden die
Zellen lysiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert, wobei
die Rab7-Konstrukte iiber anti-JL.8 und y2-HA {iber anti-HA nachgewiesen wurden.

Wie Abbildung 20 zeigt, reduziert iiberschiissiges y2-HA alle Rab7-Konstrukte. Die
quantitative Auswertung des Western Blots (Abbildung 20 B) verdeutlicht, dass der Grad der
Reduktion durch iiberexprimiertes y2-HA abhdngig von der katalytischen Eigenschaft der
Rab7-Konstrukte ist. Rab7.dn, welches die funktionell inaktive Form von Rab7 darstellt,
wird am stirksten reduziert, wihrend das konstitutiv-aktive Rab7.ca nur minimal beeinflusst
wird. Dies ist analog zu den Ergebnissen vorausgegangener Versuche anhand von
Komponenten der ESCRT-Kaskade, da deren dominant-negative Formen von y2-HA immer
stirker tangiert werden (Doring et al. 2010).

Daneben wurde auch der Effekt der y2-Depletion auf auf die verschiedenen Rab7-Konstrukte
tiberpriift. Hierzu wurden HuH-7 Zellen mit siRNA gegen y2-Adaptin bzw. Kontroll siRNA
transfiziert. Nach 48 Stunden Depletion erfolgte die Transfektion mit Rab7.wt, Rab7.dn,
Rab7AC und Rab7.ca. Die Triton-Lyse wurde nach 24 Stunden Expression durchgefiihrt und
die Proben wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit anti-JL8 gegen die
Rab7-Konstrukte und anti-AP1G2 gegen endogenes y2-Adaptin analysiert. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 21 dargestellt und zeigen keinen Effekt der y2-Depletion auf die

Gleichgewichtskonzentration der verschiedenen Rab7-Konstrukte.
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Abbildung 20: Wirkung von iiberschiissigem y2-HA auf Rab7

HuH-7 Zellen wurden mit Rab7.wt, Rab7.dn, Rab7.ca bzw. Rab7AC und y2-HA bzw. einem leeren
Flag-Vektor kotransfiziert und nach dreitdgiger Expression lysiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
und Western Blot analysiert. Anti-JL8 wurde zum Nachweis der Rab7-Konstrukte und anti-HA zum
Nachweis von y2-HA verwendet. (A) Ergebnisse aus dem Western Blot, (B) quantitative Auswertung der
Rab7-Banden im Vergleich zur Kontrolle (Rab7.wt/dn/ca/AC + Flag = 100 %)

(Rab7 + Flag = 100 %)
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Abbildung 21: Wirkung von unterschiissigem y2-Adaptin auf Rab7

HuH-7-Zellen wurden mit y2- bzw. Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 48 Stunden Depletion wurden die
Zellen mit Rab7.wt, Rab7.dn, Rab7AC bzw. Rab7.ca transfiziert. Die Triton-Lyse erfolgte nach 24 Stunden
Expression und die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Die Rab7-Konstrukte
wurden iiber anti-JL8 nachgewiesen und die y2-Depletion mit Hilfe von anti-AP1G2.
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Um einen besseren Einblick iiber die Wirkung von iiberexprimierten y2-HA auf die
verschiedenen Rab7-Konstrukte zu erhalten, wurden Immunfluoreszenzfirbungen
angefertigt, bei denen die Zellen jeweils mit y2-HA und Rab7.wt, Rab7.ca, Rab7.dn bzw.
Rab7AC kotransfiziert wurden. Die Zellen wurden nach dreitdgiger Expression mit PFA
fixiert. Die Rab7-Konstrukte sind GFP-markiert und wurden daher nicht iiber Antikorper
angefarbt. y2-HA wurde iiber anti-HA sichtbar gemacht (Abbildung 22).

GFP anti-HA Mischbild

Rab7.dn +y2-HA Rab7.ca + y2-HA Rab7.wt + y2-HA

Rab7AC + y2-HA

Abbildung 22: Subzellulire Lokalisation y2-Adaptin und der Rab7-Konstrukte

HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA und Rab7.wt, Rab7.ca, Rab7.dn und Rab7AC kotransfiziert, auf
Deckgldschen ausgesidt und mit PFA fixiert. Die Rab7-Konstrukte sind mit GFP (griin) markiert und y2-HA
wurde iiber anti-HA (rot) angefirbt. Kolokalisation ist in Gelb dargestellt. Balken & 10 um
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Wie Abbildung 22 verdeutlicht, weisen die Rab7-Konstrukte unterschiedliche subzelluldre
Verteilungen auf. Rab7.wt und Rab7.ca sind in vesikuldren Strukturen angehduft, wihrend
Rab7.dn und Rab7AC diffus in der Zelle verteilt vorliegen. y2-HA zeigt seine typische
zytoplasmatische Verteilung. Auch die starke Reduktion von Rab7.dn durch iiberschiissiges
y2-Adaptin wird in der Immunfluoreszenz bestitigt, da das GFP-Signal bei gleicher
Belichtungszeit viel schwécher ist als in den anderen Pridparaten. Zudem kann
erstaunlicherweise fiir alle Rab7-Konstrukte, unabhingig von deren katalytischer Aktivitét

und zelluldren Lokalisation, eine teilweise Kolokalisation mit y2-HA beobachtet werden.

4.4.3 Untersuchung zur Rolle von y2-Adaptin im Wechselspiel mit Rab7:
Kartierung funktionell wichtiger Doménen

Um zu untersuchen, welche Region von y2-HA fiir die Reduktion von Rab7 wichtig ist,
wurden verschiedene y2-Mutanten, dhnlich wie in 4.2.1, getestet. Da der Effekt von
exogenem y2-HA auf Rab7.dn am stirksten ausfillt, wurde diese Mutante experimentell
untersucht. Es wurden die folgenden y2- und y1-Konstrukte wurden analysiert: y2-HA,
v2A120-300, y2A180-300, y2A220-300, y2A240-300, y2A260-300, y2A280-300, y2A180-193,
v2_CI180T, y2 NEKNH, y2A1-522, y2A528-785, y2AUIM, y1-HA und y2:y1_300.

HuH-7 Zellen wurden mit Rab7.dn und einem leeren Flag-Vektor als Kontrolle bzw. einem
der y2- bzw. yl-Konstrukte kotransfiziert. Nach dreitdgiger Expression wurden die Zellen
lysiert und die Proben im Western Blot mittels anti-JL8 zum Nachweis von Rab7.dn und
anti-HA zum Nachweis der y2-Konstrukte analysiert. Die Ergebnisse des Western Blots sind
in Abbildung 23 A und B dargestellt. Abbildung 23 C zeigt die quantitative Auswertung der
Rab7.dn-Banden im Vergleich zur Flag-Kontrolle (Rab7.dn + Flag = 100 %; n=4).

Erstaunlicherweise unterschied sich das Bild, das diese Kartierung liefert, von dem der
Kartierung fiir den y2-Effekt auf MLV.gag (4.2.1). Rab7.dn wird ausschlielich von
iiberexprimiertem y2-HA, y2A528-785 und abgeschwécht von y2AUIM reduziert, wahrend
alle anderen y2-Konstrukte eher einen steigernden Effekt ausiiben. Auch yI-HA zeigt einen
steigernden Effekt auf die Rab7.dn-Konzentration, wodurch der funktionelle Unterschied
zwischen y2- und yl-Adaptin erneut bestitigt werden konnte. Da die PH-Doménen-
defizienten Mutanten keine Wirkung auf Rab7.dn zeigen, scheint diese Region eine wichtige
Rolle fiir das Wechselspiel zwischen y2-Adaptin und Rab7 zu spielen. Auch wird die
wichtige Rolle des UIM erneut bestdtigt. Da die Deletion des UIM jedoch die Reduktion von
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Rab7.dn nur abschwicht und nicht vollstdndig blockiert, deutet das auf eine im Vergleich

zur potentiellen PH-Doméne untergeordnete Rolle im Zusammenhang mit Rab7 hin.
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Abbildung 23: Wirkung von y2-Mutanten auf Rab7.dn

HuH-7 Zellen wurden mit Rab7.dn und einem leeren Flag-Vektor als Kontrolle bzw. einem der
v2-Konstrukte kotransfiziert und nach drei Tagen Expression lysiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
und Western Blot analysiert, wobei Rab7.dn iiber anti-JL8 und die y2-Konstrukte iiber anti-HA nachgewiesen
wurden. (A) + (B) Ergebnisse aus dem Western Blot, (C) quantitative Auswertung der Rab7-Banden im
Vergleich zur Kontrolle (Rab7.dn + Flag = 100 %; n=4). ,,n“ gibt die Anzahl der Experimente an.
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4.4.4 Rab7 ist ein Interaktionspartner von y2-Adaptin

Da in den Immunfluoreszenzstudien von y2-HA mit den Rab7-Konstrukten zum Teil Ko-
Lokalisationen zu beobachten waren, wurden Ko-Immunprézipitationen durchgefiihrt, um
eine mogliche Interaktion von y2-Adaptin mit Rab7 zu iiberpriifen.

Hierzu wurden HuH-7 Zellen mit y2-HA, Rab7.wt, Rab7.ca bzw. Rab7.dn und einem leeren
Flag-Vektor als Kontrolle bzw. mit y2-HA und Rab7.wt, Rab7.ca bzw. Rab7.dn
kotransfiziert. Nach dreitdgiger Expression wurden die Zellen nach dem Triton-Protokoll
lysiert. Vor der Immunprézipitation wurde eine input-Kontrolle abgenommen. Die
Immunprézipitation erfolgte mit anti-JL8-beschichteten Partikeln. Die Prazipitate wurden in
SDS-Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Die
Immunprézipitation wurde mit anti-JL8 im Western Blot liberpriift und ko-préizipitiertes
v2-HA iiber anti-HA nachgewiesen (Abbildung 24 A). y2-HA wurde sowohl mit Rab7.wt als
auch mit Rab7.ca und Rab7.dn ko-prazipitiert. Somit interagiert y2-Adaptin mit Rab7
unabhéngig von dessen katalytischer Aktivitdt, was jedoch die Frage aufwirft, warum die
katalytische Aktivitdt von Rab7 bei der Reduktion durch iiberexprimiertes y2-HA eine Rolle
spielt. Eine Erklarung liefert ein moglicher Defekt in der Faltung von Rab7.dn, der mit der
katalytischen Inaktivierung einhergehen konnte. y2-Adaptin konnte somit eine Chaperon-
Funktion ausiiben und bevorzugt falsch-gefaltetes Rab7 reduzieren.

Anschliefend wurden Ko-Immunprézipitationen von y2A120-300, y2A180-300 und y2AUIM
mit Rab7.dn durchgefiihrt. y2A120-300 und y2A180-300 wurden ausgewihlt, da ihre
Uberexpression zwar einen reduzierenden Effekt auf MLV.gag, jedoch nicht auf Rab7.dn
zeigt. Y2AUIM reduziert bei Uberexpression sowohl MLV.gag als auch Rab7.dn, wenn auch
im Vergleich zu y2-HA in einer abgeschwichten Form. Das Ergebnis dieser
Ko-Immunprézipitationen ist in Abbildung 24 B dargestellt und zeigt, dass yY2AUIM noch
mit Rab7.dn interagieren kann, wihrend y2A120-300 und y2A180-300 nicht mit Rab7.dn
ko-prézipitiert werden konnten. Dies steht im Einklang mit den Versuchen zur Kartierung
der fiir die Reduktion von Rab7 funktionell wichtigen Doménen von y2-Adaptin und zeigt,

dass eine Interaktion zwischen y2-Adaptin und Rab7 fiir dessen Reduktion notwendig ist.
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Abbildung 24: y2-Adaptin interagiert mit Rab7

Ko-Immunprézipitation von y2-HA und Rab7.wt, Rab7.ca bzw. Rab7.dn (A) und von y2A120-300, y2A180-
300 bzw. y2AUIM und Rab7.dn (B). HuH-7 Zellen wurden transfiziert und nach drei Tagen Expression nach
dem Triton-Protokoll lysiert. Die Immunprézipitation erfolgte mit anti-JL8 beschichteten Partikeln. Vor der
Immunprézipitation wurde jeweils eine input Kontrolle fiir den Western Blot abgenommen. Die Prézipitate
wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen und anschlieBend mittels SDS-PAGE und Western Blot
analysiert. Die input-Kontrolle dient dem Expressionsnachweis der verschiedenen Konstrukte. Der Nachweis
der Immunprézipitation erfolgte iiber anti-JI18. Ko-prizipitiertes y2-HA wurde iiber anti-HA nachgewiesen.
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4.4.5 Die Membranassoziation von y2-Adaptin ist Rab7-unabhéingig

Rab-Proteine rekrutieren ihre Effektor-Proteine an Membranen, dhnlich der ARF-GTPasen
(Kawasaki et al. 2005), die z.B. fiir die Membranassoziation von y1-Adaptin verantwortlich
sind (Takatsu et al. 1998; Lewin et al. 1998). Um zu iiberpriifen, ob Rab7 die
Membranassoziation von 7y2-Adaptin beeinflusst, wurde das Verteilungsmuster von
endogenem y2-Adaptin in Rab7-depletierten Zellen untersucht.

HuH-7 Zellen wurden mit siRNA gegen Rab7 bzw. Kontroll-siRNA transfiziert und nach
dreitdgiger Depletion durch hypotonischen Schock und mechanische Scherkrifte
aufgebrochen. Das Homogenat wurde durch Zentrifugation gereinigt, wodurch das nukleare
Pellet entstand. Der postnukleare Uberstand wurde iiber Ultrazentrifugation in Membran-
und Zytosolfraktion aufgetrennt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot
analysiert. Der Nachweis der Depletion erfolgte {iber anti-Rab7 und endogenes y2-Adaptin
wurde iiber anti-AP1G2 nachgewiesen.

Wie

Abbildung 25 zeigt, wird die Membranassoziation von y2-Adaptin durch die Depletion von
Rab7 nicht beeinflusst. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass bei Rab7-Depletion
weniger endogenes y2-Adaptin in der Zytosol-Fraktion detektiert werden konnte. Dies wirft

die Frage auf, ob zytosolisches y2-Adaptin bei Verlust von Rab7 verstérkt abgebaut wird.

postnukleares — Membran- Zytosol-
Pellet ! Fraktion Fraktion
siNK siRab7 siNK siRab7 siNK siRab7 siNK siRab7 _
—lh 4 =
V—e— i TR o~ . ‘i
- =

-

anti-Rab7

Abbildung 25: Die Membranassoziation von y2-Adaptin ist Rab7-unabhiingig

HuH-7 Zellen wurden mit siRNA gegen Rab7 bzw. Kontroll-siRNA transfiziert. Nach drei Tagen Depletion
wurden die Zellen mechanisch aufgebrochen und der postnukleare Uberstand durch Ultrazentrifugation in
Membran- und Zytosol-Fraktion aufgetrennt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot
analysiert, wobei die Depletion mit anti-Rab7 iiberpriift und endogenes y2-Adaptin iiber anti-AP1G2
nachgewiesen wurde.
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4.4.6 Untersuchung zur funktionellen Wechselwirkung zwischen
v2-Adaptin und Rab7

Es konnte gezeigt werden, dass y2-Adaptin mit Rab7 unabhédngig von dessen katalytischer
Aktivitdt interagiert und dass iiberschiissiges y2-Adaptin Rab7, abhidngig von dessen
katalytischer Aktivitdt, unterschiedlich stark reduziert. MLV.gag wird sowohl durch
exogenes y2-Adaptin als auch durch exogenes Rab7 in seiner intra- und extrazelluldren
Konzentration erniedrigt. Um das Zusammenspiel zwischen y2-Adaptin und Rab7 ndher zu
charakterisieren, wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen eines der beiden Proteine
depletiert wurde, wihrend die Wirkung der Uberexpression des anderen auf MLV.gag
untersucht wurde.

HuH-7 Zellen wurden mit siRNA gegen y2-Adaptin bzw. Kontroll-siRNA transfiziert.
Hierbei wurde die siRNA siy2S1 verwendet. Diese depletiert y2-Adaptin, jedoch nicht
v2A528-785, da dieser Mutante die Ziel-Sequenz von siy2S1 fehlt. Nach zweitdgiger
Depletion wurden die Zellen mit MLV.gag und einem leeren Flag-Vektor als Kontrolle,
Rab7.wt bzw. y2A528-785 kotransfiziert. Nach 24 Stunden Expression wurden die Zellen
lysiert und die VLPs aufgereinigt. Die Proben wurden im Western-Blot analysiert, wobei
anti-JL8 zum Nachweis von MLV.gag bzw. Rab7 und anti-HA zum Nachweis von y2A528-
785 eingesetzt wurden. Die Depletion von y2-Adaptin wurde iiber anti-AP1G2 {iiberpriift.
Das Ergebnis ist in Abbildung 26 A dargestellt und zeigt, dass exogenes Rab7 die
extrazellulire Menge von MLV .gag selbst beim Fehlen von y2-Adaptin reduzieren kann. Bei
y2-Depletion kann jedoch keine Reduktion der intrazelluliren MLV.gag-Menge bei
Uberexpression von Rab7 detektiert werden. Somit schriinkt die Depletion von y2-Adaptin
die Wirkung von exogenem Rab7 ein. Der Effekt von exogenem Rab7 ist somit teilweise
abhingig von y2-Adaptin.

Um zu iiberpriifen, ob der Einfluss von exogenem y2-Adaptin auf MLV.gag Rab7-abhingig
ist, wurden vergleichbare Versuche durchgefiihrt, bei denen nun Rab7 depletiert und y2-HA
tiberexprimiert wurde. Hierfiir wurden die Rab7-siRNAs siRab7#1 und siRab7#3 gegen
Rab7A alleine und eine siRNA gegen Rab7B in Kombination mit siRab7#1 eingesetzt. Die
Depletion von Rab7 wurde im Western Blot iiber anti-Rab7 nachgewiesen, der Nachweis

von MLV.gag erfolgte iiber anti-JL8 und der von y2-HA {iber anti-AP1G2 bzw. anti-HA.
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Abbildung 26: Untersuchung zum Zusammenspiel von y2-Adaptin und Rab7

(A) HuH-7 Zellen wurden mit siy2S1 bzw. Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 48 Stunden Depletion erfolgte
die Transfektion mit MLV.gag und Rab7.wt, y2A528-785 bzw. einem leeren Flag-Vektor als Kontrolle. Nach
24 Stunden Expression wurden die Zellen lysiert und die VLPs aus den Zellkulturiiberstdnden aufgereinigt.
Die Analyse der Proben erfolgte iiber SDS-PAGE und Western Blot (anti-JL8: MLV.gag, Rab7.wt; anti-HA:
v2A528-785; anti-AP1G2: endogenes y2-Adaptin). (B) HuH-7 Zellen wurden mit verschiedenen Rab7-
siRNAs (siRab7#1 und siRab7#3: gegen Rab7A; siRab7B: gegen Rab7B) und Kontroll-siRNA transfiziert.
Nach 48 Stunden Depletion erfolgte die Transfektion mit MLV.gag und y2-HA bzw. einem Kontroll-Vektor.
Die Aufarbeitung und Analyse der Proben erfolgte wie in A, wobei fiir den Nachweis der Depletion anti-
Rab7 verwendet wurde.

* Bei der Ko-Depletion von Rab7A und Rab7B wurde zum Nachweis von y2-Adaptin anti-HA eingesetzt.
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Das Ergebnis der y2-Uberexpression bei Depletion von Rab7 ist in Abbildung 26 B
dargestellt. Fiir die Proben, bei denen nur Rab7A depletiert wurde (siRab7#1 und siRab7#3),
kann kein Effekt der Depletion auf die Reduktion von MLV.gag durch exogenes y2-HA
beobachtet werden. Werden jedoch beide Isoformen Rab7A und Rab7B depletiert, wird die
Wirkung von exogenem y2-HA auf MLV.gag stark abgeschwécht. Dies deutet darauf hin,
dass der reduzierende Einfluss von exogenem y2-HA abhédngig von Rab7 ist, auch wenn

wahrscheinlich noch mehrere Faktoren bei diesem Effekt eine Rolle spielen.

Die monomeren GTPase Rab7 ist an der Fusion der MVBs mit Lysosomen beteiligt. Der
Effekt von Rab7 auf das retrovirale MLV.gag ist vergleichbar zu dem von y2-Adaptin:
Uberexprimiertes Rab7.wt reduziert die intra- und extrazellulire MLV.gag-Konzentration
und {iberschiissiges Rab7.dn bzw. die Rab7-Depletion steigert diese. Rab7 wird durch
iiberschiissiges y2-Adaptin in seiner Gleichgewichts-konzentration reduziert, jedoch bei y2-
Depletion nicht beeinflusst. Die Reduktion von Rab7 durch iiberexprimiertes y2-Adaptin ist
abhingig von seiner katalytischen Aktivitit, da Rab7.dn am stirksten reduziert wird.
Einhergehend mit der katalytischen Inaktivitdt von Rab7.dn kdnnte die Mutation Defekten in
der Proteinfaltung auslosen. Demnach konnte y2-Adaptin eine Chaperon-Funktion
iibernehmen und bevorzugt fehlgefaltetes Rab7 erkennen. Der reduzierende Effekt von
tiberexprimiertem y2-Adaptin auf Rab7 wird wesentlich von der potentiellen PH-Doméne
beeinflusst. Diese Doméne stellt das Interaktionsmodul zwischen Rab7 und y2-Adaptin dar.
Jedoch wird die Membran-Assoziation von y2-Adaptin nicht durch Rab7 beeinflusst,

weshalb y2-Adaptin wahrscheinlich kein klassisches Effektor-Protein von Rab7 darstellt.
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4.5 Identifikation und Charakterisierung eines

potentiellen LIR-Motivs in y2-Adaptin

Im Folgenden wurde die Kopf-Doméne von y2-Adaptin bioinformatisch niher betrachtet und
nach einem Sequenzmotiv gesucht, welches neben dem UIM und der mutmaBlichen
PH-Domine Aufschluss iiber die Funktion von y2-Adaptin geben kann. Die PH-Domine
konnte als Interaktionsmodul fiir Rab7 identifiziert werden, wobei die Feinkartierung der
genauen AS-Sequenz noch aussteht. In der Kopf-Domine von y2-Adaptin wurde durch
in silico-Sequenzanalysen ein potentielles LIR-Motiv an Aminosduren-Position 503-509
entdeckt.

LIR steht fir LC3 interaction region und ist ein Sequenzmotiv, das die Bindung an das
Protein LC3 vermittelt. Die Konsensus-Sequenz des LIR-Motivs ist in Abbildung 27
dargestellt. Sie ist siecben Aminosduren lang und zeichnet sich N-terminal durch drei saure
Aminosduren gefolgt von einer aromatischen Aminosdure und C-terminal durch eine
hydrophobe Aminosdure aus (Johansen und Lamark 2011; Alemu et al. 2012). Das
potentielle LIR-Motiv von y2-Adaptin entspricht mit Ausnahme der mittleren aromatischen

Aminoséure der LIR-Konsensussequenz.

L
D D D
LIR-Motiv F X X I
E E E
v
Potentielles LIR-Motiv in y2-Adaptin
Aminosiuren 503-509 E E E Vv L A L

Optimiertes LIR-Motiv in y2.LIR
Aminosiuren 503-509

Abbildung 27: LIR-Motiv

Die Konsensussequenz des LIR-Motivs ist oben (fett) dargestellt. In der Mitte folgt das potentielle
LIR-Motiv von y2-Adaptin. Dieses wurde durch Mutagenese an die Konsensussequenz angepasst und somit
optimiert und ist unten aufgefiithrt. Die Aminosduren sind nach dem Ein-Buchstaben-Code angegeben, wobei
x fiir eine beliebige Aminosiure steht. Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz sind in blau gezeigt,
die Nicht-Ubereinstimmung ist wei8 hervorgehoben.
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LC3 ist ein Autophagosomen-Marker und wird an Phagophore rekrutiert, wo es die
Autophagosomen-Bildung vorantreibt und an der Rekrutierung spezifischer Substrate fiir die
Autophagie beteiligt ist, indem es mit sogenannten Autophagie-Adaptern interagiert
(Johansen und Lamark 2011). Das potentielle LIR-Motiv kdnnte somit eine Verbindung von
y2-Adaptin zur Autophagie darstellen. Zur Kldrung der Frage, ob es sich dabei um ein
funktionelles LIR-Motiv handelt, wurden zunéchst zwei Mutanten generiert: y2.LIR und
v2.Stop501. y2.LIR trdgt ein optimiertes LIR-Motiv, das in allen Aminosduren der
Konsensussequenz entspricht (Abbildung 27). y2.Stop501 ist eine verkiirzte y2-Mutante, die

an Position 501, also vor dem potentiellen LIR-Motiv, ein Stopp-Codon trégt.

4.5.1 Identifikation und Charakterisierung eines potentiellen LIR-Motivs
in y2-Adaptin: Untersuchungen anhand von y2.LIR und y2.Stop501

Zur Charakterisierung von y2.LIR und y2.Stop501 wurde ihre Wirkung auf MLV.gag
getestet. Als Positivkontrollen dienten hier sowohl y2-HA als auch y2A528-785, da sich
diese Deletionsmutante von y2.Stop501 nur in 27 Aminosduren unterscheidet, jedoch noch
das potentielle LIR-Motiv trdgt. Die y2-Konstrukte sind in Abbildung 28 A schematisch
dargestellt. HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und einem Flag-Vektor, y2-HA, y2.LIR,
v2.Stop501 bzw. y2A528-785 kotransfiziert. Nach Expression fiir drei Tage, wurden die
VLPs aus den Zellkulturiiberstinden aufgereinigt und die Zellen lysiert. Die Analyse der
Proben erfolgte iiber SDS-PAGE und Western Blot. MLV.gag wurde iiber anti-JL8 und die
y2-Konstrukte iiber anti-HA nachgewiesen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 B
dargestellt. Abbildung 28 C zeigt die quantitative Auswertung der MLV.gag-Banden im
Vergleich zur Kontrolle. Wie gezeigt, reduziert y2.LIR die intra- und extrazelluldre
MLV.gag-Menge vergleichbar mit y2-HA und y2A528-785, wihrend y2.Stop501 weder
einen Effekt auf die VLPs noch auf die intrazellulire MLV.gag-Menge zeigt. Diese
funktionelle Inaktivierung von y2.Stop501 im Vergleich zu y2-HA lésst sich nicht als
Konsequenz einer zu groflen Deletion erkldren, denn die dhnlich stark verkiirzte Mutante
v2A528-785 verhdlt sich wie wildtypisches y2-Adaptin. Vielmehr deutet es darauf hin, dass
der Funktionsverlust von y2.Stop501 auf das Fehlen des potentiellen LIR-Motivs

zuruckzufiihren ist.
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Abbildung 28: Wirkung von y2.LIR und y2.Stop501 auf die MLV.gag-Morphogenese

HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und y2-HA, y2.LIR, y2.Stop501, y2A528-785 und einem leeren Flag-
Vektor als Kontrolle kotransfiziert. Nach dreitdgiger Expression wurden die VLPs aufgereinigt und die
Zellen in Triton-Lysepuffer lysiert. Die Analyse der Proben erfolgte iiber SDS-PAGE und Western Blot mit
Hilfe von anti-JL8 (MLV.gag) und anti-HA (y2-Konstrukte). (A) Schematische Darstellung der
v2-Konstrukte, wobei * das optimierte LIR-Motiv symbolisiert. Die Lage des LIR-Motivs in y2-Adaptin ist
durch den grauen Balken angezeigt. (B) Ergebnisse aus dem Western Blot, (C) quantitative Auswertung der
MLV.gag-Banden im Vergleich zur Kontrolle (MLV.gag + Flag = 100 %). ,n*“ gibt die Anzahl der
Experimente an.

4.5.2 Untersuchungen zu y2.LIR

Zur phanotypischen Charakterisierung von y2.LIR, das im Vergleich zu y2-HA ein
optimiertes LIR-Motiv trdgt, wurde die intrazelluldre Lokalisation von y2.LIR und
v2A528-785 bei Koexpression mit LC3-GFP in Immunfluoreszenzuntersuchungen
betrachtet. Hierfiir wurden HuH-7 Zellen mit LC3-GFP und y2.LIR bzw. y2A528-785
kotransfiziert und die Zellen mit PFA fixiert. Der Nachweis der y2-Konstrukte erfolgte iiber

anti-HA, wihrend LC3-GFP aufgrund seiner Autofluoreszenz nicht angefarbt wurde. Die
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Aufnahmen sind in Abbildung 29 A dargestellt und zeigen eine Ko-Lokalisation von
LC3-GFP sowohl mit y2A528-785 als auch mit y2.LIR in Aggregat-artigen Strukturen, bei
denen es sich moglicherweise um Autophagosomen handelt. Auffallend hierbei ist, dass
y2.LIR fast ausschlieBlich an diesen Strukturen lokalisiert ist, wéhrend y2A528-785

zusidtzlich noch die typische zytoplasmatische y2-Féarbung zeigt.

A
GFP anti-HA Mischbild
LC3-GFP +
Y2A528-785
LC3-GFP +
y2.LIR
B
MLV.gag +
v2A528-785(ng) 0 05 1 1,5 2 25 3 0 0 0 0 0 0 0
v2.LIR (ng) 0 0 0 0 0 0 0 05 1 15 2 25 3
+ | Uberstand
95kDa — % PP P vy e o= - - G CED Wy W W) e - anti-JL8
95 kDa —  — — — — D D G N W —— Lysat
—— =1 anti-JL8
C .
160 %
120 %
55’ 80 % Y2A528-785
= ] ——72.LIR
40 %
0% . : - : .
0 0,5 1 15 2 2,5 3 ng DNA

Abbildung 29: Charakterisierung von y2.LIR

(A) Immunfluoreszenzen bei Koexpression von LC3-GFP und y2A528-785 bzw. y2.LIR. LC3-GFP ist in Griin
dargestellt und die y2-Konstrukte, nachgewiesen iiber anti-HA, in Rot. Kolokalisation ist in Gelb gezeigt.
Balken 2 10 pm. (B) HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und steigenden Mengen an y2A528-785 bzw.
y2.LIR kotransfiziert und nach dreitdgiger Expression lysiert. VLPs wurden {iiber Untrazentrifugation
aufgereinigt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot mit anti-JL8 und anti-HA analysiert.
Die Expressionskontrolle der y2-Konstrukte ist hier nicht gezeigt. (C) Quantitative Auswertung: Die relative
Bandenintensitdt der VLPs wurde gegen die steigenden DNA-Mengen der y2-Konstrukte aufgetragen.
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Da die Uberexpression von y2.LIR einen zu y2-HA vergleichbaren Effekt auf MLV.gag.
zeigt, galt es zu priifen, ob y2.LIR diesen Effekt moglicherweise schon bei geringeren
Konzentrationen als y2-HA erzielt. Hierfiir wurde eine Titration der bei der Transfektion
eingesetzten DNA-Mengen durchgefiihrt. StandardméBig werden MLV.gag und y2-HA im
DNA-Verhiltnis 1:4 transfiziert, was bei der Transfektion in der 6-well-Platte einem
Verhiltnis von 1 pg + 3 pg entspricht. HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und y2.LIR bzw.
v2A528-785 in verschiedenen DNA-Verhéltnissen transfiziert, wobei jeweils 1 ug MLV.gag
eingesetzt wurde. y2.LIR bzw. y2A528-785 wurde dabei in 0,5 pg-Schritten von 0 bis 3 pg
eingesetzt und die Gesamtmenge der DNA mit einem Kontroll-Vektor ausgeglichen. Nach
dreitdgiger Expression wurden die VLPs aus dem Zellkulturiiberstand aufgereinigt und die
Zellen lysiert. Die Proben wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und MLV.gag {iber anti-JL8
und die y2-Konstrukte {iber anti-HA im Western Blot nachgewiesen.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 B dargestellt und zeigen keinen Unterschied im Effekt
von lberexprimiertem y2.LIR bzw. y2A528-788 fiir die jeweiligen bei der Transfektion
eingesetzten DNA-Konzentrationen auf MLV.gag. Dies ist auch quantitativ in Abbildung
29 C dargestellt, wobei hier die relative Bandenintensitit der VLPs gegen die bei der
Transfektion eingesetzten DNA-Mengen aufgetragen ist. Die Optimierung des potentiellen
LIR-Motivs filihrte somit zwar zu einer hoheren Ko-Lokalisationsrate mit LC3 an Aggregat-
artigen Strukturen, aber nicht zu einer funktionellen Verbesserung. Daher wurde y2.LIR im

Folgenden nicht weiter untersucht.

4.5.3 Untersuchungen zu y2.Stop501

Zur phanotypischen Charakterisierung der offensichtlich ,,funktionslosen® y2.Stop501-
Mutante wurden zunédchst Immunfluoreszenzfiarbungen durchgefiihrt. Hierzu wurden HuH-7
Zellen mit MLV.gag und y2-HA, y2A528-785, y2.Stop501 bzw. einem leeren Flag-Vektor
als Kontrolle kotransfiziert. Die Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion auf jeweils
zwei Deckgldschen pro Transfektion ausgesit. Vor der Fixierung mit PFA wurde eine Hélfte
der Zellen zur Hemmung des lysosomalen Abbaus mit 20 mM NH4Cl fiir vier Stunden
inkubiert, wiahrend die andere Hilfte in Zellkulturmedium ohne Zusitze kultiviert wurde.
Nach der PFA-Fixierung erfolgte die Anfarbung der y2-Konstrukte iiber anti-HA. MLV.gag
wurde mittels seiner Autofluoreszenz dargestellt. Die Aufnahmen sind in Abbildung 30
gezeigt und wurden mit gleichen Belichtungszeiten durchgefiihrt, um einen quantitativen

Vergleich zwischen den Bildern zu ermdglichen. Es ist zu beobachten, dass die Hemmung
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des lysosomalen Abbaus keinen Einfluss auf die y2-Konstrukte an sich hat. Dies deutet
darauf hin, dass y2-Adaptin bzw. seine Mutanten offensichtlich stabile Proteine sind, die in

dem Zeitfenster von vier Stunden nicht lysosomal abgebaut werden.

keine Behandlung Behandlung: 4h 20 mM NH4Cl
GFP GFP + anti-HA GFP GFP + anti-HA

MLV.gag +y2-HA  MLV.gag + Flag

MLV.gag +
y2A528-785

Abbildung 30: Intrazelluliire Verteilung von MLV.gag mit y2-HA, y2A528-785 bzw. y2.Stop501 in An-
und Abwesenheit lysosomaler Hemmstoffe

HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und y2-HA, y2A528-785, y2.Stop501 bzw. einem leeren Flag-Vektor als
Kontrolle kotransfiziert. Vor der PFA-Fixierung wurden die Zellen nach 48-stiindiger Expression fiir vier
Stunden in An- bzw. Abwesenheit des lysosomalen Hemmstoffs NH,Cl inkubiert. Die y2-Konstrukte wurden
tiber anti-HA angefiarbt, wihrend MLV.gag autofluoresziert. Balken £ 10 um

MLV.gag +
v2.Stop501

Die Reduktion von MLV.gag durch exogenes y2-HA und y2A528-785, die bisher nur im
Western Blot untersucht wurde, konnte in der Immunfluoreszenz bestitigt werden. Auch das

Ausbleiben dieses Effekts bei Uberexpression von y2.Stop501 ist in der Immunfluoreszenz
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deutlich zu erkennen. Vergleicht man die Fluoreszenzaufnahmen in An- und Abwesenheit
von NH4Cl, so kann man eine leichte Steigerung des MLV.gag-Signals bei Zugabe von
NH4CI und Ko-Transfektion mit y2-HA und y2A528-785 beobachten, wihrend das Signal in
der Kontrolle und bei Ko-Transfektion mit y2.Stop501 unbeeinflusst bleibt. Dies unterstiitzt
die Hypothese, dass MLV.gag bei Uberexpression von y2-HA lysosomal abgebaut wird.
NH4Cl hemmt den lysosomalen Proteolyse unabhingig davon, ob die Substrate filir die
Degradation im Lysosom aus MVBs oder Autophagosomen stammen. Daher liefert dieser
Versuch noch keinen Hinweis darauf, ob der Abbau von MLV.gag durch exogenes
y2-Adaptin Autophagie-abhingig erfolgt oder nicht.

In den Immunfluoreszenzstudien konnte keine wesentliche Anderung in der subzelluliren
Verteilung von y2.Stop501 im Vergleich zu y2-HA beobachtet werden. Dennoch wurde eine
moglicherweise verdanderte subzelluldre Lokalisation von y2.Stop501 im Vergleich zu y2-HA
und Yy2A528-785 durch Fraktionierungsstudien untersucht. Fiir die Fraktionierung in
zytosolische und Membran-gebundene bzw. —assoziierte Proteine wurden HuH-7 Zellen mit
v2-HA, y2A528-785 und y2.Stop501 transfiziert und durch differentielle Zentrifugation
aufgearbeitet. Die Proben wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mittels
anti-HA analysiert. Wie Abbildung 31 zeigt, konnte keine verdnderte Membran-Assoziation
von y2.Stop501 im Vergleich zu y2-HA und y2A528-785 beobachtet werden. Das Fehlen der
potentiellen LIR-Domine scheint damit keinen Einfluss auf die Membran-Assoziation von

v2.Stop501 zu haben.
y2-HA  y2A528-785 y2.Stop501
. |- nukleares
- -‘ -

input

- e e

anti-HA

Membran-
- e -

Fraktion

o ‘ Zytosol-
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Abbildung 31: Subzellulire Fraktionierung von y2.Stop501

Auftrennung in Membran- und Zytosolfraktion — HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA, y2A528-785 und
v2.Stop501 transfiziert und nach dreitdgiger Expression unter nativen Bedingungen aufgebrochen. Zellkerne
und nicht aufgebrochene Zellen wurden pelletiert und der postnukleare Uberstand in Membran- und
Zytosolfraktion durch Ultrazentrifugation auf einem Sucrose-Kissen aufgetrennt. Die Analyse der Proben
erfolgte iiber SDS-PAGE und Western Blot mittels anti-HA.
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Da iiberexprimiertes y2.Stop501 MLV.gag nicht reduziert, wurde iiberpriift, ob das fehlende
LIR-Motiv zu einem generellen Funktionsverlust von y2-Adaptin fiihrt. Als ,,Substrate*
wurden die oben beschriebenen y2-Interaktionspartner Vps28, Chmp2A, Nedd4, Ubiquitin
und Rab7.dn verwendet. Es wurden HuH-7 Zellen mit diesen Konstrukten und y2A528-785
als Positivkontrolle, y2.Stop501 bzw. einem leeren Flag-Vektor als Negativkontrolle bei
gleichen DNA-Mengen kotransfiziert. Nach dreitdgiger Expression erfolgte die Lyse. Die
Proben wurden im Western Blot mittels anti-HA gegen die y2-Konstrukte bzw. Ub-HA,
anti-Flag gegen Vps28, Chmp2A und Nedd4 und anti-JL8 gegen Rab7.dn analysiert.

Die Ergebnisse werden in Abbildung 32 gezeigt. Abbildung 32 A zeigt den Effekt auf
Vps28. Wihrend y2A528-785 die zellulire Menge von Vps28 auf 48 % reduziert, kommt es
im Gegensatz dazu bei Ko-Expression mit y2.Stop501 zu einer Steigerung im Vergleich zur
Negativkontrolle. Hingegen bleibt Chmp2A sowohl bei Ko-Expression mit y2A528-785 als
auch mit y2.Stop501 unbeeinflusst (Abbildung 32 B). Nedd4 wird von y2A528-785 auf 68 %
reduziert, wihrend y2.Stop501 auch hier zu einer Erhéhung der Nedd4-Menge im Vergleich
zur Kontrolle fiihrt (Abbildung 32 C). Ahnlich verhilt es sich mit Ub-HA (Abbildung 32 D),
auch wenn hier keine quantitative Auswertung moglich war. Rab7.dn wird, wie bereits
mehrfach beobachtet, am stirksten durch exogenes y2A528-785 reduziert und zeigt bei
Uberexpression von y2.Stop501 keine Reduktion (Abbildung 32 E). Somit zeichnet sich ab,
dass das Fehlen des potentiellen LIR-Motivs eine generelle Funktionseinschrankung von

y2-Adaptin verursacht.
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Abbildung 32: Vergleichende Charakterisierung von y2.Stop501 und y2A528-785
HuH-7 Zellen wurden mit Vps28, Chmp2A, Nedd4, Ub-HA, Rab7.dn und y2A528-785 als Positivkontrolle,
v2.Stop501 bzw. einem Flag-Vektor als Negativkontrolle kotransfiziert. Nach dreitdgiger Expression wurden
die Zellen lysiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert (anti-HA: y2A528-785, y2.Stop501,
Ub-HA; anti-Flag: Vps28, Chmp2A, Nedd4; anti-JL8: Rab7.dn; anti-Aktin: Ladekontrolle). (A) Ergebnis fiir
Vps28, (B) Chmp2A, (C) Nedd4, (D) Ub-HA und (E) Rab7.dn. Die prozentualen Angaben beziehen sich auf
die relative Intensitit der Vps28-, Chmp2A-, Nedd4-, Ub-HA- und Rab7.dn-Banden im Vergleich zur
Negativkontrolle.
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4.6 Untersuchungen zum Wechselspiel von y2-Adaptin
und LC3

Das LIR-Motiv 146t eine mogliche Verbindung zwischen y2-Adaptin und LC3 vermuten.
Daher wurden Immunfluoreszenzstudien durchgefiihrt, bei denen y2-HA zusammen mit
LC3-GFP exprimiert wurde. Hierbei konnte in der Tat eine Ko-Lokalisation von y2-HA mit
LC3-GFP in Aggregat-artigen Strukturen beobachtet werden (Abbildung 33). Somit scheint
das potentielle LIR-Motiv in y2-Adaptin funktionell zu sein.

GFP anti-HA Mischbild

v2-HA + LC3-GFP

Abbildung 33: Ko-Lokalisation von y2-HA und LC3-GFP

HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA und LC3-GFP transfiziert und nach dreitdgiger Expression mit PFA fixiert.
v2-HA wurde iiber anti-HA angefirbt (rot) und LC3-GFP iiber seine Autofluoreszenz (griin) nachgewiesen.
Kolokalisation ist in Gelb dargestellt. Balken £ 10 pm
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Um die LIR-Funktionalitit weiterfilhrend zu priifen, wurden Interaktionsstudien zwischen
v2-HA bzw. y2.Stop501 und LC3-GFP durchgefiihrt. Hierfiir wurden HuH-7 Zellen mit
v2-HA bzw. y2.Stop501 und LC3-GFP bzw. pEGFP-C1 als Kontrolle kotransfiziert und nach
dreitdgiger Expression nach dem Triton-Protokoll lysiert. Vor der Immunprézipitation mit
anti-JL8-beschichteten Partikeln wurde eine input-Kontrolle abgenommen. Die Prézipitate
wurden anschlieBend in SDS-Probenpuffer aufgenommen, wobei fiir die Proben mit
v2.Stop501 SDS-Probenpuffer ohne B-Mercaptoethanol verwendet wurde, da y2.Stop501 im
Proteingel sonst auf der Hohe der schweren Antikorperketten 1duft und die Antikorper unter
nicht-reduzierenden Bedingungen nicht dissoziieren. Die Analyse der Proben erfolgte iiber
SDS-PAGE und Western Blot, wobei die Immunprézipitation iiber anti-JL8 und
ko-prézipitiertes y2-HA iiber anti-HA nachgewiesen wurde. Die Expression der Konstrukte
wurde in der input-Kontrolle tiberpriift.

Als Negativkontrolle diente die Ko-Expression mit pEGFP-C1, bei der weder y2-HA noch
v2.Stop501 in den Préizipitaten nachgewiesen werden kann. Bei Ko-Expression mit
LC3-GFP wird y2-HA ko-préazipitiert, wahrend y2.Stop501 im Prézipitat nicht detektierbar
ist. (Abbildung 34 A) y2-Adaptin kann folglich in LIR-abhingiger Reaktion mit LC3
interagieren.

Um diesen Befund in Immunfluoreszenzuntersuchungen zu erhérten, wurden Farbungen bei
Ko-Expression von y2-HA bzw. y2.Stop501 und LC3-GFP angefertigt. Die Aufnahmen in
Abbildung 34 B zeigen eine Kolokalisation von y2-HA mit LC3-GFP in Aggregat-artigen
Strukturen, wéhrend es bei Ko-Expression von y2.Stop501 und LC3-GFP zu einer
verminderten Ausbildung von solchen LC3-GFP-positiven Strukturen kommt und keine
Ko-Lokalisation von y2.Stop501 und LC3-GFP beobachtet werden kann. Dies bekriftigt die
Ergebnisse der Ko-Immunprizipitation und spricht fiir ein funktionelles LIR-Motiv in

v2-Adaptin.
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Abbildung 34: y2-Adaptin interagiert mit LC3

(A) Ko-Immunprézipitation von y2-HA bzw. y2.Stop501 und LC3-GFP. HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA
bzw. y2.Stop501 und LC3-GFP bzw. pEGFP-C1 als Kontrolle kotransfiziert. Nach dreitdgiger Expression
wurden die Zellen lysiert. Die Immunprézipitation erfolgte nach Abnahme einer input-Kontrolle mit
anti-JL8-beschichteten Partikeln. Die Prizipitate wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen und mittels
SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Hierfiir wurden anti-JL8 fiir LC3-GFP und GFP und anti-HA fiir die
v2-Konstrukte verwendet. (B) Immunfluoreszenzen bei zweitdgiger Ko-Expression von y2-HA bzw.
v2.Stop501 (rot) mit LC3-GFP (griin) und anschliefender PFA-Fixierung. Die y2-Konstrukte wurden iiber
anti-HA angefirbt; Kolokalisation ist in Gelb dargestellt. Balken 2 10 um
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4.7 Untersuchungen zur Rolle von y2-Adaptin in der

Autophagie
Da eine Interaktion zwischen y2-Adaptin und LC3, einem funktionellen Protein im

Autophagie-Weg, nachgewiesen werden konnte, wurde die mogliche Rolle von y2-Adaptin

in der Autophagie untersucht.

4.7.1 Untersuchungen zu y2-Adaptin und p62

LC3 rekrutiert u.a. Autophagie-Adapter an die Phagophore und ermoglicht so den Abbau
dieser Adapter und ihrer Substrate durch Autophagie (Kabeya et al. 2000; Johansen und
Lamark 2011). p62 ist der am besten untersuchte Autophagie-Adapter und an vielen
selektiven Autophagie-Prozessen, oft auch in Kombination mit anderen Autophagie-
Adaptern, beteiligt (Pankiv et al. 2007; Johansen und Lamark 2011). Daher sollte untersucht
werden, ob y2-Adaptin mdglicherweise auch in Kombination mit p62 wirkt. Hierzu wurden
Immunfluoreszenz-Féarbungen angefertigt, bei denen iiberexprimiertes bzw. endogenes
y2-Adaptin gemeinsam mit endogenem p62 angefarbt wurde. HuH-7 Zellen wurden mit
v2-HA, y2A528-785, y2.Stop501 bzw. einem Flag-Vektor transfiziert und nach dreitdgiger
Expression mit PFA fixiert. Endogenes p62 wurde in allen Préparaten iiber anti-p62
angefarbt und endogenes y2-Adaptin in dem Kontroll-Préparat iiber anti-830. Die exogenen
v2-Konstrukte wurden iiber anti-HA nachgewiesen.

Wie in Abbildung 35 dargestellt, zeigen y2-HA, y2A528-785 und y2.Stop501 (rot) die
typische zytoplasmatische Féarbung. Endogenes 7y2-Adaptin (rot) ist ebenfalls
zytoplasmatisch lokalisiert, wobei vermehrt punktuelle Strukturen auftreten. Diese
Strukturen lassen sich vermutlich mit der transienten Lokalisation von y2-Adaptin an MVBs
bzw. moglicherweise auch an Autophagosomen erkldren. p62 (griin) ist im Zytoplasma an
Aggregat-artigen Strukturen zentriert lokalisiert. Es kommt sowohl fiir endogenes
v2-Adaptin als auch fiir y2-HA, y2A528-785 und y2.Stop501 zur teilweisen Ko-Lokalisation
mit p62. Dies ist iiberraschend, da die Ko-Lokalisation somit nicht im Zusammenhang mit
der Funktionalitdt von y2-Adaptin zu stehen scheint. Daher wurde p62 im Zusammenhang

mit y2-Adaptin zunichst auch nicht weiter verfolgt.
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jﬂti-p(ﬁ anti-830 / anti-HA Mischbild
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Abbildung 35: Subzellulire Lokalisation von y2-Adaptin und p62

HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA, y2A528-785, y2.Stop501 und einem Flag-Vektor transfiziert und nach
dreitdgiger Expression mit PFA fixiert. Alle Prdparate wurden mit anti-p62 angefirbt (griin). Endogenes
v2-Adaptin (rot) wurde im Flag-transfizierten Pridparat iiber anti-830 und die y2-Konstrukte (rot) in den
iibrigen Prédparaten iiber anti-HA nachgewiesen. Kolokalisation ist in Gelb dargestellt. Balken £ 10 um
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4.7.2 LC3 als Marker fiir das Mal} der Autophagie

LC3 kommt als zytoplasmatisches LC3-I und als Membran-assoziiertes LC3-1I vor. LC3-II
ist am Phagophor lokalisiert und an der Innen- und AuBlenseite der Autophagosomen. Damit
kann es nur zum Teil als LC3-I in das Zytoplasma zuriick gewonnen werden, wéhrend
LC3-1I an der Innenseite der Autophagosomen durch Autophagie abgebaut wird. Das
LC3-II/ LC3-I Verhiltnis gibt somit Aufschluss iiber das Mal} der Autophagie, wenn es im
Vergleich von Zellen in An- und Abwesenheit lysosomaler Hemmstoffe betrachtet wird.
(Mizushima und Yoshimori 2007; Kabeya et al. 2000)

Zundchst wurde die Wirkweise von LC3 als Marker der Autophagie iiberpriift, indem
untransfizierte Zellen unter Autophagie-stimulierenden und —inhibierenden Bedingungen in
An- und Abwesenheit von NH4Cl analysiert wurden. Zur Induktion der Autophagie wurden
EBSS, ein Aminoséure-freies Medium, und Rapamycin verwendet. Die Autophagie wurde
durch 3-MA inhibiert. Die Inkubation erfolgte jeweils in An- und Abwesenheit von NH4CI.
AnschlieBend wurden die Zellen in SDS-Probenpuffer lysiert. Die Proben wurden direkt
iiber SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-LC3 im Western Blot analysiert. Abbildung 36 A
zeigt schematisch das zu erwartende LC3-Bandenmuster unter normalen Bedingungen, bei
Induktion oder Inhibition der Autophagie, jeweils mit und ohne lysosomale Hemmung. Bei
Autophagie-Induktion kommt es zu einer Steigerung von LC3-II im Vergleich zur Kontrolle,
welche durch lysosomale Hemmstoffe weiter verstarkt wird. Die Hemmung der Autophagie
fiihrt hingegen zu keiner Anderung im LC3-Bandenmuster im Vergleich zur Kontrolle, auch
nicht bei Zugabe von NH4CI.

Die Wirkweise der zur Inhibition (rot) bzw. Induktion (griin) der Autophagie eingesetzten
Substanzen ist in Abbildung 36 B schematisch dargestellt. Ndhrstoffmangel und Rapamycin
induzieren die Autophagie, indem sie den mTOR-Komplex inhibieren. Der mTOR-Komplex
wirkt als negativer Regulator der Autophagie. Ein weiterer die Autophagie regulierender
Komplex ist der Phagophor-induzierende PI3-Kinase-Komplex, der durch 3-MA inhibiert
wird. NH4Cl ist ein lysosomaler Hemmstoft, der die Anséduerung der Lysosomen inhibiert.
Abbildung 36 C zeigt die Ergebnisse des LC3-Western Blots bei Autophagie-Induktion bzw.
-Inhibition untransfizierter HuH-7 Zellen in An- und Abwesenheit von NH4Cl. Sie
entsprechen dem in Abbildung 36 A dargestellten Schema, so dass sichergestellt ist, dass
sich der LC3-Western Blot im verwendeten Zellkultur-System als Marker fiir das Mal} der
Autophagie eignet.

Darauthin wurde iiberpriift, ob y2-Adaptin den Mechanismus der Autophagie induzieren

kann. Hierfiir wurden HuH-7 Zellen mit y2-HA, y2A528-785 und einem Flag-Vektor als
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Kontrolle transfiziert und nach dreitégiger Expression fiir vier Stunden mit NH4ClI inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen in SDS-Probenpuffer lysiert und die Proben mittels SDS-
PAGE und Western Blot analysiert. Anti-HA diente hierbei dem Nachweis der
v2-Konstrukte und anti-LC3 dem Nachweis von LC3-I und LC3-II. Wie Abbildung 36 D
zeigt, dndert sich das LC3-Bandenmuster bei Uberexpression von y2-HA und y2A528-785 in
An- und Abwesenheit von NH4Cl genauso wie in der Kontrolle. Somit kann y2-Adaptin die
Autophagie nicht induzieren. Dies wird noch deutlicher, wenn man die LC3-I- und LC3-II-
Banden quantifiziert und den Anstieg des LC3-II / LC3-1 Verhéltnis bei lysosomaler
Hemmung mit dem bei Autophagie-Induktion durch Rapamycin vergleicht (Abbildung 36
E). Der Wert fiir y2-HA, y2A528-785 und Flag als Kontrolle sind in etwa gleich hoch,
wihrend der fiir Rapamycin um mehr als das vierfache hoher liegt.

Da sich die LC3-Banden bei Zugabe von 3-MA nicht von denen der Kontrolle
unterscheiden, wurde die Wirkung von 3-MA in der Fluoreszenz visuell iiberpriift. HuH-7
Zellen wurden mit LC3-GFP transfiziert und nach zweitdgiger Expression iiber Nacht mit
Rapamycin, 3-MA bzw. Zellkulturmedium ohne weitere Zusétze als Kontrolle inkubiert. Die
Zellen wurden in PFA fixiert und im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Abbildung 36 F zeigt
die entsprechenden Aufnahmen. Die Wirkung von Rapamycin und 3-MA konnte bestétigt
werden. Bei Inkubation mit Rapamycin steigt die Anzahl der Aggregat-artigen Strukturen im
Vergleich zur Kontrolle an, wéhrend sie bei 3-MA Behandlung stark absinkt. Mit 3-MA
behandelte Zellen zeigen hingegen eine viel stirkere diffuse Hintergrundfirbung als die
Kontrolle und Rapamycin behandelte Zellen (nicht gezeigt). Damit ist die Wirkung von
Rapamycin und 3-MA auch in der Fluoreszenz bestitigt und die Grundlage fiir weitere

Versuche mit diesen Substanzen geschaffen.
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Abbildung 36: LC3 als Marker fiir das Maf} der Autophagie

(A) Schematische Darstellung des LC3-Bandenmusters bei Induktion und Inhibition der Autophagie in An-
und Abwesenheit lysosomaler Hemmstoffe. (B) Wirkweise der zur Induktion (griin) und Inhibition (rot) der
Autophagie eingesetzten Substanzen. (C) LC3-Western Blot (anti-LC3) untransfizierter Zellen bei
vierstiindiger Autophagie-Induktion bzw. -Inhibition in An- und Abwesenheit von NH,C1 und anschliefender
Lyse in SDS-Probenpuffer. (D) LC3-Western Blot (anti-LC3) nach dreitigiger Uberexpression von y2-HA
bzw. y2A528-785 (anti-HA), vierstiindiger Inkubation mit und ohne NH4Cl1 und anschlieBender Lyse in SDS-
Probenpuffer. (E) Anstieg des LC3-II / LC3-1 Verhiltnis bei lysosomaler Hemmung fiir Rapamycin im
Vergleich zu Flag-, y2-HA- und y2A528-785-transfizierten Zellen. (F) LC3-transfizierte Zellen wurden iiber
Nacht mit Rapamycin bzw. 3-MA inkubiert und anschliefend mit PFA-fixiert. LC3-GFP ist griin dargestellt.
Balken 2 10 pm
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4.7.3 LDH als Marker fiir das Mal} der Autophagie

Der LC3-Western Blot hat gezeigt, dass y2-Adaptin die Autophagie nicht induzieren kann.
Dies sollte anhand eines weiteren Autophagie-Markers bestétigt werden. Hierzu wurde LDH
(Laktatdehydrogenase) gewdihlt, welches ausschlielich iiber Autophagie abgebaut wird
(Kopitz et al. 1990). Da die Gesamtmenge an LDH in der Zelle aber konstant gehalten wird,
wurden keine Vollzelllysate untersucht, sondern aus Lysaten préparierte Mikrosomen, die
u.a. Autophagosomen und Lysosomen beinhalten.

HuH-7 Zellen wurden mit y2A528-785, y2.Stop501 und einem Flag-Vektor als Kontrolle
transfiziert und die Mikrosomen nach zweitdgiger Expression und vierstiindiger Behandlung
mit bzw. ohne NH4Cl pripariert. Die Zellen wurden durch hypotonischen Schock und
mechanische  Scherkrifte aufgebrochen und anschlieBend die Zellkerne, nicht
aufgebrochenen Zellen und groBe Zelltriimmer pelletiert. Der postnukleare Uberstand wurde
auf einem Sucrose-Kissen bei 40 000 rpm und 4°C fiir eine Stunde zentrifugiert. Das dabei
entstandene Mikrosomen-Pellet wurde in TBS gelost und das enthaltene LDH mit Hilfe
eines LDH-Assays quantifiziert. Der LDH-Wert der Proben ohne NH4Cl wurde zu dem Wert
bei lysosomaler Hemmung ins Verhiltnis gesetzt. Der beobachtete Anstieg des LDH-Werts
bei Zugabe von NH4Cl im Vergleich zu unbehandelten Zellen ist in Abbildung 37
dargestellt. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen y2A528-785- und den
Kontroll- bzw. y2.Stop501-transfizierten Zellen beobachtet werden. Damit ist bestétigt, dass

v2-Adaptin per se die Autophagie nicht induzieren kann.

Anstieg des LDH-Werts nach NH4Cl
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Kontrolle
v2A528-785
v2.Stop501

Abbildung 37: LDH alsMarker fiir das Mafl der Autophagie

HuH-7 Zellen wurden mit y2A528-785, y2.Stop501 bzw. einem Flag-Vektor als Kontrolle transfiziert und
nach zweitdgiger Expression fiir vier Stunden mit bzw. ohne NH4CI inkubiert. Die Mikrosomenpréparation
erfolgte nach nativem Zellaufschluss durch Ultrazentrifugation auf einem Sucrose-Kissen. Das
Mikrosomenpellet wurde in TBS gelost und dem LDH-Assay unterzogen. Das Balkendiagramm zeigt den
Anstieg des LDH-Werts bei lysosomaler Hemmung im vergleich zu unbehandelten Zellen.
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4.7.4 Autophagie-Induktion und MLV.gag

Obgleich y2-Adaptin die Autophagie nicht induzieret, scheint MLV.gag bei
v2-Uberexpression vermutlich Autophagie-abhiingig abgebaut zu werden. Daher galt es die
Frage zu beantworten, ob die Induktion der Autophagie die intra- und extrazelluldre
MLV .gag-Konzentration beeinflussen kann.

Hierfiir wurden HuH-7 Zellen mit MLV.gag und y2-HA, y2A528-785, y2.Stop501 bzw.
einem leeren Flag-Vektor kotransfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurde das
Medium gegen DMEM / 10 % FCS bzw. EBSS, zur Induktion der Autophagie, ausgetauscht.
Nach weiteren 48 Stunden wurden die VLPs aufgereinigt und die Zellen lysiert. Die Proben
wurden im Western Blot mit anti-JL8 gegen MLV.gag und anti-HA gegen die y2-Konstrukte
analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 38 aufgefiihrt und zeigt, dass der Effekt von
tiberexprimiertem y2-Adaptin auf MLV.gag durch die Induktion der Autophagie nicht
beeintrichtigt ist und die Induktion der Autophagie keinen Einfluss auf intra- und
extrazellulires MLV.gag hat. Dies deutet auf eine Rolle von y2-Adaptin in der selektiven
Autophagie hin, die bei Autophagie-Induktion von den nicht-selektiven Autophagie-

Prozessen ,,iiberstrahlt* wird.

DMEM /10 % FCS EBSS 48h
» = » =
o : 2
& B2 = S @ =
W L g9 @ T g @
o 2 8 e 2 8k
+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+
=14 en =10] =11] en =T1] =11} =11}
[av] (3] [+ < l":‘. (1] (1] 1]
H B =2 B8 2 3 3 A
= =z =2 =2 2
77]
[~
95— — — * x|
- = _|HE
=
95— - - -
95— r— -
Zle
72— ol
g3
o e j —-— |
=
g
e ———e— — — —— —
=

Abbildung 38: Wirkung der Autophagie-Induktion auf die MLV.gag-Morphogenese

HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und y2-HA, y2A528-785, y2.Stop501 und einem Flag-Vektor als
Kontrolle kotransfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurde das Zellkulturmedium erneuert bzw. gegen
EBSS ausgetauscht. Nach weiteren 48 Stunden wurden die VLPs aus dem Zellkulturiiberstand aufgereinigt
und die Zellen lysiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. MLV.gag wurde
iiber anti-JL8 und die y2-Konstrukte {iber anti-HA nachgewiesen. Anti-Aktin diente als Ladekontrolle.
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4.7.5 Autophagie-Inhibition und MLV.gag

Darauthin wurde untersucht, ob die Inhibition der Autophagie den Effekt von exogenem
v2-Adaptin auf MLV.gag relativieren kann.

HuH-7 Zellen wurden mit y2A528-785, y2.Stop501 bzw. einem leeren Flag-Vektor als
Kontrolle kotransfiziert. Nach 48-stiidiger Expression wurden die Zellen fiir weitere 12
Stunden in An- und Abwesenheit von 10 mM 3-MA inkubiert. Die VLPs wurden aus dem
Zellkulturiiberstand aufgereinigt und die Zellen lysiert. Die Proben wurden im Western Blot
analysiert, wobei MLV.gag iiber anti-JL8 und die y2-Konstrukte iiber anti-HA nachgewiesen
wurden. Abbildung 39 A zeigt das Ergebnis aus dem Western Blot, wobei das Signal der
VLPs in den Kontrollen duBlerst schwach ausfillt. Dennoch ist eine Tendenz der VLP-
Steigerung bei Autophagie-Inhibition zu erkennen. Betrachtet man die MLV.gag-Banden in
den Lysaten, so wird deutlich, dass die intrazellulire Menge bei Zugabe von 3-MA ansteigt
(Abbildung 39 B). Bei Uberexpression von y2A528-785 fillt dieser Anstieg am Stirksten aus
und liegt bei fast 100 %. Dadurch wird deutlich, dass die Inhibition der Autophagie den
Effekt von exogenem y2-Adaptin auf MLV.gag relativieren kann.
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Abbildung 39: Wirkung der Autophagie-Inhibition auf die MLV.gag-Morphogenese

HuH-7 Zellen wurden mit MLV.gag und y2A528-785, y2.Stop501 und einem Flag-Vektor als Kontrolle
kotransfiziert. Nach 48 Stunden Expression wurde fiir 12 Stunden 10 mM 3-MA bzw. dH,0 als Kontrolle
zum Medium gegeben. Die Zellen wurden in Triton-Lysepuffer lysiert und die VLPs aufgereinigt. Die
Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot iiber anti-JL8 (MLV.gag) bzw. anti-HA
(y2-Konstrukte). Anti-Aktin diente als Ladekontrolle. (A) Ergebnisse aus dem Western Blot. (B) Relativer
Anstieg der Intensitdt der MLV.gag-Banden nach Autophagie-Inhibition durch 3-MA.
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4.7.6 Autophagie-Inhibition durch Depletion von Autophagie-
Katalysatoren

Die Autophagie kann auch durch eine Depletion fiir sie wichtiger Proteine gehemmt werden.
Daher wurde untersucht, welche Wirkung die Depletion solcher Proteine auf den Effekt von
exogenem Yy2-Adaptin auf MLV.gag zeigt. Hierfiir wurde die Depletion von Atg5, Atgl6,
LC3 und p62 untersucht.

HuH-7 Zellen wurden mit siRNA gegen Atg5, Atgl6, Atg5 plus Atgl6, LC3B, LC3A und
p62 und Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 48-stiindiger Depletion erfolgte die Transfektion
mit MLV.gag und y2A528-785 bzw. einem leeren Flag-Vektor als Kontrolle. Nach 24
Stunden Expression wurden die VLPs aus dem Zellkulturiiberstand aufgereinigt und die
Zellen lysiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse der Proben iiber SDS-PAGE und Western
Blot mit Hilfe von anti-JL8 gegen MLV.gag und anti-HA gegen y2A528-785.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 40 dargestellt, wobei A das Ergebnis aus dem Western
Blot zeigt. Erstaunlicherweise zeigt die Depletion von Atg5 und Atgl6 alleine bzw. in
Kombination keinen Einfluss auf den reduzierenden Effekt von exogenem y2A528-785 auf
MLV.gag. Jedoch ist extrazellulires MLV.gag an sich gerade bei Ko-Depletion von Atg5
und Atgl6 schon stark reduziert. Die Depletion von LC3 zeigt hingegen eine Abschwichung
der Reduktion von MLV.gag durch y2A528-785, sowohl bei den VLPs als auch besonders in
den Lysaten. Dies bestdtigt die bereits vermutete LC3-Abhéngigkeit dieses Effekts.
MLV.gag wird durch die Depletion von p62 sowohl intra- als auch extrazelluldr sehr stark
reduziert. Dennoch fiihrt die Expression von y2A528-785 zu einer noch stirkeren Reduktion.
y2-Adaptin kann MLV.gag somit auch ohne p62 reduzieren. Die Tatsache, dass die
Depletion von p62 einen #hnlichen Effekt wie die Uberexpression von y2A528-785 zeigt,
lasst vermuten, dass p62 und y2-Adaptin nicht gemeinsam wirken, sondern vielleicht als

Gegenspieler fungieren.
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Abbildung 40: Wirkung der Depletion von Autophagie-Katalysatoren auf die MLV.gag-Morphogenese
Die Depletion mit siRNAs gegen Atg5, Atgl6, LC3 und p62 erfolgte fiir 48 Stunden. Danach wurden die
Zellen mit MLV.gag und y2A528-785 bzw. einem Flag-Vektor kotransfiziert. Nach 24 Stunden wurden die
VLPs aufgereinigt und die Zellen lysiert. Die Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und Western
Blot iiber anti-JL8 gegen MLV.gag und anti-HA gegen y2A528-785.

In y2-Adaptin wurde ein LIR-Motiv an AS-Position 503-509 identifiziert. Das Fehlen dieses
Motivs in y2.Stop501 fiihrt zur generellen Funktionseinschrankung von y2-Adaptin. Die
subzelluldre Verteilung von y2-Adaptin wird durch den Verlust des LIR-Motivs jedoch nicht
beeinflusst. Ein LIR-Motiv kann die Interaktion mit dem Autophagie-spezifischen Protein
LC3 vermitteln. Es konnte gezeigt werden, dass y2-Adaptin, nicht aber y2.Stop501, mit LC3
interagiert und in der Zelle an Aggregat-artigen Stukturen ko-lokalisiert. Damit besitzt y2-
Adaptin Eigenschaften eines Autophagie-Adapters. Autophagie-Adapter vermitteln die
selektive Autophagie, indem sie ihre spezifischen Substrate iiber ihre Interaktion mit LC3 an
Phagophore heran fiihren. Fiir eine Rolle von y2-Adaptin in der selektiven Autophagie
spricht auch, dass MLV.gag bei y2-Uberexpression Autophagie-abhingig abgebaut wird,
jedoch iiberschiissiges y2-Adaptin die Autophagie per se nicht induzieren kann. y2-Adaptin
konnte iiber sein UIM ubiquitinierte Proteine oder iiber seine Interaktion mit Proteinen an

spaten endosomalen Strukturen diese als Substrate der selektiven Autophagie zufiihren.
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4.8 Identifizierung moglicher y2-Substrate

v2-Adaptin scheint eine Rolle im selektiven Abbau durch Autophagie zu spielen. Um diese
Rolle ndher beschreiben zu konnen, wurde nach weiteren Substraten gesucht, die durch

Uberexpression von y2-Adaptin selektiv abgebaut werden.

4.8.1 7y2-Adaptin und Proteine der Rab-Familie

Rab7 ist ein Interaktionspartner von y2-Adaptin und wird entsprechend seiner katalytischen
Aktivitdt unterschiedlich stark von exogenem y2-Adaptin reduziert. Um zu iiberpriifen, ob
dieser Effekt charakteristisch fiir Rab7 ist oder fiir alle Proteine der Rab-Familie gilt, wurden
exemplarisch Versuche mit Rab4, Rab5 und Rab11 durchgefiihrt.
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Abbildung 41: y2-Adaptin und Rab5, Rab5 bzw. Rab11

HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA bzw. einem Flag-Vektor und Rab4.wt, Rab4.dn, Rab5.wt, Rab5.dn,
Rabll.wt bzw. Rabl1l.dn kotransfiziert und nach dreitdgiger Expression in Triton-Lysepuffer lysiert. Die
Analyse der Proben erfolgte iiber SDS-PAGE und Western Blot mit anti-JL8 gegen die Rab-Proteine und
anti-HA gegen y2-HA. (A) Ergebnisse aus dem Western Blot, (B) quantitative Auswertung der Rab-Banden
im Vergleich zur Kontrolle.
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Rab4 und Rab5 sind an frithen Endosomen lokalisiert und Rab4 ist fiir recycling-Prozesse
verantwortlich (van der Sluijs et al. 1992), wihrend Rab5 die Fusion von friihen Endosomen
und endozytierten Vesikeln katalysiert (Gorvel et al. 1991; Bucci et al. 1992). Rabl1 ist an
der Exozytose von endosomalen recycling-Vesikeln beteiligt (Casanova et al. 1999; Ren et
al. 1998).

HuH-7 Zellen wurden mit GFP-markiertem Rab4, Rab5 bzw. Rabll, jeweils in
wildtypischer und dominant-negativer Form, und y2-HA bzw. einem Flag-Vektor als
Kontrolle kotransfiziert. Nach dreitdgiger Expression wurden die Zellen lysiert und die
Lysate im Western Blot analysiert. Die Rab-Proteine wurden dabei iiber anti-JL8
nachgewiesen und y2-HA iiber anti-HA. Abbildung 41 A zeigt die Ergebnisse aus dem
Western Blot und B die quantitative Auswertung der Rab-Banden in Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle. Fiir Rab4, Rab5 und Rab11 konnte unabhingig von deren katalytischer
Aktivitdt keine signifikante Reduktion durch iiberschiissiges y2-HA beobachtet werden.
Somit scheint der reduzierende Effekt von iiberexprimiertem y2-Adaptin auf Rab7 spezifisch

Zu sein.

4.8.2 y2-Adaptin und GFP, RhoB bzw. GFP-8

Als weitere mogliche Substrate von y2-Adaptin wurden GFP, RhoB und GFP-8 getestet.
GFP ist ubiquitdr in der Zelle verteilt und ein Fremdkorper fiir diese. RhoB ist eine
monomere GTPase, die am endozytotischen Vesikel-Transpot beteiligt ist und gemeinsam
mit den Signal-Kinasen und Wachstumsfaktorenrezeptoren, deren Transport sie katalysiert,
lysosomal abgebaut wird (Pérez-Sala et al. 2009). GFP-8 ist ein kiinstliches Konstrukt aus
GFP und der endo-lysosomalen Lokalisationssequenz aus RhoB.

HuH-7 Zellen wurden mit GFP, RhoB bzw. GFP-8 und y2-HA bzw. einem Flag-Vektor als
Kontrolle kotransfiziert und nach dreitdgiger Expression lysiert. Die Proben wurden im
Western Blot mit anti-HA gegen y2-HA und anti-JL8 gegen GFP, RhoB und GFP-8
analysiert. Als Ladekontrolle wurde Aktin {iber anti-Aktin nachgewiesen. Das Ergebnis ist in
Abbildung 42 dargestellt und zeigt weder fiir GFP (A) noch fiir RhoB und GFP-8 (B) eine
Reduktion durch exogenes y2-HA. GFP, RhoB und GFP-8 sind somit keine Substrate von

y2-Adaptin und bestitigen somit dessen Selektivitit.
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Abbildung 42: y2-Adaptin und GFP, RhoB bzw. GFP-8

HuH-7 Zellen wurden mit y2-HA bzw. Flag und GFP (A), RhoB bzw. GFP-8 (B) kotransfiziert und die
Zellen nach dreitdgiger Expression in Triton-Lysepuffer lysiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. Anti-HA diente dem Nachweis von y2-HA und anti-JL8 dem Nachweis von GFP,
RhoB und GFP-8. Als Ladekontrolle wurde Aktin iiber anti-Aktin nachgewiesen.

4.8.3 y2-Adaptin und weitere potentielle Substrate

Um die Charakteristika der selektiven y2-Substrate ndher einzugrenzen, wurde ein screen
mit verschiedenen potentiellen Substraten durchgefiihrt. Hierfiir wurden Proteine
ausgewadhlt, die an verschiedenen Stellen in der Zelle lokalisiert sind und unterschiedliche
Funktionen ausiiben. Zudem wurden Proteine mit und ohne Verbindung zu Ubiquitin bzw.
Ubiquitin-Ligasen untersucht sowie virale Proteine als Fremdkorper innerhalb der Zelle. Ein
weiteres Kriterium war auch die Untersuchung von Proteinen in ihrer wildtypischen und
dominant-negativen Form.

Ihre Ko-Expression gemeinsam mit y2A528-785, y2.Stop501 bzw. einem Flag-Vektor als
Kontrolle erfolgte in HuH-7 Zellen. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die Proben
im Western Blot analysiert. yY2-HA wurde iiber anti-HA nachgewiesen. Als Ladekontrolle
diente Aktin. Die untersuchten Proteine sind mit ihrer Lokalisation, ihrer Verbindung zu
Ubiquitin und dem zum Nachweis verwendeten Antikorper in Tabelle 16 aufgefiihrt. Die
Ergebnisse des screens sind in Abbildung 43 gezeigt. Erneut konnte eine Selektivitit der von

exogenem 7v2-Adaptin beeinflussten Proteine gezeigt werden. Alle Proteine, die von
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iiberexprimiertem y2A528-785 reduziert werden, werden von y2.Stop501 nicht beeinflusst,

was dessen Funktionsverlust durch das fehlende potentielle LIR-Motiv erneut bestitigt.

Tabelle 16: Untersuchte potentielle y2-Substrate

Lokalisation = Verbindung zu Ub Antikorper

/ Ub-Ligasen

YFP-ER ER - anti-JL8
YFP-Golgi  Golgi - anti-JL8
Eps15D3A2  Zytoplasma + anti-JL8
Eps15D3 Zytoplasma + anti-JL8
Hsc70.wt Zytoplasma + anti-JL8
Hsc70.dn Zytoplasma + anti-JL8
Rab33.wt Zytoplasma - anti-JL8
Rab33.dn Zytoplasma - anti-JL8
HPV16 L1 Zellkern * + anti-312F
HPV16 L2 Zellkern * + anti-L2-1
Alix Zytoplasma + anti-HA
AlixABro Zytoplasma + anti-HA
AlixAV Zytoplasma - anti-HA
GFP-NLS Zellkern - anti-JL8

* bei starker Uberexpression auch im Zytoplasma lokalisiert

Das YFP-ER-Fusionsprotein ist ein 16sliches ER-Marker-Protein, welches in das Lumen des
ER transloziert wird und im ER-Lumen verbleibt. YFP-Golgi ist ein in der Golgi-Membran
verankertes Fusions-Protein. (Mades et al. 2012) Beide Proteine besitzen keine Verbindung
zum Ubiquitin-Apparat. Sie werden durch y2A528-785 nicht reduziert (Abbildung 43 A).
Eps15D3A2 ist eine katalytisch aktive Mutante von Epsl15, wihrend Eps15D3 inaktiv ist
(Spoden et al. 2008). Beide Proteine werden von y2A528-785 reduziert, wobei die
katalytisch inaktive Form Eps15D3 am stérksten reduziert wird (Abbildung 43 B). Eps15 ist
ist ein Adapter-Protein, welches an der Endozytose, u.a. von EGF und Transferrin, beteiligt
ist (Carbone et al. 1997). Epsl5 trigt zwei UIMs und kann iiber eines der beiden
ubiquitinierte Proteine binden (Regan-Klapisz et al. 2005).

Hsc70 spielt u.a. eine wichtige Rolle im degradativen System. Zusammen mit seinem
Ko-Chaperon CHIP (C-terminus of Hsc70-interacting protein), einer Ubiquitin-Ligase,
markiert es Proteine fiir den Ubiquitin-abhdngigen Abbau im Proteasom. Gemeinsam mit
Lamp2A vermittelt Hsc70 die Chaperon-abhidngige Autophagie am Lysosom (Liu et al.
2012). Zudem wird Hsc70 auch eine Rolle bei der Mikroautophagie an spdten Endosomen
zugeschrieben. Hierbei werden zytoplasmatische Proteine durch Hsc70 an MVBs heran

gefiihrt und bei der ILV-Abschniirung ESCRT-abhéngig in ILVs verpackt (Sahu et al. 2011).
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Hsc70.wt und Hsc70.dn wurden bei Ko-Expression von y2A528-785 bzw. y2.Stop501
untersucht, wobei beide Proteine durch y2A528-785 reduziert werden, nicht aber durch
v2.Stop501. Die Reduktion von Hsc70.dn durch iiberexprimiertes y2A528-785 fillt im
Vergleich zu der von Hsc70.wt deutlich starker aus (Abbildung 43 B).

Abbildung 43 C zeigt die Ergebnisse fiir Rab33.wt, Rab33.dn, HPV16 L1 und HPV16 L2.
Rab33 wird in beiden Formen stark von y2A528-785 reduziert. Rab33 gehdrt zur Familie der
Rab-Proteine. Es ist an Golgi-Membranen lokalisiert und vermittelt den retrograden
Transport zwischen Golgi und ER (Sandoval und Simmen 2012). Zudem interagiert Rab33
mit Atgl6 und ist dadurch am Membrantransport fiir das Phagophor-Wachstum beteiligt
(Itoh et al. 2008).

HPV16 L1 und L2 sind virale Hiillproteine mit einer nuklearen Lokalisations-Sequenz. Sie
sind im Zellkern an PML-bodies lokalisiert und liegen nur bei starker Uberexpression im
Zytoplasma vor. (Florin et al. 2002) An PML-bodies werden eine Vielzahl von Proteinen
modifiziert, z.B. durch Sumoylierung, Ubiquitinierung, Phosphorylierung oder Acetylierung
(Lallemand-Breitenbach und Thé 2010). HPV16 L1 wird durch y2A528-785 reduziert,
HPV16 L2 hingegen nicht. Dies ldsst sich damit erkléren, dass die HPV16 L1 Expression
sehr stark ist und damit vermutlich keine ausschlielich nukleare Lokalisation vorliegt,
wiahrend HPV16 L2 nur duBlerst schwach exprimiert ist (Abbildung 43 C zeigt sehr kurze
Exposition fiir L1 und eine lange Belichtung fiir L.2).

Alix ist ein zytoplasmatisches Adapter-Protein mit multiplen Funktionen, z.B. in der
Biologie von Membranen, der Zytokinese und der ESCRT-abhingigen Freisetzung einiger
umbhiillter Viren. Alix stellt ein akzessorisches Protein der ESCRT-Kaskade dar und kann
mit der ESCRT-I-Untereinheit Tsg101 und der ESCRT-III-Untereinheit Chmp4 interagieren.
Die Brol-Doméne in Alix vermittelt die Interaktion mit Chmp4. (Odorizzi 2006) Zudem
besitzt Alix eine Ubiquitin-bindende V-Domaéne. Die Alix-Mutante AlixABro besitzt diese
V-Domine noch, wihrend sie AlixAV fehlt. Alix und AlixABro werden durch y2A528-785
reduziert, wahrend AlixAV unbeeinflusst bleibt. GFP-NLS ist im Zellkern lokalisiert, besitzt
keine Verbindung zu Ubiquitin und wird durch Uberexpression von y2A528-785 nicht
reduziert (Abbildung 43 D).

Die Ergebnisse aus dem screen und allen vorausgegangenen Versuchen deuten darauf hin,
dass die selektiven y2-Substrate als charakteristische Merkmale eine zytoplasmatische

Lokalisation und eine Verbindung zu Ubiquitin besitzen.
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Abbildung 43: Screen zu moglichen selektiven Substraten von y2-Adaptin

HuH-7 Zellen wurden mit y2A528-785, y2.Stop501 bzw. einem Flag-Vektor als Kontrolle und YFP-ER, YFP-
Golgi (A); Eps15D3A2, Eps15D3, Hsc70.wt, Hsc70.dn (B); Rab33.wt, Rab33.dn, HPV16 L1, HPV16 L2 (C);
Alix, AlixBro, AlixAV bzw. GFP-NLS (D) kotransfiziert. Die Lyse erfolgte nach dreitdgiger Expression in

Triton-Lysepuffer. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot (anti-JL8, anti-HA, anti-312F,
anti-L2-1 und anti-Aktin) analysiert.
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Tabelle 17: Zusammenfassung aller untersuchten ,,Substrate® von y2-Adaptin

Zielprotein Lokalisation Verbindung zu y2-Adaptin ‘
3§ = g o =
»n S = O
e L E = 8 £ |z E
= § £ 5 g 25 2 | = &
£255. 253 232 £ |5
T8 25E38 & 55 2| &
Alix + + + - +
AlixABro + + + - +
AlixAV + - + - -
Chmp?2 + + + - -
EGF + + - -
EIAV.gag + + - + ++
Eps15D3 (dn) + + + - ++
Eps15D3A2 + + + - +
GFP ubiquitér - - + -
GFP-8 + + + - - + -
GFP-NLS + - - + -
HIV.gag + + + - + ++
HPV16 L1 to+ - + +
HPV16 L2 to+ - + -
Hsc70.dn + + + - ++
Hsc70.wt + + + - +
MLV.gag + + - + ++
Nedd4 + + + + - +
Rabll.dn + + + - -
Rab11.wt + + + - -
Rab33.dn + + + - +
Rab33.wt + + + - +
Rab4.dn + + + - -
Rab4.wt + + + - -
Rab5.dn + + + - -
Rab5.wt + + + - -
Rab7.ca + + + - -
Rab7AC + + - +
Rab7.dn + + + - ++
Rab7.wt + + + - +
RhoB + + - + - -
Ub-HA ubiquitér + ++
Vps28 + + + - +
YFP-ER + - + -
YFP-Golgi + + - + -
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S5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es die, physiologische Funktion von y2-Adaptin zu charakterisieren. Die
Ergebnisse dieser und vorausgegangener Arbeiten deuten auf eine Rolle von y2-Adaptin im
degradativen Transportsystem der Zelle hin.

y2-Adaptin ist an spdten Endosomen bzw. MVBs lokalisiert (Rost et al. 2006; Hartmann-
Stiihler und Prange 2001). Anderungen in der zelluliren y2-Konzentration fiihren zu
Umgestaltungen der MVB-Morphologie (Lambert et al. 2007; Rost et al. 2008). Diese
verdnderten MVBs sind dhnlich zu den Kompartimenten der Klasse E, die bei der Inhibition
der ESCRT-Kaskade, die die Abschniirung von ILVs in das Lumen der MVBs hinein
katalysiert, entstehen (Bishop und Woodman 2000). Gemeinsam mit dem Befund, dass
Anderungen in der Konzentration von y2-Adaptin eine Auswirkung auf endogene und
exogene Substrate des endo-lysosomalen Proteintransports haben, ldsst dies eine

regulatorische Rolle von y2-Adaptin in diesem zelluldren Transportsystem vermuten.
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NGD™.

Abbildung 44: Schematische Darstellung des Effekts von iiberschiissigem y2-Adaptin in der Zelle
Die Uberexpression von y2-Adaptin fiihrt zur verminderten Freisetzung von VLPs, was sich mit der Blockade
der ESCRT-Kaskade durch exogenes y2-Adaptin erkldren lisst. Gleichzeitig fiihrt die y2-Uberexpression zum
vermehrten Abbau von endogenen und exogenen Substraten des endo-lysosomalen Transportsystems.
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Endogene Substrate wie z.B. EGF und ubiquitinierte Proteine werden bei y2-Uberexpression
vermehrt und bei y2-Depletion weniger stark lysosomal abgebaut (Rost et al. 2008). Exogene
Substrate des endo-lysosomalen Proteintransports sind u.a. HBV und einige retrovirale Gag-
Polyproteine, die in ihrer Freisetzung durch iiberschiissiges y2-Adaptin blockiert werden
(Lambert et al. 2007; Doring et al. 2010) und deren intrazelluldre Konzentration durch ihren
vermehrten lysosomalen Abbau reduziert wird. Der verstirkte lysosomale Abbau von Gag-
Polyproteinen bei y2-Uberexpression erfolgt nur, wenn diese fihig sind in das Lumen der
MVBs hinein zu knospen (z.B. HIV und MLV in HuH-7 Zellen), um dann durch Fusion der
MVBs mit der Plasmamembran freigesetzt zu werden. EIAV.gag knospt in HuH-7 Zellen an
der Plasmamembran und wird durch iiberschiissiges y2-Adaptin auch in seiner Freisetzung
blockiert. Die intrazelluliren EIAV.Gag-Proteine werden hier jedoch in Detegenz-unlosliche
Strukturen sequestriert und nicht abgebaut. (Doring et al. 2010) Bei y2-Depletion kommt es
zur vermehrten Ausschleusung von retroviralen VLPs. Die Wirkung der Depletion und

Uberexpression von y2-Adaptin ist in Abbildung 44 Abbildung 45 schematisch dargestellt.

extrazelluldrer Raum @

virus like particles bzw. Exosomen

Plasmamembran ESCRT

y2-Depletion:

Zytoplasma
vermehrte Ausschleusung von VLPs, die ins Lumen
der MVBs knospen
reduzierter Abbau von Substraten des endo-
lysosomalen Abbauweges o
ESCRT,

70
MVB

Abbildung 45: Schematische Darstellung des Effekts von depletiertem y2-Adaptin in der Zelle
Die Depletion von y2-Adaptin hat keine Auswirkungen auf die ESCRT-Kaskade und beeinflusst daher auch
nicht die ESCRT-abhidngige Knospung von VLPs an der Plasmamembran. Es kommt vielmehr zu einem
verminderten Abbau von endogenen und exogenen Substraten des endo-lysosomalen Transportsystems,
womit eine vermehrte Freisetzung von VLPs, die in das Lumen der MVBs hinein knospen, und
wahrscheinlich von Exosomen ermdglicht ist.
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Die ESCRT-Kaskade katalysiert die ILV-Abschniirung an MVBs. Retroviren konnen an der
Plasmamembran oder in das Lumen der MVBs hinein knospen. Dafiir rekrutieren sie die
ESCRT-Kaskade iiber sog. late-Domidnen. Dabei katalysiert die ESCRT-Kaskade die
Abschniirung weg vom Zytoplasma. Das retrovirale EIAV.gag knospt ESCRT-abhédngig an
der Plasmamembran. Bei Uberexpression von y2-Adaptin ist diese VLP-Abschniirung
blockiert (Doring et al. 2010). Dies deutet darauf hin, dass 7y2-Adaptin an der
Plasmamembran, und wahrscheinlich auch an den MVBs, als negativer Regulator der
ESCRT-Kaskade wirkt. Zugang erhdlt y2-Adaptin hierbei iiber seine Interaktionspartner
Nedd4 (Rost et al. 2008), ein ECSRT-akzessorisches Protein, und Vps28 bzw. Chmp2A,
zwei Komponenten der ESCRT-Kaskade (Doring et al. 2010).

Die genauen Interaktionsmodule fiir Vps28 und Chmp2A sind in y2-Adaptin noch nicht
identifiziert. Jedoch kénnen das UIM und die PH-Domine ausgeschlossen werden. Thre
Mutation fiihrt zwar zu funktionellen Einschrinkungen von y2-Adaptin, jedoch findet eine
Interaktion dieser Mutanten mit Vps28 und Chmp2A noch statt. Der genaue
Regulationsmechanismus der ESCRT-Kaskade durch y2-Adaptin bleibt jedoch noch unklar.
Nabheliegend ist, dass liberschiissiges y2-Adaptin seine ESCRT-assoziierten Interaktions-
partner bindet und diese dadurch ,,inaktiviert”. Jedoch konnte eine solche Konkurrenz bisher
nicht gezeigt werden, da die Ko-Expression der einzelnen Interaktionspartner mit y2-Adaptin
dessen reduzierende Wirkung auf MLV.gag nicht relativieren kann.

Defekte in der ESCRT-Kaskade und ihre Dysregulation sind mit verschiedenen Krebsarten
und neurodegenerativen Krankheiten assoziiert. Die Entstehung von Krebs ist dabei auf eine
Storung in der Regulation von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, wie z.B. EGFR, zuriickzufiihren,
welche u.a. die Proliferation und Differenzierung von Zellen steuern (Saksena und Emr
2009). In neurodegenerativen Krankheiten, wie z.B. der Alzheimerschen oder
Parkinsonschen Erkrankung, fiihrt die Storung der ESCRT-Kaskade zu einem verminderten
Protein-Abbau, wodurch die Bildung von Aggregaten begiinstigt wird (Saksena und Emr
2009). Hierbei wird davon ausgegangen, dass eine defekte ESCRT-Kaskade zusétzlich auch
den Abbau der Protein-Aggregate durch Autophagie blockiert (Manil-Segalén et al. 2012).
Die genaue Regulation der ESCRT-Kaskade ist daher von grofer Bedeutung und erfolgt auf
mehreren Ebenen. Eine wichtige Rolle spielt dabei die Ubiquitinierung und
De-Ubiquitinierug von Substrat-Molekiilen, aber auch von einigen Komponenten der
ESCRT-Kaskade (Wright et al. 2011; Eden et al. 2012). Die Regulation der ESCRT-
Kaskade erfolgt liber akzessorische Proteine der ESCRT-Kaskade. Neben Ubiquitin-Ligasen

und de-ubiquitinierenden Enzymen (DUBs) handelt es sich hierbei um Proteine, die die
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Assoziation und Dissoziation der ESCRT-Kaskade steuern, z.B. iiber die Regulation der
Vps4-Aktivitit, (Roxrud et al. 2010). Ein negativer Regulator der ESCRT-Kaskade ist z.B.
SCAMP3 (secretory carrier membrane protein 3), welches mit den Substraten der ESCRT-
Kaskade um die Bindung an ESCRT-0 und -I konkurriert (Aoh et al. 2009; Roxrud et al.
2010). Eine vergleichbare Wirkung konnte y2-Adaptin als negativer Regulator der ESCRT-

Kaskade austiben.

Die Wirkung von iiberschiissigem y2-Adaptin ist spezifisch fiir den endo-lysosomalen
Proteintransport, da z.B. Transferrin in seiner Aufnahme und seinem Transport von
v2-Adaptin nicht beeinflusst wird (Doring et al. 2010). EGFR und TR (Transferrin-Rezeptor)
werden beide nach der Bindung ihrer Liganden von der Plasmamembran internalisiert und zu
friihen Endosomen transportiert. An den Endosomen trennen sich die Transportrouten der
beiden transmembranen Rezeptoren: wihrend EGFR in ILVs verpackt und spdter im
Lysosom abgebaut wird (Huotari und Helenius 2011), wird TR inaktiviert und an die
Plasmamembran zuriickgefiihrt (Mayle et al. 2012). Als Transportsignal fiir den lysosomalen
Abbau von EGFR dient dessen Modifikation mit Ubiquitin. Eine artifizielle Ubiquitinierung
vom TR verhindert seine Riickfilhrung an die Plasmamembran und fiihrt zu seinem

lysosomalen Abbau (Raiborg et al. 2002).

Als Ubiquitin-Adapter fiir EGFR ist u.a. Hrs, eine Untereinheit von ESCRT-0, beschrieben.
Die Depletion von Hrs inhibiert den EGFR-Abbau (Bache et al. 2003b) und fiihrt zu einer
stark verminderten Anzahl an MVBs, einer verminderten Membran-Assoziation von
ESCRT-I und vergroBerten endosomalen Strukturen (Bache et al. 2003a). Die Expression
dominant-negativer Hrs-Mutanten fiihrt zur Inhibition der ILV-Abschniirung und des EGFR-
Abbaus (Lloyd et al. 2002). Neben der Sortierung ubiquitinierter Transmembran-Proteine fiir
den lysosomalen Abbau, bindet Hrs auch K63-ubiquitinierte, zytosolische Proteine und dient
somit gemeinsam mit STAM auch der Sortierung l6slicher Proteine, die fiir den Abbau im
Lysosom und nicht im Proteasom bestimmt sind (Nathan et al. 2013).

Auch y2-Adaptin besitzt charakteristische Merkmale eines Ubiquitin-Adapters: es kann
Ubiquitin iiber sein UIM binden (Rost et al. 2006) und interagiert mit der Ubiquitin-Ligase
Nedd4, durch die es selbst ubiquitiniert werden kann (Rost et al. 2008). Diese gekoppelte
Modifikation mit Ubiquitin ist typisch fiir Ubiquitin-Adapter (Hoeller et al. 2006).
y2-Adaptin konnte somit auch eine Adapter-Funktion filir ubiquitinierte Fracht-Molekiile im

endo-lysosomalen System zugeschrieben werden. Die Bedeutung der Bindung von Ubiquitin
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an y2-Adaptin fiir seine Funktion ist jedenfalls nicht von der Hand zu weisen. Die UIM-
Deletionsmutante von y2-Adaptin ist funktionell eingeschrénkt, wenn man ihre Wirkung auf
MLV.gag und Rab7.dn im Vergleich zum Wildtyp betrachtet. Die Bindung von Ubiquitin
scheint damit fiir die Funktion von 7y2-Adaptin notwendig zu sein. Dabei ist nicht
auszuschlieen, dass y2-Adaptin neben seinem UIM noch andere UBDs besitzen konnte.
PH-Dominen besitzen u.a. Ubiquitin-bindende Eigenschaften, wie z.B. die GLUE-Domine
in EAP45 (Slagsvold et al. 2005). Moglicherweise fiihrt die Deletion des UIM nur zu einer
funktionellen Einschrankung und zu keinem vollstindigen Funktionsverlust, da y2-Adaptin
tiber seine PH-Doméne und mogliche andere Sequenzmotive noch Ubiquitin binden kann.
Die Bedeutung von Ubiquitin fiir die Funktionsweise von y2-Adaptin wird auch dadurch
hervorgehoben, dass bisher alle identifizierten potentiellen y2-Substrate eine Verbindung
zum Ubiquitin-Apparat aufweisen. Fiir y2-Adaptin ist eine Rolle als Ubiquitin-Adapter im
endo-lysosomalen Transportsystem vergleichbar zu der von Hrs denkbar, wobei y2-Adaptin

zusitzlich regulatorische Funktionen zu besitzen scheint.

Ein weiterer bekannter Ubiquitin-Adapter im endo-lysosomalen System ist GGA3 (golgi-
associated, y-Adaptin homologue, Arf-binding). GGAs sind monomere Ubiquitin- und
Clathrin-bindende Adapter, die den Transport transmembraner, monoubiquitinierter Proteine
vom TGN zum Endosom (GGA1l, GGA2) bzw. in das Lumen der MVBs hinein (GGA3)
vermitteln (Babst 2004; Pelham 2004).

Fiir GGA3 wird eine mit Hrs vergleichbare Funktion vermutet, da es ebenfalls mit Tsgl01
interagiert (Puertollano und Bonifacino 2004). Sowohl die Depletion als auch die
Uberexpression von GGA3 fiihrt, dhnlich wie die von y2-Adaptin, zu vergroBerten
endosomalen Strukturen. Jedoch entsprechen diese bei Uberexpression von GGA3 nicht den
Kompartimenten der Klasse E. Die Depletion von GGA3 fiihrt, dhnlich wie die von
y2-Adaptin, zu einer Akkumulation von EGF. Sie hat jedoch weitreichendere Folgen auf den
endosomalen Proteintransport als die Depletion von y2-Adaptin, da bei GGA3-Depletion
auch der Transferrin-Transport beeintrichtigt ist. (Puertollano und Bonifacino 2004) Auch
die Uberexpression von GGA3 zeigt einen zu y2-Adaptin vergleichbaren inhibitorischen
Effekt auf die retrovirale VLP-Freisetzung. Jedoch ist dieser im Gegensatz zu dem von
y2-Adaptin durch die Uberexpression von Ubiquitin relativierbar und beruht auf einer
Storung der Arf-Funktion und damit auf einer falschen Lokalisation der retroviralen Gag-

Polyproteine. (Joshi et al. 2009)
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y2-Adaptin kann sowohl zytosolisch, als auch Membran-gebunden vorliegen, jedoch ist der
Mechanismus der Membranrekruiterung noch unverstanden. Im Gegensatz zu yl-Adaptin
und GGA3 erfolgt die Membranbindung jedoch unabhingig von Arfl (Takatsu et al. 1998).
Neue Hinweise auf den Mechanismus der Membranassoziation von y2-Adaptin konnten in
dieser Arbeit nicht gefunden werden, da die subzellulire Verteilung von y2-Adaptin

unabhingig von seiner PH-Doméne und seinem LIR-Motiv ist.

Uberschiissiges y2-Adaptin fiihrt zum vermehrten Abbau von endogenen und exogenen
Substraten des endo-lysosomalen Proteintransports. Eine mogliche Erklarung fiir dieses
Phidnomen konnte eine Rolle von y2-Adaptin bei der Fusion der MVBs mit den Lysosomen
liefern. Rab7 ist an diesem Fusionsprozess beteiligt (Vonderheit und Helenius 2005) und
zeigt bei Uberexpression bzw. Depletion eine, mit der von y2-Adaptin vergleichbare
Wirkung auf die intra- und extrazellulare MLV .gag-Konzentration.

Fiir die Fusion der MVBs mit den Lysosomen sind die ESCRT-, HOPS- (homotypic fusion
and vacuole protein sorting) und SNARE-Komplexe (synaptosome-associated protein
receptor) essentiell (Luzio et al. 2010). Neben der ILV-Abschniirung sind einige ESCRT-
Komponenten (z.B. Chmp2B, Chmp3 und Chmp5) auch an der MVB-Lysosom-Fusion
beteiligt (Metcalf und Isaacs 2010). Dies wurde in Drosophila- und Sdugerzellen, nicht
jedoch in der Hefe, beobachtet. y2-Adaptin, welches in der Hefe nicht vorkommt, interagiert
mit Vps28 und Chmp2A, zwei Komponenten der ESCRT-Kaskade, und erhilt so Zugang zu
dieser. Auch auf den HOPS- und SNARE- Komplex konnte y2-Adaptin indirekt Einfluss
nehmen, da es mit Rab7 interagiert.

Der HOPS-Komplex ist ein Rab7-Effektor (Price et al. 2000), der gleichzeitig auch als
Rab7-GEF fungiert (Wurmser et al. 2000). Als GEF verstairkt HOPS das Rab7-Signal,
wihrend es als Rab7-Effektor die Membranfusion {iber die Interaktion mit t-SNAREs
(target-SNARE) katalysiert (Price et al. 2000).

Die MVB-Lysosom-Fusion wird auf Seiten von Rab7 durch Rubicon reguliert. Rubicon ist
ein negativer Regulator von Rab7 und hemmt die Reifung der Endosomen. Rubicon
sequestriert UVRAG (UV radiation resistance-associated gene), einen Aktivator von HOPS.
Aktives Rab7 konkurriert mit UVRAG um die Bindung an Rubicon und fiihrt so zur
Freisetzung von UVRAG und damit indirekt zu seiner eigenen Aktivierung. (Sun et al.
2010). In diesem Zusammenhang wire eine Rolle von y2-Adaptin als Gegenspieler von

Rubicon, also als positiver Regulator von Rab7 denkbar. Dem widerspricht jedoch die
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Beobachtung, dass y2-Adaptin mit Rab7 unabhingig von dessen katalytischer Aktivitét
interagiert und damit kein ,,klassischer* Spieler im Rab7-Zyklus zu sein scheint. Dennoch ist
eine regulatorische Funktion von y2-Adaptin nicht auszuschlieBen, da der reduzierende
Effekt von iiberschiissigem y2-Adaptin auf Rab7 abhingig von dessen GTP/GDP-Status ist.
Dies lédsst sich damit erkldren, dass y2-Adaptin im Falle von Rab7.dn nicht mit Rab7-
Effektoren um die Interaktion mit Rab7 konkurrieren muss und diese Konkurrenz bei
Rab7.ca im Vergleich zu Rab7.wt noch verstirkt ist, da Effektoren nur mit GTP-
gebundenem Rab7 interagieren konnen (Stenmark und Olkkonen 2001). Diese Erkldrung
beruht auf der Annahme, dass die Mutation in Rab7.dn nur zu einer katalytischen
Inaktivierung und zu keiner falschen Faltung des Proteins fiihrt (Vonderheit und Helenius
2005). Bei einem Faltungsdefekt konnte vy2-Adaptin auch eine Chaperonfunktion
tibernehmen und dariiber den lysosomalen Abbau steuern. Eine mogliche Chaperon-
Funktion von y2-Adaptin konnte auch erkldren, warum dominant-negative Mutanten von
iiberexprimiertem y2-Adaptin stets am stirksten reduziert werden. Hier bleibt aber die
Spezifitdt der Substrat-Erkennung von y2-Adaptin noch unklar.

Die Annahme, dass y2-Adaptin die Funktion von Rab7 positiv regulieren konnte, wird auch
dadurch gestiitzt, dass y2-Adaptin liber seine PH-Doméne mit Rab7 interagiert.
PH-Dominen dienen hiufig als Interaktionsmodule fiir monomere GTPasen (z.B. der Rho-
und Rac-Proteinfamilie) und die entsprechenden Proteine erfiillen dabei in der Regel
regulatorische Funktionen (z.B. GEF-Funktion) (Rebecchi und Scarlata 1998).

Als positiver Regulator von Rab7 miisste y2-Adaptin diesem funktionell nachgeschaltet sein.
Bei Depletion von y2-Adaptin reduziert exogenes Rab7 die Freisetzung der VLPs, kann
jedoch die Steigerung der intrazelluliren MLV.gag-Menge durch depletiertes y2-Adaptin
nicht relativieren. Exogenes Rab7 kann somit die Fusion der MVBs mit der Plasmamembran
verhindern, aber gleichzeitig verhindert die Depletion von y2-Adaptin einen vermehrten
lysosomalen Abbau. Die Inhibition der Fusion der MVBs mit der Plasmamembran lisst sich
tiber RILP, einen Rab7-Effektor, erklidren, welcher mit dem Dynein-Dynaktin-Komplex
interagiert und den Transport von spiten Endosomen von der Zellperipherie hin zur
perinuklearen Region vermittelt (Jordens et al. 2001). Die Inhibition des lysosomalen
Abbaus bei Verlust von y2-Adaptin trotz exogenem Rab7 deutet darauf hin, dass y2-Adaptin
Rab7 tatsdchlich funktionell {ibergeordnet ist und sein Fehlen die HOPS-abhédngige Fusion
der MVBs mit den Lysosomen verhindert, wihrend der zum MTOC gerichtete Transport
iiber RILP noch stattfinden kann.
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Abbildung 46: y2-Adaptin ist Rab7 funktionell nachgeschaltet

Bei y2-Depletion katalysiert Rab7 den Transport spater Endosomen entlang der Mikrotubuli iiber RILP, kann
jedoch die Fusion mit den Lysosomen nicht mehr steuern.

Neben der Fusion der vollstindigen Zellorganellen, konnte der vermehrte Abbau bei
v2-Uberexpression auch auf einem gesteigerten vesikuliren Transport zwischen den MVBs
und den Lysosomen beruhen. Ein solcher Transport wire vergleichbar mit der durch
AP-Komplexe vermittelten Vesikelabschniirung und der anschlieBenden Fusion mit dem
jeweiligen Zielorganell (Ohno 2006).

y2-Adaptin gilt als Mitglied der Clathrin-Adapter-Proteinfamilie, weshalb eine zu den
AP-Komplexen vergleichbare Funktion nicht ausgeschlossen werden kann. Bei den
Substraten der AP-Komplexe handelt es sich ausschlieBlich um Transmembran-Proteine,
wéhrend zu den angenommenen y2-Substraten auch zytoplasmatische Proteine zéhlen.

Eine vesikuldre Transportroute zwischen spiaten Endosomen und Lysosom ist in der Literatur
fiir den AP3-Komplex beschrieben (Odorizzi et al. 1998). Jedoch scheint AP-3 auch an der
Ubiquitin-unabhingigen und Alix-abhéngigen Verpackung von Substraten in ILVs beteiligt
zu sein (Dores et al. 2012). Eine zu AP-3 vergleichbare, jedoch Ubiquitin-abhingige
Funktion von y2-Adaptin im vesikuldren Transport zwischen MVB und Lysosom kann nicht
ausgeschlossen werden, wurde jedoch nicht weiter untersucht. Eine solche vesikuldre
Transportroute von fiir den Abbau bestimmten Substraten zwischen MVBs und Lysosomen

wird in der Literatur jedoch auch als unwahrscheinlich diskutiert (Luzio et al. 2000).
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Alternativ konnte y2-Adaptin auch eine Schalter-Funktion zwischen der Fusion der MVBs
mit der Plasmamembran zur Freisetzung von Exosomen und der Fusion mit den Lysosomen
wahrnehmen. Hinweise fiir eine Rolle von y2-Adaptin als Schalter zwischen MVBs und
Lysosomen liefert eine 2009 von Riider ef al. beschriebene Interaktion mit EBAGY (estrogen
receptor-binding fragment-associated antigen 9). Der Ansatz zur Untersuchung einer
moglichen Schalter-Funktion von y2-Adaptin zwischen lysosomalen Abbau und Exosomen-
Freisetzung lieferte bisher keine eindeutigen Erkenntnisse.

Das Protein EBAGY wird ubiquitir, aber bevorzugt in Ostrogen-abhingigen Tumoren,
exprimiert und katalysiert die Freisetzung sog. lytischer Granula durch Fusion Lysosomen-
verwandter Kompartimente mit der Plasmamembran. Diese Freisetzung tritt in EBAG9-
knockout-Mausen verstirkt auf, weshalb EBAG9 als negativer Modulator der Morphogenese
bzw. der Fusion dieser Lysosomen-verwandten Kompartimente mit der Plasmamembran
bezeichnet wird. y2-Adaptin und EBAGY9 wurden als Gegenspieler klassifiziert, wobei
v2-Adaptin die Freisetzung der lytischen Granula begiinstigen sollte. (Riider et al. 2009) Die
Ergebnisse dieser und vorausgegangener Arbeiten deuten jedoch vielmehr darauf hin, dass

y2-Adaptin die Fusion der MVBs mit den Lysosomen begiinstigen wiirde.

Der y2-abhéngigen Abbau von Rab7 und Vps28 widerspricht einer Rolle von y2-Adaptin bei
der Fusion der MVBs mit den Lysosomen bzw. im vesikuldren Transport von den MVBs zu
den Lysosomen. Rab7 und Vps28 sind an der Aulenseite der MVBs lokalisiert und kénnen
bei MVB-Lysosomen-Fusion nicht in das Lumen der Lysosomen gelangen, um dort
abgebaut zu werden. Zudem liefert die MVB-Lysosomen-Fusion nur dann eine plausible
Erklirung fiir den vermehrten lysosomalen Abbau bei y2-Uberexpression, wenn die ILV-
Abschniirung dabei nicht beeintrachtigt ist. EIAV.gag schniirt seine VLPs ESCRT-abhingig
an der Plasmamembran ab. Diese Freisetzung wird durch {iberschiissiges y2-Adaptin
blockiert und EIAV.gag in Detergenz-unldslichen Aggregaten sequestriert. Die Depletion
von y2-Adaptin hat hingegen keinen Einfluss auf die EIAV.gag-Morphogenese. (Doring et
al. 2010)

An der Plasmamembran wird die ESCRT-abhidngige VLP-Abschniirung somit durch
tiberschiissiges y2-Adaptin gehemmt. Ob iiberexprimiertes y2-Adaptin auch an den MVBs
als negativer Regulator der ESCRT-Kaskade wirkt, ist noch nicht abschlieBend geklart.
Jedoch fiihren Anderungen in der y2-Konzentration zu verinderten endosomalen Strukturen,

die den Kompartimenten der Klasse E entsprechen (Lambert et al. 2007; Rost et al. 2008).
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Kompartimente der Klasse E wurden urspriinglich 1992 in der Hefe als prid-Vakuolen-
dhnliche Zellorganellen beschrieben (Raymond et al. 1992). Sie entstehen durch Defekte in
der MVB-Morphogenese. In Saugerzellen fiihrt z.B. die Depletion von TsglO1 zu
vergroferten endosomalen Strukturen, die sich iliber eine mehrfache Zisternenbildung
auszeichnen (Doyotte et al. 2005). Diese Zisternen entstehen durch Invagination an der
MVB-Membran ohne ILV-Abschniirung. Hierdurch kommt es zu multiplen Sortierungs-
defekten und damiz zu einer verldngerten Signalwirkung und Halbwertszeit von EGFR. Die
fiir den lysosomalen Abbau bestimmten Substrate akkumulieren an den Kompartimenten der
Klasse E und werden nicht abgebaut (Emily M. Coonrod and Tom H. Stevens, 2010). Die
Entstehung der Kompartimente der Klasse E beruht auf der Inhibition der ESCRT-Kaskade
und kann durch artifizielle Aktivierung von ESCRT relativiert werden (Russell et al. 2012).
Zusatzlich beruht der Mechanismus der Klasse E-Morphogenese auf Defekten in der
Rab5/Rab7-Konversion, die die Reifung endosomaler Strukturen steuert (Russell et al.
2012). Rab5 und sein Effektor CORVET (class C core vacuole/endosome tethering), die die
Fusion frither endosomaler Strukturen steuern (Solinger und Spang 2013), akkumulieren an
Kompartimenten der Klasse E. Auch kommt es zur Akkumulation von Rab7, jedoch nicht
von seinem fiir die Fusion mit den Lysosomen notwendigen Effektor HOPS. Die Blockade
der Rab5/Rab7-Konversion an endosomalen Strukturen fiihrt zu &hnlichen Kompartimenten
wie denen der Klasse E, jedoch kommt es an diesen zur Abschniirung von ILVs, allerdings
nicht zur Fusion mit den Lysosomen (Russell et al. 2012). Uber den Abbau von
Kompartimenten der Klasse E, die keine Kompetenz fiir die Fusion mit den Lysosomen
besitzen, sind in der Literatur bislang keine Hinweise zu finden.

Die Uberexpression von y2-Adaptin fiihrt zu vergroBerten spiten endosomalen Strukturen,
die den Kompartimenten der Klasse E entsprechen (Lambert et al. 2007; Rost et al. 2008).
Die Versuche mit EIAV.gag an der Plasmamembran lassen vermuten, dass es auch an den
endosomalen Strukturen zur Blockade der ILV-Abschniirung durch {iberexprimiertes
y2-Adaptin kommt, was es jedoch noch zu iiberpriifen gilt. Uberschiissiges y2-Adaptin
induziert gleichzeitig den vermehrten Abbau von Substraten des endo-lysosomalen Systems.
Dieser Befund scheint dem charakteristischen Bild von Kompartimenten der Klasse E zu
widersprechen, da es an ithnen zur Akkumulation von Substraten kommt (Emily M. Coonrod
and Tom H. Stevens 2010). Bei Blockade der Abschniirung der ILVs verbleiben die
Substrate an der Oberfliche der MVBs und konnten selbst bei Fusion mit den Lysosomen
nicht in deren Lumen gelangen. Dieses toplogische Problem und die Fusions-Inkompetenz
der Kompartimente der Klasse E mit Lysosomen fiihrt zu der Frage, wie die Substrate, die
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bei Blockade der ILV-Abschniirung durch tiberschiissiges y2-Adaptin vermutlich auf der
Oberfldche verbleiben, dennoch in das Lumen der Lysosomen gelangen und dort abgebaut
werden konnen. Eine mdgliche Erklarung liefert der Abbau der defekten MVBs durch
Autophagie, wobei y2-Adaptin als Autophagie-Adapter wirken konnte.

Autophagie ist ein zelluldrer Prozess, bei dem zytoplasmatische Komponenten lysosomal
abgebaut werden. Hierbei werden Teile des Zytoplasmas, u.a. Proteinaggregate und
Zellorganellen, von einer Membran, dem Phagophor, umschlossen. Die dadurch
entstehenden, von einer doppleten Membran umbhiillten Vesikel bezeichnet man als
Autophagosomen. Sie fusionieren mit Lysosomen und setzten ihren Inhalt so dem
hydrolytischen Abbau aus. Die Degradation von Zellorganellen durch Autophagie ist fiir
Mitochondrien, Peroxisomen und Teile des ER beschrieben. Fiir den Abbau endosomaler
Strukturen ist in der Literatur bisher keine Information zu finden. Der Abbau von
Zellorganellen erfolgt streng reguliert, so dass nur defekte Organellen durch Autophagie
abgebaut werden. (Johansen und Lamark 2011)
Die Autophagie ist kein, wie urspriinglich vermutet, rein nicht-selektiver Abbauprozess.
Unter normalen Wachstumsbedingungen erfolgt die Autophagie selektiv zur
Aufrechterhaltung der zelluliren Homeostase. Die Selektivitit wird hierbei iiber Autophagie-
Adapter vermittelt. Diese zeichnen sich durch folgende charakteristische Merkmale aus:

% Autophagie-Adapter binden ubiquitinierte Substrate.

% Sie interagieren mit dem Autophagie-spezifischen Protein LC3.

¢ Autophagie-Adapter werden selbst durch Autophagie abgebaut.

¢ Sie besitzen die Fahigkeit zu polymerisieren oder Aggregate zu bilden.
Autophagie-Adapter filhren somit Autophagie-Substrate, die in der Regel durch Ubiquitin
markiert sind, an den LC3-positiven Phagophor heran. Sie werden gemeinsam mit ihren
Substraten in Autophagosomen verpackt und nach deren Fusion mit den Lysosomen
abgebaut. (Kirkin et al. 2009b; Shaid et al. 2013)
v2-Adaptin erfiillt mindestens zwei der vier charakteristischen Merkmale fiir Autophagie-
Adapter: y2-Adaptin bindet ubiquitinierte Substrate, die lysosomal abgebaut werden, und
interagiert mit LC3. Ein weiteres Merkmal ist der Autophagie-abhidngige Abbau der
Adapter. Der Abbau von y2-Adaptin wurde nicht explizit untersucht, jedoch konnte bei
Versuchen mit lysosomalen Hemmstoffen kein signifikanter Abbau von vy2-Adaptin
beobachtet werden. Dennoch treten in SDS-Lysepuffer immer wieder Abbaubanden von

y2-Adaptin auf. y2-Adaptin wird abgebaut, aber ob der Abbau Autophagie-abhingig erfolgt,
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ist noch unklar. Die Fahigkeit zu oligomerisieren bzw. Aggregate zu bilden wurde fiir
y2-Adaptin nicht ndher untersucht. Da y2-Adaptin aber ein Autophagie-Adapter fiir defekte
endosomale Strukturen zu sein scheint, ist dieses Merkmal auch zu vernachlissigen, da dem
Abbau von Zellorganellen durch Autophagie keine Aggregat-Bildung vorausgehen muss
(Shaid et al. 2013). Dennoch tritt bei y2-Uberexpression immer wieder die Sequestrierung
von einigen Substraten in Detegenz-unlosliche Aggregate auf (z.B. bei EIAV.gag), wenn
diese nicht durch iiberschiissiges y2-Adaptin reduziert werden. Daher kann auch eine

mogliche Aggregat-bildende Eigenschaft von y2-Adaptin nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 47: Modell des Abbaus defekter MVBs durch Autophagie

Die Uberexpression von y2-Adaptin blockiert die ESCRT-Kaskade und vermittelt gleichzeitig den
vermehrten Abbau seiner Substrate. Eine mogliche Erklarung dafiir liefert der Abbau der durch die Blockade
der ESCRT-Kaskade entstechenden defekten MVBs durch Autophagie. y2-Adaptin konnte dabei die
Autophagie-Machinerie zu diesen Kompartimenten der Klasse E rekrutieren.
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y2-Adaptin konnte folgende Funktion im Zusammenhang mit der Autophagie {ibernehmen:
Der vermehrte Abbau seiner Substrate bei Uberexpression erfolgt nicht durch Induktion der
Autophagie. Vielmehr fiihrt y2-Adaptin seine Substrate selektiv an die Phagophore heran,
wodurch diese von Autophagosomen umschlossen werden. Dies ermoglicht ihren Abbau im
Lysosom nach der Fusion der Autophagosomen mit diesem. Bei den Substraten von
y2-Adaptin handelt es sich wahrscheinlich um ubiquitinierte Proteine und endosomale
Strukturen. Die Verbindung zu den endosomalen Strukturen stellt y2-Adaptin dabei
wahrscheinlich iiber seine Interaktionspartner Vps28, Chmp2, Nedd4 und / oder Rab7 her.
Ob die Rolle von y2-Adaptin als moglicher negativer Regulator der ESCRT-Kaskade

moglicherweise auf seiner Funktion als Autophagie-Adapter beruht, bleibt aber noch unklar.

Ub o
9 ubiquitinierte,

v zytosolische Proteine
Phagophor Q@
LC3-1T
. Y2 ESCRT-Kaskade;
LC3-It % / ESCRT defekte MVBs
LC3-II
— Autophagie-Adapter
LC3-11 — .
/YZ-Adaptm \

Y2 Rab7-positive
LC3-1T Rab7 endosomale Strukturen

LC3-11

LC3-I

Abbildung 48: y2-Adaptin als potentieller Autophagie-Adapter

y2-Adaptin besitzt Eigenschaften eines Autophagie-Adapters. Uber seien potentieles LIR-Motiv kann es mit
LC3 interagieren und so seine Substrate an Phagophore heran fithren. y2-Adaptin kann iiber sein UIM
ubiquitinierte Substrate binden. Weitere Interaktionspartner von y2-Adaptin sind Komponenten der ESCRT-
Kaskade und Rab7. Uber diese kann y2-Adaptin auch endosomale Strukturen an die Phagophore rekrutieren.
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Bei neurodegenerativen Krankheiten fiihren Defekte in der ESCRT-Kaskade zur Bildung
von Protein-Aggregaten, die durch Autophagie nicht mehr abgebaut werden konnen (Rusten
und Simonsen 2008). Daher wird angenommen, dass die Autophagie eine funktionsfihige
MVB-Machinerie benotigt (Saksena und Emr 2009).

Die Auswirkungen von ESCRT-Defekten auf die Autophagie-Machinerie ist jedoch Spezies-
und Zelltyp-abhédngig (Manil-Segalén et al. 2012). Autophagosomen kénnen mit MVBs zu
Amphisomen oder direkt mit Lysosomen zu Autophagosomen verschmelzen. Die
Amphisomen-Bildung ist bei gestorter MVB-Morphogenese nicht moglich, wihrend die
Fusion mit den Lysosomen, wie z.B. in C.elegans, noch stattfinden kann (Manil-Segalén et
al. 2012). In Sdugerzellen scheint der Abbau der Autophagosomen jedoch bei ESCRT-
Depletion gestért zu sein, da es dabei zur Akkumulation von Autophagosomen kommt
(Rusten und Stenmark 2009b). Es wird zwar diskutiert, ob eine Stérung der MVB-
Morphogenese die Autophagie induziert und dadurch eine Akkumulation von
Autophagosomen hervorruft (Rusten und Stenmark 2009b), jedoch widerspricht dies dem
Bild bei neurodegenerativen Erkrankungen. Zur Klidrung dieser Frage wurde der
Autophagie-Flux unter diesen Bedingungen auch noch nicht ndher untersucht (Manil-
Segalén et al. 2012).

In der Literatur ist kein Hinweis auf dem Abbau endosomaler Strukturen durch Autophagie
zu finden und fiir Sdugerzellen wird angenommen, dass die Autophagie eine funktionsfahige
ESCRT-Kaskade bendtigt. Somit scheint eine Rolle von y2-Adaptin als Autophagie-Adapter
defekter MVBs zunéchst verwunderlich. Jedoch ist y2-Adaptin in diesem Zusammenhang
bisher auch einzigartig, da es in erhohter Konzentration nicht nur als Autophagie-Adapter zu
wirken scheint, sondern gleichzeitig die Stérung der MVB-Morphogenese bedingt. Daher ist
anzunehmen, dass y2-Adaptin nicht per se defekte endosomale Strukturen beseitigen kann,
sondern moglicherweise regulatorische Funktionen iibernimmt. In diesem Falle wire eine
Erhdhung der intrazelluldren y2-Konzentration bei Aus- bzw. Uberlastung der ESCRT-

Kaskade zu erwarten. Dies wurde jedoch bisher noch nicht untersucht.
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5.1 Modell der physiologischen Funktion von y2-Adaptin

y2-Adaptin ist ein zytosolisches Protein, das mit den Membranen spdter Endosomen
assoziiert vorliegen kann (Lambert et al. 2007). Der Mechanismus der Membran-
Rekrutierung ist dabei noch nicht bekannt. y2-Adaptin ist ein potentielles Adapter-Protein,
das iiber sein UIM ubiquitinierte Proteine binden (Rost et al. 2006) und tiber sein LIR-Motiv
mit LC3 interagieren kann. Neben Ubiquitin und LC3 sind Nedd4 (Rost et al. 2008), Vps28
und Chmp2A (Déring et al. 2010) und Rab7 als Interaktionspartner von y2-Adaptin
identifiziert. Diese Interaktionen ermdglichen y2-Adaptin einen Zugang zur ESCRT-
Kaskade und spiten endosomalen Strukturen. Uberschiissiges y2-Adaptin wirkt dabei als
Inhibitor der ESCRT-Kaskade. Ob y2-Adaptin unter physiologischen Bedingungen
ubiquitinierte Substrate fiir die Verpackung in ILVs an die ESCRT-Kaskade heran fiihrt, ist
bisher noch unklar. Uberschreitet y2-Adaptin eine kritische Konzentration in der Zelle,
inhibiert es die ESCRT-Kaskade und fiihrt hochstwahrscheinlich zum Abbau der dadurch
entstehenden defekten MVBs durch Autophagie. Hierbei wirkt es als Autophagie-Adapter
zwichen den defekten MVBs und den LC3-positiven Phagophoren. Die Inhibition der
ESCRT-Kaskade scheint dabei z.T. unabhéngig von der Funktion von y2-Adaptin als
Autophagie-Adapter zu sein, da tiiberschiissiges y2-Adaptin auch die ESCRT-abhéngige
Knospung von Retroviren an der Plasmamembran inhibiert (Doring et al. 2010). Um dies
weiterfiihrend zu iiberpriifen, sollten Versuche mit Retroviren, die an der Plasmamembran
knospen, z.B. EIAV.gag, und y2.Stop501 durchgefiihrt werden. Sie konnten eine Antwort
auf die Frage liefern, ob y2-Adaptin die ESCRT-Kaskade durch Rekrutierung von LC3 und
der Autophagie-Maschinerie vollstindig inhibiert, oder ob die inhibitorische Wirkung von
v2-Adaptin auf die ESCRT-Kaskade teilweise unabhidngig von seiner Interaktion mit LC3
erfolgt.

Als Autophagie-Adapter fiihrt y2-Adaptin nicht nur spédte endosomale Strukturen dem Abbau
durch Autophagie zu, sondern auch verschiedene zytosolische Proteine. Ein erster screen zur
Identifikation von charakteristischen Merkmalen solcher y2-Substrate deutet darauf hin, dass
diese Proteine in einer Verbindung zum Ubiquitin-System der Zelle stehen. Dies bekraftigt
die postulierte Funktion von y2-Adaptin als Ubiquitin-Adapter. Neben einer direkten
Verbindung dieser Substrate zu y2-Adaptin ist auch eine indirekte Wirkung von y2-Adaptin
auf diese denkbar. Da {lberexprimiertes y2-Adaptin den Abbau spiter endosomaler

Strukturen durch Autophagie zu vermitteln scheint, ist auch der indirekte Abbau von mit
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diesen Strukturen assoziierten Proteinen denkbar. Dieser indirekte Abbau durch
iiberschiissiges y2-Adaptin tritt vermutlich auch bei endogenen Substraten des endo-
lysosomalen Systems, wie z.B. EGF, auf. Neben den transmembranen Substraten, die
ESCRT-abhédngig in ILVs verpackt werden, werden bei diesem Schritt auch zum Teil
zytosolische Proteine mit verpackt. Dieser Prozess wird als Mikroautophagie an MVBs
bezeichnet und erfolgt abhiingig von Hsc70 (Sahu et al. 2011). Uberexprimiertes y2-Adaptin
vermittelt den Abbau von Hsc70 und damit wahrscheinlich auch von Hsc70-Substraten und
-Ko-Chaperonen. Daher ist es schwierig zu unterscheiden, welches direkte Substrate von y2-
Adaptin sind und welche indirekt durch den Abbau von defekten MVBs und mit ihnen
assoziierter Proteine abgebaut werden. Unabhidngig davon, ob es sich um direkte oder
indirekte y2-Substrate handelt, zeichnen sie sich alle {iber eine zytoplasmatische Lokalisation
und eine Verbindung zu Ubiquitin aus.

Da y2-Adaptin die ESCRT-Kaskade inhibieren und als Autophagie-Adapter fungieren kann,
konnte es eine regulatorische Funktion im lysosomalen System iibernehmen. Hierbei konnte
v2-Adaptin als Schalter zwischen dem endo-lysosomalen Abbauweg und dem Abbau durch
Autophagie wirken. Denkbar ist eine dhnliche Schalter-Funktion wie die der Hsc70-Ko-
Chaperone Bagl und Bag3 (BCL-associated athanogene). Die Expression von Bag3 steigt
mit der Alterung der Zelle an, wihrend die von Bagl absinkt. Bagl vermittelt den
proteasomalen Abbau und Bag3 begiinstigt in alternden Zellen, in denen die Anzahl falsch
gefalteter Proteine ansteigt, den p62-abhingigen Abbau durch Autophagie. (Shaid et al.
2013)

Die Depletion von y2-Adaptin zeigt keinen regulatorischen Effekt auf die ESCRT-Kaskade,
da die ESCRT-abhingige VLP-Knospung an der Plasmamembran unbeeinflusst bleibt.
Dennoch werden ubiquitinierte Proteine und EGF bei y2-Depletion weniger stark abgebaut.
Da y2-Adaptin jedoch nicht bei der Fusion von MVBs mit den Lysosomen beteiligt zu sein
scheint, deutet dies darauf hin, dass der Autophagie-abhdngige Abbau spéter endosomaler
Strukturen, welcher von v2-Adaptin vermittelt wird, auch wunter physiologischen
Bedingungen auftritt. Dies wiirde bedeuten, dass die Funktion von ¢y2-Adaptin als
Autophagie-Adapter unabhidngig von der Konzentrations-abhéngigen Inhibition der ESCRT-
Kaskade erfolgt. Eine alternative Erkldrung liefert eine doppelte Adapter-Funktion von
y2-Adaptin an MVBs: als Adapter fiir Substrate der ESCRT-Kaskade und als Autophagie-
Adapter. Bei diesem Erklarungsmodell ist davon auszugehen, dass sich die Inhibition der

ESCRT-Kaskade und die Funktion als Autophagie-Adapter gegenseitig bedingen.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, die physiologische Funktion von y2-Adaptin zu charakterisieren.
v2-Adaptin wurde 1998 erstmals von Takatsu ef al. und Lewin ef al. als mogliches Mitglied
der Clathrin-Adapter-Proteinfamilie beschrieben. Seine genaue physiologische Funktion ist
aber bis heute noch unklar. Bisherige Ergebnisse deuten darauf hin, das y2-Adaptin
unabhingig von den AP-Komplexen wirkt.

In der HBV-Morphogenese ist eine spezielle Funktion von y2-Adaptin bekannt, da es dort
nach seiner Ubiquitinierung durch Nedd4 als Adapter zwischen dem HBV L- und Core-
Protein fungiert und Anderungen in der y2-Konzentration die HBV-Freisetzung blockieren.
v2-Adaptin besitzt neben den fiir die Clathrin-Adapter Proteine typischen Clathrin-bindenden
Eigenschaften auch die Fahigkeit, Ubiquitin iiber sein UIM zu binden. Dariiberhinaus wird
v2-Adaptin durch seine Interaktion mit der Ubiquitin-Ligase Nedd4 selbst ubiquitiniert.
Damit besitzt y2-Adaptin typische Eigenschaften eines Ubiquitin-Adapters. y2-Adaptin ist an
MVBs lokalisiert und Abweichungen in der 7y2-Konzentration verdndern die MVB-
Morphologie. Zudem fiihrt die Uberexpression von y2-Adaptin zur Blockade der Freisetzung
retroviraler VLPs und die y2-Depletion blockiert den lysosomalen Abbau von EGF, einem
Substrat des endo-lysosomalen Proteintransports. Dies alles deutet auf eine mdgliche
Funktion von y2-Adaptin in diesem Transportsystem hin, welche in dieser Arbeit ndher
untersucht wurde.

Es konnte gezeigt werden, dass die Depletion von y2-Adaptin den Abbau von endogenen
(z.B. EGF, ubiquitinierte Proteine) und exogenen (z.B. das retrovirale MLV.gag-
Polyprotein) Substraten des endo-lysosomalen Weges inhibiert, wéhrend sie bei
v2-Uberexpression verstirkt abgebaut werden. Alle bisher identifizierten ,,Substrate” von
v2-Adaptin, also Proteine, die durch iiberschiissiges y2-Adaptin abgebaut werden, besitzen
eine Verbindung zum endo-lysosomalen System und / oder zur Ubiquitin-Maschinerie der
Zelle. Weitere Hinweise auf eine Rolle von y2-Adaptin im MVB-Weg lieferte die
Identifikation von Vps28 und Chmp2A als spezifische Interaktionspartner von y2-Adaptin.
Uber Vps28 erhilt y2-Adaptin direkten Zugang zum ESCRT-I- und iiber Chmp2A zum
ESCRT-III-Komplex.

Zudem konnte neben dem UIM eine PH-Domine in y2-Adaptin als wichtige funktionelle

Domaéne identifiziert werden. Sie stellt das Modul fiir die Interaktion mit Rab7 dar, welche
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erstmals gezeigt werden konnte. Auch die Interaktion mit Rab7 deutet auf eine Rolle von
y2-Adaptin im endo-lysosomalen Transportsystem hin, da Rab7 an spéiten Endosomen
lokalisiert ist und u.a. die Fusion der MVBs mit den Lysosomen vermittelt. Da die
Auswirkungen der Rab7-Uberexpression und -Depletion auf MLV.gag denen der
y2-Uberexpression bzw. -Depletion entsprechen, liegt die Vermutung nahe, dass y2-Adaptin
an einem #hnlich spédten Schritt im endo-lysosomalen Transportsystem wirkt wie Rab7.
Jedoch blockiert tiberschiissiges y2-Adaptin die ESCRT-abhéngige VLP-Ausschleusung an
der Plasmamembran und fungiert daher moglicherweise als negativer Regulator der ESCRT-
Kaskade. Da die Uberexpression von y2-Adaptin aber gleichzeitig zum vermehrten
lysosomalen Abbau fiihrt, ist eine Funktion von y2-Adaptin bei der MVB-Lysosomen-Fusion
wenig wahrscheinlich. Einer solchen Funktion widerspricht auch, dass die intrazelluldre
Konzentration von Rab7 und Vps28 durch {iberschiissiges y2-Adaptin reduziert werden.

Als dritte funktionell wichtige Doméne in y2-Adaptin konnte ein LIR-Motiv identifiziert
werden, liber welches y2-Adaptin mit dem Autophagie-Markerprotein LC3 interagieren
kann. Die Interaktion mit LC3, und damit die Verbindung zur Autophagie-Machinerie,
liefert eine mogliche Erklirung fiir den vermehrten Abbau bei y2-Uberexpression und den
Abbau von Proteinen auf der MVB-Oberfliche. Dabei induziert y2-Adaptin nicht die
Autophagie per se, sondern scheint als Autophagie-Adapter zu wirken, der seine Substrate,

z.B. MVBs, selektiv dem Abbau durch Autophagie zufiihrt.

Eine mogliche Rolle von y2-Adaptin im zum Lysosom hin gerichteten zelluldren Transport
konnte bestdtigt werden, wobei y2-Adaptin dabei verschiedene Funktionen iibernimmt:

% als Ubiquitin-Adapter im endo-lysosomalen System,

% als negativer Regulator der ESCRT-Kaskade

X/

« und/ oder als Autophagie-Adapter.
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7 Summary

The aim of this thesis was to characterize the physiological function of y2-Adaptin. In 1998,
v2-Adaptin was characterized by Takatsu ef al. and Lewin ef al. as a putative member of the
clathrin adaptor protein family. Its exact physiological function is not identified yet, but
previous studies indicate that it functions independently of the adaptor protein complexes.
During HBV-morphogenesis, y2-Adaptin adapts a specific role. After its ubiquitination by
Nedd4, it functions as an adaptor between HBV L- and Core-proteins. Changes in its
concentration result in a blockage of HBV-release.

As a putative member of the clathrin adaptor protein family, y2-Adaptin possesses clathrin-
binding ability. In addition, it can bind ubiquitin via its UIM and can interact with the
ubiquitin-ligase Nedd4. During this interaction, y2-Adaptin itself is ubiquitinated. Therefore,
it holds characteristic features of an ubiquitin adaptor. y2-Adaptin is localized at MVBs and
changes in its concentration cause defects in MVB-morphology. Overexpressed y2-Adaptin
results in the inhibition of retroviral particle release and its depletion blocks lysosomal
degradation of EGF, an endogenous substrate or the endo-lysosomal pathway. These results
indicate a possible role of y2-Adaptin in the MVB-pathway. Such a function in the endo-
lysosomal system was further analyzed in this thesis.

It could be shown that the depletion of y2-Adaptin results in an inhibition of the lysosomal
degradation of endogenous and exogenous substrates of the endo-lysosomal pathway, while
it was increased during vy2-overexpression. All identified “y2-substrates” exhibit a
connection to the endo-lysosomal system and / or the ubiquitin-machninery of the cell.
Further indication of a y2-function in the MVB-pathway came from the identification of
Vps28 and Chmp2A as specific y2-interaction partners. Via these interactions y2-Adaptin
gets access to the ESCRT-machinery, as Vps28 is a subunit of the ESCRT-I- and Chmp2A
of the ESCRT-III-complex. In addition to its UIM, a PH-domain was identified as functional
important in y2-Adaptin. The PH-domain is the interaction module for the interaction
between y2-Adaptin and Rab7, which could be shown for the first time. Rab7 is localized to
late endosomes and functions in MVB-lysosome-fusion. This enhances the idea of a
functional role of y2-Adaptin in the MVB-pathway. The effect of Rab7-overexpression and
depletion on the MLV.gag-morphogenesis resembles the effect of y2-Adaptin. This indicates

a function of y2-Adaptin during late steps of the endo-lysosomal pathway, similar to Rab7.
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However, overexpressed y2-Adaptin inhibits ESCRT-dependent retroviral particle release
from the plasma membrane and therefore might possibly work as a negative regulator of the
ESCRT-machinery. As overexpressed 7y2-Adaptin results in an enhanced lysosomal
degradation, a role in MVB-lysosome-fusion is not very likely.

Another newly identified domain in y2-Adaptin is the LIR-motif. It enables y2-Adaptin to
interact with the autophagy marker protein LC3. The interaction between y2-Adaptin and
LC3 — and therefore a connection to the autophagy machinery - provide a possible
explanation for the increased lysosomal degradation during y2-overexpression and the
degradation of proteins on the MVB outer membrane. Thereby, y2-Adaptin does not induce
autophagy in principle, but seems to function as an autophagy adaptor, which delivers its

substrates, for instance MVBs, to autophagosomal degradation.

A putative role for y2-Adaptin in cellular transport directed to the lysosome was confirmed
and y2-Adaptin functions at different steps during this process:

+¢ as an ubiquitin adaptor

¢ as a negative regulator of the ESCRT-machniery

+* and / or as an autophagy adaptor.

131



Anhang

8 Anhang

8.1 Ubersichtsdarstellung der y2- bzw. y1-Konstrukte
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Abbildung 49: Ubersicht der verwendeten y2- und y1-Konstrukte

Die einzelnen Konstrukte sind schematisch dargestellt, wobei sich die Darstellung an der Organisation in
N-terminale Kopf- und C-terminale Ohr-Domédne von yl-Adaptin orientiert. Deletionen innerhalb der
Sequenz sind {iber die Striche angedeutet und Punktmutationen, die zu einem oder mehreren AS-Austauschen
fiihren, mit * markiert.

132



Anhang

8.2 Abkiirzungsverzeichnis

3-MA 3-Methyladenin

ADP Adenosindiphosphat

AP Adapter-Protein

ARF ADP ribosylation factor

AS Aminoséure

Atg autophagy-related

ATP Adenosintriphosphat

ATPase Adenosintriphosphatase

Bag BCL-associated athanogene

BSA bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

ca constitutive active

ca. circa

CHAPS 3-[(3-Chloraminopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
CHIP C-terminus of Hsc70-interacting protein
Chmp chromatin modifying protein

CIP calf intestinal phosphastase

cm Zentimeter

CMA chaperone-mediated autophagy

CORVET class C core vacuole/endosome tethering
CO, Kohlenstoffdioxid

dH,0 deionisiertes Wasser

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

DMP 2,4,6-Tris-(dimethylaminomethyl)-phenol
DMSO Dimethylsulfoxid

dn dominant negative

DNA desoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsdure
DOC Natriumdesoxycholat

DUB de-ubiquitinating enzyme

Eap ELL-associated protein

EBAG9 estrogen receptor-binding fragment-associated antigen 9
EBSS Earle’s Balanced Salt Solution
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E.coli
EDTA
EGF
EGFR
EIAV
ER
ESCRT
FCS
FIP200
FYCO1
GABARAP
Gag
GAP
GDF
GDI
GDP
GEF
GFP
GGA
GLUE
GTP
GTPase
HA
HBV
HDAC6
HEPES
HIV
HOPS
HPV
Hrs
Hsc70
HuH-7
IgG
ILV

Anhang

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor

equine infectious anemia virus

Endoplasmatisches Retikulum

endosomal sorting complex required for transport
fetal calv serum

focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kD
FYVE and coiled-coil domain-containing protein 1
y-aminobutryate receptor associated protein

group specific antigen

GTPase-activating protein

GDI displacement factor

GDP dissociation inhibitor

Guanosindiphosphat

GDP / GTP exchange factor

green fluorescent protein

golgi-associated, y-Adaptin homologue, Arf-binding
GRAM-Like Ubiquitin-binding in EAP45
Guanosintriphosphat

Guanosintriphosphatase

Hemagglutinin (HA-Tag: YPYDVPDYA)

Hepatitis B Virus

histone deacetylase 6
2-[4-(2-Hydroxylethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsiure
human immunodeficiency virus

homotypic fusion and vacuole protein sorting
human papilloma virus

hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate
heat shock cognate 7

humane Hepatomzellen

Immunglobulin G

intraluminale Vesikel
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IP

kDa
Ko-IP
Lamp2A
LB
LC3
LDH
LIR

M

mg

ml
MLV
mM
MTOC
MVB
NBRI1
NLS
nm
NP-40
PB1-Domine
PBS
PCR
PFA
PE

pH

PH-Doméne
PI(3)P
Pleckstrin
POX

Rab

Ran

Ras

REP

Immunprézipitation

Kilodalton

Ko-Immunprizipitation
lysosome-associated membrane protein type-2A
Luria Bertani

microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3
Laktatdehydrogenase

LC3 interaction region

Mol

Milligramm

Milliliter

murine leukemia virus

millimolar

microtubuli organizing center
multivesicular bodies

neighbour of breast cancer 1

nuclear lokalisation signal
Nanometer

nonyl phenoxypolyethoxylethanol 40
Phox/Bem1p domain

phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
Paraformaldehyd
Phosphatidylethanolamin

potentia Hydrogenii

Anhang

(negativer dekadischer Logarythmus der Aktivitit der Oxoniumionen)

pleckstrin homology domain
Phosphatidylinisitol-3-phosphat

platelet and leukocyte C kinase substrate protein
Peroxidase

Ras-related in brain

Ras-related nuclear protein

rat sarcoma

Rab escort protein
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RGGTase
Rho
RILP
RNA

rpm

RT
SCAMP3
SDS
SDS-PAGE
siRNA
SNARE
S.0.

sog.
STAM
TBS
TGN
TCA

TR
Tsgl01
t-SNAREs
u.a.

Ub

UBA
UBL
UEV
UM
UVRAG

VHS
VLP
Vps

wt

YFG

Anhang

Rab Geranyl-Geranyl-Transferase
Ras homology

Rab-interactin lysosomal protein
Ribonukleinsdure

rounds per minute

Raumtemperatur

secretory carrier membrane protein 3
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacylamidgelelektrophorese
small interfering RNA

soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
sieche oben

sogenannt

signal transducing adaptor protein
tris buffered saline
Transgolginetzwerk
Trichloressigsdure
Transferrin-Rezeptor

tumor susceptibility gene 101

target synaptosome-associated protein receptor
unter anderem

Ubiquitin

ubiquitin-associated

Ubiquitin-like

ubiquitin E2 variant
Ubiquitininteraktionsmotiv

UV radiation resistance-associated gene
Volumen

Vps-27, Hrs, STAM

virus like particles

vacuolar protein sorting

weight

wild type

yellow fluorescent protein
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z.B.

Hg
ul

um

zum Beispiel
Mikrogramm
Mikroliter

Mikrometer

Anhang

8.3 Ein- und Dreibuchstabencodes der Aminosauren

Tabelle 18: Ein- und Dreibuchstabencode der Aminosiuren

Einbuchstabencode Dreibuchstabencode Aminosiure
A Ade Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsiure
E Glu Glutaminséure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

| Ile Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q Gln Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

A\ Val Valin

W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin

X -—- beliebige AS
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